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OZET

Firsatgi mantarlar, nozokomiyal enfeksiyonlarin énemli nedenlerinden
biri olup, C. albicans ve diger Candida tirleri hastalardan artan siklikta izole
edilmektedir. Bunlardan bir kismi yaygin kullandigimiz antifungallere direngli
olduklarindan, uygun tedaviye baslamak ic¢in hizli ve dogru tanimlama gerekir.
Bu calismada da API ID 32 C (bioMerieux France) ve Phoenix Yeast ID (Becton,
Dickinson Diagnostics, Sparks, MD) tanimlama sistemlerinin karsilagtiriimasi ve
morfolojik bulgularin tanimlamaya etkisinin degerlendiriimesi amaclanmistir.

izolatlar, calisma déneminde Uludag Universitesi Hastanesi'nde yatan
hastalarin orneklerinden elde edilmistir. Tum izolatlar ¢imlenme borusu ve
mikroskobik morfoloji acgisindan incelenmis ve dretici firmalarin Onerileri
dogrultusunda tanimlama yapilmistir. Iki sistem arasindaki uyum yiizde olarak
hesaplanmis ve uyumsuz sonuglar, morfolojik bulgularla ¢6zimlenmeye
calisiimistir.

Yuz otuz yedi hastadan toplam 211 maya izolasyonu olmustur.
izolatlarin  159’'unda ayni tanimlama elde edilmis olup, %75,4 uyum
saptanmigtir. Uyum, sik izole edilen turlerde (%81,7), seyrek olanlara (%38,7)
gore anlamli olarak (p=0.034; x? test) daha yliksek bulunmustur. Her ne kadar
anlamli olmasa da (p=0.31; x? test) morfolojik bulgularin eklenmesi ile uyum
orani (%88,1) artmistir. Uyumlu tanimlama bulgularina gore, en sik izole edilen
tur C. albicans (%44,1) olmus, bunu C. tropicalis (%9,9), C. glabrata (%9,5), C.
parapsilosis (%8,5) ve C. kefyr (%8,1) izlemisgtir.

Tur tanimlanmasinda molekuler yontemler daha dogru olsa da, klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda halen fenotipik yontemlerden yararlaniimaktadir.
Bu calismada da iki sistemin karsilagtinlabilir oldugu ve morfolojinin
tanimlamaya pozitif etkisi gorulmustir. Phoenix Yeast ID Panel kullanimi ve

yorumlanmasi kolay olup, APl ID 32 C'den 24 saat daha erken



sonuglanmaktadir. Hicbir yontemin tek bagina tamamen guvenilir olmadigi

dugunulurse, laboratuvarlarda tur tanimlamasinda dikkatli degerlendirme garttir.

Anahtar kelimeler: Candida turleri, tanimlama, API ID 32 C, Phoenix Yeast ID

Panel



SUMMARY

Comparison of Two Different Methods for Identification of Candida species

Opportunistic fungal pathogens are becoming important causes of
nosocomial infections. Candida albicans and other Candida species are
increasingly recovered from patients. Since many of the yeasts have been found
to be resistant to the most common antifungal agents, the introduction of
appropriate therapy depends on the rapid and accurate identification. The aim of
this study, was to compare the identification of API ID 32 C (bioMerieux France)
and Phoenix Yeast ID (Becton, Dickinson Diagnostics, Sparks, MD) and to
evaluate the effect of morphological findings in identification.

isolates were obtained from cultures of clinical specimens of individual
patients, hospitalized at Uludag University Hospital during the study period.
Germ tube production and microscopic morphology were examined. All yeasts
were tested according to manufacturer’'s recommandations and percentage of
concordance between the two commerical systems was calculated. Discrepant
results between the systems were tried to resolve by morphological tests.

A total of 211 clinical yeast specimens from 137 patients were tested.
Same identification was obtained among 159 isolates and 75,4% concordance
was found. The concordance was found significantly higher (p=0.034; x? test) in
species more frequently isolated (81,7%) than the rare ones (38,7%). Although
not significant (p=0.31; x? test), the rate of concordance between the systems
was increase (88,1%), when adding the morphological findings. According to the
concordant identification, the most frequently isolated species was found C.
albicans (44,1%) followed by C. tropicalis (9,9%), C. glabrata (9,5%), C.
parapsilosis (8,5%) and C. kefyr (8,1%).



Although molecular methods are more accurate to identify the species,
many clinical microbiology laboratories still rely on phenotypic methods. We
found that the two identification systems were comparable and careful
observation of yeast morphology can add confidence to the identification. The
Phoenix Yeast ID system was very easy to use and interpret, and the results
were obtained approximately 24 hours earlier than those of the API ID 32 C
system. As none of the methods evaluated was completely reliable as a stand-

alone, careful evaluation is necessary for laboratories to identify these species.

Key words: Candida species, identification, APl ID 32 C, Phoenix Yeast ID

Panel



GiRiS

Mantarlar dodada yaygin olarak bulunan &karyotik canlilar olup,
klorofilsiz olmalari ile bitkilerden, sahip olduklari hicre duvarlari ile
hayvanlardan ayrilirlar. En 6nemli islevleri organik atiklarin pargcalanmasi ve
yapi taslarinin dogaya tekrar kazandiriimasidir. Genellikle toprakta yasayan,
eseyli ve eseysiz sporlari ile ¢ogalan canlilar olup, sporlarin hava akimi ile
yer degistirmesi sonucu dagilirlar. Dogada 250 bin mantar tiri oldugu tahmin
edilmektedir. Esas olarak fitopatojen olan mantarlarin yaklagik 100-150
tanesi insanlarda cesitli hastaliklara yol acar. Hastaliklarin ¢odu, genel
durumu bozuk hastalarda gérilen firsatgi enfeksiyonlar olup, son 20 yil igcinde
bu enfeksiyonlarda ciddi bir sigrama olmustur. National Nosocomial
Infections Surveillance (NNIS) raporuna gore 1980-1990 yillar arasinda
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) hastanelerinde, yatan her 1000 hasta icin
firsatgi mantar enfeksiyonu gelisme orani 2’den 3,8’e yukselmistir (1-4).
Candida ve Aspergillus tarleri, firsatgci mantar enfeksiyonlarinda en sik
karsimiza c¢ikan etkenlerdir (5,6). Candida tarleri, cansiz ortamlarda
bulunabildigi gibi, insan ve diger memelilerin deri, vajen ve gastrointestinal
sistem normal florasinda da yer alir. Normal florada bulunmasi nedeniyle,

endojen firsatgl fungal enfeksiyonlara birincil olarak yol agan bir etkendir (7).

|. Candida Tirlerinin Taksonomideki Yeri

Candida turlerinin eseyli ureyen sekilleri (teleomorfik yapi); mantarlar
aleminde Ascomycota bolimi, Hemiascomycetes sinifinda farkli aile ve
cinslerde (Clavispora, Debaryomycetes, Issatchenkia, Kluyveromyces,
Pichia, Yarrowia gibi) yer almaktadir (8). Bu baglamda taksonomik olarak
birbirine uzak olup, eseysiz ¢ogdalan (anamorfik yapi) turlerin olusturdugu
yapay ve heterojen bir gruptur. Eseysiz tomurcuklanarak ¢ogalan bir tir,
tablo-1’de belirtilen ozelliklere sahip olmadigi zaman Candida cinsi iginde

yer alir. C. albicans, C. ciferrii, C. dubliniensis, C. famata, C. glabrata, C.



guilliermondii, C. haemulonii, C. insconspicua, C. kefyr, C. krusei, C.
lipolytica, C. lusitaniae, C. norvagensis, C. parapsilosis, C. pulcherrima, C.
rugosa, C. tropicalis, C. utilis ve C. zeylanoides tibbi 6neme sahip Candida
turleridir. Bununla beraber olgularin %90’'nindan fazlasi C. albicans, C.

glabrata, C. krusei, C. parapsilosis ve C. tropicalis tarafindan olusturulur (9).

Tablo-1: Candida cinsinde yer alacak turlerde olmamasi gereken ozellikler.

» Mukoid koloni olusturma

Kirmizi, pembe veya turuncu pigmentasyon
Asetik asit Uretimi

Artrospor

Ballistospor

Simpodyal blastospor

Genis tabanl tomurcuklanma

vV V. V V V VYV V

Uggen hicreler

ll. Candida Tiirlerinin Morfolojik Ozellikleri

Candida turleri yuvarlak veya oval, 4-6um g¢apinda blastosporlardan
olusmustur. Eseysiz ¢ogalma, blastosporlarin multilateral tomurcuklanmasi
ile olur. Tomurcuklarin ana hicreden ayrilmayip uzamasi sonucu yalanci
hifler meydana gelir. Bazi tirler (C. albicans, C. dubliniensis) gercek hifler de
olusturabilir. Eseyli Ureme sonucu gelisen ve 4-8 hucreden olusan tipik
askosporlar, gergek taksonominin anlagiimasini saglar (7,9,10).

Aerobik veya fakultatif anaerobik olabilen Candida turleri ¢ok cesitli
besiyerlerinde 24-72 saat arasinda Ureyebilmektedir. Genellikle beyaz-krem
renginde, duzglin ve tereyagi kivaminda Kkoloniler olusturur. Koloniler
eskidikce duzgunluklerini kaybetmeye baslar. Bazi tarler baglangictan
itibaren burusuk koloniler olusturabilir. C. albicans bazen, kanli agarda,

ayaksi ¢ikintilari (colonies with feet) olan koloniler yapar (9,10).




lll. Candida Turlerinin Olusturdugu Hastaliklar

Candida turleri ile gelisen enfeksiyonlara kandidoz denir.
Kandidozlarin blyUk c¢ogunlugu, etkenin normal florada (gastrointestinal
sistem, vajina, deri) bulunmasi nedeniyle endojen kaynaklidir. Ancak vajinal
kandidozlu anneden bebegine, esler arasinda cinsel iliskiyle ve el
tasiyiciliginin %70’lere ulastiyi hastane personelinden eller araciligi ile
kisiden kisiye bulag da olabilir (11-13). Ellerin Candida turleri ile inokule
olmasindan sonra, saglik personelinin etkeni, en az 45 dakika ellerinde
tasidigl ve diger hastalara aktardigi gosterilmigtir (14).

Candida turleri deri ve deri eklerinde, mukozalarda hastaliklar
olusturmakta ve 6zellikle immun sistemi zayiflamis kisilerde ciddi sistemik
enfeksiyonlara yol ag¢maktadir. Tablo-2’de Candida turleri ile gelisen

enfeksiyonlar 6zetlenmigtir (11).

