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OZET

Son yillarda 6nemi giderek artan Candida parapsilosis, klinik 6rneklerden en yaygin izole edilen ikin-
ci fungal patojen olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Genetik heterojenite gosteren C.parapsilosis suslari 6n-
celeri ¢ farkh gruba ayrilirken (Grup |, 11, 1l), son yillarda yapilan molekiiler calismalar ile bu gruplarin
farkl tirler oldugu anlasiimis ve bu tirler; C.parapsilosis sensu stricto (Grup 1), C.orthopsilosis (Grup II)
ve C.metapsilosis (Grup ) olarak adlandinlmistir. Fenotipik yontemler ve biyokimyasal testlerle birbi-
rinden ayrilamayan bu tirler, sekonder alkol dehidrogenaz proteinini kodlayan genin (SADH) restriksi-
yon polimorfizm analiziyle ayirt edilebilmektedir. Bu calismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
C.parapsilosis kompleks suslarinin PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment lenght
polymorphism) yontemiyle tanimlanmasi ve yeni tiirlerin dagiliminin belirlenmesi amaclanmustir. Calis-
maya, Ekim 2005-Temmuz 2009 tarihleri arasinda laboratuvarimiza gonderilen ¢esitli klinik 6rnekler-
den (44 kan, 10 idrar, 5 yara, 2 parasentez mayi, 2 kulak ve birer adet olmak tizere beyin omurilik si-
visi, periton sivisi, ameliyat materyali, agiz ici lezyonu ve tirnak) izole edilen ve API 20C AUX (bioMé-
rieux, Fransa) sistemiyle C.parapsilosis olarak tanimlanan 68 sus dahil edilmistir. izolatlardan DNA izo-
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Klinik Orneklerden Izole Edilen Candida parapsilosis Kompleks Trlerinin
(C.parapsilosis sensu stricto, C.metapsilosis ve C.orthopsilosis)

Genotipik Olarak Tanimlanmasi ve Dagilimlarinin Belirlenmesi

lasyonu “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostic, ABD) ile yapilmis ve SADH gen
bdlgesi 6zgul primerler (S1-F sens; 5-GTTGATGCTGTTGGATTGT-3’ ve S1-R antisens; 5'-CAATGCCA-
AATCTCCCAA-3’) kullanilarak PCR ile cogaltilmistir. Elde edilen PCR drinleri (716 bp) Banl enzimi (Fer-
mentas, ABD) ile kesilerek RFLP yontemi uygulanmistir. Calismamizda, PCR-RFLP yontemi ile izolatlarin
%98.5 (67/68)'i C.parapsilosis sensu stricto; 1 (%1.5)'i ise C.orthopsilosis olarak tanimlanmis; C.metap-
silosis turline rastlanmamustir. C.orthopsilosis olarak tanimlanan susun idrar izolati oldugu belirlenmis,
kan kdltirlerinden izole edilen tim suslarin C.parapsilosis sensu stricto oldugu izlenmistir. Sonug ola-
rak, C.parapsilosis kompleks tiirlerinin fenotipik ve rutin testler ile ayinminin yapilamamasi, bu mayala-
rin klinik 6nemi, izolasyon oranlari ve cografi dagilimlari ile ilgili bilgilerin yetersiz kalmasina neden ol-
maktadir. Dolayisiyla klinik 6rneklerden izole edilen C.parapsilosis kompleks suslarinin genotipik olarak
ayirt edilmesi, bu konuda yapilacak olan ileri calismalarin ilk basamagini olusturacaktir.

Anahtar sézciikler: Candida parapsilosis kompleks; C.parapsilosis sensu stricto; C.metapsilosis; C.orthop-
silosis; klinik ornek; izolasyon sikligi.

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 |, II, 1iI).
However, they have recently been reclassified as new species and named as C.parapsilosis sensu stric-
to (Grup 1), C.orthopsilosis (Grup Il) and C.metapsilosis (Grup Ill). 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 Banl 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.

GiRis
Candida parapsilosis cevrede yaygin olarak bulunan ve su, toprak ve bitkilerden siklik-

la izole edilen bir mikroorganizmadir'. Bu maya tiirii ayrica kan, deri, tirnak (saglik cali-
sanlarinin ellerini iceren), tibbi plastik ve prostetik aygitlarin yiizeylerinden de izole edil-
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mektedir. C.parapsilosis, fungemi, vajinit, endokardit, endoftalmit, septik artrit ve perito-
nit gibi enfeksiyonlarla iliskilendirildiginden 6nemi giderek artan bir fungal patojen ola-
rak degerlendiriimektedir?. 2003 SENTRY Antimikrobiyal Siirveyans Programina gére,
hastanede yatan hastalarin steril viicut bolgelerinden ikinci siklikla izole edilen maya tu-
rii C.parapsilosis'tir3.

