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GIRIS

OZET

Amag: Bu calismanin amact basit bir besiyeri olan Mueller-Hinton agar (MHA)in germ tiip testinde (GTT)
kullanilabilirliginin arastirilmasidr.

Yontem: Cesitli klinik orneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen toplam 86 Candida susu ¢alismaya alindl.
Tiim izolatlar Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Salubris, Tiirkiye)’a pasajlanarak, 37°C’de 24-48 saat inkiibe
edildi. Izolatlar VITEK-MS (Biomérieux, Fransa) cihazi ile tammlandi. Serum GTT igin tek bir Candida kolonisi 0.5
ml taze insan serumuna inokiile edildi. MHA GTT igin tek koloniden MHA yiizeyine Dalmau teknigi ile ¢izgi ekimi
yvapuldi ve iizeri steril lamel ile kapatildi. 37°C’de 1.5 ve 3 saat inkiibasyon sonrasinda tiim serumlar ve MHA plaklar:
151k mikroskobu ile degerlendirildi. Duyarhik ve ozgiilliik degerlendirmesinde serum GTT altin standart yontem
olarak kabul edildi.

Bulgular: Tamimlama sonuglart soyleydi: 51 C. albicans, bir C. dubliniensis, 12 C. parapsilosis, 12 C. glabrata, 4 C.
kefyr, 3 C. tropicalis, 3 C. krusei. Serum GTT nde 1.5 saat sonunda 30 (%58.8), 3 saat sonunda ise 36 (%70.6) C.
albicans izolati pozitif olarak bulundu. MHA GTT nde ise 1.5 saat sonunda 21 (%41.2), 3 saat sonunda ise 40
(%78.4) C. albicans izolat: pozitif olarak saptand. C. dubliniensis disindaki tiim non-albicans tiirleri her iki testte de
negatif olarak bulundu. C. dubliniensis her iki testte de 1.5 ve 3 saatte GTT pozitif olarak saptandi. MHA in 1.5
saatte duyarliligt %658, 6zgiilliigii %692; 3 saatte ise duyarliligi %86, 6zgiilliigii %81 olarak hesaplandi.

Sonu¢: MHA, GTT igin giivenli ve kolay bulunabilen bir besiyeridir ve serum GTT ne alternatif olarak kullanilabilir.
MHA da GTT arastirilmast esnasinda, daha yiiksek duyarliliga sahip oldugundan dolayi, 1.5 saat yerine 3 saatlik
inktibasyon onerilmektedir.

ABSTRACT

Aims: The aim of this study is to evaluate Mueller-Hinton Agar (MHA) as a simple medium for the determination of
germ tube test (GTT).

Methods: A total of 86 Candida species isolated from different clinical specimens were included. All isolates were
cultured onto Sabouraud Dextrose Agar (Salubris, Turkey) and incubated at 37°C for 24-48 hours. They were
identified by VITEK MS (Biomérieux, France). For serum GTT, a single Candida colony was inoculated into 0.5 ml
freshly obtained human serum. For MHA GTT, an inoculum of single colony was streaked by Dalmau technique onto
MHA and covered by a sterile coverslip. After incubation at 37°C for 1.5 h and 3 h, all sera and MHA plates were
examined using a light microscope. Serum GTT was accepted as gold standard method for the determination of
sensitivity and specificity values.

Results: The identification results were as follows: 51 Candida albicans, one C. dubliniensis, 12 C. parapsilosis, 12
C. glabrata, 4 C. kefyr, 3 C. tropicalis, 3 C. krusei. Serum GTT was positive in 30 (58.8%) and 36 (70.6%) of C.
albicans isolates at 1.5 h and 3 h, respectively. MHA GTT was positive in 21 (41.2%) and 40 (78.4%) of C. albicans
isolates at 1.5 h and 3 h, respectively. All non-albicans species except C. dubliniensis were found as negative using
both tests. Both GTTs were positive for C. dubliniensis at 1.5 h and 3 h. MHA sensitivity and specificity was
determined as 58% and 92% at 1.5 h; 86% and 81% at 3 h, respectively.

Conclusions: MHA is safer and easier medium for GTT that may be used as alternative to serum GTT. The
evaluation of GTT on MHA after 3 h incubation is recommended since it has higher sensitivity compared to 1.5 h.

