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Ozet

Amag: Bu ¢alismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
mayalarin tir dizeyinde tanimlanmasinda konvansiyonel
mikolojik yontemler ile Kromojenik besiyeri (Oxoid Brilli-
ance™ Candida agar, ingiltere) (KB) kullanilarak yapilan
tanimlamalarin karsilastiriimasi amaglandi.

Yoéntem: Otuz Ug idrar, 34 transtrakeal aspirat (TTA), 7
bronkoalvaolar lavaj (BAL) 6rnegi, 13 balgam, 12 kan, 9
yara, Ug¢ kateter ve iki vajinal akinti olmak Uzere toplam
113 klinik érnek calismaya alindi. izole edilen suslarin
konvansiyonel mikolojik yontemlerle; mikroskopik ve
makroskopik morfoloji, germ tiip testi, tre hidrolizi, kar-
bonhidrat kullanimi (APl 20 C AUX, Biomerieux, Fransa),
treme 1sisi ve sikloheksimid hasasiyetine gore tir tanim-
lamasi yapildi. Suslar kromojenik besiyerine (Oxoid Brilli-
ance™ Candida agar, Ingiltere) ekilerek renk degisimleri
degerlendirildi ve her iki yontem karsilastirildi.

Bulgular: Calisilan klinik érneklerde her iki yontemle top-
lam 113 6rnegin 103’Unde (% 91.2) ayni tir tanimlamasi
yapilirken,10 (%8.8) tanesinde farkh tur tanimlanmistir.
Kromejenik besiyeri C. albicans suslarini %94.1, C. parapsi-
losis %88.9, C. glabrata %81.3 oraninda dogru tanimlarken
birer sus olan C. krusei ve C. tropicalis dogru, C. lusitania
yanlis tanimlanmugtir. Stok kdltirlerimizin 6 tanesinden
birinin bakteri ile 5’inin iki ¢esit Candida turid ile karisik
kaltir oldugu kromojenik besiyeri ile anlagiimistir.

Sonug: infeksiyon etkeni olarak sik karsilasilan Candida
suslarinin tiir dizeyinde tanimlanmasinda ve karigik kiil-
tirlerin ayirt edilmesinde kromojenik besiyerinin duyarhli-
ginin yuksek olmasina ragmen nadir karsilasilan maya
tirleri igin daha fazla galismalara gereksinim vardir.

AnahtarKelimeler: Candida, tir tanimlamasi, kromojenik
besiyeri

Abstract

Objective: To compare of conventional mycologic methods
used to determine yeast or candida spp extracted from
some clinical samples with the definitions identified using
the chromogenic medium (CM, Oxoid Brilliance™ Candida
agar, United Kingdom) was aimed in this study.

Method: Total of 113 clinical samples (33 of urine, 34 of
transtracheal aspirate (TAT), 7 of bronchoalveolar lavage
(BAL), 13 of sputum, 12 of blood, 9 of wound, 3 of catheter,
2 of vaginal smear) were included. Species identification
was carried out using convantional mycologic methods;
microscopic and macroscopic morphology, germ tube test,
urea hydrolysis, carbonhydrate use (APl 20C AUX, Biome-
rieux, France), growth temperature and cycloheximide
sensitivity. The strains were inoculated in the chromogenic
medium (Oxoid Brilliance™ Candida agar, UK) and colour
changes were evaluated, and two methods were compa-
red.

Results: With both method, 91.2% of (n=103) total 113
samples was identified as similar whilest 8.8% of them
(n=10) was defined differently. 94.1% of Candida albicans
spp, 88.9% of C. parapsilosis and 81.3% of C. glabrata was
truly identified. C. krusei and C. tropicalis were correctly
identified whereas C. lusitania was wrongly identified. It
was understood that one of total 6 of our stock cultures
was found as mixed culture with bacteria, and the rest of
them was found as mixed with two types of Candida spe-
cies, with using chromogenic medium.

Conclusion: There is a need to further studies for rare yeast
species although the sensitivity of chromogenic medium is
high for using the determination of common candida spe-
cies as infectious agents.|

Keywords: Candida, species identification, chromogenic
medium

Giris

Uzun yillar sadece hematolojik malignitesi olan
ya da transplant yapilmis, immunsupresse has-
talarda gelisen infeksiyonlarin etkeni olarak
bilinen mantarlar glinimizde birgok kliniklerde
gittikce artan siklikta infeksiyon etkeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (1-3). Buyik cerrahi giri-
simlerin ve genis spektrumlu ve birden fazla

