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OZET

Bu calismada, klinik érneklerden izole edilen 118 Candida susu rutin yontemler ve ticari bir yontem olan API20C ile
identifiye edilmis ve sonuglar MIS yontemiyle elde edilen hiicresel yag asitlerinin profili ile karsilastirinugtir. Candida
suglari, Candida albicans (n=74), Candida tropicalis (n=28), Candida glabrata (n=7), Candida parapsilosis (n=3), Candida
krusei (n=4) and Candida guilliermondii (n=2) olarak tammlannugtir. Yag asiti analizinde, maya izolatlarimin sabouraud
dextrose agarda 28°C de 24 saatlik kiiltiirii hazirlanms. Parcalanan koloniler, metillenmig, ekstrakte edilmis ve
kromatografik analizleri sistem kilavuzuna gore yapildi. 118 izolatin 79 (%66,9) u tiir diizeyinde dogru, 27 (%22,8)'i yanlis
tiplendirilmis ve 12 (%10,1)’i tiplendirilememistir.
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SUMMARY

Chromatographically analyzes cellular fatty acids and compares the results with the fatty acid profiles in its database.
Candida strains were identified as and included Candida albicans (n=74), Candida tropicalis (n=28), Candida glabrata
(n=7), Candida parapsilosis (n=3), Candida krusei (n=4) and Candida guilliermondii (n=2). In preparation for fatty acid
analysis, yeast isolates were subcultured onto sabouraud dextrose agar and were incubated at 28 °C for 24h. The colonies of
yeast were saponified, methylated, extracted, and chromatographically analyzed according manufacturer’s instructions. Of
the 118 isolates tested, 79 (66,9%) were correctly identified to the species level, with 27 ( 22,8%) being incorrectly identified
and 12 (10,1%) giving no identification.
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GIRIS

Son yillarda mantar infeksiyonlarinin sikligr kan-
ser, AIDS, organ transplantasyonu, kemoterapi ve
radyoterapi gibi c¢esitli nedenlere bagli immiin
yetmezlikli hasta sayisinin artmasi, invazif giri-
simlerin yayginlagmasi, genis spektrumlu antibak-
teriyel ve kortikosteroid ilag tedavileri gibi ne-
denlere bagli olarak artis gostermektedir. Yiiksek
morbidite ve mortalite sebebi olan invazif man-
tar infeksiyonlarinin tedavisindeki basari orani et-

ken tiirlerin dogru ve hizli bir sekilde tanimlan-
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masina baghdir (1).

Giiniimiizde patojen oldugu diisiiniilen Candida
tirlerinin  sayist artmaktadir. Candida tiirlerinin
tiplendirilmesi, fenotipik identifikasyona dayali
mikroskobik morfoloji, germ tiip olusturma, kla-
midyospor olusumu, kromojenik besiyerlerinde
koloni rengi degerlendirilmesi gibi metodlar ile
baglamigtir. Daha kisa siirede sonu¢ veren biyo-
kimyasal ve enzimatik reaksiyonlarmn degerlendi-
rilmesine dayali manuel olarak yada otomotize
olarak kullanilabilen API 20C, API Candida, Ra-
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pID Yeast Plus, MicroScan Yeast Identification
Panel, VITEK Yeast Biochemical Card gibi sis-
temler rutin kullamima girmeye baslamistir. Son
yillarda, PCR temelli molekiiler tani1 yontemleri
Candida’larin  tiir diizeyinde tanimlanmasinda
onem kazanmaktadir (2).

Hiicresel yag asitlerinin belirlendigi gaz-sivi kro-
matografisi metodu cevre ve klinik kokenli bak-
terilerin, mikobakterilerin ve mayalarm tiir diize-
yinde tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Mikrobi-
yal Identifikasyon Sistemi (MIS=Microbial
Identification System, MIDI, INC, Newark, DE,
USA) tiirlere 6zgii olan tiim yag asiti metil es-
terleri, dimetil asetil, aldehid gibi bilesikleri yiik-
sek ayristirma oOzelligindeki gaz-sivi kromatogra-
fisi vasitastyla tanimlar. MIS tam otomotik bilgi-
sayar destekli, hizli sonu¢ veren, diisiik maliyet-
li olup laboratuvarda izole edilen bir ¢ok mikro-
organizmanin identifikasyonunda kullanilmaktadir
(3-7).

