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Candida parapsilosis Tiir Kompleksi ve Lodderomyces elongisporus
izolatlarinin MALDI-TOF MS ile identifikasyonu
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Amag: Candida parapsilosis tiir kompleksi ve Lodderomyces elongisporus izolatlari viriilans, prevalans ve
antifungal duyarlilik profilleri yéniinden farkliliklara sahip olabilmektedir. Bu tiirlerin biyokimyasal yéntemlerle
tanisi zordur. Bu nedenle, uygulanabilirlik, zaman ve maliyet agisindan daha verimli yontemlere gereksinim
duyulmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, C. parapsilosis tiir kompleksine ve L. elongisporus’a ait izolatlarin
ayiriminda MALDI-TOF MS yénteminin tani performansini degerlendirmektir.

Yéntem: Sunulan ¢alismada, C. parapsilosis (n=8), Candida orthopsilosis (n=7), Candida metapsilosis (n=6) ve
L. elongisporus (n=11) tiirlerini iceren toplam 32 referans izolat MALDI-TOF MS yontemi ile identifiye edildi.
Bulgular: Candida parapsilosis tiir kompleksine ve L. elongisporus’a ait 31 (%93.7) izolatin tiir ismi dogru sekilde
tanimlandi. Sekiz (%100) C. parapsilosis, 5 (%83) C. metapsilosis, 5 (%71) C. orthopsilosis ve 6 (%54)
L. elongisporus izolatini igeren toplam 24 (%75) izolatin tir ismi 1.7-2.14 arasinda degisen skor dederleri ile
identifiye edildi. Giivenli tanimlama igin 21.7 skoru referans alindiginda, MALDI-TOF MS yénteminin duyarliligi
ve Ozglilligi sirastyla %54.5-100 ve %96.3—100 olarak belirlendi.

Sonug¢: Candida parapsilosis tiir kompleksi ve L. elongisporus gibi biyokimyasal yontemlerle ayrimi gii¢ olan
tirlerin hizli molekiiler fenotipik tanisinda MALDI-TOF MS’in etkili bir yontem oldugu gésterilmesine karsilik,
daha giivenli skor araliklarinda tir diizeyinde tanimlama igin yontemin optimizasyonu ve daha genis MS
kutiiphanesi gereksinimi oldugu agiktir.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis tiir kompleksi, Lodderomyces elongisporus, molekiiler tani, MALDI-
TOF MS

ABSTRACT

Objective: Candida parapsilosis species complex and Lodderomyces elongisporus may have differences in terms
of their virulence, prevalence, and antifungal susceptibility profiles. These species are difficult to identify with
biochemical methods. Therefore, there is a need for more efficient identification methods in terms of time, cost,
and applicability. This study aims to evaluate the diagnostic performance of the MALDI-TOF MS method in
discriminating between isolates belonging to the C. parapsilosis species complex and L. elongisporus.
Method: In the current study, a total of 32 reference strains, including the C. parapsilosis (n=8), Candida
orthopsilosis (n=7), Candida metapsilosis (n=6), and L. elongisporus (n=11) species were identified using the
MALDI-TOF MS method.

Results: The species names of 31 (93.7%) isolates belonging to the C. parapsilosis species complex and
L.elongisporus were correctly identified. Twenty four isolates including eight (100%) C. parapsilosis, five
(83%) C. metapsilosis, five (71%) C. orthopsilosis, and six (54%) L. elongisporus isolates were identified with
score values ranging from 1.7 to 2.14. According to the secure identification reference score of 2 1.7, the sensitivity
and specificity of the MALDI-TOF MS method were determined as 54.5-100% and 96.3-100%, respectively.
Conclusion: Although the MALDI-TOF MS method has been shown to be effective in the rapid molecular
phenotypic diagnosis of species that were difficult to discriminate using biochemical methods such as
C. parapsilosis species complex and L. elongisporus, there is a clear need to optimize the method and develop
a larger MS library for species-level identification within secure score ranges.