antibiyotik kullaniminin artmasi, hiperalimen-
tasyon, yogun bakim Unitelerinde genel duru-
mu bozuk hastalarin daha fazla izlenmesi ve
yapay protezlerin kullaniminin yayginlasmasi
ciddi fungal enfeksiyonlarin insidansinda artis-
tan sorumludur (1-4). Candida tiirleri normalde
insan deri ve mukoza florasinda bulunan mik-
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roorganizmalardir. Normal bireylerin  %30-
50’sinin agiz ve gastrointestinal sisteminde
bulunurlar ve bazi hazirlayici faktorlerin varli-
ginda kandidoz olarak tanimlanan ciddi infeksi-
yonlarin gelisiminde rol oynarlar (3,4). Mantar
infeksiyonlarinda gorilen artisla birlikte, bu
infeksiyonlara neden olan tirlerin gesitliliginde
de degisiklikler gortlmeye baslanmistir. Endo-
jen kaynakli olmasi nedeniyle hala nozokomiyal
fungal enfeksiyonlarda ilk sirayi C. albicans
almakla birlikte antifungal tedaviye daha zor
yanit verdigi bilinen C. tropicalis, C. lusitaniae,
C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis gibi albi-
cans disi tlrlerle karsilasma orani da giderek
artmaktadir. Bu nedenle tirlerin identifikasyo-
nu ve direng profillerinin belirlenmesi olduk¢a
6nem tasimaktadir (4). Candida tirlerinin ta-
nimlanmasinda mikroskopik morfolojik 6zellik-
lerinin incelenmesi ve substrat assimilasyonu-
nun degerlendirilmesine dayanan bazi yontem-
ler kullanilir. Bu yontemler olduk¢a zaman ge-
rektiren ve rutin laboratuvarda is yukind artti-
ran yontemlerdir. Bu nedenle 4-72 saat icinde
sonug veren, uygulamasi daha kolay olan gesitli
ticari sistemler gelistirilmistir (5,6). Ayrica hizli
maya identifikasyonu saglamak amaciyla bircok
kromojenik besiyeri gelistirilmistir. Tiire 6zgi
kromojenik substratlar iceren bu besiyerlerin-
de, mayalarin (rettikleri enzimlerle bu subst-
ratlar reaksiyona girerek gesitli renklerde kolo-
nilerin olusumunu saglamaktadir. Koloni rengi-
ne gore hizli tani saglayan gesitli kromojenik
besiyerleri arasinda; Albicans ID (bioMerieux),
Candichrom albicans (International Mycoplas-
ma), Candiselect (Sanofi Diagnostic, Pasteur),
CHROMagar Candida (BBL) sayilabilir (2,3,7). Bu
calismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
Candida suslarinin tiir diizeyinde tanimlanma-
sinda standart yontem olarak konvansiyonel
mikolojik yontemler ile kromojenik besiyeri
(Oxoid Brilliance™ Candida agar, ingiltere) kar-
stlastiriilmasi amaglandi.

Materyal v eMetod

Rize Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip
Fakiltesi Egitim ve Arastirma Hastanesi klinik-
lerinden Kasim 2011-Temmuz 2012 arasinda
laboratuvarimiza gonderilen gesitli klinik 6rnek-
lerden (33 idrar, 34 transtrakeal aspirat (TTA), 7
bronkoalvaolar lavaj (BAL) 6rnegi, 13 balgam,
12 kan, 9 yara, 3 kateter ve 2 vajinal akinti )

izole edilen toplam 113 maya susu ¢alismaya
alindi. Suslar % 20 gliserol iceren buyyonla -
20°C de stoklandi. Suslarin tanimlanmasi Erci-
yes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyolo-
ji Anabilim Dalindaki Mikoloji Laboratuvarinda
yapildi.  Suslar Sabouraud dekstroz agar
(SDA)(Oxoid, ingiltere)’a pasajlandi. izolatlarin
tanimlanmasinda, germ tlp testi, makroskopik
ve mikroskopik morfolojik goriinimleri (misir
unu-Tween 80 agar besiyerinde), lre hidrolizi,
karbonhidrat kullanimi (APl 20 C AUX (bioMe-
rieux, Fransa), Ureme isisi ve sikloheksimid
hassasiyetine gore tir tanimlamasi yapild.
Kromojenik besiyeri; Brilliance™ CandidaAgar
Base (OXOID, ingiltere) ve suplement olarak
Brilliance™ Candida selective supplement
(OXOID, ingiltere) kullanilarak, tretici firmanin
onerileri dogrultusunda hazirlandi. Kromojenik
besiyerinde lreyen maya kolonileri en ge¢ 7
giin icinde 25°C i1sida ve 1siktan korunarak mu-
hafaza edilirken, renk, genislik, koloni ¢evresin-
deki renk difizyonu gibi o6zellikleri izlenerek
kaydedildi. Kromojenik besiyerinde yesil renkli,
diizglin koloniler; C.albicans, koyu mavi koloni-
ler; C.tropicalis, kuru, purtikli, kahverengi-
pembe koloniler; C.krusei, bej-sari renkli kolo-
niler  C.glabrata, kahverengi koloniler
C.parapsilosis olarak identifiye edildi. (7-9).
Calismada uygulanan testlerin kontrolliinde C
albicans ATCC 90028 kalite kontrol susu kulla-
nildi.

