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Vajinal Candida glabrata izolatlarinin Mikrosatellit Gosterge Analizi ile Genotiplendiriimesi

ve DNA Dizi Analizi ile Antifungal Direnc ile Iligkili Mutasyonlarin Belirlenmesi

OZET

Vulvovajinal kandidoz, vajinitlerin en sik ikinci sebebi olup (%17-39), hemen daima ilk sirada yer alan
(%22-50) bakteri vajinitini izlemektedir. Tani genellikle klinik olarak, mikolojik dogrulama testleri yapil-
maksizin konuldugundan ve ampirik tedavi uygulandiindan vulvovajinal kandidozun gercek insidansi
bilinmemektedir. Vulvovajinal kandidozda olgularin %70-90"inda etken Candida albicans’dir, ancak son
yillarda albicans disi Candida tiirlerinde, 6zellikle de C.glabrata enfeksiyonlarinda artis dikkati cekmekte-
dir. Azol ilag tedavisine azalmis duyarliigi nedeniyle C.glabrata enfeksiyonlarinin klinik dnemi artmis olup
epidemiyoloji ve popiilasyonuna iliskin bilgiler sinirhdir. Bu ¢alismada, Cukurova Bolgesinde vajinal or-
neklerden izole edilen C.glabrata izolatlarinin mikrosatellit gostergeler ile genotiplendirilmesi, antifungal
duyarhlik profilinin arastiriimasi ve fenotipik azol direncine neden olabilen molekiiler mekanizmalarin be-
lirlenmesi amaclanmistir. Calismaya, akut (n=11) ve rekiirren (n= 14) vulvovajinal kandidoz tanili olgu-
lar ile vajinit bulgusu olmayan kontrol grubundan (n=9) izole edilen 34 vajinal C.glabrata susu ve refe-
rans C.glabrata CBS 138 (ATCC 2001) susu olmak Uzere birbirleriyle iliskisiz toplam 35 C.glabrata susu
dahil edilmistir. Bu izolatlar, G¢ mikrosatellit gostergenin (RPM2, MTI ve Cg6), degisken sayidaki uc tek-
rarlarindaki farkliliklarina dayali, coklu lokus gosterge analizi (Multiple-locus variable number tandem re-
peat analysis) ile genotiplendirilmistir. Mikrosatellit gosterge analizi, RPM2, MTI ve Cg6 mikrosatellitleri-
nin PCR amplifikasyonu ve elde edilen drtinlerin kapiller elektroforezi ile yapilan fragment uzunluk anali-
zi ile gergeklestirilmistir. Her bir sus icin, bir gen (CgERG11) ve dort lokus (CgPDR1, NTM1, TRP1 ve
URA3)'un DNA dizi analizleri yapilmis ve antifungal direnc ile iliskili olabilecek mutasyonlar arastirilmustir.
CLSI M27-A3 belgesine gore 13 antifungal ilag ve borik asidin in vitro duyarllik profili belirlenmis ve fe-
notipik ilag direnci ile genotip ve belirlenen mutasyonlar arasindaki olasi iliski sorgulanmustir. Calismamiz-
da, C.glabrata CBS 138 susu tim antifungal ilaclara duyarli bulunmus; 34 vajinal C.glabrata izolatindan
1 (%2.9)'i flukonazol, 13 (%38.2)"l itrakonazol ve 3 (%8.8)’li vorikonazole doza bagh duyarli olarak sap-
tanmis; bu antifungallere karsi direncli izolata rastlanmamustir. Klotrimazol direnci ise yalnizca 3 (%8.8)
susta izlenmis; ancak genotip ve fenotipik direnc arasinda iliski olmadigi belirlenmistir (p> 0.05). Mikro-
satellit gosterge analizine gore 13 farkli genotip saptanmis ve yontemin ayirt etme giicl yiiksek (DP=
0.877) bulunmustur. Sonug olarak, C.glabrata izolatlarinin genotiplendirmesinde mikrosatellit gosterge
analizinin hizli ve uygulanabilir bir yontem oldugu, ancak ayirt etme gliciiniin yiiksek olmakla birlikte ide-
al olmadigi belirlenmistir. Fenotipik direng testi ile mutasyon arasindaki iliskinin dogrulanmasi icin daha
genis ornek hacmine sahip, ileri calismalarin yapilmasi gerektigi distintlmastdir.

Anahtar sézciikler: Candida glabrata; genotiplendirme; antifungal test; flukonazol; klotrimazol; mikrosa-
tellit gésterge; vajinit; kandidoz.

