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OZET

Candida parapsilosis kompleksine ait suslarinin molekiiler karakterizasyonu ve

antifungal direng profilinin belirlenmesi

Amag: Bu projenin amaci mayalarin sebep oldugu sistemik mikozlarda en sik goriilen
etkenler arasinda yer alan Candida parapsilosis kompleks suslarmin  molekiiler
karakterizasyonu ile tiir ayrimimin yapilmasi ve bu tirlerin antifungal duyarliliklarinin

belirlenmesidir.

Gere¢ ve yontemler: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi ve Yeditepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarlarina 2009-2015 yillar1 arasinda
gonderilen klinik drneklerden izolen edilen ve bioMérieux ID 32C veya Vitek 2™ Y ST maya
identifikasyon sistemleri ile Candida parapsilosis kompleks olarak tanimlanan 95 sus
calismaya dahil edilmistir. Molekiiler karakterizasyon SADH gen bolgesinin PCR-RFLP
yontemi ile incelenmesi ile saglanmistir. Identifikasyon asamasinda problem yasanan ya da
identifikasyonundan siiphe edilen suslara ve referans suslara ITS bolgesi dizilemesi

uygulanmistir. Antifungal duyarlilik deneyi Vitek 2™ AST-YS06 kitleri yapilmistir.

Bulgular: Caligilan 95 susun 94 tanesi C.parapsilosis sensu stricto olarak saptanirken
sadece bir tanesi C.orthopsilosis olarak saptanmistir. C.orthopsilosis’in identifikasyonu
deneyde kullanilan yontemle elde edilemedigi icin identifikasyon dizileme ile saglanmstir.
C.orthopsilosis denenen antifungallerin tamamina duyarli saptanirken, C.parapsilosis sensu
stricto’lar arasinda bir sus amfoterisin B’ye, bir sus flukonazole, bir digeri ise hem

flukonazole hem de vorikonazole direngli saptanmustir.

Sonu¢: Calismada sadece bir C.orthopsilosis saptanmasi ve hi¢ C.metapsilosis
saptanmamasi bu tiirlerin nadir rastlanan tiirler oldugunu gostermektedir. C.orthopsilosis’in
identifikasyonunda, PCR-RFLP yonteminin yetersiz kalmasi bu yontemin daha ¢ok susla test
edilmesi gerekliligini gostermektedir. C.parapsilosis sensu stricto disinda kalan tiirlerin
sayilart yetersiz oldugundan antifungal duyarlilik agisindan karsilagtirma yapilamamistir.
Bununla birlikte C.parapsilosis sensu stricto’lar arasinda flukonazol ve amfoterisin-B’ye karsi
direngli suslarin varligi antifungal diren¢ konusunda dikkatli olunmasi gerektigini
gostermektedir. Bu tiirlerin identifikasyonu icin genetik yontemler kullanilarak yapilan

caligmalarin rutin laboratuvar sartlarinda anlami tartismalidir. Yine de bu fi¢ tiirlin izolasyon

Xl



oranlar1 ve antifungal duyarliliklar1 epidemiyolojik agidan tiirlerin gosterdigi degisikleri takip

edebilmek adina izlenmelidir.
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ABSTRACT

Molecular characterization of isolates belonging to Candida parapsilosis species

complex and determination of their antifungal resistance profiles

Objective: This project’s objective was to differentiate among species of Candida
parapsilosis complex, which is one of the leading causes of systemic mycoses, through

molecular characterization and was to determine their antifungal resistance pattern.

Materials and Methods: The 95 isolates, which were identified as Candida
parapsilosis complex with bioMérieux ID 32C and Vitek 2™ YST vyeast identification
systems in clinical laboratories of Istanbul University Istanbul Medical Faculty and Yeditepe
University Medical Faculty between 2009-2015, were included in this project. Molecular
characterization was achieved with PCR-RFLP method of SADH gene region of isolates.
Isolates whose experiment was not succesful or isolates whose identificaitons were doubtful
were checked with ITS region sequencing along with type strains. Antifungal susceptibility
testing was done with Vitek 2™ AST-Y S06 card.

Results: Out of 95 isolates 94 were identified as Candida parapsilosis sensu stricto
and only one isolate was identified as C.orthopsilosis and it was achieved through sequencing
as PCR-RFLP method didnt yield any result. C.orthopsilosis was susceptible against all tested
antifungal agents. One isolate among C.parapsilosis sensu stricto isolates was found resistant

to amphotericin B, one to fluconazole and another one to both fluconazole and voriconazole.

Conclusions: Isolation rates of C.orthopsilosis and C.metapsilosis in this study shows
that they are rare species. Due to the fact that PCR-RFLP was unsuccesful in identifying
C.orthopsilosis more studies with this method and more isolates should be conducted.
Unfortunately it was not possible to compare antifungal susceptibility patterns of different
species given their isolation rates. However, resistance against fluconazole and amphotericin
B among C.parapsilosis sensu stricto isolates shows the need to be careful about antifungal
susceptibility. As a result it can be stated doing molecular identification tests for these species
in a routine laboratory practice becomes arguable. Nevertheless following their isolation rates

and antifungal resistance patterns holds its value for epidemiologic purposes.

X1l



1.GIRIS VE AMAC

Mantar kaynakli enfeksiyon hastaliklart 1980’lerden beri 6zellikle bagisiklik sistem
bozuklugu olan bireylerde giderek artmaktadir *. Genis sprektrumlu antibiyotiklerin giderek
artan bi¢imde kullanilmasi, sitotoksik kemoterapi uygulamalar1 ve sayisi artan organ nakilli
hastalarda bozulan dogal ve hiicresel bagisiklik sistemleri yiiziinden mantar enfeksiyonu riski

yitkselmistir *.

Firsatci mantarlarin sayisit her gecen yil artsa da halen insanlarda en sik hastalik
olusturan cins Candida’dir. invazif kandidiyazis, bagisiklik sistem bozuklugu olan bireylerin
yani sira mukozal kolonizasyonu olan, kateter kullanilan, total parenteral olarak beslenen ve
gastrointestinal sistem cerrahisi geg¢iren, kronik bobrek yetmezligi sebebiyle diyalize giren ve
u¢ yas gruplarinda olan farkli risk faktorlerine sahip hasta gruplarinda da giderek artan sayida

karsimiza ¢ikmaktadir *.

Candida cinsinin neden oldugu dolasim yolu enfeksiyonlari hastanede kalig siiresini
uzatan, yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip enfeksiyonlardir >°. Bu enfeksiyonlar Amerika
Birlesik Devletleri’nde hastane kaynakli dolagim yolu enfeksiyonlari iginde dordiincii sirada

yer almaktadirlar pro-

. Etken olan Candida tiirleri i¢inde C.albicans disi tiirlerin pay1
artmaktadir. Diinyanin birgok iilkesinde Candida parapsilosis kompleks kan kiiltiirlerinden en

sik izole edilen C.albicans dist tiir haline gelmistir *°.

Candida parapsilosis kompleksin izolasyon sikliginin artmasi bir tesadif degildir.
Insan cildinde komensal olarak bulunan bu tiir, hastane ortaminda enfeksiyon kontrol
kurallarina uyulmadigi takdirde ¢ok rahat bir bicimde yayilmaktadir. Total parenteral
beslenme sivilarinda c¢ogalabilmekte, kateter ve girimsel tipta kullanilan diger aletlerin
iizerinde biyofilm olusturmakta ve bdylece duyarli birgok kisiyi kolaylikla enfekte etmektedir
4. Bu durumdan 6zellikle basta yenidogan yogun bakim tinitelerinde tedavisi yapilan bebekler

olmak tizere genel durumu zaten iyi olmayan hasta gruplari etkilenmektedir 21,

Her ne kadar daha onceden genetik cesitliligi bilinse de C.parapsilosis, 2005 yilina
kadar biinyesinde fenotipik olarak birbirinden ayrilamayan alt tiirleri(gruplar1) barindiran bir
tir kompleksi olarak kabul edilmistir. Tavanti ve ark.’min 2005 yilinda yaptig1 genetik
calismalar sonucu bu tiir kompleksi ii¢ farkl tiire ayrilmistir; C.parapsilosis sensu stricto,

8

C.metapsilosis ve C.othropsilosis . Bu {i¢ tiir birbirinden ayrildiktan sonra tiirlerin

epidemiyolojisi, virulans o6zellikleri, antifungal direng 6zellikleri ve izolasyon sikliklari ile



iliskin ¢ok sayida makale yazilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu C.parapsilosis sensu
stricto’nun ¢ kardes tiir i¢cinde en sik rastlanani oldugu ve bu tiirler arasinda virulans ve
antifungal diren¢ agisindan anlamli farklar olabilecegi anlagilmistir. Ayrica tiir dagiliminin

cografi faktdrlerden etkilendigi gosterilmistir >10H121314.15,

Bu ¢alismanin amaci iilkemiz cografyasinda izole edilen C.parapsilosis kompleksine
ait tiirlerin genetik yontemlerle dagilim oranlarim1 ortaya koymak ve aralarinda tedaviyi
etkileyebilecek antifungal direng farki olup olmadigini gostermektir. Boylece iilkemiz
acisindan kandidemilerin C. albicans dist en Onemli etkeni olan bu tiir hakkinda
epidemiyolojik bilgi elde edilmis olurken profilaktik ya da ampirik antifungal tedavi i¢in

olusturulabilecek bir rehbere katki saglanmig olacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Taksonomi

