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Candida albicans’in Esey Tipi Gen Bolgesinin Belirlenmesi

Investigation of the Mating-Type Gene Locus of Candida albicans
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Amag: Askomiset mantarlarda ¢iftlesme, MAT lokus adi verilen bir esey tipi gen bélge-
si ile yénetilir. MAT lokus, zit iki esey tipinde birbirine benzemeyen hatta tamamen
farkli idiomorf dizilimler igerir. Pezizomycotina alt subesine déhil olan mantarlarda her
bir MAT idiomorfu, bir alfa domain, bir de HMG (High Mobility Group) domain trans-
kripsiyon faktériinii kodlar. Alfa domain ve HMG domain transkripsiyon faktor genleri
MAT lokusun olmazsa olmaz pargalari olsa da her bir mantarin MAT lokus yapisi, yani
uzunlugu, gen igerigi ve genlerin transkripsiyon yénleri kendilerine 6zgiidiir. Bu ¢alis-
mada, laboratuvarlarimizin kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve kan kiiltiirlerinden izole
edilen Candida albicans’in esey tipi gen bdlgesinin karakterizasyonunun belirlenmesi
amaglanmistir.

Yéntem: Candida albicans genomunda yer alan MTLa (Mating Type Locus)ve MTLa
primerlerinin 485 bp ve 515 bp’lik DNA bdlgesi multiplex PCR teknigi ile belirlendi.
Bulgular: Toplam, 156 C. albicans kékeninin 155 (%99.4)’i MTLa/a, 1 (%0.6) kéken ise
MTLa/a olarak bulundu.

Sonug: MTL karakterizasyonun belirlenmesi ¢alismalari hem molekiiler genetik ¢alis-
malarinin daha kolay ve ¢abuk yapilabilmesi hem de bu patojen mantarin dogasinin
anlasiimasi yéniinden 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, eseyli ireme, MTL lokus, virulans
ABSTRACT

Objective: Mating in Ascomycete fungi is governed by mating type gene region called
the MAT locus. The MAT locus contains idiomorphic sequences that are dissimilar in
two opposite mating types.In fungi belonging to the Pezizomycotina subphylum, each
MAT idiomorph encodes an alpha domain and an HMG (High Mobility Group) domain
transcription factor. Although the alpha domain and the HMG domain transcription
factor genes are indispensable components, the structure of the MAT locus (length),
the gene content, and the transcriptional directions of the genes differ among fungi.
This study aimed to evaluate the characterization of mating type of Candida albicans
isolated from blood samples in our labouratory culture collection.

Method: Using the multiplex PCR technique, 486 bp and 515 bp of the DNA region of
MTLa and MTLa primers in the C. albicans genome were determined, respectively.
Results: 156 C. albicans isolates showed 155 MTLa/a (99.4%) and 1 MTLa/a (0.6%).
Conclusion: Determination of MTL is essential both for making molecular genetic
studies more efficient and for understanding the nature of this pathogenic fungus.
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GiRiS

Candida albicans, eseyli ¢ogalan, diploid bir maya
mantari  olup, insanlarda agiz ve vagina
enfeksiyonlarinin etkenidir. Askomiset mantarlarda
eslesme, MAT lokus adi verilen bir esey tipi gen
bolgesi tarafindan yonetilir. MAT lokus, idiomorf
dizilimleriicerir ve her bir MAT idiomorfu alfa domain
ve HMG domain transkripsiyon faktériini kodlar. Her
mantarin MAT lokus yapisi yani uzunlugu, gen igerigi
ve genlerin transkripsiyon yoénleri kendilerine
ozgldur. Ayrica, MAT lokus gen bdlgesi, hiicre tipi
kimlik olusturan, eseyli Gremeye yardimci olan ve
bazi durumlarda virulans ile baglantili transkripsiyon
faktorlerini (homeodomain, HMG ve a-domain) veya
feromon reseptdrlerini kodlart®.

