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ÖZ

Amaç: Candida parapsilosis tür kompleksi ve Lodderomyces elongisporus izolatları virülans, prevalans ve 
antifungal duyarlılık profilleri yönünden farklılıklara sahip olabilmektedir. Bu türlerin biyokimyasal yöntemlerle 
tanısı zordur. Bu nedenle,  uygulanabilirlik, zaman ve maliyet açısından daha verimli yöntemlere gereksinim  
duyulmaktadır. Bu çalışmanın amacı, C. parapsilosis tür kompleksine ve L. elongisporus’a ait izolatların 
ayırımında MALDI-TOF MS yönteminin tanı performansını değerlendirmektir.
Yöntem: Sunulan çalışmada, C. parapsilosis (n=8), Candida orthopsilosis (n=7), Candida metapsilosis (n=6) ve 
L. elongisporus (n=11) türlerini içeren toplam 32 referans izolat MALDI-TOF MS yöntemi ile identifiye edildi.
Bulgular: Candida parapsilosis tür kompleksine ve L. elongisporus’a ait 31 (%93.7) izolatın tür ismi doğru şekilde 
tanımlandı. Sekiz (%100) C. parapsilosis, 5 (%83) C. metapsilosis, 5 (%71) C. orthopsilosis ve 6 (%54) 
L. elongisporus izolatını içeren toplam 24 (%75) izolatın tür ismi 1.7–2.14 arasında değişen skor değerleri ile 
identifiye edildi. Güvenli tanımlama için ≥1.7 skoru referans alındığında, MALDI-TOF MS yönteminin duyarlılığı 
ve özgüllüğü sırasıyla %54.5–100 ve %96.3–100 olarak belirlendi.
Sonuç: Candida parapsilosis tür kompleksi ve L. elongisporus gibi biyokimyasal yöntemlerle ayrımı güç olan 
türlerin hızlı moleküler fenotipik tanısında MALDI-TOF MS’in etkili bir yöntem olduğu gösterilmesine karşılık, 
daha güvenli skor aralıklarında tür düzeyinde tanımlama için yöntemin optimizasyonu ve daha geniş MS 
kütüphanesi gereksinimi  olduğu açıktır.

Anahtar kelimeler: Candida parapsilosis tür kompleksi, Lodderomyces elongisporus, moleküler tanı, MALDI-
TOF MS

ABSTRACT

Objective: Candida parapsilosis species complex and Lodderomyces elongisporus may have differences in terms 
of their virulence, prevalence, and antifungal susceptibility profiles. These species are difficult to identify with 
biochemical methods. Therefore, there is a need for more efficient identification methods in terms of time, cost, 
and applicability. This study aims to evaluate the diagnostic performance of the MALDI-TOF MS method in 
discriminating between isolates belonging to the C. parapsilosis species complex and L. elongisporus.
Method: In the current study, a total of 32 reference strains, including the C. parapsilosis (n=8), Candida 
orthopsilosis (n=7), Candida metapsilosis (n=6), and L. elongisporus (n=11) species were identified using the 
MALDI-TOF MS method.
Results: The species names of 31 (93.7%) isolates belonging to the C. parapsilosis species complex and 
L.elongisporus were correctly identified. Twenty four isolates including eight (100%) C. parapsilosis, five 
(83%) C. metapsilosis, five (71%) C. orthopsilosis, and six (54%) L. elongisporus isolates were identified with 
score values ranging from 1.7 to 2.14. According to the secure identification reference score of ≥ 1.7, the sensitivity 
and specificity of the MALDI-TOF MS method were determined as 54.5–100% and 96.3–100%, respectively.
Conclusion: Although the MALDI-TOF MS method has been shown to be effective in the rapid molecular 
phenotypic diagnosis of species that were difficult to discriminate using biochemical methods such as 
C. parapsilosis species complex and L. elongisporus, there is a clear need to optimize the method and develop 
a larger MS library for species-level identification within secure score ranges.
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GİRİŞ

Candida türleri invazif mantar hastalıklarının önemli 
etkenlerindendir(1). Kandidemilerin tüm dünyadaki 
en sık etkeni Candida albicans’dır(2). Candida parapsi-
losis ise yoğun bakım ünitelerinde ikinci veya üçüncü 
sırada yer alır(3). Ülkemizde kandideminin en sık ikinci 
etkeni C. parapsilosis olup, insidansı her geçen gün 
artmaktadır(4).