Biinyesinde yaklasik 200 kadar farkli tiir barindiran Candida cinsi, mantarlar alemi
icinde yer alan ascomycota boliimiine ait Saccharomycetales takimia bagli bir cinstir.
Filogenetik c¢alismalar Candida cinsine bagli birgok tiiriin aslinda morfolojik olarak
birbirinden ayrilamayan ve filogenetik acidan yakin olan tiirler igeren tiir kompleksleri
oldugunu ortaya koymustur™. Candida parapsilosis de icinde ii¢ farkli grup olan bir tiir
kompleksi olarak kabul edilmekte iken, Tavanti ve ark.’inin genotipik yontemlerle yaptiklari
caligmada bu tiir kompleksini olusturan gruplarin bagimsiz birer tiir olarak kabul edilebilecek
kadar biribirinden farkli olduklarim ispatlamslardir 8. Boylece yeni kabul edilen tiirler grup I
icin Candida parapsilosis(sensu stricto), grup II i¢in Candida orthopsilosis, grup III i¢in
Candida metapsilosis olarak adlandirilmislardir®,

2.2. Fenotipik ozellikler ve identifikasyon

Candida parapsilosis komplekse ait tiirler beyaz-krem rengi, iizerileri diizgiin kimi
zaman dantelimsi bir goriiniim sergileyen koloniler olustururlar *’ '8, Rutin primer besiyerinde
maya hiicreleri oval sekildedir (2,5-4 X 3-8 um) *®. Tomurcuklanan(blastokonidiya olusturan)
bu hiicreler 6zellikle antimikrobiyal bir maddeye maruz kaldiklarinda pleomorfik sekillerde
izlenebilirler'®. Misir-unlu besiyerinde oda sicakhiginda 72 saatte blastokonidiya tek ya da
kiigiik gruplar halinde pseudohifler boyunca izlenebilirler (sekil 2.1)'°*%, Géreceli olarak kisa
olan bu psedohifler egri biigrii yapilar1 ile goze carparlar. Bu tiirde dev hiicreler olarak

adlandirilan biiytik hif elemanlar1 goriilebilmektedir 18
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Sekil 2.1: C.parapsilosis’in oda sicakliginda 24-48 saat inkiibasyonundan sonra musir-unliu
agarda gozlenen hafif olarak egrilen ve septalarinda blastokonidiyum kiimeleri goriilen

psddohifler *°

Mayalarm kesin tir tayini igin, ¢ogu kez Dbiyokimyasal o&zelliklerini
degerlendirebilecek testler uygulanarak manuel veya otomatize cihazlarla okunmaktadir.
Oksijen varliginda, belirli bir karbonhidrati tek karbon kaynagi olarak kullanabilme
yetenegini Ol¢en karbonhidrat asimilasyon testleri, mayalarin identifikasyonunda kullanilan
esas yontemdir 18 Karbonhidrat asimilasyon testlerini kullanan ¢ok sayida ticari kit
mevcuttur. Asimiliasyon testleri disinda degisik karbonhidratlar1 fermentasyon yetenegi,
tireaz veya fenol oksidaz gibi degisik enzimleri iiretebilme yetenegi, %0.1 siklohekzimid
varliginda tiireyebilme oOzelligi gibi farkli fenotipik ozelliklerin ~ degerlendirilmesi
identifikasyona yardimeci olmaktadir. Fenotipik yontemler tiirler arasinda ve iginde mevcut
olan varyasyonlar yiiziinden kimi zaman yetersiz olsalar da giinlik rutin mikrobiyoloji

laboratuvarlari i¢in 6nemli bir yere sahiptirler.

Candida parapsilosis kompleksine ait bazi fenotipik 6zellikler tablo 2.1 ve 2.2 *de

gosterilmistir 16,18



Tablo 2.1: Candida parapsilosis kompleksin degisik karbonhidratlar1 asimilasyon ve

<. 16,17
fermentasyon yetenegi

Asimilasyon Fermentasyon
Glukoz + Eritritol - Glukoz +
Maltoz + Ribitol +y | Maltoz -
Sukroz + | Galaktitol - Sukroz -
Laktoz - D-Mannitol + Laktoz -
D-Glukonat +,y | D-Glucitol + | Galaktoz -
DL-Laktat - Sorboz +y | Trehaloz -
2-K-D-Glukonat + Melezitoz + Laktoz -
D-Glukuronat - L-Arabinoz + | Galaktoz -
Galaktoz + D-Arabinoz - Trehaloz -
Melibiyoz - D-Riboz d

Sellobiyoz - L-Ramnoz -

N-A-D- + Coziinebilen -

Glukozamin nisasta

a-M-D-Glukozid + Raffinoz -

Inositol - Trehaloz +

D-Ksiloz + D-Glukozamin d

Dulcitol - Gliserol +

+ Pozitif, - Negatif, d Degisken, y Yavas



Tablo 2.2: Candida parapsilosis kompleksin diger fenotipik ézellikleri ***/

Germ tube olusumu -

37°C’de iireme +

Kapsiil, ¢cini miirekkebi ile boyanma -

Klamidospor olusumu -

Yalanci veya gergek hif olusturma +

Siv1 besiyerinde zar olusturma -

Ureaz -

KNO3 kullanimi -

Fenol oksidaz -

Askospor olusumu -

%0.1 Siklohekzimid varliginda iireme -

+ Pozitif, - Negatif



2.3. Epidemiyoloji

Saglikli kisilerin florasinda bulanabilen Candida parapsilosis kompleks ilk defa 1928
yilinda tamimlanmustir™. Bu mantar 1990°lara dek klinik olarak 6nemi ¢ok az olan
patojenitesi diisiik bir tiir olarak kabul edilmekle birlikte, giiniimiizde hastanede yatan
hastalarda C.albicans’in ardindan izole edilen en sik ikinci tiir haline gelmistir *. Artemis Disk
antifungal surveyans calismasinin sonuglarina gére Candida parapsilosis kompleks , tim
viicut bolgelerinden izole edilen ve patojen kabul edilen Candida suslari iginde diinya
genelinde %6.6 ile en sik dordiincii etken olmusgtur®. Ayni calismada tilkemizde izolasyon
siklig1 %7.8 olarak belirlenmistir °. Calismada dermatoloji servisi, izolasyon orani en yiiksek
servis olurken yenidogan bakim iinitelerindeki yiiksek izolasyon oranlar1 da dikkat ¢ekmekte
ve diger ¢alismalarla uyum ic¢indedir >"%. Candida parapsilosis kompleks, en sik olarak kan
ve cilt-yumusak doku orneklerinden izole edilmis ve farkli servisler arasinda antifungal
duyarhlik anlammnda fark goriilmemistir °. Ulkemizde Ece ve ark.’mm Ege bolgesinde
yaptiklar1 ¢calismada Candida parapsilosis kompleks %28.4’liikk orani ile en sik izole edilen

ikinci Candida tiirii olmustur **.

W Candida parapsilosis
B Candida albicans
== Candida glabrata
W Candida tropicalis
[ Other Candida species

Sekil 2.2 : Diinya’da 1991’den 2008 e kadar kan 6rneklerinden izole edilen toplam 18454

Candida tiiriiniin dagilim oranlari *

Candida parapsilosis kompleks, dogal ¢evrede bolca bulunan bir mayadir. Hastane
ortaminda cansiz yiizeylerde bulunabilmesi ile diger Candida tiirlerinden ayrilir®. Candida
parapsilosis enfeksiyonlarmin ¢ogunun dis kaynakli (eksojen)  olmasi bu bulguyu
desteklemektedir. Saglik calisanlarinin tirnak alti bosluklarin1 kolonize edebiliyor olmasi

Ozellikle hastane enfeksiyon kontrol kurallarina dikkat edilmediginde C.parapsilosis
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enfeksiyonunun hastanede yayilimini kolaylastirmaktadir®. Hastane ortaminda yayilan
C.parapsilosis hiperalimentasyon soliisyonlarini, intravaskiiler cihazlari, oftalmik yikama
sollisyonlarin1 kontamine etmekte ve cansiz ylizeylerde biyofilm olusturabilme yetenegi
sayesinde daha kolay enfeksiyona sebep olmaktadir. Yaygin ve uygunsuz antifungal
kullanimu, el hijyenine dikkate edilmemesi, kateter bakimina yeteri kadar 6zen gosterilmemesi
ciddi hastalig1 olan duyarl bireylerde 6zellikle yogun bakim sartlarinda salginlar olusmasina
yol agmustir °. C.parapsilosis fungemisi ile iliskili olan risk faktorleri yenidogan yas grubu,
organ nakledilmis olma, antifungal kullanim1 ve parenteral beslenme olarak siralanabilir®®. Bu
tiir ile olugan invazif enfeksiyonlarin mortalite oran1 %30 ile C.albicans ve diger sik rastlanan
Candida tiirlerinin gerisinde kalsa da artan izolasyon sikligi daha etkin onlemler alinmasi

gerekliligini gdstermektedir *4%,

2.4. Molekiiler Epidemiyoloji

izoenzim analizi, Deoksiriboniikleik asit’in (DNA) internal transcribed space(ITS)
bolgesinin dizilenmesi, Random amplified polymorphic DNA (RAPD) profilleme, Restriction
fragment length polymorphism (RFLP) tiplendirme, multilokus enzim elektroforezi ve
multilokus dizi tiplemesi ile Candida parapsilosis kompleks’in ii¢ farkli genetik gruptan

