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Araştırma

ÖZET

Amaç: Yoğun bakım ünitelerinde yatan hastalarda katete-
rizasyona bağlı olarak gelişen fungal enfeksiyonlar arasın-
da en sık kan dolaşımı enfeksiyonları görülmektedir. 
Candida albicans endojen kaynaklı olmasından dolayı 
nozokomiyal fungal enfeksiyonlarda ilk sırada yer almak-
tadır. Antifungal tedaviye daha zor yanıt veren Candida 
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata gibi 
albicans-dışı Candida türleriyle karsılaşma oranı hızla 
artmaktadır. Bu çalışmada, nozokomiyal potansiyeli bulun-
duğu bilinen C. parapsilosis suşlarının klonal yakınlıkları-
nın rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic Element-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu, bioMeriéux, Fransa) 
DiversiLab® yöntemiyle belirlenmesi amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Ocak 2012 ve Haziran 2013 yılları ara-
sında santral venöz kateterden alınan kan örneklerinden 
izole edilen 33 C. parapsilosis suşu çalışmaya dâhil edil-
miştir. Klasik yöntemlerle tür tanısı yapılan suşların klonal 
ilişkileri rep-PCR DiversiLab® sistemi ile belirlenmiştir.

Bulgular: Rep-PCR DiversiLab® sistemi ile yapılan klonal 
ilişki analizi sonucunda üç (A-C) farklı klon tespit edilmiş, 
A klonunun (%87.8, n=29) baskın tip olduğu belirlenmiştir. 
B klonuna ait 3 suş, C klonunda ise bir suş saptanmıştır. A 
klonu, reanimasyon ünitesi örneklerinin %48.2’sinden, 
pediyatri yoğun bakım ünitesi örneklerinin %20.6’sı, cerra-
hi yoğun bakım ünitesi örneklerinin %17.2’sinden ve 
dahiliye yoğun bakım ünitesi örneklerinin %13.7’sinden 
izole edilmiştir. İlk ve son suşun izolasyon tarihleri arasın-
da on sekiz aylık süre olduğu belirlenmiştir.

Sonuç: C. parapsilosis suşlarının servisler arası transfer 
edilen hastalar ve çapraz bulaşlar sonucu yayıldığı düşü-
nülmüştür. Çalışmada kullanılan rep-PCR DiversiLab® 

sisteminin epidemiyolojik çalışmalarda ve enfeksiyon kont-
rolünde kullanılabilecek kolay uygulanabilen, hızlı ve 
başarılı bir yöntem olduğu kanısına varılmıştır. Suşların 
hastane ortamındaki dağılımının klonal ilişki göstermesi, 
enfeksiyon kontrol önlemlerinin önemini bir kez daha vur-
gulamaktadır.

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

SUMMARY

Investigating of Candida parapsilosis Strains Isolated 
from 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.

Keywords: Nosocomial fungal infection, Candida parapsilosis, 
rep-PCR DiversiLab®
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GİRİŞ

Son yıllarda modern tedavi yaklaşımlarının 
gelişmesi, kemoterapi ve diğer immünsupresif 
tedavi alan hastaların sayısının artması, trans-
plantasyon cerrahisinin gelişmesi, geniş spek-
trumlu antibiyotiklerin kullanımı, yoğun bakım 
ünitesi (YBÜ)’de yatan hasta sayısının artması 
ve hastalara uygulanan invazif işlemler nedeniy-
le albicans-dışı Candida (ADC) türlerinin neden 
olduğu enfeksiyonların sıklığında belirgin bir 
artış görülmüştür(1-3).

