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OZET

Son yillarda tamimlanan Candida dubliniensis, onceleri sadece HIV (+) olgularin ve ozellikle agiz boslugundan izole edilmis
olsa da daha sonra HIV (-) olgular ve cesitli klinik orneklerden de soyutlannugtir. C. dubliniensis’i, germ tiip ve klamidospor
olusturmast yaminda bir¢ok fenotipik ozellikleri de paylastigi icin Candida albicans’tan ayirmak oldukga giictiir. En giivenilir
calismalar olan molekiiler teknikler ise heniiz bircok rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda uygulanmamaktadir.
Calismamizda, daha once cegitli klinik orneklerden izole edilen ve C. albicans olarak tamimlanip stoklanan 195 izolata 3 farkl
yontem uygulanarak C. dubliniensis aragtirdmast planlandi. Ilk yontemde, iki ayri Sabouraud Dextrose Agar (SDA) iceren
plaklara pasajlanan izolatlar 48 saat siireyle 37°C ve 45°C’de inkiibe edildikten sonra iiremeleri degerlendirildi. Ikinci
yontemde, metil mavisi iceren SDA’ya pasajlanan izolatlar 37°C’de 48 saat siireyle inkiibe edildikten sonra olusan kolonilerin
UV lamba altinda floresans verme ozellikleri arastirildi. Ugiincii yontemde ise CHROMagar Candida (CAC) besiyerine ekilip
37°C’de 48 saat siireyle inkiibe edildikten sonra olusan kolonilerin renkleri belirlendi. Literatiire uygun olarak yapilan ve
degerlendirilen ¢alismalar sonucunda sirasiyla 1., 2. ve 3. yontemlere gore, izolatlarin %85.6’s1, %15.9’u ve %14.3’ii C.
dubliniensis olarak belirlendi. U¢ yontem karsilastirildiginda; metil mavili SDA’da floresans verme ve CAC besiyerinde iireyen
kolonilerin renkleri arasinda %94 4, metil mavili SDA’da floresans verme ile 45°C’de iireyebilme arasinda %29.2 ve CAC
besiyerinde iireyen kolonilerin renkleri ile 45°C’de iireyebilme arasinda %27.7 uwyum saptand:. C.dubliniensis izolatlarinin C.
albicans izolatlarindan ayirt edilmesinde ucuz, uygulanmasi ve degerlendirilmesi kolay olmasi nedeniyle metil mavili SDA
yonteminin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilmast dnerilebilir; ancak sonuglar molekiiler yontemlerle
dogrulanmalidir.

Anahtar Kelimeler : Candida dubliniensis, Candida albicans, 45°C’de iireme, Metil Mavili Sabouraud Dekstroz Agar,
CHROMagar Candida

SUMMARY

The Evaluation of Three Methods to Determine Candida dubliniensis in Isolates Previously Described as Candida albicans
in Routine Laboratory

Although first associated with oral candidiasis in HIV-infected patients, Candida dubliniensis, one of the recently identified
patogens has also been recovered from various specimens from different anatomical sites in HIV-negative individuals. However
since C. dubliniensis also produces germ tubes and chlamydospores and shares the phenotypic characteristics with Candida
albicans, it is really difficult to differantiate them from each other. Although molecular tests are reliable but they are not yet
used routinely by many clinical microbiology laboratories. In this study we evaluated 195 isolates which were previously
identified as C. albicans, with three different methods according to previously published studies to find out C. dubliniensis. By
using the first method; after incubation at 37°C and 45°C all of the isolates which were inoculated into two seperate Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) plates were evaluated for growth. The isolates were inoculated into methyl blue included SDA for the
second method and CHROMagar Candida (CAC) for the third method. After incubating for 48 hours; methyl blue included
SDA were evaluated under UV lamp for detecting fluorescence of the colonies, and CAC were evaluated according to the color
of the colonies. According to the method 1, 2, and 3, 85.6%, 15.9%, and 14.3% of the isolates were identified as C.dubliniensis
respectively. The aggreement rates of the fluorescence detection in methylblue SDA and the color development in CAC were
94.4%, the ability to growth at 45°C and the detection of the fluorescence were 29.2%, and the ability to growth at 45°C and
the color development in CAC were 27.7%. Differentiation of C.dubliniensis from C.albicans isolates according to the detection
of fluorescence of the colonies which were inoculated into methyl blue SDA is low cost, easy to prepare and evalute and it could
be recommended to use routinely by clinical microbiology laboratory but results must be confirmed by molecular techniques
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GIRIS

