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ÖZET

Son yıllarda önemi giderek artan Candida parapsilosis, klinik örneklerden en yaygın izole edilen ikin-
ci fungal patojen olarak karşımıza çıkmaktadır. Genetik heterojenite gösteren C.parapsilosis suşları ön-
celeri üç farklı gruba ayrılırken (Grup I, II, III), son yıllarda yapılan moleküler çalışmalar ile bu grupların
farklı türler olduğu anlaşılmış ve bu türler; C.parapsilosis sensu stricto (Grup I), C.orthopsilosis (Grup II)
ve C.metapsilosis (Grup III) olarak adlandırılmıştır. Fenotipik yöntemler ve biyokimyasal testlerle birbi-
rinden ayrılamayan bu türler, sekonder alkol dehidrogenaz proteinini kodlayan genin (SADH) restriksi-
yon polimorfizm analiziyle ayırt edilebilmektedir. Bu çalışmada, çeşitli klinik örneklerden izole edilen
C.parapsilosis kompleks suşlarının PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment lenght
polymorphism) yöntemiyle tanımlanması ve yeni türlerin dağılımının belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalış-
maya, Ekim 2005-Temmuz 2009 tarihleri arasında laboratuvarımıza gönderilen çeşitli klinik örnekler-
den (44 kan, 10 idrar, 5 yara, 2 parasentez mayi, 2 kulak ve birer adet olmak üzere beyin omurilik sı-
vısı, periton sıvısı, ameliyat materyali, ağız içi lezyonu ve tırnak) izole edilen ve API 20C AUX (bioMé-
rieux, Fransa) sistemiyle C.parapsilosis olarak tanımlanan 68 suş dahil edilmiştir. İzolatlardan DNA izo-
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lasyonu “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostic, ABD) ile yapılmış ve SADH gen
bölgesi özgül primerler (S1-F sens; 5’-GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’ ve S1-R antisens; 5’-CAATGCCA-
AATCTCCCAA-3’) kullanılarak PCR ile çoğaltılmıştır. Elde edilen PCR ürünleri (716 bp) BanI enzimi (Fer-
mentas, ABD) ile kesilerek RFLP yöntemi uygulanmıştır. Çalışmamızda, PCR-RFLP yöntemi ile izolatların
%98.5 (67/68)’i C.parapsilosis sensu stricto; 1 (%1.5)’i ise C.orthopsilosis olarak tanımlanmış; C.metap-
silosis türüne rastlanmamıştır. C.orthopsilosis olarak tanımlanan suşun idrar izolatı olduğu belirlenmiş,
kan kültürlerinden izole edilen tüm suşların C.parapsilosis sensu stricto olduğu izlenmiştir. Sonuç ola-
rak, C.parapsilosis kompleks türlerinin fenotipik ve rutin testler ile ayırımının yapılamaması, bu mayala-
rın klinik önemi, izolasyon oranları ve coğrafi dağılımları ile ilgili bilgilerin yetersiz kalmasına neden ol-
maktadır. Dolayısıyla klinik örneklerden izole edilen C.parapsilosis kompleks suşlarının genotipik olarak
ayırt edilmesi, bu konuda yapılacak olan ileri çalışmaların ilk basamağını oluşturacaktır.

Anahtar sözcükler: Candida parapsilosis kompleks; C.parapsilosis sensu stricto; C.metapsilosis; C.orthop-
silosis; klinik örnek; izolasyon sıklığı.