ABSTRACT

Vulvovaginal candidosis is the second most common cause of vaginitis (17-39%) after bacterial va-
ginosis (22-50%). Since the diagnosis of vulvovaginal candidosis mainly depends on clinical findings wit-
hout mycologic confirmatory tests and treated empirically, the actual incidence rate of vulvovaginal can-
didosis is unknown. Approximately 70-90% of vulvovaginal candidosis cases are caused by Candida al-
bicans, however the increasing incidence of C.glabrata infections and its reduced susceptibility to azole
drug therapy have generated increasing attention. The epidemiology and population structure of vulvo-
vaginal candidosis due to C.glabrata are poorly characterized. This study was aimed to genotype the
C.glabrata strains isolated from vaginal samples in Cukurova region, Turkey by microsatellite markers, to
investigate the antifungal susceptibility profiles of the strains and to determine the molecular mecha-
nisms leading to phenotypical azole resistance. A total of 34 unrelated vaginal C.glabrata strains isolated
from patients with acute (n= 11) and recurrent (n= 14) vulvovaginal candidosis, control group (n=9)
without vaginitis symptoms, and a reference strain of C.glabrata CBS 138 (ATCC 2001) were included
in the study. These isolates were genotyped using multiple-locus variable number tandem repeat analy-
sis of three microsatellite markers (RPM2, MTI, and Cg6). Analysis of microsatellite markers was perfor-
med by fragment size determination of RPM2, MTI, and Cgé PCR products through capillary electrop-
horesis. For each of the evaluated strains, DNA sequence analysis was performed for one gene (CgERGTT)
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and four loci (CgPDR1, NTM1, TRP1, and URA3) to detect mutations possibly associated with antifungal
resistance in each strain. In vitro susceptibility profiles of the strains to 13 antifungals and boric acid we-
re determined according to CLSI document M27-A3 to investigate possible relationships between detec-
ted mutations and phenotypic resistance. C.glabrata CBS 138 strain was found to be susceptible to all
the antifungals tested, while one of (%2.9) 34 vaginal C.glabrata isolates was found to be dose-depen-
dent susceptible to fluconazole, 13 (38.2%) to itraconazole and 3 (8.8%) to voriconazole. No resistant
strain were detected in the study population. Only three isolates were found to be resistant to clotrima-
zole (8.8%), however no relationship was identified between the genotypes and phenotypic resistance
(p> 0.05). Thirteen genotypes were detected by microsatellite marker analysis, with high discrimination
power (DP= 0.877). As a result, microsatellite marker analysis was validated as a rapid, reliable method
for genotyping C.glabrata strains with good, but not optimal discriminatory power. Further studies exa-
mining larger numbers of isolates are needed to verify possible relationships between mutations and
phenotypic resistance.

Key words: Candida glabrata; genotyping, antifungal testing; fluconazole; clotrimazole; microsatellite
marker; vaginitis; candidosis.

GiRis

Kadinlarin yaklasik %75'i yasamlar boyunca en az bir kez, bunlarin da %40-50’si ikin-
ci kez vulvovajinal kandidoz (VVK) atagi gecirmektedir. Olgularin %5’inde ise rekirren
VVK olarak tanimlanan ve son 12 ay icerisinde mikolojik yontemlerle kanitlanmis en az
dért VK atadr bildirilmektedir'-2. VWK etkenleri arasinda en sik (%70-90) saptanan tiir
Candida albicans’dir; ancak son 20 yilda diger Candida turlerinde ve ozellikle C.glabrata
enfeksiyonlarinda artis dikkati cekmektedir®3. C.albicans'in etken oldugu VVK’da klinik
ve mikolojik yanit genellikle cok iyi iken, basta C.glabrata olmak Uzere albicans disi kan-
dida turleri ile olusan rekirren VVK olgularinda antifungal ila¢ direnci 6nemli bir sorun-
dur*>, Azol grubu antifungallere karsi duyarliligin azalmasi, C.glabrata enfeksiyonlarinin
tedavisinin gegc ve giic olmasina neden olur®’. Bu calismada, Cukurova bélgesinde vaji-
nal 6rneklerden izole edilen C.glabrata izolatlarinin mikrosatellit gostergeler (RPM2, MTI
ve Cg6) ile genotiplendirilmesi, antifungal duyarllik profilinin arastiriimasi ve fenotipik
azol direncine neden olabilen molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM
Candida glabrata izolatlari

Calismaya, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Bi-
lim Dalindan saglanan 34 vajinal C.glabrata izolati dahil edildi. Suglarin 11i akut VVK,
14’0 rekiirren VVK ve 9'u vaijinit bulgusu ve rekiirren VVK 6ykiisii olmayan olgulardan el-
de edilmisti. Kontrol olarak C.glabrata ATCC 2001 (CBS 138) referans susu (Mantar Bi-
yocesitlilik Merkezi, Utrecht, Hollanda) kullanildi.

