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OZET

Candida parapsilosis kompleks izolatlarinin neden oldugu enfeksiyonlarin
klinkk ©6nemi bilinmesine karsin kolonizasyon, enfeksiyonun patogenezi ve
epidemiyolojisi hakkinda bilgiler halen smirlidir. Molekiiler tiplendirme ydntemleri
Candida  enfeksiyonlarmin  epidemiyolojisinin  degerlendirilmesinde  6nemlidir.
Calismamizin amaci; hastanemizde kan dolasimi enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen
C. parapsilosis kompleks izolatlarinin sikliginin belirlenmesi, suglara ait antifungal
duyarhiliklarin tespit edilmesi, izolatlar arasinda alt tiir tayini yapilmasi ve izolatlar

arasindaki klonal iligkilerin arastirilmasidir.

Bu amagla hastanemizde 2016-2022 tarihleri arasinda yatan hastalardan
laboratuvarimiza gonderilen kan kiiltiirii orneklerinden izole edilen 115 adet C.
parapsilosis kompleks izolat1 ¢alismaya dahil edildi. 1zolatlarm flukonazol duyarlilig:
gradient E test yontemiyle belirlenmis olup, minimum inhibitér konsantrasyon degerleri
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing Onerilerine gore
degerlendirildi. Candida parapsilosis kompleks izolatlarimin alt tiir tayini polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR)- restriction fragment lenght polymorphism yontemiyle
arastirilmistir. Izolatlar arasindaki klonal iliskileri arastirmak amaciyla arbitrarily
primed -PCR, pulsed field gel electrophoresis- elektroforetik karyotiplendirme (PFGE-
EK), PFGE-restriksiyon enzim analizi (PFGE-REA) yontemleri kullanildi. Yontemlerin

ayrim giicli Hunter ve Gaston’un gelistirdigi formiil ile hesaplandi.

Calismamizda 115 C. parapsilosis kompleks izolatinin AP-PCR yontemi ile 34
farkli genotip, 15 kiimeye; PFGE-REA ile 39 farkli genotip, 20 kiimeye; PFGE-EK
yontemi ile 69 farkli genotip, 25 kiimeye ayrildig1 saptandi. Yontemlerin ayrim giicii
AP-PCR i¢in D=0.9393, PFGE-REA i¢cin D=0.9492, PFGE-EK i¢in D=0.9875 olarak
belirlendi. Sonug¢ olarak PFGE-EK yonteminin ayrilabilirlik indeksinin daha yiiksek
oldugu ve bu yontemle daha fazla genotip tanimlandig1 goriilmiistiir. Bu sonugclar ile C.
parapsilosis’e bagl salginlarindan siliphelenildigi durumlarda salgin analizinde PFGE-

EK yonteminin uygun bir secenek olarak diisiiniilebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Candida parapsilosis kompleks, kandidemi, PCR-RFLP,
AP-PCR, PFGE-REA, elektroforetik karyotiplendirme.
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ABSTRACT

Candida parapsilosis (C. parapsilosis) complex isolates are known to cause
clinically serious infections. However, information about colonization, pathogenesis and
epidemiology is limited. Molecular typing methods have an important place in the
epidemiological evaluation of Candida infections. The aim of our study was to
determine the frequency of C. parapsilosis complex isolates isolated in our hospital as a
bloodstream infection agent, to determine the antifungal susceptibility of the strains, to
determine the subspecies among the isolates and to investigate the clonal relationships

between the isolates.

For this purpose, 115 C. parapsilosis complex isolates isolated from blood
culture samples sent to our laboratory from inpatient clinics of our hospital between
2016-2022 were included in the study. The fluconazole susceptibility of the isolates was
determined by the gradient E test method and the minimum inhibitory concentration
values were evaluated according to the recommendations of the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing. Subspecies determination of C. parapsilosis
complex isolates was investigated by polymerase chain reaction (PCR)-restriction
fragment length polymorphism method. Arbitrarily primed-PCR, pulsed field gel
electrophoresis-electrophoretic  karyotyping (PFGE-EK), PFGE-restriction enzyme
analysis (PFGE-REA) methods were used to determine clonal relationships among
isolates. The discriminatory power of the methods was calculated with the formula

developed by Hunter and Gaston.

In our study, 34 different genotypes of 115 C. parapsilosis complex isolates
were differentiated into 15 clusters by AP-PCR method; 39 different genotypes into 20
clusters with PFGE-REA whereas 69 different genotypes were determined to be
analysed into 25 clusters with the PFGE-EK method. The discriminatory power of the
methods was determined as D=0.9393 for AP-PCR, D=0.9492 for PFGE-REA, and
D=0.9875 for PFGE-EK. The separability index of the PFGE-EK method was higher
than the other methods and more genotypes were identified with the PFGE-EK. In
conlusion, PFGE-EK method can be considered as a suitable and reliable option in

epidemic analysis in cases where outbreaks due to C. parapsilosis are suspected.

Keywords: Candida parapsilosis complex, candidemia, PCR-RFLP, AP-PCR, PFGE-
REA, electrophoretic karyotyping.
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1. GIRIS
Son yillarda 6nem kazanan enfeksiyon etkenleri arasinda Candida tiirleri 6n sirada
yer almaktadir. En sik goriilen sistemik fungal hastane enfeksiyonu invaziv kandidiyazis
olarak bildirilmektedir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis olan hastalar, hastane
kaynakli enfeksiyonlar i¢in yiiksek risk altinda olup Candida parapsilosis kompleks bu

hastalardan izole edilen Candida tiirleri i¢inde ikinci yada {igiincii sirada yer almaktadir

(D.

Candida parapsilosis kompleks, santral vendz kateterler ve tibbi olarak implante
edilen cihazlar iizerinde biyofilm olusturabilmesi ve dolayisiyla invaziv tibbi girisim
gecirmis hastalar1 tehdit etmesi bakimindan Ozellikle Onemlidir. Neden oldugu
enfeksiyonlar bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde ¢ok kisa siirede hayati tehdit eden
klinik tablolar olusturabildikleri i¢in hizla tiir diizeyinde tanimlanmali ve antifungal

duyarlilik testleri calisilmalidir.

Candida tirleri arasinda viriilans, antifungal diren¢ mekanizmalari, genetik
ozellikler, olusturduklar1 klinik tablo, morbidite ve mortalite gibi pek ¢ok konuda
farkliliklar bulunmaktadir. Tiirler arasindaki farklarin yaninda, ayni tiire ait olan fakat
farkli genotipik ve fenotipik 6zellikleri bulunan suslar da tanimlanmaktadir. Bu nedenle
genotipik yontemler kullanilarak tlir taniminin yaninda alt tiir tayini yapilmasi

Onerilmektedir.

Candida tirlerinin klonal iligkilerinin arastirilmast amaciyla Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) yontemi referans yontem olarak kullanilmaktadir. Bu yontem;
kisaca restriksiyon enzimleri ile kesim yapilmadan direkt elektroforeze tabi tutulmasi
olarak tariflenen elektroforetik karyotiplendirme ya da restriksiyon enzimleri ile kesim

yapilarak macrorestriction mapping seklinde uygulanmaktadir.
Bu tezin amacit;

-2016-2022 arasinda ¢esitli kliniklerde takip edilen hastalarin kan kiiltiirlerinden

izole edilen Candida parapsilosis kompleks suslarinin sikliginin belirlenmesi,
-suglara ait antifungal duyarhiliklarin tespit edilmesi,
-izolatlar arasindaki alt tiir tayininin yapilmas1 ve

-izolatlar arasindaki klonal iligkilerin arastirilmasidir.



Bu amagla C. parapsilosis kompleks izolatlarinin tiir tayini i¢in matriks aracili lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS),
antifungal duyarlhiliklarin tespiti i¢in gradient E test yontemi kullanilmistir. C.
parapsilosis kompleks suslarinin alt tiir tayini i¢in polimeraz zincir reaksiyonu
iriinlinlin restriction fragment length polymorphism analizi (PCR-RFLP) yo6ntemi
uygulanmistir. Klonal iligkilerin belirlenmesinde arbitrarily primed polymerase chain
reaction (AP-PCR), PFGE-restiriksiyon enzim analizi ve karyotiplendirme yontemleri
kullanilmis ve yontemlerin ayrim giicii hesaplanarak ideal yoOntemin tespiti

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Klinik mikrobiyolojinin baslangic1 kabul edilen on dokuzuncu yiizyilin ikinci
yarisina kadar mantarlarin insanlar tizerindeki patojenik etkileri bilinmemekteydi. Bu
yillara kadar mantarlarin fermentatif 6zellikleri ilgi ¢ekmistir. Bu nedenle daha ¢ok siit
ve bira endiistrisi alanindaki caligmalarin konusu olmustur (2). Bununla birlikte;
ozellikle yenidoganlar1 etkileyen pamukcuk hastaligi, 1665 yilinda Galen ve Pepy
tarafindan tanimlanmistir. Langanbeck ise 1839°da tifiislii bir hastanin agzindaki
lezyondan mantar1 izole etmis ancak bunun tifiis etkeni oldugunu varsayarak etkeni
tanimlayamamistir. Pamukguk etkeni; ilk kez 1853'te Robin tarafindan Oidium albicans
ve daha sonra 1890 yilinda Zopf tarafindan Monilia albicans olarak isimlendirilmistir
(3). Bundan yaklasik yetmis yil sonra, 1923 yilinda Christine Marie Berkhout, bu
isimlendirmeyi reddederek, Candida albicans tanimlamasini kullanmistir (4). Ozellikle
yirminci yiizyilin basindan itibaren tiim diinyada Candida tiirlerinin neden oldugu
enfeksiyonlar giderek artan bir siklikta bildirilmis ve ilgi odagi haline gelmistir.
Ulkemizde de benzer sekilde bu alan iizerine ¢alismalar bu tarihlerde yogunlasmis, ilk
kandidiyazis olgusu 1911°de infeksiyon hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji alaninda
0zel hekim olarak ¢alisan Resat Riza tarafindan bildirilmistir (5).

Candida tiirleri, 1980'lerden bu yana o6zellikle bagisiklig1 baskilanmis ve altta
yatan ciddi hastaliklar1 nedeniyle hastanede yatan hastalarda mortalite ve morbiditenin
baslica etkenlerinden biri olarak tespit edilmistir (6). Son yillarda Candida tiirleri
icerisinde, albicans dist Candida tirlerinin  neden oldugu kan dolagimi
enfeksiyonlarinda belirgin bir artis gozlenmistir. Albicans dis1 Candida tiirlerinden C.
parapsilosis 1990'dan bu yana insidansi en fazla artan Candida tiirii olarak karsimiza

cikmaktadir (7).

Candida parapsilosis izolat1 ilk olarak 1928 yilinda Ashford tarafindan Porto
Riko'da ishalli bir hastanin diskisindan elde edilmistir (8). Baslangigta patojen olmadigi
diisiiniilse de 1940 yilinda bir intravenéz ilag bagimlisinda 6limciil bir endokardit
etkeni olarak tespit edilmistir. Bu tarihten itibaren arastirmacilar, C. parapsilosis'in
invaziv tibbi girisim ve hiperalimentasyon soliisyonlar: ile iligkili enfeksiyonlara sebep

olabilecegini ifade etmiglerdir (9, 10).



2.2. Taksonomi

Candida parapsilosis, mantarlar alemi icerisinde Ascomycota subesinin
Saccharomycetales takiminda yer alan ve insan enfeksiyonlarinda en sik izole edilen
Candida tiirlerinden birisidir (Tablo 2.1). Candida cinsi igerisinde yaklasik 200 tiir
bulunmakla birlikte bunlarin i¢inde yalnizca yirmi tanesinin insanda patolojik
belirtilerden sorumlu oldugu bilinmektedir (11). Bu tiirlerin igerisinde C.
parapsilosis kompleksi, yenidogan hastalarda invaziv kandidiyazisin %33'linden
fazlasina neden olan bir tiir olup (12); neden oldugu sistemik enfeksiyonlar yiiksek
morbidite ve mortalite oranlart ile iligkilidir. Bu nedenlerle C. albicans'in neden oldugu

enfeksiyonlar kadar 6nemli kabul edilmektedir (13).

Tablo 2.1. Taksonomik siniflandirma.

Alem: Fungi

Alt alem: Dikarya

Sube: Ascomycota

Alt sube: Saccharomycotina

Siif: Saccharomycetes

Alt sinif: Saccharomycetidae

Takim: Saccharomycetales

Aile: Saccharomycetaceae

Cins: Candida

Molekiiler biyolojik yontemlerde yasanan Onemli gelismeler sayesinde C.
parapsilosis izolatlarinin genetik cesitliligi arastirilmistir. Restriction fragment length
polymorphism (RFLP) gibi tekniklerin uygulanmasiyla, C. parapsilosis kompleksi Grup
I, IT ve III olarak adlandirilan {i¢ farkli grupta incelenmistir (14-16). Ancak Tavanti ve
arkadaglarinin 2005 yilinda Multi Locus Sequence Typing (MLST) teknigini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismayla birlikte C. parapsilosis kompleksinin molekiiler incelemesi
derinlestirilmis ve bu tiir kompleksini olusturan gruplarin birbirinden bagimsiz tiir
olarak kabul edilebilecek sekilde farkli olduklar1 gosterilmistir. Bu c¢aligsmayla birlikte
birbirlerinden makroskopik ve mikroskopik olarak ayirt edilmesi miimkiin olmayan bu
ii¢ tiir yeniden adlandirilmistir. C. parapsilosis Grup I’'in ismi C. parapsilosis sensu
stricto, Grup II’nin ismi C. orthopsilosis ve Grup III’iin ismi C. metapsilosis olarak

giincellenmistir (7).



2.3. Morfoloji
Candida parapsilosis tiirleri tek hiicreli, tomurcuklanarak (blastokonidyum)
veya ikiye boliinerek ¢cogalan maya mantarlaridir. Klinik 6rneklerde ve kiiltiirlerde 3-6
um boyutlarinda, kiire seklinde, ovalimsi veya silindirik sekillerde olabilen
organizmalardir (17). Bu tiirler ¢ogalirken olusan blastokonidyumlar ana hiicrenin
aynist olup, boliinme sirasinda ana hiicreden ayrilamazsa ve birbiri ardina zincir

seklinde uzarsa psodohif olusturabilirler.

Candida parapsilosis sensu stricto ve C. orthopsilosis tiirlerinde psodohif
olusumu goriilebilmekteyken C. metapsilosis tiirlerinde ise psddohif olusumu
goriilmemektedir. Bununla birlikte, C. parapsilosis sensu stricto ve C. orthopsilosis
izolatlar1 arasinda hem psodohif {iretenler hem de iiretmeyenler tespit edilmistir (18-20).
Psodohif olusturmayan C. orthopsilosis izolatlarinin, psodohif olusturanlara kiyasla
J774.2 murin makrofajlar tarafindan daha efektif sekilde oldiirtildiigii gosterilmistir. Bu
durum psddohif olusumunun C. parapsilosis izolatlar1 i¢in konak patojen etkilesiminde

onemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (19).

Candida parapsilosis izolatlar1 6zel besiyerlerine ihtiya¢ duymadan yaygin
kullanilan besiyerlerinde ve kan kiiltlirii siselerinde rahatlikla iireyebilirler. Bunun
yaninda Sabouraud Dextroz Agarda (SDA pH. 5.5), 25-37 °C ve 24-48 saat icinde kirli
beyaz veya krem renkte, diizgiin ylizeyli ya da gobekli, tipik olarak maya kokulu
koloniler olustururlar. Misir unlu Tween-80 agarda ise ¢oklu morfogenetik formlarda
bulunabilen C. albicans ve C. tropicalis'in aksine, C. parapsilosis gercek hif olusturmaz

ve maya ya da psddohif formunda bulunur (21, 22).

2.4. Genom Ozellikleri
Candida parapsilosis kompleksinin ilk tam genom dizilemesi C. parapsilosis
sensu stricto suguna aittir. CDC317 olarak isimlendirilen bu klinik sus Amerika Birlesik
Devletlerinde saglik calisanlarinin elinden izole edilmis ve tim genomu 2009 yilinda
dizilenmigtir (23). Ardindan sirasiyla 2012 ve 2015 yillarinda C. orthopsilosis ve C.

metapsilosis izolatlarinin tam genom dizilemesi tamamlanmistir (24, 25).

Candida parapsilosis kompleksine ait izolatlarin genom boyutu yaklagik 13 Mbp
olup; boyutlart 0,9 ile 3,0 Mbp arasinda degisen sekiz kromozomu ile diploid
mayalardir. Kromozomlar1 her iki ugta 23 niikleotid uzunlugundaki bir motifin (5’-

GGTCCGGATGTTGATTATACTGA-3’) telomerik tekrarlarinin tandem dizileriyle



sonlanir (26). C. parapsilosis sensu lato kompleksinde siniflandirilan C. orthopsilosis
ve C. metapsilosis'te telomerik diziler, sirasiyla 6. ve 8. niikleotid pozisyonunda bu

motiften farklidir.

Candida parapsilosis’in li¢ alt tiirlinde ciftlesme ya da mayoz boliinme
gozlenmemistir. Maya mantarlarinda ¢iftlesme Saccharomyces cerevisiae’de 1iyi
tanimlanmis olup zit ¢iftlesme tipine sahip iki hiicre gerektirir ve ciftlesme tipi (Mating-
type, MAT) lokus tarafindan belirlenir (27). C. parapsilosis tiir kompleksinde MAT
lokusunun idiomorflarinin homolog dizileri bulunur ve bunlar ¢iftlesme tipi benzeri
lokus (Mating-type-like, MTL) olarak adlandirilirlar (28). C. parapsilosis sensu stricto
genomunun ilk analizleri bu tiirdeki MTLa2'nin bir psddogen oldugunu yani islevsel
olmadigini dogrulamistir. Bu nedenle genetik olarak ¢iftlesme sansi yoktur. Kompleks
icindeki tiirlerden C. orthopsilosis, C.parapsilosis kompleksinde ¢iftlesme lokusunu
koruyan tek genomdur (29). Ayrica bu tiirde 15.553 baz basina sadece 1 heterozigot tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit edilmistir. Bu heterozigotluk seviyesi, diger diploid
Candida tiirlerine oranla 25 ila 70 kat daha diisiiktiir (30). Pek ¢ok kaynak, C.
parapsilosis sensu stricto klinik izolatlar1 arasinda zayif genetik degiskenlikle birlikte
bu tiirlin yiiksek oranda klonal oldugunu bildirmistir. Bu durum, cevresel tiirlerin
konakgiya bir kez adapte oldugunu, kusurlu bir ¢iftlesme sistemine sahip viriilent bir

klonun kiiresel yayilimin diisiindiirmektedir (23, 30, 31).

2.5. Epidemiyoloji

Candida parapsilosis kompleksi, diger Candida tiirlerine gore dogada oldukga
genis bir yayilima sahiptir. C. parapsilosis tiirleri; evcil hayvanlar, bocekler, toprak ve
deniz gibi insan dis1 ortamlardan da izole edilebilirler. Bu tiirler genellikle insanda
kommensal olarak kabul edilir ve parmaklarin subungual bdlgesinden en sik izole edilen
mantarlardandir (32). Bunun yaninda C. parapsilosis, total parenteral niitrisyon
stvilarinda iiremesi, kateterler ve diger implante edilmis cihazlar tizerinde biyofilm
olusturmasi, eller araciligryla nozokomiyal yayilmasi ve hastane ortamindaki kaliciligi

ile bilinmektedir (33, 34).

Son 20 yildir tiim diinyada mukokutandz ve derin fungal enfeksiyonlarin arttig1
bildirilmektedir. Patojenik mantarlara bagli enfeksiyonlarin sayisindaki arts,
giintimiizde artan polifarmasi kullanimi, immiinsupresif tedavi siirelerinin uzunlugu ve

artan duyarli hasta popiilasyonuyla dogrudan iliskilidir (35).



Candida parapsilosis kompleksi, bazi cografi bolgelerde ikinci en sik fungemi
etkeni olarak goriilmekte, Ozellikle cocuk hastalarda fungemi etkenleri arasinda ilk
siraya yerlesebilmektedir. Birlesik Krallik'ta diisiik dogum agirlikli bebeklerde goriilen
tlim invaziv mantar enfeksiyonlariin dortte birinden fazlasinda (36), Kuzey Amerika'da
ise yenidogan kandidemilerinin {igte birinde etken mikroorganizma olarak tespit
edilmistir (37). SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programindan 2003 yilina ait elde
edilen verilerde, C. parapsilosis hastanede yatan hastalarin steril viicut bolgelerinden

izole edilen en sik ikinci Candida tiirii olarak bildirilmistir (38).

Candida parapsilosis kompleksinin alt tiirleri her ne kadar kompleks i¢inde yer
alsalar da alt tiirler arasinda klinik prevalans, viriilans faktorlerinin etkinligi ve neden
olduklar1 enfeksiyonun prognozu agisindan bazi farkliliklar gézlenmistir. Bu durum,

tiirler arasindaki farkliliklarin daha iyi arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

2.6. Antijenik Yap1

Konak-patojen etkilesiminin ilk asamasinda yer alan mantar hiicre duvar1 dort
ana bilesenden olugmaktadir. Bu yap1 B-1,3 ve B-1,6 glukanlarla sarilmis sekildedir.
Mannoproteinler ve zengin bir mannan tabakasiyla kaplanmis bir kitin tabakasindan
olusur. Mannanlar; hiicre duvari biitiinliigiiniin saglanmasi, konak dokulara yapisma,
viriilans ve koruyucu konak immiin yanitin kurulmasinda énemli roller oynar. Bununla
birlikte N-bagli (asparagine bagl oligosakkaritler) ve O-bagli (serin/treonine baglanan
oligosakkaritler) mannanlarin hiicre yapigsmasi ve hiicre duvari biitiinliigline olan

katkilarinin farkli oldugu gosterilmistir (39).

Candida parapsilosis kompleks suslarinin hiicre duvarinda, agliitin benzeri
sekans adezinleri ve hifal hiicre proteinleri gibi klasik hiicre duvar proteinlerine ek
olarak, atipik proteinler (gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, Hsp70 saperonlar, enolaz 1
ve endo-1,3-beta-glukanaz) de bulunur (40). Bu hiicre duvar proteinlerinin hiicrenin
seklinin korumasinda yapisal gorevleri olmasimin yaninda mantarin farkli konaklara

adaptasyonunda da 6nemli rol oynadig1 bildirilmistir (41).

