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VULVOVAJINAL KANDIDIYAZISLi HASTALARDAN IZOLE
EDILEN CANDIDA TURLERINDEKI INT, HWP, PLB, SAP VE
ALS GENLERININ MOLEKULER TESPITI

Molecular Detection of INT, HWP, PLB, SAP and ALS Genes in Candida Species Isolated
from Patients with Vulvovaginal Candidiasis
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oz
Amac: Vulvovajinal  kandidiyazis, kadinlarn  yaklagik
%?75’inde yasamlar1 boyunca en az bir kez goriilen yiizeysel
mantar enfeksiyonudur. Baz1 genler, Candida tiirlerinin vajina
mukozasina  ve hiicrelerine

epitel yapismasinda  ve

patogenezinde rol oynamaktadir. Bu ¢alismanin amact,
vulvovajinal kandidiyazisli hastalardan izole edilen Candida
suslarindaki HWP1 (hifal duvar proteini), ALS1 (agglutinin
benzeri sekans), SAP1 (sekrete aspartil proteaz), PLBI
(fosfolipaz B), INTI

arastirilmasidir.

(integrin A) genlerinin sikliginin
Gerec¢ ve Yontemler: Calismaya molekiiler teknik kullanilarak
tamimlanan 100 vajinal Candida izolati dahil edildi. izole edilen
tim Candida suslarinda, enfeksiyon da 6nemli rol oynayan
INT1, HWP1, PLB1, SAP1 ve ALS1 genlerinin varlignt PCR

yontemi kullanilarak aragtirtldi.

SAP1, INT1 ve HWPI

Candida suslar1 arasinda en yaygm, PLB geni en az tespit

Bulgular: viriilans  genleri
edilen gen olmustur. Candida albicans suslarinda SAP1
(%93.0) geni en ¢ok saptanan viriilans geni olurken, bunu
HWP1 geni (%86) takip etmistir. Benzer sekilde non-albicans
Candida tirlerinde saptanan viriilans genleri arasinda SAP1
geni (%86) en fazla saptanan viriilans geni olmustur. Farkli
Candida tiirlerinin %95’inde VVK’ya neden olabilecek en az

iki viriilans faktort tanimlanmistir.

Sonu¢: Bu calismada elde edilen sonuglar, vulvovajinal
kandidiyazis enfeksiyonu sirasinda eksprese edilen INT, HWP,
PLB, SAP ve ALS genlerinin, Candida suslarinin vajinaya
adezyonuna ve

biyofilm olusumuna katkida bulunmus

olabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Candida, vulvovajinal kandidiyaz, viriilans

genleri, adezyon.

ABSTRACT
Objective: Vulvovaginal candidiasis is a superficial fungal
infection that occurs in approximately 75% of women at least
once in their lifetime. Some genes are involved in the adhesion
and pathogenesis of Candida species to the mucosa and
epithelial cells of the vagina. The aim of this study was to
investigate the frequency of HWP1 (hyphal wall protein), ALS1
(agglutinin-like sequence), SAP1 (secreted aspartyl proteases),
PLBI1 (phospholipase B), INT1 (integrin A) genes in Candida
strains isolated from vulvovaginal candidiasis patients
Material and Methods: The study included 100 vaginal
Candida isolates identified by using molecular technique. The
presence of INT1, HWPI1, PLB1, SAP1 and ALS1 genes, which
play an important role in infection, were investigated using PCR
method in all isolated Candida strains.
Results: SAP1, INTI
commonly found in Candida strains, while the PLB gene was
least detected. The SAP1 (93.0%) gene was the most detected
virulence gene, followed by the HWPI1 gene (86%) in

and HWP1 virulence genes were

Candida albicans strains. Similarly, among the virulence genes
in non-albicans Candida strains, the SAP1 gene (86%) was the
most detected virulence gene. At least two virulence factors
have been identified that can cause VVC in 95% of the different
Candida species.

Conclusion: The results obtained in this study suggests that
INT, HWP, PLB, SAP and ALS genes expressed during
vulvovaginal candidiasis infection may have contributed to the
adherence of Candida strains to the vagina and biofilm

formation.