Bulgular

Konvasyonel yontemlerle 113 Candida susunun
85’i (%70.8) C. albicans olarak en sik izole edi-
len tir iken bunu sirayla C. glabrata 16 (%14.2),
C. parapsilosis 9 (%8) sus ve birer sus C. krusei,
C. tropicalis ve C. lusitania izlemistir.

Her iki yontemle toplam 113 susun 103’linde
(%91.2) ayni tir tanmimlamasi yapilirken 10
(%8.8) tanesinde farkh tlrler tanimlanmistir.
Candida susunun tir tanisinda kromojenik be-
siyerinin duyarliligi Tablo 1'de gorilmektedir.

Stok kiltiirlerimizin 6 tanesinden birinin bakteri
ile 5’inin iki ¢esit Candida tiirl ile karisik kiltr
oldugu kromojenik besiyeri ile anlasiimistir.
Karisik kalturler tekrar konvasyonel yontemler-
le tanimlanmis ve hepsi KB’deki Gremelerle
uyumlu bulunmustur.
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Tablo 1. Candida suslarinin tiir tanisinda kro-
mojenik besiyerinin duyarlilig

izolatlar n %

C. albicans (n:85) 80 94.1
C. glabrata(n:16) 13 81.3
C.parapsilosis (n:9) 8 88.9
C. krusei(n:1) 1 100
C. tropicalis (n:1) 1 100
C. lusitania (n:1) - 0
Toplam (n:113) 103 91.2

Konvansiyonel mikolojik yontemlerle C. albi-
cans olarak tanimlanmis 5 susun (gl KB ile C.
parapsilosis, ikisi C. glabrata olarak tanimlanir-
ken, C. glabrata olarak tanimlanmis 2 sustan
biri C. parapsilosis biri de C. albicans olarak
belirlenmistir. Yine konvansiyonel yontemlerle
tanimlanmis olan bir C. parapsilosis susu KB ile
C. glabrata, bir C. lusitania susu C. parapsilosis
olarak saptanmistir (Tablo 2).

Tablo2. Kromojenik besiyerinde farkli tir ola-
rak tanimlanan izolatlar

Konvansiyonel n Kromojenik
yontemler besiyeri

C. albicans 3 C. parapsilosis
C.albicans 2 C. glabrata
C.glabrata 2 C. parapsilosis
C. glabrata 1 C. albicans

C. parapsilosis 1 C. glabrata

C. lusitania 1 C. parapsilosis

Ayrica KB 6 6rnekte karisik kalttrleri hem diger
maya tirlerinden hem de bakteri kilturlerin-
den ayirmada fayda saglamistir. Bunlar tekrar
konvansiyonel yontemlerle belirlenmis ve hepsi
KB’deki Giremelerle uyumlu bulunmustur.

Tartisma

insanlarda enfeksiyona sebep olan pek c¢ok
mantar antifungal ajanlarin pek ¢oguna karsi
baslangicta dogal direncli olabilecegi gibi kulla-
nim sonrasinda da direncg gelistirebilmektedir.
Bu sistemik enfeksiyonlarin uygun tedavisi co-
gunlukla etiyolojik ajanin hizli ve dogru tanim-
lanmasina baglidir. Bu calismada 113 maya
susunun %70.8’i C. albicans, %11.5’i C. glabra-
ta, %7.1'i C. parapsilosis,%0.9'u C. krusei ve
yine %0.9’ u C. tropicalis olarak konvansiyonel
yontemlerle tanimlandi.

Candida turlerinin Uretilmesinde, bakterilerin
ve hizli Ureyen kuflerin iremelerini baskilayan
besiyerlerinin secilmesi kolaylik saglar. Bu
amacla CHROM agar ve Pagano-Levine gibi
kromojenik besiyerleri de primer izolasyon
amaciyla kullanilabilir. Kromojenik besiyerleri
ile yapilan calismalarda Candida tiirlerinin ta-
nimlanmasinda duyarhlk ve o6zgilliklerinin
yliksek oldugu bildirilmektedir (2-4). Yapilan
bircok calismada CHROMagar Candida ile misir
unu-Tween 80 agarda morfolojik incelemenin
bir arada kullanilmasi ile alinan sonuglarin API
maya tanimlama kiti sonuglari ile uyumlu oldu-
gunu, bu sekilde laboratuvarlarinda maya izo-
latlarinin %95’inden fazlasini tanimlayabildikle-
rini bildirmislerdir. Calismacilar, iki yontemin
sonu¢ verme siresinin benzer oldugunu ve
kiltir yonteminin daha ucuza mal oldugunu
belirtmisler, bunun yaninda API 20C AUX’un
tanimlayamadigi bazi mayalarin  morfolojik
ozellikleri ve CHROMagar Candida besiyerinde
koloni oOzellikleri ile tanimlanabilecegini bildir-
mislerdir (7,11,12). Yapilan calismalara gore
kromojenik besiyerlerinin C. albicans suslarinda
48 saatte Uretme ve tanimlamadaki duyarhhg
ve 0zgllligl %88-100 arasinda degismektedir
(12,13).