Candida parapsilosis’in hiicre duvarinda bulunan en yaygin immiinojenik
proteinler arasinda; translasyon baslatma faktorii elF4A subuniti, ATP sentaz subunit
beta, enolaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, 1s1 sok proteini 70, piruvat
dekarboksilaz, ATP sentaz subunit alfa, fosfogliserat kinaz, alkol dehidrojenaz,

fruktozbisfosfat aldolaz ve izositrat dehidrojenaz bulunur. Hiicre duvar ile iligkili bu



immiinojenik proteinlerin konakgi-patojen etkilesimlerinde s6z konusu mantarin

patojenitesini artiran 6nemli unsurlar oldugu ¢aligmalarla gosterilmistir (42).

2.7. Viriilans Ozellikleri
Candida parapsilosis kompleksine ait viriilans faktdrlerinin kolonizasyonu
baslatma, 6zgiil bagisiklik yanitindan kagcinma ve konakta hastalik yapma potansiyelini
arttirdig1 bilinmektedir. C. parapsilosis ile iliskili viriilans faktorleri g¢esitli prostetik
ylizeylere yapigsma, implante edilmis tibbi cihazlar {izerinde biyofilm olusturma
kabiliyetini ve konakta doku hasarina neden olabilen hidrolik enzimlerin salgilanmasini
kapsamaktadir. Son calismalar, C. parapsilosis enfeksiyonlarinin patogenezinde yag

asidi sentezi ve depolanmasinin énemini de vurgulamistir (34).

Biyofilm olusumu Candida tiirlerinde antifungal ilaglara karst duyarliligim
azaltan, patojeniteyi artiran klinik olarak dnemli bir viriilans faktoriidiir. C. albicans
biyofilmlerine kiyasla, C. parapsilosis biyofilmleri ¢ok daha ince olup hiicre disi
matriksi daha ¢ok karbonhidrat agirlikhidir (43). Ozellikle glikoz ve lipid igerigi yiiksek
ortamlara, protez materyallerine yiiksek afinite gostermektedir. Bu ozelliklerin C.
parapsilosis enfeksiyonunun total parenteral niitrisyon alan hastalardaki yiiksek

prevalanstyla iligkili oldugu diistintilmektedir (44).

Candida parapsilosis kompleksin; salgisal aspartil proteaz, fosfolipaz, lipaz ve
hemolizin dahil olmak {izere viriilans ile iligkili hidrolitik enzimler salgiladig
bilinmektedir. Yapilan insan doku modellemesi ¢alismalarinda bu enzimlerin

inhibisyonunun doku hasarini azalttig1 gosterilmistir (45, 46).

Yapilan calismalar C. parapsilosis viriillansinda yag asidi  sentezi ve
depolanmasinin da O6nemini vurgulamistir. Sasirtict bir sekilde bu genlerin konak
bagisiklik yanitindan kacginma, biyofilm olusumu ve viriilansin artisinda rol oynadigi

bildirilmigtir (47).

2.8. Patogenez
Candida tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar genellikle kolonizasyonu takiben
gelismekte olup yiizeyel mikozlar, kronik mukokutanéz kandidoz ve ciddi invaziv
hastalik gibi tablolar ile seyredebilmektedir. Enfeksiyonun siddeti ve patogenezi primer
olarak konak immiin yamitinin durumuna gore sekillenmektedir. Ozellikle nétropenik
hastalarin kandidoz gelisimi agisindan risk altinda olmalar1 Candida’lara kars1 konak

savunmasinda notrofillerin 6nemini vurgulamaktadir (48).



Yapilan deneysel calismalar C. parapsilosis suslarinin viriilansinin C. albicans
ve C. tropicalis suslarma kiyasla oldukca diisiik oldugunu gdstermistir. Intravendz C.
parapsilosis enjekte edilen ratlardan; deneysel olarak indiiklemis diyabeti olanlarin
oldiigi, saglikl ratlarin ise sag kaldigi goriilmistiir (8). Gorece diisiik virlilansina
ragmen intravenoz kateter kullanimi, antibiyotikler, nétropeni, HIV enfeksiyonu, kanser
tedavisi ve uzun siireli hastanede yatis gibi predispozan faktorlere sahip hastalarda ciddi

enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir.

Candida albicans'a karst konak savunmasi iizerine pek ¢ok caligma yapilmig
olmasina karsin C. parapsilosis'e kars1 spesifik konak savunma mekanizmalar1 hakkinda
smirli sayida aragtirma bulunmaktadir (49). Konagin bagisiklik sisteminin  C.
parapsilosis enfeksiyonuna ilk yanitr; dogumdan itibaren olusturulabilen, 6zgiil
olmayan ve konagin kendisine ait olmayan antijenleri tanima kapasitesine sahip dogal
bagisik yanittir. Candida’larin hiicre duvar bilesenleri, dogal immiin sistem hiicrelerinin
ylizeyinde bulunan kalip tanima reseptorii (Pathogen Recognition Receptor, PRR)
tarafindan taninan patojenle iliskili molekiiler kaliplar (pathogen-associated molecular
pattern, PAMP) olarak gorev yapmaktadir. Notrofil ve makrofajlarin ylizeyindeki
PRR’ler tarafindan PAMP olarak tanindiklarinda fagositozu baslatirlar (13). Dogal
bagisik yanitin bu bilesenleri C. parapsilosis enfeksiyonlarinda ¢ok énemli rol oynasa
da C. parapsilosis’in; C. albicans, Blastomyces dermatitidis ve Paracoccidioides
brasiliensis gibi diger bazi patojenik mantarlara kiyasla makrofajlar tarafindan daha

kolay oldiiriilebildigi tespit edilmistir (50).

Candida’larin taninmasi i¢in Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ve C tipi lektin
reseptorleri (CLR) dahil olmak {izere c¢esitli PRR smiflar1 tanimlanmistir. Candida
hiicrelerinin TLR'lere baglanmasi, niikleer faktdr kappa B ve aktive edilmis T
hiicrelerinin niikleer faktorii gibi transkripsiyon faktorlerini etkinlestirerek sitokinlerin
iiretilmesiyle sonuc¢lanir. TLRI1, TLR2, TLR4 genlerinde, sitokinlerde ve sitokin
reseptorlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlarin Candida enfeksiyonlarina yatkinlig

artirdigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (51-53).

Neden oldugu enfeksiyonlarin patogenezinin anlasilmasinda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen, hala yanitlanmamis pek ¢ok soru bulunmaktadir. C.

parapsilosis sensu stricto'nun, Th1/Th17 konak yanitini inhibe ederek ve konake1



bagisiklik sisteminden saklanmak i¢in antijen {iretimini indiikleyerek konake¢1 bagisiklik

yanitint modiile edebilecegini ileri sliren ¢aligmalar mevcuttur (54).

2.9. Laboratuvar Tanis1
Candida tiirleri insanlarda iist solunum yolu ve gastrointestinal sistemde normal
flora iiyesi olarak bulunur ve endojen yolla enfeksiyon yaptiklari bilinmektedir.
Ozellikle balgam, trakea ve brons salgilari, bogaz, diski gibi kendine &zgii florasi olan
bolgelerden izole edildikleri durumlarda klinik ve laboratuar bulgularinin birlikte
degerlendirilmesi Onerilmektedir (55). Steril oldugu kabul edilen kan, beyin omurilik
swvist, eklem, plevra ve perikard sivilarindan izole edilmeleri halinde ise enfeksiyonla

direkt iliskili olduklar1 kabul edilmektedir (56).

Candida parapsilosis kompleksin laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler
direkt ve indirekt olarak ikiye ayrilmaktadir. Direkt yontemler, klinik 6rneklerin direkt
mikroskobik incelenmesi ve kiiltiirde etkenin iiretilmesidir (57). Indirekt ydntemlerde
ise hiicre duvar komponentlerinin gosterilmesi, 6zgilin niikleik asitlerinin saptanmasi,

biyokimyasal ve tireme 6zelliklerine dayali testler siklikla kullanilmaktadir (56).

2.9.1. Klinik Orneklerin Toplanmasi

Klinik 6rneklerden Candida tiirlerinin dogru tanimlanabilmesi i¢in uygun klinik
orneklerin almip laboratuvara uygun kosullarda iletilmesi gerekmektedir (58).
Preanalitik parametrelerde meydana gelebilecek bir hata, basarisizliga ya da etkenin
izole edilmesinde gecikmelere neden olabilmektedir. Bu asamalarda klinisyen ve

laboratuvar arasinda kurulacak isbirligi olduk¢a 6nem tagimaktadir (59).

Yiizeyel mantar enfeksiyonlarinin tanisi i¢in deri ve tirnak kazinti 6rnekleri ile
mukoza siiriintiileri alinirken sistemik kandidoz tanisi i¢in kan, beyin omurilik sivisi,
balgam, idrar, doku biyopsisi, kornea ve damar i¢i katater uclarindan alinan 6rnekleri
kullanilmaktadir. Klinisyenin, laboratuvara ilgili 6rnegi gondermeden dnce -eger varsa-
hastayla ilgili kritik bilgi ya da fizik muayene bulgularini mikrobiyolog ile paylasmasi

en hizli ve uygun test se¢cimi konusunda ydnlendirici olacaktir (56, 60).

Orneklerin laboratuvara tasinmasi sirasinda sivi ve 1slak bir materyal
gonderilecekse mutlaka kapakli ve steril kaplar kullanilmas1 Onerilmektedir.
Kullanilacak 6rnek kaplar1 sizdirmaz olmali ve kontaminasyona neden olmayacak
sekilde uygun kosullarda taginmalidir. Kan kiiltiirii 6rnegi gonderilmesi durumunda

standart kan kiiltiirii siselerine, serolojik testler istemleri i¢in antikoagiilansiz tiiplere

10



alimmalidir. Yara ve doku oOrneklerinde ise miimkiin olabildigince aspirasyon veya

biyopsi materyali tercih edilmelidir (60).

2.9.2. Direkt Mikroskopi

Candida enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda ilk islem klinik 6rneklerin
direkt mikroskopik incelenmesidir. Direkt baki i¢in hazirlanan yas preparatta
tomurcuklanan maya hiicrelerinin goriilmesi ¢ok hizli bir sekilde Candida

enfeksiyonuna yonlendirmektedir.

Potasyum hidroksit (KOH) ve kalkoflor preparatlar1 laboratuvarda siklikla
kullanilan direkt inceleme yontemleridir. Ozellikle keratinize 6rneklerin KOH ile
muamele edilmesi numunede bulunan deri hiicrelerini ve protein artiklarim
sindirmektedir. Boylece Candida tiirlerine ait karakteristik  blastosporlari,
tomurcuklanan maya, psddomiselyum ve miselyumun  gorsellestirilmesini
kolaylagtirmaktadir (61). Bunun yaninda Gram, Wright ve metilen mavisi gibi boyalar
ile hazirlanan preparatlar yaygin sekilde kullanilmaktadir. Doku biyopsilerinin
incelenmesinde ise periyodik asit-schiff, metenamin giimiis boyalar1 uygulanmaktadir

(62).

2.9.3. Kiiltiir

Candida tirlerinin kiltiirii i¢in siklikla standart mikolojik besiyeri olan SDA
tercih edilmektedir. Tipik olarak kloramfenikol ve gentamisin iceren besiyerinin pH’s1
6,9’dur. Bunun yaninda kanli agar, beyin kalp infiizyon agar, patates dekstroz agar,
fluoroplate Candida agar, CHROMagar, Tween 80 agar, ve triptoz agar Candida

tiirlerinin izolasyonu ve tanimlanmasi amaciyla yaygin kullanilan besiyerleridir (63).

Kiiltiir icin SDA besiyerine ekilen ornekler iki farkli sicaklikta (22-26°C ve
37°C’de) inkiibe edilmektedir. Patojen tiirler her iki sicaklikta iireyebilirken, saprofit
tiirler genellikle 37°C’de lireyememektedir (64).

2.9.4. Morfolojik identifikasyon

Hastadan alinan klinik Ornegin direk mikroskopik incelemesi ve kiiltiirii
sonrasinda, enfeksiyon etkeni mikroorganizmanin tanimlanmasi genellikle mikrobiyal
kolonilerin makroskopik olarak gézlemlenmesiyle baglamaktadir. Kiiltiir i¢in kullanilan
besiyerinin tipine gore mikroorganizmanin koloni morfolojisi, boyutu ve
pigmentasyonu gibi karakteristik Ozellikleri degerlendirilmektedir. C. parapsilosis

kompleksine ait izolatlar SDA besiyerinde genellikle 24-48 saat igerisinde kirli beyaz
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renkte, piiriizsiiz, kaygan, hafif kubbeli ve hamur kivaminda maya kokulu koloniler
olusturmaktadir. Misir unlu- Tween 80 agarda cali goriiniimiine benzeyen, ekim
cizgilerine bitisik, ¢ok sayida fokal alani olan satellit ireme paterninin gozlenmesi C.
parapsilosis i¢in tipiktir. CHROMagar besiyeri gibi kromojenik besiyerlerinde ise C.

parapsilosis kolonileri parlak beyaz renkli koloniler seklinde goriilmektedir (60).

Makroskopik incelemenin ardindan Candida tiirlerine ait izolatlarda
mikroskopik olarak blastokonidia, psddohifa, hifa, blastospor, germ tiip ve klamidospor
gozlemlenebilmektedir. Misir unlu- Tween 80 agarda inkiibasyondan sonra C.
parapsilosis izolatlar1 mikroskopik olarak incelendiginde blastokonidya, psddohif, hif
ve blastospor yapilar1 gozlemlenebilir. Fakat 6zellikle klamidospor yapisinin varligr C.
albicans ve C. dubliniensis izolatlar i¢in tipik olup C. parapsilosis kompleksine ait
izolatlarda goriilmemektedir. Candida tiirlerinin mikroskopik olarak birbirinden
ayriminda klamidospor disinda c¢ok tipik bir bulgu olmamasindan dolay1 ileri testlere

gereksinim duyulmaktadir (65).

2.9.5. Hizh identifikasyon Testleri

Hizli identifikasyon testleri temel olarak immiinolojik ve enzimatik yontemler
olarak ikiye ayrilmaktadir. Immiinolojik yéntemler, farkli tiirlerin hiicre duvarindaki bir
antijeni spesifik olarak tantyan monoklonal antikorlar tarafindan duyarl hale getirilen
lateks pargaciklarinin agliitinasyonu ilkesine dayanmaktadir. Henliz C. parapsilosis igin
immiinolojik temelli testler yayginlagmamigtir. Bichro-latex® albicans (Fumouze
Diagnostics, Fransa) testi C. albicans / C. dubliniensis kompleksini ayirmak amaciyla
kullanilan birka¢ dakika igerisinde sonu¢ veren immiinolojik temelli bir hizh

identifikasyon testidir (66).

Enzimatik yontemler, spesifik enzimlerin saptanmasina veya mayanin belirli bir
substrat1 hidrolize etme yetenegine dayanmaktadir. BactiCard™ Candida Kiti (Thermo
Scientific, ABD) L-Prolin aminopeptidaz ve B-galaktosaminidaz enzimlerini tespit
ederek C. albicans’1 diger Candida tiirlerinden ayirmaktadir. Glabrata RTT® (Fumouze
Diagnostics, Fransa) testi C. glabratanin trehalozu hidrolize etme kabiliyetini
kullanarak tanimlamaktadir (67). Fungiscreen® testi (Bio-rad, ABD), 5 spesifik enzimin
tespitiyle 37°C'de 4 saat igerisinde C. albicans, C.tropicalis, C.glabrata ve

Cryptococcus neofomans’1 tanimlamay1 miimkiin kilmaktadir (68).
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2.9.6. Biyokimyasal Testler

Biyokimyasal testler, mayanin karbonhidrat asimilasyon veya fermentasyon
ozelliginin degerlendirilmesine dayanir. Bu sekerler glikoz, laktoz, siikroz, ksiloz,
selobiyoz gibi mono veya polisakkaritler olabilir. Test edilecek karbonhidrat, karbon
kaynagindan yoksun bir besiyerine eklendikten sonra izolat kiiltiir ortamina ekilir ve
inkiibe edilir. Besiyerinde iiremenin varlig1 sekeri asimile etme kapasitesini gosterir. Bir
diger yontem ise karbon kaynagindan yoksun bir besiyerine izolatin ekilmesi ve
icerisine karbonhidrat eklenmis disk kagitlarinin birakilmasidir. Benzer sekilde diskin

iizerinde veya cevresinde mikroorganizma liremesi, seker asimilasyonunu gosterir (68).

Karbonhidrat fermantasyonunun degerlendirilmesi, fermantasyon {iriinlerinin
tespitine dayanir. Bu bozunma {iriinleri asit ise renkli indikatorler kullanilarak, gaz ise
Durham tiipii ile reaksiyon ortaminda tespit edilebilir. Bu testler asimilasyon testlerine

gore daha az duyarlidir (60).

Asimilasyon ve fermantasyon testleri olduk¢a zaman alici ve zahmetli
oldugundan giiniimiizde bu prensiple ¢alisan API 20C AUX (bioMerieux, France),
Fungichrom (International microbio, Fransa), Auxacolor (Sanofi Diagnostics Pasteur,
Fransa), Fungifast (ELITech Microbiology Reagents, Fransa) gibi kullanima hazir kitler
mevcuttur. Bu yontemler C. parapsilosis kompleksini ve diger Candida tiirlerini ayirt
edebilmektedir. Kullanimlar1 deneyimli personel gerektirmez, hizli ve uygulanmasi
kolaydir (60, 68). C. parapsilosis kompleks izolatlarinin c¢esitli karbonhidratlar
asimilasyon ve fermentasyon yetenegi Tablo 2.2’de gdsterilmistir.

Tablo 2.2. Candida parapsilosis kompleksinin karbonhidratlar1 asimilasyon ve
fermentasyon yetenegi.

Asimilasyon Fermentasyon
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Glukoz Galaktilol Glukoz Laktoz

Melezitoz Laktoz Galaktoz+  Siikroz
D-Ksiloz Mellobiyoz Trehaloz
Galaktoz Sellobiyoz Maltoz
D-Mannitol D-arabinoz
Maltoz Raffinoz
Stikroz Laktat
Gliserol Nisasta
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2.9.7. Serolojik Testler

Invaziv kandidiyazisin klinik bulgularmin spesifik olmamasi, kan kiiltiirlerinin
duyarliliginin diisiik olmasi ve inkiibasyon siiresinin uzun olmasindan dolay1 erken ve
dogru tani i¢in kiiltiir dig1 yaklagimlara ihtiya¢ bulunmaktadir. Serolojik yontemler ile
hasta serumunda mannan, B-(1,3)-D-glukan gibi antijenler ve anti-mannan antikorlari
aragtirtlmaktadir. Mannan ve f-(1,3)-D-glukan Candida hiicre duvarinin Onemli
bilesenleri olup kandidemide kan dolasiminda bulunan temel antijenlerdir. Bu
antijenler, monoklonal anti-Candida antikorlar1 kullanilarak enzime bagh

immiinosorbent ve lateks agliitinasyon gibi tekniklerle serumda saptanabilir (62).

Serolojik yontemler ile Candida tiirlerinin metaboliti olan D-arabinitol de
aragtirtlabilir.  D-arabinitol’in  kan plazmasi, BOS ve idrardaki fizyolojik
konsantrasyonlar1 0-5 Mm araligindadir. Invaziv kandidiyazisli hastalarin serum veya
idrarinda D-arabinitol'iin artis1 gaz kromatografisi veya enzimatik analiz kullanilarak
belirlenebilir. Serolojik testler sadece enfeksiyonu saptamak i¢in degil, ayn1 zamanda
hastay1 klinik belirtileri beklemeden tedavi etmek i¢in ve enfeksiyon riskini

degerlendirmek i¢in de kullanilir (69).

2.9.8. Kiitle Spektrofotometrisi ile Identifikasyon

Son yillarda gelistirilen kiitle spektrofotometrisi temelli yontemler bakteri ve
mantarlarin hizli ve dogru bir sekilde identifikasyonunu saglamaktadir. Matriks aracili
lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi, laboratuvar pratiginde

“devam eden bir devrim” olarak nitelendirilmektedir (70).

Mikroorganizmalar1 tanimlarken MALDI-TOF MS ile elde edilen pikler, cihazin
veri tabanindaki referans spektralarin pikleriyle karsilastirilmaktadir. Bu yontem rutin
tanimlama yontemlerine gore daha hizli olup deneyimli personele ihtiya¢ duymayan
basit bir yontemdir. Candida tiirlerinin ayriminda basarili sonuglar vermektedir. C.
parapsilosis  kompleksinin tanimlanmasinda MALDI-TOF MS yonteminin rutin
identifikasyon yoOntemlerine goére olduk¢a duyarli oldugunu bildiren c¢aligmalar
bulunmaktadir (71, 72). Bunun yaninda kiitle spektrofotometrik yontemlerin, C.
parapsilosis kompleks tiirlerinin birbirinden ayirt edilmesinde ve antifungal direncin

arastirilmasinda kullanimi da umut vaat etmektedir (73).
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2.9.9. Molekiiler identifikasyon

Candida parapsilosis kompleksinin molekiiler identifikasyonu amaciyla
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, polymerase chain reaction) temelli ve hibridizasyon
temelli yontemler kullanilmaktadir. PCR temelli yontemler igerisinde yeni gelistirilen
T2 Candida tam kan Orneginden etkeni yakalayan ve alt tiir tayini yapan gelecek
yillarda laboratuarlarda sik¢a kullanilmaya aday bir yontemdir. Bu yontem ile ¢ogu
merkezde kandidemilerin >%95'ini olusturan en yaygin bes Candida tiiriiniin (C.
albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis, C.krusei ve C.glabrata) tanimlanmaktadir (74).
Hibridizasyon temelli yOntemlerde ise floresan ile isaretli niikleik asit problar
kullanilmaktadir. Hibridizasyon temelli PNA-FISH Yeast Traffic Light (Peptide nucleic
acid fluorescence in situ hybridization) (AdvanDx, ABD) yontemi yeni gelistirilmis bir
yontem olup en yaygin bes Candida tiirinii tespit edebilmekte ve flukonazol

duyarhiliklarini yesil, sar1 ve kirmizi olarak gosterebilmektedir (75).

