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Amag: Diinyada ve llkemizde bircok merkezde, firsatgi bir enfeksiyon olan kandidemilere ikinci
siklikta neden olan tiir Candida parapsilosis tiir kompleksidir. Bu tiir kompleksi iginde yer alan
Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis ve Candida metapsilosis tiirleri fenotipik
olarak birbirinden ayrilamaz ve tanimlanmalari igin gesitli molekiiler yéntemlere gereksinim
duyulur. Bu ¢alismada, laboratuvarimizda kan kiiltiirlerinden izole edilen C. parapsilosis tiir
kompleksi sugslarinin antifungal duyarliliklarinin incelenmesi ve tiir diizeyinde tanimlama
yapilmasi amaglanmustir.

Yéntem: Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali stoklarindan 118 kan
izolati kullanildi. izolatlarin flukonazol, vorikonazol, itrakonazol, posakonazol, amfoterisin B ve
anidulafungine in vitro duyarliigi CLSI-M27 dokiimanina gére saptandi. C. parapsilosis tiir
kompleksindeki tiirler, sekonder alkol dehidrogenaz enzimini kodlayan gen bdlgesinin (SADH)
“polimeraz chain reaction-restriction fragment length polymorphism” (PCR-RFLP) yéntemiyle
incelenmesiyle belirlendi.

Bulgular: Bu ¢alismada, kan kiiltiirlerinden izole edilen 118 C. parapsilosis tiir kompleksi susunda
flukonazol direncinin %26.3 oraninda oldugu, amfoterisin B ve anidulafunginde ise direncin yok
denecek kadar az oldugu saptandi. Antifungal duyarliligi belirlenen bu suslar arasinda
C. orthopsilosis ve C. metapsilosis tirlerine rastlanmadi.

Sonug: Bu ¢alisma ile merkezimizdeki C. parapsilosis tiir kompleksindeki yiiksek flukonazol direncinin
kompleks icindeki tirlerle iliskili olmadigi gérildi. Suslar arasindaki klonal iliskinin ve direncin
genetik temellerinin arastirilmasi icin ek ¢calismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varild.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis tiir kompleksi, antifungal duyarllik, PCR-RFLP
ABSTRACT

Objective: Candida parapsilosis species complex is the second most common cause of candidiasis
which is an opportunistic infection, in many centers in the world and in our country. Candida
parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis and Candida metapsilosis within this species
complex are indistinguishable from each other phenotypically and various molecular methods are
needed for their identification. In this study, we aimed to investigate the antifungal
susceptibility of C. parapsilosis species complex isolated from blood cultures in our laboratory
and to identify them at species level.

Method: A total of 118 blood isolates from the stock culture of Uludag University Faculty of
Medicine Department of Microbiology were used. The in vitro sensitivity of the isolates to
fluconazole, voriconazole, itraconazole, posaconazole, amphotericin B and anidulafungin was
determined according to the CLSI-M27 document. The species in the C. parapsilosis species
complex were determined by the investigation of the gene region encoding the secondary alcohol
dehydrogenase enzyme (SADH) using “polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism” (PCR-RFLP) method.

Results: In this study, fluconazole resistance was found to be 26.3% in the 118 C. parapsilosis species
complex isolated from blood cultures, and the resistance to amphotericin B and anidulafungin was
almost none. There were no C. orthopsilosis and C. metapsilosis species among these strains.
Conclusion: In this study, it was shown that high fluconazole resistance in C. parapsilosis species
complex in our center was not associated with different species in the complex. It is concluded
that additional studies should be done to search for clonal relationship between strains and
genetic basis of resistance.
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GiRiS

Candida tirleri insanlarda hastalik olusturan firsatci
mantarlar arasinda birinci sirada olup, nozokomiyal
enfeksiyonlarin %10-15’ine neden olmaktadir?), Kuzey
Amerika ve Avrupa’da yapilan slirveyans galismalarina
gbre Candida tiirleri, kan dolasimi enfeksiyonlarindan
izole edilen patojenler arasinda %8-10 oran ile dor-
diinct sirada yer alr®®). Candida albicans, en fazla
izole edilen tir olup, bunu ¢ogunlukla Candida
parapsilosis ya da Candida glabrata izler”. Ulkemizde
yapilan galismalarda, genellikle ikinci sirada izole edi-
len tir C. parapsilosis tir kompleksidir®®,

