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OZET

Vaginal akinti kasinti yakinmalaryla Ankara'da cesitli saghk ocagina basvuran degisik yag
gruplarindan 354 hastamn vajinal siiriintii érnekleri fungal enfeksiyon varligi bakimindan incelenmeye
alinnustir. Vaginal numuneler Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ve kanli agara inokiile edilmis ayrica
boyasiz ve Gram ile boyanarak taze preparat incelenmigtir. Direkt preparat ve vajinal kiiltiirler sonucunda
numunelerin  78'inde (%22.30) maya varhigi belirlenmistir. Izole edilen mayalar klasik tiplendirme
yontemleri ve ticari Fungichrom ftest kiti ile tiplendirilmistir. Klasik yéntemler ile ticari kit sonuglarinin
uyumlu oldugu gorilmiistiir. Izole edilen Candidalarin tiplendirilmesi sonucu asagidaki tiirler
saptanmustir. C.albicans 39 ( % 50) , C. glabrata 21 ( % 26.92), C.krusei 9 (%11.53) , C.kefyr 7 (
%8.97) , C. tropicalis 1 ( %1.28) , C. parapsilosis 1( % 1.28 ) . Sonug olarak vaginal érneklerden izole
edilen mayalar arasinda ilk sirayt C albicans almistir. Yine bu calisma  Fungichrom ticari test kiti ile
maya tirlerinin hizli ve dogru bir sekilde identifiye edilebilecegini ve bu kitin maya tiirlerinin
identifikasyonunda basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Vajinal akinti, Candida tiirleri, vulvovajinal candidiasis.
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ABSTRACT

In our study , a total of 354 vaginal swab specimens taken from patients admitted to the health
center in Ankara with the complaints of vaginal discharge and pruritis have been investigated. Vaginal
specimens were inoculated to SDA and Blood Agar and unstained and Gram stained fresh preparations
were also examined. 78 yeast were determined from vaginal specimens. The isolated yeast were identified
by conventional methods and commercial Fungichrom test kit . Conventional methods results were in
agreement with the fungichrom test kit. The distribution of isolated Candida were as follows: C albicans 39
(50%), C. glabrata 21 ( 26.92 % ), C. krusei 9 (11.53 % ), C kefyr 7( 8.97 % ), C tropicalis 1 ( 1.28
% ), C. parapsilosis 1 ( 1.28 % ). As a result the predominant species of yeast isolated from vaginal
specimens is C. albicans. This study was demonstrated that Candida species can be rapidly and accurately
identified by using Fungichrom test kit. We concluded that fungichrom test kit can be used successfully in
identification of Candida species.

Key words : Vaginal discharge , vulvovaginal candidiasis , Candida spp

GIiRIS

Olduk¢a cok sayida bulunan maya ve benzeri mantarlar i¢cinde insanlarda en ¢ok hastalik
yapanlar Candida tirleridir. Candida tiirleri insanlarda deri, agiz, barsak ve vajina mukozasinda
yaygin olarak bulunan sik enfeksiyona neden olan mantarlardir(l).Vajinal candidiasis 6zellikle
yurdumuzda O6nemli bir saglik problemidir. Vajinitlerin biliyiik kismini Candida enfeksiyonlari
olusturmaktadir. Bu enfeksiyonlarin % 80' i ve fazlasinda C. albicans etken olarak bildirilmektedir
(2,3,4,5).

C. krusei, C. pseudotropicalis, C. tropicalis, C. glabrata da enfeksiyondan sorumlu
tutulmaktadir (6).

Normal popiilasyonun % 20'sinin vajeninde Candida kolonizasyonu bulunacagindan kiltiir
tek basina anlamli olmayip, direkt preparatin incelenmesi Onem tasimaktadir. Calismamizda
vaginal akint1 ve kasint1 sikayetiyle bagvuran kadinlarda vajinal candidiasis gbriilme orani ve etken
olan maya tiirlerinin saptanmasi amaclanmistir. Bu amacgla maya tiirlerinin ayiriminda kullanilan
klasik testler uygulanmistir. Ayrica ticari bir kit olan ve klasik testlere gore uygulanmasi daha kolay

olan Fungichrom test kiti ile de calisilmistir.
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MATERYAL ve YONTEM

Calismamiz Ankara'da cesitli saglik ocaklarina vajinal akint1 ve yanma sikayetiyle basvuran
354 hasta tizerinde yapilmuistir.