Molekiiler identifikasyon i¢in en sik kullanilan yontem PCR olup bu yontem ile
kandan, doku orneklerinden ve kiiltiirden C. parapsilosis kompleksine ait niikleik asit
saptanabilmektedir. Ozellikle dokudan direkt izolasyon yapilabilmesi PCR ydnteminin
stire acisindan 6nemli bir avantajidir. Bu yontemde en yaygin kullanilan hedef bolgeleri
58S, 5.8S, 18S ve 25S rRNA alt birimlerini kodlayan rRNA gen operonu, bir diger adiyla
internal transcribed spacer (ITS)1, ITS2 ve ITS4 ‘tiir. Bunun yaninda 28S rRNA geninin
D1/D2 bélgesinin dizilenmesi C. parapsilosis kompleks izolatlariin tanimlanmasinda

sik kullanilmaktadir (76, 77)

2.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriiniiniin Restriction Fragment
Length Polymorphism Analizi ile Alt Tiirlerin Belirlenmesi
Polimeraz zincir reaksiyonu iiriiniiniin RFLP analizi, restriksiyon endoniikleaz

enziminin amplikonlarin kesilmesinde kullanilmasi temeline dayanmaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriiniiniin RFLP analizi 1990’lardan beri Candida
tiirlerinin genotiplendirilmesinde kullanilmaktadir. Bu yontemde oncelikle 6zel bir gen
bolgesinin amplifiye edilir. Amplifiye edilen bdlge restriksiyon enzimleri ile kesilir ve

sonrasinda agaroz jel elektroforezine tabi tutulur.

Polimeraz zincir reaksiyonu iriiniiniin RFLP analizi yonteminde kullanilacak
restriksiyon enzimleri, amplikonun maya kromozomuna oranla daha kiiciik olmas1 ve

daha az rastlantisal restriksiyon bdlgesi icermesi sebebiyle dikkatle secilmelidir.
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Amplikon biiyiikliigii ve olas1 restriksiyon bolgelerinin sayisi, yontemin ayirt edici
giiciine etki etmektedir. C. parapsilosis kompleks tiirlerini ayirt etmek i¢in uygulanan
PCR-RFLP analizinde siklikla sekonder alkol dehidrogenaz (SADH), FKS1 genleri ve
rDNA geninin ITS1-5.8S-ITS2 bolgesi hedeflenmekte; restriksiyon enzimi olarak Banl
tercih edilmektedir. Bu teknigin temel avantaji yiliksek giivenilirlikte, hizli, kolay ve
nispeten ucuz bir yontem olmasidir (62). Bunun yaninda PCR-RFLP yonteminde SADH
genine ait genetik polimorfizmler nedeniyle restriksiyon endoniikleaz enziminin kesim
bolgesi etkilenebilmekte ve bu yontemle sonug alinamayan izolatlarin tiir ayriminin dizi

analizi ile yapilmasi gerektigi bildirilmektedir (49, 78).

2.11. Klonal iliskiyi Arastiran Yontemler
Klonal iligkiyi aragtiran genotipik yontemler; hastaligin evrimi, cografi yayilim
bunun yaninda ozellikle hastane salginlarinin aragstirilmasi, kaynak tespiti, direng
yayiliminin izlenmesi gibi bir¢ok alanda kullanilmakta olan 6nemli molekiiler biyolojik

araglar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Candida parapsilosis kompleks izolatlar1 arasindaki klonal iliskileri aragtirmak
icin standardize edilmis, tekrarlanabilirligi yiiksek, stabil, ucuz ve hizli uygulanabilir
olma ozelliklerini tagiyan ideal bir yontem heniiz bulunmamaktadir. Bir¢ok yOntem
kullanilmakla birlikte her yontemin kendi igerisinde avantajlarinin ve dezavantajlarinin

olmasi dikkat cekmektedir.

Bu yontemlerle elde edilen sonuglar, taksonomik ve filogenetik caligmalar ile
karsilastirildiginda suslarin baska cins adi altinda isimlendirilmesine olanak vermekle
birlikte, aynm1 zamanda farkli isimlendirilen suglarin ayni genotipik &zellikleri
gosterebildigi bildirilmistir. Ayrica suslar arast genotipik farkliliklar antifungal
duyarliliga da etki edebilmektedir (31). Izolatlar arasindaki klonal iliskiyi arastirmak
icin kullanilan AP-PCR, PFGE-EK, PFGE-REA, microsatellite genotyping yontemleri

aciklanacaktir.

2.11.1. Arbitrarily Primer PCR

Arbitrarily Primer PCR yoOntemi, uygulamadaki kiiciik farkliliklarla Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) olarak da adlandirilmaktadir. Bu yontem hedef
bolge olmaksizin rastgele belirlenmis 9-10 bazlik kisa primerler kullanilarak benzer
genomik bolgelerin amplifikasyonu esasmma dayanmaktadir. C. parapsilosis

kompleksinin AP-PCR ile genotiplendirilmesinde %60-70 G+C igeren primerlerin
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kullanilmas:  yontemin basarisin1  arttirmaktadir.  Primerlerin - baglanma 1silar
diistirtilerek hem kendilerine 6zgli bolgelere hem de daha az 6zgiil olan bolgelere
baglanmalar1 saglanmaktadir. Primerlerin rastgele baglanma yerlerinin birbirine
uzakliklar1 ve sayilari, ayni tiir igindeki farkli suslarin ayrilmasini saglamaktadir.
Cogaltilan {irtinlerin goriintiilenmesi ile tiire 6zgii DNA band paternleri finger print’ler
olusmaktadir. Uygulama kolaylig1 ve kisa siirede sonu¢ vermesi yontemin avantajidir.
En 6nemli dezavantaji1 ise standardizasyonun saglanamamasi ve kullanilan Taq DNA
polimeraz, 1s1 dongii cihazi gibi pek ¢ok faktdrden etkilenmesi nedeniyle

tekrarlanabilirliginin diisiik olmasidir (57).

Haploid mikroorganizmalarda AP-PCR yontemiyle hem dominant aleller hem
de bos aleller, sirastyla bant varlig1 veya yoklugu seklinde gorsellestirilmektedir. Bu
sebeple haploidlerde klonal ¢esitliligi gostermede basarilidir. Fakat C. parapsilosis
kompleksi gibi diploidlerde dominant aleller ve bos aleller AP-PCR yo6ntemini karmagik
hale getirmektedir. Bu yontem ile dominant alelin hem homozigot hem de heterozigot

olan genotipleri tek bir bant olarak gériindiigiinden dolay1 ayrim giiclesmektedir (79).

2.11.2. Pulsed- Field Jel Elektroforez Sistemi

Ilk kez 1984 yilinda maya kromozomlarmi ayirt etmek amactyla gelistirilen
PFGE sistemi ile 5 Mb boyutundaki DNA pargalari jel tizerinde goriintiilenebilmektedir.
Candida suslarinda PFGE, 6zellikle kiigiik kromozomlarin goriintiilenmesini sagladigi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem ile sivi veya kat1 besiyerinde tiretilen
suslar diisiik erime 1s1l1 agaroz ile karigtirilir. Zimolaz ya da litikaz enzimi ile hiicre
duvar lizise ugratilir ve total DNA deterjan ve proteinaz K enzimiyle agiga ¢ikarilir.
Daha sonra por biiyilikligii genis 6zel bir agaroz jelde pulsed field elektroforeze tabi
tutulur. Biiyiilk DNA molekiilleri farkli agilardan gelen elektrik akiminin etkisiyle
agaroz jel iizerinde ¢oziilerek go¢ eder. Bu yontem ile elektroforetik karyotiplendirme

ve restriksiyon enzim analizi yapilabilmektedir.

Pulsed- field jel elektroforez sistemi tekrarlanabilirligi ve yiliksek ayrim giicii
nedeniyle molekiiler epidemiyolojide olduk¢a 6nemli bir ara¢ olmasina karsin, zaman
alici, emek yogun ve pahali 6zel ekipmanlar gerektiren bir yontem olmasi

dezavantajlaridir. (60).
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2.11.3. PFGE- Elektroforetik Karyotiplendirme

Candida parapsilosis kompleks tiirlerinin de icerisinde bulundugu bir¢ok mantar
tiirti, esit olmayan kromozomal yeniden diizenlemeler (chromosomal rearrangements),
genomik dizi tekrarlarinin daralmasi veya geniglemesi olarak tanimlanabilen kromozom
uzunluk polimorfizmi (CLP, chromosome length polymorphism), delesyonlar, karsilikli
translokasyonlar gibi genetik gesitliliklere sahiptirler. Bu ¢esitlilikler; yeni kromozom
boyutlarina, translokasyonlara ve hatta bazi genom bolgelerinin kaybma yol
acabilmektedir. Egit olmayan yeniden diizenlemelere neden olan dizilimler, homolog
olmayan kromozomlar arasindaki rekombinasyon igin substrat gdrevi goren yer
degistirebilir elementler ve diger dagilmis tekrar dizileridir. Ozellikle rDNA
kromozomunun CLP 6zelligi gostermesi ve diger kromozomlara gore yaklasik iki kat
siklikla gozlenen degiskenligi dikkat ¢ekicidir. Elektroforetik karyotip analizi (EK) ile
restriksiyon endoniikleaz enzimi olmaksizin alternatif yonelimli elektrik akimlar

kullanilarak kromozom uzunluk polimorfizmleri degerlendirilebilmektedir.

Elektroforetik  karyotip analizi, C. parapsilosis kompleks suslarinin
genotiplendirilmesinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. C. parapsilosis izolatlarinin
epidemiyolojik tiplendirilmesi i¢in tek basina EK'nin yeterli olabilecegi One
stiriilmektedir. Fakat bu yontemde yiliksek homoplazi ve ayni boyuttaki bantlarin
homolog olmamas1 olasilig1 bulunmaktadir. Bunun yaninda olduk¢a pahali ekipman

gerektiren ve li¢ ile bes giin arasinda calisma stireleri olan bir yontemdir (80).

2.11.4. PFGE- Restriksiyon Enzim Analizi

Pulsed field jel elektroforez- Restriksiyon Enzim Analizi (PFGE-REA) analizi
uzun, ¢ift iplikli DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilmesi sonrasi PFGE
ile kesilen parcalarin ayristirilmast ve jelde goriintiilenen bant paternlerinin
karsilagtirilmas1 prensibine dayanmaktadir. Kisaca bu yontem ile sivi veya kati
besiyerinde liretilen suslar diislik erime 1s1l1 agaroz ile karistirilir. Zimolaz ya da litikaz
gibi bir enzim ve deterjan ile hiicre duvan lizise ugratilir (in situ lysis) ve DNA
restriksiyon enzimleri ile kesilir (in situ digestion). Daha sonra por biiyiikligii genis
0zel bir agaroz jelde pulsed field elektroforeze tabi tutulur. Biiyiikk DNA molekiilleri
farkl agilardan gelen elektrik akiminin etkisiyle agaroz jel {izerinde ¢oziilerek go¢ eder.
Bu yoniiyle organizmanin tim genomu restriksiyon endoniikleaz enzimiyle

kesildiginden bu yontem macrorestriction mapping olarak da adlandirilir.
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Ayni tiirdeki genomik farkliliklar restriksiyon enzimleri ile kesildikleri
bolgelerin de farkli olmasmma neden olur. Bu enzimler genellikle DNA’y1 4-6
niikleotidlik bolgelerden keserler. Jeldeki bant yogunlugu DNA parcasinin uzunlugu ile
orantilidir. Yontemin ayirim giicii kullanilan restriksiyon enzimine bagli olup C.
parapsilosis kompleks izolatlarinin ayriminda en sik kullanilan enzimler BssHII, Sfil ve

EcoRI’dir (61, 80).

2.11.5. Microsatellite Genotyping

Mikrosatellitler 1989 yilinda Tautz tarafindan kesfedilmis olup 2-6 niikleotit
uzunlugunda kisa ve tekrarlayan DNA dizileri olarak tanimlanmaktadir (81). Basit dizi
tekrarlar1 veya kisa bitigik tekrarlar (short tandem repeats) olarak da ifade edilirler ve
cogunlukla kodlayict olmayan bolgelerde bulunurlar. Bu tekrarlayan niikleotit
dizilerinin yiiksek derece polimorfik oldugundan dolay1 genetik c¢esitlilik belirleme, gen
haritalama, popiilasyonlar arasi1 genetik benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (82). Mikrosatellitler, tekrarlanabilir olmalari, yiiksek ayrim giigleri ve
az miktarda DNA gerektirmeleri gibi avantajlar1 sebebiyle C. parapsilosis kompleks
tirlerinin molekiiler epidemiyolojisinin belirlenmesinde tercih edilen genetik
markirlardir. Yontemin eksikligi ise genom bilgisi, sekans analizi gerektirmesi, zor ve

maliyetli bir yontem olmasidir (83).

2.12. Antifungal Duyarhhg:

Uzun yillar mantarlarin patojenik 6zellikleri ¢ok iyi bilinmediginden antifungal
ajanlar antibiyotiklere kiyasla nispeten daha yavas gelisim gostermistir. Giiniimiizde ise
Candida izolatlarinin tiir tayininin yapilmast ve antifungal duyarliliginin
belirlenmesinin ampirik antifungal tedavi uygulamalari1 i¢in yol gostericidir. Bunun
yaninda antifungal diren¢ silirveyans programlar ile antifungal direncin kontroliine

yonelik programlarin tasarlanmasi 6nerilmektedir (38).

Candida izolatlarinin antifungal duyarliliginin belirlenmesinde European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ve Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan Onerilen referans ydntem sivi
mikrodiliisyon yontemidir (84). Sivi mikrodilisyon yontemi, iiremenin olmadigi en
diistik antifungal konsantrasyonunun bir diger deyisle minimum inhibitor
konsantrasyonunun (MIK) 6lgiilmesine dayanir. Ancak s1vi mikrodiliisyon yonteminin

zaman alic1 olmas1 ve klinik laboratuvarlarda antifungal duyarliliginin 6l¢iilmesi igin
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pratik olmamas1 nedeniyle gradient E test yontemi, otomatize sistemler ve Sensititre
YeastOne (SYO; Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) gibi ticari sistemler de siklikla
tercih edilmektedir. Ayrica bu yontemlerin dogruluk ve tekrarlanabilirlik agisindan sivi

mikrodiliisyon yontemiyle miikemmel uyum gosterdigi bilinmektedir (85).

Candida parapsilosis kompleks izolatlarinin polienler (amfoterisin B) ve azoller
(flukonazol, ketokonazol, itrakonazol, vorikonazol ve posakonazol) dahil olmak iizere
cogu sistemik antifungal ajana karsi olduk¢a duyarli oldugu bilinmektedir. Global
stirveyans ¢aligsmalar1 fungemi etkeni C. parapsilosis izolatlarinda flukonazol direncinin

yaygin olmadigini gostermektedir (86).

Candida parapsilosis kompleksi alt tiirlerinin antifungal duyarliliklarindaki
farkliliklar da 6nem arz etmektedir. C. metapsilosis, C. parapsilosis kompleks tiirleri
arasinda flukonazole en az duyarl olandir. Bunun yaninda diger Candida tiirlerine gore,
C. parapsilosis kompleks izolatlarinda ekinokandin minimum inhibitér konsantrasyon
sinir degerleri daha yiiksektir. C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis ve C.
metapsilosis’e gore daha yiiksek kaspofungin ve anidulafungin MIK sinir degerlerine
sahiptir. C. parapsilosis sensu stricto ve C. orthopsilosis’in kaspofungin MIK smnir

degerleri diger iki ekinokandine gore daha diistiktiir (49).

2.13. Antifungallerin Etki ve Diren¢ Mekanizmalari

Candida tiirlerinin tedavisinde kullanilmakta olan antifungal ilaclar temel olarak
hiicre zarindaki ergosterolii ve hiicre duvarindaki beta glukani hedef almaktadir. En
yaygin kullanilmakta olan antifungal ila¢ grubu azoller olup ekinokandinler ve
amfoterisin B de siklikla tercih edilmektedir. Antifungal ilaglara direng, giderek 6nem
kazanmakta olan bir konudur. Klinik olarak, ilacin tolere edilebilir diizeyde varligina
ragmen enfeksiyonun belirti ve semptomlarmin devam etmesi olarak tanimlanabilir.
Antifungal direng; dogal ya da edinilmis (daha 6nce duyarli bir organizmada ajana

maruz kaldiktan sonra direncin gelismesi) sekilde goriilebilir.

Antifungal ilaglar etki mekanizmalarina goére smiflandirilmaktadir. Azoller,
lanosterol demetilaz enzimiyle etkilesime girerek ergosterol biyosentezini engelleyerek
Candida tiirlerine kars1 fungistatik veya fungisidal etkiye sahip olabilir. En sik
kullanilan azol tiirevleri flukonazol, vorikonazol, itrakonazol’diir. Azol grubu ilaglara
kars1 direng gelisimi lanosterol demetilaz enzimindeki degisiklik, ilacin asir1 eksprese

olmus effluks pompa sistemiyle disar1 atilimi, ERG11 ve ERG3 gen bdlgesindeki nokta
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mutasyonlar ile meydana gelmektedir. C. parapsilosis kompleks suslarinda azoller etkili

olmasina karsin son yillarda azol direngli izolatlarin arttig1 bildirilmektedir (87).

Amfoterisin B, hiicre zarindaki ergosterol ile etkilesime girerek porlar olusturur.
Polien grubunda yer alir. Fungisidal etkilidir ve hiicre zarinda sizintiya neden olarak
sitoplazmik igerik kaybina neden olur. Bu ilaca kars1 diren¢ gelisimi ERG 1-4, 6, 11
genlerindeki mutasyonlar sebebiyle hiicre zarindaki ergosterol miktarinin azalmasiyla

olusmaktadir.

5-Flusitozin, bir niikleosit analogu olup DNA ve protein sentezini inhibe eder.
Sitozin permeaz yoluyla mantar hiicre zarindan igeri girer ve mantar tarafindan 5-

florourasil'e doniistiiriiliir.

Ekinokandinler, mantar hiicre duvarinin 6nemli bir bileseni olan b-1,3-D-glukan
sentezini engelleyerek etki gosterirler. Bu gruptan kaspofungin, mikofungin ve
anidulafungin  Candida tlrlerine kars1 antifungal aktivite gostermektedir.
Ekinokandinlere diren¢ glukan sentezini diizenleyen FKS gen bolgesinde olusan

mutasyonlarla iligkilidir (11) .
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar ve Candida parapsilosis Izolatlarinin Tanimlanmasi
Bu aragtirma, toplam 317’si yogun bakim yatagi olmak tiizere 1585 yatak
kapasitesine sahip olan Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nde yapildi.
Hastanemiz Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 01.01.2016- 01.01.2022 tarihleri
arasinda gonderilen kan kiiltiirii 6rnekleri BACT /ALERT 3D (Becton Dickinson,
Maryland, USA) otomatize sisteminde inkiibe edildi. Pozitif sinyal veren kan kiiltiirii
siselerinden steril bir enjektdr yardimiyla her bir siseden aspire edilen kan ornekleri

kanli, Eosin Methylene Blue ve SDA besiyerlerine ekildi.

Orneklerdeki maya iiremeleri &ncelikle Gram boyama yéntemi ile incelendi.
Ureyen izolatlarin saf kiiltiir olup olmadig1 kontrol edildi. Karisik kiiltiir iiremesi olan
besiyerlerinden SDA besiyerine subkiiltiirler alinarak saflagtirildi. Ardindan SDA’da
iireyen maya kolonilerinin taze pasajindan 6zenin ucuyla alinip Vitek MS (Bio Mérieux,
Fransa) MALDI-TOF MS cihazinin tanimlama slaytlari {izerine her bir kuyucuga bir
maya kolonisi gelecek sekilde ince bir tabaka halinde siiriildii. Uzerine 0,5 pl %25
formik asit eklenerek kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 1 pl a-cyano-4-
hydroxycinnamic asit matriks sollisyonu eklendi. Kalibrasyon i¢in Escherichia coli
ATCC 8739 susu kullanildi. Slayt {izerine damlatilan matriks soliisyonlar1 kuruduktan
sonra MALDI-TOF MS cihazi kullanilarak /n Vitro Diagnostic modiilii V3.0 veri tabani

ile tiir dlizeyinde tanimlandi.

Bu calisma Indnii Universitesi Bilimsel Arastrma ve Yaym Etigi Kurulu’nun

29.03.2022 tarih ve 2022/3281 sayil1 onay1yla yiiriitilmiistiir.

3.1.1. Epidemiyolojik 1iliski ve Risk Faktorlerine iliskin Bilgilerin
Toplanmasi

Calismaya alinan her hasta icin epidemiyolojik calisma formu dolduruldu.

Hastalarin cinsiyeti, yasi, yatis yeri ve C. parapsilosis kompleks suslarinin izolasyon

tarihi 6rnek caligma formuna eklendi. Candida parapsilosis 6zellikle plastik yiizeylerde

olmak {iizere biyofilm olusturma yetenegi sebebiyle tibbi cihazlarda en az dort hafta

kolonize olabilmektedir (88). Bu sebeple izolatlarin klasik epidemiyolojik verilere gore

gruplandirilmasinda bir aylik slirede ayni serviste yatan hastalar ayni epidemiyolojik
gruba dahil edildi.
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3.2. Izolatlarin Antifungal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarn tamamina antifungal duyarlilik testleri calisildi. Bu amagla C.
parapsilosis kompleks izolatlarinin flukonazol duyarliligi E test (Biomerioux, France)
yontemiyle belirlendi. 0.016-256 pg/ml arasinda degisen diliisyonlarda flukonazol
iceren E test stribi kullanildi. Bu yontemde 0.165 M morfolinopropan siilfonik asit
(MOPS) (MerckKGaA, Almanya) ile tamponlanmis, %0,2 glikoz ilave edilmis RPMI
1640 (Sigma Chemical CO, StLois, MO, ABD) kati besiyeri kullanildi. MOPS
tamponlu RPMI 1640 agar besiyerinin hazirlanisi i¢in 34,53 gram (0,165 M) MOPS 1
litre distile suda ¢oziildii. Son hacim 500 ml ve pH=7.0 olacak sekilde 450 ml MOPS
cozeltisinde 15 gr agar eritildi. Ayr1 bir mezurda son hacim 500 ml ve pH=7.0 olacak
sekilde 10,4 g RPMI 1640 toz besiyeri ve 18 g glukoz 450 ml MOPS ¢ozeltisine
eklendi. ki ¢dzelti karistirilip besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
Doksan mm ¢apindaki petri kaplarina yiiksekligi 4-5 mm olacak sekilde yaklagik 25’er
ml dagitildi. Kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

Test edilecek izolat 0.5 Mc Farland bulanikliginda hazirlanip besiyeri {lizerine
steril pamuk uglu ekiivyon ile yayildi. Daha sonra azalan diliisyonlarda flukonazol
emdirilmis strip besiyerinin ortasina yerlestirildi. Besiyerleri 35°C'de 24 saat inkiibe
edildikten sonra tiremenin %80 inhibe oldugu zon ile E test stribinin kesistigi nokta

MIK sinir degeri olarak belirlendi.