Candida parapsilosis tir kompleksi izolatlari fenoti-
pik olarak ayirt edilememekle birlikte genotipik ola-
rak heterojendir. Genetik farkliik gosteren suglar,
2005 yilina kadar C. parapsilosis tiir kompleksi icinde
¢ grupta toplanirken (Grup 1, II, Il), son yillarda yapi-
lan molekiler ¢alismalarla bu gruplarin farkl turler
oldugu anlasilmistir. Bu tirler polimeraz chain
reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) ve internal transcribed spacer (ITS) gen
dizi analizi gibi yontemlerle ayrilarak; C. parapsilosis
sensu stricto (Grup 1), Candida orthopsilosis (Grup Il)
ve Candida metapsilosis (Grup 1ll) olarak adlandiril-
mislardir. Yapilan calismalar bu tiirlerin virlilans 6zel-
likleri ile antifungal duyarllik paternlerinin birbirin-
den farkh oldugunu ortaya koymaktadir®1,

Candida parapsilosis tir kompleksi icindeki turler
rutin mikrobiyolojik ydntemlerle birbirinden ayirt
edilememekte, yeni tirlerin disik oranda da olsa
(~%5) klinik 6rneklerden izole edildigi bildirilmekte-
dir®1), Jlkemizde ise C. orthopsilosis ve C. metapsilosis
izolasyon oranlari ile ilgili veriler sinirlidir6-8),
C. parapsilosis tir kompleksi, hastanemizde kan
orneklerinden ikinci siklikta izole edilen Candida
tlrtdir ve flukonazol direncinin beklenenden yik-
sek oldugu saptanmistir®, Ancak bu tir kompleksi
icindeki tirlerin hastanemizdeki dagilim oranlari ve
tlre 6zgl direng oranlari ile ilgili lokal epidemiyolojik
verilerimiz bilinmemektedir.

Bu calismamizda, laboratuvarimizda kan kiltlrlerin-

den izole edilen C. parapsilosis tir kompleksi suslari-
nin antifungal duyarhliklarinin incelenmesi ve sekon-
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der alkol dehidrogenaz enzimini kodlayan gen bolge-
sinin (SADH) PCR-RFLP yontemiyle incelenerek tir
dizeyinde tanimlanmasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM

Suslar: Bu calismada, kan kiltirlerinden 2010-2014
yillari arasinda izole edilen, misir unu-tween 80 besi-
yerindeki morfolojisi ve APl ID 32C (BioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) sistemiyle C. parapsilosis tir
kompleksi olarak tanimlanan ve Uludag Universitesi
Tip Fakiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal -80°C
stoklarindan Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiye-
rine pasajlanarak saf olarak canlandirilabilen 118 sus
kullanildi. Her bir sus ayri bir hastaya aitti. Ayrica,
C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258,
C. orthopsilosis ATCC 96141 ve C. metapsilosis ATCC
96144 suslari kalite kontrol amach kullanildi.

