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Aragtirma

Yogun Bakim Unitesi Hastalar1 Kan Kiltiirlerinden
[zole Edilen Candida parapsilosis Suglarmin Mini Epidemiler

Bakimindan Arastirilmasi
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Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

OZET

Amacg: Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda katete-
rizasyona bagli olarak gelisen fungal enfeksiyonlar arasin-
da en sik kan dolasimi enfeksiyonlart goriilmektedir.
Candida albicans endojen kaynakli olmasindan dolay
nozokomiyal fungal enfeksiyonlarda ilk sirada yer almak-
tadwr. Antifungal tedaviye daha zor yamit veren Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata gibi
albicans-dist Candida tiirleriyle karsilasma oramt hizla
artmaktadir. Bu ¢calismada, nozokomiyal potansiyeli bulun-
dugu bilinen C. parapsilosis suslarinn klonal yakinliklari-
nin rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Element-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu, bioMeriéux, Fransa)
DiversiLab® yontemiyle belirlenmesi amaglanmugstir.

Gereg ve Yontem: Ocak 2012 ve Haziran 2013 yillar: ara-
sinda santral venoz kateterden alinan kan orneklerinden
izole edilen 33 C. parapsilosis susu ¢calismaya dahil edil-
migtir. Klasik yontemlerle tiir tanist yapilan suglarin klonal
iligkileri rep-PCR DiversiLab® sistemi ile belirlenmigtir.

Bulgular: Rep-PCR DiversiLab® sistemi ile yapilan klonal
iligki analizi sonucunda ti¢ (A-C) farkl klon tespit edilmis,
A klonunun (%87.8, n=29) baskin tip oldugu belirlenmistir.
B klonuna ait 3 sug, C klonunda ise bir sus saptanmuistir. A
klonu, reanimasyon iinitesi orneklerinin %48.2’sinden,
pediyatri yogun bakim iinitesi oérneklerinin %20.6st, cerra-
hi yogun bakim iinitesi orneklerinin %17.2’sinden ve
dahiliye yogun bakim iinitesi orneklerinin %13.7 sinden
izole edilmistir. ilk ve son susun izolasyon tarihleri arasin-
da on sekiz aylik siire oldugu belirlenmisgtir.

Sonug: C. parapsilosis suslarimin servisler arast transfer
edilen hastalar ve ¢apraz bulaslar sonucu yayildigu diisii-
niilmiistiir. Calismada kullanmilan rep-PCR DiversiLab®
sisteminin epidemiyolojik ¢calismalarda ve enfeksiyon kont-
roliinde kullamilabilecek kolay uygulanabilen, hizli ve
bagarily bir yontem oldugu kanisina vardmistir. Suslarin
hastane ortamindaki dagilmmimin klonal iliski gostermesi,
enfeksiyon kontrol donlemlerinin onemini bir kez daha vur-
gulamaktadir.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis, Nozokomiyal
fungal enfeksiyon, rep-PCR DiversiLab®

SUMMARY

Investigating of Candida parapsilosis Strains Isolated
Jrom Blood Cultures of Patients in Intensive Care Unit in
Terms of Mini-Epidemics

Objective: Bloodstream infections are seen the most common
fungal infections which is caused by catheterization in the
hospitalized patients in intensive care units. Candida
albicans is the first nosocomial fungal infection owing to
endogenous origin. Incidence of non-albicans Candida
species (Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida
glabrata) that have antifungal treatment problems, are
increasing rapidly. The aim of this study was to determine
the clonal relationship between strains of C. parapsilosis
by using rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic
Element-Polymerase Chain Reaction, bioMeriéux, Fransa)
DiversiLab® method.

Materials and Methods: A total of 33 C. parapsilosis strains
isolated from blood samples obtained from central venous
catheter between January 2010-June 2013 were included in
the study. Clonal relationships of Candida parapsilosis strains
which were type diagnosed by the conventional methods
were determined by rep-PCR DiversiLab® system.