3.3. Izolatlarin Alt Tiir Tayininin Yapilmasi
Candida parapsilosis kompleks izolatlarinin alt tiir tayini i¢cin PCR-RFLP

yontemi kullanildi. Bu yontem ile sonug alinamayan izolatlar dizi analizi yapildu.

3.3.1. DNA izolasyonu

Kiiltiirde 24 saat iireyen taze maya kolonilerinden, iiretici talimatlar1 izlenerek
kiigilk modifikasyonlarla BioRobot EZ1 (Qiagen, Almanya) otomatize izolasyon
cihazinda EZ1 DNA Tissue Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak DNA izolasyonu
yapildi. Maksimum verimde DNA eldesi i¢in 190 pL ddH2O igerisinde bir 6ze dolusu
maya kolonisi siispanse edildi. Ardindan 10 pL litikaz (SigmaAldrich, ABD) enzimi
ilave edilerek 30°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Tamponlarda ya da pcr reaktiflerinde
DNA kontaminasyonu olup olmadiginin anlasilmasi i¢in her reaksiyona bir negatif
kontrol eklendi. DNA konsantrasyonlart UV spektrofotometre (MaestroNano,

Maestrogen, Taiwan) ile 6l¢iildi.
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3.3.2. SADH Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Restriksiyon Endoniikleaz
Enzimiyle Kesimi

Candida parapsilosis kompleks izolatlarinin niikleik asit ekstraksiyonu
yapildiktan sonra kompleks i¢indeki tiirlerin ayrimi icin PCR-RFLP yontemi uygulandi.
Bu amagla ilk olarak SADH gen bdlgesine 0zgii primerler [(SADH-F
GTTGATGCTGTTGGATTGT) ve (SADH-R CAATGCCAAATCTCCCAA)]
kullanilarak hedef bolge amplifiye edildi. SADH gen bdlgesinin amplifikasyonu igin
PCR karisimi; 10x PCR tamponundan (MgCl, icermeyen) 2.5 pl, 25 mM MgCl,’den 1.5
pl, 10mM dNTP karigimindan 0.5 pl, 10 pmol/pl sulandirilmig primerlerden 1’er pl, 5
U/ul Taq polimeraz enziminden 0.125 pl ve 2 pl ekstrakte DNA icerecek sekilde
toplamda 25 pl olarak hazirlandi. Amplifikasyon GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, ABD) 1s1 dongii cihazinda Tablo 3.1°de gosterilen
kosullarda gergeklestirildi (7).

Tablo 3.1. SADH gen bdlgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan 1s1 dongii profili.

Sicakhik Siire Dongii

On denatiirasyon 94 °C 7 dk 1 siklus
Denatiirasyon 94 °C 1 dk

Primer baglanmasi 50 °C 1 dk 30 siklus
Primer uzamasi 74 °C 1 dk

Son uzama 74 °C 10 dk 1 siklus

Amplifikasyon sonrasi elde edilen 10 pl SADH-PCR iiriinii (716 bp), 1 ul Banl
(20 U) restriksiyon enzimi (Biolabs, UK), 2 ml reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde
37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Ardindan 0.05 pg/ml ethidyum bromid (EtBr) eklenen
%?2’lik agaroz jelde 100V’da 1 saat olacak sekilde elektroforeze tabi tutuldu.
Amplikonlar elektroforez sonrast Gel Logic 2200 gdriintiileme sistemi (Kodak Co.,
Rochester, NY, ABD) ile fotograflandi. Restriksiyon paternlerine gore; 196 ve 521
bp’de iki bant olusmasi C. parapsilosis sensu stricto, 370, 188, 93, 60 bp’de 4 bant
olusmasi C. metapsilosis, 716 bp’de tek bant olusmast C. orthopsilosis olarak
degerlendirildi (7). Bu yontem ile bant olusturmayan izolatlar tekrarlandi.

Tekrarlandiginda sonug alinamayan izolatlar i¢in dizi analizi ile alt tiir ayrim1 yapildi.
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3.3.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Dizi Analizi ile Dogrulanmasi

SADH gen bolgesinin amplifikasyonu ve Ban-I enzim kesimi sonucunda bant
elde edilmeyen izolatlar dizi analizine tabi tutuldu. Bu amagcla oncelikle large subunit
rRNA (D1/D2 bolgesi) bolgesi NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") ve
NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3") primerleri ile amplifiye edildi. D1/D2 gen
bolgesinin amplifikasyonu i¢in PCR karisimi; 10x PCR tamponundan (MgClz
icermeyen) 2.5 ul, 25 mM MgCl’den 1.5 pl, 10mM dNTP karigimindan 0.5 pl, 10
pmol/pul sulandirilmis primerlerden 0.5’er pl, 5 U/ul Taq polimeraz enziminden 0.5 pl
ve 2 ul kalip DNA icerecek sekilde toplamda 25 pl olarak hazirlandi (89).
Amplifikasyon GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
ABD) 1s1 dongii cihazinda Tablo 3.2°de gosterilen kosullarda gergeklestirildi.

Tablo 3.2. D1/D2 gen bdlgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan 1s1 dongii profili.

Sicakhik Siire Dongii

On denatiirasyon 95 °C 10dk 1 siklus
Denatiirasyon 95 °C 15 sn

Primer baglanmasi 60 °C 1 dk 35 siklus
Primer uzamasi 72 °C 30 sn

Son uzama 72 °C 5dk 1 siklus

Elde edilen amplifikasyon tirlinleri, DNA saflagtirma islemine alindi. Bu amagla
ticari bir saflagtirma kiti (Qiaquick PCR purification Kit, Qiagen, Almanya) kullanildi.
Protokol iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda uygulandi. Islem sonunda elde edilen
iiriinlerin saflig1 %1,5’luk agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak kontrol edildi ve
yeterli miktarda DNA iceren saflastirilma iiriinleri sekans reaksiyonunda kullanilmak
izere -20°C’de saklandi. DNA dizi analizi i¢in sekans reaksiyonu; ¢ift yonli olarak her
iki primerle yapildi. Dizi analizi tepkimesi i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari Tablo

3.3’te gosterildi.
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Tablo 3.3. Dizi analizi tepkimesi i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Komponent Miktar

5x Cycle Sequencing Buffer (AB) 3ul

BigDye 2 ul
Primer (10 pmol/ pul) 0,32 ul
H>O 12,68 ul
DNA 2 ul
Toplam Hacim 20 pl

Bu sekilde hazirlanan karisim Qiagen Rotor Gene cihazina yiiklendi ve
amplifikasyon 60 siklus 95°C’de 5 sn denatiirasyon, 50°C’de 20 sn primerlerin
baglanmasi, 60°C’de 4 dk primerlerin uzamasi olacak sekilde gerceklestirildi. Ardindan
BigDye prepisitasyon yapmak i¢in Tablo 3.4’teki stok soliisyonlart uygun miktarlarda
kullanildz.

Tablo 3.4. Big Dye prespitasyon i¢in kullanilan stok soliisyonlar1 ve

konsantrasyonlari.
Komponent Konsantrasyon
Su
A Sodyum asetat pH 4.6 3000 mM
Na-EDTA 100 mM
Glikojen 20 mg/ml

B Sekans karisimi

C  Etanol (-20 °C) %99

1- B, buziizerinde 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tliptine alind1.

2- B’nin lizerine 12.39 pl A’dan ilave edildi.

3- Daha sonra mikrosantrifiij tlipine soguk etanol eklenir eklenmez >18 k x g
ivmesi ile 45 dakika santrifiij edildi, ardindan siipernatan uzaklastilda.

4- ki defa 200 pl %70 etanol (-20 °C) ile yikama yapilds, siipernatan uzaklastirildi.

5- Pellet kurutuldu.

6- Pellet 40 pl deiyonize formamid ile ¢oziiliir.
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7- Coktiiriilen ve kapiller jel elektroforezine hazir hale getirilen DNA, dizi analizi
icin cihaza yiliklenmeden hemen once 95 °C’de 5 dakika bekletilerek

denatiirasyon saglandi.

Ornekler ABI Prism 310 Genetic Analyzer'a (Applied Biosystems, ABD)
yiklendi. Suglardan elde edilen tim diziler Ugene yazilim kullanilarak
(hhtp://ugene.unipro.ru) hizalandi. Bunun yaninda National Centre for Biotechnology
Information iginde yer alan GenBank ve Temel Yerel Hizalama Araci sunucularinda

karsilagtirmalar yapildi.

3.4. izolatlar Arasindaki Klonal iliskilerin Arastirilmasi
Candida parapsilosis kompleks izolatlar1 arasindaki klonal iligkilerin

arastirilmasi i¢in AP-PCR, PFGE-REA ve PFGE-EK yontemleri kullanildi.

3.4.1. Arbitrarily Primed Polimeraz Zincir Reaksiyonu
C. parapsilosis kompleks izolatlarinin AP-PCR ile genotiplendirilmesinde M13
primeri kullanildi. DNA izolasyonu yapildiktan sonra UV spektrofotometre ile dlciilen

DNA siispansiyonlar1 50 ng/ pL olacak sekilde sulandirildi.

AP-PCR yontemi i¢in daha 6nce Durmaz ve arkadaslari tarafindan standardize
edilmis M13 primerinin kullanildig1 protokol uygulandi. Oncelikle 2x amplifikasyon
karisimi Tablo 3.5°te gosterildigi sekilde hazirlandi. Ardindan her bir izolat i¢in 25 pL.
2x amplifikasyon karisimina; M13 primeri (5'-GAG GGT GGC GGT TCT-3'), Taq
DNA polimeraz, ddH>O ve DNA Tablo 3.6’da belirtildigi sekilde eklenerek 50 uL pcr

karisimi1 hazirlandi.

Tablo 3.5. 2x amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi.

10 x Amplifikasyon tamponu S5ul
dNTP miks (10 mM) 1 ul
MgClz (50 mM) 4 ul
Steril DNaz ve RNaz i¢cermeyen su 15 ul
Toplam hacim 25 ul
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Tablo 3.6. 50 ul olan amplifikasyon karigiminin hazirlanmas.

2 x Amplifikasyon karigimi 25 ul
Primer M13 (100 pmol/ul) 1 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.5 ul
Steril Dnaz ve Rnaz icermeyen su 215wl

Ekstraksiyon tirtinii DNA (50 ng//pl) 2 ul

Toplam hacim 50 ul

Hazirlanan PCR karigimi ile termal dongii cihazinda Tablo 3.7°de belirtilen 1s1

dongiisii kullanilarak M 13 primerine 6zgii DNA bdlgeleri amplifiye edildi.

Tablo 3.7. AP-PCR ig¢in kullanilan 1s1 dongii profili.

Sicaklik Siire Dongii

Denatiirasyon 94°C 5dk 2 siklus

Primer baglanmas:  40°C 5dk

Primer uzamasi 72°C 5 dk

Denatiirasyon 94°C 1 dk 40 siklus

Primer baglanmas1  40°C 1 dk

Primer uzamasi 72°C 2 dk

Amplifikasyon sonrasinda 12 pl amplifikasyon {irlinline % oraninda bromfenol
mavisi eklendikten sonra %2 agaroz jel i¢cinde 1x TBE buffer (0.089M Tris, 0.089M
borate, 2mM EDTA, pH 8.2-8.4) ile 250 dakika 120 V’ta elektroforeze tabi tutuldu. Gel
Logic 2200 goriintiilleme sistemi (Kodak Co., Rochester, NY, ABD) ile fotograflari
cekilerek suslarin bant profilleri karsilastirildi. Bant profilleri GelCompar II yazilim
sistemi (version 6.5; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak analiz
edildi. Bant analizleri i¢in benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Dice Korelasyon
katsayist ve kiimelesme analizi i¢in de Unweighthed Pairvise Grouping Matematical
Avenaging (matematiksel ortalamayla agirliksiz ¢iftlerin gruplandirilmasi, UPGMA)

yontemi kullanildi.
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3.4.2. PFGE- Restriksiyon Enzim Analizi

Elektroforetik karyotiplendirme i¢in tarif edildigi sekilde hazirlanan ve
icerisinde saflastirilmis DNA bulunan agaroz pluglar steril bistiiri ile 4 oraninda
kesilerek restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesime hazir hale getirildi. C. parapsilosis
kompleks izolatlarinin klonal iligkisinin PFGE-REA yontemiyle degerlendirilmesi igin
daha oOnce etkinligi arastirilmis olan BssHII enzimi (Promega Corporation, WI, USA)
kullanildz.

Kesilen agaroz plug 20 U BssHII enzimi tamponu i¢ine konularak ¢alkalamali su
banyosunda 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Enzim tamponu aspire edildikten sonra
her bir 6rnek i¢in; 10 pl 10x BssHII tamponu, 2 pl BssHII enzimi (10 U/pl), 87 pl steril

ultra saf su eklenerek 37°C’de 1 gece ¢alkamali su banyosunda bekletildi.

Inkiibatorden cikarilan diskler elektroforez igin hazir hale getirildi. Agaroz %0,7
(pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories) konsantrasyonda olacak sekilde
100 ml 0.5x TBE tamponu i¢inde hazirlandi. Yaklagik 1900-2000 ml 0.5x TBE
tamponuyla doldurulan PFGE tankina yerlestirildi. CHEF DR 1II (Bio-Rad laboratories,

Nazareth, Belgium) sisteminde Tablo 3.8’te belirtilen elektroforez kosullar1 uygulandi.

Tablo 3.8. PFGE- REA yontemi elektroforez kosullari.

Baslangic vurus siiresi 90 sn

Bitis vurus siiresi 360 sn
Elektroforez siiresi 36 saat
Akim 3.5 V/em?
Sicaklik 12°C

Elektroforez tamamlandiktan sonra PFGE tankindan ¢ikarilan jel 5 pg/ml EtBr
iceren ultra saf su iginde boyandi. Ardindan goriintiileme i¢in Gel Logic 2200 (Kodak
Co., Rochester, NY, ABD) sistemi kullanildi. TIFF formatinda kaydedilen
fotograflardaki bant profilleri GelCompar II yazilim sistemi (version 6.5; Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak analiz edildi. Bant analizleri igin
benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Dice Korelasyon katsayist ve kiimelesme analizi
icin de UPGMA yo6ntemi kullanilda.

3.4.3. PFGE-Elektroforetik Karyotiplendirme

Elektroforetik karyotiplendirme yontemi igin gerekli ¢ozeltiler sunlardir:
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-Hiicre siispansiyon tamponu (100 mM Tris HCI, 100 mM EDTA, pH=8.0)

-Hiicre lizis soliisyonu-1 (50 mM EDTA, %1 sodyum lauroil sarcosinate,

pH=7.5)

-Hiicre lizis soliisyonu-2 (50 mM EDTA, %10 sodyum lauroil sarcosinate, 1 mg/

ml proteinaz K, pH=7.5)
-50 mM EDTA (pH=7.5)

-0.5x TBE tamponu (44.5 mM tris HCI, 44.5 mM borik asit, 1 mM EDTA,
pH=8.0)

Laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonunda -80°C’de stoklanmis izolatlar SDA’a
ekilerek 24 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Maya kolonilerinden bir 6ze dolusu
almarak 1 ml hiicre siispansiyon tamponu (HST) i¢inde yavasga silispanse edildi.
Hazirlanan siispansiyonlar 2500x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip
pellete tekrar 1 ml HST eklendi. Kisa bir vorteks yapildiktan sonra 2500 U litikaz
enziminden 6rnek basina 25 pl ilave edilerek 37°C’de 30 dakika siireyle 1s1 blogunda
bekletildi.

Ardindan %2’lik low melting agarose (LMA) hazirlanarak 1:1 olacak sekilde
maya siispansiyonu ile karistirildi. Hazirlanan hiicre- agaroz- litikaz karigimi1 dikkatli bir
sekilde kaliplara dokiilerek 15 dakika +4 C buzdolabinda bekletildi. Her bir plug 500 ul
hiicre lizis soliisyonu-1 eklenen cam tiiplere alinarak 37°C’de 1 gece yavas sekilde

calkalayarak inkiibe edildi.

Hiicre lizis soliisyonu-1 dikkatle dokiildiikten sonra her bir plug 50 mM EDTA
soliisyonuna aliarak 50°C’de 15 dakika yikandi. Ardindan 1 ml hiicre lizis sollisyonu-2
eklenerek 55°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Pluglar 3 kez 50 mM EDTA soliisyonu
ile 50°C’de 15 dakika yikandi. Kullanilmayacak pluglar 50 mM EDTA igerisinde
+4°C’de saklandu.

Steril bistiiri yardimiyla % oraninda kesilen pluglar elektroforez taraginin ug
kismina yerlestirildi. 100 ml 0.5x TBE tamponu i¢inde %0,8’lik PFGE grade agaroz
(pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories) hazirlandi. Yatay halde duran
elektroforez taragi dikey hale getirildikten sonra 45-50°C’ye sogutulan agaroz yavasca

dokiildii. Tarak yeterince soguyan jelden ¢ikarilip CHEF DR II (Bio-Rad laboratories,
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Nazareth, Belgium) cihazinda Tablo 3.9’da belirtilen kosullarda elektroforeze tabi
tutuldu.

Tablo 3.9. PFGE-EK yontemi elektroforez kosullari.

Baslangi¢ vurus siiresi 90 sn
Bitis vurus siiresi 325 sn
Elektroforez siiresi 48 saat
Akim 6 V/em?
Sicaklik 12°C

Elektroforezden sonra jel 5 pg/ml EtBr iceren 400 ml ultra saf su i¢inde 30
dakika bekletildi. Ardindan Gel Logic 2200 goriintileme sistemi (Kodak Co.,
Rochester, NY, ABD) ile jel goriintiisii fotograflandi. Resimler TIFF formatinda kayit
edilerek saklandi. Bant profilleri GelCompar II yazilim sistemi (version 6.5; Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak analiz edildi. Bant analizleri igin
benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Dice Korelasyon katsayist ve kiimelesme analizi

icin de UPGMA yo6ntemi kullanildu.

3.5. Yontemlerin Ayrim Giicii (Diskriminasyon)
Elektroforetik karyotiplendirme, PFGE-REA ve AP-PCR yontemleri ile suslarin
ayirilabilirlik indeksini belirlemek ve yontemin ayrim giiciiniin tespiti i¢in Hunter ve

Gaston’un gelistirdikleri matematiksel formiil kullanildi (90).

1 s
D=1 —mZXj(Xj - 1)
j=1

D= Ayrilabilirlik indeksi
N= Caligsmada test edilen sus sayis1
S= Belirlenen toplam tip say1s1

nJ=J’inci tipe ait sus say1s1

Ayrilabilirlik indeksi 0 ile 1 arasinda degismektedir. Bu degerin 1’e yakin

olmas1 yontemin ayrim giiciiniin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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3.6. Klonal iliskilerin Arastirilmasinda Kullandigimiz AP-PCR, PFGE- RFLP,
PFGE-EK Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Her ii¢ yontemde elde edilen klonal iliski verileri izolatlara ait klasik epidemiyolojik

veriler ile birlikte karsilastirildi. Bu amacla hastanemiz izolatlariyla epidemiyolojik

olarak iliskili olmayan iki farkli sehirdeki beser izolata ait bant profil analizleri

karsilastirma amagli olarak eklendi.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalar ve C. parapsilosis kompleks Izolatlarimin Tanimlanmasi

Turgut Ozal Tip Merkezi ¢esitli kliniklerinden 01.01.2016-01.01.2022 tarihleri
arasinda tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina toplam 25396 kan kiiltiirii gonderildi. Gelen
kan kiiltiirii 6rneklerinden 2160 tanesi (%8,5) BACT /ALERT 3D (Becton Dickinson,
Maryland, USA) otomatize kan kiiltiirii sistemi ile pozitif sinyal verdi. Pozitif sinyal
veren siselerden steril bir enjektor yardimiyla her bir siseden aspire edilen kandaki
maya iiremeleri Oncelikle Gram boyama yontemi ile dogrulandi ve toplam 506 adet
Candida spp. iremesi tespit edildi. Arastirmaya dahil edilen tiim izolatlarin tiir
diizeyinde tanimlamasi Vitek MS (Bio Mérieux, Fransa) MALDI-TOF MS cihaz ile
gerceklestirildi.

Pozitif sinyal veren kan Kkiiltiir siselerinden yapilan ekimlerde tiim kan kiiltiirii
pozitiflikleri igerisinde kandidemilerin oraninin %23,4 oldugu goriildii. Kandidemi
etkenlerinin dagilimina bakildiginda 1701 C. albicans, 167’si C. parapsilosis kompleks,
67’st C. glabrata, 37’si C. tropicalis, 19°u Candida spp., 18’1 C. keyfr, 7’si C. krusei,
6’s1 C. lusitaniae, 6’s1 C. guillermonidii, 5’1 C. dubliniensis, 2’si C. inconspicua, 1’1 C.

parakrusei ve 1’1 C. pelliculosa oldugu belirlendi.

Kan kiiltiirii pozitif 6rnekler incelendiginde 2016 yilinda iki, 2017 yilinda 55, 2018
yilinda 49, 2019 yilinda 100, 2020 yilinda 121 ve 2021 yilinda 179 hastada Candida
tiirleri tespit edildi. Candida parapsilosis kompleks izolatlariin yillara gore dagilimina
bakildiginda 2016 yilinda iki, 2017 yilinda 21, 2018 yilinda 23, 2019 yilinda 40, 2020
yilinda 26 ve 2021 yilinda 55 hastada kandidemi etkeni olarak izole edildigi belirlendi.
Calismamiz kapsaminda laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonu stogundan canlandirabilen
toplam 109 hastaya ait 115 C. parapsilosis kompleks izolati dahil edildi. Bu kapsamda

alt1 hastanin ardisik tiremeleri de ¢aligma kapsamina alindi.