in vitro antifungal duyarlihk testleri: Flukonazol
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, ABD), vorikonazol
(Pfizer Central Research, New York, NY, ABD), itrako-
nazol (Sigma Aldrich, ABD), posakonazol (Sigma
Aldrich, ABD), amfoterisin B (Amresco, OH, ABD) ve
anidulafungin’in (Pfizer Central Research, ABD),
C. parapasilosis tur kompleksi suslarina karsi in vitro
aktivitesi CLSI M27-A3 dokiimanina gore saptandi®,
Antifungal ilaglar, %0.2 glukoz iceren RPMI 1640 besi-
yerinde sulandirilarak U tabanli mikrodiliisyon plakla-
rina uygun konsantrasyonda dagitildi. inokulum sis-
pansiyonu son konsantrasyonu 0.5x103-2.5x10° hiicre/
ml olacak sekilde ayarlandi ve degisik konsantrasyon-
larda antifungal bulunan mikrodilisyon kuyucuklarina
dagrtildi. Plaklar 35°C’da inklbe edildi. Minimum inhi-
bitér konsantrasyonlar (MiK=pg/ml) 24 saat sonra
gorsel degerlendirildi. Yetersiz Gremenin oldugu
durumlarda inklibasyon 48. saate uzatildi. Amfoterisin
B igin kontrol kuyucuguna gore tGremenin tam inhibe
edildigi kuyucuk, diger ilaglar icin ise belirgin azaldig
kuyucuk MiK olarak belirlendi. MiK degerleri CLSI kli-
nik sinir degerlere goére duyarli (S), doza bagh duyarli
(S-DD), orta duyarli (1) veya direncli (R) olarak yorum-
landu. Klinik sinir degerlerin olmadigl durumlarda epi-
demiyolojik esik degerler kullanildi ve epidemiyolojik
esik deger veya altinda olanlar wild-type (WT), epide-
miyolojik esik degerin lzerinde olanlar ise non wild-
type (non-WT) olarak belirlendi®®2¥ (Tablo 1).
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Tablo 1. CLSI referans yénteme gore Candida parapsilosis tiir kompleksi icin epidemiyolojik esik ve klinik sinir degerler®,

Epidemiyoljik esik deger (ug/ml)

Klinik Sinir Degerler (pg/ml)

Antifungal Ajanlar WT Non-WT S S-DD | R
Amfoterisin B 22 >2 - - - -
Flukonazol <2 >2 <2 4 - >8
Itrakonazol <0.5 >0.5 - - - -
Vorikonazol <0.125 >0.125 <0.125 0.25-0.5 21
Posakonazol <0.25 >0.25 - - - -
Anidulafungin <4 >4 <2 4 >8

S: Duyarli, S-DD: Doza bagli duyarli, I: Orta duyarli, R: Direngli, WT: wild-type, non-WT: non wild-type

Candida parapsilosis tiir kompleksi icindeki tiirlerin
belirlenmesi: C. parapsilosis tiir kompleksi olarak
tanimlanan ve antifungal duyarlliklarina bakilan sus-
lardan DNA izolasyonu ticari bir kit (SP Fungal Kit:
Omega Bio-tek, Inc., GA, ABD) kullanilarak kitin 6ne-
rileri dogrultusunda yapildi. C. parapsilosis tir komp-
leksi icindeki tarlerin ayrimini saglayan SADH (716
baz cifti) genine 6zgu primerler kullanilarak PCR isle-
mi gerceklestirildi. Her PCR karisimi 2.5 pl 10x PCR
tampon (magnezyum icermeyen), 1.5 ul MgCl?, 200
UM dNTPs (Qiagen=Katalog no: 201912, Ankara), 10
UM primerler [(SADH-F GTTGATGCTGTTGGATTGT) ve
(SADH-CAATGCCAAATCTCCCAA) (Qiagen)], 1.5 U Taq
polimeraz (Qiagen, Katalog no: 201205) ve 2 pl eks-
trakte DNA icerecek sekilde toplamda 25 pl olarak
hazirlandi. Amplifikasyon Roche LightCycler 480
(Roche, Almanya) cihazinda 94°C’de 5 dakika denati-
rasyon, sonrasinda 94°C’de bir dakika, 36°C’de bir
dakika, 72°C’de bir dakika olarak 35 siklus ve 72°C’de
10 dakika uzama basamagi ile sonlandirildi. Tir
tanimlamasi icin SADH-PCR Uirlinii (716 bp) Banl rest-
riksiyon enzimi ile (Fermentas, Katalog no: FD1004,
Massachusetts, MA, ABD) kesilerek %2 ethidyum
bromid (0.05 pg/ml) ile boyali agaroz jelde yurttildi
ve ultra viyole 15181 altinda incelendi. iki bant (196 ve
521 bp) olugmasi (restriksiyon enzimi ile bir yerden
kesildigini gosterir) C. parapsilosis sensu stricto, dort
bant (370, 188, 93, 60, bp) olusmasi (restriksiyon
enzimi ile i¢ yerden kesildigini gosterir) C. metapsilosis,
bir bant (716 bp) olusmasi (restriksiyon enzimi ile hig
kesilmedigini gosterir) C. orthopsilosis olarak
degerlendirildi®¥ (Resim 1).