Tablo-2: Candida tirleri ile gelisen enfeksiyonlar.

e Kutandz kandidozlar
» Erosia interdigitalis blastomycetica
> Intertrigo
» Paronisi ve onikomikoz

e Kronik mukokutanoz kandidoz

e Mukoza kandidozlari
» Pamukguk (orofaringeal kandidoz)
» Kandida ozafaijiti
» Mide-barsak kandidozu
» Kandida vajiniti

e Kandidemiler

e Derin organ kandidozlar
> Lokal derin organ enfeksiyonlari (Genellikle kateter ve santlarla
iligkili)
» Yaygin enfeksiyonlar

lll.A. Kandidozlarin Patogenezi
lll.A.a. Kutan6z Kandidozlarda Patogenez
Kutanoz kandidozlar, immun sistemi normal kigilerde de gorulebilen;

kotl hijen, koth beslenme, nem ve asin terleme gibi uygunsuz durumlarda




deri florasinda bulunan Candida tarlerinin asiri ¢odalmasi ile gelisen
tablolardir. Kosullar duzeldigi zaman iyilesme ¢abuk ve kolay olur (11).
lll.LA.b. Kronik Mukokutan6z Kandidoz

Erken cocukluk doneminde baglayan, T hucre aracili immunitede
selektif bir defekt, endokrinopatiler ve oto-immun hastaliklarla beraber
gOrulen nadir bir tablodur. Bazi olgularda otozomal dominant veya otozomal
resesif ailesel gegisler oldugu da bildirilmistir (15-18).

lll.A.c. Mukoza Kandidozlarinda Patogenez

Basta C. albicans olmak Uzere Candida turleri dogumdan hemen
sonra deri ve mukozalarda kolonize olur. Kolonizasyon oranlar Kkisiler
arasinda farkhlik gosterse de; agiz boslugunda %?2-41, gastrointestinal
kanalda %0-55, vajende %2-68 oranlarinda bulunabilir (7). Yogun antibiyotik
kullanimina bagli normal floranin bozulmasi, mukozalarda kolonizasyonun
artmasi ve mukozal enfeksiyonlarin gelismesi agisindan risk olusturmaktadir.
Bu nedenle uzun sure hastanede kalan ve genis spektrumlu antibiyotik
kullanan hastalarda, mukozal kandidozlar sik goérular (19,20). Ayrica, normal
bakteri florasi yeterince gelismemis olan yeni doganlar ve ileri derecede
hicresel immun yetmezlik altinda olan AIDS hastalari da mukoza
enfeksiyonlari agisindan riskli grubu olusturur (7).

Candida turlerinin mukozalarda kolonize olmasinda, bahsedilen
konak faktorleri yani sira patojene ait faktorler de etkili olmaktadir. Mantar
hicre ylzey hidrofobik 6zelligi ve c¢esitli hucre yluzey adezinleri konak
dokulara adezyon ve kolonizasyonda onemli rol oynar. Bu Ozellikler
acgisindan Candida turleri arasinda farkliliklar vardir ve virtilans faktorlerine
en fazla sahip olan tur C. albicans’dir (21,22).

lll.LA.d. Kandidemi Patogenezi

Kanitlanmis organ tutulumu olmaksizin bir ya da daha fazla kan
kUltirinde Candida tdrlerinin Uremesine kandidemi denir. Kandidemi
olgularinin  bir kisminin  patogenezinde, gastrointestinal sistemden
translokasyon 6nemlidir. Ozellikle gastrointestinal kolonizasyon ve/veya
enfeksiyonu olan hastalarda; radyoterapi, kemoterapi, abdominal cerrahi,

kronik imflamatuvar hastaliklar gibi mukoza harabiyetine sebep olan durumlar



varsa translokasyon sik ve kolay olmaktadir (11,23-26). Maya formundan hif
formuna gec¢me; fosfolipaz, proteinaz ve esteraz gibi konak dokularinin
yikimini saglayan enzimler, translokasyonu kolaylastirici patojene ait virtlans
Ozellikleri olup, patogenezde 6nem tasimaktadir. C. albicans ve C. tropicalis
mukoza invazyonu ve gastrointestinal sistem kaynakli kandidemilerde en sik
karsimiza gikan turlerdir (21).

Damar igi kateterler, kandidemi gelismesinde bir diger onemli risk
faktoridir. Ozellikle yogun bakim hastalarinda gelisen kandidemilerde, kéti
kateter bakimi sonucu deri florasinda bulunan C. albicans ve C. parapsilosis
gibi turler kana karisarak enfeksiyona sebep olabilir. Bu tarzda gelisen
kandidemilerde ekzojen nazokomiyal 6zellik de vardir ve eller araciligi ile
bulas sonucu kuguk epidemiler olabilir (3,13,26-29). Adezyonu kolaylastiran
ve fagositozdan kagisi saglayan biyofilm olusumu, kateter iligkili
kandidemilerin patogenezinde rol oynayan patojene ait énemli bir virtlans
faktoraduar (30-32).

[lI.A.d. Derin Organ Kandidozlarinda Patogenez

Derin organ kandidozlari; kandidemi sonucu tim vicuda yayilmayla
ya da Uriner sonda, periton kateteri, beyin omurilik santi gibi durumlarda
yabanci cisme bagh olarak lokal organ tutulumu ile gelisen tablolardir. Lokal
tablolar yabanci cismin cikariimasiyla duzelebilirken; kandidemi sonucu
yayllma, akut ve mortalitesi ytksek bir tablodur. Merkezi sinir sistemi (MSS),
bdbrek, karaciger, dalak gibi parankimatéz organlar en fazla etkilenen
organlar olmaktadir. Mantar sporlarinin kandan uzaklastiriimasinda en etkin
rolti noétrofiller oynadigindan, nétropeni kandidemi ve akut yaygin kandidozun
en onemli risk faktéradur (23,24).

Kandidemi gelismis notropenik bir hasta, hastaligin seyri sirasinda
notropeniden cikarsa, kronik yaygin kandidoz tablosu gelisebilir. Bu tabloda,
cogalan notrofiller, mantar sporlarinin karaciger ve dalak gibi organlarda
tutulmasina neden olarak kronik bir hastaligin gelismesine yol agar. Bu tablo
hemen daima noétropeniden c¢ikan hematolojik maliniteli hastalarda

gOrulmektedir (11).



[11.B. Kandidozlarda Epidemiyoloji

Candida enfeksiyonlari arasinda epidemiyolojik verilen genellikle
kandidemilerden elde edilmektedir. Kandidemi insidansi bélgeden boélgeye ve
ayni bdlge icinde hastaneden hastaneye farkhlik gdstermekte ve 0,2-
2,8/1000 bagvuru arasinda degismektedir (3,33). Uludag Universitesi
Hastanesi'nde bu oran, 1996-2007 yillarini kapsayan 12 yillik bir taramada
ortalama 1,9/1000 bagvuruda olarak bulunmustur (34). Kuzey Amerika ve
Avrupa’da yapilan surveyans ¢alismalarina gére Candida turleri kan dolagimi
enfeksiyonlarina dordincu siklikta sebep olmakta ve tum nazokomiyal kan
dolagsimi etkenleri arasinda %8-10 oraninda gorulmektedir (3,24,33,35,36).
Kandidemilere en fazla sebep olan tir C. albicans olmakla beraber, C.
albicans digi turler giderek artan siklikta karsimiza ¢ikmaktadir. ABD ve
Kuzey Avrupa gibi yas ortalamsi yuksek gelismis ulkelerde ikinci siklikta
gorilen tur C. glabrata iken, hastane enfeksiyon kontrol 6nlemleri yeterli
olmayan ulkelerde, C. parapsilosis ikinci siklikta gorulen turdar (24,37,38). C.
krusei'nin flukonazole intrensek, C. glabrata’nin ise yluksek duzeyde direng
gelistirebilmesi nedeniyle flukonazol kullaniminin yliksek oldugu merkezlerde

bu turlerin daha fazla izole edilebileceg@i gorusu yaygindir (39-42).

IV. Candida Enfeksiyonlarinin Tanisi

Kuten6z kandidozlarda; hastanin aligkanliklari ve sosyo-ekonomik
kosullar sorgulanarak, lezyonlar incelenerek ve lezyonlardan yapilan direkt
mikroskobik incelemede (%10-20 KOH kullanilarak yapilan fresh inceleme)
blastosporlarin gorulmesi ile tani konulabilir. Destek tedavi onerileri ve topikal
antifungaller, cogu olguda yeterli oldugundan, ekim yaparak etkeni Uretmek
ve tanimlamak ¢ogunlukla anlamli degildir (43).

Kronik mukokutan6z kandidoz nadir gorulen bir tablo olup, hastalarin
immunolojik, endokrinolojik ve genetik incelemelerinin yapilmasi tanida
onceliklidir. Bu incelemeler ile kesin tanisi konan hastalar, tekrarlayan
mukokutan6z kandidoz ataklari gecireceklerinden ve her atakta antifungal

ajan almak zorunda olacaklarindan kultir ve Uureyen Candida tarandn



tanimlanmasi gerekir. Bu hastalarda antifungal direng sik gelistiginden
duyarlilik testlerine de ilerleyen olgularda ihtiya¢ duyulur (15-18).

Mukozal kandidozlar degerlendiriimesi ve yorumlanmasi en zor
tablolardir. Orofaringeal ve vajinal mukoza disinda diger mukozalarin
incelenmesi, endoskopi yapilmadigi surece mumkuin olmadigindan, balgam,
diger solunum yollari ve digki gibi orneklerdeki Uremelerin enfeksiyon
acisindan higbir anlami yoktur ve tanimlanmasi ¢ok gerekli degildir. Ancak,
uzun sure hastanede kalan ve kan kultirinde Ureme olmayan yogun bakim
hastalarinda, invazif kandidoz tanisina ulasmak icin kolonizasyon indeksini
saptamak onemli olabilir. Bu tdr hastalarin bahsedilen 6rneklerindeki
uremeleri tur dizeyinde tanimlanmalidir. Candida skorlamasinin arastirildigi
prospektif cok merkezli bir calismada, nétropenik olmayan kritik hastalarda
Candida skoru <3 ise invazif kandidoz riskinin ¢ok dusuk oldugu bildirilmigstir
(44). Hastanemizde yapilan bir diger calismada ise kandidemi olgularinin
%74’Gnde kan kultirinde Ureyen izolat ile degisik anatomik bdlgelerde
kolonize olan izolatlarin fenotipik ve genotipik olarak ayni oldugu
gosterilmigtir. En az u¢ anatomik bolgede ayni tur ile kolonizasyonun olmasi
durumunda, kandidemi ve kandidoz ihtimalinin ¢cok yuksek olacagi ve ampirik
antifungal tedavinin baslanmasi gerektigi sonucuna varilmigtir (45).