ABSTRACT

Candida parapsilosis, which has recently gained increasing importance, is the second most com-
mon fungal pathogen isolated from clinical specimens. C.parapsilosis strains exhibiting genetic hetero-
geneity were previously considered as a complex of three genetically different groups (group I, II, III).
However, they have recently been reclassified as new species and named as C.parapsilosis sensu stric-
to (Grup I), C.orthopsilosis (Grup II) and C.metapsilosis (Grup III). In the present study we aimed to
identify C.parapsilosis complex species by PCR-RFLP (Polymerase chain reaction-Restriction fragment
lenght polymorphism) method and to determine the distribution of new species isolated from clinical
specimens. A total of 68 samples (44 blood, 10 urine, 5 wound, 2 paracentesis fluids, 2 tympanocen-
tesis samples and one of each cerebrospinal fluid, peritoneal fluid, surgical material, oral lesion and na-
il sample) in which C.parapsilosis had been isolated and identified with API 20C AUX (bioMérieux,
France) between October 2005 - July 2009 in the Microbiology Laboratory of Karadeniz Technical Uni-
versity Hospital, in Trabzon, Turkey, were included in the study. Yeast genomic DNA was extracted
using the “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostic, USA) and amplification of
SADH gene was performed by using specific primers (S1-F sense; 5’-GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’ ve
S1-R antisense; 5’-CAATGCCAAATCTCCCAA-3’) with PCR. RFLP method was then applied by digesting
PCR product (716 bp) with BanI enzyme (Fermentas, USA). In our study 98.5% (67/68) of the isolates
were identified as C.parapsilosis sensu stricto, and 1.5% (1/68) was identifed as C.orthopsilosis, where-
as no C.metapsilosis strains were detected. The strain identified as C.orthopsilosis was from a urine spe-
cimen and all the blood culture isolates were C.parapsilosis sensu stricto. In conclusion, the inability to
differentiate C.parapsilosis complex species by phenotypical and routine tests leads to lack of knowled-
ge in the clinical importance, isolation rates and geographical distribution of these species. Thus, ge-
notypical identification of C.parapsilosis complex species will be the initial step for the arrangement of
further studies in that area. 

Key words: Candida parapsilosis complex; C.parapsilosis sensu stricto; C.metapsilosis; C.orthopsilosis; cli-
nical samples; isolation rate.

GİRİŞ

Candida parapsilosis çevrede yaygın olarak bulunan ve su, toprak ve bitkilerden sıklık-
la izole edilen bir mikroorganizmadır1. Bu maya türü ayrıca kan, deri, tırnak (sağlık çalı-
şanlarının ellerini içeren), tıbbi plastik ve prostetik aygıtların yüzeylerinden de izole edil-
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mektedir. C.parapsilosis, fungemi, vajinit, endokardit, endoftalmit, septik artrit ve perito-
nit gibi enfeksiyonlarla ilişkilendirildiğinden önemi giderek artan bir fungal patojen ola-
rak değerlendirilmektedir2. 2003 SENTRY Antimikrobiyal Sürveyans Programına göre,
hastanede yatan hastaların steril vücut bölgelerinden ikinci sıklıkla izole edilen maya tü-
rü C.parapsilosis’tir3.

C.parapsilosis izolatları fenotipik olarak ayırt edilememekle birlikte genotipik olarak he-
terojendir. Genetik farklılık gösteren suşlar 2005 yılına kadar C.parapsilosis kompleks için-
de üç grupta toplanırken (Grup I, II, III), son yıllarda yapılan moleküler çalışmalarla bu
grupların farklı türler olduğu anlaşılmıştır. Bu türler, PCR-RFLP (polymerase chain reacti-
on-restriction fragment length polymorphism) ve ITS gen dizi analizi gibi moleküler yön-
temlerle ayrılarak; C.parapsilosis sensu stricto (Grup I), C.orthopsilosis (Grup II) ve C.me-
tapsilosis (Grup III) olarak adlandırılmışlardır2,4. Fenotipik yöntemler ve biyokimyasal
testlerle birbirinden ayrılamayan bu türler, C.parapsilosis kompleks için özgül olan sekon-
der alkol dehidrogenaz proteinini kodlayan genin (SADH) restriksiyon polimorfizm ana-
liziyle tanımlanabilmektedir4,5.

C.parapsilosis hastanemizde albikans-dışı türler içerisinde kan örneklerinden ilk sırada
izole edilmektedir6. Bu araştırmada, çeşitli klinik örneklerden izole edilen C.parapsilosis
kompleks suşlarının PCR-RFLP yöntemiyle tanımlanması ve dağılımının belirlenmesi
amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Ekim 2005-Temmuz 2009 tarihleri arasında Karadeniz Teknik Üniversitesi Tıp Fakülte-
si Tıbbi Mikrobiyoloji Hasta Hizmetleri Laboratuvarına gönderilen klinik örneklerden izo-
le edilen ve API 20C AUX (bioMérieux, Marcy l’Etoile, Fransa) sistemiyle C.parapsilosis
olarak tanımlanan 68 suş çalışmaya dahil edildi. 