Son epidemiyolojik verilere göre Candida 
albicans en sık etken olarak kalırken, Candida 
parapsilosis, Candida glabrata ve Candida 
tropicalis gibi türlerin prevalansında artış 
olmasıyla C. albicans enfeksiyon insidansı 
göreceli olarak azalmıştır(4,5). Türkiye’de 
C. parapsilosis, C. albicans’tan sonra sıklıkla 
kandidemi yapan türdür. C. parapsilosis daha 
çok deri ve mukozadan kaynaklanan kandide-
miye yol açmaktadır. Bu tür, kateter ve imp-
lantlarda biyofilm oluşturma ve hastane orta-
mında kalıcılığı yanında bebek ve yenidoğan 
enfeksiyonlarıyla bilinmektedir(6). Bir ünitede 
kan kültürlerinde C. parapsilosis üremesi 
enfeksiyon kontrolünün eksikliği yönünden 
bir gösterge olarak kabul edilmektedir. Yoğun 
bakım ünitelerinde görülen kan dolaşım siste-
mi kandidozlarında Candida türleri ya enfek-
siyon etkeni ya da kolonizan olarak karşımıza 
çıkmaktadır(6-8). Yoğun bakım üniteleri gibi riskli 
hastaların yattığı birimlerde, enfeksiyonların 
1/3’inden fazlası çapraz bulaşmayla meydana 
gelirken; kontrol önlemlerinin yetersizliği hâlinde 
bu oran daha da yükselmektedir(9). Hastane kay-
naklı enfeksiyonlarda yayılımın kontrol edilmesi 
ve gerekli önlemlerinin alınması için epidemiyolo-
jik çalışmalar önemlidir. Bunun için kolay uygula-
nabilen, ayrım gücü yüksek moleküler yöntemler 
tercih edilmelidir. Bu yöntemlerle izole edilen suş-
ların genetik ilişkilerinin varlığı, etkenin kaynağı 
ve bulaş yolları saptanabilmektedir(7,10). 

Çalışmamızda, hastanemiz YBÜ hastalarının 
kan kültürlerinden izole edilen C. parapsilosis 
suşlarının olası mini epidemiler bakımından 
genetik yakınlıklarının incelenmesi amaçlanmış 

ve bunun için ticari bir sistem olan yarı-otomatik 
rep-PCR DiversiLab® (bioMeriéux, Fransa) sis-
temi kullanılmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM
  
1. Candida Suşlarının Seçimi

Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Sağlık Araştır-
ma ve Uygulama Hastanesi’nde Ocak 2012 - 
Haziran 2013 tarihleri arasında yoğun bakım 
ünitelerinde yatan hastaların santral venöz kate-
terinden alınan kan (SVK) kültürlerinden izole 
edilen 33 C. parapsilosis suşu çalışmaya dahil 
edilmiştir. C. parapsilosis’in çalışma suşu ola-
rak belirlenmesi, hastanemizdeki 9 yıllık maya 
profilinde SVK kültürlerinde en sık izole edilen 
maya türünün C. parapsilosis olmasına dayan-
maktadır(11). Bir ünitede aynı zaman diliminde 
yatan hastalardan izole edilmiş olan C. parapsilosis 
suşları hastane enfeksiyonu etkeni olabileceği 
düşünülerek seçilmiştir. Hastayı temsil eden tek 
suşun seçiminde, kültür için gönderilen eşza-
manlı her iki şişesinde birden C. parapsilosis 
üremesine ve ardışık en az 3 kan örneğinden 
izole edilmiş olmasına dikkat edilmiştir.

2. Suşların Tanımlanması

Otomatize kan kültür sisteminde (BACTEC) 
takip edilen ve pozitif sinyal ile sistemden çıka-
rılan şişelerden hazırlanan Gram preparatlarda 
maya hücrelerinin görülmesi ile Sabouraud 
dekstroz agar (SDA) ve kromojenik substratlı 
(CHROMagar-Candida) besiyerlerine pasajla-
narak 37°C’de 24-48 saat inkübe edilmiştir. 
SDA besiyerinde üreyen maya kolonilerinin tür 
tanılarının yapılmasında konvansiyonel yöntem-
ler (Tween-80’li mısır unlu jelozda gerçek/yalan-
cı hifler ile klamidospor varlığı, kromojenik 
agardaki pigmentleri, insan serumunda çimlenme 
borusu oluşumu) ile ticari kit (API ID 32°C, 
bioMeriéux, Fransa) kullanılmıştır(12). Tüm suşlar 
PCR çalışması yapılıncaya kadar %10 gliserollü 
buyyonda -30°C’de saklanmıştır.

3. Klonal ilişkilerin araştırılması

Tüm suşlar, ticari PCR karışımı ve mikro akış-
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kan jel elektroforezi bulunan rep-PCR (Repetitive 
Extragenic Palindromic Element-Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu) DiversiLab® (bioMeriéux, 
Fransa) sisteminde çalışılmıştır. 