82425 " Tavanti ve ark.’1 2005 yilinda kendi bulgularini ve diger literatur

olustugu gosterilmisti
bilgisini dikkate alarak bu gruplarin yeni birer tiir olarak kabul edilmesini 6nermislerdir8.
Buna gore C.parapsilosis sensu stricto ya da sadece C.parapsilosis, C.orthopsilosis ve
C.metapsilosis olarak kabul edilen tiirler ile ilgili takip eden yillarda ¢ok sayida aragtirma
yapilmustir. Bu arastirmalarda C.parapsilosis sensu stricto’yu olusturan suslarin diger iki tiire
gore oldukca klonal bir yapiya sahip olduklari farkedilmis ve bu yiizden bu tiiriin gérece daha
yeni bir tiir oldugu sonucuna variimustir 2%, C.orthopsilosis’in genetik populasyon yapisinin
olusumunda hem klonal ¢ogalmanin hem de rekombinasyonun rol aldigi ve C.orthopsilosis
suslarinin genetik agidan daha heterojen bir yapiya sahip olduklari gdsterilmistir 2°.
Mitokondriyal DNA dizilemesi yontemi ile C.metapsilosis’in ortak bir atadan C.orthopsilosis
ve C.parapsilosis sensu stricto ayrilmadan once olustugu, daha eski bir tiir oldugu ve insan

viicudu yerine ¢evre sartlarina daha iyi adapte oldugu sonucuna varilmigtir 8321

C.parapsilosis kompleksi olusturan tiirler birbirinden ayrildiktan sonra epidemiyolojik
caligmalar yeniden gozden gecirilmis ve yeni tiirleri dikkate alan yeni ¢aligmalar yapilmistir.
Bu calismalar ve elde edilen sonuglarla ile ilgili detayli bilgi bu tezin tartisma kisminda

verilecektir.
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2.5. Klinik Ozellikleri

Candida parapsilosis kompleks, onikomikoz gibi yiizeyel enfeksiyonlardan endokardit
gibi invazif sistemik enfeksiyonlara kadar wuzanan genis bir yelpazede hastalik

olusturabilmektedir.
Fungemi

Epidemiyoloji boliimiinde bahsettigimiz gibi C.parapsilosis kompleks, C.albicans’in
ardindan en sik fungemi etkeni olan tiir haline gelmistir. C.albicans’in aksine C.parapsilosis
enfeksiyonlar1 genelde eksojen kaynaklidir. Genellikle enfeksiyon Oncesi kolonizasyon

320 Cok sayida arastirma C.parapsilosis kompleks icinde yer alan tiirlerin

goriilmemektedir
farkli yas gruplarmda fungemi etkeni olabileceklerini, C.parapsilosis kompleksin ozellikle
yenidogan yas grubunda C.albicans’in oniine gegerek baskin tiir haline geldigini , tiirler
arasinda en sik C.parapsilosis sensu stricto izole edilirken en az oranda C.metapsilosis’in

21202831 - Pyngemi olusmasinda etkili olan risk

izole edildigini ortaya koymustur
faktorlerinin  farkli C.parapsilosis kompleks tiirleri icin farkli olabilecegi ve
C.orthopsilosis’in daha ¢ok bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde etken oldugu oOne

siiriilmiistiir .
Endokardit

C.parapsilosis kompleks C.albicans’dan sonra en sik ikinci fungal endokardit
etkenidir®?. C.parapsilosis endokarditi igin en sik ratlanan ii¢ risk faktorii prostetik kalp
kapakgiklari, intravendz madde kullanimi ve intravendz parenteral beslenmedir 2 Aort
kapagi en sik etkilenen kapaktlra. Tedavisi giigtiir ve 6liimciil olabilen komplikasyonlari

6nlemek adina uzun siireli tedavi ve cerrahi gerekebilmektedir *4%,

Peritonit

Ozellikle periton diyalizi uygulanan hastalarda diyalizattaki yiiksek glukoz
konstantrasyonu ve diyaliz kateteri bu hastalar1 C.parapsilosis kompleks tiirleri i¢in uygun bir
hedef haline getirmistir >*. Bu hastalarda C.parapsilosis kompleks tiirlerine bagl peritonitin
prognozunun kot olmasi diger Candida tiirlerine gore daha yogun bir antifungal terapi

gerektirmesine neden olmaktadir >*.
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Artrit

C.parapsilosis’e bagl artrit ender goriilen bir hastaliktir ve daha ¢ok eklem protezleri
ile iligkilidir. Protez uygulanmasi ile iliski C.parapsilosis enfeksiyonu, C.parapsilosis

kompleksin cansiz yiizeylere adhezyon kabiliyetinden kaynaklanmaktadir **.

Pankreatit, endoftalmit, menenjit gibi invazif sistemik enfeksiyonlar ¢cok daha az
siklikla olmakla birlikte bildirilmektedir >*.

Yiizeyel ve mukozal enfeksiyonlari

C.parapsilosis kompleks tiirleri onikomikoz olusturan Candida tiirleri arasinda
C.albicans’dan sonra en sik izole edilen tiirlerdir. C.parapsilosis kompleks tirnak alti
boslugundaki mikrofloranin bir iiyesi oldugundan gergekten hastalik etkeni olup olmadigi
zaman zaman tartisilmakla birlikte Ozellikle distal tirnak mikozlarinda etken olarak
tanimlandig1 yaymlar meveuttur®™®. Daha 6nce gecirilmis travmaya bagl olusmus distrofik
tirnak ve toprak ile yakin temas onikomikoz agisindan risk faktorleri olarak kabul
edilmektedir *. C.parapsilosis , yiizeyel enfeksiyonlar arasinda onikomikoz disinda kulak

mikozlarindan da sorumlu tutulmustur 43

C.parapsilosis kompleksi olusturan her tig tiir de oral kavite mukozal yiizeyinden izole
edilmistir *°. Bununla birlikte en sik olusturdugu mukozal enfeksiyon vajinittir. Yine de
C.parapsilosis komplekse bagli vajinit sik rastlanan bir enfeksiyon degildir ** . C.parapsilosis
kompleksi olusturan her ii¢ tiir de vajinit etkeni olabilmektedir **. Ender olarak iiriner sistem
enfeksiyonu etkeni olan C.parapsilosis kompleks tiirleri daha ¢ok Kkateter ile iligkili

enfeksiyonlarda etken olarak bulunmuslardir 34

2.6. Patojenite ve Virulans ozellikleri

Candida parapsilosis kompleks giiniimiiziin en 6nemli hastane kaynakli enfeksiyon
etkenlerinden biri haline gelmistir. Bu mantar fungemi, endokardit, septik artrit, endoftalmit,
peritonit, pankreatit ve menenjit gibi yiiksek morbidite ve mortalite oranlar ile seyreden
hastaliklara sebep olmaktadir *. Bu virulans 6zelligi birgok faktore baglidir. Bunlar hidrolitik
enzim iiretimi, hemolizin aktivitesi, katalaz {iretimi, pseudohif olusumu, cansiz yiizeylere
adhezyon ve biyofilm olusturma yetenegi, hiicre yiizeyinde ¢ok fonksiyonlu karbonhidrat
birimleri barindirma ve hiicre yilizey hidrofobisitesi olarak sayilabilir. C.parapsilosis

kompleksine ait tiirlerin kesin olarak tanimlandigi 2005 yilindan beri tiirlerin virulansi ile
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ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalarin 6nemli olanlarindan kisaca bahsedilmesi

tiirlere ait virulans 6zelliklerinin anlasilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Trevino-Rangel ve ark.’nin yaptiklart ¢alismada her {i¢ tiir i¢in ikiser sus kullanarak
suslarin in vivo patojeniteleri karsilastirilmigtir. Deney, farelerin kullanildigi hayvan deneyi
modeli ile yapilmistir. Patojenitede rolu oldugu disiiniilen aspartil proteinaz,
esteraz,fosfolipaz ve hemolizin aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Bu 6lgiimlerde in vitro kosullarda
onemli farklar tespit edilmis olsa da deney hayvaninin dokusundaki fungal yiik hesaplanarak
yapilan in vivo deney sonuglarinda tiirler arasinda anlamli fark bulunmamistir. Bu yiizden
Trevino-Rangel ve ark.’1 bu ii¢ tiiriin patojenik potansiyelinin immun-kompetan bireylerde

< 37
farksiz oldugu sonucuna varmiglardir ~'.

Nemeth ve ark.’1 C.parapsilosis kompleks tiirlerini pseudohif olusumu, ekstraseliiler
lipaz ve proteinaz iiretimi acisindan incelemislerdir. Tiirler ayn1 zamanda makrofaj tarafindan
oldiirtilmeye direng, makrofaja zarar verebilme kabiliyeti ve G.mellonella larvasinda 6liimciil
enfeksiyon olusturabilme potansiyeli agisindan incelenmislerdir. C.parapsilosis sensu stricto
tirii hem makrofaj tarafindan oldiiriilmeye en direngli hem de en sitotoksik tiir olarak
saptanmistir. Lipaz ve pseudohif {iretiminin 6ldiiriilmeye direng gelisiminde 6nemli oldugu
tespit edilmistir. Tlim patojenite faktorleri birlikte degerlendirildiginde grubun en az virulan
tirtiniin C.metapsilosis oldugu ve virulans konusunda sus bazinda ciddi varyasyon oldugu

tespit edilmistir®,

Bertini ve ark.’1 C.parapsilosis kompleks tiirlerini bukkal epitele adhezyon 6zellikleri,
fosfotazin adhezyona etkisi ve in vivo hayvan deneyi ile olusturulan vajinal kandidiyazisteki
patojenik potansiyelleri acisindan karsilastirmistir. Her ne kadar adhezyon kapasitesi susa
bagimli olsa da genel olarak en yiiksek adhezyon gosteren C. parapsilosis sensu stricto
olurken en diisiik adhezyon gosteren C.metapsilosis olmustur. Adhezyon yetenegi ile fosfataz
seviyeleri arasinda bir bag kurulamamistir. Her ii¢ tiiriin de vajinit yapabildigi gosterilmis

ancak C.metapsilosis’in aralarinda en az patojen tiir oldugu belirlenmistir.