Kan kalturleri, steril vicut sivilari ve derin organ biyopsi
orneklerindeki Gremeler ise her zaman anlamli kabul edilerek, tir dizeyinde
tanimlanmalidir (46). Derin organ biyopsilerine ulasmak her zaman mumkin
olmadig! igin kandidemi ve invazif kandidozlarda esas tani araci kan
kultarleridir. Tani kilavuzlarinin ¢gogunda; kandidemi ve invazif kandidoz
suphesi olan hastalardan standart kurallara uyarak her gun kan alinmasi,
otomatik kan kiltur sistemlerinin kullaniimasi ve inkibasyon suresinin en az
bes gun olmasi guglu olarak onerilmektedir (47,48). Bununla beraber, tim
Onerilere uyulsa bile kandidemi ve akut yaygin kandidozda kan kulturlerinin
duyarhligi ortalama %50 civarindadir (49-51). Kronik yaygin kandidozda bu
oran ¢ok daha dusik (%5) seviyelere iner. Kan kulturlerinin istenilen
duyarliikta olmamasi nedeniyle, B-glukan, mannan antijen ve mannan

antikor testlerinin de tanida onemli yeri vardir (52-54)



V- Candida Enfeksiyonlarinda Ornekleri Ekimi ve Direkt

Mikroskobik incelemesi

V.A. Kan Kilturleri

Bahsedildigi gibi kan kulturlerinin, kandidemi ve akut invazif kandidoz
tanisinda 6nemi buyuktur. Duyarlihdr arttirmada standart bakteriyolojik kan
kultur sigeleri yerine mikolojik kan kultur sigelerinin kullaniimasi gindemdedir.
Yapilan c¢aligmalarda, mikolojik kan kaltar gigselerinin kullaniimasinin, treme
zamanini kisalttigi ve C. glabrata’nin Uretilmesini anlamli olarak arttirdigi
bulunmustur (55,56). Her merkezin C. glabrata oranlarini bilmesi ve 6zellikle
C. glabrata orani yuksek merkezlerde, riskli hastalara mikolojik kan kultur
siselerinin kullaniimasi 6nerilmektedir (57).

V.B. Diger Kiltirler

Candida turleri, kanli, c¢ikolata, beyin-kalp infizyon agar gibi rutin
bakteriyolojik  besiyerlerinde  c¢ogunlukla  Ureyebilmektedir.  Ancak,
Sabouraud’s dextrose agar (SDA) veya potato dextrose agar (PDA) gibi
besiyerlerinde Ureme daha gucllu olmakta ve bu nedenle, mantar enfeksiyonu
suphesi oldugunda, primer izolasyon besiyerleri arasina bu besiyerlerinin de
eklenmesi Onerilmektedir. Solunum yollari 6rnekleri ve digki gibi normal floral
bolgelerden gelen oOrneklerin ekiminde, besiyerlerinin i¢ine antibiyotikler
eklenerek, Candida tlrlerine 6zgu secicilik kazandirilabilir. Kloramfenikol,
gentamisin, streptomisin, penisilin ve siprofloksasin bu amagla en c¢ok
kullanilan antibiyotiklerdir. Kromojenik besiyerleri segcicilik yani sira, Candida
turlerinin tanimlanmasi ve miks Uremelerin fark edilmesinde avantajlidir ve
primer izolasyonda kullaniimasi 6nemli olabilir. Ancak, pahali besiyerleri
oldugu icin maliyet-etkinlik analizleri iyi yapiimaldir (58).

Ekim yapilan tum o&rneklerden direkt mikroskobik inceleme de
yapilmalidir. Direkt mikroskobik inceleme kultire gore ¢ok daha kisa surede
sonug verecek ve érnek hakkinda fikir sahibi olunmasini saglayacaktir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik kullanilan Gram boyama yontemi ¢ogu
ornekte Candida sporlarinin da boyanmasini saglar ve Candida sporlari gram

pozitif olarak boyanirlar. Yalanci veya gergek hif yapilarinin Gram yontemi ile



boyanmasi daha zordur. Bu nedenle mantar suphesi oldugu zaman, 6rnegin
lam-lamel arasi incelenmesi, bir diger onemli mikroskobi yontemidir. Bu
incelemede %10-20 KOH ve/veya blankophor P, calcofluor white ya da uvitex
2B gibi mantar hicre duvarina 6zgul olarak baglanmayan floresan boyalar da
kullanilabilir (59).

VI. Candida Tirlerinin Tanimlanmasi

Candida tdrlerinin tanimlanmasinda koloni morfolojisi, mikroskobik
morfoloji, fenotipik ve genotipik 6zelliklerden yararlanilir. Genotipik tanimlama
en kesin sonucu olusturmakla beraber rutin laboratuvarlarda, esas olarak

fenotipik 6zellikler kullanilir ve burada fenotipik 6zelliklerden bahsedilecektir.

VI.A. Tanimlamada Koloni Morfolojisi
VI.A.a. Genel Amaglh Besiyerlerinde Koloni Morfolojisi
Bahsedildigi gibi, Candida turleri bircok kati besiyerinde, 30-37°C’da
24-72 saat icinde kolaylkla uUreyerek koloniler olugturur. Olusturduklari
kolonilerin bakteri kolonilerinden c¢ok farki yoktur ve deneyimsiz kisilerin
mutlaka mikroskobik inceleme yaparak farkli kolonileri degerlendirmesi
gerekir. Rutinde Candida turlerinin kolonileri ile en ¢ok kanl agar ve SDA
besiyerlerinde Kkarsilasilir. Her iki besiyerinden de koloni morfolojisi ile
tanimlama yapmak mumkun degildir. Ancak bazi 6zellikler vurgulanabilir. C.
albicans ve C. tropicalis, hizli Greyen 24 saatte koloni olusturabilen turlerdir.
Koloni gorunumleri duzgun, beyaz-krem ve tereyag kivaminda olup,
birbirlerinden farkli bir 6zellik yoktur. C. parapsilosis kolonisi de C. albicans
ve C. tropicalis’e benzmekle beraber, bu tirde Ureme daha yavastir ve koloni
olusumu 48 saatte baslar. C. glabrata koloni olusumu en yavas olan tur olup,
bazen 72-96 saate ihtiyag duyulabilir ve 48 saatte ¢ok ince net secgilemeyen
bir dreme gorulur. Koloniler tam gelistigi zaman ise yine duzgun C. albicans
kolonisine benzer koloniler olusturur. C. krusei koloni yapisi en farkli olan
tirdir. Genelikle kuru mat burusuk koloniler olusturur. Uremesi hizli olup, 24

saatte koloniler gorulir. Ancak benzer koloniler, nadir Candida turleri (C.



inconspicua, C. norvegensis, C. lambica) ve Geotricum ve Trichosporon
turleri gibi maya morfolojisindeki farkli mantarlar tarafindan da olusturulabilir.
Dolayisi ile koloni morfolojisi ile tanimlama yapmak mimkun degildir (5,9,58).

VI.A.b. Kromojenik Besiyerlerindeki Koloni Morfolojisi

Candida tarlerine 6zgu kromojenik besiyerleri, primer izolasyon
besiyeri olarak kullanildigi zaman, kolonilerin rengine gore erken tanimlama
yapmak mudmkunddr. Ayrica bu besiyerleri, miks Uremeleri gdstermesi
agisindan da avantajlidir (9). CHROMagar Candida (BD Diagnostic Systems,
Sparks, MD), Candida ID 2 (bioMerieux, Marcy L’Etoile, France), CandiSelect
(Bio-Rad, Marnes La Coquette France), Oxoid Chromogenic Candida Agar
(OCCA, Basingstoke, UK), HiChrome Candida (HiMedia Laboratories,
Mumbai, India) ticari olarak temin edilebilecek Candida turlerinin izolasyon ve
tanimlanmasina yonelik kromojenik besiyeleridir. Bu besiyerlerinin icinde
degisik kromojenik substratlar vardir ve Ureme esnasinda salinan ekzo-
enzimler (6z. B-hekzosaminidaz) aracili§i ile substratin yikilmasina badli
olarak olusan kromojenik Urun, koloni renginin degismesini sadlar.
Inkibasyon zamani ve inkubasyon isisi gibi parametreler ekzo-enzim
salinimini gok etkilediginden uretici firmalarin Onerilerine siki sikiya uymak
gerekir (9,58). Bu besiyerlerinin ¢ogu C. albicans tanimlanmasinda
basarilidir. Kromojenik susbstratin 6zelligine gore C. albicans yesil ya da
mavi koloniler olusturur. Ayrica C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata’nin
olusturdugu koloni renkleri de tanimlamada yaralidir (60,61). Diger turler ise
cogunlukla pembe-beyaz koloniler olusturarak, bu besiyerlerinde

tanimlanamazlar (Sekil-1).
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Sekil-1: Kromojenik besiyerinde Candida turlerinin olusturdugu koloniler.
Yesil: C. albicans; Mavi: C. tropicalis; Duzgln pembe: C. glabrata; Burusuk
pembe: C. krusei.

VI.B. Tanimlamada Hizl Testler (< 24 saat)

ister genel amagl, ister kromojenik besiyeri olsun Candida tirlerinin
ayriminda koloni morfolojisi yeterli degildir ve farkli testlere ihtiya¢ vardir.
Bunlardan bir kismi koloni olusumu ile ayni gin iginde sonuglanabilen hizh
testlerdir. Bu testlerden cimlenme borusu (germ tup) hari¢ digerleri,
mantarlarin olusturduklari ekzo-enzimler araciligi ile tanimlama yapan
reaksiyonlardir. Testler c¢abuk sonuglanmakla beraber, enzimatik
reaksiyonlarda her zaman hata mimkin oldugundan, tanimlama guvenilir
testlerle dogrulanmalidir.

