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OZET

Candida albicans, 6zellikle bagisikigr baskilanmis konaklarda enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edi-
len fungal patojendir. Uygun enfeksiyon kontrol stratejilerinin gelistirilmesi ve epidemiyolojik veri toplan-
masli acisindan, enfeksiyon etkeni olan mikroorganizmalarin genotiplendiriimesi 6nem tagimaktadir. 25S
intron analizi, C.albicans suslarinin genotiplendirilmesinde kullanilan kolay ve guvenilir bir yontem olarak
kabul edilmektedir. Bununla birlikte, ayinm guciiniin dusiik olmasi, epidemiyolojik arastirmalarda bu
yoéntemin kullanimini sinirflandirmaktadir. Bu calismada, enfeksiyon etkeni olarak izole edilen C.albicans
suslarinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 25S intron analizini takiben, elde edilen PCR Uriinlerinin
restriksiyon enzim analizine tabi tutulmasiyla ayinm glicii daha ytiksek olan bir genotiplendirme sistemi
olusturulmasi amaclanmustir. Bu calismaya, cesitli klinik 6rneklerden (121 kan, 69 balgam, 36 vajinal akin-
tI, 26 yara, 8 idrar) enfeksiyon etkeni olarak izole edilmis 260 adet C.albicans susu dahil edilmistir. Tim
izolatlara, PCR ile literatiirde belirtildigi sekilde 25S intron analizi uygulanmis ve elde edilen PCR riinle-
ri Haelll restriksiyon enzimi ile kesilerek genotiplendirilmistir. Her iki yontemin ayirrm gici ayr ayri he-
saplanmistir. 25S intron analizi ile 184 (%70.8) izolat genotip A, 42 (%16.2) izolat genotip B ve 34 (%13)

iletisim (Correspondence): Dog. Dr. Zeynep Ceren Karahan, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Morfoloji Binasi, Sihhiye, 06100, Ankara, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 312 595 8120,
E-posta (E-mail): ckarahan@medicine.ankara.edu.tr




Candida albicans Suslarinin Genotiplendirmesinde

258 Intron Analizini Takiben Restriksiyon Enzim Analizi Uygulanmasi

izolat da genotip C olarak bulunmus; yontemin ayirnm giicl 0.46 olarak hesaplanmistir. PCR Griinlerinin
Haelll ile kesimi sonucunda genotip A’da 10, genotip B’de bir ve genotip C’de bes ayri kesim paterni (ge-
notip) tespit edilmis; bdylece restriksiyon enzim analizi eklenmesiyle elde edilen genotip sayisi 16’ya,
yoéntemin ayirim giicti de 0.79'a ylkselmistir. Farkli genotiplendirme yontemlerinin birlikte kullanimi, ge-
notip sayisini artirarak ayinm guictini yiikseltmekle birlikte, ayni suslarin farkl genotiplere dagilmasiyla
sonuglanabilmekte ve bu durum degerlendirmede gticliiklere neden olabilmektedir. 25S intron analizini
takiben Haelll restriksiyon enzim analizi uygulanmasi ise, tamamen farkh bir genotiplendirme yontemi
eklenmesine gerek kalmaksizin yéntemin ayirnm gliciini ylkseltmekte ve yontemi epidemiyolojik arastir-
malar ve klinik izolatlarin genotiplendirilmesi icin daha uygun hale getirmektedir. Haelll yerine baska en-
zimlerin kullanilmasi yontemin ayirnm giicinii daha da ytkseltebilir. Bu yontemle elde edilen genotipler-
le hasta ozellikleri, klinik veriler, antifungal duyarliliklar gibi parametreler arasinda iliski olup olmadigini
arastirmak icin daha detayl arastirmalar planlanabilir.

Anahtar sézciikler: Candida albicans; genotip; polimeraz zincir reaksiyonu; PCR; 255 intron analizi; rest-
riksiyon enzim analizi.