Hastalarin yatis yapildigr klinikler incelendiginde iiciiniin beyin cerrahi yogun
bakim iinitesi (YBU), birinin beyin cerrahi servisi, 12’sinin COVID YBU, iigiiniin
cocuk hematoloji servisi, iigiiniin ¢ocuk YBU, birinin enfeksiyon hastaliklar1 YBU, on
tanesinin erigkin yanik iinitesi, ikisinin genel cerrahi YBU, ikisinin genel cerrahi servisi,
ikisinin genel dahili YBU, bir tanesinin gdgiis cerrahisi servisi, ikisinin gdgiis
hastaliklar1 YBU, ikisinin hematoloji servisi, birinin hematoloji YBU, alt1 tanesinin

karaciger nakil enstitiisii, ikisinin kemik iligi nakil iinitesi, sekizinin medikal onkoloji
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servisi, besinin medikal onkoloji YBU, birinin nefroloji servisi, dordiiniin nefroloji
YBU, besinin néroloji inme {initesi, dordiiniin organ nakli YBU, 33 tanesinin
reanimasyon servisi, birinin romatoloji servisi ve bir tanesinin yenidogan YBU yatist
oldugu belirlendi (Tablo 4-1). Reanimasyon servisi 33 (%28,6) hasta ile kandidemi
etkeni olarak C. parapsilosis kompleks izolatlarmin tespit edildigi servis idi. Candida
parapsilosis kompleks izolatlarmin ikinci en sik izole edildigi servisin COVID YBU,

ardindan erigkin yanik {initesi oldugu goriildii.

Tablo 4.1. Candida parapsilosis izolatlarinin saptandigi kliniklere gére dagilima.

Klinik Say1 (%)
Beyin Cerrahi Yogun Bakim Unitesi 3 (%2,6)
Beyin Cerrahi Servisi 1 (%0,8)
COVID Yogun Bakim Unitesi 12 (%10,4)
Cocuk Hematoloji Servisi 3 (%2,6)
Cocuk Yogun Bakim Servisi 3 (%2,6)
Enfeksiyon Hastaliklar1 Yogun Bakim Unitesi 1 (%0,8)
Eriskin Yanik Unitesi 10 (%38,6)
Genel Cerrahi Yogun Bakim 2 (%1,7)
Genel Cerrahi Servisi 2 (%1,7)
Genel Dahili Yogun Bakim Servisi 2 (%1,7)
Gogilis Cerrahisi Servisi 1 (%0,8)
Gogiis Hastaliklart Yogun Bakim Servisi 2 (%1,7)
Hematoloji Servisi 2 (%1,7)
Hematoloji Yogun Bakim Servisi 1 (%0,8)
Karaciger Nakil Enstitiisii 6 (%5,2)
Kemik Iligi Nakil Unitesi 2 (%1,7)
Medikal Onkoloji Servisi 8 (%6,9)
Medikal Onkoloji Yogun Bakim Servisi 5 (%4,3)
Nefroloji Servisi 1 (%0,8)
Nefroloji Yogun Bakim Servisi 4 (%3,4)
Néroloji inme Unitesi 5 (%4,3)
Organ Nakli Yogun Bakim Unitesi 4 (%3,4)
Reanimasyon Servisi 33 (%28,6)
Romatoloji Servisi 1 (%0,8)
Yenidogan Yogun Bakim Servisi 1 (%0,8)
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Calismamizda hastalarin yas ortalamasi 52,2 (min-maks 0-101)’idir. Hastalarin
9’u 18 yas alt1, 6’s1 18-24 yas arasi, 15’1 25-34 yas arasi, 9’u 35-44 yas arasi, 9’u 45-54
yas arasl, 25’1 55-64 yas arasi, 24’1 65-74 yas arasi, 17°si 75 yas ve lizeri hastalardir.

4.1.1. Epidemiyolojik 1iliski ve Risk Faktorlerine iliskin Bilgilerin
Toplanmasi

Calismaya alinan suslar klasik epidemiyolojik verilerine gore gruplandirildi. Bu
suslardan aynm1 ay igerisinde izole edilen ve ayni serviste yatan hastalara ait C.
parapsilosis izolatlart ayn1 epidemiyolojik gruba dahil edildi (Tablo 4.2). Tabloda her
bir rakam epidemiyolojik olarak farkli bir susu temsil etmektedir.

Tablo 4.2. izolatlarin klasik epidemiyolojik gruplamasi.

Sus Epidemiyolojik grup Sus Epidemiyolojik grup
1 1 49, 50, 51, 52, 54 39
2 2 53 40
3 3 55, 56, 58, 59, 63, 66, 70 41
4 4 57 42
5 5 60,65 43
6 6 61 44
7,8,9 7 62 45
10 8 64 46
11 9 67 47
12 10 68 48
13 11 69 49
14,17 12 71,72,76, 81, 82, 86 50
15,16 13 73 51
18 14 74 52
19, 20 15 75,78, 79 53
21 16 77 54
22 17 80 55
23 18 &3 56
24 19 84, 87, 89, 94 57
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Sus Epidemiyolojik grup Sus Epidemiyolojik grup

25, 26, 30 20 85,93 58
27 21 88 59
28 22 90 60
29 23 91,98 61
31 24 92 62
32 25 95,97 63
33 26 96 64
34 27 99 65

35,38 28 100 66
36,42 29 101 67
37 30 102, 103, 110, 112 68
39 31 104 69
40, 43 32 105, 107, 115 70
41 33 106 71
44 34 108 72
45 35 109 73
46 36 111 74
47 37 113 75
48 38 114 76

4.2. Izolatlarin Antifungal Duyarhliklarinin Belirlenmesi
Toplam 115 C. parapsilosis kompleks izolatinin flukonazol i¢in antifungal
duyarlihg: gradient E test ydntemiyle belirlendi. On yedi izolatin flukonazol MIK
degeri >4 olarak oSlciildii ve hastanemizde alt1 yillik siire boyunca kandidemi etkeni C
parapsilosis kompleks suslarinda azol direnci %14,7 olarak hesaplandi. Toplam alt1
izolatta ise olgiilen MIK degeri 2’den biiyiik fakat 4’ten yiiksek olmamasi sebebiyle
flukonazole yiiksek dozda duyarli (I) olarak belirlendi. izolatlarmn antifungal

duyarliliklar1 ve flukonazol MIK degerleri Tablo 4-3’te gosterildi.
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Tablo 4.3. Izolatlarin iiredigi hastalarin klinik, epidemiyolojik bulgular1 ve
antifungal duyarliliklari.

No Cinsiyet Yas izolasyon Tarihi Klinik Antifungal Duyarhhg:

1 E 4 5.04.2016 Cocuk Hem Servisi Flukonazol:S:2

2 E 19 9.06.2016 Rea 2 Servisi Flukonazol:S:0,50
3 K 53 12.09.2017 Rea 2 Servisi Flukonazol:S:1,5
4 E 62 09.10.2017 Rea 1 Servisi Flukonazol:S:0,38
5 K 63 26.10.2017 Romatoloji Servis Flukonazol:S:1

6 E 1 31.10.2017 Rea 2 Servisi Flukonazol:S:2

7 E 37 19.01.2018 KC Nakil Ens. Srv.2 Flukonazol:S:2

8 E 53 21.03.2018 ~ KCNakil Ens. Srv.2  Flukonazol:S:0,38
9 E 37 19.01.2018 KC Nakil Ens. Srv.2 Flukonazol:S:2

10 E 22 09.01.2018 Rea 1 Servisi Flukonazol:S:1,5
11 E 59 03.01.2018 Beyin Cerrahi Servisi ~ Flukonazol:S:0,50
12 E 58 14.01.2018 Noroloji inme Unitesi ~ Flukonazol:S:1,5
13 E 6 27.08.2018 Beyin Cerrahi YBU Flukonazol:S:1,5
14 E 8 31.08.2018 Rea 2 Servisi Flukonazol:S:2

15 E 34 31.08.2018 Eriskin Yanik Unitesi ~ Flukonazol:S:1,5
16 E 34 8.09.2018 Eriskin Yanik Unitesi ~ Flukonazol:S:1,5
17 E 8 10.12.2018 Rea 2 Servisi Flukonazol:1:4

18 E 69 17.09.2018 Nefroloji YBU Flukonazol:S:1,5
19 K 33 15.10.2018 Rea 1 Servisi Flukonazol:S:0,50
20 E 63 22.10.2018 Rea 1 Servisi Flukonazol:S:0,50
21 E 20 31.12.2018 Genel Cerrahi Servisi ~ Flukonazol:1:3
22 E 75 13.02.2019 Rea 1 Servisi Flukonazol:S:0,50
23 K 18 28.03.2019 Eriskin Yanik Unitesi ~ Flukonazol: 1:4
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No

Cinsiyet Yas Izolasyon Tarihi

Klinik

Antifungal Duyarhhg:

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

E

K

67

28

60

52

80

68

28

48

68

63

19

65

80

44

65

28

75

28

46

75

54

66

39

56

01.07.2019

22.09.2019

10.08.2019

29.08.2019

04.09.2019

19.09.2019

22.09.2019

28.09.2019

31.10.2019

11.11.2019

11.11.2019

02.01.2020

03.12.2019

9.12.2019

02.01.2020

13.01.2020

13.01.2020

09.01.2020

25.02.2020

12.02.2020

16.02.2020

25.02.2020

06.03.2020

11.03.2020

Rea 1 Servisi

Organ Nakli YBU
Organ Nakli YBU
Eriskin Yanik Unitesi
Néroloji inme Unitesi
Genel Cerrahi YBU
Organ Nakli YBU
Beyin Cerrahi YBU
Nefroloji Servisi

Rea 1 Servisi
Hematoloji Servis-1
Rea 2 Servisi
Néroloji inme Unitesi
Nefroloji YBU

Rea 2 Servisi

Eriskin Yanik Unitesi
Rea 2 Servisi

KC Nakil Ens. Srv.2
Néroloji inme Unitesi
Rea 2 Servisi

Gogilis Cer Servisi
Rea 2 Servisi

Genel Dahili YBU

Enfeksiyon Has YBU

Flukonazol: R:16
Flukonazol: I:4
Flukonazol:S:1
Flukonazol:S:2
Flukonazol:S:0,19
Flukonazol:S:0,75
Flukonazol:1:4
Flukonazol:S:0,125
Flukonazol:R:12
Flukonazol:S:2
Flukonazol:S:0,50
Flukonazol:R:8
Flukonazol:S:0,25
Flukonazol:S:2
Flukonazol:R:8
Flukonazol:S:0,38
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:S:0,50
Flukonazol:S:0,75
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:R:12
Flukonazol:R:8
Flukonazol:R:12

Flukonazol:S:1,5
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No

Cinsiyet Yas Izolasyon Tarihi

Klinik

Antifungal Duyarhhg:

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

E

E

93

45

65

59

66

37

72

55

67

57

101

77

59

62

68

44

41

90

47

56

60

74

68

14.03.2020

09.06.2020

02.08.2020

29.09.2020

26.09.2020

09.10.2020

23.10.2020

24.11.2020

30.11.2020

10.12.2020

3.12.2021

14.12.2020

12.12.2020

20.12.2020

17.12.2020

15.12.2020

29.12.2020

29.01.2021

11.02.2021

05.02.2021

11.02.2021

10.02.2021

18.02.2021

09.03.2021

Genel Cerrahi Servisi

Med Onk D Servisi
Med Onk D Servisi
Med Onk D Servisi
Med Onk D Servisi
Rea 2 Servisi

Med Onk D Servisi
Covid YBU-2
Covid YBU-2

Med Onk YBU
Covid YBU-2
Covid YBU-2

Rea 1 Servisi

Eriskin Yanik Unitesi

Rea 2 Servisi
Covid YBU-3
Cocuk Hem Servisi
Rea 1 Servisi
Covid YBU-2

Med Onk D Servisi

Beyin Cerrahi YBU

Hematoloji YBU
Covid YBU-2

Rea 2 Servisi

Flukonazol:S:0,19
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:S:1
Flukonazol:S:0,5
Flukonazol:R:256
Flukonazol:S:0,75
Flukonazol:S:0,25
Flukonazol:S:0,5
Flukonazol:S:0,16
Flukonazol:S:0,5
Flukonazol:S:0,19
Flukonazol:S:0,064
Flukonazol:S:0,125
Flukonazol:S:0,094
Flukonazol:S:0,47
Flukonazol:S:0,125
Flukonazol:S:0,50
Flukonazol:S:0,75
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:S:1
Flukonazol:S:0,50
Flukonazol:S:0,38
Flukonazol:S:1

Flukonazol:S:0,75
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No

Cinsiyet Yas Izolasyon Tarihi

Klinik

Antifungal Duyarhhg:

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

&3

&4

&5

86

&7

88

&9

90

91

92

93

94

95

K

E

72

21

59

61

68

33

56

31

70

71

55

17

65

27

88

58

68

58

49

34

87

08.03.2021

24.03.2021

30.03.2021

22.03.2021

18.03.2021

06.04.2021

18.04.2021

06.04.2021

14.04.2021

20.04.2021

28.04.2021

10.05.2021

6.05.2021

27.05.2021

11.05.2021

09.05.2021

02.06.2021

12.06.2021

01.07.2021

05.07.2021

09.07.2021

11.07.2021

26.07.2021

24.07.2021

Rea 2 Servisi

K1I Nakil Unitesi
Cocuk YBU

Med Onk YBU

Rea 2 Servisi
Néroloji inme Unitesi
Med Onk D Servisi
Med Onk YBU

K1 Nakil Unitesi

Rea 2 Servisi

Rea 2 Servisi

Covid YBU-1

Eriskin Yanik Unitesi
Cocuk YBU

Rea 2 Servisi

Eriskin Yanik Unitesi
Rea 1 Servisi

Eriskin Yanik Unitesi
KC Nakil Ens. Srv.1
Med Onk YBU
Hematoloji Servis-1
Cocuk YBU

Eriskin Yanik Unitesi

Nefroloji YBU

Flukonazol:S:0,50
Flukonazol:S:0,5
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:R:6
Flukonazol:R:8
Flukonazol:R:6
Flukonazol:S:0,75
Flukonazol:R:8
Flukonazol:S:2
Flukonazol:S:0,19
Flukonazol:S:0,75
Flukonazol:S:0,38
Flukonazol:R:256
Flukonazol:R:256
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:S:0,38
Flukonazol:S:1,5
Flukonazol:S:0,75
Flukonazol:S:0,032
Flukonazol:S:0,125
Flukonazol:S:0,064
Flukonazol:S:0,38

Flukonazol:S:0,38
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No Cinsiyet Yas izolasyon Tarihi Klinik Antifungal Duyarhhg:
96 K 86 27.07.2021 Organ Nakli YBU Flukonazol:S:1,5
97 E 87 24.07.2021 Nefroloji YBU Flukonazol:S:0,38
98 K 35 24.07.2021 Med Onk YBU Flukonazol:S:2
99 E 29 15.09.2021 Rea 1 Servisi Flukonazol:S:0,5
100 E 74 25.08.2021 Gogiis Has YBU Flukonazol:S:0,25
101 E 63 29.08.2021 Med Onk B Servisi Flukonazol:S:1
102 E 70 30.08.2021 Covid YBU-2 Flukonazol:S:2
103 E 64 02.09.2021 Covid YBU-2 Flukonazol:S:0,75
104 K 71 03.09.2021 Genel Dahili YBU Flukonazol:S:1
105 E 33 08.09.2021 Rea 1 Servisi Flukonazol:1:3
106 E 92 15.09.2021 Rea 2 Servisi Flukonazol:S:0,25
107 K 77 18.10.2021 Rea 1 Servisi Flukonazol:R:256
108 E 17 21.09.2021 Cocuk Hem Servisi Flukonazol:R:32
109 K 79 19.10.2021 Genel Cerrahi YBU Flukonazol:S:0,38
110 E 61 27.10.2021 Covid YBU-2 Flukonazol:S:2
111 K 78 04.11.2021 Gogiis Has YBU Flukonazol:S:2
112 E 72 18.11.2021 Covid YBU-2 Flukonazol:S:1
113 K 0 15.11.2021 Yenidogan YBU-2 Flukonazol:S:0,50
114 E 32 26.11.2021 KC Nakil Ens. Srv.2 Flukonazol:S:0,75
115 K 5 31.12.2021 Rea 1 Servisi Flukonazol:R:6
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4.3. C. parapsilosis kompleks Izolatlarimin Alt Tiir Diizeyinde Tamimlanmasi

4.3.1. SADH Gen Bolgesinin Amplifikasyonu ve Restriksiyon Endoniikleaz
Enzimiyle Kesimi Sonuclari

Calismamiz kapsaminda incelenen izolatlardan 4 ve 42 numarali izolatlar

haricinde 196 ve 521 bp biiyiikliigiinde iki bant olusmas1 sebebiyle C. parapsilosis

sensu stricto olarak tanimland.

Sekil 4.1 1-5 numarali izolatlara, Sekil 4.2 6-19 numarali izolatlara, Sekil 4.3 20-
33 numarali izolatlara, Sekil 4.4 34-42 numarali izolatlara, Sekil 4.5 43-56 numarali
izolatlara, Sekil 4.6 57-65 numarali izolatlara, Sekil 4.7 66-79 numarali izolatlara, Sekil
4.8 80-88 numaral1 izolatlara, Sekil 4.9 89-102 numaral izolatlara, Sekil 4.10 103-111
numarali izolatlara, Sekil 4.11 113-115 numarali izolatlara ait PCR-RFLP sonuglarini
gostermektedir. Sekil 4.12°de ise sirasiyla ilk laboratuvar uygulamasinda sonug
almamamis olan 4, 34, 37, 38, 39, 40, 42, 44, 46, 49, 69, 102, 104 ve 112 numarali
izolatlara ait PCR-RFLP sonucu goriilmektedir. Jel goriintiilerinde NK olarak
belirtilenler negatif kontrol, PK* olarak belirtilenler C. parapsilosis American Type
Culture Collection (ATCC) 22019 susunun SADH gen amplifikasyonunu, PK olarak
belirtilenler ise C. parapsilosis ATCC 22019 susunun PCR-RFLP sonucudur.

ARR

'
!
’

Sekil 4.1. 1-5 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.
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Sekil 4.2. 6-19 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.

Sekil 4.3. 20-33 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.

Sekil 4.4. 34-42 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.
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M 43 44 45 46 47 48 49 50 51 M 52 53 54 55 56 NK PK* PK M

Sekil 4.5. 43-56 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.

Sekil 4.6. 57-65 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglart.

M 66 6768 69 70 71 7273 74 M 75 76 77 78 79 NKPK*PKM

Sekil 4.7. 66-79 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglart.

44



82 83 84 8 M 86 87 8 NK PK*PK M

Sekil 4.8. 80-88 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.

M 892 90 91 92 93 94 95 96 97 98 M 99 100 101 102 NK PK* PK M

Sekil 4.9. 89-102 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.

M 103 104 105 106 107 108 M 109 110 111 NK PK* PK M

Sekil 4.10. 103-111 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.
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Sekil 4.11. 113-115 numarali izolatlarin PCR-RFLP sonuglari.

34 37 .38, 39 .40, 42 44 46 M 49 .69 102 104 112 PK* PK NK M

Sekil 4.12. Tekrarlanan izolatlara ait PCR-RFLP sonuglari.

4.3.2. Amplifikasyon Uriinlerinin Dizi Analizi Sonu¢lar
Tiim denemelere ragmen sonug alinamayan 4 ve 42 nolu izolatlarin D1/D2 gen
bolgesi ¢ogaltilarak DNA dizi analizleri yapildi. Buna gore 4 nolu izolat C. tropicalis

olarak tespit edildi. 42 nolu izolat ise C. orthopsilosis olarak saptandi.
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Sekil 4.13. PCR- RFLP yontemiyle alt tiirii saptanamayan dordiincii izolatin
elektroferogram verileri.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Select coll ¥ Show [ 100V | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Desc:p(»on Sc-emff o2 S’:::e STz:‘e goujz v:no I::f'l va €N Accession
v v - v -
Candida tropicalis isolate PPA13 large subunit nbosomal RNA gene, partial sequence Candidatropicalis 869 869 100% 00 100.00% 490 MT5431821
Candida sp. (in. Saccharomycetales) strain SLDY011 large subunit ibosomal RNA gene. partial sequence Candidasp (n.... 869 869 100% 00 10000% 1296 MI5105431
ropicalis strain MYA. hromosome R Candida tropicalis 869 2607 100% 00 100.00% 2097371 CP0478751
;andida tropicalis YSP-543 gene for large subunit RNA partial sequence Candda tropicalis 869 869 100% 00 100.00% 558 LC533777.1
Candida tropicalis YSP-496 gene for large subunit ibosomal RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 100.00% 544  LCS533731.1
Candida tropicalis YSP-471 gene for large subunit ribosomal RNA,_partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 10000% 538  LCS533707.1
andida tropicalis YSP-78 gene for large subunit RNA partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 10000% 558 LC5336021
Candida tropicalis YSP-69 gene for large subunit ibosomal RNA, partial sequence Candidatropicalis 869 869 100% 00 10000% 552 |LC5335931
Candida tropicalis YSP-59 gene for large subunit ibosomal RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 100.00% 556  LC5335831
Candida tropicalis YSP-55 gene for large subunit ribosomal RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 10000% 553  LC533579.1
;andida tropicalis YSP-50 gene for large subunit RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 100.00% 556  LC533574.1
Candida tropicalis YSP-22 gene for large subunit ribosomal RNA, partial sequence Candidatropicalis 869 869 100% 00 10000% 552 LC5335461
Candida tropicalis YSP-19 gene for large subunit ribosomal RNA, partial sequence Candidatropicalis 869 869 100% 00 10000% 552  LC533543.1
Candida tropicalis YSP-16 gene for large subunit ibosomal RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 100.00% 556  LC5335401
andida tropicalis YSP-14 gene for large subunit RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 100.00% 569 533538 1
Candida tropicalis YSP-9 gene for large subunit ribosomal RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 100.00% 555 LC5335331
Candida tropicalis YSP-1 gene for large subunit ribosomal RNA, partial sequence Candida tropicalis 869 869 100% 00 10000% 560 LCS5335251

Sekil 4.14. PCR- RFLP yontemiyle alt tiirii saptanamayan dordiincii izolatin
BLAST sonucu.