VI.B.a. Cimlenme Borusu Testi

C. albicans ve C. dubliniesis’in hizli tanisi icin kullanilan oldukca
basarili bir testir ve ilk defa 1954 yilinda Johnson tarafindan kullaniimistir
(62). Testin sonuglanmasi igin 3-4 saatte ihtiyag vardir. Stpheli koloni steril
serum (koyun, sigir veya insan) iginde suspanse edilerek 37°C’'da u¢ saat
tutulur ve gergek hif baslangici olan ¢imlenme borusu mikroskop altinda
goruldugunde, izolatin C. albicans ya da C. dubliniensis olduguna karar verilir

(sekil 2a). Testin 6zgullik ve duyarlihdi oldukga yuksektir ve C. albicans
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suslarinin %95-97’si ¢imlenme borusu olusturur. Orofaringeal kandidozlar
disindaki Klinik tablolarda C. dubliniensis olasiligi ¢ok disuk oldugundan,
pozitif cimlenme borusu sonucunda, baska bir tanimlama testi beklenmeden
rapor verilir. Ancak, tekrarlayan orofaringeal kandidoz olgularindan izole
edilen ¢imlenme borusu pozitif izolatlarda, her zaman C. dubliniensis de
akilda bulundurulmali ve tanimlamada ileri testlere gidilmelidir. Deneyimsiz
kisiler, C. tropicalis’i bazen yanls degerlendirerek yalanci pozitiflige yol
acabilir. C. tropicalis, nadiren gimlenme borusuna benzeyen uzamis yalanci
hifler olustur; ancak, ¢cimlenme borusuna benzeyen bu yalanci hiflerin, maya
hicresinden ciktigi yerde bir daralma goraltr (sekil 2b). Oysa bu daralma C.

albicans'in gcimlenme borusunda gértulmemektedir (10).
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Sekil-2: C. albicans (a) ve C. tropicalis ‘in (b) gorunumu.

VI.B.b. C. albicans Tanisina Yonelik Hizli Testler

Cimlenme borusu testi mikroskobik inceleme ve deneyim
gerektirdiginden, C. albicans tanimlamasina yonelik diger hizl testlere olan
ilgi artmaktadir. Bu testlerle, C. albicans tarafindan salinan iki ekzo-enzimin
(prolin aminopeptidaz ve B-galactoaminidaz) varhdr arastirilir. Bu enzimlerin
etkili oldugu kromojenik substratlarin yikilmasi ile olusan renk degisikligi ile
tanimlama yapilir. Ticari olarak bu enzimleri saptayan c¢esitli kitler (Bacticard
Candida=Remel Lab/USA, Albistrip=LabM/UK, Albicans-Sure=Clinical
Standards Lab/USA, Rapidec albicans=bioMerieux/France) bulunmaktadir ve

bunlarin gogu 5-10 dakikada sonuglanmaktadir (5,9,58,62).
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VI.B.c. C. glabrata Tanisina Yonelik Hizh Trehaloz Testi

C. glabrata’nin hizli tanimlanmasi, flukonazol ve diger azollere
direncli olabilmesi acgisindan onemlidir ve trehaloz, hizli tanimlanmada
kullanilan bir sekerdir. Trehaloz, diger Candida tarleri ve farkl mayalar
tarafindan da hidrolize edilebilen bir seker olmakla beraber, C. glabrata
tarafindan hizh bir sekilde yikilir. Trehalozun hizli yikimi igin gelistirlen cesitli
ticari kitler (Glabrata RTT=Fumouze/France, GlabrataQuick=Hardy Lab/USA,
RAT Test=Scientific Device/USA) bulunmaktadir. Ancak bunlar iginde en hizli
ve en dogru sonucu veren glabrata RTT testidir. Kitte bulunan ¢ kuyucuga
(trehaloz, maltoz ve seker icermeyen besiyeri) distile suda hazirlanmis maya
suspansiyonundan eklenir. Oda isisinda 20 dakika bekledikten sonra
trehaloz kuyucugunda turuncu bir rengin olmasi durumunda izolatin C.
glabrata olduguna karar verilir (63). Bununla beraber ileri tetkiklerle
tanimlama dogrulanmalidir (5,9,58,62).

VI.B.d. Hizl Tanida Diger Sistemler

Bu sistemler sadece C. albicans ya da C. glabrata’'ya 6zgl olmayip
daha fazla turl kapsamaktadir. Ancak yukarida da bahsedildigi gibi enzimatik
testler oldugundan, kapsadigi tur sayisi attikga 6zgullik ve duyarhliginda
sikintilar olmaktadir. Bu sistemlerde mantarlarin salgiladigi aminopeptidaz,
lipaz, fosfataz, esteraz, Ureaz, B-fukosidaz, a-galaktosidaz gibi enzimlerin
etkiledigi substratlar kullaniimaktadir. Bu sistemler yaklagik dort saatte
sonuglanmakta olup, degisik ticari firmalarin kitleri vardir. Bunlar iginde
“MicroScan Rapid Yeast identification panel (Siemens, USA)’ ve “RaplD
Yeast Plus (Remel, USA)’ en sik kullanilanidir. Ancak bahsedildigi gibi
enzimatik temelli testler her zaman sutpheli olup, dogrulanmalari gerekir (5).

VI.C. Tanimlamada Diger Morfolojik ve Fenotipik Testler (224
saat)

Bu testler tanimlamada daha ge¢ sonu¢ vermekle beraber,
guvenilirlikleri daha fazla olup, birgok hizli testin bu testlerle dogrulanmasi
gerekmektedir. Morfolojik inceleme butun fenotipik tani testleri ile her zaman

beraber yapilmasi gereken incelemedir. Kigisel deneyim gerektirmekle
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beraber, fenotipik testlere ek bilgi olusturmasi agisindan ¢ok yararlidir.
Fenotipik testlerin bir kisminda karbonhidrat ve nitrat asimilasyonuna
dayanan testler kullanilirken, bir kisminda bunlara ek olarak enzimatik
reaksiyonlar da kullaniimaktadir (5,9,62).

VI.C.a. Morfolojik inceleme

Candida turleri, oksijen saturasyonu az olan ortamlarda yalanci hif
uretimi arttirmakta ve bazi 6zel sporlar olusturmaktadir. Olusmus olan bu
yapilarin incelenmesi tur tanimlanmasinda olduk¢ga 6nemli olup, bu amagla
tanimlanacak olan izolat, piring ekstresi/tween-80 agar veya misir unu/tween-
80 agar gibi besiyerlerine “Dalmau teknigi” ile ekilir. Bu teknikte, bir 6ze
dolusu maya kolonisinden besiyerinin ortasina ¢izgi seklinde ekim yapilir.
Daha sonra ilk ¢izgiye paralel ikinci ve uguncu gizgiler ¢ekilerek koloninin
seyretlilmesi saglanir ve ekim gizgileri Uzerine steril bir lamel kapatilir. Plaklar
30°C’da 48 saat inkube edilir ve mikroskop altinda, 100/400 buyutme ile ekim
gizgileri incelenir. Kapatilan lamel ortamin oksijeninin azalmasini, tween-80
ise yuzey geriliminin dusmesini saglamaktadir.

Bu sekilde yapilan inceleme ile Candida turleri ve diger bazi
mayalarin tanimlanmasi igin mikroskobik bulgular elde edilmektedir. Ancak,
en oOnemli yarari C. albicans ve C. dubliniensis tarafindan olusturulan
klamidospor yapisinin saptanmasidir. Bu sporlar, blyuk (8-12um), yuvarlak,
ve sitoplazmasi yogun sporlardir. Polisakkaritten yapiimig kalin bir disg duvari;
protein ve ¢ok miktarda lipid tasiyan bir i¢ tabakasi vardir. Hiflerin i¢cinde (ara
klamidospor), kenarinda (yan klamidospor) veya uglarinda (u¢ klamidospor)
gelisebilir. C. dubliniensis’in (1995) tanimlanmasindan o6nce sadece C.
albicans’a 6zgu kabul edilen bu yapi, aynen g¢imlenme borusu gibi son
derece 6zguldlr. Bu iki turin olusturdugu klamidospor goérinimuinde bazi
kiguk farkhliklar bulunmakta ve Ozellikle tekrarlayan orofaringeal
lezyonlardan elde edilen izolatlarda bu kuguk ayrintilara dikkat etmek
gerekmektedir. C. albicans genellikle gercek veya psoddohiflerin ucunda tek
tek klamidosporlar Uretir (sekil 3a). Buna kargin C. dubliniensis'in sporlari gok

daha bol ve ¢ogunlukla ciftler halinde veya Ugll, hatta bazen kimeler veya
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salkimlar olusturarak farkl bir dizen goésterir (sekil 3b). Ancak buradan kesin
ayrima gitmek mumkun olmayip, ileri testlere ihtiya¢ duyulur (5,9,58,62).

ﬁ"w ‘

ve C. dubliniensis (b) klamidosporu.

.

Sekil-3: C. albicans (é)

Klamidospor disinda diger Candida tlrlerinin tanimlamasini saglayan
cok tipik mikroskobik bir bulgu yoktur ve klamidospor saptanmadigi zaman
diger testlerle ileri tanimlamaya gitmeye gerek vardir. Ancak bazi 6zellikler
tanimlamada yardimci olabilir. C. glabrata hif olusturmayan bir tadur. Dalmau
yontemi ile yapiimis ekimde, ekim cizgileri boyunca mikroskobik olarak hif
yapisinin olmamasi C. glabrata lehine gugli bir bulgudur (sekil 4a). Ancak
Cryptococcus neoformans ve Saccharomyces cereviciae gibi diger bazi
maya morfolojisindeki mantarlar da hif olusturmaz. Bununla beraber C.
glabrata blastosporlari tim maya morfolojisindeki mantarlar arasinda en
klguk olanidir. Blastosporlarin kuguk boyutlari ile tanimlama yapmak olasi
olmakla beraber, deneyim gerektiren bir durumdur. Sik rastlanan turlerden C.
tropicalis’in tipik bir gorintlsu yoktur. C. parapsilosis ise mikroskobik olarak
kiguk bluyutmede (10X), érumcek agina benzeyen goéruntiler olusturabilir
(sekil 4b). Tanimlamada ¢ok yardimci olmakla beraber kesin degildir. Ayrica
C. parapsilosis’in dev hucreler (giant cell) denen iri blastospor ve hiflerini de
gérmek mumkun olabilir (5,9,58). C. krusei uzun blastosporlarla karekterize

bir tar olup, gérinimu agac¢ dalina benzetilmistir (sekil 4c).
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Sekil-4: Candida glabr

VI.C.b. Asimilasyon ve Fermentasyon Testleri

Candida turlerinin fenotipik tanimlanmasinda, karbonhidrat/nitrat
asimilasyon ve karbonhidrat fermentasyon testleri en 6nemli basamagi
olusturur. Asimilasyon, oksijenli ortamda degisik karbon ya da nitrojen
(potasyum nitrat; KNO3) birlesiklerinin kullaniimasidir. Karbon veya nitrojen
kaynaginin kullanilmasi sonunda, besiyerlerinde ya bulaniklik olur ya da
indikator varliginda degisen pH’a bagli besiyerinin rengi degisir. Oksijensiz
olarak karbonihdratlarin kullaniimasi ise fermentasyon olup, gaz cikisi
karbonhidrat fermantasyonunun tek gostergesidir. Candida tirleri tarafindan
fermente edilen bitun karbonhidratlar asimile edildiginden, besiyerindeki
indikatorin renk degistirmesi fermantasyonu gostermez. Tersi gegerli
olmayip, asimile edilen karbonhidratlari timd fermente edilemediginden
asimilasyon testleri tanimlamada daha yararhdir (5,9,10,58,62).