izolatlarin tir dlizeyinde tanimlanmasi ve dogrulanmasi; (i) insan serumunda 37°C’de
24 saat icinde ¢cimlenme borusu olusturmama, (i) misirunu-Tween 80 agarda eseysiz
sporlarin varligi ancak gercek hiflerin yoklugu ve (iii) APl 20C AUX ticari kiti (bioMérieux,
Fransa) ile yapild.
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Antifungal Duyarlilik Testi

Antifungal testler, RPMI 1640 besiyeri kullanilarak mikrodiltisyon yontemiyle CLSI
onerilerine gore gerceklestirildi®. Kisaca, her ilag icin minimum inhibisyon konsantrasyo-
nu (MIK) tanimlandi ve izolatlarin duyarlilik profillerinin siniflandirimasinda kullanild.
Buna gore; (1) Flukonazol (FLU), MIK: 8 ug/ml duyarl (S), MiK 16-32 pug/ml doza bag-
I duyarl (S-DD), MIK 64 ug/ml direngli (R); (2) itrakonazol (ITR), MiK 0.125 ug/ml S,
MIK 0.25-0.5 pg/ml S-DD, MIK 1 pg/ml R; (3) Amfoterisin B (AMB), MIK 1 ug/ml S; (4)
5-Flusitozin (5-FU), MIK 4 (ug/ml) S, MiK 8-16 pg/ml intermediate (I), MiK 32 pg/ml R
olarak degerlendirildi. Ancak diger antifungal ilaclar icin onerilen direnc sinir degerine
rastlanmadi®. Antifungal duyarlilik test sonuclari MiK dagilimlarina gére rapor edildi ve
her ilag icin MiKso ve MiK90 degerleri verildi. CLSI 6nerileri dogrultusunda, C.krusei ATCC
6258 ve C.parapsilosis ATCC 22019, kontrol izolati olarak kullanildi®°.

Antifungal ilag konsantrasyonlari deney oncesinde belirlenen araliklarda incelendi:
AMB (0.03-1 pg/ml); FLU (0.03-16 ug/ml); ITR (0.06-0.5 pg/ml); vorikonazol (VOR,
0.125-2 pg/ml); ketokonazol (KET, 0.25-8 pg/ml); mikonazol (MICO, 0.007-0.5
pug/ml); ekonazol (ECO, 0.06-1 pg/ml); tiyokonazol (TIO, 1-8 pg/ml); klotrimazol
(CLO, 0.03-0.25 pg/ml); sulkonazol (SUL, 0.125-2 pg/ml); nistatin (NYS, 2-16
pg/ml); 5-FU (0.125-2 pg/ml); terbinafin (TER, 0.5-4 ug/ml) ve borik asit (BA, 3.28-
419.84 pg/ml).

DNA Ekstraksiyonu, PCR ve Dizi Analizi

Vajinal C.glabrata izolatlari ile referans susun genomik DNA ekstraksiyonu Turin ve ar-
kadaslar'! tarafindan 6nerilen yénteme gére yapildi ve daha sonra CgERG11, CgPDRI,
RPM2, MTI, Cg6, NMTI, TRPT ve URA3 gen ve fragmentleri amplifiye edildi.

Mikrosatellit PCR Amplifikasyonu

RPM2, MTI ve Cg6 mikrosatellit primerleri kullanilarak mikrosatellit uzunluk polimor-
fizmleri belirlendi'?. PCR reaksiyonu; 1x PCR buffer (20 mM Tris HCI, pH 8.4, 50 mM
KCl), 0.2 mM her bir dNTP (Fermentas, Almanya), 0.25 mM her bir ileri (FAM ile isaret-
li) ve geri primeri (Tablo 1), 5 ul genomik DNA ve 1.25 U Taq DNA polimeraz (New Eng-
land Biolabs, Almanya) 50 pl’lik reaksiyon karisimi icerisinde yapildi. PCR amplifikasyonu
baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’te 5 dakika, 40 siklus 95°C’te 30 saniye, 54°C’te 30 sani-

Tablo I. Mikrosatellit PCR Primerleri

Gen/lokus Gen Erisim no Primer adi  Dizi (5’-3") Floresans ile isaretli

RPM2 AF338039 RPM2-For ~ ATCTCCCAACTTCTCGTAGCC 5’ Fam?
RPM2-Rev  ACTTGAACGACTTGAACGCC -

MTI J05133 MTI-For CAGCAATAATAGCTTCTGACTATGAC 5’ Fam?
MTI-Rev GACAGGAGCAACCGTTAGGA

Cg6 BZ298679 Cg6-For AGCAAGAGGGAGGAGGAAACT 5’ Fam?