Kandidalar insanlarin sindirim sistemlerinde ve mukoz membranlarinda normal flora iiyesi olarak bulunan maya
tiri mantarlardir’. Kandidalarin 150°den fazla tiirii bulunmasina ragmen bunlarin ¢ok kiigiikk bir kismu
insanlardan enfeksiyon etkeni olarak izole edilirler. Klinik 6rneklerden siklikla izole edilen Candida tirleri C.
albicans, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. lusitaniae, C.
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dubliniensis ve C. glabrata’dir’. Giiniimiizde, C. albicans dis1 Candida tiirlerinin olusturdugu enfeksiyonlarin
prevalansimin giderek artmasina ragmen, kandidiyaz olgularinin ¢ogu C.albicans tarafindan olusturulmaktadir’.

Germ tiip testi (GTT), C. albicans’m non-albicans tiirlerinden ayriminda kullanilan bir testtir*. Non-albicans
Candida tiirleri arasinda germ tiip olusturabilen tek tiir C. dubliniensis’tir’. Bu test insan veya tavsan serumu
icerisine bir miktar maya kolonisi eklenmesi ve 37 °C’de 2-3 saat inkiibe edilerek germ tiip olusumunun
incelenmesi esasma dayanir’. Serum kullanimi esnasinda meydana gelebilecek bulas riski ve taze serum
bulunmasindaki zorluk nedeniyle, GTT i¢in insan serumu yerine agar temelli besiyerleri kullanim ile ilgili
calismalar yapilmaktadir®'’.

Bu ¢alismanin amaci, C.albicans ve non-albicans tiirlerinin GTT ile ayiriminda insan serumu ve Mueller-Hinton
agar (MHA) besiyerinin etkinliklerinin karsilastiriimasidir.

YONTEM

Candida suslar ve identifikasyon

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi merkez laboratuvarma 2014 yilinda gonderilen cesitli klinik 6rneklerden
enfeksiyon etkeni olarak izole edilen toplam 86 Candida susu ¢alismaya alindi. Referans sus olarak C. albicans
ATCC 90028 kullanilda.

Daha 6nce serum germ tiip testi ve VITEK-MS (Biomérieux, Fransa) cihazi ile tiir tanimlamasi yapilmig olan
suslar -80 °C stoktan ¢ikarilip, %2 glukoz igeren Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Salubris, Tiirkiye)’a iki kez
pasajlanarak, 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Tir identifikasyonu i¢in VITEK-MS (Biomérieux, Fransa)
cihazi kullanildu.

Serum germ tiip testinin degerlendirilmesi

Test giinii elde edilen, steril sartlarda alinan kandan hazirlanan taze insan serumuna (0.5 ml) saf maya kolonisi
inokiile edilip 37°C’de inkiibe edildi. Serumlardan 1,5 saat ve 3 saatlik inkiibasyon sonrasi drnek alinarak lam-
lamel arasi 40X’lik objektif ile germ tiip olusumu incelendi. Blastospordan bogum yapmadan uzayan ve
uzunlugu blastosporun 2-3 kati olan boru seklinde yapilarin varligi germ tiip pozitif olarak degerlendirildi®.
Duyarlilik ve 6zgiilliik degerlendirmesinde, bu yontem altin standart yontem olarak kabul edildi.

Mueller Hinton Agar germ tiip testi degerlendirmesi

MHA’da germ tiip olusumunun degerlendirilmesi i¢in, SDA’da iiremis olan kolonilerden MHA yiizeyine
Dalmau teknigi ile dort farkli alana ¢izgi ekimi yapildi. Ekim ¢izgileri {izerine steril lamel kapatilarak, plaklar 37
°C’de inkiibasyona kaldirildi. MHA plaklarindaki ¢izgi ekim alanlarinin ikisi 1,5 saatlik ve diger iki ¢izgi ekim
alan1 da 3 saatlik inkiibasyon sonrasi degerlendirildi. Lamel ile kapali agar parcasi kesilip, lam tizerine konarak
40X’1ik objektif ile incelendi. Bu degerlendirmeler, serum GTT ile es zamanl olarak gergeklestirildi.

istatistiksel analiz

Yontemlerin karsilastirilmasinda, duyarlilik, 6zgiilliik, negatif ve pozitif prediktivite degerleri hesaplanmistir.

BULGULAR

Calismamizda kullanilan Candida suslarinin tiir dagilim sirasi ile soyle idi: 51 C. albicans, bir C. dubliniensis,
12 C. parapsilosis, 12 C. glabrata, 4 C. kefyr, 3 C. tropicalis, 3 C. krusei.