ABSTRACT

Candida albicans is the most frequently encountered fungal pathogen especially in the immuno-
compromised hosts. Genotyping clinical microbial isolates is important for obtaining epidemiological
data and for establishing appropriate infection control strategies in the hospital setting. 25S intron analy-
sis is an easy and reliable method used for genotyping C.albicans strains. As it has a low discriminatory
power, its use is limited in epidemiological studies. In this study, our aim was to genotype clinical C.al-
bicans isolates by using 25S intron analysis followed by restriction enzyme digestion in order to develop
a more discriminative genotyping system for C.albicans. A total of 260 clinical C.albicans strains isolated
from various infection sites (121 blood, 69 sputum, 36 vaginal discharge, 26 wound, 8 urine samples)
were genotyped by 25S intron analysis, and all the products obtained by polymerase chain reaction
(PCR) were digested with Haelll restriction enzyme. Discriminatory power of each method was calcula-
ted. Among the isolates 184 (70.8%) were classified as genotype A, 42 (16.2%) as genotype B, and 34
(13%) as genotype C by 25S intron analysis. Discriminatory power of the method was calculated as
0.46. Haelll restriction of genotype A, B and C isolates produced ten, one, and five restriction patterns
(genotypes), respectively. By the addition of restriction enzyme analysis, the number of genotypes ob-
tained was increased to 16, and the discriminatory power of the method to 0.79. Combining different
genotyping methods increases the discriminatory power by increasing the number of genotypes obta-
ined. However, there is also a risk to split certain strains in different genotypes by the different methods
used and this makes the genotypic evaluation more difficult. On the other hand, combining 25S intron
analysis with restriction enzyme analysis increases the discriminatory power without introducing a totally
different method, and makes the method more suitable for epidemiological purposes and for genoty-
ping clinical isolates. Different enzymes instead of Haelll should be tested to evaluate the effect on the
discriminatory power. In order to evaluate the relationship between the genotypes obtained by this met-
hod and parameters such as patient characteristics, clinical data, and antifungal susceptibilities, more
sophisticated studies can be performed.

Key words: Candida albicans; genotype; polymerase chain reaction; PCR; 255 intron analysis; restriction
mapping.
GiRiS

Candida albicans, insanlarda normal cilt ve mukozalarin flora elemani olarak kabul
edilen, ancak bagisikhk sistemi baskilanmis konaklarda agir sistemik enfeksiyonlar olus-
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turabilen, firsatgi bir maya mantaridir. Candida turiiniin en patojen Uyesi olarak, siste-
mik mantar enfeksiyonlarinin %50-70’inden sorumlu tutulmaktadir'-. Kandidemi
mortalitesi, altta yatan hastalgin ciddiyetine bagl olarak %30-40 arasinda degismek-
tedir?.

Uygun enfeksiyon kontrol stratejilerinin gelistiriimesi ve epidemiyolojik veri toplanma-
si acisindan, enfeksiyon etkenlerinin genotiplendirilmesi 6nemlidir. Molekiiler yontemle-
rin gelismesi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)'nun kesfi sonrasinda, diger etkenler
icin oldugu gibi, Candida turlerinin genotiplendiriimesinde de yeni molekdiler yontemler
kullanilmaya baslanmistir. Bu yontemler arasinda, genom dizileme, multilokus dizi tip-
lendirmesi (MLST), multilokus enzim elektroforezi (MLEE), restriksiyon enzim analizi
(REA), “pulsed field” jel elektroforezi (PFGE), mikrosatellit analizi ve “randomly amplifi-
ed polymorphic DNA” analizi (RAPD) sayilabilir>'#. Bu yontemler icerisinde, suslarin ge-
netik yakinhgr hakkinda en dogru sonug vereni ve en giivenilir olani dizi analizi olup,
Candida suslarinin genotiplendiriimesinde altin standart olarak kabul edilmektedir'3'4.
Bununla birlikte, yontemin pahali olmasi, 6zel donanim ve deneyim gerektirmesi nede-
niyle, her klinik 6rnek icin uygulanmasi mimkdin degildir.