[k kez 1995°de Sullivan ve arkadaslar1 (1)
tarafindan ayr bir tiir olarak tamimlanan Candida
dubliniensis, siklikla agiz boslugundan izole
edilmis ve HIV (+) olgularda goriilmiistiir.
Bununla beraber diger viicut bolgelerinden de
soyutlandig1 bildirilmistir. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda C. albicans’m belirlenmesinde
rutin olarak kullanilan germ tiip testinin pozitif
olmas1 ve misirunlu Tween 80 agarda klamidospor
nedeniyle C.
ayirdetmek oldukca giictiir. Ozellikle azol grubu

olusturmasi dubliniensis’i
antifungallere C. albicans izolatlarindan daha sik
diren¢ gelistirmesi nedeniyle C. dubliniensis
izolatlarinin tanimlanmasi gerekmektedir (2).
Secilecek yontemlerin, uygulamasinin kolay ve
degerlendirmesinin objektif ve ekonomik olmasi
gereklidir. Kesin identifikasyonun yapilabildigi
molekiiler tekniklerin ise rutin laboratuvarda
uygulanmasi oldukca zor ve pahalidir; ancak
dogrulama deneyi olarak kullanilmalidir. Bu
amacla daha once biyokimyasal testlerle C.
albicans olarak tanimlanip stoklanan 195 izolata
tic farkli yontem uygulayarak C. dubliniensis
varliginin aragtirilmasi ve yontemlerin birbirleriyle
karsilastirtlmasi planlanmustir.

GEREC VE YONTEM

Daha o6nce agiz, bogaz, dil, safra, balgam, vajina,
endoserviks, iiretra, apse, yara, BOS, kan, kemik
iligi, kateter ucu, idrar, digki gibi cesitli klinik
orneklerden izole edildikten sonra C. albicans
olarak tanimlanip stoklanan 200 izolat SDA
besiyerinde iiretilmigtir. Tlim izolatlara germ tiip
testi uygulanmistir ve misir unlu tween 80 agara
pasaj yapilmistir. Germ tiip testi negatif bulunan ve
misir unlu tween 80 agarda klamidospor
olusturmayan bes izolat ¢alisma dig1 birakilirken,
calisma grubunu test sonuclart pozitif olarak
degerlendirilen 195 izolat ve C. albicans ATCC
90028 susu olusturmustur. Calisma grubundaki
izolatlarin tiimiine 45°C iireme, %0.01 metil
mavili SDA (MM SDA)’da iireme Chromagar
Candida (CAC) yontemleri iki kez uygulanmustir.

Iki uygulama sonuglar1 farkli bulunan izolatlar
ticiincii kez ¢aligildi ve iki kez ayni bulunan sonug
degerlendirmeye alinmugtir.

1. 45°C iireme yontemi: Tiim izolatlardan iki ayr1
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Oxoid) iceren
plaklara pasaj yapilmistir. Plaklardan biri 37°C,
digeri ise 45°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra
her iki inkiibasyon 1sisinda da iireme olanlar C.
albicans, 37°C’de iireme olup 45 °C’de iireme
saptanmayanlar ise C. dubliniensis olarak
degerlendirilmistir (3).

2. MM SDA yontemi: Tiim izolatlar %0.1 metil
mavisi (CI: 42780) (Sigma) iceren SDA
besiyerine pasaj yapilmigtir. 35-37°C’de 48 saat
inkiibe edilip iiremeleri belirlendiktan sonra UV
lamba altinda floresans verme Ozellikleri
aragtirtlmigtir. Floresans veren izolatlar C.
albicans, vermeyenler ise C. dubliniensis olarak
degerlendirilmistir (4,5).

3. CAC yontemi: Tiim izolatlar CHROMagar
Candida (CHROMagar) besiyerine pasaj alinip
35-37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra
olusan kolonilerin renkleri incelenmistir. Acik
yesil ve pembe tonlar1 C. albicans, koyu yesil ve
tonlar1 ise C. dubliniensis olarak degerlen-
dirilmistir (6).