Pozitif kontrol olarak kullanilan C. albicans susu serum ve MHA’daki GTT’nin her 1,5 ve 3. saatinde pozitif
olarak saptandi. C. albicans izolatlarinin 5’inde, her iki testte ve her iki saatte GTT negatif, 17’sinde ise her iki
saatte her iki yontemle de GTT pozitif olarak saptandi (Cizelge 1).
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Cizelge 1. C. albicans izolatlarinin MHA ve serum GTT testi sonuglari.

MHA Serum C. albicans
1,5 Saat | 3 Saat | 1,5 Saat 3 Saat | sayisi
- - - + 1

+ + - - 1

+ + - + 2

- + - + 4

- - + + 5

- - - - 5

- + + + 8

- + _ _ ]

+ + 17
TOPLAM 51

C. dubliniensis disindaki diger tiim non-albicans tiirlerinde her iki saatte ve her iki testte GTT negatif olarak
bulundu. C. dubliniensis susu ise her iki saatte de her iki testle pozitif saptandi.

MHA'da 1,5 ve 3 saatlik inkiibasyonda negatif, serumda her iki saatte de pozitif olan 5 izolat belirlendi. Sekiz C.
albicans izolatinda, MHA’da 1,5 saatte GTT negatifken, 3. saatte GTT pozitif ve serumda ise her iki saatte
negatif sonuglar elde edildi (Cizelge 1). MHA ve serumda GTT, 1,5. saatte negatif olup, 3. saatte pozitif olan 4
izolat tanimlandi. Serum GTT' de her iki saatte negatif olup, MHA'nin her iki saatinde de pozitif olan sadece bir
izolat saptandi. MHA’da 1,5 ve 3 saatlik inkiibasyonda pozitif olup, serumda 3 saatlik inkiibasyonda pozitife
donen 2 C. albicans izolat1 belirlendi (Cizelge 1).

Serumda C. albicans suslarinda, 1,5 saatlik inkiibasyonda GTT pozitif olan sus sayist 20 (%39,2), 3 saatlik
inkiibasyonda ise 40 (%78,4) olarak belirlendi (Cizelge 2). Serumda ve MHAda 3. saatte GTT pozitifligi 31/51
(%60,8) olarak saptandi. Bir buguk saatlik inkiibasyonda MHA negatif, serum GTT pozitif olan 13 C. albicans
izolat1 tanimlandi. Bu 13 izolatin 8’1, MHA' da 3 saatlik inkiibasyonun sonunda germ tiip olusturdu (Cizelge 3).

Cizelge 2. C. albicans’in Serum ve MHA GTT’nde 1.5 ve 3 saatteki pozitif ve negatif sonug sayilari.

Serum MHA

1.5 saat 3 saat 1.5 saat 3 saat

Pozitif | Negatif | Pozitif | Negatif | Pozitif Negatif Pozitif | Negatif
30 21 36 15 21 30 40 11

Cizelge 3. C. albicans suslarinda serum GTT ve MHA test sonuglarinin saatlere gore karsilastiriimast.

Serum
MHA 1,5 Saat 3 Saat

Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Pozitif 17 3 31 9
Negatif 13 18 5 6

Yapilan istatistik analiz sonucunda, MHA’da GTT nin serum GTT' ye gore duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif
(PPD) ve negatif prediktif (NPD) degerleri Cizelge 4'de gosterilmektedir.

Cizelge 4. MHA' da pozitif olan suslarin 1,5 ve 3 saat inkiibasyon sonrasinda, duyarlilik, 6zgiilliik, PPD ve NPD

degerleri.

1,5 Saat 3 Saat
Duyarhihk | Ozgiillik | PPD | NPD | Duyarhhk | Ozgiillik | PPD | NPD
(%) (%) (%) (%)
C. albicans (n=51) 56 86 85 58 86 40 78 55
Non-albicans Candida - 100 - 100
(n=33)*
C. albicans ve 58 92 82 80 86 81 78 89
non-albicans Candida
(n=86)

*C. dubliniensis digindaki non-albicans suslar1 dahil edilmistir. PPD: Pozitif prediktif deger; NPD: Negatif
prediktif deger
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TARTISMA VE SONUCLAR

Germ tiip testinde, insan serumu kullaniminin ¢esitli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu dezavantajlar; insan
serumu kullaniminin hepatit virlisii ve HIV riski tagimasi, serumun taze olmasi veya derin dondurucuda
saklanmis olmasi, germ tiip tretiminin inhibe olmamasi igin inokulumun 107 hiicre/ml’den az olmasinin
gerekliligi ve serumlar arasinda performans farkliliklarmim bulunmasidir®’.