Results: Rep-PCR DiversiLab® analysis have shown the
presence of three clones (A-C). Clone A was found to be the
dominant type. Twenty nine (87.8%) of the 33 C. parapsilosis
strains belonged to clone A, 3 (9.0%) to clone B, one strains
to clone C. Clone A was isolated from 48.2%, 20.6%, 17 2%,
13.7% of the samples sent from reanimation unit, pediatric
intensive care unit, surgical intensive care unit, internal
diseases intensive care units, respectively. Eight month
interval has been found between first and last isolations.

Conclusion: As a result; it is contemplated that
C. parapsilosis strains were scattered as a result of cross
transmission and patient transfer among clinics. The rep-
PCR DiversiLab® system which was used in this study has
been evaluated as a rapid, easily applicable and successful
procedure for epidemiological studies. Clonal distribution
of strains in the hospital environment emphasizes the
significance of infection control measures.
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GIRIS

Son yillarda modern tedavi yaklagimlarinin
gelismesi, kemoterapi ve diger immiinsupresif
tedavi alan hastalarin sayisinin artmasi, trans-
plantasyon cerrahisinin gelismesi, genis spek-
trumlu antibiyotiklerin kullanimi, yogun bakim
tinitesi (YBU)’de yatan hasta sayismin artmasi
ve hastalara uygulanan invazif islemler nedeniy-
le albicans-dis1 Candida (ADC) tiirlerinin neden
oldugu enfeksiyonlarin sikliginda belirgin bir
artig gorilmiistiir!-.

Son epidemiyolojik verilere gore Candida
albicans en sik etken olarak kalirken, Candida
parapsilosis, Candida glabrata ve Candida
tropicalis gibi tiirlerin prevalansinda artis
olmasiyla C. albicans enfeksiyon insidansi
goreceli olarak azalmigtir®. Tiirkiye’de
C. parapsilosis, C. albicans’tan sonra siklikla
kandidemi yapan tiirdiir. C. parapsilosis daha
cok deri ve mukozadan kaynaklanan kandide-
miye yol agcmaktadir. Bu tiir, kateter ve imp-
lantlarda biyofilm olusturma ve hastane orta-
minda kaliciligr yaninda bebek ve yenidogan
enfeksiyonlariyla bilinmektedir®. Bir iinitede
kan kiiltiirlerinde C. parapsilosis iiremesi
enfeksiyon kontroliiniin eksikligi yoniinden
bir gosterge olarak kabul edilmektedir. Yogun
bakim iinitelerinde goriilen kan dolagim siste-
mi kandidozlarinda Candida tiirleri ya enfek-
siyon etkeni ya da kolonizan olarak kargsimiza
cikmaktadir®®. Yogun bakim tiniteleri gibi riskli
hastalarin yattig1 birimlerde, enfeksiyonlarin
1/3’inden fazlasi c¢apraz bulagmayla meydana
gelirken; kontrol dnlemlerinin yetersizligi halinde
bu oran daha da yiikselmektedir”. Hastane kay-
nakli enfeksiyonlarda yayilimin kontrol edilmesi
ve gerekli onlemlerinin alinmast i¢in epidemiyolo-
jik calismalar 6nemlidir. Bunun i¢in kolay uygula-
nabilen, ayrim giicii yiiksek molekiiler yontemler
tercih edilmelidir. Bu yontemlerle izole edilen sus-
larm genetik iligkilerinin varhigi, etkenin kaynagi
ve bulag yollar1 saptanabilmektedir”'?.

Calismamizda, hastanemiz YBU hastalarmmn
kan kiiltiirlerinden izole edilen C. parapsilosis
suslarinin olast mini epidemiler bakimindan
genetik yakinliklarinin incelenmesi amaglanmig
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ve bunun ic¢in ticari bir sistem olan yari-otomatik
rep-PCR DiversiLab® (bioMeriéux, Fransa) sis-
temi kullaniImigtir.