Calismamizda stok kiiltirler direkt SDA’ya ekim
yapilmis sonra KB ile tiim izolatlar 48 saatte
Uretilmis ve tanimlanmustir. C. albicans, C. tro-
picalis, C. krusei ve C. glabrata'nin 48 saatten
sonraki koloni renklerinde sadece renk koyu-
lasmasi gozlenmistir. C. parapsilosis kolonileri
24 saatlik inkiibasyondan sonra daha acik
pembemsi-kahverengi renkte iken, 48 saatten
sonra koyu kahve renge dénismustir. Bu du-
rum vyapilan diger calismalarla uyumlu bulun-
mustur (7). Kaltirde tGreyen mayalarin APl 20C
AUX ile tanimlanmasi igin 24 saat maya Greme-
si, ortalama 48 saat de tanimlama igin olmak
lizere ortalama 72 saate ihtiya¢ vardir. Ornek-
ten kromojenik besiyerine direkt ekim ile ma-
yalarin tanimlanmasinda zaman kazanmak
mimkindir (8,12). Bu g¢alismada konvansiyo-
nel yontem ve KB ile elde edilen tanimlama
sonuclari arasinda %91.2’e varan oranlarda
uyumluluk saptanmistir. Ylz onlg¢ ©6rnegin
10’unda KB ile iki farkli tiir maya tanimlanmis-
tir. Konvansiyonel mikolojik yontemlerle C.
albicans olarak tanimlanmis 5 susun 3G KB ile
C. parapsilosis, 2’si C. glabrata olarak tanimla-
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nirken, C. glabrata olarak tanimlanmis iki sus-
tan biri C. parapsilosis biri de C. albicans olarak
belirlenmistir. Yine konvansiyonel yontemlerla
tanimlanmis olan bir C. parapsilosis susu KB ile
C. glabrata, bir C. lusitania susu C. parapsilosis
olarak saptanmistir. Her iki yontemle farkh
tanimlanan 10 susun 6’sinin C. parapsilosis
olmasi dikkat cekicidir.

Polimikrobiyal Uremelerde KB besiyerinden
tanimlamada zaman ve maliyet agisindan avan-
taj olusturmakta ve daha iyi tanimlama sagla-
maktadir (14-18). Bizim galismamizda da KB 6
susta karisik kiltirleri hem diger maya tirle-
rinden hem de bakteri kiltiirlerinden ayirmada
fayda saglamistir. Bu tanimlama ile KB’e yapila-
cak olan 6rnekten direk ekimler tirleri ayirma-
da daha etkin olabilir. Ayrica yogun bakim,
yanik, onkoloji gibi immiin sistemi zayiflamis
hastalarin uzun sireli tedavi gérdtga Uniteler-
de Ozellikle ender rastlanan Candida turleriyle
olusan epidemilere rastlanmaktadir (19-20).
ispanya’da yapilan bir calismada geleneksel
yontemlerle tanisi konamamis kateter ucu ve
kan kdltlir 6rneklerinde Ureyen Candida
CHROMagar Candida besiyerinde beyaz koloni-
ler olarak gozlenmis ve molekiler yontemlerle
C. nivariensis olarak tiplendirilmistir (18). Yine
ayni sekilde ulkemizde CHROMagar Candida
besiyeri kullanilarak tani konmus nadir goriilen
Pichiaohmeri ve Dipodascuscapitatus salginlari
bildirilmistir (21,22). Agarwal ve ark. yine bu
besiyerlerinde C. pelliculosa, C. utilis, C. rugosa,
C. glabrata ve C. hemulonii gibi farkh tirde
mayalarin dretilebildigini bildirmislerdir (23).

CHROMagar Candida besiyerinin kullanimi en-
der rastlanan bu tirlerin varhiginin hizla farkina
varilmasini da saglayacaktir. Sonug¢ olarak,
KB’nin sik karsilasilan Candida tirlerinin ayiri-
minda duyarhligi yiksek, kullaniminin kolay
olmasi, ¢abuk sonu¢ vermesinden dolayi rutin
laboratuvar c¢alismalarinda kullanilabilecegi
gosterilmistir. Ancak nadir rastlanan maya tir-
lerinin ayriminda kullanilmasi i¢cin daha kap-
samli ¢calismalara gereksinim vardir.
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