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Candida dubliniensis, Candida albicans ile birg¢ok fenotipik ézelligi ortak olan patojenik bir Candida tiiriidiir. Flukonazole karsi
hizla direng gelistirebilmesi agisindan dogru olarak tanimlanmasi énem arz etmektedir. Bu iki tiiriin dogru bir sekilde ayirt
edilmesi icin gesitli fenotipik testler gelistirilmis, ancak tek basina yeterlilikleri konusunda farkh gériisler bildirilmistir. Bu
calismanin amaci, iki tirin givenilir bir sekilde ayirt edilmesi icin ksiloz bazli agar (XAM) besiyerinin kullaniminin
arastirilmasidir. Calismada, 95 C. albicans ve 10 C. dubliniensis stok izolati test edilmistir. Tiim izolatlar XAM besiyerine
inokiile edilmis, 28°C’de inkiibe edilmis ve yedi giine kadar gézle gériiliir iireme ag¢isindan incelenmistir. Flukonazol,
vorikonazol, amfoterisin B ve kaspofungin igin antifungal duyarhlik testleri gradient strip test yontemi ile gergeklestirilmis ve
European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) klinik sinir degerlere gére degerlendirilmistir. Bu
besiyerinde 95 C. albicans izolatinin tiimii 48 saatlik inkiibasyonda iireme gédsterirken, 10 C. dubliniensis izolatinin higbiri
inkiibasyon siiresi yedi giine uzatildiginda bile gézle gériiliir iireme gdstermemistir. C. dubliniensis izolatlarinin flukonazol
icin MIK araligi 0.005-0.5 mg/L olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak, XAM besiyerini, C. dubliniensis'in germ tiip pozitif
izolatlardan ayirt edilmesinde, imkdni olmayan laboratuvarlarda tek basina etkin bir fenotipik yontem olarak 6nermekteyiz.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, Candida dubliniensis, Ksiloz bazli agar, MALDI-TOF MS

ABSTRACT
Evaluation of Xylose-Based Agar Medium in the Differentiation of Candida albicans and Candida dubliniensis

Candida dubliniensis is a pathogenic Candida species that shares many phenotypic characteristics with Candida albicans.
Accurate identification is important as it can rapidly develop resistance to fluconazole. Various phenotypic tests have been
developed to accurately differentiate these two species, but different opinions have been reported on their adequacy alone.
The aim of this study was to investigate the use of Xylose-based agar (XAM) medium for reliable differentiation of the two
species. In the study, 95 C. albicans and 10 C. dubliniensis stock isolates were tested. All isolates were inoculated on XAM
medium, incubated at 28°C and examined for visible growth for up to seven days. Antifungal susceptibility tests for
fluconazole, voriconazole, amphotericin B and caspofungin were performed by gradient strip test method and evaluated
according to the European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) clinical breakpoints. On this medium,
all 95 C. albicans isolates showed growth after 48 hours of incubation, while none of the 10 C. dubliniensis isolates showed
visible growth even when the incubation period was extended to seven days. The MIC range of C. dubliniensis isolates for
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fluconazole was 0.005-0.5 mg/L. In conclusion, we recommend XAM medium as an effective stand-alone phenotypic method
for differentiating C. dubliniensis from germ tube positive isolates in laboratories without facilities.

Keywords: Candida albicans, Candida dubliniensis, xylose agar medium, MALDI-TOF MS
GiRIS

Candida tirlerinin neden oldugu sistemik ve mukozal enfeksiyonlarin gérilme sikhgi son yillarda
onemli 6lgide artmistir. Candida albicans, Candida cinsinin en patojen tiiri ve derin ve yizeysel kandidiyazin
en yaygin nedeni olarak kabul edilir'”). Son yillarda Candida parapsilosis, Nakaseomyces glabrata (Candida
glabrata), Candida tropicalis, Pichia kudriavzevii (Candida krusei), Meyerozyma guilliermondii (Candida
guilliermondii), Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr) ve Candida dubliniensis gibi albicans-disi Candida
tirlerinin insidansinda artis oldugu bildirilmektedir®°.