İzolatların DNA izolasyonu “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diag-
nostic, ABD) ile üretici firmanın önerileri doğrultusunda yapıldı. SADH gen polimorfizmi-
nin belirlenmesi için Tavanti ve arkadaşlarının4 önerdiği primerler (S1-F sens; 5’-
GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’ ve S1-R antisens; 5’-CAATGCCAAATCTCCCAA-3’) kullanı-
larak PCR uygulandı ve SADH gen bölgesine ait 716 baz çifti (bp) büyüklüğündeki böl-
genin amplifikasyonu yapıldı. PCR ürünleri (716 bp) BanI (Fermentas, ABD) enzimiyle
50°C’de iki saat kesim işlemine bırakıldı. Kesim ürünleri %7.5’lik poliakrilamid jele yük-
lendi ve 100 V’de 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Etidyum bromür ile boyanmış
DNA bantları UV iluminatör ile görüntülendi. 

Değerlendirmede, jelde dört bant gözlenen suşlar C.metapsilosis (370, 188, 93, 60
bp); 2 bant (521 ve 196 bp) gözlenenler C.parapsilosis; tek bant görülenler ise C.orthop-
silosis (716 bp; kesim bölgesi olmadığından kesilmemiş PCR ürünü) olarak tanımlandı4. 

Çalışmada referans suşlar olarak; C.parapsilosis ATCC 22019 ve Aberdeen, İngiltere
(FC Odds & DM MacCallum)’den temin edilen C.parapsilosis AM 2001/0013 (Grup I),
C.metapsilosis J 96/0161 (Grup III) ve C.orthopsilosis J 98/226 standart suşları kullanıldı. 
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BULGULAR

Çalışmaya dahil edilen 68 C.parapsilosis kompleks izolatının 44’ü kan, 10’u idrar, beşi
yara, ikisi parasentez mayi, ikisi kulak ve birer adedi olmak üzere beyin omurilik sıvısı, pe-
riton sıvısı, ameliyat materyali, ağız içi lezyonu ve tırnak örneklerinden izole edilmiştir.
Suşların %72 (49/68)’sinin steril vücut bölgelerinden izole edildiği dikkati çekmiştir. 

PCR-RFLP sonuçlarına göre, izolatların %98.5 (67/68)’i C.parapsilosis sensu stricto; bi-
ri (%1.5) ise C.orthopsilosis olarak tanımlanırken; C.metapsilosis türüne rastlanmamıştır.
C.orthopsilosis olarak tanımlanan suşun idrar izolatı olduğu belirlenmiş, kan kültürlerin-
den izole edilen tüm suşların C.parapsilosis sensu stricto olduğu izlenmiştir (Resim 1).