Keywords: Candida parapsilosis species complex, Lodderomyces elongisporus, Molecular Identification, MALDI-
TOF MS
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GiRiS

Candida tirleri invazif mantar hastaliklarinin dnemli
etkenlerindendir®, Kandidemilerin tim dinyadaki
en sik etkeni Candida albicans’dir®. Candida parapsi-
losis ise yogun bakim Unitelerinde ikinci veya tglincu
sirada yer alir®. Ulkemizde kandideminin en sik ikinci
etkeni C. parapsilosis olup, insidansi her gegen glin
artmaktadir®.

Candida parapsilosis tiir kompleksi Gyeleri, C. albicans,
Candida dubliniensis ve Lodderomyces elongisporus
ile ayni taksonomik grup icerisinde siniflandirilir®®,
C. parapsilosis tiir kompleksi C. parapsilosis, Candida
metapsilosis, Candida orthopsilosis turlerini icerir?
ve L. elongisporus tiru ile yakindan iliskilidir®9),
Kriptik turler olmalarina karsilik, L. elongisporus ve
tlr kompleksi igerisindeki turlerin virtlans, prevalans
ve antifungal duyarhlik ozellikleri agisindan farkhhk-
lar dikkat ¢ekmistir. C. parapsilosis, kompleks iceri-
sinde en stk gorilen tir iken, C. metapsilosis ve
C. orthopsilosis tirlerinin prevalansi bolgesel olarak
farklihk gosterebilmektedir®™. Son zamanlarda,
Ortadogut®, ispanya™ ve Japonya'da™ L. elongisporus
ile iliskili enfeksiyonlar bildirilmistir. C. orthopsilosis’in
itrakonazol ve ekinokandin grubu ilaglara en yiksek
minimal inhibisyon konsantrasyonu gosterdigi®,
C. metapsilosis’in ise ekinokandin grubu ilaglara en
duyarli tir oldugu rapor edilmistir®. C. parapsilosis
ile karsilastirildiginda, L. elongisporus’ta antifungal
direnci daha distuk oranlarda bulunmusturt*2-23,
Ayrica, C. parapsilosis pozitif kan izolatlarinin
%9.5’inde C. parapsilosis ve C.orthopsilosis’in
birlikte etken oldugu belirlenmistir®),

Candida parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis
ve L. elongisporus tirlerinde gorilebilen virdlans,
prevalans ve antifungal duyarlilik farkliliklarina karsi-
lik, bu tirlerin ayirici tanisi fenotipik yontemlerle
yapilamamaktadir. C. parapsilosis tiir kompleksi ayri-
minda, siklikla ribozomal DNA’nin ITS (Internal trans-
cribed spacer) bolgesinin sekansi veya sekonder alkol
dehidrojenaz (SADH) geni kapsaminda kesim enzimi
temelli polimorfizm analizleri kullanilmasina karsilik,
klinik tani noktasinda uygulanabilirlik, zaman ve
maliyet agisindan daha verimli yontemlere gereksi-

nim duyulmaktadir.

Son 10 yil igerisinde, matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kitle spektro-
metresi (MALDI-TOF MS) enfeksiyon etkeni maya
mantarlarinin tir tanisinda hizli ve uygulanabilirligi
kolay bir yontem olarak yaygin sekilde kullaniimaya
baslanmistir. MALDI-TOF-MS ydnteminin, biyokimya-
sal yontemlerle tanimlanabilen mantar tirlerinin
yaninda, birbirine yakin turleriiceren tir kompleksi®*®
veya varyete Uyesi izolatlarin ayirrminda®” veya anti-
fungal duyarlilik analizlerinde®2% de kullanim potan-
siyeline sahip oldugu gorilmektedir.

Bu ¢alismada, MALDI-TOF MS yonteminin C. parapsilosis
tir kompleksi ve L. elongisporus izolatlarinin ayirici
tanisindaki etkinligini degerlendirilmesi ve verilerin
literatr esliginde tartisilmasi amaglandi.