Abi-chacra ve ark.’1 C.parapsilosis kompleks tiirlerinin hidrolitik enzim tiretimini,
hemolitik aktivitelerini, katalaz iiretimini, hiicre yiizeyi karbonhidrat tinitelerini, hiicre ylizeyi
hidrofobisitesini, cansiz yilizeylere yapisabilme yetenegini, biyofilm olusturma kabiliyetini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada yer alan suslarin ¢gogunun fitaz ve esteraz , tamaminin proteaz
ve katalaz iirettigi ve tamaminin zayif hemolitik aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Tim

suslarin hiicre yiizeyinde multifonksiyonal karbonhidrat birimleri saptanmis ve tiim suslarda
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artmis hiicre yiizey hidrofobisitesi goriilmiistiir. Filamentasyonun cansiz yiizeylere adhezyon
ile pozitif korrelasyon iginde oldugu tespit edilmis ve adhezyonda susa bagli varyasyon

goriilmiistiir. Tiim tiirler benzer morfolojik yapida biyofilm olusturmuslardir .

Trevino-Rangel ve ark.’nin yaptiklar1 baska bir ¢alismada in vitro kosullarda {i¢ tiiriin
aspartil proteinaz, fosfolipaz, esteraz ve hemolizin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Tim enzimler
tiim tiirlerde degisik oranlarda var olmakla birlikte aspartil proteinaz lireten sus orani ¢ok
diistik(%17) bulunmus, C.orthopsilosis suslarinin hemolitik aktivitelerinin daha fazla oldugu
goriilmiis ve hemokiiltiirden izole edilen suslarla fosfolipaz enzim iiretimi arasinda iliski

bulunmustur .

Orsi ve ark.’1 C.parapsilosis kompleks tiirlerine ait suslarin mikroglial hiicrelerle olan
etkilesimlerini fagositoz ve patojenite agisindan inceledikleri ¢aligmalarinda C.metapsilosis’e

ait suslarin en az virulans gosteren suslar olduklarini géstermislerdir42.

Abdul Lattif ve ark.’t C.parapsilosis kompleks tiirlerinin biyofilm &zelliklerini
inceledikleri calismalarinda her {i¢ tiire ait suslarin, susa bagl bicimde metabolik aktiviteleri
degisse de benzer biyokiitle, yiizey topografisi ve ii¢ boyutlu yapiya sahip biyofilm tabakalar
olusturduklarini gosterilmistir . Melo ve ark.’1 da yaptiklart ¢alismada C.parapsilosis
kompleks tiirlerinin hepsinin biyofilm olusturabilecegini gostermisler ve triazol grubu

antifungallerin biyofilm iizerine etkisiz iken amfoterisin-B’nin etkili oldugunu saptamislardir
44

Gacser ve ark.’1 yeniden yapilandirilmis insan dokusu modeli- insan agiz i¢i epiteli- ile
yaptiklar1 ¢alismada daha oOnceki galismalara benzer C.metapsilosis’in en az virulan tiir

oldugunu , lipaz ve aspartik proteinazin patojeniteye katkida bulunduklarimi gostermislerdir *°.

Sonug olarak tiim bu caligmalar g6z Oniine alindiginda, birbirlerine ¢ok yakin tiirler
olsalar bile sus bazinda gbzlenebilen farkliliklar1 aklimizdan ¢ikarmadan en az virulan tiiriin
C.metapsilosis, en virulanin ise C.parapsilosis senu stricto oldugunu sdyleyebiliriz. Bu durum

C.metapsilosis’in klinik érneklerden ¢ok az oranda izole edilmesini agiklayabilir.
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2.7. Antifungal Duyarhhk

Invazif Kandidiyazis tedavisinde kullanilan sistemik antifungaller dért ana grupta
toplanirlar: polienler(amfoterisin B) , triazoller, ekinokandinler ve flusitozin. Azol grubundaki
bilesikler lanosterol 14o-demetilaz enzimini inhibe ederek ergosterol sentezini bozarlar. Bu
hiicre membraninin yap1 ve islevinin bozulmasina yol agar. Ekinokandinler 1,3-B -d-glucan
Sentaz enzimini inhibe ederek mantar hiicre duvar sentezini bozarlar. Amfoterisin B mantar
hiicre membranindaki sterollere baglanir ve membranin yap1 ve islevini bozarak hiicre
oliimiine yol agar. Flusitozin ise primidin metabolizmasini bozarak niikleik asit sentezini ve

dolasiyla protein sentezini engelleyerek etki eder *°.

Candida tiirleri igin kullanilmak {izere standardize edilmis sivi mikrodiliisyon
duyarlilik testleri amfoterisin B, flusitozin, flukonazol, itrakonazol i¢in 1997°den, vorikonazol

icin 2002’den , ekinokandinler i¢in ise 2004’den bu yana mevcuttur -

ve bu yontemi esas
alan otomatize sistemler gelistirilmistir. Altin standart kabul edilen bu yonteme ek olarak agar
difiizyon ve agar diliisyon yontemleri olusturulmustur. Tiim bu yontemler kullanilarak elde
edilen bulgular ve eslik eden klinik arastirma sonuglari ile 6nce cins diizeyinde sonra tiir
diizeyinde klinik ve epidemiyolojik antifungal esik degerleri belirlenmistir. Candida
parapsilosis i¢in belirlenen degerlere gegmeden 6nce konu ile ilgili terimleri tanimlamak

yararli olacaktir.

Sokak tipi terimi, s6z konusu antifungal i¢in kazanilmigs ya da mutasyonla olusmus
herhangi bir direng mekanizmasi tagimayan suslar i¢in kullanilir. Epidemiyolojik esik degeri
sokak tipinin duyarli oldugu en yiiksek minumum inhibitér konsantrasyon(MIK) degerini
gosterir *_ Klinik esik deger ise suslar1 s6z konusu antifungal ile tedavi edilebilir(duyarl) ya
da tedavi edilemez(direngli) olarak kategorize eder *_Bir tiire ait suslarda epidemiyolojik esik
degerin izlenmesi, genelde epidemiyolojik esik degerden yiiksek olan klinik esik deger
kullanildiginda gézden kagabilen diren¢ mekanizmalarmin tespitinde ve takibinde daha

451  Buna gore bir sus , MIK degeri klinik esik degerin altinda

duyarli bir yontemdir
kalmakla birlikte ya da bir baska deyisle tedavi edilebilirligi siirmesine ragmen dirence veya

azalmis duyarliliga yol agan bir mekanizmaya sahip olabilmektedir.

Bir diger konu ise olusturulacak klinik esik degerin, sokak tipi populasyonunu
bolmeyecek tarzda olusturulmasidir. Antifungal maddeler igin esik degerler olusturulurken

48,52-54

once cins diizeyinde caligmalar yapilmistir Bu ¢alismalarda heterojenik yapida bir

populasyona sahip olan Candida cinsi i¢in 6nerilen klinik esik degerler bu cinsi olusturan tim
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tirler i¢in gegerli olmamustir. Bazi sokak tipi suslarin degisik antifungallere karsi duyarliligi
arastirildiginda klinik esik degere yakin suslarin rastgele farkli kategorilerde(duyarli-direngli)
siiflandirildigr goriilmiis ve bunu 6nlemek adina Avrupa antimikrobiyal duyarlilik deneyleri
komitesi (EUCAST) ve Klinik ve Laboratuvar standartlari enstitiisii(CLSI)-Amerika Birlesik

Devletleri, tiir diizeyinde esik degerleri belirleme yoluna gitmislerdir > .

C.parapsilosis klinik esik degerleri EUCAST VE CLSI’ya gore sirasiyla tablo 2.3 ve
2.4’de verilmistir. EUCAST ve CLSI referans yontemleri arasinda farklar mevcuttur.
EUCAST, besiyerinde daha yiiksek oranda glukoz kullanimin1 ve inokulumun daha yiiksek
konsantrasyonda olmasini1 dnermekte, CLSI tarafindan 6nerilen iki giin sonra yapilacak gorsel
okuma yerine daha kisa inkiibasyon siiresi ve spektrofotometrik okuma yapilmasini tavsiye
etmektedir. Yapilan c¢alismalar EUCAST’mn  Onerisini  destekler sekilde flukonazol,
amfoterisin B, ekinokandinler ve vorikonazol sonuglarinin 24 saat sonunda

degerlendirilebilecegini géstermistir §

C.parapsilosis kompleksini olusturan tiirler icin ayri bir esik deger tablosu
bulunmamaktir. Bununla birlikte her bir tirtin antifungal duyarliliklarinin arastirildigi

caligmalar olmustur. Bu ¢alismalara bu tezin tartisma kisminda yer verilecektir.

EUCAST versiyon 8.0’da kaspofungin igin MiK degerleri belirtilmeyip anidulafungin
ve mikafungine duyarl olanlarin kaspofungine duyarli , anidulafungin ve mikafungine orta
derece duyarli olanlarin kaspofungine orta derece duyarli kabul edilmesini Onerilmistir.
Amfoterisin B icin EUCAST tarafindan esik deger 1 pg/mL olarak kabul edilmistir. CLSI
ise esik deger vermeyip epidemiyolojik veriler goz Oniine almarak 1 pg/mL’nin kabul

edilebilecegini belirtmistir.
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Tablo 2.3: C.parapsilosis i¢cin EUCAST versiyon 8.0 MIK esik degerleri>®

ANTIFUNGAL MiK esik dege_rler_i mg/L
C.parapsilosis
Duyarli(Du)< |Direngli(Di)>

Amfoterisin B 1 1
Anidulafungin 0.002 4
Kaspofungin — —
Flukonazol 2 4
[trakonazol 0.12 0.12
Mikafungin 0.002 2
Posakonazol 0.06 0.06
Vorikonazol 0.12 0.12

Tablo 2.4: C.parapsilosis igin CLSI 2008 ve 2012 MIK esik degerleri

. sk MiK esik degerleri mg/L
ANTIFUNGAL C.parapsilosis****
Du< Orta Duyarli (OD) Di>

Amfoterisin B — — =
Anidulafungin* 2 4 8
Kaspofungin* 2 4 8
Flukonazol* 2 4 8
[trakonazol** 0.125 0.25-0.5 1
Mikafungin* 2 4 8
Posakonazol - - —
Vorikonazol* 0.12 0.25-0.5

Flusitozin** 4 8-16 32

* CLSI2012 M27 S4 MiK esik degerleri
** CLSI 2008 M27 S3 MK esik degerleri **
*** Azol grubu antifungallerinde ara esik deger : DBD(doza bagli duyarli)
**%*: Candida cinsi igin belirlenmis Flusitozin ve Itrakonazol degerleridir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1 Suslarin secilmesi

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi ve Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarlarina 2009-2015 yillart arasinda gonderilen klinik
orneklerden izolen edilen ve bioM¢érieux ID 32C veya Vitek 2™ YST maya identifikasyon
sistemleri ile Candida parapsilosis kompleks olarak tanimlanan 95 sus calismaya dahil
edilmistir. Suslar calisma baslayana kadar %3 gliserol iceren Brain Heart Infiizyon sivi
besiyeri igerisinde -80°C’de bekletilmistir. Suslar saflik kontrolu i¢in Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA) ve CHROMAgar Candida besiyerine pasajlanarak ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Calismada kullanilan suslarin 6rneklere gore dagilimi tablo 3.1°de gosterilmistir.