BULGULAR

Bu calismada, degerlendirilen 118 C. parapsilosis tir

kompleksi susunun alti antifungale in vitro duyarlihgi
Tablo 2'de goriilmektedir. C. parapsilosis tiir komp-
leksi kandidemilerinde en sik kullanilan ilag olan flu-
konazol direncinin %26.3 oldugu belirlenmistir.
Flukonazole direngli suslarin diger azollere de degisik
oranlarda direncli oldugu saptanmistir. Amfoterisin
B’ye direncli sus saptanmazken, bir susta anidulafun-
gin duyarhhginin azaldigi (%0.8) belirlenmistir.

C. parapsilosis
ATCC 22019

C. metapsilosis
ATCC 96144

C. orthopsilosis
ATCC 96141

716 —
52] /=
370 —
196 —
188 —

93 —

60 —

Resim 1. Standart suglarin SADH-PCR iiriiniiniin Banl restriksiyon
enzimi ile kesilmesi sonucu olugan bantlar.

SADH geninin PCR-RFLP ydntemiyle incelenmesi
sonucu izolatlarimizin tamaminin (%100) C. parapsilosis
sensu stricto oldugu anlasildi. Tar kompleksi icindeki
diger iki tire rastlaniimadi.

TARTISMA

Candida parapsilosis tir kompleksi, diger Candida
turlerinden farkli olarak mukozalardan c¢ok deride
kolonize olan bir tirdir. Biyofilm olusturma ozelligi
ile hastanelerde cansiz ylizeylerde de bulunabilir ve
saglik calisanlarinin elleriyle gercek anlamda nozoko-
miyal enfeksiyonlara neden olabilir. En fazla yeni
doganlar ile pediatrik ve erigkin yogun bakimlardaki
damar ici kateterli hastalarda kandidemiler
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Tablo 2. Candida parapsilosis tiir kompleksi suslarinin (118 sus) in vitro antifungal duyarlihgi.

Klinik sinir degerlere gore degerlendirme, n (%)

ilaglar S S-DD 1 R

Epidemiyolojik esik degerlere gore degerlendirme, n (%)

WT Non-WT

Amfoterisin B

Flukonazol 86 (%72.9) 1(%0.8) 31 (%26.3)
itrakonazol

Vorikonazol 116 (%98.3) 2 (%1.7)

Posakonazol

Anidulafungin 117 (%99.2) 1(%0.8)

118 (%100)
117 (%99.2) 1 (%0.8)

100 (%84.7) 18 (%15.3)

S: Duyarli, S-DD: Doza bagli duyarli, I: Orta duyarli, R: Direngli, WT: wild-type, non-WT: non wild-type

olusturur®®?, Dinya genelinde yapilan birgok tek
veya ¢ok merkezli kandidemi galismalarinda,
C. parapsilosis tiir kompleksinin C. albicans’dan sonra
ikinci sirada goruldigi  bildirilmektedir(®323-25),
Ulkemizde yapilan galismalarda da pek cok merkezde
C. albicans’dan sonra en fazla C. parapsilosis tir
kompleksine rastlaniimaktadir(®-#19:26-29),

Merkezimizde de C. parapsilosis tir kompleksi
C. albicans’dan sonra ikinci sirada belirlenmistir*?,
C. orthopsilosis ve C. metapsilosis’in farkl turler
oldugu 2005 yilinda belirlenmis olsa da glinlimiizde
halen rutin incelemelerle bu turleri C. parapsilosis
sensu stricto’dan ayirt etmek mimkiin olamamaktadir.