GEREC ve YONTEM

izolatlar: Sunulan galismada, L. elongisporus (n=11)
ve C. parapsilosis tiir kompleksi Gyesi C. parapsilosis
(n=8), C. orthopsilosis (n=7) ve C. metapsilosis (n=6)
turlerini temsil eden klinik ve gevresel kokenli toplam
32 referans izolat incelendi. Candida izolatlari CBS-
KNAW Mantar Biyogesitlilik Merkezi (Westerdijk
Mantar Biyogesitlilik Enstitiisl, Utrecht, Hollanda) ve
L. elongisporus izolatlari ise Duke Universitesi
Molekiler Genetik ve Mikrobiyoloji Departmani
(Durham, NC, ABD) koleksiyonundan alindi (Tablo 1).
izolatlar, Sabouraud glikoz agar (SGA; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO)’da 30°C’de 2 giin inkiibe edilerek can-
landirild.

MALDI-TOF MS analizi: Tanimlama igin SGA plaklarin-
da taze kiltirden dretilen koloniler kullanildi. Her bir
izolattan kirdan yardimi ile MALDI hedef plak (MSP
96 BC ground steel target; Bruker Daltonik, Bremen,

Almanya) Uzerindeki noktalara, transfer yapildi ve
ince bir tabaka halinde strlldi. Plaka izerinde eks-
traksiyon, her noktanin 1 pl %70’lik formik asit ¢cozel-
tisi ile kaplanmasi ve 6rnek yikli plakanin 5 dakika
boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmasi ile
yapildi. Sonra, orneklerin her biri 1 uL a-siyano-4-
hidroksi sinnamik asit solisyonu (HCCA matriks;
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Tablo 1. Galismada incelenen Candida parapsilosis kompleks tiirleri ve Lodderomyces elengisporus’a ait kokenlerin 6zellikleri ve MALDI-

TOF MS tani sonuglari.

Tir ismi Sus Ornek Ornek izolasyon Ulke MALDI-TOF Tani
ismi Turi Kokeni MS Tanisi Skorlan