Degisik karbon kaynaklarinin asimilasyonu ile tanimlama, klasik
Wickerman-Burton yontemiyle yapilmaktadir. Yaklasik 60 yil 6nce ilk kez
denenen bu yontemde, esas olarak sivi besiyerleri kullanilmakla beraber,
petri kutularinda oksanografik modifikasyonu da uygulanabilir (62).
Karbonhidrat asimilasyonu igin “yeast nitrojen base” besiyerine degisik
karbonhidratlar konularak hazirlanan tuplere, tanimlanacak izolat eklenir.
Uygun inktibasyondan (7-14 giin; 30-37°C) sonra kontrol tipine gére degisik
karbonhidratlarin  bulundugu tuplerdeki bulaniklik incelenerek izolatin
karbonhidrat asimilasyon paterni degerlendirilir. Nitrat asimilasyonunda ise
“yeast carbon base” besiyerine KNO3 konularak hazirlanan tupler kullanilir ve
ayni sekilde inkube edilir. Oksanografik yontem de benzer olup, “yeast
nitrojen base” ya da “yeast carbon base” besiyerlerine incelenecek suslar ve
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agar eklenerek petri kutularina dokulir. Hazirlanan besiyerine degisik seker
diskleri ya da KNOs kristalleri konularak etraflarinda treme olup olmadigina
bakilir. Oksanografik yontem sivi ortama goére daha hizli (24-48 saat) sonug
vermekle beraber besiyerlerinin hazirlanmasi zor olup, rutin laboratuvarlarda
sikinti olugsturmaktadir (58). Wickerman-Burton yontemi Adams ve Cooper
(64) tarafindan modifiye edilmistir. Prensip ayni olmakla beraber, ortama
indikator olarak bromkresol moru eklenerek asimilasyon sonrasi mor rengin
sarlya donmesi saglanir. Boylece karbonhidratin kullanildigi bulanikhga gore
daha rahat anlagiimig olur.

Klasik olarak maya fermentasyonunda kullanilan besiyeri “yeast
ektract”, “pepton”, indikatoér olarak “brom timol mavisi” ve incelenecek
karbonhidratlari icerir. Ayrica ortama ters olarak “Durham” tlpU konur ve
tupln icinin besiyeri ile tamamen dolmasi saglanir. Tanimlanacak sus
eklendikten sonra 10-14 gunlik inkibasyondan sonra “Durham” tlupunin
icinde gaz olusumunun olup olmadigina bakilir. Bahsedildigi gibi besiyerinin
renginin degismesi sadece karbonhidratin asimile edildigini ve asit
olustugunu gosterir; bu fermantasyon degildir. Fermentasyon igin mutlaka
gaz olusumuna bakmak gerekir (58).

VI.C.c. Ticari Tanimlama Panelleri (224 saat)

Klasik asimilasyon ve fermentasyon testleri, bahsedildigi gibi zaman
alan ve laboratuvarlara asiri is yuku getiren testler oldugundan, cesitli ticari
tanimlama panelleri rutin laboratuvarlarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ancak bunlarin higbirinin, klasik asimilasyon-fermentasyon testleriyle veya
birbirleriyle tamamen uyumlu olmasi beklenemez. Bunlarin bir kismi (API
20C ve API ID 32C=bioMerieux/France) aynen klasik ydntem gibi
asimilasyon temeline dayanir; bir Kismi ise (VITEK 2
YST=bioMerieux/France, Phoenix Yeast ID=Becton-Dickonson/USA) degisik
karbonhidratlarin asimilasyonu yani sira bazi enzimatik reaksiyonlari da
icerir. Sadece asimilasyona dayanan sistemlerde sonuglar genellikle en
erken 48 saat sonra alinirken, enzimatik reaksiyonlari destek alan

sistemlerde 24 saat iginde sonuclar alinabilmektedir. Bu nedenle bu
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sistemlere ilgi giderek artmakta olup, rutin laboratuvarlarda daha cok
kullaniilmasi hedeflenmektedir.

Bu calismada da, Ulkemizde yeni kullanima giren ve asimilasyon yani
sira enzimatik reaksiyonlari da bereber kullanan Phoenix Yeast ID Panel
(Phoenix BD/USA) ile uzun suredir kullandigimiz asimilasyon temelli APl ID
32 C (bioMerieux; France) karsilastirlmigtir. Her iki fenotipik tanimlama
sistemi, morfolojik tanimlama ile desteklenmis ve Ulkemize yeni giren ve
daha kisa surede (24 saat icinde) sonug¢ veren sistemin degerlendiriimesi

amaclanmistir.

18



GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 16.07.2013 tarih ve 2013-13/20 sayih kararla alinan izin ile
yapilmigtir.

I. Calismada Tanimlanan Koloniler

Bu c¢alismada; Uludag Universitesi Hastanesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvar’'nda, 01.10.2013-15.01.2014 tarihleri arasinda, klinik 6érneklerde
ureyen maya kolonileri farkli yontemler ile tanimlanmigtir. Zengin (Kanli
agar=Becton-Dickonson NJ) veya kromojenik segcici/ayirt edici (CHROMagar
Candida=Becton-Dickonson NJ) besiyerlerinde Ureyen slpheli kolonilerden
oncelikle lam-lamel arasi ve/veya Gram yontemiyle inceleme yapilmis ve
mikroskobik olarak blastospor/artrospor olusturan koloniler saf ise direkt
tanimlamaya alinmistir. Karisik tremelerde ise her bir farkli maya kolonisi
gentamisin/kloramfenikolli.  SDA  besiyerine  (Becton-Dickonson  NJ)
pasajlanmis ve c¢ogaltildiktan sonra tanimlamaya alinmigtir. Ayrica
kromojenik besiyerinde Ureyen kolonilerin renkleri daha sonra kullaniimak
uzere kayit edilmigtir. Kalite kontroli amaciyla; C. albicans ATCC 10231, C.
albicans ATCC 14053, C. albicans ATCC 24433, C. krusei ATCC 6258, C.
tropicalis ATCC 1021 C. parapsilosis ATCC 220199, C. neoformans ATCC
90112 standart suslari kullaniimigtir.

Il. Cimlenme Borusu Testi

Koloni morfolojisi ve mikroskobik gérinima ile maya olduguna karar
verilen tUm Uremelere ¢imlenme borusu testi yapilmistir. Bu test i¢cin 22um
por capl filtrelerden slzulerek steril edilen insan serumu kullanilmistir. Steril
serumlar, 0,5-1ml olacak sekilde tuplere dagitiimis ve supheli koloninin

serum iginde yaklagik 10°-10%/ml yogunlukta siUspansiyonu yapilmistir.
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Hazirlanan suspansiyon 35°C’da Ug¢ saat tutulmus ve daha sonra iginden bir
damla alinarak lam-lamel arasinda 400 buyutmede mikroskobik olarak
incelenmigtir (58). Sekil-2a’da goruldigu gibi gercek hif bagslangici
olusturanlar C. albicans olarak degerlendirilmis; digerleri C. albicans disi

turler olarak kabul edilmistir.

[ll. Misir Unu/Tween-80 Agara Ekim

Maya tanimlanmasinda énemli bir yeri olan mikroskobik incelemenin
yapilabilmesi i¢cin misir unu/tween-80 agara, “Dalmau” yontemiyle ekim
yapiimigtir. Bunun igin bir 6ze dolusu koloni alinmis ve besiyeri ortasina agari
parcalamadan ¢izgi seklinde ekim yapiimigtir. Daha sonra ilk gizgiye paralel
ikinci ve Uguncu gizgiler gekilerek koloninin seyreltimesi saglanmis ve gizgi
ekimlerin Uzerine, tamamen kapatacak sekilde steril bir lamel yerlestirilmigtir.
Ekim plaklari 30°C’'da 48 saat inkibe edilmis ve petri kutusunun kapag
acllarak lamel altinda kalan alanlar mikroskobik olarak 100 ve 400
bayutmede incelenmistir (58). Sekil-3a’da goéruldigu gibi  klamidospor
olusturanlar C. albicans olarak kabul edilmis; digerleri sekil-4 esas alinarak,

olusturduklari gérinime gore tahmin edilmeye ¢aligiimigtir.

IV. Fenotipik Tanimlama

Bu calismada, yukarda bahsedilen ¢imlenme borusu testi ve misir
unu/tween-80 agardaki mikroskobik morfoloji yani sira iki ticari fenotipik
tanimlama sistemi de kullaniimig ve karsilagtiriimigtir. Bunlardan bir tanesi
sadece asimilasyona dayanan API ID 32 C (bioMerieux=France) olup, birgok
calismada kullaniimig guvenilir bir tanimlama sistemidir (62). Digeri ise
Phoenix Yeast ID Panel (Becton-Dickonson=USA) olup, asimilasyon yani
sira enzimatik reaksiyonlar da kullanan, daha yeni ve deneyimin az oldugu

bir tanimlama sistemdir (65).
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IV.A. API ID 32 C ile Tanimlama

Supheli  kolonilerin  tanimlama islemi Uretici firmanin  onerileri
dogrultusunda yapilmistir. Oncelikle tanimlanmak istenen koloniden steril
serum fizyolojik icinde McFarland 2 bulanikhginda bir sispansiyon
hazirlanmistir. Hazirlanan bu suspansiyondan 250pl, kit iginden ¢ikan 7ml
API C besiyerine aktarilarak galigma solisyonu olusturulmustur. API' ID 32 C
stripleri 32 kuyucuk olup, bu kuyucuklarin bir tanesinde higbir substrat yoktur
ve negatif kontrol olarak kullanilir. Dehidrate glikoz bulunan diger bir kuyucuk
ise pozitif kontrol olarak kullanilir. Sikloheksimid duyarhihigini ve eskilin
kullanimini dlgen iki kuyucuk disinda, kalan 28 kuyucukta dehidrate farkl
substratlar vardir ve bu substratlarin asimilasyon 6zelligine gére tanimlama
yapilir (62). Sekil-5’de, API ID 32 C’nin bir stripi érnek olarak goértlmektedir.
Hazirlanan g¢alisma solusyonundan 135yl her bir kuyucuga eklendikten sonra
stripler 30°C’da 48 saat inkube edilmigtir. Degerlendirme turbidimetrik olup,
Mini API cihazi (bioMerieux, France) kullanarak otomatik olarak yapiimistir.
Cihaz icinde kurulmus algoritme goére tanimlama, mikemmel (excellent), iyi
(good), kabul edilebilir (acceptable) ve dusik (low) olarak yapilmaktadir.
Dusuk tanimlama, hi¢ tanimlayamama ve diger sistem ile farkli tanimlama

oldugu zaman inkiibasyon 72 saate uzatiimig ve yeniden okuma yapilmigtir.