Candida parapsilosis tür kompleksi üyeleri, C. albicans, 
Candida dubliniensis ve Lodderomyces elongisporus 
ile aynı taksonomik grup içerisinde sınıflandırılır(5,6). 
C. parapsilosis tür kompleksi C. parapsilosis, Candida 
metapsilosis, Candida orthopsilosis türlerini içerir(7) 
ve L. elongisporus türü ile yakından ilişkilidir(8–10). 

Kriptik türler olmalarına karşılık, L. elongisporus ve 
tür kompleksi içerisindeki türlerin virülans, prevalans 
ve antifungal duyarlılık özellikleri açısından farklılık-
lar dikkat çekmiştir. C. parapsilosis, kompleks içeri-
sinde en sık görülen tür iken, C. metapsilosis ve 
C. orthopsilosis türlerinin prevalansı bölgesel olarak 
farklılık gösterebilmektedir(11). Son zamanlarda, 
Ortadoğu(12,13), İspanya(14) ve Japonya’da(15) L. elongisporus 
ile ilişkili enfeksiyonlar bildirilmiştir. C. orthopsilosis’in 
itrakonazol ve ekinokandin grubu ilaçlara en yüksek 
minimal inhibisyon konsantrasyonu gösterdiği(16), 
C. metapsilosis’in ise ekinokandin grubu ilaçlara en 
duyarlı tür olduğu rapor edilmiştir(17). C. parapsilosis 
ile karşılaştırıldığında, L. elongisporus’ta antifungal 
direnci daha düşük oranlarda bulunmuştur(12–15). 
Ayrıca, C. parapsilosis pozitif kan izo l at l a r ı n ı n 
%9.5 ’ inde  C.  paraps i los i s  ve  C. orthopsilosis’in 
birlikte etken olduğu belirlenmiştir(18). 

Candida parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis 
ve L. elongisporus türlerinde görülebilen virülans, 
prevalans ve antifungal duyarlılık farklılıklarına karşı-
lık, bu türlerin ayırıcı tanısı fenotipik yöntemlerle 
yapılamamaktadır. C. parapsilosis tür kompleksi ayrı-
mında, sıklıkla ribozomal DNA’nın ITS (Internal trans-
cribed spacer) bölgesinin sekansı veya sekonder alkol 
dehidrojenaz (SADH) geni kapsamında kesim enzimi 
temelli polimorfizm analizleri kullanılmasına karşılık, 
klinik tanı noktasında uygulanabilirlik, zaman ve 
maliyet açısından daha verimli yöntemlere gereksi-

nim  duyulmaktadır. 

Son 10 yıl içerisinde, matriks ile desteklenmiş lazer 
desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanı kütle spektro-
metresi (MALDI-TOF MS) enfeksiyon etkeni maya 
mantarlarının tür tanısında hızlı ve uygulanabilirliği 
kolay bir yöntem olarak yaygın şekilde kullanılmaya 
başlanmıştır. MALDI-TOF-MS yönteminin, biyokimya-
sal yöntemlerle tanımlanabilen mantar türlerinin 
yanında, birbirine yakın türleri içeren tür kompleksi(19) 
veya varyete üyesi izolatların ayırımında(20) veya anti-
fungal duyarlılık analizlerinde(21–24) de kullanım potan-
siyeline sahip olduğu görülmektedir. 

Bu çalışmada, MALDI-TOF MS yönteminin C. parapsilosis 
tür kompleksi ve L. elongisporus izolatlarının ayırıcı 
tanısındaki etkinliğini değerlendirilmesi ve verilerin 
literatür eşliğinde tartışılması amaçlandı.

