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Ozet

Amag: Son yillarda invazif kandidiyaz enfeksiyonlarinda albicans -dis1 Candida tiirleri lehine bir artis olmus ve antifungal ilaglara direngli suslarin ortaya ¢ikmasi
ile birlikte tedaviye uygun antifungallerin segimi daha da 6nem kazanmustir. Bu ¢alismada albicans dis1 Candida tiirlerinin tammlanmasinda DNA dizi analizi
sonuglarinim Phoenix Yeast ID Panel (BD, ABD) ticari tanimlama sistemi ile karsilagtirilmasi ve izolatlarin antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontemler: Calismaya, Ekim 2019-Ekim 2021 tarihleri arasinda Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonde-
rilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilen toplam 82 albicans disi Candida tiirii dahil edildi. izolatlari tanimlamak igin geleneksel yontemlerle birlikte BD
Phoenix Yeast ID (BD, ABD) otomatik tanimlama sistemi ve DNA dizi analizi yapildi. izolatlarin amfoterisin B, itrakonazol, flukonazol ve vorikonazol igin
duyarliliklart EUCAST tarafindan onerilen sivi mikrodiliisyon yontemi ile ¢alisildi.

Bulgular: BD Phoenix™ Yeast ID Panel otomatize sistem ile izolatlarin 26 (% 31,7%)’s1 C. tropicalis, 25 (% 30,5%)’i C. parapsilosis complex, 17 (% 20,7)’si C.
glabrata kompleks, 4 (% 4,9)’1i C. kefyr, 4 (4.9%)’1 C. firmetaria, 3 (% 3,7)’t C. krusei, 2 (% 2,4)’si C. norvegensis ve 1 (% 1,2)’i C. lambica olarak tanimlandi.
BD Phoenix™ Yeast ID Panel otomatize sistem molekiiler yontem ile karsilastirildiginda; 82 tiirden 62 (% 75,61)’sinin dogru tanimlandig: saptand1 (p<0,001,
k =0,655). Uyumlu tanimlama bulgularma gére en sik izole edilen tiirler C. tropicalis (n= 24, % 80), C. parapsilosis kompleks (n= 22, % 88) ve C. glabrata
kompleks (n= 11, % 57.,9) bulundu. Uyum orany, sik izole edilen tiirler i¢in (C. tropicalis, C. parapsilosis kompleks ve C. glabrata kompleks) % 77, seyrek izole
edilen tiirler igin (C. kefyr ve C. krusei) ise %50 olarak belirlendi (p= 0.194; x>=2.768). Antifungal duyarlilik testine gore; izolatlarm 6 (% 7,3)’s1 amfoterisin
B’ye, 22 (% 26,8)’si flukonazole, 16 (% 19,5)’s1 itrakonazole ve 9 (% 10,9)’u vorikonazole direngli bulundu.

Sonug: Molekiiler testlerin yapilamadigi laboratuvarlarda fenotipik testler Candida tiirlerinin tanimlanmasinda tek basina yeterli olmayip, lam kiiltiirii gibi
morfolojiyi belirlemeye yonelik testlerle birlikte degerlendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Albicans dist Candida, Antifungal, Duyarlilik testi, DNA Dizi Analizi

Abstract

Objective: In recent years, there has been an increase in invasive candidiasis infections in favor of non-albicans Candida species, and with the emergence of
strains resistant to antifungal drugs, the selection of antifungals suitable for treatment has become more important. This study aimed to compare the results
of DNA sequence analysis with the Phoenix Yeast ID Panel (BD, USA) commercial identification system in identifying non-albicans Candida species and
to determine the antifungal susceptibilities of the isolates.

Material and Methods: A total of 82 non-albicans Candida species isolated from various clinical samples sent to the Microbiology Laboratory of Kahra-
manmaras Siitcii imam University between October 2019 and October 2021 were included in the study.

The BD Phoenix Yeast ID (BD, USA) automated identification system and DNA sequencing were performed, along with conventional methods, to identify
the isolates. The susceptibility of the isolates for amphotericin B, itraconazole, fluconazole, and voriconazole was studied using the broth microdilution
method recommended by EUCAST.

Results: By the BD Phoenix™ 100 automatic identification system 26 (31.7%) of the isolates were identified as C. tropicalis, 25 (30.5%) were C. par-
apsilosis complex, 17 (20.7%) were C. glabrata kompleks, 4 (4.9%) were C. kefyr, 4 (4.9%) were C. firmetaria, 3 (3.7%) were C. krusei, 2 (2.4%) were C.
norvegensis and 1 (1.2%) was identified as C. lambica.

Compared to the molecular method of the BD Phoenix™ Yeast ID Panel automated system; it was determined that 62 of 82 species (75.61 %) were correctly
identified (p<0.001, k =0.655). According to concordant identification findings, the most frequently isolated species were C. tropicalis (n=24, 80 %), C.
parapsilosis complex (=22, 88 %), and C. glabrata complex (n=11, 57.9 %). The agreement rate was determined as 77 % for frequently isolated species (C.
tropicalis, C. parapsilosis complex, and C. glabrata complex) and 50 % for rarely isolated species (C. kefyr and C. krusei) (p= 0.194; x>=2.768). According
to the antifungal susceptibility test; 6 (7.3 %) of the isolates were resistant to amphotericin B, 22 (26.8 %) to fluconazole, 16 (19.5 %) to itraconazole and
9 (10.9 %) to voriconazole.