Ribozomal diziler, bir¢ok fungal patojenin genotiplendirilmesinde yaygin olarak kulla-
nilan hedeflerdendir. McCullough ve arkadaslarinin', 255 rRNA geni {izerinde aktarila-
bilir bir grup | intron varligini géstermeye yonelik olarak gelistirdikleri genotiplendirme
sistemi olan 25S intron analizinde, PCR ile elde edilen uriliniin buykligtine gore C.albi-
cans suslari t¢ genotipe (Genotip A-C) ayrilmaktadir. Daha 6nce yaptigimiz bir calisma-
da, genotip A izolatlari arasinda restriksiyon enzim analiziyle gosterilebildigini buldugu-
muz ve dizi analiziyle dogruladigimiz dizi degiskenliklerinin varligi, 25S intron analizini
takiben elde edilen Uriinlerin enzimle kesilmesinin, genotip sayisini artirarak daha yuik-
sek ayirm guicline sahip, dolayisiyla epidemiyolojik arastirmalarda kullanmaya daha el-
verisli bir genotiplendirme sistemi saglayabilecegini diisiindiirmistiir'®. Bu calismanin
amaci, klinik C.albicans izolatlarinin 25S intron analizini takiben restriksiyon enzim ana-
liziyle genotiplendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM
C.albicans Suslari ve DNA Ekstraksiyonu

Calismaya, Haziran 1999-Mart 2009 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiilte-
si ve Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi hastanelerinde ayaktan ya da yatarak tedavi gé-
ren hastalardan enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 260 C.albicans izolati dahil edildi.
izolatlar farkl hastalardan, farkli enfeksiyon alanlarindan (121 kan, 69 balgam, 36 vaji-
nal akinti, 26 yara, 8 idrar 6rnegi) izole edildi ve calisiincaya kadar %20 gliserol iceren
beyin-kalp inflizyon besiyeri icerisinde -20°C’de saklandi. C.albicans tiplendirmesi rutin
mikrobiyolojik yontemlerle (Gram boyama ve germ-tiip testleri) ve APl 20C AUX (Bi-
oMeérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) sistemi kullanilarak yapildi.

Suslardan DNA ekstraksiyonunda Kaiser ve arkadaslarinin'® énerdigi yontem kullanil-
di. Elde edilen DNA ornekleri calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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25S intron Analizi ve Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

25S intron genotipleri, CA-INT-L ve CA-INT-F primerleri kullanilarak, literattirde belir-
tildigi sekilde PCR ydntemiyle gerceklestirildi®'3. 450 baz cift (bc)'lik tek bant gézlenen
izolatlar genotip A, 840 b¢'lik tek bant gozlenen izolatlar genotip B, 450 ve 840 bg¢'lik
iki bant veren izolatlar ise genotip C olarak tanimlandi (Resim 1).

Tum PCR urinleri, uygun tampon icerisinde, 10 U Haelll restriksiyon enzimi (Fermen-
tas, Litvanya) kullanilarak 37°C’de bir gece tutularak kesildi. Uriinler %3’liik (w/v) aga-
roz jel elektroforezine (100V altinda dort saat) tabi tutulduktan sonra etidyum bromr
ile boyandi ve ultraviyole altinda goriinttlendi (Resim 2-4).

25S intron analizi ve REA icin ayinm giict (AG), asagidaki formule gore hesaplandi:
1

S . .
AG=1 - W JE']XJ (Xj-1)

Bu formdilde s, elde edilen genotip sayisini; xj ve j genotipte yer alan izolatlarin sayi-
sini; N calisilan toplam &rnek sayisini ifade etmektedir'”.

Tum PCR-REA uygulamalari, ikiser kere tekrarlanarak yontemin tekrarlanabilirligi de-
gerlendirildi.