Vajinal akinti ornekleri steril ekiivyonla vajinanin Tcte ikisinin orta kismindan bir adet kultir
surtintii Ornegi ve bir adet direkt preparat ornegi ¢cevre dokulara degdirilmeden alinmistir. Transport
besiyeri (Stuart) icine aliman kiiltiir stiriintii 0rnegi Sabouraud Dextrose Agar (SDA) ve kanli agar
besiyerine ekilmistir. SDA' daki 6rnekler 37 °C'de 3 giin ve kanl agardaki ornekler 37 °C 'de 24
saat inkiibe edilmistir. Direkt preparatlar ise 10x40 buyltmeli 151tk mikroskobunda incelenmistir.
Blastospor ve pseudo hif yapisi gostermeyen ornekler kiiltiir sonucuna bakilmaksizin degerlendirme
digt brrakilmigtir. SDA besiyerinde inkiibe edilen ornekler 3. giin sonunda degerlendirilmistir.
Kiiltiirlerin  degerlendirilmesinde SDA'da opak, krem rengi ve belirgin maya kokusu olan
kolonilerden hazirlanan preparatlar incelenmistir. Metanolle tespit edilen ve Gram yOntemiyle
boyanan preparatlar  incelenerek blastospor ve pseudohif olusturan hiicrelere maya tanisi
konmustur.

C. albicansm rutin  identifikasyonunda en hizh test germ tiip olusumunun
incelenmesidir.Yaklagik 0.5 ml insan serumu igeren tiipe Candidalarin saf kiiltiirii ekildikten sonra
37 °C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hazirlanan lam-lamel arasi preparat
mikroskopta incelenerek germ tiip olusturup olusturmadigina bakilmistir. Fasulye filizini andiran
kisa borular testin pozitif oldugunu gostermektedir (7). Sonuglar bu gOriiniime gore
degerlendirilmistir. Kontrol sus olarak testlerde C. albicans ATCC 10231 susu kullanilmistir.

Tween 80" li Corn meal (musir unlu) agara ¢izgi seklinde ekilen Candidalarin klamidospor
olusumu incelenmistir. Ekim yerine lamel kapatilarak 2 giin sonra kontroller yapilmistir. Kontrol
susta klamidospor olusumu belirlenerek diger Candida suslari buna gore degerlendirilmistir (7).

Ayrica Candidalarin glukoz,maltoz,sukroz,laktoz ve galaktozu fermente ve asimile etme
ozellikleri de incelenerek tiir tayini yapilmustir (7).

Asimilasyon testi icin karbohidrat ilave edilmis Yeast Nitrojen Base kullanilmistir. Candida
izolatlarinin Yeast Nitrojen Broth icindeki 24-36 saatlik Kkiiltiirlerinden birer damla karbohidratli
vatik Yeast Nitrojen Base Agar'a damlatimustir. 96 saatlik inkiibasyon sonucu Kkarbohidrat

icermeyen kontrol olarak kullanilan besiyerindeki liremeye bakilarak degerlendirme yapilmustir.
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Fermentasyon testi icin Sabouraud Dextrose Broth' da 35°C'de inkiibe edilen kiiltiirler kanl
agar'a pasaj lanmistir. 35°C de bir gece inkiibe edildikten sonra tek diisen koloniler SDA'a
pasajlanmistir. 35°C 'de bir gece inkiibasyondan sonra  kiiltlirler sekersiz Beef Extract Agar'a
almarak 35°C de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iireyen kolonilerin steril tuzlu suda
siispansiyonlart hazirlanmustir. i¢inde % 0.04 bromtimol mavisi bulunan Beef Extract Broth iceren
tliplere bu siispansiyonlardan 0.2 'ser ml ilave edilmistir. Her tiipe filtrasyonla sterilize edilen % 20'
lik stok glukoz, maltoz, sukroz, laktoz ve galaktozdan 0.5'er ml ilave edildikten sonra tiipler steril
parafinle kapatilmistir. Kontrol olarak inokiile edilmemis seker iceren tiipler kullanilmistir. Tiipler

35°C'de 10 giin inkiibe edilerek asit ve gaz varligi yoniinden incelenmistir (7).

Ureaz testi icin maya izolatlari iire besiyerine inokiile edildikten sonra 30 dakika ile 4 saat
arasinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyerindeki rengin sar1 renkten kirmizi-pembe'ye
dontisiimil pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. (7).

izole edilen bu suslarn tiplendirimi, dzelligi ve yontemi asagida tanimlanan Fungichrom 1
(Cat.n0.44325 Int. Mycoplasma Lab. Ekin Med. Ltd.) kiti ile de dogrulanmistir. Enzimatik
aktivitelerle degerlendirme yapilan Fungichrom test kitinde degerlendirmeler test prosediiriine
uygun olarak 3 cesit reaksiyona gore yapilmistir.