Conclusion: In laboratories where molecular tests cannot be performed, phenotypic tests alone are insufficient to identify Candida species and should be
evaluated together with tests to determine morphology, such as slide culture.
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GIRiS

Invazif fungal enfeksiyon etkenleri arasinda Candi-
da tiirleri arasinda yogun bakim iinitelerindeki enfek-
siyonlarin % 18inden sorumlu tutulmaktadir (1). C.
albicans en sik tanimlanan tiir olmasina ragmen son
yillarda albicans dis1 Candida (NAC) tiirlerinin neden
oldugu sistemik mantar enfeksiyonlarinin insidansinin
arttig1 bildirilmektedir (1).

Albicans dis1 Candida tiirlerinin sikligindaki artigta
prematiirite, bagisiklik baskilanmasi, genis spektrumlu
antibiyotik kullanim1 ve ampirik antifungal ila¢ kulla-
nimi gibi bir¢ok etkenin iligkili olabilecegi belirtilmek-
tedir (2). Ancak klinik orneklerde bakteri ve mantar
kontaminasyonunun siklikla gériilmesi nedeni ile ayr1-
min dogru yapilmasi gerekmektedir (3).

Genel olarak, NAC tiirlerine bagh enfeksiyonlarin be-
lirgin Klinik belirtileri yoktur. Bunun yaninda bazi NAC
tiirleri, basta azol tiirevleri gibi antifungal ajanlara dogal
olarak direnglidir veya daha sonra direng kazanabilir (2).
Bu durum, antifungal ila¢ se¢cimini daha da 6nemli hale
getirmistir (1). Duyarlilik testlerinin referans yontem
olan mikrodiliisyon yontemi ile yapilmasi, antifungal
tedaviye yon vermenin yani sira in vitro olarak direngli
izolatlarin belirlenmesini de saglamaktadir (4).

Klinik laboratuvarlarda tanimlama, morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklere gore geleneksel fenotipik yon-
temlerle yapilmaktadir (5). Candida enfeksiyonunu ta-
nimlamada kullanilan mannan antijeni, anti-mannan
ve B-D-glukan antikorlari iceren biyobelirtecler, degis-
kenlik gostermekle birlikte birgok hastada tani 6zgiil-
likleri ve duyarliliklar: sinirlidir (6).

Son yillarda fenotipik maya tani yontemlerinin si-
nirlamalarinin Gstesinden gelmek igin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) tabanli molekiiler tanimlama yon-
temleri, 6zellikle PCR-RFLP, ger¢ek zamanli PCR veya
diger ileri molekiiler teknikler gelistirilmistir. Ribozo-
mal DNA genlerinin (rDNA) 6zellikle dahili transkrip-
siyonlu ayirict (ITS) bolgesinin dizi analizi, nadir maya
tirlerini daha iyi ayirt edilmesine olanak saglamistir.
Tim bunlara ragmen, mayalarin tiir diizeyinde dogru
olarak tanimlanmasi, genellikle geleneksel ve molekiiler
yontemlerin bir kombinasyonunu gerektirmektedir (7).

Bu calismada, NAC tiirlerinin tanimlanmasina yo-
nelik DNA dizi analizi ile Phoenix Yeast ID Panel (BD,
ABD) otomatize tanimlama sistemlerinin karsilastiril-
mas! ve antifungal ajanlara in vitro duyarliliklarinin
referans yontem olan sivi mikrodilisyon yontemiyle
belirlenmesi amag¢lanmuigtir.

GEREC VE YONTEMLER

Bu caligma, Kahramanmaras Siit¢ii Imam Uni-
versitesi (KSU) Etik Kurulu’nun 03.04.2020 tarihli ve

2020/05-38 no'lu karari ile onaylanmistir. Calismaya,
Ekim 2019-Ekim 2021 tarihleri arasinda KSU Mikro-
biyoloji Laboratuvarrna gonderilen farkli klinik or-
neklerden (54 kan, 25 idrar, 1 katater ve 2 yara yeri)
izole edilen toplam 82 albicans dis1 Candida tiirti dahil
edildi.

Candida Tiirlerinin izole Edilmesi ve
Antifungal Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Klinik 6rnekler % 5 koyun kanli (BD, USA) ve Sa-
bouraud’s dekstroz agar (SDA) (GBL, Tiirkiye)&a ekile-
rek, 37°Cde 24-48 saat inkiibe edildi. 1nkﬁbasy0n so-
nunda iireyen maya kolonileri, tireaz aktivitesi, Gram
boyanma, germ tiip olusumu ve lam kiiltiiriinde mor-
folojik goriiniim agisindan incelendi. Saf oldugu belir-
lenen koloniler, BD Phoenix Yeast ID Panel (BD, ABD)
otomatik tanimlama sistemi ile tanimlandi ve molekii-
ler galigma 6ncesinde -80°C'de yagsiz siit igeren eliisyon
tiiplerde saklandi.