Calismada referans suslar olarak; C.parapsilosis Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu
(ATCC) 22019, C. metapsilosis ATCC 96144 ve C.orthopsilosis ATCC 96139,
C.metapsilosis Ispanyol Kiiltiir Koleksiyonu(CECT) J960161 ve C.orthopsilosis CECT
J98226 standart suslar1 kullanilmistir.

Tablo 3.1: C.parapsilosis suslarinin 6rneklere gore dagilimi

- C.parapsilosis
Ornek kcf)mp|§ks (n)
Kan 33
Idrar 19
Balgam
Agiz Surtlintiist
Cerahat
Goz ile iligkili 6rnekler
Trakeal Aspirat
Dermatolojik 6rnek
Kateter
Rektal Siirtinti
Derin Bogaz Siiriintiisii

[EEN
~

Periton Sivisi

RPIRPIFRPININDNDN WA~

Bilinmeyen
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3.2 DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Baslangicta DNA izolasyonunun, standardizasyonunun saglanmis olmasi nedeniyle
ticari DNA izolasyon kiti ile yapilmas: planlanmis olmakla birlikte, daha sonra tek koloni
PCR yontemi ** kolayligi ve fiyat avantaji nedeniyle tercih edilmistir. Bu yontemde tek bir
maya kolonisi direkt PCR karigimi igine katilmaktadir.

PCR ile amplifiye edilen bolge C.parapsilosis kompleksine ait tiirlerde ortak bulunan
sekonder alkol dehidrojenaz(SADH) gen bolgesidir. Bu bolge Tavanti ve ark.’nin
tammladlgl8 Fwd, 5-GTTGATGCTGTTGGATTGT- ve Rev, 5-
CAATGCCAAATCTCCCAA-3 dizilerine sahip primerler araciligi ile amplifiye edilmistir.
Amplifikasyon karisimi tablo 3.2°de goriilmektedir. Orneklerin hepsi primer konsantrasyonu
ve PCR dongii 6zelikleri ayni kalarak Thermo Scientific marka SYBR Green/ROX master
miksi kullanilarak tekrar ¢alisilmustir.

Tablo 3.2: Amplifikasyon karigimi

Bilesen Miktar
Taq DNA Polymerase (5 U/uL) 0.125 uL
10X tampon ¢ozelti (NH4)2SO4(polimeraz kiti iginde)| 2.5 uL
25 mM MgClI2 1.5 uL
10 mM dNTP 0.5 uL
25 uM primer-forward 0.5 uL
25 uM primer-reverse 0.5 uL
Kalip DNA(maya suspansiyonu) 2 uL
Su 17.375 uL
Toplam 25 uL

Biorad T100 termal dongii cihazinda gergeklestirilen PCR’1in dongii 6zellikleri tablo
3.3’de goriilmektedir.
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Tablo 3.3: PCR’1n dongii 6zellikleri

];g'y‘;gs‘l‘ S‘fj‘é‘;‘k Siire(dakika)
1 95 4
95 05
40 50 1
72 15
1 72 5
1 12

3.3 Restriksiyon ve elektroforez

PCR ile elde edilen 716 baz iftlik {iriin %1.7°1lik agaroz jelde yapilan elektroforez ile
gosterildikten sonra, 5 uL PCR iriinii, 8 uL su, 0.5 pL Banl restriksiyon enzimi(New
England Biolabs) ve 1.5 uL kit igerisinde bulunan tampon ¢ozeltiden olusan 15 pL’lik
karisim 1 saatlik siire boyunca 37 derecede inkiibe edilmistir. Elde edilen restriksiyon {iriinleri
%1.7’lik agaroz jel kullanilarak restriksiyon patternlerine gore birbirlerinden ayrilmistir.
Ayrismanin sonunda beklenen goriintii asagida sekil 3.1°de gosterilmistir. Banl ile bir
restriksiyon noktasi olan C. parapsilosis sensu stricto 521 ve 196 baz giftlik iki parcaya
ayrilir. Banl ile restriksiyon noktasi olmayan C.orthopsilosis pargalanmaz. Banl ile {i¢
restriksiyon noktasi olan C.metapsilosis 370,188,93 ve 60 baz ¢iftlik dort pargaya ayrilir.
Standart suslar olan ATCC 22019, ATCC 96139 ve ATCC 96144 sirasiyla C. parapsilosis
sensu stricto, C. orthopsilosis ve C. metapsilosis igin kontrol amagl kullanilmustir.

Sekil 3.1: 716 baz ¢iftlik tirtiniin Banl restriksiyon enzimi ile restriksiyondan sonra olusan
patternler. Soldan saga 100 baz ¢iftlik ladder, C.orthopsilosis, C.parapsilosis sensu stricto ,
C.metapsilosis (60 bp’lik son band goziikmemektedir)
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3.4 Antifungal duyarhlik deneyinin uygulanmasi

Suslarin antifungal duyarlilik deneyleri Vitek 2™ AST-YS06 (BioMérieux) mayalar
icin antifungal duyarlilik deney Kkitleri ile yapilmistir. Standart kontrol suslari olarak C.
parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 kullanilmistir. Vitek 2™ AST-06 Kiti
icinde yer alan  antifungaller  amfoterisin B, flusitozin, kaspofungin,
flukonazol,vorikonazol’dur. Kit icerigindeki antifungallerin MIK araliklar1 tablo 3.4’de
goriilmektedir. Vitek 2™ antifungal duyarlilik deneyi i¢in 6nce her susun 2.0 McFarland
standart yogunlugunda siispansiyonu hazirlanmigtir. Bu siispansiyondan 280 pL.  alinarak
3 ml’lik %0.45’1ik steril tuzlu suya aktarilip testin ¢alisma diliisyonu saglanmistir. Caligsma
diliisyonundaki siispansiyon cihaza yiiklenerek test calisilmistir. Vitek 2™ ile sonug
alimamayan bir sus i¢in Etest agar diflizyon yontemi kullanmilmistir. Etest agar difiizyon testi
%?2 glukoz ile zenginlestirilmis RPMI 1640 agar besiyeri kullanilarak yapilmistir. Sonuglar,
susun 0.5 McFarland standart yogunlugunda hazirlanan siispansiyonu ile inokule edilen
besiyerleri 35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir. Etest ile yapilan
deneyde Vitek 2™ AST-YSO06 kiti igindeki ayni antifungaller degerlendirilmistir. Elde edilen
antifungal duyarlilik deney sonuglart EUCAST ve CLSI kriterlerine goére ayr1 ayri
degerlendirilmistir.

Tablo 3.4: Vitek 2™ AST-YS06 kart igerigi

Antifungal madde | MIK deger arahgi*

S R

< 2
Amfoterisin B 0.25 16
Kaspofungin 0.25 4
Flukonazol 1 64
Flusitozin 1 64
Vorikonazol 0.12 8

* Tim degerler pg/ml cinsinden verilmistir.
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3.5 Dizileme ve filogenetik aga¢ olusturulmasi

Dizileme ve filogenetik aga¢ olusturulmasi biitiin sonuglar elde edildikten sonra PCR-
RFLP ve antifungal duyarlilik deneyleri sonuglarinda asagida siralanmis olan sorun veya
uyumsuzluk saptanan dort sus i¢in uygulanmustir. Bu dort sus ve referans suslarin  ITS
(internal transcribed spacer) bolgeleri daha 6nce literaturde tanimlandigi gibi amplifiye
edildikten® sonra PCR iiriinleri “Roche High Pure PCR Product Purification” kiti kullanilarak
purifiye edilmistir. Purifikasyon isleminden sonar Dye-Terminator yontemi ile ¢ift yonlii
DNA dizi analizine tabi tutulmustur. DNA dizi analizleri AppliedBiosystems Big Dye v1.1
(AppliedBiosystems, Foster City, USA) kiti kullanilarak yapildi ve veriler
AppliedBiosystems Sequencing Analysis v5.3.1 yazilimi ile degerlendirilmistir.

Dizileme yapilan suslarin 6zellikleri sunlardi:

- PCR’da iiriin edilemeyen ve Vitek 2™ YST maya identifikasyon kiti ile net bir
identifikasyon saglanamayan bir sus,

- PCR ile C.parapsilosis sensu stricto olarak tanimlanan ancak ekinokandin MiK leri
diisiik bulundugundan C.metapsilosis ya da C.orthopsilosis olabilecegi diisiiniilen %3 iic sus.