DNA izolasyonu, “UltraClean™ Microbial 
DNA Isolation Kit” (MoBio Laboratories, 
ABD) kullanılarak üretici firma önerileri doğ-
rultusunda yapılmıştır. DNA miktarları nanod-
rop cihazı ile ölçülerek 35 ng/μl olacak şekil-
de seyreltilmiştir. DNA amplifikasyonu, 
Candida DNA parmak izi kiti (DiversiLab®, 
DNA Fingerprinting Kit, bioMeriéux, Fransa) 
kullanılarak yapılmıştır. Termal döngü para-
metreleri, başlangıç denatürasyonu 94°C’de 2 
dk, 35 döngüdeki denatürasyon 94°C’de 30 
sn, primer bağlanması 50°C’de 30 sn, zincir 
uzaması 70°C’de 90 sn. son uzama 70°C’de 3 
dk şeklinde uygulanmıştır. Elektroforez işle-
mi, DiversiLab® DNA LabChip Kit’i 
(bioMérieux, Fransa) ile Agilent 2100 bioa-
nalyzer (Agilent Technologies Inc, ABD) 
cihazında yapılmıştır. 

Rep-PCR parmak izi sonuçları internet tabanlı 
DiversiLab® analiz programı (bioMérieux, 
Fransa) ile elde edilmiştir. Örneklerin benzer-
liklerinin belirlenmesi ve dendogram oluştur-
mak için Pearson korelasyon katsayısı ve 
UPGMA (aritmetik ortalama kullanarak ağır-
lıksız gruplama) yöntemi kullanılmıştır. 
Sonuçların değerlendirilmesinde %95’in üze-
rinde benzerlik gösteren suşlar ana klon, ana 
klon içerisinde %97’nin üzerinde benzerlik 
gösteren suşlar alt tip (ayırt edilemez) olarak 
kabul edilmiştir. Benzerlik oranları %95’in 
altında (> 2 bant farkı) olan suşlar farklı klon 
olarak değerlendirilmiştir(13). 

BULGULAR

Çalışma kapsamına alınan hastaların 23’ü 
(%69.7) erkek, 10’u (%30.3) kadın, yaş ortala-
ması 37.9 (1 ay-87 yıl) ve en sık C. parapsilosis 
izole edilen yaş grubu 0-20 yaş grubu (13 hasta, 
%39.3) olarak saptanmıştır. Hastanede yatış 
süresi ortalama 44 gün (6-156 gün) olarak belir-
lenmiştir. 

C. parapsilosis suşlarının 12 (%36.3)’si reani-
masyon (REA)’da yatan hastalardan, 21 
(%63.6)’i ise diğer servislerden izole edilmiştir. 
Suşların diğer servislerdeki dağılımı; dahiliye 
yoğun bakım ünitesi (DYBÜ) 5 (%15.1), cerrahi 
yoğun bakım ünitesi (CYBÜ) 5 (%15.1), pedi-
yatri yoğun bakım ünitesi (PYBÜ) 11 (%33.4) 
şeklindedir (Şekil 1).

Rep-PCR DiversiLab® yöntemi ile 3 farklı 
klon (A-C) bel i r lenmişt i r.  A ana klonu 
C. parapsilosis’lerin 29 (%87.8)’unun toplandı-
ğı en büyük klon olarak tespit edilmiştir (Şekil 
2). B klonunda 3 suş (%9.1), C klonunda 1 
(%3.1) suş k ü m e l e n m i ş t i r.  A k l o n u n u 
o l u ş t u r a n  C. parapsilosis suşu, REA (n: 14), 
DYB (n: 4), CYB (n: 5), PYB (n: 6)’nde Ocak-
2012 ve Haziran 2013 tarihleri arasında varlığını 
sürdürmüştür. B klonunundaki 3 suş, PYBÜ’de 
Şubat-2012 ile Haziran-2012 tarihleri arasında 
varlığını sürdürmüştür. C klonundaki tek suş ise 
Mart-2013 tarihinde PYBÜ’de yatan hastadan 
izole edilmiştir (Tablo 1). 

TARTIŞMA

Son yıllarda Candida türlerinin neden oldukları 
enfeksiyonlarda artış olmakla birlikte, bu enfek-
siyonlara neden olan türlerin çeşitliliğinde de 
değişiklikler görülmeye başlanmıştır. Endojen 
kaynaklı olması nedeniyle, hâlâ nozokomiyal 
fungal enfeksiyonlarda ilk sırayı C. albicans 
almasına rağmen, antifungal tedaviye daha zor 

Şekil 1. Candida parapsilosis suşlarının servislere göre dağılım 
oranı.
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yanıt verdiği bilinen C. tropicalis, C. parapsilosis, 
C. glabrata gibi ADC türleriyle karşılaşma oranı 
hızla artmaktadır(7,8,10,14). 