GEREÇ ve YÖNTEM

İzolatlar: Sunulan çalışmada, L. elongisporus (n=11) 
ve C. parapsilosis tür kompleksi üyesi C. parapsilosis 
(n=8), C. orthopsilosis (n=7) ve C. metapsilosis (n=6) 
türlerini temsil eden klinik ve çevresel kökenli toplam 
32 referans izolat incelendi. Candida izolatları CBS-
KNAW Mantar Biyoçeşitlilik Merkezi (Westerdijk 
Mantar Biyoçeşitlilik Enstitüsü, Utrecht, Hollanda) ve 
L. elongisporus izolatları ise Duke Üniversitesi 
Moleküler Genetik ve Mikrobiyoloji Departmanı 
(Durham, NC, ABD) koleksiyonundan alındı (Tablo 1). 
İzolatlar, Sabouraud glikoz agar (SGA; Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO)’da 30°C’de 2 gün inkübe edilerek can-
landırıldı. 

MALDI-TOF MS analizi: Tanımlama için SGA plakların-
da taze kültürden üretilen koloniler kullanıldı. Her bir 
izolattan kürdan yardımı ile MALDI hedef plak (MSP 
96 BC ground steel target; Bruker Daltonik, Bremen, 
Almanya) üzerindeki noktalara, transfer yapıldı ve 
ince bir tabaka hâlinde sürüldü. Plaka üzerinde eks-
traksiyon, her noktanın 1 μl %70’lik formik asit çözel-
tisi ile kaplanması ve örnek yüklü plakanın 5 dakika 
boyunca oda sıcaklığında kurumaya bırakılması ile 
yapıldı.  Sonra, örneklerin her biri 1 µL α-siyano-4-
hidroksi sinnamik asit solüsyonu (HCCA matriks; 
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Bruker) ile kaplandı ve oda sıcaklığında kurumaya 
bırakıldı. Kuruma sonrası plaka MALDI-TOF kütle 
spektrometrisi cihazına (Bruker Daltonics, Bremen, 
Almanya) yüklendi. Cihaz kalibrasyonu ve pozitif 
kontrol olarak Bruker BTS solüsyonu kullanıldı. Kalite 
kontrolü ve her bir izolata ait spektrumların analizi 
için Bruker Biotyper 3.1 yazılım programı ve kütüp-
hanesinden (versiyon 3.1.66) yararlanıldı. MALDI 
skorları üreticinin talimatlarına göre sınıflandırıldı; 
buna göre, 2.3–3 arası log-skor değeri yüksek doğru-
lukta tür düzeyinde tanı, 2–2.29 arası skor güvenli 
cins ve olası tür düzeyinde tanı, 1.7–1.99 arası olası 
cins düzeyinde tanı ve 0–1.69 arası skor ise güvenilir 
olmayan tanı şeklinde değerlendirildi.

MALDI-TOF MS yönteminin duyarlılık ve özgüllüğü 
Blakely ve Salmond’a(25) göre hesaplandı.

BULGULAR 

Çalışmada belirlenen MALDI-TOF MS kütle spekt-
rumları MSP kütüphanesi ile karşılaştırıldı. MALDI-
TOF MS analizi sonucunda 31 (%93.7) izolatın tür 
ismi doğru şekilde saptandı, bir (%3.1) C. metapsilosis 
izolatı ise yanlış tür ismi ile tanımlandı (Tablo 1). Skor 
değerleri, üç (%9.3) izolat için ≥2.0, 21 (%65.6) izolat 
için 1.7–2.0 ve yedi (%21.8) izolat için ise <1.7 olarak 
belirlendi (Tablo 1 ve Tablo 2). 

Sekiz (%100) C. parapsilosis, beş (%83) C. metapsilosis, 
beş (%71) C. orthopsilosis ve altı (%54) L. elongisporus 
izolatını içeren toplam 24 (%75) izolat 1.7–2.14 ara-
sında değişen skor değerleri ile identifiye edildi. 
Buna karşılık, iki (%28.5) C. orthopsilosis ve beş 
(%45.4) L. elongisporus izolatının tür ismi doğru ola-

Tablo 1. Çalışmada incelenen Candida parapsilosis kompleks türleri ve Lodderomyces elengisporus’a ait kökenlerin özellikleri ve MALDI-
TOF MS tanı sonuçları.