Bu dort sus ve referans suslarin dizileme sonuclar1 ve suslar arasindaki evrimsel iligki
MEGA6® programi araciligi ile Neighbor-Joining y6ntemi65 kullanilarak arastirilmistir.
Bootstrap testinde iliskili kokenlerin birlikte gruplandigi ¢oklu agaca ait yiizdelikler dallarin
yaninda ya21lm1§t1r66. Aga¢ , dal uzunluklar i¢in filogenetik agacta evrimsel mesafeleri
hesaplamakta kullanilan ayni birimler kullanilarak o6l¢eklendirilmistir. Evrimsel mesafeler
maksimum kompozit olasilik metodu ile hesaplanmistir %" incelenen sekiz niikleotid dizisinde
bosluk veya eksik data i¢eren alanlar ¢ikarilmistir. Son data kiimesinde toplam 441 pozisyon
yer almistir.
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4 BULGULAR

4.1 Candida parapsilosis kompleks suslarinin identifikasyon sonuglari

Calismaya dahil edilen 95 susun 94 tanesi C.parapsilosis sensu stricto olarak
tanimlanirken sadece bir tanesi C.orthopsilosis olarak tanimlanmistir. C.orthopsilosis olarak
tanimlanan sus i¢in yapilan PCR-RFLP deneyi ile sonug elde edilemediginden, identifikasyon
dizileme ile yapilmistir. C.orthopsilosis susu kan 6rneginden izole edilmistir.

4.2 Candida parapsilosis kompleks suslarinin antifungal duyarhlik sonuclar

C.parapsilosis kompleksine ait suslarin tiir diizeyinde identifikasyonu tamamlandiktan
sonra bu suslarin antifungal duyarlilik deneyleri yapilmistir. Tablo 4.1’de 94 C.parapsilosis
sensu stricto susu arasinda ayn1 MIK profiline sahip suslar ve bunlarin toplam igindeki
yiizdesi MIK degerleri ile birlikte goriilmektedir.

Tablo 4.1: 94 C.parapsilosis sensu stricto susu arasinda ayn1 MIK profiline sahip suslar,
bunlarin toplam igindeki yiizdesi ve MIK degerleri (ug/ml)

C.parapsilosis sensu stricto | Amfoterisin
n (%) B Kaspofungin | Flukonazol | Flusitozin | Vorikonazol
8(8,9) <0,25 <0,25 <1 <1 <0,12
1(1) <0,25 <0,25 2 <1 <0,12
12 (12.8) <025 0,5 <1 <1 <0,12
1(1.1) <025 0,5 2 <1 <0,12
1(1) <0,25 0,5 8 <1 <0,12
1.1 <0,25 0,5 24 <1 0,25
12 (12.8) <025 1 <1 <1 <0,12
2(20) <025 1 2 <1 <0,12
3(32) 0,5 <025 <1 <1 <0,12
19(20.2) 0,5 0,5 <1 <1 <0,12
1(1.1) 0,5 0,5 2 <1 <0,12
27 (28,7) 0,5 1 <1 <1 <0,12
1(1.1) 0,5 1 2 <1 <0,12
1(1.1) 0,5 2 2 <1 <0,12
2(2,1) 1 1 <1 <1 <0,12
1(12) 1 1 2 <1 <0,12
1(1,1) 4 0,5 2 <1 <0,12
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Suslarin tamami CLSI M27-S3’de verilen esik degerlere gore flusitozine duyarli
bulunmustur. EUCAST versiyon 8.0’de flusitozin igin esik deger bulunmadigindan bu
antifungal i¢in degerlendirme yapmak miimkiin olmamistir. Suslarin tamami CLSI M27-
S4’de verilen esik degerlere gore kaspofungine duyarli bulunmustur. EUCAST versiyon
8.0’de kaspfungin’in degerlendirilmesi mikafungin ve anidulafungin sonuglarina baglanmistir.
Kullanilan kit i¢inde bu antifungaller yer almadigindan, EUCAST versiyon 8.0’in 6nerdigi
sekilde kaspofungin sonuglarinin degerlendirilmesi miimkiin olmamustir.

Suslar arasinda hem EUCAST versiyon 8.0 hem de CLSI M27- S4 kriterlerine gore
flukonazola direngli iki adet sus bulunmustur. Bu suslardan bir tanesinin ayni zamanda
vorikonazole direngli oldugu goriilmiistir. Hem vorikonazole hem de flukonazole direncli
bulunan bu susun antifungal duyarlilik deneyinden Vitek 2™ sistemi kontrol kuyusunda
yeterli lireme olmamasi sebebiyle sonu¢ alinamamis ve deney Etest yontemi ile yapilmistir.

Amfoterisin B icin elde edilen MIK degerleri incelendiginde EUCAST versiyon 8.0
kriterlerine goére bir tane susun Amfoterisin B’ye direncli oldugu gortilmiistiir. CLSI
kriterlerinde Amfoterisin B i¢in esik deger bulunmadigindan bu antifungal i¢in degerlendirme
yapmak miimkiin olmamistir. Deneyde kullanilan antifungallere kars1 direng izlenen suslar ve
dlciilen MIK degerleri tablo 4.2°de gdsterilmektedir.

Tablo 4.2: Deneyde kullanilan antifungallere kars1 direng izlenen suslar ve 6l¢iilen MIK
degerleri (ug/ml)

Sus Ornek Tiirii .. . . .

No Amfoterisin B | Kaspofungin | Flukonazol | Flusitozin | Vorikonazol
8 |Kan 4 0,5 2 <l <0,12
69 |Kan <0,25 0,5 24 <1 0,25

70 |idrar <0,25 05 8 <1 <0,12

C.orthopsilosis susu tiim antifungallere duyarli bulunmustur. Amfoterisin B,
kaspofungin, flukonazol, flusitozin ve vorikonazol i¢in MIK degerleri sirastyla <0,25 pg/ml,
<0,25 pg/ml, <1 pg/ml, <1 pg/ml ve <0,12 pg/ml olarak dl¢tilmiistiir.
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4.3 Dizileme sonuclari

Materyal-metodun 3.5 no’lu kisminda 6zellikleri verilen suslarin ve referans suslarin
ITS bolgelerinin dizilenerek elde edilmis olan veriler ve suslar arasindaki evrimsel iligki
MEGA6% programi araciligi ile Neighbor-Joining yé')ntemi65 kullanilarak incelenmistir. Dal
uzunlugu toplam1 0.04196465 olan optimal agac sekil 4.1°de gosterilmektedir.

Filogenetik agac ve evrimsel mesafeler gdz Oniine alinarak, ekinokandin MIK
degerleri diisiik saptanan 3 susun PCR-RFLP sonuglarinin dogru oldugu ve bu suslarin
C.parapsilosis sensu stricto olduklar1 dogrulanmistir. Fenotipik yontemlerle kesin olarak
identifiye edilemeyen ve PCR’ndan {iriin elde edilemeyen 2 numarali susun ise
C.orthopsilosis referans susu(J98/226) ile yakin iliskide oldugu goriilmiistiir. Bu susun ITS
bolge dizisi Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ile incelendiginde bu dizi ile %100
ortlisen bir adet ve %99 oraninda Ortiisen ¢ok sayida C.orthopsilosis dizisi bulundugundan,
bu susun identifikasyonu C.orthopsilosis olarak belirlenmistir.

21
23
99 81

C.parapsilosis -1

C.parapsilosis -2

C.metapsilosis

C.orthopsilosis

0.005

Sekil 4.1: 21,23,81 ve 2 numarali suslarin referans suslarla ( 2 adet C.parapsilosis ATCC
22019 , C.metapsilosis J 96/0161 ve C.orthopsilosis J 98/226) ITS bolgesi dizileme
sonuclarina gore Neighbor-Joining yontemi kullanilarak filogenetik agagta olusturduklar
kiimelenme
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5. TARTISMA

C.albicans dis1 mayalara bagli enfeksiyonlarin sikliginin arttigi giiniimiizde enfeksiyon
etkeni olabilecek tiirlerin dogru identifikasyonunun 6nemi artmistir. Tiir diizeyinde dogru
identifikasyonun s6z konusu etkenin antifungal duyarliligi hakkinda 6n bilgi verecegi goz
oniine alinirsa dogru identifikasyonun onemi daha iyi anlagilir®®. Tavanti ve ark.’larmnin®
ITS1 dizilemesi farkliliklarina gore C.parapsilosis grup II ve III’ti C.orthopsilosis ve
C.metapsilosis olarak tanimlamalarinin  ardindan yapilan ¢alismalar, bu tiirlerin
patojenitelerinin ve antifungal duyarliliklarinin farkli olabilecegini gostermistir.  Bunun
iizerine bu tiirlerin dogru identifikasyonu i¢in alternatif yontemler gelistirilmeye ¢alisilmigtir.