Candida CBS 2915 Klinik insan - Norveg C. parapsilosis 1.703

parapsilosis CBS 604 Klinik insan - Porta Riko C. parapsilosis 1.787

CBS 7248 Klinik Hayvan Subklinik mastit Yeni Zelanda C. parapsilosis 1.937

CBS 8836 Klinik insan Kan ABD C. parapsilosis 2.043

CBS 12541 Cevresel Meyve Ziziphus mauritiana Zimbabve C. parapsilosis 1.877

CBS 1954* Cevresel Meyve - italya C. parapsilosis 2.001

CBS 2216 Cevresel Gida Salamura ABD C. parapsilosis 1.833

CBS 8181 Cevresel Bitki Nothofagus dombeyii Sili C. parapsilosis 2.143

Candida CBS 10741 Klinik insan Tirnak Belgika C. orthopsilosis 1.453

orthopsilosis CBS 10742 Klinik insan Tirnak Belgika C. orthopsilosis 1.715

CBS 10906* Klinik insan Vajinal ABD C. orthopsilosis 1.516

CBS 9894 Cevresel Bocek - Panama C. orthopsilosis 1.785

CBS 10743 Cevresel Bocek - ABD C. orthopsilosis 1.896

CBS 2212 Cevresel Bitki - Endenozya C. orthopsilosis 1.939

CBS 8825 Cevresel Bitki - Avustralya C. orthopsilosis 1.851

Candida CBS 10747 Klinik insan Tirnak Belgika C. parapsilosis 1.852

metapsilosis CBS 10907* Klinik insan - ABD C. metapsilosis 1.813

CBS 2315 Klinik insan Balgam italya C. metapsilosis 1.812

CBS 11127 - - - - C. metapsilosis 1.791

CBS 2916 - - - Norveg C. metapsilosis 1.971

CBS 10746 - - - - C. metapsilosis 1.742

Lodderomyces 7660 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.762

elongisporus 7661 Klinik - - Malezya L. elongisporus 1.655

7663 Klinik - - ABD L. elongisporus 1.821

7665 Klinik - - Veneziiella L. elongisporus 1.609

7666 Klinik - - Venezlella L. elongisporus 1.668

7668 Klinik - - italya L. elongisporus 1.770

7669 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.871

7670 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.701

7672 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.809

7673 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.698

7675 Klinik - - Meksika L. elongisporus 1.565

Bruker) ile kaplandi ve oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Kuruma sonrasi plaka MALDI-TOF kitle
spektrometrisi cihazina (Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) yuklendi. Cihaz kalibrasyonu ve pozitif
kontrol olarak Bruker BTS soltisyonu kullanildi. Kalite
kontrolli ve her bir izolata ait spektrumlarin analizi
icin Bruker Biotyper 3.1 yazilim programi ve kutip-
hanesinden (versiyon 3.1.66) yararlanildi. MALDI
skorlari Ureticinin talimatlarina gore siniflandirildi;
buna gore, 2.3-3 arasi log-skor degeri yiksek dogru-
lukta tiir diizeyinde tani, 2—2.29 arasi skor glvenli
cins ve olasi tlr dizeyinde tani, 1.7-1.99 arasi olasi
cins dlizeyinde tani ve 0-1.69 arasi skor ise guvenilir
olmayan tani seklinde degerlendirildi.

MALDI-TOF MS yonteminin duyarlilik ve 6zgulligu
Blakely ve Salmond’a® gére hesaplandi.

402

BULGULAR

Calismada belirlenen MALDI-TOF MS kitle spekt-
rumlari MSP kitlphanesi ile karsilastirildi. MALDI-
TOF MS analizi sonucunda 31 (%93.7) izolatin tur
ismi dogru sekilde saptandi, bir (%3.1) C. metapsilosis
izolati ise yanlis tiir ismi ile tanimlandi (Tablo 1). Skor
degerleri, li¢ (%9.3) izolat igin 22.0, 21 (%65.6) izolat
icin 1.7-2.0 ve yedi (%21.8) izolat igin ise <1.7 olarak
belirlendi (Tablo 1 ve Tablo 2).

Sekiz (%100) C. parapsilosis, bes (%83) C. metapsilosis,
bes (%71) C. orthopsilosis ve alt1 (%54) L. elongisporus
izolatini iceren toplam 24 (%75) izolat 1.7-2.14 ara-
sinda degisen skor degerleri ile identifiye edildi.
Buna karsihk, iki (%28.5) C. orthopsilosis ve bes
(%45.4) L. elongisporus izolatinin tiir ismi dogru ola-
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Tablo 2. MALDI-TOF MS analiz skorlari ve tani performansi.

Tani skorlar*

Tani performansi**

Turler 2.3-3.0 2.0-2.29 1.7-19 <17 Yalanci pozitiflik ~ Duyarliik (%)  Ozgiilliik (%)

Candida parapsilosis (n=8) - 3 5 - - 100 100

Candida metapsilosis (n=6) - - 5 - C. parapsilosis 100 96.3
(n=1)

Candida orthopsilosis (n=7) - - 5 2 - 71.4 100

Lodderomyces elongisporus (n=11) - - 6 5 - 54.3 100

* 2.3-3, yiiksek dogrulukta tiir diizeyinde tani; 2—2.29, giivenli cins ve olasi tiir diizeyinde tani; 1.7-1.99, olasi cins diizeyinde tani; 0-1.69,

glvenilir olmayan tani
** >1.7 skorla tanimlanmis izolatlar temel alindi.

rak belirlenmesine karsilik, glivenli olmayan skor
araliginda belirlendi (skor <1.7) ve bir (%16.6)
C. metapsilosis izolati ise C. parapsilosis olarak yanls
tanimlandi (Tablo 1 ve 2).