Cg6-Rev AAATCCGGGGATAGATGAGG

2 FAM: 6-carboxyfluorescein; For: Forward; Rev: Reverse.
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ye, 54°C, 55°C ve 56°C’de (RPM2, Cg6 ve MTT icin sirasiyla) 45 saniye ve son uzama icin
72°C'de 5 dakika olmak tizere 1s1 dongi cihazinda (TC-Pro, Almanya) yapild.

Fragment Uzunluklarinin Belirlenmesi

PCR urtinleri, GeneScan-500 (ROX) buytklik standardi kullanilarak ABI 3100 genetik
analiz sistemi (Applied Biosystems, Fransa) ile incelendi. Fragment uzunluklari “GeneS-
can 3.7 analysis software” programi ile belirlendi'?.

Mikrosatellit Gosterge Analizi

Her bir mikrosatellit gosterge icin belirlenen fragment buydklikleri “Arlequin 3.52”
programi ile analiz edilerek izolatlarin mikrosatellit varyasyonlarina gére genotipleri be-
lirlendi ve ayirt etme degeri (Discriminatory Power; DP= 0.8770 + 0.0384) Arlequin 3.5
programi ile hesaplandi'3.

DNA Dizi Analizi

CgERG11 gen ve CgPDR1, NTM1, TRPT ve URA3 lokus primerleri kullanilarak her bol-
ge icin PCR amplifikasyonu yapildi'2. Her bir hedef bdlge icin PCR reaksiyonu; 1x PCR
buffer (20 mM Tris HCI, pH 8.4 ve 50 mM KCI), 0.2 mM her bir dNTP (Fermentas, Al-
manya), 0.25 mM her bir ileri (FAM ile isaretli) ve geri primeri (Tablo 1), 5 pyl genomik
DNA ve 1.25 U Taq DNA polimeraz (New England Biolabs, Almanya) 50 pl’lik reaksiyon
karisimi icerisinde yapildi. PCR amplifikasyonu; baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 5 da-
kika, 40 siklus 95°C’de 30 saniye, 55°C (NMT1, URA3 ve TRPT icin), 56°C’de (PDRT icin)
ve 60°C (ERG11 icin) 30 saniye, 72°C 45 saniye ve son uzama icin 72°C’de 5 dakika ol-
mak Uzere uygulandi. PCR Urinleri saflastirildiktan sonra, her bir primer ciftinin ileri pri-
merleri kullanilarak RefGen Biyoteknoloji ve Arastirma merkezi ODTU, Ankara’da sekans
reaksiyonlari yapildi.

Tablo Il. PCR ve Dizi Analizinde Kullanilan ERG11, PDR1, NMT1, TRP1 ve URA3 Primerleri

Gen/lokus Gen Erigsim no Primer adi Dizi (5'-3")
ERGT1 L40389 ERG11-For* GCGATCCCTTCATGTCCATTGTC
ERG11-Rev GGCTAATGAATCAGCGTATATCCCG
PDR1 AY700584.1 PDR1-F2 GTGACTCGGAAGAAAGGGAC
PDR1-Rev CCGATAAGGGAGATGCAGTT
PDR1-F5* CAGACACATCATATGAGGCAATCAG
PDR1-STOP GATATATGAATTCTCATTCAGAATCGAAGCGG
NMTI AF073886 NMT1-For* GCCGGTGTGGTGTTGCCTGCTC
NMT1-Rev CGTTACTGCGGTGCTCGGTGTCG
TRP1 U31471 TRP1-For* AATTGTTCCAGCG TTGT
TRP1-Rev GACCAGTCCAGCTCTTTCAC
URA3 L13661 URA3-For* AGCGAATTGTTGAAGTTGGTTGA
URA3-Rev AATTCGGTTGTAAGATGATGTTGC

* Sekans primerleri; For: Forward; Rev: Reverse.
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Dizi Analiz Sonug¢larinin Yorumlanmasi