Daha onceki bir ¢aligmada, biyokimyasal tanimlama testi olan API/ID 32C (BioM¢rieux, Fransa) kiti referans
alindiginda, serum GTT’nin duyarlilig1 %99, 6zgilliigi %98,5, pozitif prediktif degeri (PPD) %99,4 ve negatif
prediktif degeri (NPD) %99,3 olarak belirlenmistir'".

Germ tiip olusumu i¢in en sik kullanilan insan serumu disinda, farkli serum tipleri ve besiyerleri aragtirilmistir.
At, tavsan, koyun, ke¢i, domuz ve fetal sigir serumu, peptonlu su, triptik soy buyyon, beyin kalp infiizyon
buyyonu, Sabouraud glukoz buyyon, Mueller-Hinton buyyon (MHB), Mueller-Hinton agar, piring oxgall-tween
80 agar ve RPMI besiyeri gibi ok sayida serum ve besiyeri ¢esidi, optimum GTT igin aragtirlmugtir®' %13,

Mueller-Hinton Agar iizerine 10 pl 0.5 McFarland Candida stispansiyonu damlatilip, {izerine lamel kapatilarak
inkiibasyon sonrasi incelendigi ve 135 C. albicans, 24 C. tropicalis ve bir C. dubliniensis izolatinin dahil edildigi
bir calismada, MHA'n duyarlihg %92, 6zgiilliigii ise %100 olarak belirlenmistir'’. Benzer bir sekilde, Rimek ve
digerlerinin calismasinda da, MHA'm duyarhilig1 %91, 6zgiilliigii ise %100 olarak tanimlanmustir’.

Bu calismada, 1,5 saatlik inkiibasyonda, duyarlilik %58, 6zgiilliilk %92 olarak; 3 saatlik inkiibasyonda ise
duyarlilikta artis (%86), ozgiillikte ise diislis (%81) belirlenmistir. Ayrica, tiim suslar igerisinde 3. saatte
NPD’nin %80°den %89’a yiikseldigi gdzlenmistir. Ug saatlik inkiibasyon, 1,5 saate gore kiyaslandiginda,
duyarlilik ve NPD’deki artisin sebebinin pozitif olan sus sayisindaki iki kat artisa bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma, GTT’ni MHA ve insan serumunda 1,5 ve 3 saatlik inkiibasyon sonunda karsilastiran ilk ¢aligmadir.
Bizim c¢alismamiza benzer olarak, Atalay ve digerlerinin ¢aligmasinda, MHA ve serum GTT’i 30 dakika, 1 saat,
2 saat ve 3 saat inkiibasyon sonrasinda degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada zaman agisindan en iyi sonuglarin 3.
saatte oldugu gosterilmistir'®. Bizim ¢alismamuzda, 1,5 saatlik siire sonunda her iki testte de GTT pozitif olan 17
sus bulunurken, 3 saatlik inkiibasyon sonunda bu say1 31’e yiikselmistir. Benzer sekilde, 1,5. saatte GTT sonucu
serumda pozitif olup MHA’da negatif c¢ikan sus sayisi 13 olup, 3. saatte bu say1 5’e diismiistiir. Bu veriler
dikkate alindiginda, C.albicans oldugu bilinen suslarin MHA ve serum GTT test sonuglarinin saatlere gore
karsilagtirtlmasi goz oniine alindiginda, 3. saatteki sonuglarin 1,5. saate gore daha uyumlu oldugu goériilmektedir.

Calismamizda bir C. dubliniensis susunun MHA ve serum GTT pozitifliginin bulunmus olmasi, MHA’m C.
dubliniensis GTT belirlenmesinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte daha fazla sayida C.
dubliniensis ile yapilan g¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Rimek ve digerlerinin ¢aligmasinda, tiim suslar
arasinda %1,2 oraninda bulunan C. dubliniensis sonuglart degerlendirilmis, MHA’daki GTT duyarlilig1
C.albicans igin %91,5, C. dubliniensis igin %60 olarak bulunmustur’.

Sonug olarak, MHA besiyerinin laboratuarlarda kolay bulunabilir olmasi ve serumun tasidigi riskleri tagimamasi,
MHA'"n GTT ig¢in kullanimint 6nemli hale getirmektedir. Benzer bir sekilde, besiyeri ticari olarak alinamasa bile
laboratuarlarda hazirlanmasi kolay ve ucuzdur.
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