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ÖZ

Amaç: Dünyada ve ülkemizde birçok merkezde, fırsatçı bir enfeksiyon olan kandidemilere ikinci 
sıklıkta neden olan tür Candida parapsilosis tür kompleksidir. Bu tür kompleksi içinde yer alan 
Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis ve Candida metapsilosis türleri fenotipik 
olarak birbirinden ayrılamaz ve tanımlanmaları için çeşitli moleküler yöntemlere gereksinim 
duyulur. Bu çalışmada, laboratuvarımızda kan kültürlerinden izole edilen C. parapsilosis tür 
kompleksi suşlarının antifungal duyarlılıklarının incelenmesi ve tür düzeyinde tanımlama 
yapılması amaçlanmıştır.
Yöntem: Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı stoklarından 118 kan 
izolatı kullanıldı. İzolatların flukonazol, vorikonazol, itrakonazol, posakonazol, amfoterisin B ve 
anidulafungine in vitro duyarlılığı CLSI-M27 dokümanına göre saptandı. C. parapsilosis tür 
kompleksindeki türler, sekonder alkol dehidrogenaz enzimini kodlayan gen bölgesinin (SADH) 
“polimeraz chain reaction-restriction fragment length polymorphism” (PCR-RFLP) yöntemiyle 
incelenmesiyle belirlendi.
Bulgular: Bu çalışmada, kan kültürlerinden izole edilen 118 C. parapsilosis tür kompleksi suşunda 
flukonazol direncinin %26.3 oranında olduğu, amfoterisin B ve anidulafunginde ise direncin yok 
denecek kadar az olduğu saptandı. Antifungal duyarlılığı belirlenen bu suşlar arasında 
C. orthopsilosis ve C. metapsilosis türlerine rastlanmadı.
Sonuç: Bu çalışma ile merkezimizdeki C. parapsilosis tür kompleksindeki yüksek flukonazol direncinin 
kompleks içindeki türlerle ilişkili olmadığı görüldü. Suşlar arasındaki klonal ilişkinin ve direncin 
genetik temellerinin araştırılması için ek çalışmaların yapılması gerektiği sonucuna varıldı.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis tür kompleksi, antifungal duyarlılık, PCR-RFLP

ABSTRACT

Objective: Candida parapsilosis species complex is the second most common cause of candidiasis 
which is an opportunistic infection, in many centers in the world and in our country. Candida 
parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis and Candida metapsilosis within this species 
complex are indistinguishable from each other phenotypically and various molecular methods are 
needed for their identification. In this study, we aimed to investigate the antifungal 
susceptibility of C. parapsilosis species complex isolated from blood cultures in our laboratory 
and to identify them at species level.
Method: A total of 118 blood isolates from the stock culture of Uludağ University Faculty of 
Medicine Department of Microbiology were used. The in vitro sensitivity of the isolates to 
fluconazole, voriconazole, itraconazole, posaconazole, amphotericin B and anidulafungin was 
determined according to the CLSI-M27 document. The species in the C. parapsilosis species 
complex were determined by the investigation of the gene region encoding the secondary alcohol 
dehydrogenase enzyme (SADH) using “polymerase chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism” (PCR-RFLP) method.
Results: In this study, fluconazole resistance was found to be 26.3% in the 118 C. parapsilosis species 
complex isolated from blood cultures, and the resistance to amphotericin B and anidulafungin was 
almost none. There were no C. orthopsilosis and C. metapsilosis species among these strains.
Conclusion: In this study, it was shown that high fluconazole resistance in C. parapsilosis species 
complex in our center was not associated with different species in the complex. It is concluded 
that additional studies should be done to search for clonal relationship between strains and 
genetic basis of resistance.
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GİRİŞ

Candida türleri insanlarda hastalık oluşturan fırsatçı 
mantarlar arasında birinci sırada olup, nozokomiyal 
enfeksiyonların %10-15’ine neden olmaktadır(1). Kuzey 
Amerika ve Avrupa’da yapılan sürveyans çalışmalarına 
göre Candida türleri, kan dolaşımı enfeksiyonlarından 
izole edilen patojenler arasında %8-10 oran ile dör-
düncü sırada yer alır(2,3). Candida albicans, en fazla 
izole edilen tür olup, bunu çoğunlukla Candida 
parapsilosis ya da Candida glabrata izler(4). Ülkemizde 
yapılan çalışmalarda, genellikle ikinci sırada izole edi-
len tür C. parapsilosis tür kompleksidir(5-8).