Candida albicans’in mating type benzeri (MTL) lokusu
Saccharomyces cerevisiae’'nin al, al ve a2’ye ek
olarak a2 regulatorleri ile hicresel kimligin
transkripsiyon regilatorleri arasinda benzerlik
gosterir. Candida albicans’in MTL lokusu, fosfatidili-
nositolkinazlari (PIK), oksistein baglayici proteinleri
(OBP) ve poliA polimerazlari (PAP) kodlayan genleri
ihtiva etmesi nedeniyle Saccharomyces cerevisiae’den
daha buiyik oldugu belirtilir®?.

Bu calismada, Candida albicans’in esey tipinin
belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Mersin Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Cukurova Universitesi
Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
kaltdr koleksiyonlarinda bulunan ve kan klttrlerinden
elde edilen toplam 156 C. albicans kdkeni ¢alismaya
alindi. C. albicans tanisi konvansiyonel ve molekdler
yontemlerle dogrulandi. Kontrol kékeni olarak
C. albicans ATCC 10231, ATCC 24433 ve ATCC 90028
kullanild.

Konvansiyonel yontemler: Stok kiltur koleksiyonla-
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rinda C. albicans kayith suslar Sabouraud glukoz
agar’a (SGA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve
BBL CHROMagar Candida (BectonDickinson, Sparks,
MD, ABD) besiyerine ayni anda pasajlandi ve 37°C’de
72 saat inkiibe edildi. Uretici firmanin &nerileri
dogrultusunda BBL CHROMagar Candida besiyerinde
yesil renk koloni olusturan kokenler germ tlp testi ile
dogrulandi. Ayrica, kokenler Misirunu-Tween 80
agarda (HiMedia, Mumbai, Hindistan) yalanci hif,
gercek hif, blastospor ve klamidospor varligi veya
yoklugu yéninden incelendi®.

Molekiiler yéntemler: Konvansiyonel yontemlerle
dogrulanan kokenlerin molekiiler testlerle de
dogrulanmasi igin kokenler yine SDA besiyerine
pasajlandi ve taze kdiltir kolonilerinden DNA
ekstraksiyonu Turin ve ark/nin® onerdigi yonteme
gore vyapildi. ITS 1-4 primerleri kullanilarak PCR
amplifikasyonu, toplam hacim 25 pL olacak sekilde
[12.5 pL2x karisim (AmpligonTag DNA Polymerase
Master Mix, Odense, Danimarka); 0.5 pL her bir
primerden (100 pmol/uL), 10.5 pL distile su ve 1 pL
kalip DNA] gerceklestirildi (Tablo 1). Isi dongi cihazi
(Techne Prime, Staffordshire, ingiltere)’'nda, PCR
amplifikasyonu 95°C’de 5 dakika ilk denatiirasyonu
takiben, 35 dongl 95°C’de 45 sn denatirasyon,
57°C'de 60 sn primer birlesmesi, 72°C'de 60 sn
cogaltma ve 72°C'de 5 dakika son uzama olarak
optimize edildi. PCR amplifikasyonu sonrasinda
elektroforez ile %1.2’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dk
ylritilen ornekler jel goriintileme cihazinda
incelendi. Hedeflenen 535 bp bolgede bant gézlenen
PCR ornekleri saflastirildiktan sonra, primer ciftinin
ileri primerleri kullanilarak RefGen Biyoteknoloji ve
Arastirma Merkezi (ODTU, Ankara)’nde sekans
reaksiyonlari yapild.

Esey gen bolgesinin arastirilmasi: Esey tipinin
saptanmasl amaciyla C. albicans genomunda yer
alan MTLa ve MTLa primerleri (Tablo 1) ile yapilan
amplifikasyonda, 94°C’de 3 dakika ilk denatiirasyon
sonrasl, 35 dongl 94°C’de 1 dakika denatirasyon,
55°C’de 1 dakika primer birlesmesi, 72°C’de 1 dakika
cogaltma ve takiben 72°C’de 7 dakika son uzama
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gerceklestirildi. PCR Urunleri elektroforez ile %3
agarozjelde 100 voltta 120 dakika yarataldd. Jel
transliminatorde ultraviyole isik altinda incelendi.
Calismada, MTLa icin 485 bp ve MTLa igin ise 515 bp
uzunlugundaki bolgede bant gosteren ornekler
degerlendirildi.