4.4. Candida parapsilosis kompleks Izolatlar1 Arasindaki Klonal iliskilerin
Belirlenmesi
4.4.1. Candida parapsilosis kompleks izolatlarimin AP-PCR sonuclari
Izolatlar arasindaki klonal iliskinin tespiti igin AP-PCR yontemi kullanildi. Bant
analizleri i¢in benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Dice korelasyon katsayisi ve
kiimelesme analizi i¢in de UPGMA yéntemi kullanildi. Izolatlar benzerlik katsayilari

g0z Online alinarak birbirleriyle %95’in {lizerinde benzerlik gdsteren suslar ayni klonda

47



kabul edildi. Benzerlik oranlar1 %95’in altinda olan suslar ise digerlerinden farkli olarak

degerlendirildi.

Toplam 115 C. parapsilosis kompleks izolatinin ¢alismaya dahil edildigi AP-
PCR yontemi ile izolatlar arasinda 34 farkli genotip tespit edilmis olup izolatlar 15
farkli kiime igerisinde toplanmistir (optimizasyon 3.0, tolerans 1.0, cutoff %095).
Izolatlarin 96’s1 herhangi bir kiime icerisinde yer almakta olup, kiimelesme orani
%83,4’tlir. En bliylik kiime; 16 izolatin yer aldig1 genotip 18 kiimesidir. Ardindan
12’ser izolatin yer aldigi genotip 17 ve genotip 28 kiimeleri, 10 izolatin yer aldig
genotip 1 kiimesi, dokuz izolatin yer aldig1 genotip 6 kiimesi, sekiz izolatin yer aldig
genotip 20 kiimesi, bes izolatin yer aldig1 genotip 22 kiimesi, dorder izolatin yer aldig:
genotip 8, 12 ve 26 kiimeleri, liger izolatin yer aldig1 genotip 11 ve 21 kiimeleri, ikiser

izolatin yer aldig1 genotip 4, 10, 13 kiimeleri bulunmaktadir.

[zolatlara ait AP-PCR sonuglar1 Sekil 4.15 (1-17 numaral1 izolatlar), Sekil 4.16
(18-34 numarali izolatlar), Sekil 4.17 (35-51 numarali izolatlar), Sekil 4.18 (52-68
numarali izolatlar), Sekil 4.19 (69-85 numaral izolatlar), Sekil 4.20 (86-102 numaral
izolatlar) ve Sekil 4.21 (103-115 numarali izolatlar) gosterildi.

M 12 34 5 67 8 9 M 1111213 1415 16 17 M

.. -
. Teemww - - -
anTe
el

o~
- e
-

Sekil 4.15. 1-17 numarali izolatlara ait AP-PCR sonuglart.
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Sekil 4.16. 18-34 numarali izolatlara ait AP-PCR sonuglari.

M 35 36373839 40 41 4243 M 444546 47 48 49 50 51 M

ErwewYeYew vYew

Secesessw TETSIEES

Sekil 4.17. 35-51 numarali izolatlara ait AP-PCR sonuglari.
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M 52 53 54 55 56 57 58 59 60 M 61 62 63 64 65 66 67 68 M

Sekil 4.18. 52-68 numarali izolatlara ait AP-PCR sonuglari.

M697071727374757677 M7879808182838485M

Sekil 4.19. 69-85 numarali izolatlara ait AP-PCR sonuglari.
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M 8687 8889 90 91 9293 M 94 95 96 97 98 99 100 101 102 M

Sekil 4.20. 86-102 numaral1 izolatlara ait AP-PCR sonuglart.

M 103 104 105 106 107 108 109 M 110 111 112113 114 115 M

Sekil 4.21. 103-115 numarali izolatlara ait AP-PCR sonuglari.

Candida parapsilosis izolatlarinin GelCompar sistemiyle Dice similarity
coefficient (benzerlik katsayis1) esas alinarak yapilan analizleri Sekil 4.22°de

goriilmektedir.
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C parapsilosis M13 AP-PCR

3
i

=100

° 3
T ?

—90

C parapsilosis M13 AP-PCR

GenotipServis

1 Kc Nak Ens 2
1 Kc Nak Ens Z
1 Kc Nak Ens 2
1 Rea 1 Ser

1 BSC Ser

1 BSC YBU

1 Rea 2 Ser

1 E Yanik Uni

1 E Yanik Uni
1a Rea 2 Ser

2 N&r inme Uni
3 Rea 2 Ser

4 Rom Ser

4a Rea 2 Ser

5 Med Onk Ser
6 Rea 2 Ser

6 Rea 2 Ser

6 Kc Nak Ens 2
6 Nér Inme Uni
6 Rea 2 Ser

6 Gog Cer Ser
6 Rea 2 Ser

6 Dahili YBU
6a G Cer Ser

7 E Yanik Uni

8 Rea 2 Ser

8 N&r inme Uni
8a Covid YBU-2
8a Covid YBU-2
9 Nefro YBU

10 Kc Nak Ens 2
10a Rea 1 Ser

11 Gbg Has YBU
11 YD YBU

11 Covid YBU-2
12 Covid YBU-2
12 Dahili YBU
12 Rea 1 Ser
12a C Hem Ser
13 Rea 1 Ser

13 Rea 2 Ser

14 G Cer YBU
15 E Yanik Uni
16 Rea 1 Ser

Tarih

01.2018
03.2018
01.2018
01.2018
01.2018
08.2018
08.2018
08.2018
09.2018
12.2018
01.2018
09.2017
10.2017
10.2017
08.2021
01.2020
01.2020
01.2020
02.2020
02.2020
02.2020
02.2020
03.2020
03.2020
01.2020
01.2020
12.2019
10.2021
11.2021
12.2019
11.2021
12.2021
11.2021
11.2021
08.2021
09.2021
09.2021
10.2021
09.2021
09.2021
09.2021
10.2021
05.2021
09.2021

izolat
7

8

9
10
1
13
14
15
16
17
12
3

5

6
101
38
40
41
42
43
44
45
46
48
39
35
36
110
112
37
114
115
111
113
102
103
104
107
108
105
106
109
87
99
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67.8

81[7]

96.5

Rea 2 Ser
Rea 1 Ser

E Yanik Uni
Hem Ser

C YBU

E Yanik Uni
Nefro YBU
Med Onk YBU
G6g Has YBU
Med Onk YBU
ONYBU 3
Nefro YBU

E Yanik Uni
ONYBU 2
ONYBU 2
Nér inme Uni
ONYBU 2
BSC YBU
Nefro Ser
Rea 1 Ser
Nefro YBU
Rea 1 Ser
Rea 1 Ser

G Cer Ser
Rea 1 Ser

E Yanik Uni
G Cer YBU
Hemato Ser
Rea 1 Ser
Né&r Inme Uni
Med Onk YBU
Rea 2 Ser
Med Onk Ser
Med Onk YBU
Ki Nak Uni

E Yanik Uni
Covid YBU-1
Rea 2 Ser
Rea 2 Ser

C YBU

Rea 2 Ser

Ki Nak Uni
Covid YBU-2
Covid YBU-2
Rea 2 Ser

G YBU

Enf Has YBU

05.2021
06.2021
06.2021
07.2021
07.2021
07.2021
07.2021
07.2021
08.2021
07.2021
07.2021
07.2021
03.2019
09.2019
08.2019
09.2019
09.2019
09.2019
10.2019
11.2019
09.2018
10.2018
10.2018
12.2018
02.2019
08.2019
09.2019
11.2019
07.2019
04.2021
03.2021
03.2021
04.2021
04.2021
04.2021
05.2021
05.2021
04.2021
04.2021
05.2021
03.2021
03.2021
12.2020
02.2021
03.2021
03.2021
03.2020

86
88
89
92
93
94
95
98
10

0
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91.5

84.9

98.5

28a

Hemato YBU
Rea 2 Ser
Rea 1 Ser
Covid YBU-2
Med Onk Ser
Med Onk Ser
Covid YBU-2
Rea 1 Ser
Covid YBU-2
Med Onk YBU
Covid YBU-2
Med Onk Ser
Med Onk Ser
Rea 2 Ser
Med Onk Ser
E Yanik Uni
Covid YBU-3
C Hem Ser
Kc Nak Ens 2
Med Onk Ser
Rea 2 Ser
BSC YBU
Rea 1 Ser

C Hem Ser

02.2021
12.2020
01.2021
02.2021
06.2020
09.2020
11.2020
12.2020
11.2020
12.2020
12.2020
08.2020
09.2020
10.2020
10.2020
12.2020
12.2020
12.2020
07.2021
02.2021
06.2016
02.2021
10.2017
04.2016

69
62
65
66
49
51
55
60
56
57
59
50
52
53
54
61
63
64
90
67

68

Sekil 4.22. Izolatlarin GelCompar ile Dice Similarity Coefficient esas almarak elde

edilen dendogramau.

Calismaya dahil edilen C. parapsilosis kompleks izolatlarmin AP-PCR

yontemiyle 15 kiime igerisinde yer aldig1 goriildii. Kiimeler ve ayn1 kiimelerde yer alan

izolatlar Tablo 4.4’te gdsterildi. Genotip 1 kiimesinin tamaminin 2018, genotip 6 ve 28

kiimesinin 2020, genotip 10, 11, 12, 13, 17, 20 ve 21’in 2021 yilina ait izolatlardan

olustugu goriildi. Genotip 4’te yer alan izolatlarin 2017 yilinin ayn1 ay1 igerisinde iki

farkli klinikte yatan hastalardan izole edildigi belirlendi. Genotip 8 igerisinde yer alan

izolatlarmn ikisi bir aylik zaman dilimi icerisinde Covid YBU-2 kliniginde yatan hastalar

idi. Genotip 18 igerisinde yer alan izolatlarin dordii reanimasyon 1 servisinde, {igii organ

nakli YBU-2 servisinde yatan hastalardan izole edilmis oldugu gériildii.
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Tablo 4.4. AP-PCR ile ayn1 genotipte yer alan izolatlar.

izolat AP-PCR Genotip
7,8,9,10, 11,13, 14, 15,16, 17 1
5,6 4
35, 36, 38,40, 41,42, 43, 44, 45, 46, 48 6
110, 112 8
114,115 10
102, 111,113 11
103, 104, 107, 108 12
105, 106 13
86, 88, 89, 91, 92,93, 94, 95, 96, 97, 98, 100 17
18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32,33,34 s
75,76, 77,78, 79, 80, 83, 84 20
81, 82, 85 21
58,70,71,72,73 22
49, 62, 65, 66 26
50, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 59, 60, 61, 63, 64 28
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4.4.2. C. parapsilosis kompleks izolatlarinn PFGE-restriksiyon enzim
analizi sonuclari

[zolatlar arasindaki klonal iliskinin tespiti icin PFGE-REA yontemi kullamild.

Bant analizleri i¢in benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Dice korelasyon katsayisi ve

kiimelesme analizi i¢in de UPGMA yéntemi kullanildi. Izolatlar benzerlik katsayilari

gdz Oniine alinarak birbirleriyle %95’in iizerinde benzerlik gosteren suslar ayni klonda

kabul edildi. Benzerlik oranlar1 %95’in altinda olan suslar ise digerlerinden farkli olarak

degerlendirildi.

Toplam 115 C. parapsilosis kompleks izolatinin ¢alismaya dahil edildigi PFGE-
REA yontemi ile izolatlar arasinda 39 farkli genotip tespit edilmis olup izolatlar 20
farkli kiime icerisinde toplanmistir (optimizasyon 3.0, tolerans 1.0, cutoff %095).
Izolatlarmn 96°s1 herhangi bir kiime igerisinde yer almakta olup, kiimelesme orani
%83,4’tlir. En biiylik kiime; 18 izolatin yer aldigi genotip 1 kiimesidir. Ardindan 12
izolatin yer aldig1 genotip 3, sekiz izolatin yer aldig1 genotip 15, altisar izolatin yer
aldig1 genotip 2 ve 4, bes izolatin yer aldig1 genotip 8, dorder izolatin yer aldig1 genotip
5, 16, 17, 18, 24 ve 34, ii¢ izolatin yer aldig1 genotip 22, ikiser izolatin yer aldigi
genotip 9, 10, 12, 13, 26, 27 ve 28 kiimeleri bulunmaktadir.

[zolatlara ait PFGE-REA sonuglar1 Sekil 4.23 (1-13 numaral izolatlar), Sekil
4.24 (14-25 numaral izolatlar), Sekil 4.25 (26-37 numarali izolatlar), Sekil 4.26 (38-49
numarali izolatlar), Sekil 4.27 (50-61 numarali izolatlar), Sekil 4.28 (62-73 numaral
izolatlar), Sekil 4.29 (74-85 numarali izolatlar), Sekil 4.30 (86-97 numarali izolatlar),
Sekil 4.31 (98-109 numarali izolatlar) ve Sekil 4.32°de (110-115, 18, 80, 82, 102, 103,

24 numaral1 izolatlar) gosterildi.
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Sekil 4.23. 1-13 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.

Sekil 4.24. 14-25 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.
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Sekil 4.25. 26-37 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.
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Sekil 4.26. 38-49 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.
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Sekil 4.27. 50-61 numaral1 izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.
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Sekil 4.28. 62-73 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.
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Sekil 4.29. 74-85 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.

et

Sekil 4.30. 86-97 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.
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Sekil 4.31. 98-109 numarali izolatlara ait PFGE- REA sonuglari.
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Sekil 4.32. 110-115 numarali izolatlar ve 6nceki denemelerde sonug alinamayan

izolatlarin tekrarma ait PFGE- REA sonuglari.

Candida parapsilosis izolatlarinin GelCompar sistemiyle Dice similarity

coefficient (benzerlik katsayisi) esas alinarak yapilan analizleri Sekil 4.33’te

goriilmektedir.
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C parapsilosis PFGE- BssHII
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C parapsilosis PFGE- BssHII

Genotip Servis

Nor inme Uni
BSC YBU
Nefro Ser

E Yanik Uni
Rea 2 Ser

Kc Nak Ens 2
N&r inme Uni
Rea 2 Ser
Covid YBU-2
Covid YBU-2
Med Onk Ser
1a Hem Ser

1a G Cer Ser

1a Med Onk Ser
1a Med Onk YBU
1a Rea 2 Ser

1a E Yanik Uni
1a Rea 1 Ser
Nor inme Uni
Covid YBU-2
Rea 2 Ser

Ki Nak Uni
Rom Ser
Rea 2 Ser

G Cer YBU
Med Onk Ser
Med Onk Ser
Med Onk Ser
Med Onk Ser
Covid YBU-2
Rea 2 Ser
Med Onk YBU
E Yanik Uni
Nefro YBU
Nefro YBU
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Sekil 4.33. Izolatlarin GelCompar ile Dice Similarity Coefficient esas almarak
elde edilen dendogramu.

Calismaya dahil edilen C. parapsilosis kompleks izolatlariin PFGE-REA
yontemiyle 20 kiime igerisinde yer aldig1 goriildii. Kiimeler ve ayn1 kiimelerde yer alan
izolatlar Tablo 4.5’te gosterildi. Genotip 1 kiimesi igerisinde yer alan izolatlarin 2019
Kasim ile 2021 Aralik ay1 arasinda dagilim gosterdigi belirlendi. Genotip 2 igerisinde

yer alan izolatlarin ikisi 2017 yilina ait idi. Genotip 3 igerisindeki izolatlarin dordii iki
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aylik siire icinde medikal onkoloji servisinde yatan hastalardan izole edildigi goriildii.
Genotip 8 igerisindeki iki izolat 2018 yilina ait olup biri beyin sinir cerrahisinde yatan
bir hastadan digeri ise beyin sinir cerrahisi YBU’nde yatan bir hastadan izole edildi.
Genotip 10, 13, 27 igerisinde yer alan iki izolatin da ayni ay icerisinde ayni serviste
yatan hastalardan izole edildigi goriildii. Genotip 34 igerisinde yer alan izolatlar iki
aylik siire icerisinde hastanemizin farkli servislerinde yatan hastalardan izole edilmis

idi, dolay1siyla klasik epidemiyolojik verilerle uyum gostermedi.

Tablo 4.5. PFGE-REA ile ayn1 genotipte yer alan izolatlar.

Izolat PFGE-REA Genotip
31, 32, 34, 36, 39, 40, 41, 42, 43, 48, 51,
57, 58,59, 78, 86, 87, 88 :
5,6,28,70,72,73 2
29, 49, 50, 52, 54, 55, 66, 76, 79, 84, 95,
97 .
60, 98, 99, 100, 101, 106 4
64, 67,75, 85 5
10, 11, 13,91, 93 8
22,23 9
19, 20 10
74, 108 12
105, 107 13
26,27, 30, 37, 38, 46, 63, 96 15
33, 35, 81, 83 16
44, 62, 65, 92 17
47,53, 89, 94 18
7,8,9 22
15,16,17, 18 24
14, 24 26
102, 103 27
68, 69 28
110,112,114, 115 34
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4.4.3. C. parapsilosis kompleks izolatlarinin PFGE-EK sonuclari

Izolatlar arasindaki klonal iliskinin tespiti icin PFGE-EK y&ntemi kullamildi.
Bant analizleri i¢in benzerlik hesaplarinin yapilmasinda Dice korelasyon katsayisi ve
kiimelesme analizi i¢in de UPGMA yo6ntemi kullanildi. Izolatlar benzerlik katsayilart
g0z Online alinarak birbirleriyle %95’in {lizerinde benzerlik gdsteren suslar ayni klonda
kabul edildi. Benzerlik oranlar1 %95’in altinda olan suglar isec digerlerinden farkli

olarak degerlendirildi.

Toplam 115 C. parapsilosis kompleks izolat1 caligmaya dahil edildi.
Elektroforetik karyotiplendirme yontemi ile 115 C. parapsilosis izolati arasinda 69
farkli genotip tespit edilmis olup izolatlar 25 farkli kiime igerisinde toplanmigtir
(optimizasyon 3.0, tolerans 1.0, cutoff %95). izolatlarm 70’i herhangi bir kiime
icerisinde yer almakta olup, kiimelesme oran1 %60,8’dir. En biiyiik kiime; yedi izolatin
yer aldig1 genotip 1 kiimesidir. Ardindan bes izolatin yer aldigi genotip 13, dorder
izolatin yer aldig1 genotip 15, 19, 27, 30 kiimeleri, iiger izolatin yer aldig1 genotip 3, 4,
24, 45 kiimeleri, ikiser izolatin yer aldig1 2, 5, 6, 8, 9, 10, 16, 20, 26, 29, 42, 48, 54, 55

ve 59 kiimeleri bulunmaktadir.

Izolatlara ait EK sonuglar1 Sekil 4.34 (1-13 numarali izolatlar), Sekil 4.35 (14-25
numarali izolatlar), Sekil 4.36 (26-37 numarali izolatlar), Sekil 4.37 (38-49 numaral
izolatlar), Sekil 4.38 (50-61 numarali izolatlar), Sekil 4.39 (62-73 numarali izolatlar),
Sekil 4.40 (74-85 numarali izolatlar), Sekil 4.41 (86-97 numarali izolatlar), Sekil 4.42
(98-109 numarali izolatlar), Sekil 4.43’te (110-115, 3, 4, 36, 45, 56, 2 ve 101 numarali

izolatlar) gosterildi.

1 2 3 4 5 6 7 M 8 9 oyl 12 13 M
B & -—-——E——.—-ﬁ

- — —

Sekil 4.34. 1-13 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglari.
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Sekil 4.35. 14-25 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglart.

Sekil 4.36. 26-37 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglart.
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Sekil 4.37. 38-49 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglari.

56 57 58 59 60 61

Sekil 4.38. 50-61 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglart.
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Sekil 4.39. 62-73 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglart.

Sekil 4.40. 74-85 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglart.
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Sekil 4.41. 86-97 numarali izolatlara ait PFGE-EK sonuglart.

Sekil 4.42. 98-109 numaral1 izolatlara ait PFGE-EK sonuglari.
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Sekil 4.43. 111-115 numarali izolatlar ve dnceki denemelerde sonug alinamayan
izolatlarin tekrarina ait PFGE-EK sonuglari.

Candida parapsilosis izolatlarinin GelCompar sistemiyle Dice similarity
coefficient (benzerlik katsayis1) esas alinarak yapilan analizleri Sekil 4.44°te

goriilmektedir.
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Sekil 4.44. 1zolatlarin GelCompar ile Dice Similarity Coefficient esas almarak elde
edilen dendogramau.

Calismaya dahil edilen C. parapsilosis kompleks izolatlarinin PFGE-EK
yontemiyle 25 kiime igerisinde yer aldig1 goriildii. Kiimeler ve ayn1 kiimelerde yer alan
izolatlar Tablo 4.6’da gosterildi. Genotip 1 kiimesi icerisinde yer alan izolatlarin
tamaminin 2018 yilina ait oldugu, 7, 8, 9 numaral izolatlarin Karaciger Nakil
Enstitiisii’'nde, 15 ve 16 numarali izolatlarin Eriskin Yamk Unitesi’nde, 17 numaral
izolatin Reanimasyon servisinde, 18 numarali izolatin Nefroloji YBU’nde yatan
hastalardan izole edildigi goriildii. Genotip 2, 3, 5, 6, 8, 10, 16, 26, 54 ve 59°da yer alan
izolatlarin ayni1 servislerde ayni ay igerisinde yatan hastalardan izole edildigi belirlendi.
Genotip 4’te yer alan 39 ve 84 numarali izolatlar 16 ay arayla Eriskin Yanik
Unitesi’nden izole edilirken, 101 numarali izolatin klasik epidemiyolojik verilerle
uyumluluk gostermedigi saptandi. Genotip 9’da yer alan 36 ve 87 numarali izolatlar bir
buguk yil arayla farkli kliniklerde yatan hastalardan izole edilmisti dolayisiyla klasik

epidemiyolojik verilerle uyum gostermedi. Genotip 13 igerisinde yer alan izolatlarin
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tamami 2021 yilina ait fakat farkli kliniklerden izole edilen &rneklerdi. Genotip 15
icerisinde yer alan izolatlarin iiclinlin Reanimasyon servisinden, bir tanesinin Erigkin
Yanik Unitesi’nde yatan hastalardan izole edildigi belirlendi. Genotip 19 icerisinde
bulunan izolatlarin 2020 yilinin ilk {i¢ ay1 icerisinde hastanemizin farkli kliniklerinden
izole edildigi saptandi. Genotip 20 igerisinde yer alan izolatlarin 2017 yilinda bes giin
arayla Romatoloji ve Reanimasyon servislerinden izole edildigi goriildii. Genotip 24
icerisindeki iki izolat aym ay icerisinde Organ Nakli YBU’nden, bir izolat ise farkli
tarihte Enfeksiyon Hastaliklar1 YBU’nden izole edilmisti. Genotip 27 ve 55 icerisinde
yer alan izolatlarin 2019 yilinda farkli kliniklerden izole edildigi, genotip 29 igerisinde
yer alan izolatlarin 2020 yilinda ayni ay igerisinde farkli servislerden izole edildigi
belirlendi. Genotip 30 icerisinde yer alan 51 ve 57 numarali izolatlar Medikal Onkoloji
servisinden, 59 numarali izolat COVID YBU’den, 73 numarali izolat Kemik iligi Nakil
iinitesi’nden izole edildi. Genotip 42 igerisinde yer alan izolatlarin iki ay arayla
Reanimasyon servisi ve Genel Dahili YBU’nde yatan iki hastadan izole edildigi fakat
her iki izolatin da flukonazole direngli oldugu saptandi. Genotip 45°te yer alan izolatlar
2021 yilimin ikinei yarisinda hastanemizin farkli servislerinden yatan hastalardan gelen
orneklerden izole edildigi belirlendi. Genotip 48’te yer alan izolatlarin 19 ay arayla

Reanimasyon servisinden izole edildigi goriildii.