Sekil-5: API ID 32C test stribi ve mini API cihazi.

IV.B. Phoenix Yeast ID Panel ile Tanimlama

Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda calisilmistir. Uretici firma
tarafindan saglanan yaklasik 2ml sivi ortamda, McFarland 2 bulanikliginda
koloni suspansiyonu yapilmig ve sekil-6’da gurulen 51 kuyucuktan olusmus
stripe 2ml’lik suspansiyon aktariimigtir. Bu sekilde inokule edilen stripler,
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35°C’da BD Phoenix cihazinda (Phoenix BD/USA) 16 saat inkube edilerek
degerlendirilmigtir. Bu sistemde sadece karbonhidratlarin asimilasyonu s6z
konusu olmayip, bazi enzimatik reaksiyonlar da kullaniimaktadir (65).
Substratlar kromojenik ve florojenik olup, okuma 16 saat boyunca her 20

dakikada bir yapiimaktadir.

Sekil-6: BD Phoenix Yeast Panel malzemeleri.

Phoenix sistemi %90’'nin Uzerinde ayrim sagladigi zaman sonug
vermekte, daha dugsuk ayrimlarda tanimlama yapamamaktadir. Bir gecelik
inkiibasyon sonunda tanimlama yapilamadigi veya diger sistemle uyumlu
tanimlama olmadi§i zaman inklibasyon uzatilmis ve 32 saat sonra tekrar

degerlendirilmistir.
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BULGULAR

Bu calismada 137 hastaya ait 211 maya kolonisi tanimlanmigtir.

Uremelerin hasta érneklerine ve kliniklere gére dagilimi tablo-3 ve tablo-4'de

goOrulmektedir. Tablolarda da goéruldagu gibi orneklerin gogunlugunu idrar

olusturmakta olup, yarisi dahili bilimlerden gelmigtir.

Tablo-3: Uremelerin drneklere gére dagilimi.

Hasta Ornekleri Sayi (%)
e idrar 111 (52,6)
e Kan ve vaskuler kateter 34 (16,1)

Ust ve alt Solunum vyollari érnekleri (balgam, TAS ve | 27 (12,8)

bronkoskopik drnekler)

e Enfekte materyal (apse, pu, ameliyat materyali) 16 (7,6)

e Deri ve mukoza 6nekleri (bogaz, vajen) 13 (6,1)

e Steril viicut sivisi (BOS, plevra, periton) 10 (4,7)
Toplam 211

TAS: Trakeal aspirat; BOS: Beyin omurilik sivisi

Tablo-4: Uremelerin kliniklere gére dagihmi.

Klinikler Sayi (%)
e Dabhili bilimler 105 (49,8)
e CSH ve ¢ocuk cerrahisi 48 (22,7)
e Cerrahi bilimler 44 (20,8)
e Reanimasyon 10 (4,7)
e Acil ve poliklinik 4(1,9)
Toplam 211

CSH: Cocuk saghgi ve hastaliklari

Hasta orneklerindeki 211 Uremenin 94 tanesi (%44,5) serumda

¢imlenme borusu olusturarak C. albicans veya C. dubliniensis olarak
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degerlendirilmigtir. Tanimlamanin yedi tanesi kromojenik besiyerinden
yapilmis olup, hepsi bu besiyerinde C. albicans’a 6zgu yesil renkli koloni
olusturmustur. Cimlenme borusu olusturan ve olusturmayan tim izolatlar,
misir unu/tween-80 agara ekilmis ve 48 saat sonra incelenmistir. Cimlenme
borusu olusturan izolatlarin hepsi (94 izolat) klamidospor olusturmus,
digerlerinde ise klamidospora rastlanmamisgtir.

Tablo-5’de, tir tanimlamasinda  kullanilan  iki  sistemin
karsilastiriimasi gérilmektedir. izolatlarin (211 izolat) 159 tanesi (%75,4), her
iki ticari sistemle ayni tanimlanmistir. Goraldigu gibi Candida cinsinde yedi
farkh tar, C. neoformans ve G. capitatum her iki sistem ile ayni
tanimlanmiglardir. izolatlarin (211 izolat) 52 tanesi (%24,6) tanimlama
sistemleri ile farkli sonug vermigstir. En fazla izole edilmis olan ilk bes tur (C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. kefyr) icin iki
tanimlama sistemi uyumu, %81,7 (147/180) olarak bulunmusken; nadir
rastlanan diger tirler igin iki sistem arasindaki uyum %38,7 (12/31) olarak
bulunmustur. Aradaki fark anlamlidir (p=0.034; x? testi).

API ID 32 C ile 12 (%5,7), Phoenix Yeast ID Panel ile 13 (%6,2)
izolat hi¢ tanimlanamamis olup (Tablo-5), bu agidan aralarinda anlamlh bir
fark yoktur (p=1; x? testi).

Cimlenme borusu ve klamidospor olusturan 94 C. albicans izolatinin
uc tanesi API ID 32 C ile, yedi tanesi ise Phoenix Yeast ID Panel ile farkli ya
da hi¢ tanimlanamamistir (Tablo-5). Dolayisiyla morfolojik tanimlamaya gore
Phoenix Yeast ID Panel %92,5, APl ID 32 C %96,8 dogrulukta sonug
vermistir ve aralarinda anlamli bir fark yoktur (p=0.835; x? testi). Phoenix
Yeast ID Panel ile bir izolat C. dubliniensis olarak saptanmistir. C.
dubliniensis, C. albicans gibi ¢imlenme borusu ve klamidospor
olusturdugundan bu izolatin kesin tanimlanmasi i¢in molekuler analize gerek
vardir.

Phoenix Yeast ID Panel ile C. tropicalis, C. kefyr ve C. krusei olarak
tanimlanan tirler API ID 32 C ile de ayni sonucu vermistir. Ancak API ID 32
C ile C. kefyr olarak tanimlanan 18 izolatin alti tanesi Phoenix Yeast ID Panel

ile S. cerevisiae olarak tanimlanmistir (Tablo-5). Ancak, bu suslarin misir
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unu/tween-80 agarda hif olustudugu saptanmis (Saccharomyces tirleri hif
olusturmaz) ve S. cerevisiae’ya ait askosporlar gérilmemigtir.

Her iki sistemle 21 C. parapsilosis belirlenmis olmakla beraber
sadece 17’si iki sistemde de ayni saptanmistir (Tablo-5). Phoenix Yeast 1D
Panel, APl ID 32 C ile C. parapsilosis olarak belirlenen U¢ izolati hi¢
tanimlayamamisg, bir izolati ise C. neoformans olarak belirlemistir. Ancak bu
izolatin morfolojik incelemesinde C. parapsilosis’de sik goérulen orumcek
seklinde hifler gortlmastir. API ID 32 C ise ¢gimlenme borusu ve klamidospor
olusturan bir susu yanlis olarak C. parapsilosis seklinde belirlemigtir.

Calisma doneminde; kriptokok menenijiti olan bir hastaya ait, ¢ini
murekkebi incelemesi pozitif dort 6rnekte GUreme olmus ve izolatlarin hepsi
Phoenix Yeast ID Panel ile C. neoformans olarak tanimlanmigtir. API ID 32 C
ancak ikisini saptamis; misir unu/tween-80 agar morfolojisi C. neorofmans
icin tipik olan diger ikisini ise yanlis (C. utilis ve T. mucoides) tanimlamistir
(Tablo-5). Buna kargi misir unu/tween-80 agar morfolojisinde hifler goérulen
bes izolati, Phoenix Yeast ID Panel C. neoformans olarak yanlis
tanimlanmistir (C. neoformans hif olusturmaz). Bu izolatlardan ikisi, API ID
32 C ile C. parapsilosis ve C. krusei olarak belirlenmis, U¢ izolatta ise her
hangi bir tanimlama yapilamamistir (Tablo-5).

Tablo-5’da; her iki sistem ile farkli tanimlanan, ancak misir
unu/tween-80 morfolojsi ile birinin lehine bulgu saptanarak dogrulanan
izolatlar, vyesil ile taranarak gosterilmistir. Dolayisiyla 27 izolatin
tanimlanmasinda morfolojik inceleme destek olmus ve toplam 186 izolat
(%88,1) tur duzeyinde fenotipik olarak tanimlanmistir. Morfolojik bulgularin
tanimlanmaya eklenmesi orani %75,4’ten %88,1’e ¢ikarmis olsa da artis,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.31; x? testi). Buna karsilik,
tablo 5'de sari olarak taranan 25 izolat icin misir unu/tween-80 agarda

morfolojik tanimlama yapilamamisgtir.
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Tablo-5: Candida tlrlerin tanimlanmasinda iki sistemin karsilastiriimasi.