Keywords: Candida, vulvovaginal candidiasis, virulence genes,

adhesion.
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GIRIS
Candida cinsleri insanlarda, hayvanlarda ve c¢esitli
ortamlarda bulunabilen, kadinlarda ise vajinal liimende
asemptomatik olarak kolonize olan bir maya mantar
cinsidir (1). Candida ve Lactobacillus cinsi
mikroorganizmalar, konak vajen florasinda bir dengeye
sahiptir (2). Bu dengenin bozulmasi halinde
vulvovajinal kandidiyazis (VVK) adi verilen Candida
tiirlerine bagli enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (3).
Candida cinsi mayalarin viriilans faktorleri hastaligin
patogenezinde olduk¢a aktif rol oynamaktadir. Bu
viriilans faktorleri arasinda adezyon, konak tanima
biyomolekiilleri (adezinler) ile konak savunmasindan
kacma, konak dokuda biyofilm olugumu, proteinazlar ve
lipazlar gibi dokuya zarar veren hidrolitik enzimlerin
iiretimi yer almaktadir (4).
Konak hiicre ylizeyine adezyon, insan dokularina fungal
kolonizasyonunda ilk adimi olusturmaktadir. Epitel
hiicrelerine adezyon islemi, genel olarak diger
hiicrelerin yiizeyindeki amino asit ve seker tamamlayici
reseptorlere spesifik olarak baglanan adezin ad1 verilen
Ozel yilizey proteinleriyle saglanmaktadir. Candida
tirlerinin  adezyonuna ve endotelyal hiicrelere
baglanmasina aracilik eden agliitinin benzeri sekans
(ALS) gen ailesi bagta C. albicans (1-7,9) olmak tizere
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C.
guilliermondii ve C. lusitaniae’de tanimlanmigtir. Bu
gen adezyonun yami sira hif olusumu i¢in de oldukga
o6nemlidir (5-7).
Hiicre duvari proteini 1 (HWPI1), maya benzeri hif
mantarlarinda bulunan 6nemli viriilans faktdrlerinden
birisidir. Bu protein, konak epitelinin ylizeyindeki ¢esitli
proteinlere baglanmada rol oynayan énemli bir adezyon
faktoridiir (8). Bir diger viriilans faktorii olan Integrin
benzeri protein 1 (INT1), mantarin epitel hiicrelerine
adezyonuna ve filamentdz biyiimesine katkida
bulunmakta olup ayrica hiicre dis1 sinyallere yanit olarak
morfolojik degisikligi azaltabilmektedir (9).
Maya mantarlarininin patojenitesinden sorumlu olan
diger viriilans faktorleri ise proteaz ve fosfolipaz gibi
hiicre dis1 hidrolitik enzimlerdir. Bu enzimler konak

dokularima adezyonda, penetrasyonda, invazyonda ve

konaka dokularinmn yikiminda ©nemli bir rol
oynamaktadir. Bu enzimler, bu islevi konaga ait hiicre
zar1 bilesenlerini etkisiz hale getirerek saglamakta ve bu
sayede konaga invazyonu kolaylastirmaktadir (10).
Sekretuvar aspartil proteazlar (SAP), Candida cinsi
mayalarda bulunan genis bir SAP gen ailesi tarafindan
kodlanan 6nemli bir hidrolitik enzim grubudur. Bu gen
ailesi basta C. albicans olmak iizere (SAP1-10), C.
dubliniensis’te (SAP 1-7), C. tropicalis'te (SAP1-4),
ayrica C. parapsilosis’te (SAP1-3) tanimlanmstir. Bu
gen ailesi Candida cinsi mantarlarin enfeksiyonunda
olduk¢a OSnemli olup, artmis adezyon ve fenotipik
degiskenlikte, hematojen yolla olusan kandidiyazisin
ilerlemesinde ve konakg¢i1 dokulara invazyonda onemli
rol oynamaktadir (6,11,12).

Hidrolazlar, ayirdiklart ester bagina gore A, B, C ve D
olmak ftizere dort sinifa ayrilan fosfolipaz grubunu
meydana getirmektedir. Candida tiirlerinin hemen
hemen ¢ogu, bu dort sinifa ait fosfolipazlari sentezleme
yetenegine sahiptir. Fosfolipaz enzimleri, hiicre
zarlarmin  fosfolipidlerini  hidrolize ederek konak
hiicrenin  lizisinin  indiiklenmesine  ve  doku
penetrasyonuna katkida bulunmaktadir. Bu nedenle
fosfolipaz enzimleri mantar enfeksiyonunun ilerlemesi
ile dogrudan iliskilidir (6,13).