Kullanilmis olan yontemler kisaca sdyle siralanabilir:

Farkl1 gen bolgelerini hedef alan PCR-RFLP deneyleri 8%

Loop aracili izotermal amplifikasyon(topoizomeraz II bolgesi) &
RPSO intronunun spesifik PCR amplifikasyonu

Mitokondriyal DNA’y1 hedef alan ger¢ek-zamanlh Tagman PCR "
SADH bélgesinin gercek-zamanli PCR ve melting curve analizi I
Kapiller elektromigrasyon teknigi >

76

Intein bolgelerinin ¢ogaltilip dizilenerek ayrimi

Ekson-primed Intron-crossing(EPIC); intron uzunluk polimorfizmi; PCR”’

© 0 N o g Bk~ w DN PE

Tiire 6zgli molekiiler beacon kullanilan ger¢ek-zamanli PCR"
10. Amplified fragment length polymorphism (AFLP) ile genotipleme %
11. ITS2 bélgesinin bir bsliimiiniin piro-dizilenmesi(pyrosequencing)

Farkli yontemleri kullanarak C.parapsilosis tiir kompleksini olusturan tiirlerin dagilimini
inceleyen aragtirmalarin sonuglari tablo 5.1°de goriilmektedir. Toplam 5263 susun arastirildigi
bu caligmalarin sonucunda C.parapsilosis sensu stricto’nun % 90.86’lik orani ile en sik
rastlanan tiir oldugu ve onu % 6.86 ile C.orthopsilosis ve % 2.28 ile C.metapsilosis’in ile
takip ettigi goriilmektedir. En 6nemli 6rnek tiirlerinden olan hemokiiltiir 6rneklerinde yine
C.parapsilosis sensu stricto %87.05 ile ilk sirada yer almaktadir ve onu ayni sirayla
C.orthopsilosis ve C.metapsilosis takip etmektedir.
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Tablo 5.1: C.parapsilosis kompleksi igerssinde yer alan

arastirmalarin sonuglart

tiirlerin dagilimin1 inceleyen

ARASTIRMA,YAZAR | o/ oo ORNEK TOPLAM p* o* M*
VE YILI TURLERI SUS SAYISI n (%) n (%) n (%)

Cesitli Klinik

Tosun et al. 2013 Tiirkiye | Ornekler . D) 124 | 3(.D)

Trevino-Rangel et al. Cesitli Klinik

Garcia-Effron et al.

2012% Ispanya | Hemokiiltiir = 2BRA) B | BE
Cesitli Klinik

Giiler et al. 2011% Tiirkiye | Ornekler & o () 1(5) | 0(0)

Miranda-Zapico et al.

2011% Ispanya | Hemokiiltiir — 125 ([0 2(16) | 1(0.7)

Miranda-Zapico et al. Cesitli Klinik

201182 g | Omaclaler 329 310 (94,2) 9(2,7) [10(3,1)

G.Thierry et al. 2010 |Fransa | Hemokiiltiir 27 27 (100) 0(0) 0(0)

Canton et al. 2011% Ispanya | Hemokiiltiir 364 330(90,7) | 30(8,2) | 4(L1)

Feng et al. 2012% Cin Yiizeyel Mikoz 198 191 (96,5) 2(1) | 5(25)
Cesitli Klinik

Lockhart et al. 2008 | Global | Ornekler i Ligeezz) | Ao @) | 2o,
Cesitli Klinik

de Toroetal. 2011%  |ispanya | Ornekler 122 L (B W) | Lo
Cesitli Klinik

Chen et al. 2010" Tayvan | Ornekler o 9L En) V@) | e

Gongalves et al. 2010%” | Brezilya | Hemokiiltiir 141 124 (87,9) | 13(9,2) | 4(2,9)
Cesitli Klinik

P.Silva etal. 2009% | Portekiz | Ornekler 169 e | @) | el

Tee Tay etal. 2009®° | Malezya |Hemokiiltiir 41 29 (70,7) |10(244)| 2(49)

Gomez-Lopez et al.

2008 Ispanya | Hemokiiltiir & re e 5(7) | 6(6.9)

Romeo et al. 2012%° italya Hemokiiltiir 97 94 (96,9) 3(31) | 0(0)
Cesitli Klinik

P.Ge et al. 2012% Cin Crmelen =l ar@Le) |00y 16(28,1)
Cesitli Klinik

Borghi etal. 2011 |italya | Ornekler e 131(949) | 5(36) | 2(1.9)

Mirhendi et al. 2010% | Danimarka | Hemokiiltiir 79 75 (95) 2(25) | 2(259)
Cesitli Klinik

Asadzadeh et al. 2009% | Kuveyt | Ornekler 5 Hpe) sl | D
Cesitli Klinik

Tavanti etal. 2005° | Global | Omekler 27 AES) | 1) | D)

Mohammadi et al. Cesitli Klinik

2013% Iran Ornekler L 94 (83.9) 18(16,1) | 0(0)

Trabasso et al. 2015™ | Brezilya | Hemokiiltiir 36 31(86,1) | 4(111) | 1(28)
Cesitli Klinik

Hays et al. 2011™ Fransa Ornekler e LIS (R 2(1.7) o)

del Pilar Vercher et al.

2011" Ispanya | Hemokiiltiir £ 2, oz |« g
Cesitli Klinik

Borman et al. 2009 | Global | Ornekler i SBlEn 1@4) | 114

*P: C.parapsilosis, O: C.orthopsilosis, M: C.metapsilosis
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Tablo 5.1°deki ¢alismalar incelendiginde en c¢ok tercih edilen yontemin PCR-RFLP
oldugu goriilmiistiir. Referans yontem olan ITS bolge dizilemesi PCR-RFLP’den sonra en ¢ok
tercih edilen ikinci yontem olmustur. Bazi ¢alismalarda PCR-RFLP, ITS bolgesi dizilemesi ile
es zamanli yapilmig, bazilarinda ise daha az izole edilen tiirler olan C.orthopsilosis ve
C.metapsilosis’in identifikasyonunun dogrulanmasi amaciyla kullanimgtir 3107982849293

Bu tezde en sik kullanilan PCR-RFLP yontemi olan, SADH gen bdlgesinin ¢ogaltilip
BAN 1 restriksiyon enzimi ile kesilerek olusan band paterninin degerlendirilmesi esasina
dayanan yontem kullanilmistir. Bu yontem uygulanmasi kolay, ucuz ve gorece hizli bir
yontemdir. Ancak her yontemin oldugu gibi bu yontemin de olumsuz yanlari mevcuttur.
Konvansiyonel PCR’1n optimizasyonu zaman almakta, deney boyunca birden fazla basamakta
el ile yapilmas1 gereken igler hata olasiligini artirmaktadir. Yine de bu yontem temel PCR ve
elektroforez cihazlarina sahip laboratuvarlarin uygulayabilecegi bir yontemdir. Bu yontemin
kullanildig1 bu tez ¢alismasinda C.orthopsilosis referans suslarinin ve sonradan dizileme ile
C.orthopsilosis oldugu ortaya konan 2 no’lu 6rnege ait susun PCR’1 sorunlu ger¢eklesmis ve
reaksiyonlarda iiriin elde edilememistir. Bunun sebebi olarak kullanilan primerlerin hedef
bolgedeki polimorfizmden dolayr hedefe baglanamadiklart ve bu yiizden {iriin
olusturulamadigr diistiniilmistiir. C.orthopsilosis’in genis bir genetik gesitlilige sahip olmasi
polimorfizmi acgiklayabilir 2

Yapilan genetik ¢alismalarin ¢esidi ve sayisi arttikga C.parapsilosis kompleks tiirleri
hakkinda daha fazla bilgi edinilmistir. Tiir i¢i genetik degiskenlik diger Candida tiirlerine
gore daha az bulunmustur®™. Ozellikle en sik rastlanan tiir olan C.parapsilosis sensu
stricto’nun klonal yapist dikkat c¢ekmekte ve daha yeni evrilmis bir tir oldugunu
dﬁsﬁndﬁrtmektedir&%. Yine de cevre Orneklerinin de incelemeye alindigi bir ¢alismada
insandaki klonal yayiliminin aksine beklenmedik bir genetik cesitlilik ile karsilagilmis ve
tiiriin dogal habitat: ile ilgili sorular olusmustur®. C.parapsilosis sensu stricto’nun aksine
C.orthopsilosis’in daha genis bir genetik cesitlilige sahip oldugu gosterilmistir > ve en
azindan 2 farkli alt tiir barmdirdigi ortaya konmustur®®. C.metapsilosis’in izolasyon
sikliginin az olmasi yapilan ¢alismalardan net bir sonug almay1 zorlastirmis ancak insanlardan

az sayida izole edilmesi g¢evresel bir tiir oldugunu diistindiirmiistiir 3821

Tiirlerin cografi dagilimi oranlarinda uzak dogu iilkeleri hari¢ belirgin bir farklilik
goriilmemistir 113 Bu iilkelerde saptanmis olan artmig C.metapsilosis oraninin daha fazla
caligma ile arastiriimasi gerekmektedir. Ulkemiz cografyasinda yapilmis olan iki ¢alismada bu
tezdekine benzer sonuglar elde edilmistir **’°. Buna gore tlilkemiz cografyasinda
C.parapsilosis sensu stricto, %90’1n tizerindeki izolasyon orani ile en sik izole edilen tiirdiir.
Ancak daha kesin veriler elde etmek i¢in daha fazla molekiiler yontemin kullanildigi

caligmalara gereksinim vardir.

C.parapsilosis kompleksi olusturan {i¢ tiiriin dogru identifikasyonunun tedaviyi
yonlendirebilmesi olasiligt nedeniyle aralarinda antifungal duyarlilik farki olup olmadigini
arastiran calismalar yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda 6zellikle ekinokandin grubu
antifungaller tizerinde durulmustur. Bunun nedeni, C.parapsilosis tiir komplesini olusturan
her ¢ tiire ait glukan sentaz enzimi katalitik subunitesi FKS1p’in 660.pozisyonundaki
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prolin’in alanin ile degisimi ve bu ylizden ekinokandinlere kars1 dogal olarak olusan azalmis
duyarhihktir®*®, Mutant glukan sentazin ekinokandinlere olan duyarhiligi 1000 kata kadar
azalabilmektedir®.  Ekinokandinlerle yapilan in vitro deneylerde varilan ortak sonug
C.parapsilosis sensu stricto’nun diger iki tiire gore daha yiiksek MIK degerlerine sahip
oldugudur 100-102  Fungisidal aktivite calismalarinda Canton ve ark.’lari*® C.parapsilosis
sensu stricto’ya karsi fungisidal aktivite gozlemleyememislerken, Varga ve ark.’lar1®
C.parapsilosis sensu stricto’nun en az fungisidal aktivite go6zlenen tiir oldugunu
belirtmislerdir. Hatta bu sonuglara dayanilarak MiK degerlerinin diisiik bulunmas1 durumunda
, identifikasyonun C.orthopsilosis veya C.metapsilosis olabileceginin diistiniilmesi gerektigi
onerilmistir ®. Bu tezde de MiK degerleri diisiik (<0,25 pg/mL) saptanan toplam 9 susun 3
tanesi rastgele secilerek ITS bolgesi dizilenmistir. Ancak suslarin C.parapsilosis sensu stricto
olarak dogru bir sekilde identifiye edildigi goriilmiistiir. Ekinokandin etkinligi ile ilgili bir
baska c¢aligmada Spreghini ve ark.’lart revize CLSI kriterlerine gore ii¢ tiirlin de
ekinokandinlere duyarh oldugunu , ekinokandin aktivite sirasinin
kaspofungin>mikafungin>anidilofungin oldugunu, in vivo kosullarda ise kaspofunginin en
etkin antifungal oldugunu bildirmislerdir .