ClustalX (ver. 1.83) programinda her iki zincir karsi karsiya getirildi ve hizalandi. Son-
ra, GENDOC (ver. 2.6.002) DNA dizi analizi programinda, u¢ kisimlardaki fazla hizalan-
mamis diziler kirpildiktan sonra, son konsensus dizi seklinde kaydedildi. Her bir izolata
ait dizisi ¢ikarilmis olan bu gen bolgeleri, Gen-Bankasi veri tabaninda yayinlanmis refe-
rans dizi verileri ile karsilastirildi ve gen bolgesindeki 6zgul niikleotid degisiklikleri ve ola-
si diger polimorfik bolgeler belirlendi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz i¢in SPSS paket programi ver. 17.0 (SPSS Inc. USA) kullanildi. Non-
parametrik Kruskal-Wallis testi uygulandi ve p< 0.05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, 34 klinik C.glabrata izolatindan 1 (%2.9)i FLU, 13 (%38.2)'i ITR ve 3
(%8.8)'li VOR’e doza bagll duyarl (S-DD) olarak saptanmis; yalnizca 3 (%8.8) izolat
CLO'e direncli bulunmustur (Tablo IIl). Referans C.glabrata CBS 138 susunun tim anti-
fungal ilaclara duyarli oldugu belirlenmistir. Mikrosatellit primerler kullanilarak yapilan
fragment uzunluguna gore 13 farkli genotip saptanmis (Tablo V) ve dizi analiz sonucu-
na gore fenotipik antifungal direnc ve dizi analizi arasinda baz ve aminoasit diizeyinde
degiskenlik belirlenmistir (Tablo V, VI). CLO’e direncli {i¢ izolatin farkli genotiplerde (ge-
notip 2, 5 ve 13) yer aldigi; FLU S-DD bir izolatin genotip 6; VOR S-DD 3 izolatin geno-
tip 2 (n=2) ve 5 (n=1); ITR S-DD 13 izolatin genotip 2 (n=3), 3 (n=1), 5 (n=2), 6 (n=
3), 7 (n=1), 10 (n=2) ve 12 (n= 1) icinde bulundugu izlenmistir. Yalnizca iki izolat (no.
5 ve 10) hem ITR hem de VOR’e S-DD bulunmugtur. CLO’e direncli li¢ izolat akut VVK,
rekirren VVK ve kontrol olmak tzere U¢ ayr olguda gorilmustir. FLU S-DD bir izolatin
akut VVK; VOR S-DD g izolatin akut VVK (n= 1) ve rekirren VVK (n= 2); ITR S-DD 13
izolatin akut VVK (n=5), rekiirren VVK (n= 5) ve kontrol (n= 3) olgulardan izole edildigi
belirlenmistir. Genotip ile direng veya S-DD arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmamistir (p> 0.05).

TARTISMA

Klinik 6rneklerden izole edilen C.glabrata izolatlarinin tiplendirilmesinde elektroforetik
karyotiplendirme, “multilocus sequence typing (MLST)”, probla “southern-blot” ve
“randomly amplified polymorphic DNA (RAPD)” yontemleri kullanilmistir’*'8, Giindi-
mizde ise tiplendirme icin daha ¢ok 2-6 nikleotidin “short tandem repeat”i olarak ta-
nimlanan ve yiiksek polimorfizm gosteren mikrosatellit gosterge (MG)’ler 6nerilmekte-
dir'®. Ayrica, MG’lerin MLST’den daha iyi ayinm giicii sagladigi bildirilmistir'®. MG ile
tiplendirme; guivenilir, ayirt edici ve uygulamasi kolay bir yontem olarak tarif edilmis; an-
cak glivenilirligin kontroli icin test sirasinda referans bir susun kullanilmasi énerilmistir?°.

Berila ve Subik'? 38 vajinal C.glabrata izolatinin genetik cesitliligi ile ilac direnci ara-
sindaki iligkiyi arastirmis; 3 mikrosatellit, 4 lokus ve 1 gen primerleri kullanmig ve 14 ge-
notip belirlemislerdir. Yazarlar, H576Y aminoasit grubu icinde tanimlanan azol direncin-
den sorumlu PDR1p bélgesini géstermislerdir. Yine Berila ve arkadaslan?', cesitli klinik
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Tablo Ill. Vajinal C.glabrata Izolatlarinin In Vitro Antifungal Duyarlilik Profili

Antifungal ilaclar (ug/ml)

Candida glabrata (n= 34)

Amfoterisin B

MIK Araligi

MK, ; MIK

R (= 2 yg/ml), n (%)
Vorikonazol

MIK Araligi

MK, ; MIK

R (= 4 pg/mi), n (%)

S-DD (2 pg/ml), n (%)
Flukonazol

MIK Araligi

MK, MiKg,

R (= 64 pg/ml), n (%)

S-DD (16-32 pg/ml), n (%)

itrakonazol

MIK Araligi

MIK,,; MIK,,

R (=1 pg/ml), n (%)