Tür ismi

Candida
parapsilosis 

Candida 
orthopsilosis

Candida 
metapsilosis

Lodderomyces 
elongisporus

Suş 
İsmi

CBS 2915
CBS 604

CBS 7248
CBS 8836

CBS 12541
CBS 1954*
CBS 2216
CBS 8181

CBS 10741
CBS 10742

CBS 10906*
CBS 9894

CBS 10743
CBS 2212
CBS 8825

CBS 10747
CBS 10907*

CBS 2315
CBS 11127
CBS 2916

CBS 10746

7660
7661
7663
7665
7666
7668
7669
7670
7672
7673
7675

Örnek
Türü

Klinik
Klinik
Klinik
Klinik

Çevresel
Çevresel
Çevresel
Çevresel

Klinik
Klinik
Klinik

Çevresel
Çevresel
Çevresel
Çevresel

Klinik
Klinik
Klinik

-
-
-

Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik
Klinik

Örnek
Kökeni

İnsan
İnsan

Hayvan
İnsan

Meyve
Meyve
Gıda
Bitki

İnsan
İnsan
İnsan
Böcek
Böcek
Bitki
Bitki

İnsan
İnsan
İnsan

-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

İzolasyon

-
-

Subklinik mastit
Kan

Ziziphus mauritiana
-

Salamura
Nothofagus dombeyii

Tırnak
Tırnak
Vajinal

-
-
-
-

Tırnak
-

Balgam
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Ülke

Norveç
Porta Riko

Yeni Zelanda
ABD

Zimbabve
İtalya
ABD
Şili

Belçika
Belçika

ABD
Panama

ABD
Endenozya
Avustralya

Belçika
ABD

İtalya
-

Norveç
-

Meksika
Malezya

ABD
Venezüella
Venezüella

İtalya
Meksika
Meksika
Meksika
Meksika
Meksika

MALDI-TOF 
MS Tanısı

C. parapsilosis 
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis
C. parapsilosis

C. orthopsilosis
C. orthopsilosis
C. orthopsilosis
C. orthopsilosis
C. orthopsilosis
C. orthopsilosis
C. orthopsilosis

C. parapsilosis
C. metapsilosis
C. metapsilosis
C. metapsilosis
C. metapsilosis
C. metapsilosis

L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus
L. elongisporus

Tanı 
Skorları

1.703
1.787
1.937
2.043
1.877
2.001
1.833
2.143

1.453
1.715
1.516
1.785
1.896
1.939
1.851

1.852
1.813
1.812
1.791
1.971
1.742

1.762
1.655
1.821
1.609
1.668
1.770
1.871
1.701
1.809
1.698
1.565
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Tablo 2. MALDI-TOF MS analiz skorları ve tanı performansı.

Türler

Candida parapsilosis (n=8)

Candida metapsilosis (n=6)

Candida orthopsilosis (n=7)

Lodderomyces elongisporus (n=11)

2.3-3.0

-

-

-

-

rak belirlenmesine karşılık, güvenli olmayan skor 
aralığında belirlendi (skor <1.7) ve bir (%16.6) 
C. metapsilosis izolatı ise C. parapsilosis olarak yanlış 
tanımlandı (Tablo 1 ve 2).

Güvenli tanımlama için ≥1.7 skoru temel alındığında, 
C. parapsilosis tür kompleksine ait izolatların ayırı-
mında, MALDI-TOF MS yönteminin duyarlılığı 
C.  parapsilosis  ve C. metapsilosis için %100, 
C. orthopsilosis ve L. elongisporus için ise sırasıyla 
%71.4 ve %54.5 olarak saptandı. Yöntemin özgüllü-
ğü ise C. parapsilosis, C. orthopsilosis, L. elongisporus 
için %100 ve C. metapsilosis için %96.3 olarak belir-
lendi (Tablo 2). 

TARTIŞMA

Bu çalışmada, L. elongisporus ve C. parapsilosis tür 
kompleksi üyesi izolatların ayrımında MALDI-TOF MS 
yönteminin performansı değerlendirildi. Bu amaçla, 
32 referans C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis 
ve L. elongisporus izolatı MALDI-TOF MS yöntemi ile 
incelendi ve %54.5–%100 duyarlılık ve %96.3–%100 
özgüllük oranları ile ayırımının yapılabildiği gösterildi. 
Bu durum, moleküler temelli yöntemlerin halihazır-
da daha doğru ve güvenilir olduğuna işaret etmekte-
dir. 