Izolatlarin flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve
amfoterisin Bye in vitro duyarliliklar1 the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) definitive document E.DEF 7.3.1 rehbe-
rine gore sivi mikrodiliisyon yontemi ile calisildi (8).
Bu amagla, besiyeri olarak L-glutaminli, sodyum bi-
karbonatsiz morfolinopropansulfonik asit (MOPS) ile
tamponlanmis RPMI-1640 besiyeri (pH:7.0) kullanil-
di. Diiz tabanli mikroplaklar kullanilarak kuyucukla-
ra amfoterisin B (Discovery Fine Chemicals, UK) i¢in
0.0156-8 pg/ml, flukonazol (Discovery Fine Chemi-
cals, UK) i¢in 0.125-64 pg/ml; itrakonazol (Discovery
Fine Chemicals, UK) i¢in 0.0156-8 pg/ml, vorikonazol
(Discovery Fine Chemicals, UK) igin de 0.0156-8 pg/
ml konsantrasyon arasinda degisen ift kat seri sulan-
dirimlar yapildi ve esit hacimlerde maya inokulumu
eklendi. Mikroplaklar 37°Cde 24 saat inkiibe edildi
ve minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda degerlendi-
rildi. Antifungal icermeyen kontrol kuyucugu, tiremeye
kiyasla amfoterisn B i¢in % 90, azol tiirevleri i¢in ise
tiremenin %50 azalma gosterdigi en diisiik antifungal
konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edildi.

DNA Dizi Analizi

Genomik DNA elde etmek i¢in SDAda biiyiiyen
24 saatlik taze koloniler secildi. DNA izolasyonu daha
once Zhang ve ark’nin belirttigi sekilde yapildi (9).

Candida tiirlerinin tanimlanmasinda mantar rD-
NAS1 5.8S bolgesinde ITS genini amplifiye etmek i¢in
tiim mantarlara 6zgii tiniversal primerler olan ITS-1
(5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG3 ") ve ITS-4 (5" TC-
CTCCGCTTATTGATATGC 3°) (Oligomer, Tiirkiye)
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kullanildi. PCR ile gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda
ticari kit (QIAGEN, cat. no. 201443) ve PCR cihaz1 kul-
lanildi. PCR karisimi; her primerden 2 uL, MgCI2 (50
mM) 3 ul, Taq polimeraz 0,4 ul, 10x tampon 5 pl, ultra
saf su 24,6 pl, 10 ul loading dye ve 2 ul DNA olacak se-
kilde toplam 50 pl olacak sekilde hazirlandi.

Termalcyler cihazinda (The Eppendorf Vapo.protect
Mastercycler® Pro, Eppendorf, ABD) program 96°Cde
5 dakika ve 30 sn 1 dongii, 54°C 45 sn ve 72°C 1dk 35
dongii ve 72°Cde 10 dk 1 dongii olacak sekilde ayarlan-
di. Amplikonlarin 8 ul'lik hacmine 3/4 pl bromofenol
mavisi eklendi ve % 1,5 etidyum bromiir ile boyanmis
agaroz jel (Vivantis, Malezya) kuyucuklarinda 80Vde
30 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez isle-
mi sonunda elde edilen bantlar jel goriintiileme sistemi
kullanilarak UV transilliminator (UVP EC3 Chemi HR
410 Bioimaging System, Cambridge, UK) altinda go-
rintilendi.

PCR iiriinlerinden reaksiyona girmemis primer
ve dNTP’leri ¢ikarmak icin saflagtirma kiti (EXOSAP
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup, Fisherscientific,
ABD) kullanildi. Temizleme adiminin ardindan jel
elektroforezinde net bant veren iiriinler alinarak AB
3130 XL 16 kapiller cihaz (ThermoFisher Scientific,
Isveg) ile DNA dizi analizi yapildi. Sanger yontemi ile
belirlenen niikleotit dizileri, MEGA 7 (TreeView) ile
referans dizilerle karsilastirildi ve BLAST (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_ TYPE=BlastSearch)
programi yardimiyla analiz edildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesi i¢in nicel degiskenle-
rin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smir-

nov testi ile incelendi. Normal dagilim goéstermeyen
degiskenlerde istatistiksel parametreler median (%
25 quartile-% 75 quartile) ile tanimlandi. Nitel de-
giskenlerde istatistik parametreleri n (%) olarak be-
lirtildi. Nitel degiskenler arasindaki frekans dagilimi
iliskisi ise Chi-Square test ve exact test ile degerlendi-
rildi. Tki yontemin bulgular1 arasindaki uyum iyiligi
icin kappa katsayis1 kullanildi. Verilerin degerlendi-
rilmesinde IBM SPSS versiyon 22 ve R 3.3.2 istatistik
analiz programlarindan yararlanildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 82 albicans dis1 Candida tii-
riiniin 54 (% 65,85)’s1 kan, 25 (% 30,49)’i idrar, 2 (%
2,44)’si yara ve 1 (% 1,22)’i ise kateter orneklerinden
izole edildi. Orneklerin % 48,80’i erkek, % 51,20’i ka-
din hastalardan elde edildi ve erkek hastalarin yas orta-
lamasi 59,77+27,49, kadin hastalarin yas ortalamasi ise
55,55+25,40 olarak hesaplandi. Izolatlarin 62 (% 75,61)
‘si yogun bakim iinitelerinden, 5 (% 6,10) ‘i hematoloji
ve onkoloji klinigi ve 15 (% 18,29) ‘i ise diger klinikler-
den gonderilen 6rneklerden elde edildi.