$-DD (0.25-0.5 ug/ml), n (%)
Ketokonazol

MIK Araligi

MK, ; MiKg,

R (=16 pug/ml), n (%)
Nistatin

MIK Araligi

MK, ; MiKg,

R (ND), n (%)
5-Flusitozin

MIK Araligi

MIK,; MIK,,

R (= 32 pg/ml), n (%)
Borik asit

MIK Araligi

MIK,,; MIK,,

R (ND), n (%)
Mikonazol

MIK Araligi

MIK,,; MIK,,

R (= 4 pg/ml), n (%)
Ekonazol

MIK Araligi

MiK,; MiKg,

R (ND), n (%)

0.03-1
0.5; 1

0.125-2
0.5; 2

3(8.8)

0.03-16
0.5; 8

1(2.9)

0.06-0.5
0.125; 0.5

13 (38.2)

0.25-8
4,8

0.125-2
0.25; 1

3.28-419.84
52.48; 209.92

0.007-0.5
0.25; 0.5

0.06-1
0.5; 1
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Tablo Ill. Vajinal C.glabrata Izolatlarinin In Vitro Antifungal Duyarlilik Profili (Devami)

Antifungal ilaclar (ug/ml)

Candida glabrata (n= 34)

Tiyokonazol

MIK Aralig

MIK,; MIKg,

R (ND), n (%)
Klotrimazol

MIK Aralig

MIK,,; MIKy,

R (= 0.5 pg/ml), n (%)
Sulkonazol

MIK Aralig

MK, MiKg,

R (ND), n (%)
Terbinafin

MIK Araligi

MK, MiKg,

R (=16 pg/ml), n (%)

1-8
4; 8

0.03-0.25
0.06; 0.25
3 (8.8)

0.125-2
0.5; 2

0.5-4
2;4

ND: Direng sinir degeri belirli degil.

Tablo IV. Mikrosatellit Gosterge Analiz Sonuglari

Mikrosatellit marker allel uzunlugu (bg)
DP=0.8770 + 0.0384

Genotip no. izolat sayisi (Frekans %) RPM2 MTI Cg6
1 2 (5.88) 128 228 326
2 10 (29.4) 128 244 322
3 1(2.94) 122 253 341
4 1(2.94) 122 253 343
5 3(8.82) 134 246 316
6 6 (17.6) 128 243 322
7 1(2.94) 128 244 318
8 1(2.94) 140 245 313
9 2 (5.88) 134 243 320
10 3(8.82) 127 243 322
11 1(2.94) 128 244 320
12 1(2.94) 122 252 342
13 2 (5.88) 122 252 341

DP: Ayirt etme giicli; b¢: baz cifti.

orneklerden izole edilen 38 C.glabrata susundan FLU’e direncli alti C.glabrata izolatin-
da CgPDR1 ve CgERGI11 genlerindeki mutasyonlar arastirmis; her bir izolatta
CgPDR1p’de L347F ve H576Y mutasyonlarini CgPDR1 gen fragmentini kullanilarak PCR
ile tanimlamislardir. Bu durum, C.glabrata PDRT mutant suslarinin FLU direncinden so-
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Tablo V. Klotrimazol, Vorikonazol ve Flukonazole Karsi Direngli ve Doza Baglh Duyarli Oldugu Belirlenen izo-

latlarda DNA Dizi Analizi ile Belirlenen Mutasyon ve Polimorfizmlerin Dagilimi

ERGT1 PDR1 NMT1 TRP1 URA3
(nt. 509-1343) (nt. 2213-2929) (nt. 673-1314) (nt. 71-568) (nt. 248-844)
BD AAD BD AAD BD AAD BD AAD BD AAD
CLO-R izolatlar
7 C1238T - A826G - A179G - G297A -
G917A R306K  A285G - G304A V102l
- C381A - A322T MI108L
19 G1324A  E442K G2905C G969R T930G - G87C - T833G -
G1326A  E442K A2912G - A94G - C842G -
A2914G - T224G  F75C A843C -
C381A -
A548T H183L
35 A1123C  T375P G707A R236Q A230G -
VOR-SDD izolatlar
5 A593G N198S - - A826G - G304A V1021
G606T - G917A R306K A322T M108L
G1109A  R370K G844C -
A1123C  T375P
A1312C  T438P
A1317C -
G1326A -
T1328A  E443N
T1331G  M444R
C1333G  P445A
6 T517A F173I - - G824A G275D G168A M561 T833G V278R
A558G 1186M A826G -
T662A -
A1312C  T438P
10 A1312C  T438P T2825G 19425 A826G - A179G - G297A -
A1317C - A285G - G304A Vvio02l
C381A - A322T M108L
FLU-SDD izolat
22 G1324A  E422K - - T930G - T224G  F75C - -
C381A -
A548T H183L