MALDI-TOF MS yöntemi, bakteri ve maya mantarı 
izolatlarının tür düzeyinde tanımlanması için son yıl-
larda birçok klinik mikrobiyoloji laboratuvarınca rutin 
olarak kullanılan hızlı ve güvenilir bir yöntemdir(26). 

Klasik maya mantarı tanı sistemleri ile karşılaştırıldı-
ğında, MALDI-TOF MS yöntemi zaman, uygulama 
kolaylığı ve performans temelinde önemli avantajla-
ra sahiptir. Buna karşılık, MALDI-TOF MS temelli 
yanlış identifikasyon hemen daima birincil olarak 
sınırlı referans suş verisine sahip kütüphaneler ile 
ilişkilendirilmektedir(27). MALDI-TOF MS yöntemi 
maya mantarlarının rutin tanısında kullanılmasına 
karşılık, özellikle tür kompleksi izolatlarının tanısında 
spesifik örnek  hazırlama protokollerine ve daha 
geniş MS veri kütüphanelerine gereksinim  
duyulabilmektedir(28,29). 

Klinik öneme sahip ve tanısı zor olan kriptik mantar 
türlerinin ayırımında MALDI-TOF MS yönteminin 
uygulanabilirliği bulgularımızla uyumlu olarak diğer 
çalışmalarda da rapor edilmiştir. Literatürde, 
Arastehfar ve ark. (11),  MALDI-TOF MS temelli 
C. parapsilosis tür kompleksi izolat tanılarının, DNA 
temelli tanı yöntemleriyle (rDNA sekanslama ve 
genotipleme) uyumlu olduğunu rapor etmişlerdir.  
De Carolis ve ark.’nın (8) L. elongisporus ve C. parapsilosis 
tür kompleksi üyesi toplam 36 izolatı incelediği çalış-
masında, MALDI-TOF MS yönteminin tüm türleri 
doğru tanımladığı (skor ≥2.0), ayrıca DNA ve kütle 
spektrum verileri temelli filogenetik analizlerde izo-
latların benzer şekilde kümelendiği bildirilmiştir. 
Roberto ve ark.(30) ise C. parapsilosis tür kompleks 
izolatlarının ekinokandin ilaç direnç profillerinin 
belirlenmesinde, MALDI-TOF MS’nin optimize yön-
temlerle yüksek doğrulukta veri sağlayabildiğini 
belirtmişlerdir.  

2.0-2.29

3

-

-

-

1.7-1.9

5

5

5

6

<1.7

-

-

2

5

Tanı skorları*

Yalancı pozitiflik

-

C. parapsilosis 
(n=1)

-

-

Duyarlılık (%)

100

100

71.4

54.3

Özgüllük (%)

100

96.3

100

100

Tanı performansı**

* 2.3–3, yüksek doğrulukta tür düzeyinde tanı; 2–2.29, güvenli cins ve olası tür düzeyinde tanı; 1.7–1.99, olası cins düzeyinde tanı; 0–1.69, 
güvenilir olmayan tanı
** ≥1.7 skorla tanımlanmış izolatlar temel alındı.
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Bu çalışmada, L. elongisporus ve C. parapsilosis tür 
kompleksinin hızlı tanısında MALDI-TOF MS yöntemi-
nin uygulanabilirliği gösterilmiştir. Buna karşılık, krip-şılık, krip-krip-
tik türlerin güvenli skor aralıklarında tanısı için 
yöntem optimizasyonu ve standart MS kütüphane-
sine ek olarak, laboratuvar içi referans suş MS küt-
üphanesine gereksinim  olabileceği belirlenmiştir. 
Analiz edilen izolat sayısının görece az olması bu 
çalışmanın bir eksikliği olabileceği düşünüldü. 
Gelecekte MALDI-TOF MS yönteminin multipleks 
tanı performansının değerlendirilmesi kuşkusuz ilgi 
çekici olacaktır.
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