BD Phoenix™Yeast ID Panel otomatize tanimlama
yontemiyle tanimlanan 82 albicans dis1 Candida izola-
tinin tiir dagilimy; C. tropicalis (n=26, % 31,7), C. parap-
silosis (n= 25, % 30,5), C. glabrata kompleks (n=17, %
20,7), C. kefyr (n=4, % 4,9), C. firmeteria (n=4, % 4,9),
C. krusei (n=3, % 3,7), C. norvegensis (n=2, % 2,4) ve C.
lambica (n=1, % 1,2) olarak belirlendi (Tablo 1).

DNA dizi analizi altin standart yontem olarak kabul
edildiginde; bu yontemin tanimlama sonucu “dogru”
olarak kabul edildi ve fenotipik tanimlama yonteminin

Tablo 1. BD Phoenix Otomatize sistemi ve DNA dizi analizi ile Candida tiirlerinin tanimlanmasi

DNA Dizi Analizi BD Phoenix100
Tiir
n % n %

C. tropicalis 30 36,6 26 31,7
C. parapsilosis kompleks 25 30,5 25 30,5
C. glabrata kompleks 19 232 17 20,7
C. kefyr 5 6,1 4 4,9
C. krusei 3 3,6 3 3,7
C. firmeteria 0 0 4 49
C. norvegensis 0 0 2 2,4
C. lambica 0 0 1 1,2
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Molekiiler yontem referans alindiginda, BD Phoe-
nix™ Yeast ID Panel otomatize tanimlama yonteminin 82
albicans dis1 Candida tiiriinden 62 (% 75,61)’sini dogru
tanimladig1 degerlendirildi. Buna gore iki yontem ara-
sinda uyum anlamli bulundu (p<0,001, k =0,655). BD

dogrulugu ve yanlisigi hesaplandi. Buna gore otoma-
tik tanimlama sistemi ile C. tropicalis tiirlerinin % 80
(n=24)’i, C. parapsilosis kompleks tiirlerinin % 88 (n=22)’i
ve C. glabrata kompleks tiirlerinin % 57,9 (n=11)"u dogru
tanimlanirken; seyrek izole edilen C. kefyr tiiriintin % 60
(n=3)"1 ve C. krusei tiiriiniin % 33,3 (n=1)ti dogru olarak  Phoenix tanimlama sisteminin toplam dogruluk orani
tanumlandi (Tablo 2). 0,756 olarak hesaplandi (Tablo 3).

Tablo 2. Yontemlerin karsilastirilmasinda uyumlu olmayan sonuclar

Molekiiler Tanimlama Sistemi (DNA Dizi Analizi) Sonucu BD Phoenix Otomatize Tanimlama Sistemi Sonucu

Sik izole Edilen Tiirler (n)
C. glabrata kompleks (n=8)

C. firmetaria (n=3)

C. norvegensis (n=2)

C. parapsilosis kompleks (n=3)

C. tropicalis (n=6)

C. glabrata kompleks (n=2)

C. krusei (n=2)

C. firmetaria (n=1)

C. kefyr (n=1)

C. parapsilosis kompleks (n=3)

C. glabrata kompleks (n=2)

C. lambica (n=1)

Seyrek izole Edilen Tiirler (n)

C. kefyr (n=2)

C. glabrata kompleks (n=1)

C. tropicalis (n=1)

C. krusei (n=1)

C. glabrata kompleks (n=1)

Tablo 3. Molekiiler tanimlama sistemi (DNA dizi analizi) ve BD Phoenix 100 otomatize tammmlama sistemi

sonuc¢larimin karsilastirilmasi

DNA Dizi Analizi
BD Phoenix 100 C. glabrata C. kefyr C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis
kompleks kompleks

n 3 0 0 0 1
C. firmetaria

% % 15,80 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 3,30

n 11 1 1 2 2
C. glabrata kompleks

% % 57,90 % 20,00 % 33,30 % 8 % 6,70

n 0 3 0 0 1
C. kefyr

% % 0,00 % 60,00 % 0,00 % 0,00 % 3,30

n 0 0 1 0 2
C. krusei

% % 0,00 % 0,00 % 33,30 % 0,00 % 6,70

n 0 0 0 1 0
C. lambica

% % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 4 % 0,00

n 2 0 0 0 0
C. norvegensis

% % 10,50 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 0,00

n 3 0 0 22 0
C. parapsilosis kompleks

% % 15,80 % 0,00 % 0,00 % 88,00 % 0,00

n 0 1 1 0 24
C. tropicalis

% % 0,00 % 20,00 % 33,30 % 0,00 % 80,00
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Iki tanimlama sistemi arasindaki uyuma gore, en
sik izole edilen ilk @¢ tiir (C. tropicalis, C. parapsilosis
kompleks, C. glabrata kompleks) icin % 77 (57/74); sey-
rek rastlanan diger tiirler (C. kefyr ve C. krusei) igin ise
% 50 (4/8) olarak belirlendi ve aradaki fark istatistiksel
acidan anlamli bulunmadi (p=0,194, X*>=2,768).