Kromojenik substrat hidrolizi: Mayalarin oksidaz ve peptidaz aktiviteleri kromojenik
substratlar hidrolize eder.

Dogal substratlarin asimilasyonu: Sekerlerin kullanimi bromkresol morunun eflatundan
sartya veya renginin kaybolmasina dayanair.

Sentetik substratlarin oksidasyonu: Kafeik asit varliginda fenol oksidaz aktivitesi kahverengi
olusturur. Bu testlerin uygulanmasinda maya kolonilerinin taze olmasina dikkat edilmistir (24-48
saatlik). Koloniler test tablasina inokiille edilmeden makroskobik ve mikroskobik olarak
incelenmistir. Incelenen kolonilerden ucu tikali pastdr pipetiyle 2-3 tane alinarak tanimlama icin
icinde besiyeri bulunan siselere konup iyice karistirilmustir.

Inokiiliimlarin standardizasyonu: Inokiiliimiin yogunlugu kontrol tiipteki yogunluga gore
ayarlanmustir.

Test tablasi isaretlendikten sonra 2 damla (yaklasik 100 ml) inokiilasyon medium'dan
damlatilmistir. Test kapagi kapatilip 30 °C'de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Test tablasindaki

kontrol kuyucugu mordan saritya veya renksiz hale dondikten sonra okuma iglemi yapilmistir. Eger
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pozitif kontrol kuyucugu sar1 veya renksiz ise 1 damla 0.1 N NaOH' den 2. kuyucuga ilave

edildikten sonra test asagidaki semaya gore okunmustur.

Sema-1 Fungichrom test kiti degerlendirme semasi

Kuyucuk Reaksiyonun okunmasi
(=) (+)

GAL Renksiz sari

PRO

ACT mor sari-renksiz

ONPG Renksiz sar1

EPA Renksiz acik sar1

SGL-GLY Renksiz sade sar1

URE sart fuksia kirmizisi

POX Renksiz kahverengi

GAL-SAC

TRE

MAL mor sar1

CEL renksiz

RAF

LAC

GAL: N- Asetil- beta- D- galaktozaminidaz icin kromojenik substrat iceriyor.
PRO: L-Proline amidaz i¢in kromojenik substrat iceriyor.

ACT EPA: Aktidione, glikoz iceriyor.

ONPG: ORTO- nitropenyl-B-D-galaktozidaz icin kromojenik substrat igeriyor.

EPA: Peptidaz icin kromojenik substrat igeriyor.
SGL: Peptidaz i¢cin kromojenik substrat iceriyor.

GLY: Giysine - amidase icin kromojenik substrat iceriyor.

URE: Ure iceriyor

POX: Penoloksidaz i¢in kromojenik substrat iceriyor.
GAL- SAC: Galaktoz, Sukroz iceriyor
TRE: Trihalose igeriyor.

MAL: Maltoz iceriyor

CEL: Sellabioz iceriyor.

RAF: Raffinoz igeriyor
LAC: Laktoz iceriyor.

Fungichrom I tablasinin yorumu kitin icinde verilmis olan cod sistemiyle yapilmistir.
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BULGULAR

Vajinal akint1 6rnegi alinan 354 hastanin 78" inde (% 22.03) Gram boyama ve Kiiltiir sonucu

maya varlig1 belirlenmistir.

78 adet Candida izolatinin lireme ve biyokimyasal Ozelliklerine gore ayirimi tablo 1' de

gosterilmistir .

Tablo-1 izole edilen Candida tiirlerinin iireme ve biyokimyasal 6zellikleri

Asimilasyon Fermentasyon

Tiplendirile 37 Kla |[ger Gl M | S|L| G|G M|S L |G|Ur

n Candida °C'de H mido | m ulalaj|l u| aj|a e
tirleri iireme | spor | tiip

C.albicans + + + + + + + |+ + +
(39)

C.glabrata + + +

21

C.krusei + + + +
O]

Ckefry + + + +
@)

C.tropicalis + + + + + |+ |+ |+ +
ey

C.parapsilos + + + + + +
is(1)

Gl: Glukoz; M: Maltoz; Su: Sukroz; La: Laktoz; Ga: Galaktoz

Tablo 1'de goriildigi gibi C. albicans igin spesifik olan germ tiip olusturma testi 39 tiirde pozitif

olarak belirlenmistir. Klamidospor testi de 78 izolatin 39' unda pozitif olarak degerlendirilmis ve
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bunlarin C. albicans oldugu saptanmustir. Karbohidratlarin asimilasyon ve fermentasyon testleri ile

izolatlarn tiirlere gore identifikasyonu yapilmig sonuglar tabloda gosterilmistir.

