ARASTIRMA (Research Report)

CANDIDA TURLERININ TANIMLANMASINDA KROMOJENIK
BESIYERININ DEGERLENDIRILMESI
The Evaluation of Chromogenic Medium in Identification of Candida Species

Ashhan GULTEKIN', Ayse Nedret KOC?, Mustafa Altay ATALAY’

Ozet : Mayalar morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
benzerliklerinden dolayr siklikla karistirilabilir. Bu
calismamin amaci, sistemik kandidoz siiphesi olan
hastalardan  izole edilen Candida suslarimin
orneklerinin tamimlanmasimin  degerlendirilmesidir.
Kasim 2007 Aralik 2008 aylari arasinda sistemik
kandidoz hastalarindan toplanan 48 farkli ornek
(bronkoalveolar lavaj, beyin omurilik swvisi, steril
viicut swisi, doku ve kan) c¢alismaya dahil edildi.
Morfolojik ve biyokimyasal testlerle Candida cinsi
olarak tamimlanan mayalarin kromojenik besiyeri
(CHROMagar ID Candida, Biomerieux, Fransa)
ekimi yapildi. Izole edilen toplam 48 Candida suslari,
morfolojik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak
22’si C. albicans, 5°i C. keyfr, 6’s1 C. tropicalis, 7’isi
C. glabrata, 6’s1 C. parapisilosis, biri C. krusei ve
biri de C. rugosa olarak tammlandi. Kromojenik
besiyerinde 22 C.albicans, 13 C. tropicalis/C. keyfr
ve 15’i diger Candida tiirleri olarak tanimland. Iki
C. parapisilosis susu hatali olarak tanimlandi. Sonug
olarak, kromojenik besiyerinin, konvansiyonel
yontemlerle  birlikte Candida tiirlerinin  erken
tamsinda faydali  bir yontem oldugu kanaatine
varildu.
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Summary: Yeasts can often be confused owing to
similarities of their morphological, biochemical and
physiological properties. The aim of the study was
to evaluate the identification of Candida samples by
chromogenic medium which are isolated from
systemic candidiasis suspected patients. Between
2007 November and 2008 December, 48 different
samples (bronchoalveolar lavage, cerebrospinal
fluid, sterile body fluids, tissue, blood) recovered
from systemic candidiasis suspected patients have
been included in this study. Isolated yeasts
identified as Candida with morphological and
biochemical  tests were inoculated on to
chromogenic medium (CHROMagar ID Candida,
Biomeriux, France). A total number of 48 Candida
isolates were identified as 22 C. albicans, 5 C.
keyfr, 1 C. rugosa, 6 C. tropicalis, 7 C. glabrata, 6
C. parapisilosis, 1 C. krusei with morphological
and biochemical methods. In chromogenic medium,
results were 22 C. albicans, 13 C. tropicalis/C.keyfr
and 15 other Candida species. Two C. parapsilosis
isolates were identified as incorrect. In conclusion,
it is suggested that chromogenic medium with
conventional methods is a useful method in early
diagnosis of Candida species.
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Son yillarda immiin sistemi  baskilanmis,
yenidogan ve eriskin yogun bakim birimlerinde
yatan hastalarin ve genis spektrumlu antibiyotik
kullaniminin artmasi ile fungal enfeksiyonlarda ve
ozelikle Candida enfeksiyonlarinda bir artis olmus-
tur (1-6). Hastane kaynakli kandidoz tablosunun
hastanin yatis siiresini uzattigi ve mortaliteyi artir-
dig1 bildirilmektedir. Mikoloji laboratuvarlarinda
hastalarm o6rneklerinden iireyen maya tiirleri igin
geleneksel yontemlerle cins ya da tiir diizeyinde
tanimlama yapmak 2-5 giin kadar silirmektedir.
Candida tirlerini daha erken tanimlamak i¢in yeni
yontemler ve besiyerleri arayisi siirmektedir.