Albicans dis1 Candida izolatlarinin EUCAST mik-
rodiliisyon yontemi ile amfotersin B, flukonazol, itra-
konazol ve vorikonazol i¢in, 24 saat inkiibasyon sonun-
da elde edilen MK araligi, MIK,, MIK_ ve geometrik
ortalama (GM) degerleri hesapland: (Tablo 4).

Mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen MiK degerle-
rine gore; izolatlarin 6 (% 7,3)’s1 amfoterisin B’ye (1 C.
glabrata kompleks, 4 C. parapsilosis kompleks ve 1 C.
tropicalis izolat1); 22 (% 26,8)’si flukonazole (7 C. parap-
silosis kompleks, 6 C. glabrata kompleks ve 9 C. tropica-
lis izolat1); 16 (% 19,5)’s1 itrakonazole (11 C. tropicalis
ve 9 C. parapsilosis kompleks izolat1) ve 9 (% 10,9)u
vorikonazole (6 C. tropicalis izolat1 ve 3 C. parapsilosis
kompleks izolat1) direngli bulundu. Ayrica bu direngli
kokenler arasindan 5 C. parapsilosis, 6 C. tropicalis ve 1
C. glabrata kompleks izolatinin en az iki triazole ¢apraz
direngli (% 14,6) oldugu saptandi (Sekil 1).

TARTISMA

Son on yida NAC tiirlerine bagli enfeksiyonlar,
ozellikle bagisikligr baskilanmis hastalarda morbidite
ve mortaliteye neden olmasi ve mevcut antifungal ilag-
lara kars: direng gelisimi nedeniyle 6nem kazanmigtir
(10,11). Baz1 NAC tiirleri (C. krusei ve C. lusitaniae) iki
veya ¢ antifungal ilaca kars1 dogas1 geregi direnglidir
ve bu da tedavi segeneklerini ciddi sekilde sinirlayabil-
mektedir (11-13). Candida tiirleri arasinda antifungal
ajanlara duyarlilik farklhiliklar1 géz oniine alindiginda,
tiir diizeyinde dogru tanimlama, hizl1 ve uygun tedavi-
nin saglanmasi agisindan 6nemlidir (10,11). EUCAST
veya CLSI rehberleri tarafindan belirlenen antifungal
duyarlilik sinir degerleri tiire gore degiskenlik goster-
mektedir (8,14).

Bu calismada klinik 6rneklerden izole edilen albi-
cans dis1 Candida tirlerinin DNA dizi analizi ile ta-
nimlanmasi, sonuglarin BD Phoenix 100 otomatik
tanimlama sistemi ile kargilagtirilmasi ve antifungal
duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmastir.

Candida tirleri ve diger maya mantarlarinin ta-
nimlanmasinda genotipik yontemler tercih edilmekle
birlikte, rutin laboratuvarlarda morfoloji ve biyokim-
yasal temele dayanan fenotipik tanimlama yontemleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyokimyasal analize
dayal1 bir¢ok ticari sistemin cins ve tiir diizeyinde ta-
nimlama yetenekleri, kullandiklar: substrat, veri tabani

ve algoritma sayisi gibi faktorlere bagli olarak degisken-
lik gostermektedir. Kolay uygulanabilirlik, hizli sonug
verme ve maliyet etkinligi bu sistemlerin se¢ciminde
rol oynamaktadir (15). Tanimlama amaciyla VITEK ve
API 20C AUX fenotipik yontemlerinin kullanildig: bir
calismada, mayalar en sik idrar (% 62,1), kan (% 13,6)
ve trakeal aspirat (% 8,7) 6rneklerinden izole edilmistir
(16). Ayni calismada siklik sirasina gore; C. albicans (%
53,3), C. tropicalis (% 14,5), C. glabrata (% 12,2), C. pa-
rapsilosis kompleks (% 6,5), C. kefyr (% 3,9) ve C. krusei
(% 1,6) izole edilmistir (16). Sida ve ark. kandidiiriye
neden olan etkenleri sirasiyla C. tropicalis (% 42.15),
C. albicans (% 36,27), C. guillermondii (% 13,72), C.
parapsilosis (% 3,92) ve C. krusei (% 3,92) olarak bul-
mugslardir (10). Bizim calismamizda da NAC tiirleri
siklikla idrar ve kan 6rneklerinden izole edilmistir. En
sik tanimlanan ilk ¢ tiir C. tropicalis (% 36,5), C. pa-
rapsilosis kompleks (% 30,5) ve C. glabrata kompleks (%
23,2) olmustur. Izolatlarin elde edildigi hastalarin yas
ortalamasi 57,61+26,36 olup, cogunlugunun kadin has-
talar oldugu (% 51,20) belirlenmistir. Benzer sekilde,
Al-ruwaili ve ark. calismalarinda NAC izolatlarini en
stk kadin hastalardan izole etmislerdir (17). Kandidiiri
i¢in, kadin cinsiyet, nefrolitiazis, idrar yolu tikaniklig,
tas varlig1 ve benign prostat hiperplazisi predispozan
faktorler olarak belirlenmistir (18). Candida tiirlerinin
neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlarinda ise sik-
lik sirasina gore C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis
kompleksi ve C. glabrata tiirleri izole edilmektedir (19).
Baz1 ¢alismalarda ise kandideminin en sik nedenleri
olarak C. parapsilosis kompleks ve C. tropicalis sap-
tanmustir (20,21). Seyoum ve ark. VITEK2 yontemini
kullanarak yaptiklari ¢calismada en yaygin NAC tiirleri
sirastyla C. krusei (% 15,6), C. famata (% 14,4), C. ru-
gosa (% 11,1) ve C. lusitaniae (% 10) bulunmustur (22).