ilk olarak 1995 yilinda Sullivan ve arkadaslari tarafindan tanimlanan C. dubliniensis, en yaygin olarak
AIDS hastalarinda oral kandidoz etkeni olarak gt’)sterilmi§tir(14). Ayrica HIV negatif bireylerden alinan vajinal,
fekal, akciger, balgam ve kan o6rneklerinden de izole edilmi§tir(12). Tedavide yaygin olarak kullanilan bir
antifungal ajan olan flukonazole karsi hizla direng gelistirebilmesi agisindan bu mantarin dogru olarak
tanimlanmasi 6nem arz etmektedir"”.

C. dubliniensis ve C. albicans, basta germ tiip ve klamidospor olusturma olmak lizere benzer fenotipik
Ozelliklere sahiptirler. Bu benzerlikler, 6zellikle klinik 6rneklerde iki tlr arasinda hizli bir sekilde ayrim
yapilmasini zorlastirmakta ve C. dubliniensis’in prevalansinin diisiik olmasina yol agmaktadlr(z). C. dubliniensis'in
epidemiyolojik roliint ve klinik 6Gnemini degerlendirmek igin, bu iki tirin ayirt edilmesinde molekiler testler
yerine rutin laboratuvarlarda kullanilabilecek glivenilir, maliyet etkin bir izolasyon besiyerine ihtiyac vardir.

Bu ¢alismada, antifungal direng¢ agisindan sorun teskil edebilecek olan C. dubliniensis turlerinin, C.
albicans turlerinden ayriminda maliyet etkin bir yontem olan ksiloz bazli agar (XAM) besiyerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri biinyesindeki poliklinik, servis ve yogun bakim
Unitelerinden mantar enfeksiyonu stiphesiyle, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvari’na Ekim
2023- Nisan 2024 tarihleri arasinda gonderilen klinik érneklerden izole edilen ve germ tip testi, misir unlu
Tween 80 agarda (Becton Dickinson, ABD) klamidospor olusumu ve CHROMagar Candida besiyerindeki koloni
rengine gore C. albicans olarak tanimlanan, ancak ID32C sistemi (BioMérieux, Fransa) ile ayrimi yapilmis olan
ve -80°C’de saklanan C. albicans (n=95) ve C. dubliniensis (n=10) suslari dahil edildi. Tim suslar matriks destekli
lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus kitle spektrometresi (MALDI-TOF MS; Bruker, Almanya) sistemi ile yeniden
tanimlandi. Referans sus olarak C. albicans ATCC 90028 susu kullanildi.

XAM Besiyeri Hazirlanmasi

Bilesiminde 6.7 g/L “yeast nitrojen base” (Pronadisa, ispanya), 20 g/L agar (Oxoid, ingiltere) bulunan
besiyerine 10 g/L ksiloz (HiMedia, Hindistan) 1 L distile suda ¢ozildi. Buhar sterilizatérine konulan besiyeri,
sterilizasyon islemi sonrasinda 45-50°C’ye kadar sogumaya birakildi. Karisim, dispenser yardimiyla her biri 90
mm c¢apli steril petri kaplarina 25’er ml doékilda. Hazirlanan besiyerleri ¢alismada kullanilacagl zamana kadar
buzdolabinda (2-8°C'de) muhafaza edildi. Besiyeri sekize bélliinerek germ tiip pozitif izolatlar inokiile edildi.
Besiyerleri 30°C’de inklbe edilmis ve bes giine kadar her glin Greme agisindan kontrol edildi.