Phoenix Yeast ID Panel
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© ° ° ° © © ° I =] © © ° ° ° ° ° ° 3] < El s
c c c c c c c > o c c c c c c c c (8] (8] c o
] 5] 5] 5] ] ] 3 e ) G G I 15 5] 5] 5] IS I i~ G| o
O O O O (@] (@] O O Q (@] [G] O O (6] (6] (6] O N = =
Candida albicans 84 1 1 i 4 91
Candida tropicalis 20 i i 24
Candida parapsilosis 17 3 21
Candida glabrata 15 1 16
Candida kefyr 11 1 18
Candida krusei 7 1 2 12
Candida lusitaniae 1
Cryptococcus neoformans
Geotrichum capitatum 1
Candida dublinensis
Candida.melibiosica
Candida sake
Candida apicola
Candida incos/norvegen 1 3 5
Candida famata il 1
Candida utilis 1 1
Candida catenulata 1
Saccaromuces cereviciae
Trichosporon mucoides i 1
Tanimlamadi 3 1 4 12
Toplam 87 | 20 | 21 | 21 | 11 | 7 3 1 1 2 2 13 | 211
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Tablo-6’da en az iki sistemle (iki ticari sistemle ayni veya morfoloji ile
desteklenen bir ticari sistem) dogrulanan turlerin dagihmi gorulmektedir.
Goruldagu gibi izolatlarin %44,1’ini C. albicans olusturmustur. Cimlenme
borusu ve klamidospor olusturan bir izolat, Phoenix Yeast ID Panel ile C.
dubliniensis olarak belirlendiginden total sayi 94 yerine 93 olarak alinmigtir.
En az iki sistem ile dogrulanamayan izolatlarin orani ise %11,8 olarak

bulunmustur. Sekil-7’de C. albicans ve diger turlerin dagilimi gorulmektedir.

Tablo-6: Her iki sistemle veya bir sisteme morfolojinin eklenmesi elde edilen

tur dagihmi.

Tur Sayi (%)
C. albicans 93 (44,1)
C. tropicalis 21 (9,9
C. glabrata 20 (9,5)
C. parapsilosis 18 (8,5)
C. kefyr 17 (8,1)
C. krusei 9(4,3)
C. lusitaniae 3(1,4)
C. neoformans 4(1,9)
G. capitatum 1(0,5)
Dorulanamayan 25 (11,8)
TOPLAM 211
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Sekil-7: C. albicans ve diger turlerin gorulme sikhgi

Gereg ve yontemde bahsedildigi gibi Uretici firma tarafindan énerilen
inkibasyon suresi sonunda, iki sistem ile farkli tanimlanan veya
tanimlanamayan 52 izolat i¢in (Tablo-5) inkibasyon suresi, API ID 32 C
sisteminde 72 saate, Phoenix Yeast ID Panel sisteminde 32 saate
uzatilmigtir. APl ID 32 C tanimlamalarinda bir degisiklik olmamis, Phoenix
Yeast ID Panel tanimlamalarinin ise sadece bes tanesinde (%9,6) degisiklik
olmustur. Bu degisiklikle iki ticari sistem arasindaki toplam uyum 164’e
(%77,7) ¢ikmig, ancak artig orani anlamli bulunmamistir (p=0.88; x? testi).
Tablo-7’7de bu bes izolatin o6nerilen saatler sonundaki ve uzatimis
inkibasyon sonundaki tanimlamalari goérulmektedir. Phoenix Yeast ID Panel
ile S. cerevisiae, ancak API ID 32 C ile C. kefyr olarak belirlenen alti izolatin

uc tanesi uzatiimis inkibasyonda C. kefyr'e donmastur (Tablo-5 ve 7).
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Tablo-7: Uzatiimis inkibasyonun tanimlamada olusturdugu degisiklikler.

APIID 32 C APIID 32 C Phoenix Yeast Phoenix Yeast
(48 s) (72 s) ID Panel (16 s) ID Panel (32 s)
C. krusei C. krusei C. apicola C. krusei

C. albicans C. albicans Tanimlamadi C. albicans

C. kefyr C. kefyr S. cereviciae C. kefyr

C. kefyr C. kefyr S. cereviciae C. kefyr

C. kefyr C. kefyr S. cereviciae C. kefyr

Bu c¢alismada tanimlama, saf kdiltlrlerde direkt olarak primer
izolasyon besiyerinden, karisik kulturlerde ise SDA’ya pasajlandiktan sonra
yapiimistir. Dolayisi ile kanli (50/211; %23,7) ve kromojenik (37/211; %17,5)
besiyerlerindeki Uremelerden yapilan tanimlamalar primer izolasyon
tanimlamalarini; SDA’dan (124/211; %58,8) yapilan tanimlamalar ise pasaj
sonras! tanimlamay olusturdu. Tablo-8'de besiyerlerine gore iki sistem ile
ayni tanimlanan izolatlarin oranlari gorulmektedir. Tabloda da goruldugu gibi
en uyumlu tanimlama SDA besiyerinde yapilmis olmakla beraber aralarindaki

fark anlamli olarak bulunmamistir.

Tablo-8: Farkli besiyerlerinde ayni tanimlanma oranlari.

Besiyeri (n) Ayni tanimlanan tiir sayisi (%)
SDA (124) 101 (81)

Kanli agar (50) 37 (74)

Kromojenik besiyeri (37) 21 (57)

Toplam (211) 159 (75)

SDA: Sabouraud’s dextrose agar; SDA/Kanli agar (p=0.799; x2 testi ); SDA/Kromojenik
(p=0.298; x? testi ); Kanli agar/Kromojenik (p=0.492; x2 testi)

Bu calismada 37 izolatin tanimlanmasi kromojenik besiyerinden
yapilmistir. Kromojenik besiyerinde olusan kolonilerin renklerine gére API ID
32 C ve Phoenix ID Yeast Panel tanimlamasi tablo-9’de gérulmektedir. C.
albicans igin yesil rengin, C. tropicalis icin mavi rengin oldukg¢a 6zgul oldugu

saptanmigtir. Dlzgin pembe kolonilerden doért tanesi API ID 32 C ile
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tanimlanamamistir. Beyaz-burusuk koloni yapisi C. krusei i¢in oldukg¢a 6zgul
olmakla beraber bu kolonilerden yapilan tanimlamada, tg¢ tanesi API ID 32 C
tarafindan C. krusei'ye ¢ok benzeyen C. inconspicua/C. norvagensis olarak
tanimlanmistir. Pembe-beyaz dizgun koloni yapisi cesitli tlrler tarafindan

olusturuldugundan tanimlamada yararli olmamigtir.

Tablo-9: Kromojenik besiyerindeki koloni rengi ve tanimlama.

Koloni rengi (n) APIID 32 C Phoenix ID Panel

Yesil (7) C. albicans (5) C. albicans (7)
Tanimlamadi (2)

Mavi (2) C. tropicalis (2) C. tropicalis (2)

Dlizgin pembe (8) C glabrata (4) C. glabrata (7)
Tanimlamadi (4) C. neoformans (1)

Beyaz-burusuk (7) C. krusei (4) C. krusei (4)
C. lusitaniae (1) C. incons/C. norvagen (3)
Okumadi (2)

Beyaz-duzgun (13) Cesitli tarler Cesitli tarler

C. incons/C.norvagen: C. incospicua ve C. norvegensis; Cesitli turler: C. kefyr, C.
parapsilosis, C. lusitaniae, C. catenulata, S. cereviciae
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TARTISMA ve SONUG

Son birkag dekatta tiptaki sayisiz gelismelere paralel olarak
mikozlarin gorilme siklidr da hizla artmigtir. Kemik iligi ve organ nakillerinin
yayginlasmasi, yeni ve gelismis tedavi olanaklariyla kanser ve yogun bakim
hastalarinin yagsam surelerinin uzamasi, mantar enfeksiyonlarina riskli hasta
grubunu genisletmektedir. Cesitli nedenlere bagli olarak genis spektrumlu
antibiyotik, kortikosteroid, anti-kanser ve immun baskilayici ilaglar ve damar
ici kateterlerin sik kullaniimasi mantar enfeksiyonu gelisimi acgisindan en
onemli olumsuz faktorler olup, saprofit olarak degerlendirdigimiz birgok
mantar tara firsatgi etkenler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (66,67). Firsatci
etkenlerin basinda C. albicans gelmekle beraber diger Candida turleri ve
Trichosporon, Geotrichum, Rhodotorula, Saccharomyces gibi diger maya
mantarlari ile olusan hastaliklar da az degildir (68,69). Bunun o6tesinde bazi
Candida tarleri ve nadir diger mayalarda ciddi antifungal direng
goérilmektedir. Ornegdin, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. inconspicua, C.
kefyr, C. krusei, C. rugosa ve Trichosporon tirlerinde amfoterisin B direnci
tespit edilmigtir (70-72). Ayrica C. glabrata ve C. krusei’de, basta flukonazol
olmak Uzere azol direnci iyi bilinen bir durum olup, gunluk pratikte bu turlerin
cabuk belirlenmesi 6nem tasimaktadir (73,74). Tekrarlayan orofaringeal
kandidozlarda C. albicans ve C. dubliniensis’de de azol direncinin gelistigi
gorulmektedir (75). Bunun otesinde ekinokandinlerin, C. guilliermondii ve C.
parapsilosis’e azalmis etkinligi vardir (76). Avrupa’da “European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) ve ABD’de “Clinical
Laboratory Standards Institute” (CLSI) tarafindan, Candida turleri ve diger
maya mantarlarinin in vitro duyarlihdini élgmeye yonelik referans yontemler
geligtiriimis olmakla beraber, sonuglarin ¢ikmasi 48-72 saati almaktadir
(77,78). Bu nedenle erken tedaviye baglayabilmek igin tlir duzeyinde
belirleme blyuk dnem tasir ve iyilesme ve mortalitenin azalmasinda etkenin

tir dizeyinde belirlenmesinin roli yadsinamaz.
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Candida tarleri ve diger maya mantarlarinin tanimlanmasinda
genotipik yontemler esas olmakla beraber, rutin laboratuvarlarda morfolojik
ve fenotipik tanimlama yaygin kullaniimakta olup, gunimuizde ¢ok sayida
fenotipik tanimlama yapan ticari sistemler vardir. Bu sistemlerin gesitli cins ve
turleri tanimlayabilme yetenekleri kullandiklari substrat sayisi, veri tabanlari
ve kullandiklari algoritmler ile iligkilidir. Substratlarin kullaniimasi sonucu
bulaniklilik, enzimatik yikilmalari sonucu ise renk degisimi gézlenmektedir.
Bir kismi manuel olarak okunurken, bir kismi otomatik olarak cihaz yardimi
ile okunur ve degerlendirilir. Kolay ugulanabilirlik, hizli sonu¢lanma ve maliyet
laboratuvarlarin segiminde rol oynayan en énemli parametrelerdir (62). Bu
calismada da fenotipi tanimlama yapan iki ticari sistem karsilastiriimigtir.
Genotipik tanimlama yapilmadigi i¢in kullanilan ticari sistemlerden her hangi
biri standart kabul edilmemis ve bu nedenle &6zgullik ve duyarhlik
hesaplanmamigtir. Sadece iki sistemin uyumuna bakilmig, morfolojik
bulgularin tanimlamaya etkisi degerlendirilmigtir.