GEREC VE YONTEM

Bu caligmaya daha dnce Tokak ve ark. (14) tarafindan
VVK siipheli hastalardan izole edilen ve genotipik
olarak tanimlanan 100 Candida susu dahil edildi.
Calisma icin KTO Karatay Universitesi ilag ve Tibbi
Cihaz Digt  Arastirmalar Etik Kurulundan onay
alimmigtir  (Say1:  E-41901325-200-50504, Tarih:
30.12.2022). Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 24
(IBM SPSS statistics for Windows, Version 25.0.
Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket programi
kullamlmustir. Istatistiksel anlamlhilik diizeyi p<0.05
olarak kabul edildi.

DNA  Izolasyonu ve Viriilans Genlerinin PCR
Yontemiyle Belirlenmesi

Calismada izole edilen Candida suslarindan DNA
izolasyonu, High Pure PCR Template Hazirlama Kiti
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(Roche Diagnostic, ABD) kullanilarak iiretici firmanin
talimatlarina gore yapildi. Calismada kullanilan primer
sekanslari ve iiriin boyutlart Tablo 1’de verildi. PCR,
MgCl; igermeyen 10x PCR tamponundan 2.5 ul, 2.5
mM  MgCl,, her bir deoksiniikleosit trifosfattan
(dNTP'ler) 1 pl, her primerden 0.4 ul (10mM), 0.08 ul
Taq polimeraz (Thermo Scientific, ABD), 1.25 nl kalip
DNA ve 25 pl'ye kadar steril distile su eklenerek, 25

ul'lik reaksiyon karisiminda gergeklestirildi. PCR
reaksiyonlar1  Tablo 1’de  verilen  kosullarda
gergeklestirildi.  Amplikonlar etidyum bromiir (0.5
pg/mL TAE) ile boyandi ve ardindan %1.5’1ik agaroz
jel iizerinde yiiriitiildii. Jel goriintilleme sistemi (Major

Science, ABD) ile fotograflandi.

Tablo 1: Oligoniikleotid primer dizisi ve PCR amplifikasyonu igin PCR protokolii

Genler Primer dizi

Uriin boyutu PCR
(bp) protokolii

F-ATGACTCCAGCTGGTTC
HWP1

94 °C-4 dk
94°C-30's
572 bp 52 °C-1dk 35x

R-TAGATCAAGAATGCAGC

72 °C-2 dk
72 °C-5 dk

F-ACTAGTGAACCAACAAATACCAGA
ALS1

94 °C-2 dk
94 °C-4 dk
318 bp 52 °C-1dk 35x

R-CCAGAAGAAACAGCAGGTGA

72 °C-2 dk
72 °C-5 dk

F-AAGCTCTGATACCTACACTAGCGA
INT1

92 °C-5 dk
92 °C-1 dk
239 bp 65 °C-1 dk 30x

R- GTTAGGTCTAAAGTCGAAGTCATC

72 °C-1dk
72 °C-5 dk

F-GCTCTTGCTATTGCTTTATTA
SAP1

95 °C-5 dk
95 °C-4 dk
253 bp 49 °C-1 dk 30x

R- CATCAGGAACCCATAAATCAG

72 °C-1dk
72 °C-5 dk

F-ATGATTTTGCATCATTTG
PLB1

94 °C-5 dk
94 °C-1 dk
751 bp 47 °C-1 dk 35%

R-AGTATCTGGAGCTCTAC

72 °C-1 dk
72 °C-5 dk

BULGULAR

Bu c¢alismaya, VVK’l1i hastalarin vajinal siiriintii
orneklerinden izole edilen ve molekiiler yontemle
tanimlanan 100 Candida tirii dahil edilmistir.
Caligmaya dahil edilen izolatlarin %57’si (57) C.
albicans, %26’s1 (26) C. glabrata, %12’si (12) C. kefyr,
%3’ (3) C. krusei ve %2’si (2) C. dubliniensis’i
icermektedir.

Calismaya dahil edilen Candida suslar1 arasinda en
yiiksek HWP1 gen frekansi C. krusei'de (%100)
bulunmus olup, bunu C. albicans (%86) izlemistir. izole

edilen Candida suslar1 arasinda ALS1 viriilans geninin

varligi en yiiksek oranda C. albicans (%75.4), C. krusei
(%66.7) ve C. kefyr (%66.7)’de bulunmustur. SAP1
geninin varligi en yiiksek oranda C. albicans (%93)
suslarinda saptanmig, bunu %88.5 ile C. glabrata
izlemigtir. Non-albicans Candida (NAC) suslan
arasinda INTI gen orami C. dubliniensis (%2100)
suslarinda en yiiksek oranda bulunurken bu oran C.
albicans suslarinda %86 olarak belirlenmistir. Son
olarak, Candida suslari arasinda PLB1 viriilans geninin
varhigi en yiiksek oranda C. kefyr’de (%100) saptanmig

olup, bunu %70.2 lik oranla C. albicans izlemistir
(Sekil 1).
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mALS1 AINT1