Tablo 4.6. PFGE-EK ile ayn1 genotipte yer alan izolatlar.

Izolat PFGE-EK Genotip
7,8,9,15,16,17, 18 1
86, 88 2
50, 52, 54 3
39, 84, 101 4
19, 20 5
85, 93 6
11,13 8
36, 87 9
58,70 10
80, 81, 91, 98, 99 13
53, 60, 61, 72 15
14, 24 16
40, 41, 43, 48 19
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izolat

PFGE-EK Genotip

5,6
25,26, 47
89, 94
23,31, 32,35
63, 64
51,57,59,73
38,46
102,111, 113
45, 106
55, 66
28, 34
62, 65

20
24
26
27
29
30
42
45
48
54
55
59
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4.5. Yontemlerin Ayrim Giicii (Diskriminasyon)
Hunter ve Gaston’un gelistirdikleri matematiksel formiil kullanilarak, AP-PCR,
PFGE-EK ve PFGE-REA yontemlerinin ayrim giicleri hesaplandi. Yapilan hesaplama
sonucunda ayrim giicii “D” ile gosterildi. Yontemlerin ayrim giicii AP-PCR igin

D=0.9393, PFGE-REA i¢in D=0.9492, PFGE-EK i¢in D=0.9875 olarak belirlendi.

4.6. Klasik epidemiyolojik bilgiler, AP-PCR, PFGE-EK ve PFGE-REA
yontemlerinin karsilagtirilmasi
Incelenen suslarin AP-PCR, PFGE-EK, PFGE-RFLP ve klasik epidemiyolojik
gruplandirma sonuclar1 karsilastirildi.  Calismamizda toplam 115 C. parapsilosis
kompleks izolatinin AP-PCR ydntemi ile 34 farkli genotip, 15 kiimeye; PFGE-REA ile
39 farkli genotip, 20 kiimeye; PFGE-EK yontemi ile 69 farkli genotip, 25 kiimeye
ayrildig saptandi. Kullandigimiz yontemlerden AP-PCR ve PFGE-REA ile izolatlarin
kiimelesme oran1 %83,4 olarak bulunurken PFGE-EK ile izolatlarin kiimelesme orani

%60,8 olarak hesaplandi.

Izolatlar incelendiginde dizi analiziyle C. tropicalis oldugu belirlenen dort
numarali izolat her {i¢ yontemde de unique izolat olarak belirlendi. Bunun yaninda dizi
analiziyle C. orthopsilosis oldugu dogrulanan 42 numarali izolatin AP-PCR ve PFGE-
REA yontemiyle sirasiyla genotip 6 ve genotip 1 kiimelerinde yer aldigir goriildii.
Yontemler arasinda yalnizca PFGE-EK yonteminde C. orthopsilosis izolatinin band
paterni C. parapsilosis sensu stricto izolatlarindan ayrildi. Caligmaya dahil edilen alt1
hastaya ait tekrarlayan izolatlar incelendiginde AP-PCR yontemiyle ayni hastaya ait
tekrarlayan ikinci izolatin ilk izolat ile ayn1 genotipte oldugu saptandi. Diger yandan
PFGE-REA ve PFGE-EK yontemlerinde {i¢ hastaya ait tekrarlayan izolatin ilk izolattan

farkli band paternine sahip oldugu goriildii.

Klasik epidemiyolojik veriler ile karsilastirildiginda AP-PCR ydnteminde
genotip 1 kiimesinin tamaminin 2018, genotip 4’tin 2017, genotip 6 ve 28’in 2020,
genotip 10, 11, 12, 13, 17, 20 ve 21’in 2021 yilina ait izolatlardan olustugu goriildii.
Genotip 8 icerisinde yer alan izolatlarin ikisi bir aylik zaman dilimi igerisinde Covid

YBU-2 kliniginde yatan hastalar idi.

Klasik epidemiyolojik veriler ile karsilastirildiginda PFGE-REA ydnteminde
genotip 2, 2017 yilina ait izolatlardan olusmakta idi. Genotip 3 igerisindeki izolatlarin

dordii medikal onkoloji servisinde yatan hastalardan izole edilmisti. Genotip 8
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icerisindeki iki izolat 2018 yilina ait olup biri beyin sinir cerrahisinde yatan bir hastadan
digeri ise beyin sinir cerrahisi YBU’nde yatan bir hastadan izole edildi. Genotip 10, 13,
27 igerisindeki hastalarin ayni serviste ayni ay icinde yatmakta olup klasik

epidemiyolojik verilerle iliskili oldugu gortildii.

Klasik epidemiyolojik veriler ile karsilastirildiginda PFGE-EK ydnteminde
genotip 2, 3, 5, 6, 8, 10, 16, 26, 54 ve 59°da yer alan izolatlarin ayni servislerde ayn1 ay
icerisinde yatan hastalardan izole edildigi dolayisiyla klasik epidemiyolojik verilerle
yliksek uyum gosterdigi goriildii. Genotip 1°de ise tiim izolatlar 2018 yilinda izole

edilmisti.

Tiim yontemler birlikte degerlendirildiginde 5,6 numarali izolatlarin; 7, 8, 9
numarali izolatlarin; 11, 13 numarali izolatlarin; 50, 52, 54 numaral1 izolatlarin; 86,88
numarali izolatlarin her ii¢ yontemde de birbirleri ile ayn1 kiimeler igerisinde yer aldig:
goriildii. 19,20 numarali izolatlarin ise PFGE-REA ve PFGE-EK yontemlerinde ayni
kiime icerisinde yer aldig1 fakat AP-PCR ile farkli kiimelerde yer aldiklar1 belirlendi.

Hastanemiz izolatlar1 ile epidemiyolojik olarak iliskili olmayan iki farklh
sehirden beser adet C. parapsilosis kompleks izolatinin klonal iliskileri PFGE-EK
yontemi ile degerlendirildiginde farkli illerdeki izolatlarin (epidemiyolojik olarak iligki
kurulamayan) birbiriyle kiimelesmedigi goriildii (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. Epidemiyolojik olarak iliski kurulamayan merkezlere ait C. parapsilosis
kompleks izolatlarinin PFGE-EK yontemiyle karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Klinik mikoloji, mikrobiyolojinin pek ¢ok dali gibi o6zellikle son otuz yilda
stirekli gelisim gdstermistir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yasanan teknolojik
gelismeler sessiz bir devrim olarak nitelendirilmistir (91). Modern mikrobiyolojinin
gelisimi; 1960'larda Joseph Gall ve Mary Lou Pardue tarafindan radyoaktif isaretlenmis
hibridizasyon probunun icat edilmesi, 1970'lerde Carl Woese'nin ribozomal genleri
inceleme konusundaki 6zenli ¢alismalar1 ve 16S rRNA geninin dizilenmesi, 1970'lerde
Anhalt ve Fenselau tarafindan kiitle spektrometrisinin gelistirilmesi, 1983 yilinda Kary
Mullis tarafindan polimeraz zincir reaksiyonunun kesfedilmesi ile birlikte olmustur.
Yirmi birinci ylizyilin basindan itibaren, canli bakteri hiicresi gerektirmeyen kiiltiir
bagimsiz yontemler glindeme gelmis; mikrobiyal DNA, RNA veya proteinlerin
saptanmasina dayanan molekiiler teknikler aragtirma laboratuvarlarindan ¢ikip rutin

testlerin arasinda yerini almistir (92, 93).

Bu sayede yeni tedavi kilavuzlar ile birlikte 6zellikle bagisikligi baskilanmig
hastalarda  (onkohematolojik  ve/veya transplant alicilar1) firsatgr ~ mantar
enfeksiyonlarinda tedavi bagarisinin artirilmasi miimkiin kilinmistir (22). Ayn1 zamanda
daha genis etki spektrumuna ve daha az yan etkiye sahip yeni antifungallerin
gelistirilmis, daha hizli teshis ve daha etkili tedaviler uygulanmaya baslanmistir. Bu
ilerlemelere karsin, bagisikligi baskilanmis duyarli hasta grubunun artmasi ve yeni
mikroorganizmalarin (Candida auris, Lomentospora prolificans, mucorales) ortaya
cikmasiyla invaziv mantar enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinde 6nemli degisiklikler

bildirilmigtir (94).

Invaziv fungal enfeksiyon insidansi, yilda 100.000 kisi basma yaklasik alt:
vakadir. Invaziv fungal enfeksiyonlarin en yaygin nedeni Candida tiirleri olmasina
ragmen, son zamanlarda non-Aspergillus tiirleri, Zygomycetes, Fusarium, Mucorales ve
Scedosporium tiirleri gibi diger filamentli mantarlara bagl enfeksiyonlarin insidansinda
bir artis olmustur. Bunun muhtemel nedeninin hematolojik rahatsizliklart olan
hastalarda flukonazol ve diger genis spektrumlu antifungaller ile profilaksi uygulanmasi
ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (95). Fransa'da 2004-2010 yillar1 arasinda yapilan ve
Fransa’daki hastanelerin %95'inden fazlasinin katildig1 bir calismada, 35876 invaziv
fungal enfeksiyon vakasi raporlanmistir. Bu ¢aligmadaki invaziv fungal enfeksiyonlarin
dagilimi; kandidemi (%43,4), Pneumocystis jirovecii pnomonisi (%26,1), invaziv

aspergilloz (%23,9), kriptokokoz (%5,2) ve mukormikoz (%1,5) olarak bildirilmigtir
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(96). Tiirkiye'de invaziv fungal enfeksiyonlarin epidemiyolojisi net olarak bilinmemekle
birlikte Hilmioglu-Polat ve arkadaslarinin 1920°den 2017°ye kadarki mevcut
epidemiyolojik verilerle yaptigi modelleme c¢alismasinda {ilkemizde ciddi fungal
enfeksiyon siklig1 yillik %2,21 olarak bildirilmistir. Bu ¢aligmada invaziv fungal
enfeksiyonlarin  dagilimi; kandidemi 4.76/100.000 kisi, Pneumocystis jirovecii
pnomonisi  0.79/100.000 kisi, invaziv aspergilloz icin tahmini yillik insidans
4.84/100.000 kisi, kriptokokal menenjit i¢in 0.13/100.000 kisi olarak modellenmistir
97).

Insanlarda enfeksiyon olusturabilen en yaygin fungal patojenler Candida
tiirleridir (98). Diinya ¢apinda kandidemi insidans1 1000 YBU hastas1 basina 6.87 iken
toplumda ise 100.000 kisi basmna 2-14 vaka arasinda degistigi ifade edilmistir (99).
Iskandinav iilkelerinden Norveg, Finlandiya ve Isve¢’te 100.000 niifus basina 3;
Danimarka’da 100.000 niifus basmna 11; Avrupa'nin orta ve giiney kesimlerinden
Isvigre, Birlesik Krallik, iskogya, Ispanya ve Italya'da ise 100.000 niifus basina 1.2-6.4
kandidemi vakas1 rapor edilmistir (100, 101). Amerika’da Iowa, San Francisso, Atlanta
ve Connecticut’ta 6-14/100.000, Baltimore bolgesinde ise 25/100.000 olarak kandidemi
insidans1 bildirilmistir (102). Ulkemizde ise Kili¢ ve arkadaslarmin yaptig1 alt1 yillik
retrospektif analizde 1000 taburculuk basina 0.10- 0.34 arasinda yillar icinde artan
sekilde degisen kandidemi insidans1 bildirmislerdir. Ayni calismada YBU’lerde yatan
hastalarda invaziv kandidemi insidansi %12,3 olarak belirtilmistir (103). Ulkemizde
yapilan bagka bir calismada Hanci ve arkadaslari 23813 hastanin kan kiiltiiriinii
incelemis ve 268 hastada (%1,12) etken olarak Candida cinsi mayalar izole ettiklerini
raporlamiglardir (104). Bizim ¢alismamizda Hanc1 ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin
sonuglarina uyumlu olarak alt1 yillik siirede laboratuvarimiza génderilen toplam 25396
kan kiiltiiriiniin 2160 tanesi otomatize kan kiiltiirii sistemi ile pozitif sinyal vermis olup
506’sinin  (%1,99) kandidemi oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte kan kiiltiir
sistemlerinin duyarliliginin diisiikk olmasi, gelismekte olan {ilkelerde sistematik
stirveyans calismalarinin yeterince yapilamamasi ve gelismis iilkelerde ise 6zel hasta
gruplarinda kandidemi sikli§in1 arastiran caligmalar arasinda standardizasyonun
yeterince saglanamamasi nedeniyle iilkelerdeki kandidemi ytiikiiniin dogru bir sekilde

tahmin edilmesinin miimkiin olmadigin1 diisiinmekteyiz.

Hastane enfeksiyonlarinin dordiincii en sik nedeni olarak Candida tiirlerinin sebep

oldugu kan dolasimi enfeksiyonlar1 karsimiza ¢ikmaktadir (105, 106). Ote yandan
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stirveyans ¢aligmalarinin sonuglari Candida tiirlerinin ayaktan tedavi goren hastalarda
da onemli sayida saglik bakimiyla iliskili kandidemi vakasina neden oldugunu ortaya
cikarmig ve bu nedenle kandideminin artik kritik hastalarla smirli olmadiginm
vurgulamistir (95). Kandidemi etkenleri arasinda C. albicans en sik izole edilen tiir
olmasina karsin, albicans dis1 Candida tiirlerinde artis bildirilmektedir. Candida tiirleri
icinde C. parapsilosis kompleks suslarinin 6nemi ve prevalansi 6zellikle son iki dekatta
artis goOstermistir. Yapilan bir c¢alismada son on yilda C. albicans nedenli
enfeksiyonlarin sikliginin azaldigi, albicans dis1 etkenlerden C. glabrata ve C.
parapsilosis kompleks izolatlarmin artis gosterdigi belirtilmistir. Ozellikle ABD’de tiim
kandidemi etkenleri arasinda C. albicans sikliginin %50 nin altina diistiigli diger yandan
C. glabrata’nin tim kandidemilerin iigte birinden fazlasinin nedeni oldugu ve C.
parapsilosis kompleks izolatlarinin da %15 siklikta etken olarak izole edildigi
belirtilmistir (107). Bizim c¢alismamizda da bu veriyle uyumlu sekilde C. albicans
sikligi %33,5 olup; albicans dis1 Candida tiirleri igerisinde en sik C. parapsilosis
kompleks, ikinci en sik ise C. glabrata izole edildigi goriilmiistiir. Bu degisikligin
birden ¢ok nedeni olmakla birlikte bunlarin basinda flukonazol kullanimi ve vendz

kateterlerin artan popiilaritesi basta gelen sebepler olarak diistiniilmektedir (6).

Kandidemi etkeni olan tiirlerin dagilimi merkezler arasinda cografi bdlgelere,
hastanin yasina, cinsiyetine, tibbi durumuna ve daha Once antifungal tedavi alip
almadigina gore farklilik gostermektedir. Kirk bes tilkede 200°den fazla tip merkezinin
katildigit SENTRY calismasinda Latin Amerika disindaki bolgelerde albicans dis1 en sik
izole edilen tir C. glabrata olmustur. Latin Amerika’da ise C. parapsilosis ve C.
tropicalis olarak bildirilmistir (86). Ulkemizden Calgin ve arkadaslar1 yaptiklari
calismada kandidemi etkenlerinden en sik C. parapsilosis (%43) izole ettiklerini bunu
C. albicans (%32,5) ve C.tropicalis (%12,2)’in takip ettigini bildirmislerdir (108).
Ulkemizde yapilan baska bir calismada Siitcii ve arkadaslar1 invaziv kandidiyazisli
cocuk hastalarda Candida tiirlerinin dagilimini incelemislerdir. En sik olarak sirasiyla
C. albicans (%50) ardindan sirastyla C. parapsilosis (%24), C. tropicalis (%11,1), C.
glabrata (%5,6), C. lusitaniae (%3,7) ve Candida spp. (%5,6) seklinde bildirilmistir
(109). Hanc1 ve arkadaglarinin yaptig1 tek merkezli ¢alismada kandidemi olgularinda tiir
dagilimma bakildiginda en yaygin C.parapsilosis (%59,7) tespit edilmis ardindan
strastyla C.albicans (%19,8), C.tropicalis (%8,2), C.glabrata (%7,1) ve C.krusei (%1,9)
izole edildigi ifade edilmistir (104). Bizim g¢alismamizda irdeledigimiz 2016-2021
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yillarin1 kapsayan alt1 yillik slirede hastanemizde 506 kandidemi olgusu saptanmuistir.
Tez kapsaminda laboratuvarimiz kiiltiir koleksiyonunda bulunan alti yillik stireyi
kapsayan toplam 115 C. parapsilosis kompleks izolati stoklardan uygun sekilde
cikarilarak canlandirilabildi. Yaptigimiz ¢alismada 01.01.2016- 01.01.2022 tarihleri
arasini kapsayan siirede kandidemi etkenlerinin dagilimina bakildiginda 170’1 (%33,5)
C. albicans, 167’s1 (%33,0) C. parapsilosis kompleks, 67°si (%13,2) C. glabrata, 37’si
(%7,3) C. tropicalis, 19°u (%3,7) Candida spp., 18’1 (%3,5) C. keyfr, 7’si (%1,3) C.
krusei, 6’st (%1,1) C. lusitaniae, 6’s1 (%1,1) C. guillermonidii, 5’1 (%0,9) C.
dubliniensis, 2’si (%0,3) C. inconspicua, 1’1 (%0,1) C. parakrusei ve 1’1 (%0,1) C.
pelliculosa oldugu tespit edilmistir. Merkezimizdeki albicans dis1 en sik kandidemi
etkeni SENTRY calismasinin Latin Amerika verileri ve iilkemizden Siit¢li ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alisma ile uyumlu sekilde C. parapsilosis kompleks

olarak tespit edilmistir.

Candida parapsilosis izolatlar1 Ozellikle hiperalimentasyon sivilar1 ve damar igi
cihazlar ile bulagmasi, ¢cocuk yogun bakim {initesindeki hastalarda salginlara neden
olmasiyla dikkat c¢ekmektedir. Yenidoganlarda kandidemi salginlarinin %30’undan
sorumlu olan C. parapsilosis izolatlarma bagli enfeksiyonlarin siklig1 yagsla birlikte
azalig gosterme egiliminde oldugu ifade edilmistir (109). Bizim calismamizda ise
hastalarin yalnizca dokuzu (%7,82) 18 yas ve altinda iken 25’1 (%21,7) 55-64 yas arast,
24’1 (%20,8) 65-74 yas arasi olarak belirlendi. Merkezimizin organ nakli ve onkoloji
hastalarinin yogunlukta oldugu {igiincli basamak bir iiniversite hastanesi olmasi, C.
parapsilosis kompleks izolatlarindaki yas dagiliminin goriilmesinin muhtemel sebebi
olabilir. Bununla birlikte 29 iilkenin katildigt ARTEMIS calismasinda bizim ¢alismamiz
ile uyumlu olarak C. parapsilosis kompleks izolatlarinin neden oldugu kandidemide
medyan yas araliginin 40 ile 49 yas arasinda oldugu ve hastalarin %30,5’inin 60 yas
istiinde oldugu raporlanmistir. Ayrica aynmi ¢alismada C. orthopsilosis ve C.
metapsilosis sikliginda bolgesel ve cografi farkliliklarin 6nemli olmasina ragmen bu iki
tirtin genel olarak C. parapsilosis kompleks izolatlarina bagli enfeksiyonlarin

%10'undan daha azin1 olusturdugunu belirtmislerdir (110).

Candida tiirleri invaziv olmayan yiizeysel enfeksiyonlardan, derin dokular1 tutan
sistemik enfeksiyonlara kadar genis hastalik spektrumuna neden olabilmektedir.
Yiizeyel kandidozlarda ozellikle agiz boslugu, farinks, 6zofagus, kolon, mesane ve

vajende tutulum goriilmektedir. Derin kandidozlarda ise enfeksiyon bobrek, karaciger,
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dalak, beyin, kalp ve gozlerde karsimiza g¢ikmaktadir. C. parapsilosis kompleks
izolatlarinin sebep oldugu enfeksiyonlar 6zellikle protez cihazlar ve kateterle iligkili
olarak hastane i¢inde yayilim gostermektedir. Bizim c¢alismamiz kapsamindaki

izolatlarin tamamu ise hastalarin kan dolasimi enfeksiyonlarindan izole edilmistir.