APl ID 32 C deneyimimizin fazla oldugu ve uzun sUredir
laboratuvarimizda kullanilan bir sistem olup, 48 saatte sonuglanmaktadir.
Veri tabani 63 farkl tlird tanimlayabilecek sekilde programlanmistir ve bu
calismada, ¢imlenme borusu ve klamidospor pozitif izolatlari %97 oraninda
C. albicans olarak tanimlayarak literatir ile uyumlu bulunmusgtur (79,80).
Phoenix Yeast ID panelin C. albicans’ tanimlama orani, APl ID 32 C’'den
biraz dusik (%92) olsa da aralarinda anlamli bir fark yoktur. Bu sistemin,
Vitek 2 kolorimetrik YST Kkart ile karsilagtirildigi benzer bir g¢alismada, C.
albicans suslari icin %98 oraninda uyumluluk saptanmistir (65).

C. albicans digi turlerin tanimlanmasida morfolojik bulgular daha az
O0zgul oldugundan fenotipik ve genotipik tanimlama bu tlirlerde daha
onemlidir. Bununla beraber, morfolojik inceleme ile bazi 6énemli bulgular
saptanabilir ve morfolojinin her zaman diger tanimlama sistemlerine ek olarak
kullanilmasi glclii olarak 6nerilir (5,9,58,62). Ornegin, C. glabrata misir
unu/tween-80 agarda hig hif olusturmayan ve tUm mayalar arasinda en kiguk
blastospora sahip olan tirdur (58). Bu calismada da APl ID 32 C ile
tanimlanamayan dort izolat ve Phoenix Yeast ID Panel ile yanlis tanimlanan
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bir izolat, morfolojik destekleme ile C. glabrata olarak belirlenmistir.
Flukonazole direngli olabilen bu tlrin ¢alisma doéneminde uglncu siklikta
go6rulmesi dnemli olup, tanimlamaya dikkat edilmelidir (Tablo-6). Yine benzer
sekilde kriptokok menenijiti olan bir hastanin iki izolati APl ID 32 C ile yanhs
tanimlanmigs olmasina ragmen direkt mikroskobik inceleme ve misir
unu/tween-80 morfolojisi ile tanimlama dizeltilmistir (Tablo-6).

API ID 32 C ile C. kefyr olarak tanimlanan ve morfolojik inceleme ile
desteklenen alti izolat, Phoenix Yeast ID panel tarafindan S. cereviciae
olarak tanimlanmigtir (Tablo-5). Ancak Phoenix Yeast ID Panel ileri
inkiibasyona alindiginda bunlardan ¢ tanesi C. kefyr olarak degismistir.
Morfolojik uyumsuzluk oldugu zaman Phoenix Yeast ID Panelin ileri
inkibasyona alinabilmesi buyuk bir avantajdir ve yaygin kullanilan ticari
sistemlerin bir kisminda bu 6zellik yoktur (81,82). Bu ¢alismada her ne kadar
inkibasyonun uzatilmasinin sonuglara anlamli bir etkisi olmasa da beginci
sikhkta saptadigimiz C. kefyr icin dnemli bir bulgudur.

Bu calismada izolatlarin %75’i iki ticari sistem ile ayni sonucu
vermigken; uyumsuz tanimlamalarda bir sistemin sonucu morfoloji ile
desteklendigi zaman tanimlama orani, istatistiksel olarak anlaml olmasa da
%88’e cikmigtir. Morfolojinin destekledigi APl ID 32 C ile yapilan bir
calismada tanimlama orani %98 olarak bulunmustur (79). Bizim saptadigimiz
oran biraz daha dusuk gorunmekle beraber, bu galismada tanimlama kanli
agar, kromojenik ve SDA gibi farkli besiyerlerinden yapilmistir ve besiyeri
farkhliginin sonuglari etkileyebildigi literatirde vurgulanmaktadir (83). Her ne
kadar dogru olan, tek koloninin pasajlandiktan sonra tanimlamaya alinmasi
ise de bu gecikmeye yol acmaktadir. Bu nedenle bu calismada kanl agar
veya kromojenik besiyerleri gibi primer izolasyon besiyerlerinden, saf dreme
oldugu zaman tanimlama yapilmistir. Tek koloni pasajindan sonra SDA’dan
yapilan tanimlamalarda iki sistem arasindaki uyum daha yuksek bulunsa da
fark anlamli degildir. Aradaki fark anlamli olmadigindan, ézellikle kan kultGru
gibi hizli sonug verilmesi gerektigi zaman, primer izolasyon besiyerlerinden

de tanimlama yapilabilecegi sonucuna ulagilmistir.
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Bu calismada yaklasik G¢ aylik bir stregte butun klinik érneklerden
izole edilen maya mantarlarinin tanimlanmasi yapilmistir. En sik karsimiza
¢clkan tur olan C. albicans’in izolasyon orani %44 olarak bulunmus ve
literartUr ile uyumlu olarak diger Candida ve maya turlerine bir kayis oldugu
saptanmigtir. Pfaller ve ark (84) tarafindan 6,5 yil boyunca yapilan ve tum
dinyay! kapsayan global bir galismada, C. albicans digi tirlere kayis ¢ok net
olarak vurgulanmig, 6zellikle seyrek rastlanan turlerde artisin %50’e ulastigi
belirtiimistir. Bu galismada ikinci siklikta saptanan tir C. tropicalis olmus, ona
hemen yakin oranda C. glabrata saptanmistir. En sik ilk bes igcine C. krusei
degil, C. kefyrin girmesi ise daha nadir gérdugumuz tirlerdeki artisin bir
bagka goOstergesidir. Hastenemizde yatan hastalardaki kan kuilturlerinde
ureyen Candida turleri arasinda ikinci sirada C. parapsilosis yer almaktadir
(34). Ancak bu calismada sadece kan kultarleri degil tum o&rneklerdeki
uremeler tanimlanmistir. Orneklerin yarisinin idrar olmasi, C. tropicalis, C.
glabrata ve C. kefyr dremelerinin sikhdini aciklamaktadir (3,7).
Gastrointestinal sistemde kolonize olabilen bu tirler sondali hastalarda
siklikla Uriner sistem enfeksiyonlarina sebep olmaktadir (7). Her ne kadar bu
calisma kisa bir dénemi icerse de ilk bes igine C. kefyrin girmesi ve C.
glabrata’nin Gguincl sirada olmasi 6énemli bir bulgudur.

Bu calismada iki sistemin sik rastlanan bes tura (C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C.kefyr) seyrek rastlanan turlerden
anlamli olarak daha uyumlu saptadidi ve bu bulgunun literatlrle uyumlu
oldugu goérulmagtur (65,79).

Bu calismada, dunyada ve ulkemizde yeni kullanima giren Phoenix
Yeast ID Panelin, uzun suredir kullanilan APl ID 32 C ile uyumuna
bakilmistir. Phoenix Yeast ID Panel yeni oldugu igin bu sistemle ¢alisilan ¢ok
calisma yoktur. Sadece bir makale ve iki kongre bildirisine ulasiimistir
(65,85,86). Bu U¢ calismada sistem, genotipik olarak dogrulanmig suslarla
karsilastinimis ve >%90 dogdruluk ile tanimlama vyaptigi bulunmugtur
(65,85,86). Ulkemizde ise bu sistemin denendigi baska bir calisma yoktur.
Bahsedildigi gibi genotipik bir tanimlama yapilamadigindan kesin olarak

sistemin saptama oranlari verilememistir. iki ticari sistem arasinda saptanan
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%75’lik uyum dusuk gibi gelse de, higbir ticari sistemin birbiriyle ve klasik

yontemlerle tamamen uyumlu olmasi beklenemez (9,58). Ustelik bu iki ticari

sistem prensip olarak birbirinden oldukga farkhdir. API ID 32 C substratlar

sadece asimilasyonla kullanirken, Phoenix Yeast ID Panel substratlarin

enzimatik yikimini da uyguladigindan daha hizli sonug¢ vermektedir.

Sonug olarak, iki sistem arasindaki uyum c¢ok yuksek saptanmasa

da, Phoenix Yeast ID Panelin kullaniimasi;

API ID 32 C’ye gore daha kisa surede sonug¢lanmasi

Morfolojik tanimlamanin eklenmesi ile uyumun artmasi

Sik izole edilen turlerde uyumun yiksek olmasi

Sistemin ileri inkibasyona olanak vermesi

Maliyetinin daha dustk olmasi (Bir APl ID 32 C stripi yaklasik 25TL
iken; Bir Phoenix Yeast ID Panel stripi yaklasik11 TL’dir)

nedenleriyle dnerilmektedir.
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TESEKKUR

Yasadiklarimdan o6grendigim bir sey var:

Yasadin mi buyuk yasayacaksin, irmaklara, gdge, butin evrene
karigircasina,

Yasadiklarimdan o6grendim;

Butun kitaplari okumak, butiin hayatlari tanimak arzusuyla yanmalisin
Degismemelisin hig bir seyle bir bardak su igmenin mutlulugunu

Ve kederi de yasamalisin, namusluca, butin benliginle

Cunku acilar da, sevingler gibi olgunlastirir insani....

Ve simdi baliklama dalma zamanidir hayatin igcine 6grendiklerimle, yagsama
karismak zamanidir tim kaslarimla ve govdemle. Simdi tesekkur etme
zamanidir bu yolda benimle yuruyecek olan aileme, bana oOgrettikleri
herseyden dolayi Sayin Prof. Dr. Okan Tére, Prof. Dr. GUher Goéral, Prof. Dr.
Cuneyt Ozakin, Prof. Dr. Barbaros Oral, Dog. Dr. Melda Sinirtag, Dog. Dr.
Oktay Alver, Dog. Dr. Ferah Budak, Yrd. Dog¢. Dr. Harun Agca ve Enfeksiyon
Hastaliklari Anabilim Dal’'nin tum degerli hocalarina ve her zaman destegini
hissettigim tez hocam Prof. Dr. Beyza Ener’e, birlikte calistigim butin

teknisyen ve asistan arkadaslarima.

Asistanlik suremde sahip oldugum en guzel sey; yavru kusum bu tez senin

igin...
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