GEREC ve YONTEM
1. Candida Suslarmin Secimi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastir-
ma ve Uygulama Hastanesi’nde Ocak 2012 -
Haziran 2013 tarihleri arasinda yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalarin santral venoz kate-
terinden alinan kan (SVK) kiiltiirlerinden izole
edilen 33 C. parapsilosis susu ¢aligmaya dahil
edilmistir. C. parapsilosis’in ¢alisma susu ola-
rak belirlenmesi, hastanemizdeki 9 yillik maya
profilinde SVK kiiltiirlerinde en sik izole edilen
maya tiiriiniin C. parapsilosis olmasma dayan-
maktadir'. Bir tinitede ayn1 zaman diliminde
yatan hastalardan izole edilmis olan C. parapsilosis
suglar1 hastane enfeksiyonu etkeni olabilecegi
diistintilerek secilmistir. Hastay1 temsil eden tek
susun seciminde, kiiltlir i¢in gonderilen esza-
manlt her iki sisesinde birden C. parapsilosis
tiremesine ve ardisik en az 3 kan Orneginden
izole edilmis olmasina dikkat edilmistir.

2. Suslarin Tanimlanmasi

Otomatize kan kiiltiir sisteminde (BACTEC)
takip edilen ve pozitif sinyal ile sistemden ¢ika-
rilan siselerden hazirlanan Gram preparatlarda
maya hiicrelerinin goriilmesi ile Sabouraud
dekstroz agar (SDA) ve kromojenik substratli
(CHROMagar-Candida) besiyerlerine pasajla-
narak 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
SDA besiyerinde lireyen maya kolonilerinin tiir
tanilarinin yapilmasinda konvansiyonel yontem-
ler (Tween-80°li misir unlu jelozda gercek/yalan-
ct hifler ile klamidospor varligi, kromojenik
agardaki pigmentleri, insan serumunda ¢imlenme
borusu olusumu) ile ticari kit (API ID 32°C,
bioMeriéux, Fransa) kullanilmigtir’®. Tiim suglar
PCR calismasi yapilincaya kadar %10 gliserollii
buyyonda -30°C’de saklanmugtir.

3. Klonal iligkilerin arastirilmasi

Tiim suglar, ticari PCR karigimi ve mikro akis-
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kan jel elektroforezi bulunanrep-PCR (Repetitive
Extragenic Palindromic Element-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) DiversiLab® (bioMeriéux,
Fransa) sisteminde calisilmigtir.

DNA izolasyonu, “UltraClean™ Microbial
DNA Isolation Kit” (MoBio Laboratories,
ABD) kullanilarak iiretici firma onerileri dog-
rultusunda yapilmistir. DNA miktarlar1 nanod-
rop cihazi ile dlciilerek 35 ng/pl olacak sekil-
de seyreltilmistir. DNA amplifikasyonu,
Candida DNA parmak izi kiti (DiversiLab®,
DNA Fingerprinting Kit, bioMeriéux, Fransa)
kullanilarak yapilmigtir. Termal dongii para-
metreleri, baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 2
dk, 35 dongiideki denatiirasyon 94°C’de 30
sn, primer baglanmast 50°C’de 30 sn, zincir
uzamas1 70°C’de 90 sn. son uzama 70°C’de 3
dk seklinde uygulanmistir. Elektroforez isle-
mi, DiversiLab® DNA LabChip Kit’i
(bioMérieux, Fransa) ile Agilent 2100 bioa-
nalyzer (Agilent Technologies Inc, ABD)
cihazinda yapilmgtir.