Sekil 1: Candida suslar1 arasinda viriilans genlerinin dagilimi

TARTISMA

Candida tiirlerinin genital sistem mukozasindaki
patojenitesi VVK’ya neden olmaktadir. Yapilan
¢aligmalar son yillarda VVK’l1 hasta sayisinda 6nemli
bir artis oldugunu gostermektedir (15). C. albicans
tiirlerinin farkli konaklardaki enfeksiyonunda cesitli
viriilans faktorleri dnemli rol oynamaktadir. Bu viriilans
faktorleri arasinda maya ve hif formlart arasindaki
morfolojik  gegig, hiicre yiizeyinde adezinlerin
ekspresyonu ve invazyon, tigmotropizm, biyofilm
olusumu, fenotipik degisim ve hidrolitik enzimlerin
salgilanmasi yer almaktadir (4).

Adezinler, C. albicans’in inert polimerlere veya insan
hiicrelerinin  yiizeyindeki proteinlere baglanmasina
aracilik eden mantar yiizey molekiilleridir (16). Adezin
molekiillerini kodlayan genler arasinda ALS1, HWP1
ve INT1 gibi genler yer almaktadir (17).

HWP1 geni tasiyan Candida tiirleri vajinal mukozaya
yerlesme ve burada kalma yetenegine sahiptir. Nas ve
ark.’nin yapmis oldugu bir caligmada VVK’l1 olan
dogum oOncesi ve iireme c¢agindaki kadinlardan almig
oldugu vajinal siiriintii orneklerinden izole edilen
suslardaki HWP1 geninin sirasiyla %60 ve %73’iinde
eksprese edildigini bildirmistir (18). Perez ve ark., 264
kadin hastadan alinan vajinal siiriinti 6rneginde C.
albicans tirtinin HWP1 gen sikligin1i %75 olarak

bulmuslardir (19). Calismamizda adezin genlerinden

40
30
20
0 I . I- o R [ —

C. kefyr C. dublinensis C. krusei

HWP1 mSAP1 mPLB1

biri olan HWP1 geninin sikligi C. albicans suslarinda
%86, NAC suslarinin ise %69.8 olarak bulunmustur.
ALS genleri tarafindan kodlanan ALS proteinleri, C.
albicans’in hiicre yiizeyinde yaygin olarak dagilmakta
olup, bu proteinler konak-patojen etkilesiminde énemli
bir rol oynamaktadir (20). Roudbarmohammadi ve ark.,
ireme cagmdaki VVK’li kadinlardan alinan vajinal
stiriintii 6rneklerinde C. albicans suslarimin ALS1 gen
sikligmmi %75 olarak saptamislardir (21). Bagka bir
calisgmada C. albicans suglarinda ALS1 gen sikligi
%100 olarak bildirilmistir (22). Calismamizda ALSI
geninin sikligi C. albicans izolatlarinda %75.4 iken,
NAC suslarinda ise bu oran %60.5 olarak saptanmustir.
INT1, Candida tiirlerinin epitel hiicrelerine adezyonuna
katkida bulunan viriilans genleri arasinda 6nemli bir
yere sahiptir. Shrief ve ark., tarafindan yapilan bir
caligmada C. albicans suslarinda INT1 gen frekansi
%72 olarak bulunmustur (23). Calismamizda INT1 gen
frekanst C. albicans izolatlarinda %382.5, NAC
suslarinda ise %67.4 olarak bulunmustur.

Proteinazlar, kollajen, miisin ve keratin gibi konak
epitelyal ve mukozal bariyer proteinlerini bozan énemli
bir  hidrolitik enzim grubudur. Bu enzimler
komplemanlarin, antikorlarin, sitokinlerin vb. immiin
sistem  elemanlarinin  pargalanmasiyla ~ Candida
mayalarinin konak hiimoral ve hiicresel bagisikligina

direnmesine yardimci olmaktadir (24).
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Lian ve Lui, VVK klinik bulgu ve semptomlari olan
hastalarda yaptiklar1 ¢alismada C. albicans suslarinin
16’smin  (%75) SAP1 genine sahip oldugunu
bildirmislerdir (25). VVK’l1 kadinlar iizerinde yapilan
bagka bir ¢alismada izole edilen Candida tiirlerinin
%98.3’tinde  SAPI geni  saptanmistir  (26).
Caligmamizda 57 C. albicans izolatindan 53 (%93)
izolatin ve NAC suslarindan 37 (%86) izolatin SAPI
genini tagidigt saptanmustir.