Bu tez i¢in incelenen suslar arasinda kaspofungine direngli bir izolat bulunamamustir.
Sadece bir susta dlgiilen MIK degeri 2 pg/ml olarak bulunurken , diger tiim suslarin dlgiilen
MIK degerleri 1 pg/ml ve alt1 olarak bulunmustur. Bu sonuglar literatur ile uyumlu olsa da
C.parapsilosis kompleks enfeksiyonlarinda ekinokandin kullanilacaksa hastanin daha once
antifungal almis olup olmamasi gibi klinik faktorler goz 6niine alinmal1 ve 6zellikle rekiirren
suslar antifungal diren¢ gelisimi agisindan izlenmelidir. Tedavi altinda diren¢ gelisiminin
izlendigi vakalar bildirilmistir %1%,

Azol grubu antifungaller i¢inde vorikonazol ve posakonazol her ii¢ tlire karsi iyi etki
gostermektedir *°. Flukonazol icin sonuglar biraz daha tartismalidir. C.orthopsilosis ve
C.metapsilosis’e ait flukonazol MIK lerinin C.parapsilosis sensu stricto’ya gore daha yiiksek
olduklar1 ve bu yiizden daha az duyarli kabul edilebileceklerini savunan arastirmalar
mevcuttur ©>291% By tez icin incelenen suslar arasinda bir sug hem flukonazole hem de
vorikonazol’e direncli bulunurken, bir digeri sadece flukonazole direngli bulunmustur.
Literatiirde azollere karsi diren¢ ender de olsa bildirilmistir 84,104,107-110 Direng
mekanizmalarinin C.albicans’dakine benzer sekilde hedef enzimin sentezinden sorumlu gende
mutasyon ve disa atim pompalarinin sentezinden sorumlu genin asir1 ekspresyonu ile ilsili
oldugu gosterilmistir 107108110 " pyirencin gelismesinin uzun siireli tedavi ya da profilaksinin
sonucu oldugu diistiniilmiistiir 104,108,109, C.parapsilosis suslarinda vorikonazol direnci ¢ok
ender gozlendigi i¢in, direngli susun EUCAST oOnerisinde oldugu gibi referans bir merkeze
gonderilmesi planlanmlst1r59.

Flusitozin ii¢ tiire de etkili olsa da antifungal olarak kullamimi giderek azalmaktadir %,
Literatur ile uyumlu olarak bu tezdeki izolatlarin hepsi flusitozine duyarli bulunmustur.
C.parapsilosis kompleksi olusturan tiirlerin Amfoterisin B duyarliliginin degerlendirildigi
degisik calismalarda, C.parapsilosis sensu stricto MIK degerleri C.orthopsilosis ve
C.metapsilosis’e gore daha yiiksek Olglilmiis ve bazilarinda C.parapsilosis suslari arasinda
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Amfoterisin B’ye direncli olanlar bulunmugtur **848%1% By tezdeki suslar arasinda sadece
bir tanesi amfoterisin B’ye direngli olarak bulunmustur.

Bu calismada Vitek 2™ AST-YS06 (BioM¢érieux) antifungal duyarlilik kartlar
kullanilmigtir.  Vitek 2™ sistemi hizli ve dogru sonu¢ veren, yapilan deneyin
tekrarlanabilirligi son derece iyi olan ve MIK sonucunu objektif olarak degerlendiren bir
sistem oldugu i¢in tercih edilmistir. Vitek sonuclari ile altin standart yontem olan sivi
mikrodiliisyon yonteminin saptayacagi MIK degerlerini giivenle 6ngoriilebilir. Literaturdeki
yayinlar da bunu destekler bigimdedir. C.parapsilosis i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi ile
Vitek 2 sonuglarmin karsilastirildigi arastirmalar tablo 5.2 ’de goriilebilir. Tablodaki bilgiler
dogrultusunda hem esansiyel hem de kategorik uyusma agisindan ¢ok basarili bir korelasyon
oldugu sdylenebilir. Vitek 2’nin zayif yani olarak belirtilen ekinokandin grubu antifungal
duyarlilik deney sonuglarinda bu gruba ait esik degerler tiire 6zgii olarak degistirildikten sonra
biliylik oranda diizelme saglanmistir. Bu diizelme tablo 5.2 ’deki mikafungin sonuglarinda
goriilebilir. Vitek 2™ sistemi ile sonu¢ alinamayan bir sus i¢in Etest kullanilmistir. Etest,
Vitek 2™ sistemine alternatif olarak laboratuvarlar arasi tekrar edilebilirligi ¢cok iyi ve altin
standart yontem olan sivi mikrodiliisyon yontemi ile uyumu daha 6nce gosterilmis bir yontem

oldugu i¢in tercih edilmistir -1

Tablo 5.2: C.parapsilosis i¢in s1vi mikrodiliisyon yontemi ve Vitek 2 ile yapilan duyarlilik
sonuglarinin karsilastirildig arastirmalar

Yazarin ismi ve Listtl fic:;:‘ Esansiyel Kategorik | Cok Biiyiik | Biiyiik Kiiglik
yayin yili madde uyusma % uyusma % Hata % Hata % | Hata %

Pfaller 2007" | Flukonazol 95.3 97.7 0 0 2.3

Pfaller 2007'*> | Vorikonazol 100 100 0 0
Amfoterisin B 100 * * * *
Flusitozin 100 100 0 0 0

Pfaller 2013"*® | Flukonazol * 93 0 2.3 4.7
Vorikonazol * 100 0 0 0

Peterson

2011 Kaspofungin 98.8 100 0 0 0
Mikafungin** 93.9 84.1 15.9 0 0
Mikafungin*** 93.9 84.2 1.2 0 14.6

Bourgeois

2010?18 Flukonazol 9>.4 100 0 0 0
Vorikonazol 100 100 0 0 0
Amfoterisin B 86.4

*Degerlendirilmemis

**Eski esik degere gore (duyarli, <2ug/ml ; duyarh degil, >4 ug/ml)
*** Yeni esik degere gore (duyarli, <2ug/ml ; orta duyarli 4 pg/ml ; duyarl degil, >4 pg/ml)
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6. SON DEGERLENDIRME VE ONERILER

C.parapsilosis tiir kompleksinin ve 6zellikle genetik temelli ¢alismalardan anlasildigi
tizere C.parapsilosis sensu stricto’nun C.albicans disinda kalan ve enfeksiyon sebebi olan
fungal etkenler icerisinde sikligin1 artirmasi klinikte dikkat ¢ekmesine neden olmustur.
Hastane ortaminda ekzojen bir patojen olarak kolay yayilmasi, genel durumu kétii ve daha
fazla girisimsel isleme maruz kalan hastalarda daha kolay ve daha morbid enfeksiyonlar
olusturmasi, bir hastane enfeksiyonu etkeni olarak global anlamda {inlenmesine neden olmus

ve hakkinda yapilan arastirmalarin sayis1 artmistir.

Bu ¢alisma dahil yapilan ¢aligmalarin ortak sonucu C.parapsilosis sensu stricto’nun
ortalama %90 olan izolasyon sikligi ile ii¢ tiir arasinda acik ara en sik izole edilen tiir
olusudur. C.parapsilosis sensu stricto ii¢ tiir arasinda insan viicudunda en kolay yayilan,
antifungallere, 6zellikle ekinokandinlere daha kolay direng gelistirebilen ve en virulan tiir
oldugundan bu sonug kaygi vericidir. Tedavide kullanilmakta olan antifungal maddelere dogal
direnci bulunmamasi bir avantaj olarak goriilebilmekle birlikte ekinokandin grubu ile
tedavilerde hastalar yakindan izlenmeli ve gerekirse antifungal duyarlilik deneyleri yeni

alinan 6rneklerden elde edilen suslarla tekrar edilmelidir.

Bu ve diger caligmalarda elde edilen C.orthopsilosis ve C.metapsilosis izolasyon
sikliklarini, daha 6nemlisi bu ¢aligmalarda antifungal duyarlilik agisindan C.orthopsilosis ve
C.metapsilosis ile C.parapsilosis sensu stricto arasinda anlamli fark bulunamadigini goz
online alirsak, bu tirlerin identifikasyonu icin genetik yontemler kullamilarak yapilan
caligmalarin rutin laboratuvar sartlarinda anlami olmayacagi goriilmektedir. Yine de bu ii¢
tiirtin izolasyon oranlar1 ve antifungal duyarliliklar1 epidemiyolojik acidan tiirlerin gosterdigi
degisikleri takip edebilmek adina izlenmelidir. Aslinda C.parapsilosis kompleksin izolasyonu
ile farkina varilmasi gereken en Onemli nokta hastane enfeksiyon kontrol onlemlerinin

takibinde bir eksiklik oldugu ve diizeltici eylemlerin gerekliligidir.
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