BULGULAR

25S intron analizi ile, 260 izolatin 184 (%70.8)'li genotip A, 42 (%16.2)'si genotip B
ve 34 (%13)'l genotip C olarak bulunmus; yontemin ayirim glicti 0.46 olarak hesaplan-
mugtir. PCR Grtinlerinin Haelll enzimi ile kesimi sonrasinda genotip A, B ve C'de yer alan

Resim 1. C.albicans izolatlarinin 255 intron genotipleri. M: Molekiiler biiytikltik belirteci (O'Range ruler, 50 b,
Fermentas, Litvanya).
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M A8 Al A3 A5 Al A3 A7 A6 M

M AT A3 A5 A2 A5 AT A10 AT A1 A2 A6 A3 A4 A3 A2 A4 A4

Resim 2. Genotip A C.albicans izolatlarinin Haelll kesim paternleri. M: Molekiiler biiyiikliik belirteci (O’Range
ruler, 50 bg, Fermentas, Litvanya).

izolatlar sirasiyla 10 (A1-A10), 1 (B1) ve 5 (C1-C5) farkh kesim paterni olusturmustur.
REA sonucu elde edilen AT (n= 100), A2 (n= 42) ve A3 (n= 20) genotipleri, genotip A
suslarinin %88’ini olusturmakta olup, bu genotipler daha 6nceki calismamizda® tespit
ettigimiz a, b, ¢, d ve e alt tiplerine karsilik gelmektedir. TiUm genotip B izolatlar tek bir
kesim paterni olusturmustur. Haelll REA ile elde edilen bant sayisi 2-7 arasinda, bant bu-
yukltkleri yaklasik 70-390 bg arasinda degismistir. Bir genotipe diisen minimum ve mak-

MiKROBiYOLOJi BULTENiI 261



Candida albicans Suslarinin Genotiplendirmesinde
258 Intron Analizini Takiben Restriksiyon Enzim Analizi Uygulanmasi

Resim 3. Genotip B C.albicans izolatlarinin Haelll kesim paternleri. M: Molekdiler biiyiikliik belirteci (O’Range
ruler, 50 bg, Fermentas, Litvanya).

simum izolat sayilari 1 ve 100 olmustur (Tablo I). Haelll REA yonteminin ayinm guici
0.79 olarak hesaplanmistir.

REA'nin tekrarlanmasi sonucunda, izolatlarda ayni bant paternleri tespit edilmis, yon-
temin tekrarlanabilir oldugu sonucuna varilmustir.

TARTISMA

Enfeksiyon etkenlerinin genotiplendirmesi icin bir molekiiler yontem secilirken birkag
kriterin dikkate alinmasi gereklidir. Yontem yeterli sayida susu birbirinden ayirt edebilme-
li; yakin iliskili veya birbirine uzak tirleri tanimlayabilmeli; hizli, glivenilir ve tekrarlanabi-
lir sonuglar vermelidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilabil-
mesi icin uygulamasi kolay olmali ve 6zel donanim gerektirmemelidir'/'>1%, Bu calisma-
da C.albicans suglarinin genotiplendirilmesinde kullandigimiz 25S intron analizi kolay ve
tekrarlanabilir bir yontemdir. Degerlendirilen izolatlar arasinda genotip A, diger calisma-
larda oldugu gibi, suslarin cogunlugunu olusturmustur® 819,

Epidemiyolojik calismalarda kullanilabilmesi icin bir genotiplendirme yonteminin ayi-
rim gictinin 0.90"in tizerinde olmasi arzu edilmektedir. Bu degerden uzaklastikca yon-
temin guvenilirligi azalmaktadir. 25S intron analizi, C.albicans suslarini sadece l¢ geno-
tipe ayirdigindan ve genetik olarak birbiriyle cok yakin olmayan turleri de ayni genotip
altinda topladigindan, ayirnm glicii istenen degerin cok altinda kalmakta ve epidemiyo-

262 MiKROBiYOLOJi BULTENi



Karahan ZC, Saran B, Yenice S, Agirbasli H, Arikan Akan O, Tekeli A.