Istatistiksel Analiz: Ug yontemin sonuclarina da
SPSS 10.0
McNemar testi uygulandi ve yontemlerin ikiser

programindan  yararlanilarak,
olarak birbiriyle uyumlarindaki p degerleri
belirlenmistir.

BULGULAR

1. 45°C ireme yoOntemi: SDA besiyerine
pasajlanip 37°C’de inkiibe edilen izolatlarin
tiimiinde, 45°C’de inkiibe edilenlerden ise sadece
28’inde iyi lireme belirlenmistir. 45°C’de inkiibe
edilenlerden 167’sinde ise ilireme saptanmamustir.
Bu sonuglar ile izolatlarm % 85.6’s1 C.
dubliniensis olarak degerlendirilmistir (Tablo1).

2. MM SDA yontemi: Metil mavili SDA’ya
pasajlanan suglarin 164°ti UV ile floresans
verirken 31’inde floresans belirlenememistir. Bu
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Tablo 1: Uygulanan yontemler ve degerlendirme kriterlerine gore C. dubliniensis olarak saptanan izolatlarm say1 ve

yiizdeleri
459Cde iireme MM SDA CAC
n (%) n (%) n (%)
C. dubliniensis 167 (85.6) 31 (159) 28 (14.4)
Tablo 2: Yontemlerin % uyumluluklari ve p degerleri
Uyumluluk p degerleri*
45°C’de iireme - MM SDA %9 .2 <0.001
45°C’de iireme - CAC %7.7 <0.001
MM SDA - CAC %94 4 >0.5

*McNemar testi ile belirlendi

sonuglar ile izolatlarin % 15.9’u C. dubliniensis
olarak degerlendirilmistir. (Tablo1).

3. CAC yontemi: CHROMagar Candida
besiyerine pasajlanan suslarin  olusturdugu
kolonilerden 167’sinin agik yesil, 28’inin ise koyu
yesil cesitli oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar ile izolatlarin %14 .4’

rengin tonlarinda
C. dubliniensis olarak degerlendirilmistir
(Tablol). Istatiksel analiz sonuglari Tablo 2’de
Ozetlenmistir (Tablo 2).

TARTISMA

Son yillarda tammlanan Candida dubliniensis, germ
tiip pozitifligi, klamidospor olusturmast ve diger
bircok fenotipik oOzellikleri paylastigr i¢in C.
albicans’tan ayirt etmek giictiir. En giivenilir
caligmalar olan molekiiler tekniklerin ise rutin
mikoloji laboratuvarlarinda uygulama zorluklar
vardir ; ancak altin standart olduklar1 bilinmektedir.

Pinjon ve ark. (3) 120 C. dubliniensis ve 98 C.
albicans izolatiyla yaptiklar1 caligmalarinda SDA
besiyerlerini 37, 42 ve 45°C olmak tizere ii¢ farkh
C. dubliniensis - C.
albicans ayrminda en uygun 1sinmn 45°C oldugunu

1sida inkiibe etmisler ve

bildirmislerdir.
izolatlardan %85.6’smin  C.dubliniensis olarak
tanimlanmasi

Calisma-mizda bu yOntemle

beklenenin  ¢ok iizerindedir.

Izolatlarimizda b-glikozidaz testi ve molekiiler
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yontemlerle dogrulama yapilmasini planlamaktay1z.

Odds ve ark (7) cesitli Candida izolatlarim {i¢ ayr1
CHROMagar Candida besiyerine ekerek 25, 30
ve 37°C olmak iizere farkli 1silarda inkiibe etmisler
ve tiim plaklarda iireyen koloniler ve renklerini 1.
2. ve 3. giin sonunda dege-rlendirmiglerdir. 25
°C’de C. dubliniensis izolatlarinin 1. giin %95’inin
acik yesil, 2. ve 3. giinler ise %100’iiniin yesil
renkte oldugu gozlenmistir. Bu besiyerinde C.
dubliniensis i¢in ayirtedici olan koyu yesil veya
cok koyu yesil renkte tireme izolatlarin hicbirinde
gbzlenmemistir. Bunun yaninda 37 °C’de
izolatlarin %95°1 1.giin yesil, 2.giin koyu yesil,
3.glin ise ¢ok koyu renkte koloniler olustururken
izolatlarin  %35’inde iireme
Ozellikle C. albicans ve C. dubliniensis ayriminda
37°C’de inkiibasyonun yeterli olmasi nedeniyle,
CAC

saptanmamigtir.