Son yillarda hizli tan1 i¢in, biyokimyasal 6zellikle-

rine gore identifikasyonunu saglayan ticari kitler de
kullanima girmeye baslamistir. Ayrica Candida
tiirlerinin koloni rengine gore identifikasyonunu
saglayan ¢esitli kromojenik besiyerleri gelistirilmis-
tir. Bu nedenle hizli tan1 saglayabilen 6zgiilliigii ve
duyarlilig1 yiiksek laboratuvar yontemlerine ihtiyag
vardir Bu c¢aligmada, sistemik kandidoz siipheli
hasta orneklerinden Candida tiirlerinin tanimlan-
masmda kromojenik besiyerlerin duyarliliginin
belirlenmesi amaglandi.
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Kasim 2007-Aralik 2008 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve Uygula-
ma Hastanesi Klinikleri’nde sistemik mantar en-
feksiyonu 6n tanisiyla takip edilen 48 hastadan
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15 —20’lik KOH ile direkt mikroskobik degerlendi-
rilmesi yapildi. Ayrica uygun boyama ydntemleri
(laktofenol pamuk mavisi, Gram, Giemsa) ile de
incelendi. Gelen klinik 6rnekler antibiyotikli ve
antibiyotiksiz Sabouraud Dektroz Agar (SDA)’a
ekilip hem 25 °C’de, hem de 37°C’lik etiivlerde
inkiibe edildi. SDA'da genellikle 2-3 giinde iireyen,
hamur kivaminda, beyaz veya krem renkli, genellikle
diizgiin smirh ve kendine 6zgii maya kokusu olan kolo-
nilerden Gram boyama yapildi. Saf oldugu anlagi-
lan kiiltiirlerden, makroskobik morfolojisi ve mik-
roskobik morfolojisi i¢in lam kiiltiirii, germ tiip
testi, lireaz testi, karbonhidrat asimilasyonu testi
icin API 20C AUX (Biomerieux, Fransa) testleri
yapildi. Tanimlamanin ileri asamasinda kullanilmak
tizere mikrobanklere alinan &rnekler laboratuvar galig-
masinin yapilacagl giine kadar -20 °C saklandi.
CHROM agara (Biomerieux, Fransa) ekimi yapilan
suslar 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi. CHROM
agarda mavi renkli koloniler C. albicans, pembe
renkli koloniler C. tropicalis veya C.keyfr, kremsi
renkte olanlar ise diger Candida tiirleri olarak ta-
nimlandi (Resim 1). Kontrol kokenleri olarak C.
albicans ATCC 90028 ve C. parapsilosis ATCC
90018 kullanilmustir.

BULGULAR

Sistemik mantar infeksiyonu 6n tamh hastalardan alinan
24 kan, 2 plevral mayi, 16 BAL, 1 doku, 4 periton mayi
ve 1 BOS o6megi calismaya alindi. izole edilen 48
Candida kokeninin morfolojik ve biyokimyasal yontem-
lere gore (Misir unu -Tween 80 agar, germ tiip, karbon-
hidrat asimilasyon, lam kiiltiirii, lateks agliitinasyon) ta-
mmland. Yirmiikisi (%o 45.8) C. albicans, 7’si (%14.7)
C. glabrata, 6’s1 (%12.5) C. tropicalis, 6’s1 (%12.5) C.
parapisilosis, 5’1 (% 10.5) C. keyfr, 1’1 (%2) C. krusei,
1’1 (%2) C. rugosa olarak tamimlandi (Tablo I).
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Resim 1. Kromojenik besiyerinde Candida tiirlerinin pigment morfolojisi

Tablo L izole edilenCandidatiirlerinin drek tiirlerine gdre dagihnm

Candida Tiirleri Ornek Tiirleri

Kan Plevra Periton BAL Doku BOS

C. albicans 9 1 3 7 1 1
C. parapisilosis 5 - - 1 - -
C. tropicalis 3 - - 3 - -
C.glabrata 4 1 - 2 - -
C.keyfr 2 - - 3 - -
C.rugosa - - 1 - - -
C.krusei - - - 1 - -

BAL: Bronkoalveoler lavaj BOS: Beyin omurilik sivisi
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Tablo I1. Candida suslarmin yontemlere gore karsilastirilmasi

Candida tiirleri

Morfolojik ve biyokimyasal yontemler n (%)

CHROMagar

Dogru n (%) Yanhs n (%)

C.albicans 22 (45.8)
C.glabrata 7 (14.7)
C.tropicalis 6 (12.5)
C.parapisilosis 6 (12.5)
C.keyfr 5(105)
C.rugos 1(2)

C.krusei 1(2)

22 (100) -
7 (100) -
6 (100) -
4 (66.6)
5(100) -
1 (100) -
1 (100) -

2(33.4)