Kullanilan ydonteme bagli olarak C. albicans’in tanim-
lanmasinda herhangi bir sorun yasanmadig1 ancak en
sik yapilan yanlishigin C. parapsilosis kompleksin tanim-
lanmasinda oldugu bildirilmektedir (23). Caliymamizda
DNA dizi analizi referans test kabul edildiginde, Phoe-
nix maya paneli ile C. parapsilosis kompleks tiirlerinin %
88’i dogru tanimlanmustir. Genel olarak C. parapsilosis
tiriiniin Kuveyt, Misir ve Tiirkiye gibi iilkelerde en sik
izole edilen ikinci NAC tiirii oldugu bildirilmektedir
(24). Kuzey Amerikada, C. glabrata ve C. parapsilosis
kompleks NAC kaynakli invazif kandidiyaz olgularinda
esit oranda saptanmaktadir (25). Son zamanlarda ¢ocuk
ve intravenoz kateterli hastalarda, biyofilm olusturma
ozelligi nedeniyle C. parapsilosis komplekse bagli funge-
mi gelisimi sik bildirilmektedir (26).

Gayibova ve ark. maya tanimlamasinda Phoenix
Yeast ID Panel sistem ile API ID32C ticari sistemini
karsilastirdiklar ¢aligmada, yaygin olarak izole edilen

KSU Medical Journal 2024;19(2): 65-74

KSU Tip Fak Der 2024;19(2): 65-74



UBSW DLIJAWO3L) D) ‘UOASBIUBSUOY J0}QIYUT WU USP3 3qIYUI BPUIUEIO 9506 IUISaWaIn ewziueS100n(A "SIV
‘UOASeIUBSUOY IQIQIYUI WNWIUIW USP3 IIYUI BPUIURIO 940G TUISIWIT BWZIUBSIOONIIA "M {UOASeIjUBSUOY JQIQIYUI WRWIUIA TN

KSU Tip Fak Der 2024;19(2): 65-74

GUVEN ve ark.

570

17500 - | 95100 | T-9ST0°0 |  S2S0°0 -1 6800 | -9ST0°0|  0¥8°0 - €7 ¥-ST0 | 7650 50 -1 1sTo | (s=w)adfoy D

50
Z1€00 ¥ | S790°0 | 1-TI€0°0 | 20IT0 I ST0 | 1-5790°0 | 9€1S°6 - 9 8TI-9T | 160 50 ST0 |  -TIS0°0 | (g=w)1asnay D
(61=u)
sydduroy
TELTO SL0 | ST900 | $-9ST0°0 | €08T0 |  STI0 |  ST90°0 | 8-9ST0°0 8 <3 9T | 8TI-ST0| 1595 S0 STI'0| T1-9510° vjvaqoI8 D
(gz=u)
syarduroy
7900 S0 | ST90°0 | T-9ST0°0 | €460 S0  STI'0 | 795100 |  6€9C 91 ¥ T€-50 | L6590 I ST0 | 8-5790°0 | stsopsdvind D
(og=u)
85010 S0 | ST90'0 | T-9ST0°0 | 9€FT0 S0 STI0 | T-9ST0°0 | 9995C 91 v | ze-T1e00 | 76870 S0 SLED| T-ST90°0 stpardoss D
(quu/8nl) Tu/Snl) (qu/Sni) (/) | (u) 1sideg yejozy

(r/Snl) | (qu/Sn) | (quySn) | @rery | (quysd) | (quy/Sd) | (quysd) | ideay | (i) | (ugSi) | (rogSd) | @qeay | (quysd) | (quysn) | (quysn) | idipeay

WO | “MIN| “MIW| MW WO | MmN | "IN MIW WO | “MIN| "MW MIN WO | “MIN| "MW MIN
L vpipuv)

[OZRUOYLIOA [ozeuoyexn| [ozeuoyn | uIsLId)ojury

LIR[I259P D 94 NN

<06

MIIA ‘LIepfi[eTe JTIAl [0ZBUOYLIOA dA [0ZBUOY L. ‘[0Zeuoy Ny ‘g UISLIS)OJuIe ‘UIULIE[)R[OZI DpIpun,) ‘f O[qe],

70

KSU Medical Journal 2024;19(2): 65-74



GUVEN ve ark.