MALDI-TOF MS analizi

Taze kiiltirlerinden alinan koloniler 96 kuyucuklu paslanmaz celik plaka (izerine suruldd. Plaka
Uzerinde ekstraksiyon, her noktanin 1 pl %70’lik formik asit ¢ozeltisi ile kaplanmasi ve numunelerin 5 dakika
boyunca kurumaya birakilmasiyla gerceklestirildi. Daha sonra her bir numuneye 1 ul a-siyano-4-hidroksisinamik
asit (CHCA) matriksi eklendi ve MALDI-TOF MS ile analiz 6ncesi havada kurutuldu. Kuruma sonrasi plaka MALDI-
TOF MS cihazina (Bruker Daltonik GmbH, Almanya) ylklendi. Spektrum analizi icin Bruker Biotyper 3.1 yazilim
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programi ve kiitiiphanesi (versiyon 4613) kullanildi. Uretici firma talimatlari dogrultusunda skoru 22.0 olan
ornekler tir dizeyinde kabul edilebilir tanimlama, 1.7 ile 2.0 arasinda olanlar cins diizeyinde basarili
tanimlamalar olarak yorumlandi. Skoru <1.7 olan 6rnekler ise tiir veya cins diizeyinde basarisiz identifikasyon
olarak kabul edildi. Kontrol susu olarak C.albicans ATCC 90028 kullanildi.

Antifungal Duyarhlik Testi

izole edilen mayalarin antifungal duyarliliklari gradiyent strip test (Etest, BioMérieux, Fransa) ydntemi
ile Ureticinin 6nerileri dogrultusunda cahsildi. Ureyen maya kolonileri %0.85 NaCl icinde siispanse edilerek, 0.5
McFarland bulaniklikta stispansiyon hazirlandi. Steril bir ¢ubuk sitispansiyonuna daldirildi ve fazla sivi test
tlpldnun duvarina hafifge bastirilarak uzaklastirildi ve %2 glukoz, MOPS ile tamponlanmig RPMI 1640 besiyeri
(Liofilchem, italya) yiizeyini kapsayacak sekilde siiriildi. Antifungal duyarhlik igin kullanilan flukonazol,
vorikonazol, amfoterisin B ve kaspofungin antifungal ajanlarini iceren gradient test stripleri (BioMérieux E test,
Fransa) besiyerinin ylizeyine uygun sekilde yerlestirildi ve 35°C'de 24-48 saat inklibasyona birakildi. Bu siire
sonunda minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) degerleri belirlendi. Calismada, kontrol susu olarak C. albicans
ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 22019 kullanildi®.

Calisma igin, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalari Etik Kurulu tarafindan 27.03.2024 tarih ve
2024/219 karar numarasi ile etik onayi alindi.

BULGULAR

Calismamizda kullanilan 105 Candida izolatinin %50.5’i (n= 53) kadin, %49.5’i (n=52) erkek hastalardan
izole edilmistir. Kadin hastalarin yas ortalamasi 37 iken, erkek hastalarin yas ortalamasi 53.3 olarak
bulunmustur. Doksan bes C. albicans, 10 C. dubliniensis izolatinin elde edildigi klinik 6rnekler ve sayisi Tablo
1’de verilmistir. izolatlarin %31.4’G (n=33) Enfeksiyon Hastaliklari, %24.8’i (n=26) Hematoloji-KIT Unitesi,
%20.9’u (n=22) Medikal Onkoloji, %6.7’si (n=7) Uroloji, %3.9’u (n=4) Nefroloji, %3.9’u (n=4) Genel Cerrahi
Yogun Bakim Unitesi (GCYBU), %2.8’i (n=3) Néroloji, %2.8'i (n=3) i¢ Hastaliklari ve %2.8'i de (n=3) G&gis
Hastaliklari servislerinden gelmistir. Hastalarin cogunu solid organ (%31.4) ve hematolojik maligniteli (%25.7)
hastalar olusturmustur.

Tablo 1. Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Candida albicans ve Candida dubliniensis izolatlarinin sayi ve
yuzdeleri.