Guvenli tanimlama igin 21.7 skoru temel alindiginda,
C. parapsilosis tiir kompleksine ait izolatlarin ayiri-
minda, MALDI-TOF MS yonteminin duyarlilig
C. parapsilosis ve C. metapsilosis igin %100,
C. orthopsilosis ve L. elongisporus igin ise sirasiyla
%71.4 ve %54.5 olarak saptandi. Yontemin 6zgilli-
gl ise C. parapsilosis, C. orthopsilosis, L. elongisporus
icin %100 ve C. metapsilosis igin %96.3 olarak belir-
lendi (Tablo 2).

TARTISMA

Bu calismada, L. elongisporus ve C. parapsilosis tir
kompleksi Gyesi izolatlarin ayriminda MALDI-TOF MS
yonteminin performansi degerlendirildi. Bu amagla,
32 referans C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis
ve L. elongisporus izolati MALDI-TOF MS yontemi ile
incelendi ve %54.5-%100 duyarhlik ve %96.3—%100
ozglllik oranlariile ayiriminin yapilabildigi gosterildi.
Bu durum, molekiler temelli yontemlerin halihazir-
da daha dogru ve giivenilir olduguna isaret etmekte-
dir.

MALDI-TOF MS yontemi, bakteri ve maya mantari
izolatlarinin tir dizeyinde tanimlanmasi igin son yil-
larda birgok klinik mikrobiyoloji laboratuvarinca rutin
olarak kullanilan hizli ve giivenilir bir yontemdir?°),

Klasik maya mantari tani sistemleri ile karsilastirildi-
ginda, MALDI-TOF MS yontemi zaman, uygulama
kolayhg ve performans temelinde 6nemli avantajla-
ra sahiptir. Buna karsilik, MALDI-TOF MS temelli
yanls identifikasyon hemen daima birincil olarak
sinirl referans sus verisine sahip kittuphaneler ile
iliskilendirilmektedir?”. MALDI-TOF MS ydntemi
maya mantarlarinin rutin tanisinda kullanilmasina
karsilik, 6zellikle tir kompleksi izolatlarinin tanisinda
spesifik 6rnek hazirlama protokollerine ve daha
genis MS veri kutiphanelerine gereksinim
duyulabilmektedir(?s29),

Klinik 6neme sahip ve tanisi zor olan kriptik mantar
turlerinin ayiriminda MALDI-TOF MS ydnteminin
uygulanabilirligi bulgularimizla uyumlu olarak diger
calismalarda da rapor edilmistir. Literatirde,
Arastehfar ve ark.", MALDI-TOF MS temelli
C. parapsilosis tir kompleksi izolat tanilarinin, DNA
temelli tani yontemleriyle (rDNA sekanslama ve
genotipleme) uyumlu oldugunu rapor etmislerdir.
De Carolis ve ark/nin ® L. elongisporus ve C. parapsilosis
tlr kompleksi Gyesi toplam 36 izolati inceledigi calis-
masinda, MALDI-TOF MS ydnteminin tum tdrleri
dogru tanimladigi (skor >2.0), ayrica DNA ve kitle
spektrum verileri temelli filogenetik analizlerde izo-
latlarin benzer sekilde kimelendigi bildirilmistir.
Roberto ve ark.t%ise C. parapsilosis tir kompleks
izolatlarinin ekinokandin ilag diren¢ profillerinin
belirlenmesinde, MALDI-TOF MS’nin optimize yon-
temlerle ylksek dogrulukta veri saglayabildigini
belirtmiglerdir.
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Bu calismada, L. elongisporus ve C. parapsilosis tir
kompleksinin hizli tanisinda MALDI-TOF MS yontemi-
nin uygulanabilirligi gésterilmistir. Buna karsilik, krip-
tik tlrlerin glvenli skor araliklarinda tanisi icin
yontem optimizasyonu ve standart MS kuttphane-
sine ek olarak, laboratuvar igi referans sus MS kit-
Uphanesine gereksinim olabilecegi belirlenmistir.
Analiz edilen izolat sayisinin gorece az olmasi bu
¢alismanin bir eksikligi olabilecegi disindldi.
Gelecekte MALDI-TOF MS yonteminin multipleks
tani performansinin degerlendirilmesi kuskusuz ilgi
cekici olacaktir.
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