Tablo 1. Amplifikasyonda kullanilan primerler®”,

Primer Primer
Adi

Niikleotid dizileri (5’-3’)

ITS1 Forward primer 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 Reverse primer 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
MTLa Forward primer 5’-TTC GAG TAC ATT CTG GTC GCG-3’
MTLa Reverse primer 5-ATC AAT TCC CTT TCT CTT CGA TTA GG-3'
MTLa  Forward primer 5’-TTG AAG CGT GAG AGG CTA GGA-3’
MTLo.  Reverse primer 5-TGT AAA CAT CCT CAA TTG TAC CCG A-3’

Bu calisma, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan 2017-2-TP2-2585 nolu
proje olarak desteklenmistir.

BULGULAR

Mersin  Universitesi Farmasotik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali kiltir koleksiyonunda bulunan 156
C. albicans izolati calismaya alindi. Stok kiltiriinden
Sabouraud dekstroz agar ve BBL CHROMagar
Candida’ya canlandirma yapildi. Canlandirma sonrasi
treyen her bir yesil renkli kokeni, cimlenme borusu
olusturma ve misir unu-tween 80 agardaki
mikromorfolojik Ozelliklerine gore degerlendirildi.

515 bp

500 bp

485b

Tar tanimi yapilmasi igin yeterli olan o6zellikler
kadedilip molekiler yéntemlerle C. albicans oldugu
dogrulandi.

Candida albicans genomunda yer alan MTLa ve
MTLa primerlerinin kullanilarak belirlendigi esey tip
gen bolgesin 485 bp ve 515 bp’lik DNA bolgesi
multiplex PCR teknigi ile kullanilarak belirlendi.

Calismada, tir tanisi dogrulanan 156 C. albicans
koékeninin 1’'i MTLa (% 0.6) ve 155’inin ise (% 99.4)
MTLa/MTLa oldugu belirlendi. Sonuglara ait PCR jel
goriantusi Sekil 1’de goriilmektedir.

TARTISMA

insanlarda hastalik etkeni mantarlar arasinda en sik
belirlenen tirlerden birisi de C. albicans’dir.
C. albicans’in 1999’a dek asekslel oldugu
distinilmekte idi®. Bu dusince, MTL lokusun
olmayisi veya esey tipi flizyonun gozlenmeyisi gibi
eksik bilgilerden kaynaklaniyordu. MTL identifikas-
yonunu gosteren tim genom projelerinde
C. albicans’in MTL lokusu gosterilmistir. Son
zamanlarda virulans ile iliskili faktorleri kodlayan
MAT lokus gen bdlgesi dzellikle dikkat cekmektedir®),
Askomiset mantarlarda eslesme yiiksek derecede
farklilasmis sekanslara sahip iki idiomorflu tek bir
eslesme tipi (mating tip-MAT) lokusu tarafindan
diploid  bir

yonetilmektedir. C.  albicans

515bp

M 11 .12 13 14 SSEeE 17 18019 23

cIsIEmIImgEmEIry iy

(b)

Sekil 1. Esey gen bélgesine ait PCR jel goriintiisi; (a) M: Marker, Candida albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC24433 ve C. albicans ATCC
90028, 4-10, (b) M: Marker, 11-20, (c): M: Marker, N: Negatif kontrol, 21-23 MTLa/MTLa esey gen bélgesine sahip C. albicans kdkenleri,

24: MTLa esey gen bolgesine sahip C. albicans kdkeni.
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mikroorganizmadir. MTL gen bolgesi ¢ogunlukla
heterozigot olup, a/a allellerini tasimaktadir. Ancak,
klinik izolatlarin %57’sinde a/a veya a/ahomo-
zigotlugu mevcuttur ve potansiyel caprazlasma
yetenegine sahiptir®. Ayrica, MTL lokusunu tasiyan
kromozon tzerinde azol etkinligini belirleyen ERG11
ve TAC1 genleri bulundugu igin azollere karsi direngli
olan C. albicans suslarinda MTL bolgesinde
homozigotluk orani fazladir®®),