.I I
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Sekil 1. Albicans olmayan Candida tiirlerinin antifungallere diren¢ oranlar1 (%)

tiirlerde (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata ve C. kefyr) % 81, nadir izole tiirlerde ise (C.
krusei, C. lusitaniae, C. inconspicua/C. norvagensis, C.
catenulata) % 38,7 oraninda uyum bulunmustur (15).
Calismamizda BD Phoenix 100 tanimlama sisteminin
82 ornekten 62 (% 75,61)’sini dogru tanimladigi be-
lirlenmistir. Ayrica iki tanimlama sistemi arasindaki
uyum, en sik izole edilen ilk i tiir (C. tropicalis, C. pa-
rapsilosis kompleks, C. glabrata) igin % 77 (57/74) iken,
bu oran seyrek rastlanan tiirler (C. kefyr ve C. krusei)
icin % 50 (4/8) olarak bulunmustur. Benzer sekilde,
Erdem ve ark. nin calismasinda, 276 Candida tiiriiniin
tanimlanmasinda DNA dizi analizi referans yontem ka-
bul edilerek, Phoenix otomatize sistem, misir unu-twe-
en 80 agarda morfoloji, ID32C maya tanimlama sistemi
ve MALDI-TOF yontemleri karsilagtirilmigtir. Calig-
mada, Candida tiirlerinin 41 (% 56)nin her i¢ yontem-
le de dogru olarak tanimlandig1 belirlenmistir. DNA
dizi analizi ve Phoenix otomatize sistem ile tanimlanan
27 izolattan 14 (% 52)’tiniin Phoenix sistemi ile, 16 (%
59)’sinin misir unu-tween 80 agar morfoloji yontemi
ile, 22 (% 81)’sinin MALDI-TOF ile ve 21 (% 78)’inin
ise ID32C yontemi ile dogru tanimlandig: bildirilmis-
tir. Ayni ¢alismada MALDI-TOF yonteminin cihaz
maliyeti hari¢ tutuldugunda daha maliyet etkin oldugu
belirlenmistir (23).

Calismamizda fenotipik yontem ile C. firmetaria
olarak tanimlanan 4 izolattan 3’ C. glabrata kompleks,
1 izolat ise C. tropicalis olarak tanimlanmistir. Yine 6 C.
glabrata kompleks izolatinin DNA dizi analizi ile 2’si-
nin C. tropicalis, birinin C. parapsilosis kompleks, biri-
nin C. metapsilosis (C. parapsilosis kompleks), birinin
Kluyveromyces marxianus (C. kefyr telemorfu) ve biri-
nin de Pichia kudriavzevii (C. krusei telemorfu) oldugu

belirlenmistir. Ayrica C. parapsilosis kompleks olarak
tanimlanan 3 izolatin tamami C. glabrata kompleks, C.
krusei olarak tanimlanan 2 izolat ise C. tropicalis olarak
saptanmustir.

Nadir izole edilen Candida tiirlerinin neden oldugu
enfeksiyonlar giderek yayginlasirken, bu tiirlerin sade-
ce geleneksel tan1 yontemleri ile tanimlanmasinin zor
olacag1 anlagilmaktadir (7). Caliymamizda, mantar rD-
NAsimnin 5.8S bolimiinde ITS genini amplifiye etmek
icin ITS1 ve ITS4 bolgeleri ¢ogaltilmistir (27). Fujita ve
ark’nin ¢aligmalarina gére C. albicans ve C. dublinien-
sis tiirlerinin ITS1 ve ITS2 bolgelerine gore ayirt edile-
medigi ve karisik flora igeren 6rneklerden mantarlarin
dogrudan tanimlanmasinda sorunlar yasandig: bildiril-
mistir (28). Charsizadeh ve ark. klinik olarak yakindan
iligkili mayalar1 ayirt etmek i¢cin PCR/RFLP yontemini
basariyla kullanmistir. Bu ¢alismada, ITS1 ve ITS2 bol-
gelerinin amplifikasyonundan sonra, 16 maya tiiriiniin
tiimii, Mwol ve BslI restriksiyon enzimleri kullanilarak
fragman analizi yapilmigtir (26). Ayrica ITS-1, ITS-3
ve ITS-4 primerleri kullanilarak yapilan bir diger ¢alis-
mada ti¢ Candida tiriiniin (C. albicans, C. parapsilosis
kompleks ve C. tropicalis) birbirlerinden tam olarak
ayirt edilemedigi goriilmiis ve PCR-RFLP yontemi kul-
lanilmistir. Ayni ¢alismada, Candida izolatlarinin tiir
diizeyinde tanimlanmas: igin CHROMagar Candida
besiyeri ve API ID 32C kiti birlikte degerlendirildigin-
de, molekiiler yontemlerle elde edilen sonuglar % 100
uyumlu bulunmustur (29).

Candida tiirlerine bagl enfeksiyonlarda uzun sii-
reli ve tiire 6zgii olmayan antifungallerin kullanilmasi
direng¢ problemlerini de beraberinde getirmistir (30).
Antifungallerin artan kullanimi, mantar suslari tizerin-
de segici bir baski yaratmais, bazi suslar ikincil direng
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gelistirmis ve duyarli izolatlarin yerini direncli suglar
almistir. Bu durum, mantar enfeksiyonlarinin epidemi-
yolojisini de degistirmistir (31).