Candida parapsilosis tür kompleksi izolatları fenoti-
pik olarak ayırt edilememekle birlikte genotipik ola-
rak heterojendir. Genetik farklılık gösteren suşlar, 
2005 yılına kadar C. parapsilosis tür kompleksi içinde 
üç grupta toplanırken (Grup I, II, II), son yıllarda yapı-
lan moleküler çalışmalarla bu grupların farklı türler 
olduğu anlaşılmıştır. Bu türler polimeraz chain 
reaction-restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) ve internal transcribed spacer (ITS) gen 
dizi analizi gibi yöntemlerle ayrılarak; C. parapsilosis 
sensu stricto (Grup I), Candida orthopsilosis (Grup II) 
ve Candida metapsilosis (Grup III) olarak adlandırıl-
mışlardır. Yapılan çalışmalar bu türlerin virülans özel-
likleri ile antifungal duyarlılık paternlerinin birbirin-
den farklı olduğunu ortaya koymaktadır(9-11). 

Candida parapsilosis tür kompleksi içindeki türler 
rutin mikrobiyolojik yöntemlerle birbirinden ayırt 
edilememekte, yeni türlerin düşük oranda da olsa 
(~%5) klinik örneklerden izole edildiği bildirilmekte-
dir(12-15). Ülkemizde ise C. orthopsilosis ve C. metapsilosis 
izolasyon oranları ile ilgili veriler sınırlıdır(16-18). 
C. parapsilosis tür kompleksi, hastanemizde kan 
örneklerinden ikinci sıklıkta izole edilen Candida 
türüdür ve flukonazol direncinin beklenenden yük-
sek olduğu saptanmıştır(19). Ancak bu tür kompleksi 
içindeki türlerin hastanemizdeki dağılım oranları ve 
türe özgü direnç oranları ile ilgili lokal epidemiyolojik 
verilerimiz bilinmemektedir.

Bu çalışmamızda, laboratuvarımızda kan kültürlerin-
den izole edilen C. parapsilosis tür kompleksi suşları-
nın antifungal duyarlılıklarının incelenmesi ve sekon-

der alkol dehidrogenaz enzimini kodlayan gen bölge-
sinin (SADH) PCR-RFLP yöntemiyle incelenerek tür 
düzeyinde tanımlanması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Suşlar: Bu çalışmada, kan kültürlerinden 2010-2014 
yılları arasında izole edilen, mısır unu-tween 80 besi-
yerindeki morfolojisi ve API ID 32C (BioMérieux, 
Marcy I’Etoile, Fransa) sistemiyle C. parapsilosis tür 
kompleksi olarak tanımlanan ve Uludağ Üniversitesi 
Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı -80°C 
stoklarından Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiye-
rine pasajlanarak saf olarak canlandırılabilen 118 suş 
kullanıldı. Her bir suş ayrı bir hastaya aitti. Ayrıca, 
C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258, 
C. orthopsilosis ATCC 96141 ve C. metapsilosis ATCC 
96144 suşları kalite kontrol amaçlı kullanıldı.