MTL sisteminin kesfinden sonra, beyazdan opakliga
gegisin eslesme surecinde 6nemli bir adim oldugu
ortaya konulmugtur. Anaerop kultdr, ylksek CO,
diizeyleri, N-asetil glikozamin (ayni zamanda saprofit
bakterilerin bir irlint), oksidatif stres ve hiicrenin
yavas biyimesi opakliga geciste rol oynayan onemli
etkenler arasinda yer alir13),

ibrahim ve ark. C. albicans’in beyaz-opak fenotipik
donUslimi gosteren suslarinda, opak hicrelerde
eslesmenin daha fazla oldugu, “opak” hicreler
tarafindan Uretilen a feromonun “beyaz” hiicrelerde
biyofilm Gretimini artirdigini bildirmislerdir.

Candida albicans hiicrelerinin en ¢cok deride (31-32°C)
eslesme yaptig belirtilmistir®). Cin’de vyapilan
calismada, cesitli kliniklerden izole edilen 93
C. albicans kokeninin 86 (%92.5) MTLa/a esey tipi
oldugunu, yalnizca yedi kdkenin ise (%6.5) MTLa/a
veya o/a esey tipi oldugu rapor edilmistir. Ayni
¢alismada, 27 kdkenin beyaz koloni, 66 kdkenin opak
koloni olusturdugu ve esey tipinin ise heterozigot
oldugu bildirilmistir®,

Lockhart ve ark.'” MTLa/a, MTLa/a, MTLa/a esey
tipine ait C. albicans kokenlerini farelere enjekte
etmisler ve MTLa/a susunun, MTLa/a veya MTLa/a
kokenlerine gore fareyi ¢cok daha hizhi éldardigindg,
bu nedenle MTLa/a esey tipine sahip kokenlerin
daha virtlan oldugunu, yine Lockhart ve ark.“® 220
C. albicans klinik kdkeninin %96.8’sinin MTLa/a ve
%3.2’sinin  homozigot oldugunu (MTLa/a veya
MTLa/a) bildirmiglerdir.
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Park ve ark.*® insanlardan izole edilen C. albicans
suslarinin %95’inden fazlasi MTLa/a oldugunu ve
bunlarin yaklasik 1/3’inin beyaz formdan opak forma
donlsebilecegini, iki transkripsiyon faktorinin (TFs),
Sfl2 ve Efgl‘in a/a suslarinda fenotipik degisimin
baskiladigini bildirmislerdir. Bir baska calismada ise,
C. albicans’in orofaringeal kandidoz izolatlarina iliskin
opak hicrelerin oral mukoza epitel hiicrelerini daha
az invaze ettigi ve Candida‘nin eslesmesinin ender
oldugunu gosterilmistir,

Sunulan galismada ise kan kultlrlerinden elde edilen
156 C. albicans susunda 155 (%99.4)'i MTLa/a ve 1
(%0.6)'i MTLo/a olarak literatirlerle uyumlu
bulundu.

Sonug olarak, mantarlarda bir eseyli ¢cogalmada rol
oynayan genlerin virllans ve patogenezdeki rolleri
anlasildik¢a, mikozlarin tanisinda ve farkli hedeflere
yonelik yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi ve/
veya mevcut tedavi yontemlerinin yonlendirilmesine
yol gosterici olacaktir.

KAYNAKLAR

1. Heitman J. Evolution of eukaryotic microbial pathogens
via covert sexual reproduction. Cell Host Microbe.
2010;8(1):86-99.
https://doi.org/10.1016/j.chom.2010.06.011

2. Hull CM, Johnson AD. Identification of a mating type-
like locus in asexual pathogenic yeast Candida albicans.
Science. 1999;285(5431):1271-5.
https://doi.org/10.1126/science.285.5431.1271

3. Deorukhkar SC, Roushani S. Identification of Candida
species: conventional methods in the era of molecular
diagnosis. Ann Microbiol Immunol. 2018;1(1):1002.

4. Turin L, Riva F, Galbiati G, Cainelli T. Fast, simple and
highly sensitive double-rounded polymerase chain
reaction assay to detect medically relevant fungi in
dermatological specimens. EurJ Clin Invest. 2000;30(6):
511-8.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2362.2000.00659.x

5. Cerikgioglu N. Mantarlarda ¢aprazlasma tipleri, eseyli
¢ogalma ve ploidinin virllans Uzerine etkileri.
Mikrobiyol Bul. 2009;43(3):507-13.