Elfeky ve ark. yaptiklar1 ¢alismada C. albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. guillermondii tiirlerine en etkili
(% 98,4) antifungalin amphotersisn B oldugunu bildir-
mislerdir (32). Caliymamizda amfoterisin Bye direng
sadece 6 (% 7,3) izolatta saptanmistir. Hasan ve ark.nin
2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 100 Candida izolati-
nin hi¢birinde amfoterisin B direncine rastlanmamigtir
(33). Atalay ve ark. ise yaptiklar1 ¢aligmada bizim ¢alig-
mamiza benzer MIK degerlerini elde etmiglerdir. Ancak
calismamizdan farkli olarak C. parapsilosis kompleks
tiirlerinde MIK90 degerleri daha diisiik bulunmustur
(34). C. parapsilosis kompleks, C. tropicalis, C. lusitani-
ae ve C. haemulonii tiirlerinde amfotersin B'ye sonra-
dan direng gelistigi bildirilmektedir (31). C. tropicalis
tiirlerinde amfoterisin B direng oranlar1 Santhanam ve
ark., (35) ile Schmalreck ve ark. (36) tarafindan sirasiy-
la % 6,7 ve % 26,08 olarak bildirilmistir. Calisgmamizda
1 C. tropicalis (MIK araligi: 0,0625-2 pg/mL) ve 4 (%
16) C. parapsilosis kompleks tiirtinde amfoterisin B'ye
direng (MIK aralig1 0,0156-1 mg/L) saptanmistir.

Son zamanlarda klinik drneklerden C. glabrata
kompleksin sik saptanmasinda flukonazoliin sik kul-
laniminin bir etken oldugu ileri stiriilmiistiir (37). Bir
aragtirmaya gore flukonazol direnci ii¢ yil i¢inde %
7den % 12’ye ¢ikmistir (38). Caligmamizda flukonazol
diren¢ orani % 23,1 olup, 7’si C. parapsilosis kompleks,
6’s1 C. glabrata kompleksve 9’u C. tropicalis tiirlerinde
saptanmustir. C. tropicalis tiirleri i¢in flukonazol diren-
cini Sadeghi ve ark % 14,3 (37), Yang ve ark. % 27,8
(39), Katsuragi ve ark., % 36,4 (40) olarak bildirmisler-
dir. Bir diger azol olan itrakonazol i¢in yapilan antifun-
gal duyarlilik galigmalarinda; Santhanam ve ark. (35)
C. tropicalis suslarinda itrakonazole direncini % 13,3
ve Yang ve ark. (39) % 38,9 olarak bildirmistir. Cikman
ve ark. (41) ise C. tropicalis suglarinin tamamini itrako-
nazole direngli bulmuslardir. Calismamizda itrakona-
zol direnci % 19,5 (11 C. tropicalis ve 9 C. parapsilosis
kompleks izolat1) olarak saptanmistir. Vorikonazol,
flukonazolden tiiretilmis bir triazol olup, genis spekt-
rumlu bir azol olarak kullanilmaktadir (42). Johnson
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Candida izolatlarinin %
9,3’tinde vorikonazole direng bulunmustur (43). Calis-
mamizda benzer sekilde vorikonazol direnci % 10,9 (C.
tropicalis; n=6 ve C. parapsilosis kompleks; n=3) olarak
bulunmustur. Ayrica bazi izolatlarda birden fazla azol
tiirevine kars1 direng tespit edilmektedir. Izolatlarimiz-
dan C. parapsilosis kompleks (n=5), C. tropicalis (n=6)
ve C. glabrata (n=1)"nin en az iki triazole (% 14,6) ¢ap-
raz direng gosterdigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢alig-

maya gore vorikonazol direnci (% 18,26) flukonazole
(% 14,61) gore daha yiliksek bulunmus ve gapraz direng
%38,2 olarak saptanmuigtir (44).

Sonug olarak molekiiler tanimlama yontemlerinin
yapilamadig1 laboratuvarlarda ticari fenotipik tanimla-
ma yontemleri ile lam kiiltiirii gibi morfolojik inceleme
yontemlerinin birlikte degerlendirilmesi onerilmekte-
dir. Ayrica mevcut rehberlere gore; antifungal duyar-
lilik testi olarak oOnerilen mikrodiliisyon yontemleri
zaman alic1 ve zahmetli olmasina ragmen, alternatif
olarak agar diftizyonuna veya kolorimetrik gosterge-
lerin kullanimina dayali, bazilar1 antifungal duyarlilik
testi olarak da kullanilabilen gesitli otomatik veya yar1
otomatik ticari yontemler bulunmaktadir.

Tesekkiir: Calisma Kahramanmarag Siit¢i Imam
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Bi-
rimi tarafindan 2020/4-1 YLS numarasi ile desteklen-
migtir.

Cikar Catismasi ve Finansman Beyani: Yazarlar
aralarinda ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler. Bu
makale i¢in hi¢bir yazar tarafindan finansal destek alin-
mamistir.

Arastirmacilarin Katki Oram1 Beyan Ozeti: Yazar-
lar ¢alismaya esit katki sunmus olduklarini beyan eder-
ler.

Etik Kurul Onay1i: Calisma i¢in Kahramanmaras
Siitgii Imam Universitesi Etik Kurulunun 03.04.2020
tarih ve 2020/05-38 sayili karariyla onay alinmis olup,
bu makale Hulusi Giiven'in tezinden derlenmistir.
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