Bu calismada MIS sistemi degisik klinik Ornek-
lerden izole edilen Candida suglarinin tiplendiril-
mesinde kullanilmistir.

GEREC VE YONTEM

Candida suslari. Atatiirk Universitesi Mikrobiyo-
loji ve Klinik Mikrobiyoloji rutin laboratuvarina
degisik klinik ve polikliniklerden gonderilen 40’1
kan, 35’1 idrar, 16’s1 yara, 10’u bogaz salgisi
17°si vajina Orneginden izole edilen ve infeksi-
yon etkeni oldugu diisiiniilen toplam 118 Candi-
da susu incelenmistir. Bu suglar laboratuvarimiz-
da germ tiip olusturma, tween 80’li corn meal
agarda mikromorfoloji incelenmesi, kromojenik
besiyerinde koloni renk ve morfolojilerinin deger-
lendirilmesi ve API 20C sistemi ile tiir diizeyin-
de tamimlanmigtir. Calismamizda standart sus ola-
rak C.albicans ATCC 90028, C.parapsilosis
ATCC 22019 ve C.glabrata ATCC 90030 kulla-
milmistir. Identifikasyonu yapilan bu suglar Ata-
tirk Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve Uy-
gulama Merkezinde MIS sistemi ile yeniden de-
gerlendirilmisgtir.

MIS. MIS sistemi dort ana parcadan olusan ve
bilgisayar kontroliinde calisgan bir sistemdir:
1-Gaz kromatografisi 2-Kromatografiyi besleyen
gaz tanklar1 (hidrojen,azot ve hava) 3-Bilgisayar
sistemi 4-Database’ler (Sherlock system software,
library generation software, bakteri ve mantar
icin hazirlanmig kiitiiphaneler) (8).

MIS sistemi ile degerlendirilecek Candida suslari-
nin Sabouraud dextrose agarda 28 °C de 24 saat-
lik kdltiirti hazirlanmistir. Besiyerinde iireyen ma-
yalardan bir 6ze dolusu alinarak steril Sml lik cam
tiipe aktarilarak iizerlerine 1ml saponifikasyon ¢o6-
zeltisi (hiicre parcalayict [NaOH 45 gr, metil al-
kol 150ml, saf su 150 ml]) eklenmis 5-10 saniye
calkalanmig ve 25 dakika siire ile 100°C lik su
banyosunda inkubasyona birakilmigtir. Bu islem bi-
rinci basamak olup hiicrelerin parcalanip yag asit-
lerinin serbest kalmasmna neden olmaktadir.

Ikinci basamakta tiiplere 2 ml metilasyon cozel-
tisi (HCL, 325 ml, metil alkol 275ml) eklenerck
5-10 saniye calkalandiktan sonra 10 dakika
80°C’de daha sonra 2 dakika buz igerisinde bek-
letilmistir. Bu asamada serbest yag asitlerine es-
ter baglar1 ile metil eklenmis olur ve yag asitle-
rinden yag asit metil esterleri olusur ve yiiksek
sicaklikta ucucu 6zellik kazanir.

Uciincii  basamakta sogutulmus tiiplere 1,25 ml
saflagtirma ¢ozeltisi (hekzan 200 ml, meti-tert-bu-
til eter 200 ml) eklenerek 10 dakika calkalanmis-
tir. Bu siire sonunda tiipte iki faz olugmustur. Alt
faz asidik, tiistte organik sivi faz olusup Pasteur
pipeti ile asidik faz toplanmigtir.

Son asama bazik yikama agsamasidir. Bu agsama-
da tiiplere 3ml yikama c¢ozeltisi (NaOH 10,8 gr,
saf su 900 ml) eklenip 5 dakika calkalanip 10
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bazik yi-
kama agsamasinda yag asit metil esterleri daha saf
olarak elde edilmistir. Siire sonunda tiiplin iist
kisminda kalan yag asitlerinin saf metil esterleri
Pasteur pipeti ile toplanip 2 ml lik gaz kroma-
tografisi tiiplerine aktarilmigstir. Tiipler MIS ciha-
z1 tizerindeki Ornek toplama tepsisine yerlestiril-
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mis ve sistem kilavuzuna uygun olarak tek tek
analiz edilmigtir. Sonuglar cihazin bilgisayar: ta-
rafindan YST 28 ve YSTCLN Kkiitiiphanelerine
gore degerlendirilmistir (8).