Kiiltiir yontemleri ile CHROMagar sonuglar1 karsi-
lagtirildiginda; kiiltiir yontemleri ile tanimlamada,
22’si C. albicans, 1’1 C. krusei, 6’s1 C. tropicalis, T'si C.
glabrata, 5’1 C. keyfi, 1’1 C.rugosa, 6’s1 C. parapisilosis
olarak degerlendirildi. CHROMagar’da ise mavi renkli
pigment veren kolonilerden 22 6mek C. albicans, pembe
renkli pigment veren koloniler; C. fropicalis veya C.
keyfi, krem renkli pigment veren koloniler ise diger
Candida tiirleri olarak degerlendirildi. Sadece iki C.
parapisilosis pembe renkli olarak yani C. tropicalis veya
C. keyfr olarak tanimland (Tablo II).

TARTISMA

Kandidoz ve kandidemi immiinsiiprese hastalarda
goriilen en yaygin infeksiyondur. C. albicans bu tip
infeksiyonlara neden olan en sik Candida tiirii olsa
da, diger C. albicans olmayan Candida tiirleri yay-
g olarak kandidoz olgularm %50’sinden fazlasmnin
etkeni olarak goriilmektedir (7-10).

C. albicans olmayan Candida tiirleri azole karsi
daha direnglidir ve azollerle tedavide basarisizlik
orani yiiksektir (11,12). Geleneksel morfolojik ve
biyokimyasal yontemler Candida organizmalarmi
sadece cins ve tiir seviyesinde tanimlayabilmektedir
ve bu prosediirler giinler slirmektedir. Bazi biyo-

kimyasal testlerin Candida izolatlarini tanimlamada
basarisiz oldugu rapor edilmistir (13-15). Bu yiiz-
den hizli, giivenilir ve dogru bir yontemin gelistiril-
mesi i¢in ¢aligsmalar siirmektedir (16). Bu amagla
yeni kiiltiir sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan biri
tirlerin farkliligin1 koloni rengine gdre veren
kromojenik  besiyerleridir. =~ Bu  caligmada,
kromojenik  besiyerleri  olarak ~CHROMagar
Candida ID kullanilarak C. albicans suslarin1 diger
Candida tirlerinden %100 dogru olarak ayirabildi.
Diger Candida tiirleri, C. tropicalis ve C. keyfi’i bir
grup ve digerlerini de bir grup olmak iizere ii¢ grup-
ta tanimlanabildi. Ancak iiretici firma farkliligina
gore kromojenik besiyerleri, tanimlayabildikleri
Candida tirlerini farkli olabilir.

Candida tiirlerinin tanimlandigi, Candida ID
(Biomerieux), Candida CHROMagar (CHROMagar
Company) ve CDA’in (Candida Diagnostik agar)
kiyaslandig1 bir caligmada; ii¢ besiyerinde de C.
albicans kolonilerinin C. dubliniensis kolonilerin-
den ayrilamadigi, fakat C. albicans ile birlikte C.
dubliniensis’i igeren grup icin kullanildiginda has-
saslik ve spesifikligin %100 oldugu rapor edilmis-
tir. Candida ID agarin C. tropicalis ve C. keyfi’i
ayiramadigi, fakat C.  lusitaniae ve C.
guilliermondii’yi % 94.7 duyarlilikta ve %93.8 6z-
giilliikte ayirt edebildigi bildirilmistir (17).
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Hem direkt klinik 6rnekten, hem de iireyen maya
suslarinda CHROMagar kullanarak tiir tanisinin
yapildigi bir ¢alismada, stokta ve klinik drnekte C.
albicans, C. krusei, C. tropicalis ve C. glabrata
suslarmim %95 oraninda dogru olarak tanimlandigi
bildirilmistir. CHROMagar 6rneklerinin okunma-
sinda iki gozlemci arasindaki fikir birliginin %95
oldugu rapor edilmistir. CHROMagar’da Candida
suslarinin gelisiminin antifungal minimal inhibitor
konsantrasyonu (MiK) ve VITEK tanimlama so-
nuglarmi etkilemedigi bildirilmistir. Ayrica karigik
kiiltiirlerde de basarili oldugu rapor edilmistir.
CHROMagar besiyerinin hizli, tahmini bir tanimla-
ma yapmak i¢in son derece kullanigh oldugu, bu
ozelligiyle Candida tiirlerini karisik kiltiirlerde de
analiz  edebilmesi  eklendiginde, = mikoloji
laboratuvarlarinda is akisina ¢ok yardimer oldugu
bildirilmistir (18). Kromojenik besiyeri olarak
CHROMagar Candida kullanildigi ¢alismada, C.
albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata ve C.
dubliniensis suglarim diger Candida tiirlerinden
ayirt edebildigi gosterilmistir (19).