Candida parapsilosis izolatlarinin bir tliir kompleksini temsil ettigine dair ¢alisma
2005 yilinda Tavanti ve arkadaslar tarafindan multilokus sekans tiplemesi yontemiyle
yapilmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore C. parapsilosis kompleks ii¢ farkli tiire
ayrilmistir: eskiden grup I adiyla bilinen C. parapsilosis sensu stricto, grup 11 adiyla
bilinen C. orthopsilosis ve grup III adiyla bilinen C. metapsilosis olarak yeniden
isimlendirilmistir. Ardindan ilk kez bir C. orthopsilosis susunun tam genom dizisi,
yiiksek derecede homozigot bir izolattan rapor edilmistir. Bununla birlikte daha
sonrasinda Amerika Birlesik Devletleri ve Singapur'dan elde edilen ek klinik suslarin
dizilenmesiyle bu tiirde melez genomlarin varliginin da alt1 ¢izilmistir (1). Bizim
calismamizda C. parapsilosis kompleks tiirlerinin ayriminda hizli, kolay uygulanabilir,
az maliyet gerektiren bir yontem olmasi nedeniyle sik kullanilan PCR-RFLP tercih
edilmistir. Bu amagla SADH genine RFLP yontemi uygulanmistir. Tez kapsaminda
dahil edilen 115 C. parapsilosis izolatinin 113’1 bu yontemle C. parapsilosis sensu
stricto olarak basariyla belirlenmistir. Bu yontemle alt tiir tayini yapilamayan iki izolata
dizi analizi yapilmis olup; birinin C. orthopsilosis, digerinin C. tropicalis oldugu
saptanmistir. Candida izolatlarmin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasinin hizli ve
giivenilir olmasi1 sebebiyle klinik laboratuvarlarda gideren yayginlastigi bilinmektedir.
Bununla birlikte calismalarda albicans disi Candida tiirlerinde MALDI-TOF MS ile
dogru tanimlamanin %95,4- %96,1 arasinda degistigi gosterilmistir (111, 112). Bizim
calismamizla uyumlu olarak 135 merkezden 2548 C. parapsilosis kompleks izolatinin
dahil edildigi SENTRY calismasinda izolatlarin %95,5’inin C. parapsilosis sensu
stricto oldugu raporlanmigtir. Bu c¢alismada izolatlarin %3,2’si C. orthopsilosis ve
%1,3’1 C. metapsilosis olarak tanimlanmistir (86). Lockhart ve arkadaslarinin yaptig
caligmada ise 29 iilkeden 89 calisma merkezinin 2001 ve 2006 yillar1 arasinda katildig:
yaklasik 1976 C. parapsilosis izolatinin dahil edildigi ARTEMIS ¢aligmasinin izolatlari
kullanilmistir. Bu c¢alismada da bizim ¢alismamizla uyumlu olarak C. parapsilosis
kompleks izolatlarinin tiir ayriminda SADH geninin RFLP ile incelenmesi sonucu
izolatlarin %91,3’10 C. parapsilosis sensu stricto, %6,1°1 C. orthopsilosis ve %1,8’1 C.

metapsilosis olarak tespit edilmistir. Calismada bolgelere ve lilkelere gore kompleks
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tirlerinin sikliginda farkliliklar oldugu gozlenmis Asya’da C. orthopsilosis’in en sik

(%11) iken ABD’de bu sikligin %4.9 oldugu raporlanmistir (110).

Candida parapsilosis kompleks izolatlarinin neden oldugu Onemli endise
kaynaklarindan biri azol ve ekinokandin duyarliliginin azaldigin1 bildiren son
raporlardir (113, 114). Bununla birlikte kompleks tiirleri arasinda da antifungal
duyarhiliklarinda farkliliklar gézlemlendigi bildirilmistir. ARTEMIS ¢aligmasinda C.
orthopsilosis ve C. metapsilosis izolatlar1 i¢in belirlenen amfoterisin B ve ekinokandin
MIK degerlerinin C. parapsilosis sensu stricto izolatlarma gére daha diisiik oldugu
ifade edilmistir. Ayn1 c¢alismada flukonazol MIK degerleri benzer sekilde C.
parapsilosis sensu stricto izolatlarinda kompleks i¢inde yer alan diger iki gruba gore
daha yiiksek olarak tespit edilmis ancak ¢alismadaki tim C. parapsilosis kompleks
izolatlarinin flukonazole duyarli oldugu goriilmiistiir (110). Tavanti ve arkadaslari
tarafindan italya'dan 27 C. orthopsilosis izolatiyla yapilan bir ¢alismada ise flukonazol
icin ortalama MIK degerleri (5.89 pg/ml), ARTEMIS ¢alismasina gére (2.1 pg/ml) daha
yiiksek olarak raporlanmistir. Ayn1 ¢alismada ortalama MIK degerleri amfoterisin B
icin 0.045 pg/ml ve kaspofungin icin 0.18 pg/ml olarak bildirmistir (30). Bizim
calisgmamizda flukonazol direnci %14,7 olarak saptanmistir. Yalnizca bir izolatimiz C.
orthopsilosis idi ve flukonazol MIK degeri 0,75 olarak o&lgiildii. C. parapsilosis
kompleks izolatlarinda tanimlanan antifungal duyarliliktaki farkliliklarin kategorik
farkliliklar olmadigimi, dolayisiyla kompleks igindeki tiirlerin rutin laboratuvar

pratiginde ayriminin klinik laboratuvarlar i¢in zaruri olmadigini diistinmekteyiz.

Literatiirde C. parapsilosis kompleks izolatlarinin neden oldugu pek c¢ok salgin
karsimiza ¢ikmaktadir. Corzo-Leon ve arkadaslarinin Meksika’da 2014-2016 yillart
arasinda yaptig1 caligmada 28 hastada C. parapsilosis nedenli invaziv kandidiyazis
tespit edildigi ifade edilmistir. Calismada izolatlarin %54'iniin (15/28) flukonazole
diren¢li oldugu bunlarin yedisinde Y132F mutasyonu oldugu belirlenmis ve
microsatellite genotyping yontemi ile klonal olarak iligkili olarak tespit ettikleri azole
direncli C. parapsilosis salgin1 olarak raporlanmistir. (115). Arastehfar ve arkadaslari
tarafindan 2019-2020 yillar1 arasinda Ege Universitesi Hastanesi'nde 47 hastay1
etkileyen flukonazol direncli C. parapsilosis kompleks izolatlarinin neden oldugu
kandidemi salgini raporlanmistir. Izolatlar arasindaki klonal iliskinin arastirilmasinda
multilocus microsatellite typing yontemi kullanilmistir. Calismada salginin mortalite

orani ise %?27,6 olarak hesaplanmistir (116). Candida parapsilosis kompleks
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izolatlarinin neden oldugu salginlarin gosterilmesinde AP-PCR, PFGE- EK, PFGE-
REA, microsatellit genotyping yontemlerinin sik¢a kullanildig1 rapor edilmistir (117).
Qi ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise Cin’de 16 yenidoganin etkilendigi C.
parapsilosis  sensu  stricto fungemisi bildirilmistir. Aynm1  c¢alismada c¢evresel
kontaminasyonu gosterebilmek adina yer silme bezi, musluk, lavabo, ameliyat masasi,
banyodaki su birikintileri, vantilatér ve ultrason probu gibi 313 cevre 6rnegi alinarak
iclerinden C. parapsilosis sensu stricto iireyen 17 drnek incelenmistir. Kan dolagimi ve
siirveyans orneklerinden elde edilen tiim Candida parapsilosis sensu stricto izolatlari
RAPD PCR yontemi ile analiz edilmis ve tamaminin band paternlerinin ayni oldugu
goriilmiistiir. Arastirmacilar salginin tespitinden sonra bir dizi enfeksiyon kontrol

onleminin ardindan salginin kontrol altina alindigin1 ifade etmislerdir (118).

Candida parapsilosis kompleks izolatlarinin klonal iligkilerinin belirlenmesinde
ideal bir yontem heniliz bulunmamaktadir. Kullanilan yontemlerin kendi iginde
avantajlar1 ve dezavantajlart mevcuttur. C. parapsilosis kompleks izolatlar1 i¢in AP-
PCR, PFGE- EK, PFGE-REA, microsatellit genotyping gibi birgok yoOntem
kullanilabilmesine karsin heniiz altin standart denebilecek standardize edilmis bir
yontem belirlenememistir. Bu yontemlerin basaris1 ayrim giicii, tekrarlanabilirligi,
kullanim kolaylig1, yorumlama kolayligi, testin siiresi gibi faktorlere baglidir. Bununla
birlikte epidemiyolojik caligmalar i¢in birden fazla yontemin birlikte kullanilmasi da
onerilebilmektedir. Bizim ¢alismamizda C. parapsilosis izolatlar1 arasi klonal iliskileri

arastirmak i¢in AP-PCR, PFGE-REA, PFGE-EK yontemleri kullanilmistir.

Izolatlar arasindaki klonal iligkileri belirlemek igin sik¢a kullanilan ydntemlerden
biri olan AP-PCR tekniginde mikroorganizmanin DNA’s1, 9-10 bp’lik kisa bir veya
daha fazla primerle rastgele cogaltilir. Sonrasinda ortaya g¢ikan patern farkliliklar:
degerlendirilir. C. parapsilosis kompleks izolatlarinin tiplendirilmesinde AP-PCR
yontemi kolay uygulanabilmesi, sonu¢ alinma siiresinin kisa olmasi, maliyetinin az
olmasi gibi diger yontemlere gore avantajli 6zelliklerinden dolayi tercih edilmektedir
(119). Bu yontemde ayrim giicii kullanilan primerlere gore degismektedir. Yapilan
calismalarda C. parapsilosis kompleks izolatlar1 igin M13, OPA09-OPB11, PAO3,
T3B, RP-2, OPC-02, OPC-05, OPC-07, OPC-09, OPC-12, OPC-14, OPC-16, OPC-18,
OPC-20, OPD-12, OPE-17, OPG-07, OPG-19, OPH-18, OPK-04, OPM-18, OPR-15,
OPW-17, UBC 8, UBC 18 ve UBC 66 primerlerinin kullanildig1 goriilmektedir (117).

Bizim c¢alisgmamizda C. parapsilosis kompleks izolatlarmi tiplendirmek ic¢in daha
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oncesinde Candida tirleri i¢in ayrim giicii yiiksek oldugu bildirilen M13 primeri
kullanilmistir (120). AP-PCR yontemi klonal iliskileri belirlemenin yaninda Candida
tiirlerinin tanimlanmasi i¢in de énemli bir arag olarak goriilmektedir (121). Fakat ayni
tiirtin suglar1 arasinda ¢ok az farklilik gdstermesi C. parapsilosis kompleks suslarinda
intraspesifik polimorfizmi tespit edebilen primerleri tanimlamanin zor oldugunu
gostermektedir (122). Salazar ve arkadaslarinin 11 C. parapsilosis izolat1 arasindaki
klonal iliskiyi M13, AP3, T3B ve R108 primerlerini kullanarak RAPD yontemiyle
arastirdiklar1 ¢aligmada ayni hastanenin iki farkli servisinden izole edilen izolatlarin iki
farkli klona ayrildigini raporlamiglardir. Arastirmacilar ayni ¢calismada grup I’in invaziv
kandidiyazis ile iligkili bes izolattan olustugunu, grup II’nin mukokutan6z kandidiyazis

ile iligkili alt1 izolattan olustugunu ifade etmislerdir (123).

Calismamizda 115 C. parapsilosis kompleks izolatt AP-PCR yontemi ile 34 farkli
genotip tespit edilmistir ve izolatlar 15 farkli kiime igerisinde toplanmigtir
(optimizasyon 3.0, tolerans 1.0, cutoff %95). En biiyiik kiime 16 izolatin yer aldig:
genotip 18 kiimesi olup, izolatlarin kiimelesme orant %83,4 olarak hesaplanmistir.
Yontemin ayrim giici D=0.9393 olarak hesaplanmistir. AP-PCR yoOntemiyle unique
izolat olarak belirlenen 1, 2, 3, 4, 12, 37, 67, 68, 69, 74, 90 ve 109 numaral1 izolatlarin
PFGE-EK yontemiyle de higbir kiime igerisinde yer almamasinin yontemin ayrim
giiclinli gosterdigini disiiniiyoruz. Calismamiz kapsamindaki alti hastaya ait ikiser
izolatin AP-PCR ile klonal iligkilerine bakildiginda tiim hastalarin tekrarlayan
izolatlarinin ilk izolat1 ile ayn1 kiimeye dahil oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda
calismamizda dizi analiziyle C. tropicalis olarak tanimlanan 4 numarali izolatin bu
yontem ile unique izolat olarak digerlerinden ayrilmistir. Fakat ¢aligmamizdaki tek C.
orthopsilosis izolat1 olan 42 numarali izolatin AP-PCR yontemi ile genotip 6 kiimesinin
icinde yer almasi dolayisiyla C. parapsilosis sensu stricto izolatlarindan ayrimiin bu

yontemle yapilamadigi goriilmiistiir.

Calismamiz kapsamindaki izolatlarin klonal iligkisini aragtirmak ig¢in ikinci
yontem olarak PFGE-REA yontemi kullanilmistir. Bu yontemde organizmanin tim
genomu restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesildiginden bu yontem macrorestriction
mapping olarak da adlandirilmaktadir. Bu yontemin basarist kullanilan restriksiyon
endoniikleaz enziminden etkilenmekte olup C. parapsilosis kompleks icin en sik
BssHII, Sfil ve EcoRI enzimleri kullanildigi bildirilmistir (124). Branchini ve

arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada 31 C. parapsilosis izolat1 arasindaki klonal iligki
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PFGE-EK, PFGE-REA yontemleriyle arastirilmistir. Arastiricilar, BssHII enziminin
Sfil’e gore daha giiclii diskriminasyon yaptigini raporlamiglardir. Ayni ¢alismada 31 C.
parapsilosis izolat1 BssHII enzimi kullanilarak gerceklestirilen PFGE-REA yontemi ile
dort farkli genotip saptamislardir (125). Chen ve arkadaglarinin yaptig1 ¢caligmada 97 C.
parapsilosis izolat1 BssHII restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak yapilan PFGE-
REA yoOnteminde 83 farkli genotipe ayrilmis, yontemin ayrim giicii 0,99 olarak
raporlanmistir. Ayni1 c¢alismada yontemin dendogram analizinin optimizasyon 3.0,

tolerans 1.0 kabul edilerek uygulandig bildirilmistir (126).

Bizim c¢alisgmamizda da daha iyi diskriminasyon elde edebilmek i¢in PFGE-REA
yonteminde BssHII restriksiyon endoniikleaz enzimi tercih edilmistir. Izolatlar
arasindaki klonal iligkiler PFGE-REA yontemi ile arastirildiginda 39 farkli genotip
tespit edilmis ve izolatlarin 20 kiime igerisinde toplandigi goriilmiistiir (optimizasyon
3.0, tolerans 1.0, cutoff %95). En biiyiik kiime; 18 izolatin yer aldig1 genotip 1 kiimesi
olup, izolatlarin kiimelesme orant %83,4 olarak hesaplanmistir. Yontemin ayrim giicii
D=0,9492 olarak hesaplanmistir. Caligmamizda alt1 hastaya ait tekrarlayan izolatlarin
PFGE-REA ile klonal iligkilerine bakildiginda {i¢ hastanin tekrarlayan izolatlarmin ilk
izolatlar1 ile ayn1 kiimede yer aldigi fakat ii¢ hastanin tekrarlayan izolatlarmin ilk
izolatlarindan farkli band paternlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte
calismamizda dizi analiziyle C. tropicalis olarak tanimlanan 4 numarali izolatin AP-
PCR yonteminde oldugu gibi PFGE-REA ile de unique izolat olarak digerlerinden
ayrildig1 goriilmiistiir. PEGE-REA yontemi ile C. orthopsilosis izolati olan 42 numarali
izolatin genotip 1 kiimesi i¢inde yer aldigi goriilmiis dolayisiyla yontemin C.

parapsilosis kompleks alt tiirleri arasinda diskriminasyonu saglayamadigi belirlenmistir.

Calismamizda bir diger molekiiler tiplendirme yontemi olarak kullanilan
elektroforetik karyotiplendirme yontemi ile elli kb {lizerindeki DNA pargalart PFGE
sistemi ile genetik olarak ayrilabilmektedir. Suslar arasindaki tek bir band farklilig1 dahi
suslarin birbirinden tamamen farkli oldugunu gostermektedir (127). Calismamizda
izolatlar arasindaki klonal iliskiler PFGE-EK yontemi ile arastirildiginda 69 farkli
genotip tespit edilmis ve izolatlarin 25 kiime igerisinde toplandigi goriilmiistiir
(optimizasyon 3.0, tolerans 1.0, cutoff %95). En biiylik kiime; yedi izolatin yer aldig:
genotip 1 kiimesi olup, izolatlarin kiimelesme orani %60,8 olarak hesaplanmistir.
Yontemin ayrim giici D=0,9875 olarak hesaplanmigtir. Bizim verilerimizi

destekleyecek sekilde, Branchini ve arkadaslar1 yaptiklari calismada 31 C. parapsilosis
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izolat1 arasindaki klonal iligskileri PFGE-EK yontemiyle arastirdiklarinda bu yontem ile
izolatlarin 11 farkli genotipe ayrildigin1 ve yontemin ayrim giicliniin yiiksek oldugunu
raporlamiglardir (125). Bununla birlikte calismamiza dahil edilen alti hastaya ait
tekrarlayan izolatlar incelendiginde {i¢ hastanin tekrarlayan izolatlarinin PFGE-EK
yontemi ile farkli genotiplerde oldugu goriilmiistiir. Literatirde EK’nin C.
parapsilosis'in neden oldugu kalic1 veya tekrarlayan fungeminin arastirilmasinda yararl
oldugunu gosterilmistir (124, 128, 129). Shin ve arkadaslarinin yaptig1 calismada C.
parapsilosis'e baglh tekrarlayan fungemi ataklari olan 17 hastadan alinan kan dolagimi
enfeksiyonlart EK yoOntemiyle arastirilmig ve tekrarlayan enfeksiyonlarin genellikle
ikinci bir susla yeniden enfeksiyon sebebiyle meydana geldigini ifade etmislerdir (129).
Bizim ¢alismamizda da PFGE-EK sonuglarina gore ii¢ hastada tekrarlayan kandidemi
atagimin ikinci bir C. parapsilosis susuyla yeniden enfeksiyon nedeniyle meydana
geldigini diistinliyoruz. PFGE-EK yontemiyle dizi analizi ile C. tropicalis oldugu
belirlenen dort numarali izolatin ve C. orthopsilosis oldugu belirlenen 42 numaral
izolatin da wunique oldugunun goriilmesi yontemin ayrim giiclinlin yiiksek oldugunu

destekleyen veriler olarak karsimiza ¢ikmaistir.

Calismamizda MALDI-TOF MS sonucu C. parapsilosis kompleks olan fakat dizi
analiziyle C. tropicalis oldugu belirlenen dort numarali izolatin her ii¢ yontemde de
unique izolat olarak karsimiza ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu durum her ii¢ yontemin de tiir
diizeyinde ayrim giiclinii gostermesi yoniiyle 6nemli oldugu diisiiniilmistiir. Diger
yandan dizi analiziyle C. orthopsilosis oldugu dogrulanan 42 numarali izolati AP-PCR
ve PFGE-REA yontemlerinde sirasiyla genotip 6 ve genotip 1 kiimelerine dahil oldugu
goriilmiistiir. Bu durum PFGE-REA yonteminin C. parapsilosis kompleks alt tiirlerini
ayirmada yetersiz oldugu seklinde yorumlanmistir. Bununla birlikte PFGE-EK
yontemiyle C. orthopsilosis izolati hi¢bir kiime icerisinde yer almayan unique izolat
oldugu belirlenmistir. Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde ¢alismamizda
uyguladigimiz {i¢ farkli yontem arasinda ayrim giicii en yliksek yontemin PFGE-EK

oldugu saptanmustir.

Calismamizda hastanemiz izolatlar1 ile epidemiyolojik olarak iligkili olmayan iki
farkli sehirden beser adet C. parapsilosis kompleks izolatinin klonal iligkileri PFGE-EK
yontemi ile degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde farkli illerden ve

epidemiyolojik olarak iliski kurulamayan izolatlarin birbiriyle kiimelesmedigi
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goriilmiistiir. Sonuclarimiz epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlar1 belirlemede PFGE-

EK ydnteminin ayrim giicliniin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sonu¢ olarak; hastanemizde 2016-2022 tarihleri arasinda kan kiiltiiri
pozitiflikleri icerisinde kandidemi oraninin %23,4 oldugu goriilmiistiir. Kandidemi
etkenlerinin 170’inin (%33,5) C. albicans, 167’sinin (%33,0) C. parapsilosis kompleks,
67’s1 (%13,2) C. glabrata, 37’sinin (%7,3) C. tropicalis, 19’unun (%3,7) Candida spp.,
18’inin (%3,5) C. keyfr, 7’sinin (%1,3) C. krusei, 6’simnin (%]1,1) C. lusitaniae, 6’sinin
(%1,1) C. guillermonidii, 5’inin (%0,9) C. dubliniensis, 2’sinin (%0,3) C. inconspicua,
I’inin (%0,1) C. parakrusei ve 1’inin (%0,1) C. pelliculosa oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore hastanemizde kandidemi etkenlerinden en sik C. albicans, ikinci en sik
C. parapsilosis oldugu belirlenmistir. Izolatlarin %85,3’iiniin flukonazol duyarli oldugu
goriilmiistiir. Calismamizda C. parapsilosis alt tlirleri PCR-RFLP ydntemiyle
aragtirilmis, 113 izolatin C. parapsilosis sensu stricto oldugu saptanmustir. Iki izolatta
bu yontem ile alt tiir tayini yapilamamistir. Dizi analizi ile izolatlarin birinin C.

tropicalis, digerinin C. orthopsilosis oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda C. parapsilosis kompleks izolatlarinin AP-PCR ile 15 kiime, 34
farkli genotipe ayrildigi, kiimelesme oraninin %83,4 oldugu; PFGE-REA ile 20 kiime,
39 farkli genotipe ayrildigi, kiimelesme oraninin %83,4 oldugu; PFGE-EK ile 25 kiime,
69 farkli genotipe ayrildigi goriilmiistiir. Yontemlerin ayrim giici AP-PCR igin
D=0.9393, PFGE-REA i¢in D=0.9492, PFGE-EK i¢in D=0.9875 olarak belirlenmistir.
C. parapsilosis i¢in klasik epidemiyolojik veriler géz 6niine alindiginda ¢alismamizdaki
her li¢ yontemin de kullanisli ayrim giicii yeterli yontemler oldugu goriilmektedir.
Bununla birlikte ¢calismamizda PFGE-EK metodu ile daha fazla genotip belirlenmis en
iyi yontem PFGE-EK olarak degerlendirilmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore;

- C. parapsilosis izolatlar1 arasindaki klonal iligkiler arastirilmadan once alt
tiirlerin belirlenmesinin yararl olacagi,

- C. parapsilosis izolatlar1 arasindaki klonal iligkilerin arastirilmasinda en az iki
yontemin birlikte kullanilmasinin faydali olacag,

- Higbir genotiplendirme yonteminin klasik epidemiyolojik veriler olmadan

yorumlanmamasi gerektigi goriisiindeyiz.
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