BULGULAR

Calismada degisik klinik orneklerden izole edilen 118
candida sugu klasik rutin yontemler ile C.albicans
(n=74), C.tropicalis (n=28), C.glabrata (n=17), C.parap-
silosis (n=3), C.krusei (n=4) ve C.guilliermondii (n=2)
olarak tanimlamigtir. MIS sistemi ile tekrar degerlendiri-
len bu suglarm 79 (%66,9)'u klasik identifikasyon so-
nuglart ile uyumlu bulunmugstur. Dogru olarak tanimla-
nan suslarm 58’inin C.albicans, 13’tiniin C.tropicalis,
3’tintin C.glabrata, 2’sinin C.parapsilosis, 2’sinin C.kru-
sei, 1'inin  C.guilliermondii  tlirine ait olduklar
saptanmigtir. Caligmada MIS sistemi ile yeniden deger-
lendirilen 118 Candida susunun 27 (%22.8)’isi klasik
tan1 yontemleri ile elde edilen sonuglarma uygunluk gos-
termemigtir.  Klasik yontemler ile C.albicans olarak
tanimlanan 10 Candida sugu MIS ile C.lusitaniae (n=4),
C.kefyr (n=3), C.glabrata (n=1), Zygosaccharomyces
(n=1) ve C.tropicalis (n=1) olarak tammlanmigtir. C.tro-
picalis suglarimin 12’si, C.glabrata suglarimin 3’d, C.kru-
sei suglarinin 1’1 ve C.guilliermondii suglarinin 1’1 MIS
ile yanlig tamimlanmistir. Toplam 12 (%10,1) sus ise ta-
nimlanamamistir. MIS ile dogru ve yanlg tanimlanan ve
tanimlanamayan suglarin klasik yontemler ile identifiye
edilenlerle kargilagtirilmasi Tablo 1 ve yanlig tanimlanan

suslarin sonuclart Tablo 2 de verilmistir.
Tablo 1. . MIS ile tamimlanan suslarin klasik yontemler ile
identifiye edilen suslar ile karsilastirilmasi.

Nimet Yigit, Ayse Esin Aktag, Hakan Uslu

Tablo 2. . MIS ile yanlis tanimlanan suglar ve tani sonuglari

IMIS ile yanlig tanimlanan suglar [Tani sonuglar

C.albicans (n=10) C.lusitaniae (n=4), Ckefyr
(n=3), C.glabrata (n=1),
[Zygosaccharomyces (n=1),

C.tropicalis (n=1)

C .tropicalis (n=12) C.albicans (n=10), C.aaseri

(n=1), C.polymorpha (n=1)

IC.glabrata (n=3) C.albicans (n=1), C.kefyr

(n=1), S.cerevisiaec (1)

C krusei (n=1) [Zygosaccharomyces (n=1)

C.guilliermondii (n=1) C.apis (n=1)

[Toplam (n=27)

Klasik yontemler
ile tanimlanan MIS ile tamimlanan suglar
suslar
Dogru Yanlig Tanimla-
tanimlanan tanimlanan namayan
suglar suglar suglar
C.albicans (n=74) 58 10 6
C .tropicalis (n=28) 13 12 3
C.glabrata (n=7) 3 3 1
IC .parapsilosis 2 - 1
(n=3)
IC krusei (n=4) 2 1 1
C.guilliermondii 1 1 -
(n=2)
[Toplam (n=118) 79 27 12
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TARTISMA

Candida cinsi i¢inde yaklagik 200 tiir bulunmak-
tadir ve bunlarmn 20’si insan ve hayvanlarda in-
feksiyon etkenidir. C.albicans onceleri daha sik-
likla izole edilirken son yillarda diger candida
tirleri artis gostermektedir. Klinik 6rneklerden
izole edilen Candida tiirlerinin dogru ve hizh ta-
nimlanmasi, antifungal duyarliliklarinin belirlen-
mesinde ve tedavi basarisinin artmasinda onemli-
dir (9).