CLO: Klotrimazol; VOR: Vorikonazol; FLU: Flukonazol; BD: Baz degisikligi; AAD: Aminoasit degisikligi; nt: Niikleotid;
R: Direngli; SDD: Doza bagl duyarli.
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rumlu oldugunu gostermistir. Arastiricilar, bes izolatta ise CgERGT1p 14C-lanosterol-di-
metilazda E502V mutasyon bolgesini de iceren H576Y bolgesini tanimlamuglar; ayrica,
ITRa direngli, FLU’e duyarli dort izolatta CgCDR2 bélgesinde ekspresyonun arttigini be-
lirlemislerdir?'. Grenouillet ve arkadaslari??, 127 C.glabrata izolatini MLVA (Multiple-lo-
cus variable-number tandem-repeat analysis) ile arastirmislar; altt MG kullanarak 37
farkli genotip saptamislar ve yalnizca dort gosterge kullanarak en yiiksek ayirt etme gu-
ciine (DP= 0.902) ulagmuslardir. Abbes ve arkadaslari'®, birbirleriyle iliskili 85 ve iliskisiz
118 olmak Uzere toplam 203 C.glabrata izolatini eski (RPM2, MTI ve ERG3) ve yeni
(GLM4, GLM5 ve GLM6) alti MG ile tanimlamuglar; yeni gostergelerin ¢ok secici oldugu-
nu ve gerek her iki grupta yer alan izolatlarin ayirt edilmesinde, gerekse mikrovaryas-
yonlarin saptanmasinda cok yararli bir tiplendirme sistemi oldugunu kaydetmislerdir.
Foulet ve arkadaslan?® birbirleriyle iliskisiz 138 C.glabrata susunu ii¢c adet MG (RPM2,
MTI ve ERG3) ile 23 genotipe ayirmis ve ayirt etme gucinu 0.84 olarak bildirmigslerdir.
Shen ve arkadaslan®? da, RT-PCR ile FLU’e direncli dokuz, FLU S-DD dokuz ve FLU’e du-
yarl 10 olmak lizere toplam 28 C.glabrata izolatinda ERG11, CDRT ve CDR2 gen eksp-
resyonu degdisikliklerini arastirmislar; FLU’e direncli suslarda ERGT1 ve CDR1’in duyarl
olanlara gore daha fazla eksprese edildigini, CDR2 regilasyonunda ise artis oldugunu
bildirmislerdir.

Dodgson ve arkadaslar'® farkli cografi bélgelerden saglanan 107 klinik C.glabrata izo-
latini MLST ile incelemis ve bes major “clade” saptamuslardir. Lin ve arkadaslari'’ ise, 80
susu MLST ve PFGE ile incelemis, 15 sekans tipi ve 54 genotip tanimlamistir. Marol ve
Yiicesoy'®, yogun bakim iinitelerinde yatan hastalara ait klinik 6rneklerden izole edilen
70 Candida susunun 42’sini C.albicans, 16’sin1 C.glabrata ve 12'sini C.tropicalis olarak ta-
nimlamiglar; tim izolatlarin AMB'ye duyarli, 42 C.albicans’in FLU’e duyarli, bes C.glabra-
ta ve dort C.tropicalis susunun FLU S-DD, bes C.glabrata susunun ise direncli oldugunu
kaydetmislerdir. Ayrica, bu suslarin OPE-3, OPE-18, RP4-2 ve AP50-1 primerlerini kulla-
narak RAPD-PCR ile farkli RAPD paternlerini gosterdigini ve enfeksiyon etkeni Candida
suslarinin endojen kaynakli oldugunu bildirmislerdir. Ferrari ve arkadaslari®*, fare mode-
linde yaptiklari caismada CgPDRT hiperaktif allellerinin varliginin FLU ile tedavinin basa-
nsizhginda rol oynadigini bildirmislerdir. Vandeputte ve arkadaslari?>, C.glabrata’nin mi-
tokondrial DNA’sinda kismen veya tamamen goriilen mutasyonlarinda mikroorganizma-
nin azol direnci ile solunum yetersizligi arasinda iliski oldugunu, solunum kapasitesinin
azaldikca azollere karsi asiri duyarliigin PDR gen diizenleyici mekanizmasinin anlasiima-
sini zorlastirdigini bildirmiglerdir.