M G C C C3 C2 C2 ¢ 4

Resim 4. Genotip C C.albicans izolatlarinin Haelll kesim paternleri. M: Molekiiler biiyiikliik belirteci (O’Range
ruler, 50 bg, Fermentas, Litvanya).

lojik amaglarla kullanilmasini engellemektedir'®2°, 255 intron analizi sonrasinda izolatla-
ra Haelll restriksiyon enzim analizinin uygulanmasi, elde edilen genotip sayisini 16’ya,
ayinm giiciinii ise 0.79’a yiikseltmistir. Hattori ve arkadaslar'® ile Iwata ve arkadaslari?°,
25S intron analizinin ayinm glcini artirmak icin, yontemi, tekrarlayan dizilere dayali
genotiplendirme [Repetitive sequence-based genotyping (RPS)] yontemiyle kombine et-
misler ve yontemin ayirim gticiini sirasiyla 0.40’tan 0.67’ye ve 0.61'den 0.80’e yikselt-
miglerdir. Bir genotiplendirme yonteminin bir bagka yontemle birlikte kullanilmasi, geno-
tip sayisini artirarak yontemin ayirim guiictint ylkseltmektedir. Birlikte kullanilan yontem-
ler birbirinden tamamen farkl olabilecegi gibi, belli bir yéntemin modifikasyonlari (RAPD
analizinde farkl primerler kullanilmasi veya mikrosatellit analizinde farkh bolgelerin he-
deflenmesi gibi) da olabilir®®2122, Birbirinden farkli genotiplendirme yéntemlerinin ay!-
rim gucind artirmak amaciyla kullanilmasinin en 6nemli dezavantaji, bazi suslarin ayri
genotiplerde kiimelenebilmesi ve degerlendirmeyi zorlastirmasidir?®-23, Bizim kullandig-
miz yontemde suslar, ayni genotip icerisinde alt tiplere ayrildigindan, farkli genotiplerde
kiimelenme riski ortadan kalkmaktadir.

Sonug olarak; 25S intron analizini takiben REA analizi uygulanmasi, baska bir yontem
eklenmesine gerek kalmadan ayirnm gucini yukseltmekte ve epidemiyolojik calismalar
icin istenen degere yaklastirmaktadir. Yontem ucuz ve tekrarlanabilir bulunmustur; uy-
gulanmasi ve degerlendirmesi kolaydir; ek donanim gerektirmeden PCR imkanlari olan
laboratuvarlarda uygulanma sansi vardir. Farkli enzimlerin kullanimi ve farkli enzimlerle
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TOPLAM 1

Tablo 1. 25S intron ve Haelll Restriksiyon Enzim Analizleri Sonucu Elde Edilen C.albicans Genotiplerinin Da-
Gilmi

25S intron izolasyon bélgesi (n)

analizi Haelll restriksiyon enzim analizi Vajinal

genotipleri  genotipleri ve bant paternleri (~b¢) Kan Balgam akinti Yara idrar Toplam

A[n=184] Al 70-90-300 45 20 20 10 5 100
A2 70-390 23 14 4 1 - 42
A3 70-110-300 6 8 1 1 20
A4 70-90-300-390 - 2 1 2 - 5
A5 70-310-390 2 2 - 1 - 5
A6 70-90-110-300-390 - 2 - 1 - 3
A7 70-90-240-300-390 - - 1 2 - 3
A8 70-90-110-300 - 1 - 2 - 3
A9 70-110-300-390 - 1 1 - - 2
A10  70-90-110-240-300 1 - - - - 1

B [n=42] B1 70-90-110-240-350 24 13 3 2 - 42

C [n=34] C1 70-90-240-300-390 6 2 4 2 20
Cc2 70-90-110-240-300 - - - - 5

C4 70-90-240-300

6
5

c3 70-90-110-240-300-350-390 4 - - - -
3
(&) 70-90-300-390 2
2

1 69 36 26 8 260

elde edilen sonuglarin kombinasyonu, genotip sayisini daha da artirarak ayrim guiciini
daha da ytkseltebilir. Bu yontemle elde edilen genotiplerle hasta 6zellikleri, klinik veriler,
antifungal duyarliliklar gibi parametreler arasinda iliski olup olmadigini arastirmak icin
daha detayl arastirmalar planlanabilir.
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