MIS tam otomotik bilgisayar destekli, hizli sonug
veren, diisiik maliyetli olup laboratuvarda izole
edilen bir¢ok mikroorganizmanin identifikasyo-
nunda kullanilmaktadir. Degisik  ¢aligmalarda
arastiricilar  klinik  orneklerden izole ettikleri
Gram negatif anaerop bakterilerin (10), Gram ne-
gatif nonfermentatif bakterilerin (11), stafilokok-
larin (7) ve mikobakterilerin (12) tanimlanmasin-
da kullanmiglardir. Sistemin bilgisayar kiitiiphane
verilerinin gelistirilmesi ile bu sistem mayalarin
tiir diizeyinde identifikasyonu i¢in de kullanilma-
ya baglamistir (3-6).

C.albicans ve diger tiirlerin identifikasyonlar1 kla-
sik ve ticari biyokimyasal sistemler ile 24 ile 72
saat siirede yapilmaktadir. MIS sistemi ile kiiltiir-
de iireyen koloniler aym giin tanimlandig1 i¢in
diger yontemlere gore daha hizli sonug¢ alimmak-
tadir. Fakat degisik caligmalarda sistemin dogru
sonu¢ oranlar1 ve giivenilirligi hakkinda farkli de-
gerlendirmeler yapilmistir. Arthur ve ark. (3) 550
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klinik maya izolat1 iizerinde yaptiklari calismada
suglarin MIS ile %68,0’inin dogru, %15.,8’inin
yanlig tanimlandigini, %16,2’sinin ise tanimlana-
madigini bildirmigler, James ve ark (6) MIS ile
identifikasyonunda klinik Candida izolatlarinin
%74’initi dogru, %16’sm1 yanlis tanimlamiglar ve
%28’ini ise identifiye edememiglerdir. James ve
ark (5) 477 maya susu ile yaptiklari bir diger
calisgmalarinda MIS’in dogru tanimlama oranini
%70,2, yanlis tanimlama oranm %143 ve
tanimlayamama oranmi %6,l olarak belirlemigler-
dir.

Sistemin dogru sonug¢ orani %74’ilin iizerine cik-
mamigstir. Bizim ¢alismamizda MIS’in dogru so-
nu¢ orant %669 olarak belirlenmigtir.

Klasik yontemler ile tanimladifimiz C.albicans
suglarindan 10’u  MIS tarafindan C.lusitaniae
(n=4), C.kefyr (n=3), C.glabrata (n=1), Zygosacc-
haromyces (n=1), C.tropicalis (n=1) olarak
tanimlanmistir. C.albicans suglarinda yanhg de-
gerlendirme oramt %13.5 dir. C.tropicalis susla-
rindan 10’u C.albicans, 1’1 C.aaseri, 1’1 C.poly-
morpha olarak, C.glabrata suslarindan 1’1 C.albi-
cans, 1’1 C.kefyr, 1’1 S.cerevisiae olarak
tanimlanmistir. Yanlis degerlendirme orani C.tro-
picalis suslarinda (%42.8), C.glabrata suslarinda
(%42.,8), C.krusei suslarinda (%25), C.guillier-
mondii suglarinda (%50) olarak belirlenmisgtir.

Caligmamizda klasik yontemler ile tanimlanan 74
C.albicans susundan 6’s1, 28 C.tropicalis susun-
dan 3’t, 7 C.glabrata susundan 1’1, 4 C.krusei
susundan 1’1 ve 3 C.parapsilosis susundan 1’1
MIS ile tanimlanamamustir. Calismalarda sistemin
tanimlayamama nedeni olarak bilgisayar degerlen-
dirme kiitiiphanelerinde maya tiirlerine ait yag
asiti profil verilerindeki eksiklik gosterilmektedir
(3-6).

Calismamizda standart sus olarak C.albicans
ATCC 90028, C.parapsilosis ATCC 22019 ve
C.glabrata ATCC 90030 kullanilmistir. Bu suglar
MIS ile dogru tanimlanmuigtir.

Mikrobiyal Identifikasyon Sisteminin sadece hiz-
It sonug vermesi yeterli degildir. Dogru tanimla-

ma oranlarinin diisiik olmasindan dolay1 tek ba-
sina mayalarin identifikasyonunda kullanilmasi
uygun degildir. Diger klasik yontemler ile des-
teklenmesi ve sistemin yag asiti profil verilerinin

gelistirilmesi gereklidir.
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