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OZET

Candida cinsi mayalar klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik izole edilen mantarlardir. Candida cinsi iginde yer alan
tiirler arasinda, antifungal tedaviye cevabin farklilik gostermesi nedeniyle, Candida tiirlerinin tanimlanmasi bityiik 6nem tagi-
maktadir. Tir tanimimin hizli yapilabilmesi igin, kullanilan besiyerlerindeki maya morfolojilerinden yararlanilmas1 amaciyla,
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), Eosin Metilen Blue (EMB) agar, Misir unu-Tween 80 agar, Patates Dekstroz Agar (PDA) ve
Mueller Hinton Agar (MHA) plaklar: kullanilmistir. Plaklara daha 6nce tiir tanimi yapilmis 20 klinik kéken ve {i¢ referans
koken ekilmistir. Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida pelliculosa, Candida
krusei, Candida dubliniensis, Candida kefyr, Candida famata, Candida rugosa tiirlerinin olusturduklar: kolonilerin mikrosko-
bik morfolojileri incelenmistir. Her besiyerindeki koloni mikroskopta fotograflanmistir. Candida krusei, C. glabrata, C. rugosa
tirlerinin tiir tanimi yapilmasina yeterli, belirgin morfolojik 6zellikleri oldugu, ancak diger tiirler igin tipik 6zellikler bulun-
madig1 saptanamamustir. MHA plaklarinin maya morfolojisinin kolaylikla degerlendirilmesine olanak sagladig: gosterilmistir.
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan besiyerlerinde Candida tiirlerinin tiir diizeyinde tanimlanmalarina
yardimct olabilecek mikroskobik 6zelliklerin izlenebildigi anlagilmistir.

Anahtar kelimeler: Candida, mikroskobi, tiir ayirimi, EMB, kanli agar, MHA

SUMMARY

Candida genus are most frequently isolated yeasts in the clinical microbiology laboratories. Species identification is very im-
portant in the genus because different Candida species have variable antifungal susceptibility patterns. In this study, Sabouraud
dextrose agar, Eosin Metilen Blue agar, Corn Meal- Tween 80 agar, Potato Dextrose agar and Mueller Hinton agar plates were
compared for the determination of species specific morphology on agar plates. Twenty clinical strains and three reference
strains were inoculated into agar plates. Microscopic morphology of the colonies of Candida albicans, Candida tropicalis, Can-
dida glabrata, Candida parapsilosis, Candida pelliculosa, Candida krusei, Candida dubliniensis, Candida kefyr, Candida famata,
Candida rugosa species were investigated. All the colonies were documented visually. Differentiative and morphologicaly typi-
cal colonies were detected in Candida krusei, C. glabrata, C. rugosa species, while other species has no typical morphological
features. It was demonstrated that MHA plates could be easly visualized for colony morphology. Typical colony morphologies
of some Candida species were detected on routine media which is widely used in microbiology laboratories.
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GIRIS

Mantar enfeksiyonlarinin gorilme siklidi giderek
artmaktadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarina
gonderilen 6rneklerden basta Candida tirleri ol-
mak Uzere, diger maya mantarlari ve kif mantarlar
siklikla izole edilmektedir. Ureyen mantarin cins ve
tlr tanimi yapilabilmesi icin fenotipik yontemlerden
ve son yillarda genotipik yontemlerden yararlanil-
maktadir (1). Kromojenik besiyerlerinde her Candi-
da tirQ farkli renkte koloni olusturur, buna gore tiir
tanimi yapilmasi icin CHROMagar Candida ve Biggy
Agar gibi ticari besiyerleri gelistirilmistir (1,2,3). Cim-
lenme borusu veya germ tiip olusturma, Candida
albicans icin temel tanimlama 6zelligidir. C. albicans
ve ona yakin tirler olan C. dubliniensis, C. tropicalis
misir unu-tween 80 agardaki morfolojik 6zellikleri-
ne gore tanimlanirlar. Candida albicans yalanci hif
lizerinde tek bir klamidospor olustururken, C. dubli-
niensis klamidospor demetleri ile ayirt edilir (4). Kla-
midospor olusturmayan diger mayalar misir unu-
tween 80 agardaki morfolojik 6zelliklerine bakilarak
tanimlanabilir. Misir unu-tween 80 agar disinda Eo-
sin Metilen Blue (EMB) agar ve Mueller Hinton Agar
(MHA) mayalarin klamidospor olusturmalari icin
kullanilmistir (5).

Bu calismanin amaci, farkh besiyerlerinde Candi-
da turlerinin koloni morfolojilerini ve mikroskobik
Ozelliklerini incelemek ve tiir tanimi yapilmasinda
kullanilabilecek 6zelliklerin olup olmadigini belirle-
mektir.