Calismamizda, mikrosatellit gostergeler ile 34 vajinal C.glabrata susunun 13 genotipe
ayrildigi (Tablo V) ve anilan yontemin DP giictiniin yiiksek (0.87) oldugu gosterilmistir.
Ayrica, 14 antifungal ilactan yalnizca CLO’e (%8.6) diren¢ gorulmustir. FLU, ITR ve VOR
icin S-DD oranlari sirasiyla, %2.8, %38.2 ve %8.8 olarak saptanmistir (Tablo Ill). Cals-
mamizda, fenotipik antifungal direnc ve dizi analizi sonuclari karsilastinldiginda baz ve
aminoasit dlzeyinde degiskenlik gortlmustir (Tablo V, VI). Ancak, genotip ile hasta
gruplari veya direng ya da S-DD arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir
(p> 0.05). Bu bulgularin antifungal tedaviye direng gosterebilen C.glabrata enfeksiyon-
larinin epidemiyolojisinin aydinlatiimasina katki saglayacagi ve antifungal ilaca klinik ya-
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Tablo VI. Itrakonazole Doza Bagl Duyarli Oldugu Belirlenen [zolatlarda DNA Dizi Analizi ile Belirlenen Mu-

tasyon ve Polimorfizmlerin Dagilimi

ITR-SDD ERGT1 PDR1 NMT1 TRP1 URA3

izolatlar (nt. 509-1343) (nt. 2213-2929) (nt. 673-1314)  (nt. 71-568)  (nt. 248-844)
BD AAD BD AAD BD  AAD BD AAD BD  AAD

2 A593G  N198S T224G  F75C C329A A110D
C752T  S251F C381A - C714T -

3 A1312C - G2879A -  G707A - A230G - - -
A1317C -

5 A593G  N198S A826G - G304A V102I
G606T - G917A R306K A322T MT108L
G1109A  R370K G844C -
A1123C  T375P
A1312C  T438P
A1317C -

G1326A -

T1328A  E443N
TI1331G  M444R
C1333G  P445A

10 A1312C  T438P T2825G 19425 A826G - A179G - G297A -
A1317C - A285G - G304A V102l

C381A - A322T M108L

1 A558G  1186M G824A G275D A74C Y255 T833G V278R
A561T - A826G - G87C -

A576T - A94G -
C594G  N198K T224G  F75C
G652T - C381A -
T662A - A548T  H183L
T860C L2875

12 A593G  N198S - - A826G - C381A - - -
G606T - Cc1202T - G551A -

G1109A  R370K
A1312C  T438P

16 T860C L2875 - - GB24A G275D G168A MS56l T833G V278R
A1312C  T438P A826G -

A1317C -
G1324A  E442K

17 T860C L2875 - - GB24A G275D G168A MS56l T833G V278R
A1312C  T438P A826G - G327A -

A1317C -
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Tablo VI. [trakonazole Doza Baglh Duyarli Oldugu Belirlenen izolatlarda DNA Dizi Analizi ile Belirlenen Mu-
tasyon ve Polimorfizmlerin Dagilimi (Devami)

ITR-SDD ERGT1 PDR1 NMT1 TRP1 URA3
izolatlar (nt. 509-1343) (nt. 2213-2929) (nt. 673-1314)  (nt. 71-568)  (nt. 248-844)
BD AAD BD AAD BD  AAD BD AAD BD  AAD
23 T514A  Y172N - - GB24A G275D G168A MS56l T833G V278R
A558G  1186M A826G - G327A -
T662A -
T860C L2875
27 A593G  N198S T2807A V936D A826G - G87C - - -
T930G - A94G -
T224G  F75C
C381A -
A548T H183L
29 T860C L2875 A2275C R759P T930G - G87C - -
G2276C R759P A94G -
T224G  F75C
C381A -
A548T H183L
30 A528G - - - G707A - A230G - -
A561T -
G606T -
G1324A  E442K
31 T662A - - - A826G - - - T833G V278R
T860C L2875
G1326A -

ITR: itrakonazol; BD: Baz degisikligi; AAD: Aminoasit degisikligi; nt: Niikleotid; SDD: Doza bagl duyarl.

nitin derecesi ile dogrulanabilecegi dustnulmustir. C.glabrata’'nin gen polimorfizmleri
ile antifungal diren¢ mekanizmalarini arastirmaya yonelik daha cok izolat ile yapilacak
calismalar konuya iligkin bilgilerimizin derinlesmesine yardimci olacaktir. Candida vaijini-
tinin tedavisinde 6nemli adimlardan birisinin de klinisyen ile mikrobiyolog arasindaki is-
birligi oldugu unutulmamahdir.
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