Ornek C. albicans (n/%) C. dubliniensis (n)
Apse 1/1.1 1
BAL 3/3.1 2
Balgam 4/4.1 1
BOS 1/1.1 0
Diren yeri 2/2.1 0
Dil sarintusi 1/1.1 0
Doku 13/13.6 3
Goz 1/1.5 0
idrar 3/3.1 0
Kan 28/29.3 2
Kateter ucu 7/7.4 0
Kist 1/1.1 0
MAS 1/1.1 0
Mayi 2/2.1 0
Nefrostomi 5/5.2 0
PEG Cevresi 3/3.1 1
Periton 6/6.2 0
Perikard 1/1.1 0
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Plasenta 1/1.1 0
Plevra 5/5.2 0
Vajinal Suriintu 1/1.1 0
Yara yeri 2/2.1 0
Diger 3/3.1 0
TOPLAM 95 10

BAL: Bronkoalveolar lavaj; BOS: Beyin omurilik sivis;; MAS: Mide aglik sivisi; PEG: Perkiitan endoskopik gastrostomi

28°C'deki XAM besiyerinde, C. albicans 90028 referans susu ve 95 C. albicans izolatinin tamami 48
saatlik inkiibasyonda gozle gorilir ireme gostermistir. Buna karsilik, 10 C. dubliniensis izolatinin highbiri,
inkiibasyon siiresi 7 gline kadar uzatilsa bile 28°C'de bu besiyerinde herhangi bir Greme goéstermemistir. Bu
sonuglar, XAM besiyerinin bu iki tir arasinda %100'liik mutlak bir fenotipik ayrim sagladigini géstermektedir.
Gozlemlenen bu kesin ve ikili (ireme varligi/yoklugu) ayrim nedeniyle, bu spesifik bulgunun istatistiksel
anlamliligini belirlemek igin gikarimsal istatistiksel analizlere gerek duyulmamistir.

C. albicans ve C. dubliniensis suslarin flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B ve kaspofungin icin MiK
araliklari ortalama MiK ve MiK50 degerleri Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tablo 2. Calismaya alinan izolatlarin antifungal minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) araliklari, ortalama MiK
ve MiKs, degerleri.

Antifungal Ajan  izolat MiK Araligi (mg/L)  Ortalama MiK MiKs, degeri
Degeri (mg/L) (mg/L)
Amfoterisin B C. albicans 0.02-0.75 0.05 0.032
C. dubliniensis 0.002-0.064 0.01 0.002
Flukonazol C. albicans 0.04-1 0.26 0.25
C. dubliniensis 0.005-0.5 0.14 0.05
Vorikonazol C. albicans 0.01-0.04 0.01 0.008
C. dubliniensis 0.004-0.125 0.01 0.005
Kaspofungin C. albicans 0.02-0.32 0.06 0.064
C. dubliniensis 0.008-0.123 0.04 0.016
TARTISMA

Mantar enfeksiyonlari, yeni patojenik tlrlerin ortaya cikmasi ve antifungal ilaglara karsi direncin
artmasiyla giderek biylyen bir halk saghg sorunu haline gelmi§tir(5). Kandidoza en sik neden olan tir C
albicans’tir; bununla birlikte daha az yaygin olmasina ragmen son yillarda C. dubliniensis de firsat¢l patojen
haline gelmis olup, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde ylizeyel ve sistemik enfeksiyonlara neden
olabilmektedir™. Bu maya, insan immiin yetmezlik virtisi (HIV) ve edinilmis immin yetmezlik sendromu (AIDS)
olan hastalarda oral enfeksiyonlarla iligskilendirilmistir. Bu tiriin tanimlanmasini 6zel kilan, flukonazol gibi yaygin
olarak kullanilan antifungal ajana direngli olma ihtimalidir. C. albicans ile fenotipik benzerlikleri nedeniyle
tanimlamak zor olabilir, bu da uygun tedavinin gecikmesine neden olabilir'®. Calismamizda 10 C. dubliniensis
izolatinin flukonazol MiK araligl 0,005-0,5 mg/L olarak bulunmustur.