Rep-PCR parmak izi sonuclari internet tabanl
DiversiLab® analiz programi (bioMérieux,
Fransa) ile elde edilmistir. Orneklerin benzer-
liklerinin belirlenmesi ve dendogram olustur-
mak icin Pearson korelasyon katsayisi ve
UPGMA (aritmetik ortalama kullanarak agir-
liksiz  gruplama) yontemi kullanilmistir.
Sonuclarin degerlendirilmesinde %95’in iize-
rinde benzerlik gosteren suglar ana klon, ana
klon igerisinde %97 ’nin iizerinde benzerlik
gosteren suglar alt tip (ayirt edilemez) olarak
kabul edilmistir. Benzerlik oranlart %95’in
altinda (> 2 bant farki) olan suslar farkli klon
olarak degerlendirilmistir'®.

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan hastalarin 23’i
(%69.7) erkek, 10’u (%30.3) kadin, yas ortala-
mas1 37.9 (1 ay-87 yil) ve en sik C. parapsilosis
izole edilen yas grubu 0-20 yag grubu (13 hasta,
%39.3) olarak saptanmistir. Hastanede yatig
siiresi ortalama 44 giin (6-156 giin) olarak belir-
lenmistir.

C. parapsilosis suglarinin 12 (%36.3)’si reani-
masyon (REA)’da yatan hastalardan, 21
(%63.6)’1 ise diger servislerden izole edilmistir.
Suglarin diger servislerdeki dagilimi; dahiliye
yogun bakim iinitesi (DYBU) 5 (%15.1), cerrahi
yogun bakim iinitesi (CYBU) 5 (%15.1), pedi-
yatri yogun bakim iinitesi (PYBU) 11 (%33.4)
seklindedir (Sekil 1).

Sekil 1. Candida parapsilosis suslarinmn servislere gore dagilim
orani.

Rep-PCR DiversiLab® yontemi ile 3 farkli
klon (A-C) belirlenmigtir. A ana klonu
C. parapsilosis’lerin 29 (%87.8)’unun toplandi-
&1 en biiyiik klon olarak tespit edilmistir (Sekil
2). B klonunda 3 sus (%9.1), C klonunda 1
(%3.1) sus kiimelenmigtir. A klonunu
olusturan C. parapsilosis susu, REA (n: 14),
DYB (n: 4), CYB (n: 5), PYB (n: 6)’nde Ocak-
2012 ve Haziran 2013 tarihleri arasinda varligini
stirdiirmiistiir. B klonunundaki 3 sus, PYBU’de
Subat-2012 ile Haziran-2012 tarihleri arasinda
varligin siirdiirmiistiir. C klonundaki tek sug ise
Mart-2013 tarihinde PYBU’de yatan hastadan
izole edilmigtir (Tablo 1).

TARTISMA

Son yillarda Candida tiirlerinin neden olduklari
enfeksiyonlarda artig olmakla birlikte, bu enfek-
siyonlara neden olan tiirlerin cesitliliginde de
degisiklikler goriilmeye baglanmistir. Endojen
kaynakli olmasi nedeniyle, hald nozokomiyal
fungal enfeksiyonlarda ilk sirayr C. albicans
almasina ragmen, antifungal tedaviye daha zor
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Sekil 2. Rep-PZR analizi sonucunda Candida parapsilosis klonlarma ait dendrogram.

yanit verdigi bilinen C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. glabrata gibi ADC tiirleriyle karsilasma orani
hizla artmaktadir? #1019,

Ulkemizde ve diger iilkelerde yapilan cesitli
calismalarda YBU’de yatan hastalarin kan
orneklerinden izole edilen maya mantarlarindan
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C. albicans’m en sik saptanan tiir oldugu dikka-
ti cekmektedir. ADC tiirleri icinde en sik sapta-
nanlar ise C. parapsilosis, C. glabrata veya
C. tropicalis’tir®"%1%®  Candida tiirlerinin sik-
Iik siralamasi, ¢alismanin yapildigi hasta
grubunun 6zelliklerine, hastanenin 6zellikle-
rine ve cografi lokalizasyona gore degisiklik
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Tablo 1. Candida parapsilosis suslarinin aylara ve servislere gore dagilimi, A, B, C: Rep PCR klonlari.