Bir diger ¢alismada, kromojenik besiyerinin; C.
dubliniensis, C. famata, C.glabrata, C firmetaria,
C. guillermondii, C. incanspicua, C. keyfr, C.
lipolytica, C. lusitaniaee, C. norvegensis, C.
parapsilosis ve C. rugosa’nm tanisinda kullanigh
oldugu rapor edilmistir. C. incanspicua’nin ve C.
firmetaria’nin bazi suslarinin, C. krusei’den ayril-
masinin  giic oldugu bildirilmistir. Kromojenik
besiyerinde yedi giiniin iizerinde iireyen maya
suslarmm koloni renklerinde bozulma olmadigi
bildirilmistir. Candida, Cryptococcus — ve
Trichosporon suglarinin yalniz veya karisik olarak
inokiile edildiginde, C. albicans ve C. krusei’nin
okuma periyodunda kolayca belirlendigi, ancak C.
glabrata suslar 3-4 giin iiredikten sonra diger tiir-
lerden ayrilmasint kolaylastigr bildirilmistir. C.
tropicalis, Trichosporon tiirleri ve nadir olarak
Cryptococcus tirlerinin de benzer koloniler tirettigi
bildirilmistir. Diger arastirmalarda farkli olarak,
karigik kiiltiirleri tanimlamanin gii¢ oldugu rapor
edilmistir (20).

Genital orneklerde mayalarin  izolasyonunda
kromojenik besiyerinin kullanimi iizerine yapilan
bir calismada, C. krusei, C. tropicalis ve C.
glabrata’nin %82’si igin dogru sonug verdigi, de-
neyimsiz laboratuvar elemanimnimn hepsi C. albicans
suslarint %100 ve C. krusei ve C. tropicalis
suslarmi % 90 oraninda dogru tanimladig: bildiril-
migstir. kromojenik besiyerinin genital drneklerden
izolasyon besiyeri olarak uygun oldugu gosteril-
migtir. Kromojenik besiyerinin karigik kiiltiirleri
kolayca tanimlamasi, sik karsilasilan mayalarin
dogru izolasyonu ve erken tanisina izin verdigi
bildirilmistir (21).

Kan Kkiiltiirlerinden Candida tiirlerini kromojenik
besiyeri kullanarak direkt izolasyonu iizerine yapi-
lan bir ¢alismada, kromojenik besiyerinin, C.
glabrata, C. tropicalis, C. krusei ve C. albicans’in
tanimlanmasi i¢in kullanigh, farkli ve segici bir
besiyeri oldugu bildirilmistir. Bogaz, balgam,
BAL, vajinal, idrar, diski gibi klinik 6rneklerden de
direkt maya izolasyonunda kromojenik besiyerinin
kullanish oldugu bildirilmistir (21). Kan kiiltiirle-
rinden direkt olarak Candida tiirlerini kromojenik
besiyeri kullanarak renk ve koloni karakteristikleri-
ne gore tanimlandigini bildirerek, Candida tiirleri-
nin tanimlanmasi i¢in ¢ok hizli bir yontem oldugu
rapor edilmistir. Boylece antifungal ajan se¢iminde
yardimcr olabilecegi ve hastanin morbidite ve
mortalitesini azaltmaya yardimci olabilecegi bildi-
rilmistir (22). Bununla birlikte baska bir ¢alismada,
direkt kan kiltiirlerinden Candida tiirlerini
kromojenik besiyerinin tanimlayamadigi rapor
edilmistir (23).

Sonug olarak; Candida infeksiyonlarinin tanisinda
kiiltiir sistemlerinin altin standartligi devam etmek-
tedir. Bu caligmada kromojenik besiyerinin, kon-
vansiyonel yontemlerle birlikte Candida tiirlerinin
erken tanisinda faydali bir yontem oldugu kanaati-
ne varild.
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