İn vitro antifungal duyarlılık testleri: Flukonazol 
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, ABD), vorikonazol 
(Pfizer Central Research, New York, NY, ABD), itrako-
nazol (Sigma Aldrich, ABD), posakonazol (Sigma 
Aldrich, ABD), amfoterisin B (Amresco, OH, ABD) ve 
anidulafungin’in (Pfizer Central Research, ABD), 
C. parapasilosis tür kompleksi suşlarına karşı in vitro 
aktivitesi CLSI M27-A3 dokümanına göre saptandı(20). 
Antifungal ilaçlar, %0.2 glukoz içeren RPMI 1640 besi-
yerinde sulandırılarak U tabanlı mikrodilüsyon plakla-
rına uygun konsantrasyonda dağıtıldı. İnokulum süs-
pansiyonu son konsantrasyonu 0.5×103-2.5×103 hücre/
ml olacak şekilde ayarlandı ve değişik konsantrasyon-
larda antifungal bulunan mikrodilüsyon kuyucuklarına 
dağıtıldı. Plaklar 35°C’da inkübe edildi. Minimum inhi-
bitör konsantrasyonlar (MİK=µg/ml) 24 saat sonra 
görsel değerlendirildi. Yetersiz üremenin olduğu 
durumlarda inkübasyon 48. saate uzatıldı. Amfoterisin 
B için kontrol kuyucuğuna göre üremenin tam inhibe 
edildiği kuyucuk, diğer ilaçlar için ise belirgin azaldığı 
kuyucuk MİK olarak belirlendi. MİK değerleri CLSI kli-
nik sınır değerlere göre duyarlı (S), doza bağlı duyarlı 
(S-DD), orta duyarlı (I) veya dirençli (R) olarak yorum-
landı. Klinik sınır değerlerin olmadığı durumlarda epi-
demiyolojik eşik değerler kullanıldı ve epidemiyolojik 
eşik değer veya altında olanlar wild-type (WT), epide-
miyolojik eşik değerin üzerinde olanlar ise non wild-
type (non-WT) olarak belirlendi(20,21) (Tablo 1).
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Candida parapsilosis tür kompleksi içindeki türlerin 
belirlenmesi: C. parapsilosis tür kompleksi olarak 
tanımlanan ve antifungal duyarlılıklarına bakılan suş-
lardan DNA izolasyonu ticari bir kit (SP Fungal Kit: 
Omega Bio-tek, Inc., GA, ABD) kullanılarak kitin öne-
rileri doğrultusunda yapıldı. C. parapsilosis tür komp-
leksi içindeki türlerin ayrımını sağlayan SADH (716 
baz çifti) genine özgü primerler kullanılarak PCR işle-
mi gerçekleştirildi. Her PCR karışımı 2.5 µl 10x PCR 
tampon (magnezyum içermeyen), 1.5 µl MgCl2, 200 
µM dNTPs (Qiagen=Katalog no: 201912, Ankara), 10 
µM primerler [(SADH-F GTTGATGCTGTTGGATTGT) ve 
(SADH-CAATGCCAAATCTCCCAA) (Qiagen)], 1.5 U Taq 
polimeraz (Qiagen, Katalog no: 201205) ve 2 µl eks-
trakte DNA içerecek şekilde toplamda 25 µl olarak 
hazırlandı. Amplifikasyon Roche LightCycler 480 
(Roche, Almanya) cihazında 94°C’de 5 dakika denatü-
rasyon, sonrasında 94°C’de bir dakika, 36°C’de bir 
dakika, 72°C’de bir dakika olarak 35 siklus ve 72°C’de 
10 dakika uzama basamağı ile sonlandırıldı. Tür 
tanımlaması için SADH-PCR ürünü (716 bp) BanI rest-
riksiyon enzimi ile (Fermentas, Katalog no: FD1004, 
Massachusetts, MA, ABD) kesilerek %2 ethidyum 
bromid (0.05 µg/ml) ile boyalı agaroz jelde yürütüldü 
ve ultra viyole ışığı altında incelendi. İki bant (196 ve 
521 bp) oluşması (restriksiyon enzimi ile bir yerden 
kesildiğini gösterir) C. parapsilosis sensu stricto, dört 
bant (370, 188, 93, 60, bp) oluşması (restriksiyon 
enzimi ile üç yerden kesildiğini gösterir) C. metapsilosis, 
bir bant (716 bp) oluşması (restriksiyon enzimi ile hiç 
kesilmediğini gösterir) C. orthopsilosis olarak 
değerlendirildi(11) (Resim 1).

BULGULAR

Bu çalışmada, değerlendirilen 118 C. parapsilosis tür 

Tablo 1. CLSI referans yönteme göre Candida parapsilosis tür kompleksi için epidemiyolojik eşik ve klinik sınır değerler(20).