HASTA 2012 2013
NO | E/K 5|6 |78 10 | 11| 12 6 | 7 10 | 11 | 12
1 E

1 E

2 E

2 E

3 K

4 E

5 K

6 E

7 E

8 K

9 E

10 E

1 E

12 E

13 K

14 E

15 E

16 K

17 E

18 E

19 K B‘
20 E A‘
21 E B‘

22 E

23 E

24 E

25 K

26 E nl
27 E

28 K

29 K

30 E

K O
32 K

33 E
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gostermektedir. Bir¢ok calismada, kandidemi
etkenlerinde belirgin derecede bir degisiklik
oldugu ve ADC’lere bagli kandidemi oraninin
yaklagik %350’lere ulastigi belirtilmektedir!'+!®.
SENTRY programina gére ABD’deki kandide-
milerin %44°#, Latin Amerika tilkelerindeki
kandidemilerin %59’u, Avrupa ve Kanada’daki
kandidemilerin ise %47’sinden ADC’ler sorumlu
tutulmustur®. Singhi ve ark.'® yalmzca PYBU
tinitesini dahil ettikleri ¢alismada, ADC’ye bagh
kandidemi oran1 %70.3 ve en sik etken olarak
C. tropicalis (%48.4)’1 bildirmisglerdir. Caligma-
mizda PYBU’de C. parapsilosis’in etken oldugu
kandidemi orant %33.4 olarak bulunmusgtur.
Ispanya’da yapilan bes yillik retrospektif bir
calismada ise, ADC’lere bagh kandidemi orani-
n1 (%64.2), C. albicans’a bagh kandidemi ora-
nindan (%35.8) daha fazla bulmuslardir.
Ayrica calismada, en sik kandidemi etkeni
olarak C. parapsilosis (%41.5) saptanmigtir®”.
Otag ve ark.’nin"? yaptig1 calismada, kan-
didemilerin %76.2’sinden ADC’ler sorum-
Iu tutulmustur ve kandidemi etkenleri arasinda
C. parapsilosis ilk sirada yer almistir.

Immiinsiipresif hastalarda santral ven6z kateter
ve kalict kateterin uzun siire kullanilmasi
C. parapsilosis enfeksiyon riskini arttir-
maktadir. C. parapsilosis tiirlerinin yiiksek
glukoz ve lipid konsantrasyonlari iceren besi-
yerlerinde iiretildiklerinde biyofilm olusturduk-
lar1 gdzlenmistir. Bu durum parenteral beslenen
hastalarin kan dolagimi enfeksiyonlarinda-
ki yiiksek prevalansla iligkilendirilmigtir®".
C. parapsilosis’in, plastik medikal aletlere karsi
seciciligi, tiriner kateter ve damar yolu kateterle-
rinde kolonize olmasi biyofilm olusturma yete-
negine bagl oldugu belirtilmistir®. Ispanya’da
yapilan bir ¢alismada ®, 72 C. parapsilosis
enfeksiyonlu hastada vaskiiler kateterizasyon
(%97), antibiyotik tedavisi (%91), ameliyat gec-
misi (%46), immiinsiipresif tedavi (%38), malig-
nite (%27), transplantasyon (%16), notropeni
(%12), kolonizasyon (%11) risk faktorleri olarak
siralanirken, Brezilya’da 2002-2003 yillari ara-
sinda rapor edilen 64 C. parapsilosis fungemili
olguda primer risk faktorleri nétropeni, santral
venoz kateter (SVK) kullanimi ve kanser kemote-
rapisi oldugu bildirilmistir®. Caligmamizda, TPN
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(%90.9), SVK varlig1 (%84.8) ve antibiyotik kulla-
nimt (%66.6) olarak tespit edilen risk faktorleri
yaklagik bes yil dnce hastanemizde yapilan bagka
bir calismanin bulgulariyla benzerdir®.