PLB1 genleri Candida tiirlerinin tutunmasinda ve
invazyonunda gerekli olan, konakg¢i hiicre zarinmn
bozulmasina ve hatta yirtilmasina neden olan viriilans
genleridir (27). Lotfali ve ark. calismalarina dahil
ettikleri hastalarin vajinal 6rneklerinden izole edilen C.
albicans tiirlerinde PLB1 geni siklgimi %53.3 olarak
saptanmigtir (28). Perez ve ark.’nin VVK’li kadinlar
lizerine yaptigi ¢alismada ise C. albicans tiirlerinin
%100’inde  PLBI genini  saptamistir  (29).
Calismamizda PLB1 sikhigi Candida tiirleri arasinda
farklilik gostermis olup PLB1 geni siklig1 C. albicans
suslarinda %70, NAC suslarinda ise %39.53 olarak
saptanmistir.

Calismamizin bazi sinirliliklar: bulunmaktadir. Bunlar;
I. Bu ¢alismada Candida suslarmin sahip oldugu ALS1,
HWPI, INT1, PLBI ve SAPI1 genleri PCR yo6ntemi ile
belirlenmis  olup, gen ekspresyon  ¢alismasi
yapilmamustir.

I1. Caligmaya dahil edilen Candida suslarinin ALS (1-7,
9), SAP (1-10) ve PLB (1-4) ailelerinde yer alan
genlerden sadece bir tanesi iizerinde durulmustur.

1. Calismamizin kiiciik 6rneklem boyutuna sahip
olmasi nedeniyle, elde edilen sonuglar ile ilgili

genelleme yapilamamigtir.

Candida tiirlerinin  firsatgr  patojene  doniigmesi
genellikle vajinal ortamdaki degisikliklere bagl olarak
gerceklesmektedir. Yapilan son caligmalar ile VVK
gelisiminin patogenezini anlamada 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bu ¢aligmalar Candida tiirlerinin neden
oldugu vajinal enfeksiyonlarin patogenezinin, bazi
viriilans genlerinin diferansiyel ekspresyonu ile iliskili

olabilecegini bildirmektedir. Yapilan c¢alismalarda

viriilans genleri daha ¢ok C. albicans suslarinda
arastiritlmis olup NAC suslarinda ise arastirilmamistir.
Calismamizda C. albicans suslarinda saptanan INT,
HWP, PLB, SAP ve ALS genlerinin saptanma orani
diger caligmalar ile uyumlu bulunmustur. NAC
suslarinda bulmus oldugumuz yiiksek viriilans orani ise
yapilacak olan calismalarda bu suslarin da g6z ardi
edilmemesini gostermektedir. Bu g¢alismada sunulan
sonuglar VVK enfeksiyonu esnasinda INT, HWP, PLB,
SAP ve ALS genlerinin eksprese edildigini
gostermektedir, bu da viriilans genlerinin farkli
kombinasyonlarmin  Candida suslarinin  vajinaya
tutunmasmma ve VVK enfeksiyonuna katkida
bulundugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
viriilans genlerinin molekiiler mekanizmasini ve
bunlarin enfeksiyon bolgesine katkisini karakterize
etmek i¢in daha fazla numuneyi igeren ileri diizey

caligmalar yapilmasi kanaatindeyiz.

Cikar Catigmast Beyani: Yazarlar arasinda herhangi bir
¢ikar ¢atigmasi bulunmamaktadir.

Katki Orami Beyani: Anafikir/Planlama: ST, THK,
EGM.; Analiz/Yorum: ST, IHK, EGM, FB; Veri
Saglama: JEH, FET; Yazim: ST, EGM, FB; Gozden
Gegirme ve Diizeltme: IHK, JEH, FET; Onaylama: ST,
[HK.

Destek / Tesekkiir Beyani: Calismada higbir kurum ya
da kisiden finansal destek alinmamustir.

Etik Kurul Onami: KTO Karatay Universitesi Ilag ve
Tibbi Cihaz Dist Aragtirmalar Etik Kurulundan onay
alimmigtir ~ (Say1:  E-41901325-200-50504, Tarih:
30.12.2022).
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