Antifungal Ajanlar

Amfoterisin B
Flukonazol
Itrakonazol
Vorikonazol
Posakonazol
Anidulafungin

S: Duyarlı, S-DD: Doza bağlı duyarlı, I: Orta duyarlı, R: Dirençli, WT: wild-type, non-WT: non wild-type

WT

≤2
≤2

≤0.5
≤0.125 
≤0.25

≤4

Non-WT

>2
>2

>0.5
>0.125
>0.25

>4

Epidemiyoljik eşik değer (µg/ml)

S

-
≤2
-

≤0.125
-

≤2

S-DD

-
4
-

-

Klinik Sınır Değerler (µg/ml)

I

-
-
-

0.25-0.5
-
4

R

-
≥8
-

≥1
-

≥8

kompleksi suşunun altı antifungale in vitro duyarlılığı 
Tablo 2’de görülmektedir. C. parapsilosis tür komp-
leksi kandidemilerinde en sık kullanılan ilaç olan flu-
konazol direncinin %26.3 olduğu belirlenmiştir. 
Flukonazole dirençli suşların diğer azollere de değişik 
oranlarda dirençli olduğu saptanmıştır. Amfoterisin 
B’ye dirençli suş saptanmazken, bir suşta anidulafun-
gin duyarlılığının azaldığı (%0.8) belirlenmiştir.

SADH geninin PCR-RFLP yöntemiyle incelenmesi 
sonucu izolatlarımızın tamamının (%100) C. parapsilosis 
sensu stricto olduğu anlaşıldı. Tür kompleksi içindeki 
diğer iki türe rastlanılmadı. 

TARTIŞMA

Candida parapsilosis tür kompleksi, diğer Candida 
türlerinden farklı olarak mukozalardan çok deride 
kolonize olan bir türdür. Biyofilm oluşturma özelliği 
ile hastanelerde cansız yüzeylerde de bulunabilir ve 
sağlık çalışanlarının elleriyle gerçek anlamda nozoko-
miyal enfeksiyonlara neden olabilir. En fazla yeni 
doğanlar ile pediatrik ve erişkin yoğun bakımlardaki 
damar içi kateterli hastalarda kandidemiler 

Resim 1. Standart suşların SADH-PCR ürününün BanI restriksiyon 
enzimi ile kesilmesi sonucu oluşan bantlar.

C. orthopsilosis
ATCC 96141

C. metapsilosis
ATCC 96144

C. parapsilosis
ATCC 22019

716
521
370
196
188

93
60
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oluşturur(10,22). Dünya genelinde yapılan birçok tek 
veya çok merkezli kandidemi çalışmalarında, 
C. parapsilosis tür kompleksinin C. albicans’dan sonra 
ikinci sırada görüldüğü bildirilmektedir(2,3,23-25). 
Ülkemizde yapılan çalışmalarda da pek çok merkezde 
C. albicans’dan sonra en fazla C. parapsilosis tür 
kompleksine rastlanılmaktadır(5-8,19,26-29). 

Merkezimizde de C. parapsilosis tür kompleksi 
C. albicans’dan sonra ikinci sırada belirlenmiştir(19). 
C. orthopsilosis ve C. metapsilosis’in farklı türler 
olduğu 2005 yılında belirlenmiş olsa da günümüzde 
hâlen rutin incelemelerle bu türleri C. parapsilosis 
sensu stricto’dan ayırt etmek mümkün olamamaktadır. 

Bu çalışmada, hastanemizde kan kültürlerinden izole 
edilen ve C. parapsilosis tür kompleksi olarak tanım-
lanan suşların tamamının C. parapsilosis sensu stric-
to olduğu saptanırken C. orthopsilosis ve C. metapsilosis 
suşuna rastlanmamıştır. Yapılan çalışmalarda 
C. metapsilosis’in kan kültür izolatlarında çok çok az 
olduğu, daha çok solunum yolları, idrar, mukoza 
sürüntü örneklerinden izole edildiği vurgulanmakta-
dır. Bunun ötesinde bu türün virülansı en düşük tür 
olduğu da bildirilmiştir(30). Candida orthopsilosis’in 
ise %0-23.3 oranlarında kan kültürlerinden izole edil-
diği gösterilmiştir(12-15). Ülkemizde yapılan bir çalışma-
da, %1.5 oranında C. orthopsilosis tespit edilmiş olsa 
da, üreme kan değil idrar örneğine ait bulunmuştur(16). 
Yapılan diğer çalışmada da kan kültür izolatlarının 
hepsi bizim çalışmada olduğu gibi C. parapsilosis 
sensu stricto olarak bulunmuştur(17). İklimsel, sosyo-
ekonomik ve sanitasyon olanaklarının C. parapsilosis 
tür kompleksi içindeki diğer türlerin izolasyon oranla-
rına etkili olabileceği vurgulanmaktadır(12,14). 