Hastane enfeksiyonlart ve salginlarinda suglar ara-
sindaki klonal iliskinin saptanmasi, bulag kaynagi-
nin tespit edilmesi ve enfeksiyon kontrol 6nlemle-
rinin alinmasi agisindan 6nem tagimaktadir7>>.
Rep-PCR DiversiLab® sisteminin klinik drnekler-
de sik karsilasilan Candida tiirlerinin (C. albicans,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei ve C. tropicalis)
sus seviyesinde ayriminda ve identifikasyonunda
basarili oldugu bildirilmigtir®.

Tayvan’da yapilan bir ¢alismada, 53 C. albicans
susunun genotiplendirilmesinde, PFGE (Pulsed-
field gel electrophoresis) yontemiyle 38 farkl
klon, rep-PCR yontemiyle 31 farkli klon saptan-
mistir. PFGE’nin ayrim giiciiniin yiiksek oldugu
belirlenmistir®®. Cin’de yapilan bir ¢aligmada,
MLST (Multilokus Sekans Tiplendirme) ve rep-
PCR yontemleri karsilastirilmis. Otuz dort
C. glabrata susunda 17 farkli klon tespit edilmis,
istatiksel analizler sonucunda rep-PCR’1m ayrim
giicti yiiksek bulunmusgtur®”.

Calismamizda, 33 C. parapsilosis susunun klo-
nal iligkileri rep-PCR DiversiLab® yontemi ile
arastirllmistir. Rep-PCR analizi sonucunda, 33
C. parapsilosis susundan 3 farkli klon (A-C)
elde edilmisgtir. A klonu 29 (%87.8)
C. parapsilosis susunun kiimelendigi en biiyiik
klonu olusturmustur. A ana klonundaki ilk sug
Ocak-2012 tarihinde REA’da son sus ise Haziran-
2013 tarihinde PYBU’de yatan hastadan izole
edilmistir. Bu klondaki suglarin %48.2’si REA,
%20.6’st PYBU, %17.2’si CYBU, %13.7’si
DYBU’de yatan hastalardan izole edilmistir.
Elde edilen veriler ile hastanemizdeki
C. parapsilosis suglarmin biiylik oranda klonal
iligkili dagilim gostererek A klonunda kiimelen-
digi, A klonundaki suglarin erigkin ve pediyatri
yogun bakim iinitelerinde yayildigi ve bu klon-
daki suglarin caligmanin yapildig1 18 ay boyunca
hastanedeki varligini siirdiirdiigli goriilmiistiir. B
klonunda kiimelenen 3 sus 5 ay boyunca
PYBU’de varligmi siirdiirmiistiir. Hastanede
hastalarin servisler arasi transferleri, hastalar ve
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saglik personeli araciligiyla gerceklesen capraz
bulaglar sonucu suglarin hastane icerisinde
kolayca yayildig1 ve uzun siire varligin siirdiir-
diigli yine ortaya konmustur.

Calismamizin en Onemli smirlamalari, 6rnek
sayisinin az olmasi (n=33), SVK o6rneklerinden
izole edilen suglart kapsamas: ve rep-PCR
DiversiLab® sistemi ile Candida tiirlerinin klo-
nal iligkisinin analizi ile ilgili verilerin az olma-
sidir. Candida parapsilosis’in el florasinda
bulunmasi, biyofilm olusturarak biyomedikal
aletlere kolayca tutunmasi bu tiirii ADC tiirle-
ri arasinda en fazla nozokomiyal enfeksiyon
potansiyeli olan tiir haline getirmektedir.
C. parapsilosis’in yogun bakim {initelerinde
uzun siire yaygin olmasinin temeli budur. Sonug
olarak, C. parapsilosis suslarinin hastane orta-
mindaki dagiliminin klonal iligki gostermesi,
enfeksiyon kontrol programlarinin onemini bir
kez daha vurgulamis ve rep-PCR DiversiLab®
sisteminin molekiiler epidemiyolojik ¢aligmalar-
da bagariyla kullanilabilecegi diislintilmistiir.
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