6. Coppin E, Debuchy R, Arnaise S, Picard M. Mating types
and sexual development in filamentous ascomycetes.
Microbiol Mol Biol Rev. 1997;61(4):411-28.



M. Aribal Celik ve ark., Candida albicans’in Esey Tipi

10.

11.

12.

13.

Guobo G, Tao L, Yue H, et al. Environment-induced
same-sex mating in the yeast Candida albicans through
the Hsfl-Hsp90 pathway. PLoS Biol. 2019;17(3):
€2006966.
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006966

Boral H, Metin B, D6gen A, Seyedmousavi S, llkit M.
Overview of selected virulence attributes in Aspergillus
fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Trichophyton rubrum, and Exophiala
dermatitidis. Fungal Genet Biol. 2018;111:92-107.
https://doi.org/10.1016/j.fgh.2017.10.008

Lee SC, Ni M, Li W, Shertz C, Heitman J. The evolution
of sex: a perspective from the fungal kingdom.
Microbiol Mol Biol Rev. 2010;74(2):298-340.
https://doi.org/10.1128/MMBR.00005-10

Heitman J. Sexual reproduction and the evolution of
microbial pathogens. Curr Biol. 2006;16(17):R711-25.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2006.07.064

Ou TY, Chang FM, Cheng WN, et al. Fluconazole
induces rapid high-frequency MTL homozygosis with
microbiological polymorphism in Candida albicans. )
Microbiol Immunol Infect. 2017;50(6):899-904.
https://doi.org/10.1016/j.jmii.2015.12.009
Ramirez-Zavala B, Reuss O, Park YN, Ohlsen K,
Morschhéuser J. Environmental induction of white-
opaque switching in Candida albicans. PLoS Pathog.
2008;4(6):€1000089.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1000089
Daniels KJ, Srikantha T, Lockhart SR, Pujol C, Soll DR.
Opaque cells signal white cells to form biofilms in
Candida albicans. EMBO J. 2006;25(10):2240-52.
https://doi.org/10.1038/sj.emboj.7601099

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ibrahim AS, Magee BB, Sheppard DC, et al. Effects of
ploidy and mating type on virulence of Candida
albicans. Infect Immun. 2005;73(11):7366-74.
https://doi.org/10.1128/1A1.73.11.7366-7374.2005
Nielsen K, Heitman J. Sex and virulence of human
pathogenic fungi. Adv Genet. 2007;57:143-73.
https://doi.org/10.1016/S0065-2660(06)57004-X

Li HM, Shimizu-Imanishi Y, Tanaka R, Li RY, Yaguchi T.
White-opaque switching in different Mating Type-like
Locus gene types of clinical Candida albicans isolates.
Chin Med J (Engl). 2016;129(22):2725-32.
https://doi.org/10.4103/0366-6999.193442

Lockhart SR, Wu W, Radke JB, Zhao R, Soll DR. Increased
virulence and competitive advantage of a/alpha over
a/a or alpha/alpha off spring conserves the mating
system of Candida albicans. Genetics. 2005;169(4):
1883-90.
https://doi.org/10.1534/genetics.104.038737
Lockhart SR, Pujol C, Daniels KJ, et al. In Candida
albicans, white-opaque switchers are homozygous
formating type. Genetics. 2002;162(2):737-45.

Park YN, Conway K, Conway TP, Daniels KJ, Soll DR.
Roles of the transcription factors Sfl2 and Efgl in
white-opaque switching in a/a strains of Candida
albicans. mSphere 2019;4(2): e00703-18.
https://doi.org/10.1128/mSphere.00703-18

Solis NV, Park YN, Swidergall M, Daniels KJ, Filler SG,
Soll DR. Candida albicans white-opaque switching
influences virulence but not mating during
oropharyngeal candidiasis. Infect  Immun.
2018;86(6):e00774-17.
https://doi.org/10.1128/1A1.00774-17

99