Bu ¢calismada, hastanemizde kan kiltirlerinden izole
edilen ve C. parapsilosis tiir kompleksi olarak tanim-
lanan suslarin tamaminin C. parapsilosis sensu stric-
to oldugu saptanirken C. orthopsilosis ve C. metapsilosis
susuna rastlanmamistir. Yapilan g¢alismalarda
C. metapsilosis’in kan kiltur izolatlarinda ¢ok ¢ok az
oldugu, daha c¢ok solunum yollari, idrar, mukoza
sirintl orneklerinden izole edildigi vurgulanmakta-
dir. Bunun 6tesinde bu tirin virtlansi en disuk tlr
oldugu da bildirilmistir®®. Candida orthopsilosis’in
ise %0-23.3 oranlarinda kan kulturlerinden izole edil-
digi gdsterilmistir219, Ulkemizde yapilan bir ¢alisma-
da, %1.5 oraninda C. orthopsilosis tespit edilmis olsa
da, ireme kan degil idrar 6rnegine ait bulunmustur®®,
Yapilan diger calismada da kan kiltir izolatlarinin
hepsi bizim calismada oldugu gibi C. parapsilosis
sensu stricto olarak bulunmustur®, iklimsel, sosyo-
ekonomik ve sanitasyon olanaklarinin C. parapsilosis
tir kompleksi icindeki diger tiirlerin izolasyon oranla-
rina etkili olabilecegi vurgulanmaktadir24),
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ITS1/ITS2 sekanslama C. parapsilosis tur kompleksi
icindeki turleri belirlemede kullanilabilecek altin
standart bir yontemdir. Ancak pahali ve zaman alici
olmasi en 6nemli dezavantaji olup, farkh yontem
arayiglari stirmektedir®*, SADH geninin PCR-RFLP
yontemiyle incelenmesi C. parapsilosis tir kompleksi
icindeki turleri belirlemede kullanilan guvenilir bir
yontemdir. Ancak bazi ¢alismalarda, C. metapsilosis’in
yanlis olarak C. orthopsilosis olarak tanimlandigi ileri
strtlmektedir®®. Bu calismada, bu iki tir izole edil-
medigi icin yonteme iliskin yanhs tanimlama hakkin-
da yorum yapilamamistir.

Ulkemizde farkli merkezlerde yapilan cesitli calisma-
larda, C. parapsilosis tir kompleksi suslarinda fluko-
nazole (%0 - %7.4) arasinda degisen direng¢ oranlari
bildirilmistir®34. Merkezimizde daha 6énce yapilmig
olan calismalarda da saptandigi gibi calismamizda,
flukonazol direnci (%26.3) lilkemiz verilerinin Gstiin-
de bulunmustur®®. Benzer sekilde flukonazol diren-
ci Gliney Afrika (%63), Cin (%19.3) ve isve¢'de (%15)
de belirlenmistir®>37, Ancak direncli suslar arasinda-
ki molekiler epidemiyolojik iliskinin incelendigi sinir-
I sayida ¢alisma vardir®839),

Candida orthopsilosis ve C. metapsilosis suslarinin
antifungal duyarhliklarinin incelendigi calisma az
olmakla birlikte, yapilan ¢alismalarda bu tirlerin
C. parapsilosis sensu stricto’ya gore amfoterisin B ve
ekinokandinlere duyarliliginin daha yiksek, flukona-
zole duyarhliginin ise daha disik oldugu
bildirilmektedir®244041 By calisma merkezimizdeki
C. parapsilosis tur kompleksindeki yuksek flukonazol
direncinin kompleks icindeki tirlerle iliskili olabilece-
gi dusuncesiyle yapilmistir. Ancak boyle bir iliski
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belirlenememistir. Bundan sonraki slrecte
C. parapsilosis tir kompleksi izolatlarinin duyarlilik
paterni takip edilerek direngli ve duyarli suslar ara-
sindaki klonal iliski ve direng genlerinin arastirilacagi
yeni ¢alismalara gereksinim vardir.
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