Elde edilen sonuglar Fungichrom I kiti ile de dogrulanmustir. Tiplendirilen Candida tiirleri

tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo-2 Mayalarin tiplere gore dagilimi

Izolat Sayi(n) Yiizde (%)
C.albicans 39 50.00
C.glabrata 21 26.92

C. krusei 9 11.53

C. kefry 7 8.97

C. tropicalis 1 1.28

C. parapsilosis 1 1.28

Tablo 2'de goriildiigii gibi 78 6rnegin 39'unda (% 50) C.albicans, 21'inde (% 26.92) C.
glabrata, 9'unda (% 11.53) C. krusei, 7'sinde ( % 8.97) C. kefyr ve birer hastada

(% 1.28) C. tropicalis ve C. parapsilosis izole edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Vaginal candidiasis tim dinyada yaygindir. A.B.D.'de vaginal enfeksiyonlarda ilk sirayi
bakteriler alirken maya enfeksiyonlari ikinci siray1 almaktadir (8). Diger dis tilkelerde mayalarin %
20-25 oraninda vajinal enfeksiyona yol actig1 bildirilmis ve bu enfeksiyonlardan C albicans en
yaygin etken olarak izole edilmistir (2, 9, 10). Hurley ve arkadaslari dogurganlik ¢agi stiresince
kadinlarin % 75'inin en az bir kez vajinal candidiasis gegirdiklerini bildirilmislerdir (11).

Yapilan bir ¢alismada da vajinitlerden izole edilen mayalarin % 85-90'nin C.albicans suslari
oldugu belirlenirken geriye kalanlarin ise C. glabrata ve C. tropicalis olmak lizere diger Candida

tirleri oldugu saptanmistir (12).
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Calismamiuzda % 50 C. albicans izole edilmistir. C. glabrata % 26.92, C.krusei % 11.53,
C.kefyr % 8.97, C.tropicalis % 1.28, C.parapsilosis % 1.28 olmak tlizere diger Candida tirleri
izole edilmistir. Bu sonuglara gore C. albicans disindaki tiirlerinde ¢ok goriildiigii anlagilmaktadir.
Bu da C. albicans disindaki Candidalarin da patojenite kazandiklarimi diistindiirmektedir.

1980 yillarinda C. albicans dist vajinal enfeksiyonlar %20" lere ulasmustir (9).Tiball ve
arkadaglart da yaptiklari ¢alismada C. albicans disi enfeksiyonlarin 6nemli oranda arttigini
bildirmiglerdir (13).

Tiirkiye'de Gonliim ve arkadaslarinin yaptiklari calismada 302 hastanin % 24.1'inde Candida
enfeksiyonu tespit etmisler ve % 76.7 oraninda C. albicans saptamuslardir (14). Aydin ve
arkadaglar ise 400 hastanin % 11.7' sinde maya varlig1 belirlemisler, % 34 oraninda da C. albicans
saptamuglardir (15).

Aragtirmamizda da benzer sonuclar elde edilmistir. Vajinal candidiasis’

de ilk siray1 C.albicans ' aldig1 C.albicans disi enfeksiyonlarda da  bir artis oldugu
saptanmistir.

Tip mikolojisi bakimindan 6nemli Candida tirleri, diger tiirlerden 37 °C de {ireme,
klamidospor, germ tlip olusumu, tireaz varligi, bazi sekerleri fermentleme ve bazi karbon ve azot
kaynaklarin1 asimile etme Ozellikleri incelenerek ayirt edilebilmektedir. Calismamizda izole
ettigimiz maya tiirlerinin ayiriminda once bu klasik testler uygulanmistir. Daha sonra sonuglar
klasik testlere gore uygulanmasi daha kolay ve daha cabuk sonuc¢ verebilen ticari bir kit olan
Fungichrom 1 test kiti ile dogrulanmistir. Fungichrom I kiti ozellikle kromojenik substratlarin
kullanim1 yoluyla insanda patolojik olarak karsilagilan baslica mayalarin tanimlanmasi amaciyla
uretilmigtir. Mayalarin ayirimi renklendirilmis reaksiyonlarla goriintiilenen degisik enzimlerin
varligina ve yokluguna dayanmaktadir. Klasik testte elde ettigimiz sonuclarla kitten aldigimiz
sonuglar arasinda uyum gorulmustiir.

Sonug olarak Fungichrom test kitinin klasik testlere gore daha kolay kullanimi olmasi, kisa
surede sonug¢ vermesi gibi avantajlart nedeniyle maya tirlerinin ayiriminda guivenilir bir sekilde

kullanilabilecegini sOyleyebiliriz.
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