caligmamizda
besiyerleri sadece bu 1sida inkiibe edildi.

izolatlarin  pasajlandig:

Odds ve ark. (8) 1970°den beri stokladiklari
mayalarda C. dubliniensis varligmin belirlenmesi
amaciyla yaptiklar1 li¢ basamakli ¢alismada once
CAC besiyerine ekim yapilmus,
tipik yesil renkteki kolonilerden farkli olan

C. albicans igin

kolonilerde b-glikozidaz testi calisilmis ve
%18.5’inde sonu¢ negatif bulunmustur. Son
olarak b-glikozidaz testi negatif izolatlarin
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%9.0’unda Ca3 probe ile yapilan DNA
parmakizinde C. dubliniensis icin karakteristik
hibridizasyon patternleri saptanmustir.

Pincus ve ark. (9) caligmalarinda rutin

laboratuvarda  C.  dubliniensis  varliginin
belirlenmesinde kolay ve hizli yoOntemlerin
uygulanmasin1 Onermislerdir. Karsilagtirdiklar:
ticari sistemlerden API 20C AUX ve ID 32 C
sistemlerinde veritaban1 degisikligi ile daha
giivenilir sonuclar verilebilecegini bildirmisgler.
RapID Yeast Plus sisteminde C. dubliniensis’i
ayird etmek i¢in optimal substrat bulunmamasina
karsin yapilacak ek testlerle C. dubliniensis’i tiir
seviyesine kadar tanimlama potansiyeli oldugunu
savunmuglardir. Cardenes ve ark. (10) ise C.
albicans’1 diger Candida tiirlerinden ayirdetmek
amaciyla ticari olarak satilan Albicans ID2
besiyerinin C. albicans-C. dubliniensis ayriminda

yetersiz kaldigini bildirmislerdir.

Cryptococcus neoformans’in saptanmasinda rutin
olarak kullanilan Staib agar1 C. dubliniensis ile
C. albicans’m ayriminda ilk olarak Staib ve ark
(11) denemis, koloni morfolojilerinde farklilik
belirlemislerdir. Mosaid ve ark. (12) ise bu amagla
hem Staib hem de Kafeik Asit-Ferrik Sitrat (KA-
FS) Agarlar1 kullanmiglardir.C. dubliniensis
suslarmin %76.9’u Staib Agar’da 72 saatte, %80’
ise Kafeik Asit-Ferrik Sitrat Agar’da 120 saatte
klamidospor olustururken C. albicans izolatlarinin
tamaminda negatif sonug elde etmiglerdir. Gerek
Staib, gerekse KA-FS agarlar1 ile sonu¢ alma
stiresi caligmamizda kullanilan yontemlerle
kargilagtirildiginda daha uzundur. Ayni caligmada
tiim izolatlarin Staib agar’da olusturduklar1 koloni
morfolojileri incelenmis fakat istatistiksel olarak
anlaml1 sonuglar elde edilmemistir.

Schoofs ve ark. (6) calismalarinda CAC ve MM
SDA besiyerlerinde C. dubliniensis olarak
tanimlanan izolatlarin dikkate alinip incelen-
mesini onermislerdir.

C. dubliniensis, fenotipik benzerligi nedeniyle
C. albicans’dan oldukc¢a giic ayirt edilmektedir.
C. dubliniensis’e bagh infeksiyonlarda flukonazol

tedavisi sonrasi ortaya c¢ikan direng, tedavide
giicliiklere neden olmaktadir (2). C. dubliniensis -
C. albicans ayriminda altin standart olan
molekiiler yontemler pahali ve zahmetli olmalari
nedeniyle rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
uygulanamamakta; hizli, kolay, ucuz ve dogru
sonu¢ veren testlere gereksinim duyulmaktadir.
Calismamuz verileri, % 0.01 metil mavisi iceren
SDA besiyerinin ticari olarak satilan CAC besiyeri
ile % 944 oraninda uyumlu sonu¢ verdigini
gostermektedir (Tablo 2). Metil mavili SDA
besiyerinin, hazirlanmasi kolay, degerlendirilmesi
objektif ve ekonomik olmasi nedeniyle
C. dubliniensis’in C. albicans’tan ayirt edilmesi
icin uygun oldugunu ve rutin laboratuvarda
kullanilabilecegini diistinmekteyiz.
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