Ülkemizde ve diğer ülkelerde yapılan çeşitli 
çalışmalarda YBÜ’de yatan hastaların kan 
örneklerinden izole edilen maya mantarlarından 

C. albicans’ın en sık saptanan tür olduğu dikka-
ti çekmektedir. ADC türleri içinde en sık sapta-
nanlar ise C. parapsilosis, C. glabrata veya 
C. tropicalis’tir(6,10,14-18). Candida türlerinin sık-
lık sıralaması, çalışmanın yapıldığı hasta 
grubunun özelliklerine, hastanenin özellikle-
rine ve coğrafi lokalizasyona göre değişiklik 

Şekil 2. Rep-PZR analizi sonucunda Candida parapsilosis klonlarına ait dendrogram.
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Tablo 1. Candida parapsilosis suşlarının aylara ve servislere göre dağılımı, A, B, C: Rep PCR klonları.
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göstermektedir. Birçok çalışmada, kandidemi 
etkenlerinde belirgin derecede bir değişiklik 
olduğu ve ADC’lere bağlı kandidemi oranının 
yaklaşık %50’lere ulaştığı belirtilmektedir(14,16). 
SENTRY programına göre ABD’deki kandide-
milerin %44’ü, Latin Amerika ülkelerindeki 
kandidemilerin %59’u, Avrupa ve Kanada’daki 
kandidemilerin ise %47’sinden ADC’ler sorumlu 
tutulmuştur(14). Singhi ve ark.(19) yalnızca PYBÜ 
ünitesini dâhil ettikleri çalışmada, ADC’ye bağlı 
kandidemi oranı %70.3 ve en sık etken olarak 
C. tropicalis (%48.4)’i bildirmişlerdir. Çalışma-
mızda PYBÜ’de C. parapsilosis’in etken olduğu 
kandidemi oranı %33.4 olarak bulunmuştur. 
İspanya’da yapılan beş yıllık retrospektif bir 
çalışmada ise, ADC’lere bağlı kandidemi oranı-
nı (%64.2), C. albicans’a bağlı kandidemi ora-
nından (%35.8) daha fazla bulmuşlardır. 
Ayrıca çalışmada, en sık kandidemi etkeni 
olarak C. parapsilosis (%41.5) saptanmıştır(20). 
Otağ ve ark.’nın(10) yaptığı çalışmada, kan-
didemilerin %76.2’sinden ADC’ler sorum-
lu tutulmuştur ve kandidemi etkenleri arasında 
C. parapsilosis ilk sırada yer almıştır.

İmmünsüpresif hastalarda santral venöz kateter 
ve kalıcı kateterin uzun süre kullanılması 
C. parapsilosis enfeksiyon riskini arttır-
maktadır. C. parapsilosis türlerinin yüksek 
glukoz ve lipid konsantrasyonları içeren besi-
yerlerinde üretildiklerinde biyofilm oluşturduk-
ları gözlenmiştir. Bu durum parenteral beslenen 
hastaların kan dolaşımı enfeksiyonlarında-
ki yüksek prevalansla ilişkilendirilmiştir(21). 
C. parapsilosis’in, plastik medikal aletlere karşı 
seçiciliği, üriner kateter ve damar yolu kateterle-
rinde kolonize olması biyofilm oluşturma yete-
neğine bağlı olduğu belirtilmiştir(22). İspanya’da 
yapılan bir çalışmada (23), 72 C. parapsilosis 
enfeksiyonlu hastada vasküler kateterizasyon 
(%97), antibiyotik tedavisi (%91), ameliyat geç-
mişi (%46), immünsüpresif tedavi (%38), malig-
nite (%27), transplantasyon (%16), nötropeni 
(%12), kolonizasyon (%11) risk faktörleri olarak 
sıralanırken, Brezilya’da 2002-2003 yılları ara-
sında rapor edilen 64 C. parapsilosis fungemili 
olguda primer risk faktörleri nötropeni, santral 
venöz kateter (SVK) kullanımı ve kanser kemote-
rapisi olduğu bildirilmiştir(24). Çalışmamızda, TPN 

(%90.9), SVK varlığı (%84.8) ve antibiyotik kulla-
nımı (%66.6) olarak tespit edilen risk faktörleri 
yaklaşık beş yıl önce hastanemizde yapılan başka 
bir çalışmanın bulgularıyla benzerdir(8).