C.parapsilosis izolatlari fenotipik olarak ayirt edilememekle birlikte genotipik olarak he-
terojendir. Genetik farkllik gosteren suslar 2005 yilina kadar C.parapsilosis kompleks icin-
de U¢ grupta toplanirken (Grup |, Il, Ill), son yillarda yapilan molekiler ¢alismalarla bu
gruplarin farkli tirler oldugu anlasiimistir. Bu turler, PCR-RFLP (polymerase chain reacti-
on-restriction fragment length polymorphism) ve ITS gen dizi analizi gibi molekiiler yon-
temlerle ayrilarak; C.parapsilosis sensu stricto (Grup 1), C.orthopsilosis (Grup Il) ve C.me-
tapsilosis (Grup 1) olarak adlandinlmislardir®*. Fenotipik ydntemler ve biyokimyasal
testlerle birbirinden ayrilamayan bu tirler, C.parapsilosis kompleks icin 6zgul olan sekon-
der alkol dehidrogenaz proteinini kodlayan genin (SADH) restriksiyon polimorfizm ana-
liziyle tanimlanabilmektedir®>.

C.parapsilosis hastanemizde albikans-disi tiirler icerisinde kan 6rneklerinden ilk sirada
izole edilmektedir®. Bu arastirmada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilen C.parapsilosis
kompleks suslarinin PCR-RFLP yontemiyle tanimlanmasi ve dagiiminin belirlenmesi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ekim 2005-Temmuz 2009 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiilte-
si Tibbi Mikrobiyoloji Hasta Hizmetleri Laboratuvarina goénderilen klinik 6rneklerden izo-
le edilen ve APl 20C AUX (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) sistemiyle C.parapsilosis
olarak tanimlanan 68 sus calismaya dahil edildi.

izolatlarin DNA izolasyonu “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diag-
nostic, ABD) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. SADH gen polimorfizmi-
nin belirlenmesi icin Tavanti ve arkadaslarinin* énerdigi primerler (S1-F sens; 5'-
GTTGATGCTGTTGGATTGT-3' ve S1-R antisens; 5'-CAATGCCAAATCTCCCAA-3’) kullani-
larak PCR uygulandi ve SADH gen bdlgesine ait 716 baz cifti (bp) buyikligindeki bol-
genin amplifikasyonu yapildi. PCR riinleri (716 bp) Banl (Fermentas, ABD) enzimiyle
50°C’de iki saat kesim islemine birakildi. Kesim urtinleri %7.5'lik poliakrilamid jele yiik-
lendi ve 100 V’'de 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Etidyum bromiir ile boyanmis
DNA bantlari UV iluminator ile goriintilendi.

Degerlendirmede, jelde dort bant gozlenen suslar C.metapsilosis (370, 188, 93, 60
bp); 2 bant (521 ve 196 bp) gozlenenler C.parapsilosis; tek bant gorilenler ise C.orthop-
silosis (716 bp; kesim bélgesi olmadigindan kesilmemis PCR {iriinii) olarak tanimlandi®.

Calismada referans suglar olarak; C.parapsilosis ATCC 22019 ve Aberdeen, ingiltere
(FC Odds & DM MacCallum)’den temin edilen C.parapsilosis AM 2001/0013 (Grup 1),
C.metapsilosis ] 96/0161 (Grup ) ve C.orthopsilosis | 98/226 standart suslari kullanildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 68 C.parapsilosis kompleks izolatinin 44’( kan, 10°u idrar, besi
yara, ikisi parasentez mayi, ikisi kulak ve birer adedi olmak tzere beyin omurilik sivisi, pe-
riton sivisi, ameliyat materyali, agiz ici lezyonu ve tirnak orneklerinden izole edilmistir.
Suslarin %72 (49/68)sinin steril viicut bolgelerinden izole edildigi dikkati cekmistir.

PCR-RFLP sonuclarina gore, izolatlarin %98.5 (67/68)'i C.parapsilosis sensu stricto; bi-
ri (%1.5) ise C.orthopsilosis olarak tanimlanirken; C.metapsilosis turline rastlanmamigtir.
C.orthopsilosis olarak tanimlanan susun idrar izolati oldugu belirlenmis, kan kulttrlerin-
den izole edilen tiim suglarin C.parapsilosis sensu stricto oldugu izlenmistir (Resim 1).