C. albicans, a-metil-D-glukozid, B-glikozidaz ve bir karbon kaynagi olarak ksiloz kullanma yetenegi
gosterirken, C. dubliniensis bu Ozellikleri tasimamaktadir. C. albicans hem 42°C'de hem de 45°C'de
Ureyebilirken, C. dubliniensis 42°C ve 45°C’de Uremez ya da 42°C’'de ¢ok zayif (ireme gosterir. C.albicans ve C.
dubliniensis ayirt etmek icin birkag fenotipik bazli test gelistirilmigtir(la). Jan ve ark.®); ¢. dubliniensis, C.albicans
ayriminda en iyi yontemi/yéntemleri bulmak igin altin standart olarak polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon
fragman uzunlugu polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemini kullanmislar ve c¢esitli fenotipik testleri
degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada, tuz tolerans testinin (48 saat), HiCrome Candida differential agar (HCDA)
besiyerinde kolonin renginin (72 saat), sicaklik tolerans testinin (48 saat), diskler kullanilarak ksiloz
asimilasyonunun (72 saat) ve XAM besiyerinde Giremenin (48 saat) sonuglarinin PCR-RFLP ile tamamen uyumlu
oldugunu bildirmislerdir ve C. dubliniensis'in rutin teshisi icin basit, glivenilir ve ucuz bir ydontem olarak HCDA
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Uzerinde koloni rengi ve XAM besiyerinde treme yéntemlerinin kullanilmasini 6nermislerdir. XAM besiyeri Khan
ve ark.” tarafindan degerlendirilmis ve onlar da bu yéntemi 96 saatlik inkiibasyondan sonra %100 dogru
bulmuslardir. C. dubliniensis izolatlarinin %5 kadarinin ksilozu asimile edebildigi ve yanhslikla C. albicans olarak
tanimlanabilecegi de unutulmamaldir®. Bu calismalardan elde edilen veriler, bizim ¢alismamizin sonuglarini
desteklemektedir.

MALDI-TOF MS, molekiler yéntemler ve ticari otomatize identifikasyon sistemleri bu iki tlrin ayrimini
yapabilmektedir. Ancak, bu yontemler ortalama mikoloji laboratuvarlari icin kolayca uygulanabilir ve maliyet
etkin degildir. Bu baglamda, bu galismada kullanilan XAM besiyeri, tek bir besiyerinde sekiz kadar izolat test
edilebildigi ve Ureme giplak gozle degerlendirilebildigi igin daha ucuzdur.

Calismamizda test edilen C. dubliniensis izolat sayisinin (n=10) nispeten az olmasi, elde edilen
sonuglarin genellenebilirligini sinirlayabilir. Gelecekte yapilacak ¢alismalarda daha fazla sayida C. dubliniensis
izolatl ile dogrulama yapilmasi, XAM besiyerinin bu iki tlrt ayirt etmedeki etkinligine dair daha gli¢li kanitlar
saglayacaktir. Ayrica, C. dubliniensis izolatlarinda iremenin gdzlenmemesi igin yedi giine kadar inkiibasyon
suresinin gerekebilmesi, rutin laboratuvar is akislari agisindan bir kisitlilik olarak degerlendirilebilir. Ancak, bu
kisitliliga ragmen XAM besiyerinin 45°C'de lreme testine kiyasla dnemli avantajlari bulunmaktadir. 45°C'de
Ureme testi, iki tiirli ayirt etmede etkili olsa da, bu test igin standart inkiibasyon sicakligi olan 35-37°C'den farkli
olarak ek bir 45°C'ye ayarlanmis etiiv gerektirmesi nedeniyle laboratuvarlar igin ek bir maliyet ve altyapi ihtiyaci
dogurmaktadir.

Sonug olarak, diger fenotipik yontemlerle karsilastirildiginda, XAM besiyeri kullaniminin, zaman
kazandiran, basit ve kolay uygulanabilir bir yontem oldugunu gozlemledik. Ayrica, tek bir besiyeri tizerinde sekiz
izolat kadar test edilebildigi ve Greme derecesinin gozle degerlendirilebilmesi nedeniyle daha az maliyetliydi. Bu
nedenle, XAM besiyerini, C. dubliniensis'in germ tiip pozitif izolatlardan ayirt edilmesinde, kisitli imkanlara sahip
laboratuvarlarda tek basina etkin bir fenotipik yontem olarak 6nermekteyiz.
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