Hastane enfeksiyonları ve salgınlarında suşlar ara-
sındaki klonal ilişkinin saptanması, bulaş kaynağı-
nın tespit edilmesi ve enfeksiyon kontrol önlemle-
rinin alınması açısından önem taşımaktadır(7,25). 
Rep-PCR DiversiLab® sisteminin klinik örnekler-
de sık karşılaşılan Candida türlerinin (C. albicans, 
C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei ve C. tropicalis) 
suş seviyesinde ayrımında ve identifikasyonunda 
başarılı olduğu bildirilmiştir(13).

Tayvan’da yapılan bir çalışmada, 53 C. albicans 
suşunun genotiplendirilmesinde, PFGE (Pulsed-
field gel electrophoresis) yöntemiyle 38 farklı 
klon, rep-PCR yöntemiyle 31 farklı klon saptan-
mıştır. PFGE’nin ayrım gücünün yüksek olduğu 
belirlenmiştir(26). Çin’de yapılan bir çalışmada, 
MLST (Multilokus Sekans Tiplendirme) ve rep-
PCR yöntemleri karşılaştırılmış. Otuz dört 
C. glabrata suşunda 17 farklı klon tespit edilmiş, 
istatiksel analizler sonucunda rep-PCR’ın ayrım 
gücü yüksek bulunmuştur(27). 

Çalışmamızda, 33 C. parapsilosis suşunun klo-
nal ilişkileri rep-PCR DiversiLab® yöntemi ile 
araştırılmıştır. Rep-PCR analizi sonucunda, 33 
C. parapsilosis suşundan 3 farklı klon (A-C) 
el d e  e d i l m i ş t i r.  A k l o n u  2 9  ( % 8 7 . 8 ) 
C. parapsilosis suşunun kümelendiği en büyük 
klonu oluşturmuştur. A ana klonundaki ilk suş 
Ocak-2012 tarihinde REA’da son suş ise Haziran-
2013 tarihinde PYBÜ’de yatan hastadan izole 
edilmiştir. Bu klondaki suşların %48.2’si REA, 
%20.6’sı PYBÜ, %17.2’si CYBÜ, %13.7’si 
DYBÜ’de yatan hastalardan izole edilmiştir. 
Elde edilen veriler i le hastanemizdeki 
C. parapsilosis suşlarının büyük oranda klonal 
ilişkili dağılım göstererek A klonunda kümelen-
diği, A klonundaki suşların erişkin ve pediyatri 
yoğun bakım ünitelerinde yayıldığı ve bu klon-
daki suşların çalışmanın yapıldığı 18 ay boyunca 
hastanedeki varlığını sürdürdüğü görülmüştür. B 
klonunda kümelenen 3 suş 5 ay boyunca 
PYBÜ’de varlığını sürdürmüştür. Hastanede 
hastaların servisler arası transferleri, hastalar ve 
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sağlık personeli aracılığıyla gerçekleşen çapraz 
bulaşlar sonucu suşların hastane içerisinde 
kolayca yayıldığı ve uzun süre varlığını sürdür-
düğü yine ortaya konmuştur.

Çalışmamızın en önemli sınırlamaları, örnek 
sayısının az olması (n=33), SVK örneklerinden 
izole edilen suşları kapsaması ve rep-PCR 
DiversiLab® sistemi ile Candida türlerinin klo-
nal ilişkisinin analizi ile ilgili verilerin az olma-
sıdır. Candida parapsilosis’in el florasında 
bulunması, biyofilm oluşturarak biyomedikal 
aletlere kolayca tutunması bu türü ADC türle-
ri arasında en fazla nozokomiyal enfeksiyon 
potansiyeli olan tür hâline getirmektedir. 
C. parapsilosis’in yoğun bakım ünitelerinde 
uzun süre yaygın olmasının temeli budur. Sonuç 
olarak, C. parapsilosis suşlarının hastane orta-
mındaki dağılımının klonal ilişki göstermesi, 
enfeksiyon kontrol programlarının önemini bir 
kez daha vurgulamış ve rep-PCR DiversiLab® 
sisteminin moleküler epidemiyolojik çalışmalar-
da başarıyla kullanılabileceği düşünülmüştür.
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