TARTISMA

Gunumizde giderek artan bir 6neme sahip olan C.parapsilosis kompleks turleri rutin
mikrobiyolojik yontemlerle birbirlerinden ayirt edilemedigi icin, klinik 6rneklerden izolas-
yon sikliklari ve kommensal olarak bulunduklari cevreler hakkinda hentz yeterli veri olug-
mamistir. Bu konuda yapilan calismalarda, yeni tirlerin diisiik oranlarda da olsa (%1.8-
6.8) klinik 6rneklerden izole edildigi belirtilmektedir*>7-1°. Ulkemizde ise C.orthopsilosis
ve C.metapsilosis izolasyon oranlari ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Bu calismada,
laboratuvarimizda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve C.parapsilosis olarak tanimla-
nan suslarin PCR-RFLP yontemiyle ayirt edilmesi ve yeni tirlerin dagihminin belirlenme-
si amaclanmistir. Calismamizda dederlendirilen 68 izolat icerisinde sadece 1 (%1.5)i
C.orthopsilosis olarak tanimlanmis, bu sugun idrar 6rneginden izole edildigi belirlenmis-
tir. Kan kultur izolatlan da dahil olmak tzere diger tim izolatlarin C.parapsilosis sensu
stricto (%98.5) oldugu izlenmis; C.metapsilosis izolatina rastlanmamugtir.
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Resim 1. SADH geni PCR (iriinlerinin Banl kesim profilleri. Hat 1: C.metapsilosis /960161, Hat 2: C.parapsilo-
sis AM2001/0013; Hat 3: Klinik érnek (C.parapsilosis sensu stricto); Hat 4: C.orthopsilosis |98/226; Hat 5:
Klinik érnek/idrar (C.orthopsilosis); M: DNA ladder (50 bp).

726 MiKROBIYOLOJi BULTENI



Cebeci Giler N, Tosun |, Bayramoglu G, Buruk K, Aydin F.

Lochart ve arkadaslan® tarafindan yapilan bir calismada, 2001-2006 yillari arasinda
izole edilen tim C.parapsilosis kompleks suslar icinde %6.1‘inin C.orthopsilosis,
%1.8'inin ise C.metapsilosis oldugu bildirilmis ve bu turlerin kan kilturlerinden de Gretil-
mis olduklar vurgulanmustir. Iskogya’da yapilan bir baska calismada bu yeni tiirlere hig
rastlanmazken, Tayvan’da cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis C.parapsilosis izolatlari
icerisinde %8.5 oraninda C.orthopsilosis ve %5.6 oraninda C.metapsilosis gosterilmis-
tir’*'%. Gomez-Lopez ve arkadaslari’® tarafindan Ispanya’da yapilan bir kandidemi siirve-
yans calismasinda ise C.metapsilosis %6.9 ve C.orthopsilosis %5.7 oraninda tespit edilmis-
tir. Mirhendi ve arkadaslari®, kandidemisi olan Danimarkali hastalardan izole edilen C.pa-
rapsilosis suslarinin %5.1 (4/79)'inin C.orthopsilosis olarak tanimlandigini bildirmistir. Ay-
rica Macaristan ve Brezilya’dan bildirilen calismalarda da kan izolatlari arasinda her Ug¢
tiirlin de goriildiigi rapor edilmektedir'"'2. Buna karsi bazi arastiricilar sadece C.parap-
silosis sensu stricto izolasyonu yaptiklarini ifade etmektedir*% '3, Dolayisiyla tiim bu ¢a-
lismalar, farkh tlke ve bolgelerden izole edilen C.parapsilosis suslarinin yeniden tiplendi-
rilmesi geregini ortaya koymakta ve elde edilecek verilerin, izolatlarin cografi farkhliklari-
na isik tutacagr distinilmektedir.

C.parapsilosis kompleks icinde yer alan tirlerin virtilans 6zelliklerinin arastiriimasi ile il-
gili de az sayida calisma vardir. Bu calismalarda, C.metapsilosis ve C.orthopsilosis'in daha
ziyade mukoza, deri, solunum yolu ve idrar 6rneklerinden izole edildigi bildirilmek-
te® 1314 en az viriilan tiiriin C.metapsilosis oldugu ileri siiriilmektedir'>'®. Bu durum, ca-
ismamizda degerlendirilen izolatlar arasinda C.metapsilosis’e rastlanmamis olmasini

aciklayabilir.

Sonug olarak, C.parapsilosis kompleks icinde yer alan ve yeni tanimlanan tirlerin
(C.parapsilosis sensu stricto, C.orthopsilosis, C.metapsilosis) fenotipik ve rutin testler ile
ayimminin yapilamamasi, bu mayalarin patogenezleri, klinik 6Gnemleri, izolasyon oranla-
ri, 6zel hasta gruplan icin risk olusturup olusturmadiklari ve bolgesel farkhhk gosterip
gostermedikleri ile ilgili bilgilerin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla klinik
orneklerden izole edilen C.parapsilosis kompleks suslarinin genotipik olarak ayirt edilme-
si, Ulkemizde bu konuda yapilacak olan ileri calismalarin ilk basamagini olusturacaktir.
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