TARTIŞMA

Günümüzde giderek artan bir öneme sahip olan C.parapsilosis kompleks türleri rutin
mikrobiyolojik yöntemlerle birbirlerinden ayırt edilemediği için, klinik örneklerden izolas-
yon sıklıkları ve kommensal olarak bulundukları çevreler hakkında henüz yeterli veri oluş-
mamıştır. Bu konuda yapılan çalışmalarda, yeni türlerin düşük oranlarda da olsa (%1.8-
6.8) klinik örneklerden izole edildiği belirtilmektedir4,5,7-10. Ülkemizde ise C.orthopsilosis
ve C.metapsilosis izolasyon oranları ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadır. Bu çalışmada,
laboratuvarımızda çeşitli klinik örneklerden izole edilen ve C.parapsilosis olarak tanımla-
nan suşların PCR-RFLP yöntemiyle ayırt edilmesi ve yeni türlerin dağılımının belirlenme-
si amaçlanmıştır. Çalışmamızda değerlendirilen 68 izolat içerisinde sadece 1 (%1.5)‘i
C.orthopsilosis olarak tanımlanmış, bu suşun idrar örneğinden izole edildiği belirlenmiş-
tir. Kan kültür izolatları da dahil olmak üzere diğer tüm izolatların C.parapsilosis sensu
stricto (%98.5) olduğu izlenmiş; C.metapsilosis izolatına rastlanmamıştır. 
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Resim 1. SADH geni PCR ürünlerinin BanI kesim profilleri. Hat 1: C.metapsilosis J960161; Hat 2: C.parapsilo-
sis AM2001/0013; Hat 3: Klinik örnek (C.parapsilosis sensu stricto); Hat 4: C.orthopsilosis J98/226; Hat 5:
Klinik örnek/idrar (C.orthopsilosis); M: DNA ladder (50 bp).
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Lochart ve arkadaşları6 tarafından yapılan bir çalışmada, 2001-2006 yılları arasında
izole edilen tüm C.parapsilosis kompleks suşları içinde %6.1’inin C.orthopsilosis,
%1.8’inin ise C.metapsilosis olduğu bildirilmiş ve bu türlerin kan kültürlerinden de üretil-
miş oldukları vurgulanmıştır. İskoçya’da yapılan bir başka çalışmada bu yeni türlere hiç
rastlanmazken, Tayvan’da çeşitli klinik örneklerden izole edilmiş C.parapsilosis izolatları
içerisinde %8.5 oranında C.orthopsilosis ve %5.6 oranında C.metapsilosis gösterilmiş-
tir7,10. Gomez-Lopez ve arkadaşları9 tarafından İspanya’da yapılan bir kandidemi sürve-
yans çalışmasında ise C.metapsilosis %6.9 ve C.orthopsilosis %5.7 oranında tespit edilmiş-
tir. Mirhendi ve arkadaşları5, kandidemisi olan Danimarkalı hastalardan izole edilen C.pa-
rapsilosis suşlarının %5.1 (4/79)’inin C.orthopsilosis olarak tanımlandığını bildirmiştir. Ay-
rıca Macaristan ve Brezilya’dan bildirilen çalışmalarda da kan izolatları arasında her üç
türün de görüldüğü rapor edilmektedir11,12. Buna karşı bazı araştırıcılar sadece C.parap-
silosis sensu stricto izolasyonu yaptıklarını ifade etmektedir4,6,13. Dolayısıyla tüm bu ça-
lışmalar, farklı ülke ve bölgelerden izole edilen C.parapsilosis suşlarının yeniden tiplendi-
rilmesi gereğini ortaya koymakta ve elde edilecek verilerin, izolatların coğrafi farklılıkları-
na ışık tutacağı düşünülmektedir. 

C.parapsilosis kompleks içinde yer alan türlerin virülans özelliklerinin araştırılması ile il-
gili de az sayıda çalışma vardır. Bu çalışmalarda, C.metapsilosis ve C.orthopsilosis’in daha
ziyade mukoza, deri, solunum yolu ve idrar örneklerinden izole edildiği bildirilmek-
te8,13,14; en az virülan türün C.metapsilosis olduğu ileri sürülmektedir15,16. Bu durum, ça-
lışmamızda değerlendirilen izolatlar arasında C.metapsilosis’e rastlanmamış olmasını
açıklayabilir. 

Sonuç olarak, C.parapsilosis kompleks içinde yer alan ve yeni tanımlanan türlerin
(C.parapsilosis sensu stricto, C.orthopsilosis, C.metapsilosis) fenotipik ve rutin testler ile
ayırımının yapılamaması, bu mayaların patogenezleri, klinik önemleri, izolasyon oranla-
rı, özel hasta grupları için risk oluşturup oluşturmadıkları ve bölgesel farklılık gösterip
göstermedikleri ile ilgili bilgilerin yetersiz kalmasına neden olmaktadır. Dolayısıyla klinik
örneklerden izole edilen C.parapsilosis kompleks suşlarının genotipik olarak ayırt edilme-
si, ülkemizde bu konuda yapılacak olan ileri çalışmaların ilk basamağını oluşturacaktır.
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