ITS1/ITS2 sekanslama C. parapsilosis tür kompleksi 
içindeki türleri belirlemede kullanılabilecek altın 
standart bir yöntemdir. Ancak pahalı ve zaman alıcı 
olması en önemli dezavantajı olup, farklı yöntem 
arayışları sürmektedir(11,14). SADH geninin PCR-RFLP 
yöntemiyle incelenmesi C. parapsilosis tür kompleksi 
içindeki türleri belirlemede kullanılan güvenilir bir 
yöntemdir. Ancak bazı çalışmalarda, C. metapsilosis’in 
yanlış olarak C. orthopsilosis olarak tanımlandığı ileri 
sürülmektedir(14). Bu çalışmada, bu iki tür izole edil-
mediği için yönteme ilişkin yanlış tanımlama hakkın-
da yorum yapılamamıştır. 

Ülkemizde farklı merkezlerde yapılan çeşitli çalışma-
larda, C. parapsilosis tür kompleksi suşlarında fluko-
nazole (%0 - %7.4) arasında değişen direnç oranları 
bildirilmiştir(31-34). Merkezimizde daha önce yapılmış 
olan çalışmalarda da saptandığı gibi çalışmamızda, 
flukonazol direnci (%26.3) ülkemiz verilerinin üstün-
de bulunmuştur(8,19). Benzer şekilde flukonazol diren-
ci Güney Afrika (%63), Çin (%19.3) ve İsveç’de (%15) 
de belirlenmiştir(35-37). Ancak dirençli suşlar arasında-
ki moleküler epidemiyolojik ilişkinin incelendiği sınır-
lı sayıda çalışma vardır(38,39). 

Candida orthopsilosis ve C. metapsilosis suşlarının 
antifungal duyarlılıklarının incelendiği çalışma az 
olmakla birlikte, yapılan çalışmalarda bu türlerin 
C. parapsilosis sensu stricto’ya göre amfoterisin B ve 
ekinokandinlere duyarlılığının daha yüksek, flukona-
zole duyarlılığının ise daha düşük olduğu 
bildirilmektedir(12,14,40,41). Bu çalışma merkezimizdeki 
C. parapsilosis tür kompleksindeki yüksek flukonazol 
direncinin kompleks içindeki türlerle ilişkili olabilece-
ği düşüncesiyle yapılmıştır. Ancak böyle bir ilişki 

Tablo 2. Candida parapsilosis tür kompleksi suşlarının (118 suş) in vitro antifungal duyarlılığı.

İlaçlar

Amfoterisin B
Flukonazol
İtrakonazol
Vorikonazol
Posakonazol
Anidulafungin

S: Duyarlı, S-DD: Doza bağlı duyarlı, I: Orta duyarlı, R: Dirençli, WT: wild-type, non-WT: non wild-type

S

86 (%72.9)

116 (%98.3)

117 (%99.2)

S-DD

1 (%0.8)

2 (%1.7)

Klinik sınır değerlere göre değerlendirme, n (%)

I

1 (%0.8)

R

31 (%26.3)

WT

118 (%100)

117 (%99.2)

100 (%84.7)

Non-WT

1 (%0.8)

18 (%15.3)

Epidemiyolojik eşik değerlere göre değerlendirme, n (%)
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belirlenememiştir.  Bundan sonraki süreçte 
C. parapsilosis tür kompleksi izolatlarının duyarlılık 
paterni takip edilerek dirençli ve duyarlı suşlar ara-
sındaki klonal ilişki ve direnç genlerinin araştırılacağı 
yeni çalışmalara gereksinim vardır.
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