GEREC ve YONTEM

Klinik 6rneklerden izole edilen ve ¢imlenme bo-
rusu olusturma ozelliklerine, misir unu-tween 80
agardaki morfolojik 6zelliklerine ve karbonhidrat
asimilasyonu sonuglarina gore tiir tanimi yapilmis
20 koken ve ¢ referans kdken calismaya dahil edil-
mistir. Referans kokenler Candida krusei ATCC 6258,
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida albicans
ATCC 90028, klinik kdkenler 4 Candida albicans, 3
Candida tropicalis, 3 Candida glabrata, 2 Candida
parapsilosis, 2 Candida pelliculosa, 2 Candida krusei,
1 Candida dubliniensis, 1 Candida kefyr, 1 Candida
famata, 1 Candida rugosa'dir. Stok kiltGriinden Sa-
bouraud Broth’a canlandirma yapilmis olan her bir
kokenden, Sabouraud Dekstroz Agar (SDA), EMB
agar, Misir unu-Tween 80 agar, Patates Dekstroz
Agar (PDA) ve MHA plaklarina ¢izgi ekimi yapilmis-

tir. Ekimler her 24 saatte kontrol edilmek Uizere, 96
saate kadar 35°C'de bekletilmistir. Her besiyerindeki
koloni morfolojisi ve mikroskopta izlenen morfoloji
fotograflanmistir.

BULGULAR

Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parap-
silosis, C. pelliculosa, C. krusei, C. dubliniensis, C. kefyr,
C.famata, C. rugosa kokenlerinin SDA, EMB agar, Mi-
sir unu-Tween 80 agar, PDA, MHA plaklarinda olus-
turduklan morfolojik 6zellikler degerlendirilmis ve
tar tanimi yapilmasi icin yeterli olan &zellikler kayit
edilmistir. Buna gore, C. krusei, C. glabrata, C. rugo-
sa tirlerinin tlr tanimi yapilmasina yeterli, belirgin
morfolojik ozellikleri oldugu belirlenmistir. Diger
tirler igin tipik 6zellikler saptanamamistir. PDA, SDA
ve EMB agar plaklar mayalarin morfolojik 6zellikle-
rinin gorilebilmesi icin mikroskopta incelendiginde
net gorintiler elde edilememistir. Misir unu-tween
80 agar ve MHA plaklari maya morfolojisinin ko-
laylikla degerlendiriimesine olanak saglayan sekil-
de 15191 gecirmis ve net gorintiler elde edilmistir.
MHA'da Candida morfolojik 6zelliklerinin, misir unu-
tween 80 agardan daha kolay ayirt edildigi, besiye-
rinin daha seffaf olmasi nedeniyle koloni morfoloji-
sinin ve mikroskobik morfolojinin daha kolay deger-
lendirildigi gorulmustir. Klamidopsor olusumunun
MHAda kolaylkla degerlendirildigi gorulmustir.
Her koken ve her besiyerinde olusturdugu koloni
morfolojisi fotograflanmistir. Toplam 162 fotograf
cekilmistir. Burada bazi fotograflar sunulmaktadir.

TARTISMA

Diskiin konaklarda gelisen mantar enfeksiyonlari
olimcul klinik tablolardir. Son yillarda kemik iligi
nakli, solid organ nakli gibi gelismis tibbi uygulama-
lar hastalarin daha uzun stire nétropenide kalmala-
rina neden olmaktadir. Tibbin gelismesi bir yandan
da mantar enfeksiyonlarinin artmasina neden ola-
rak ironik bir durum olusturmaktadir (1,2). Artan
mantar enfeksiyonlari nedeniyle, klinik mikrobiyo-
loji laboratuvarlarinda daha ¢ok mantar, ve en sik
olarak da Candida tirleri izole edilmektedir. izole
edilen Candida turleri fenotipik yontemler kullani-
larak tanimlanabilirler (1). Candida turlerinin hizli
tanimlanmasi ve tedaviye erken baslanmasi icin ¢ok
sayida fenotipik yontem denenmistir. Ornegin kan
kaltar siselerinden Greyen mayalarin Gram boya ile
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incelenmesi ile cimlenme borusu olusturan C. albi-
cans ve olusturmayan albicans disi turlerin birbirin-
den ayrildigi1 gosterilmistir (6,7).

Mikroorganizmalarin mikroskobik 6zelliklerine
gore tir diizeyinde tanimlanmalari icin klinik mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan besiyerle-
rinin neredeyse tamami denenmistir. Bu amacgla ilk
kez hipertonik besiyerleri kullaniimistir. Ancak bu
sekilde basarili sonuclar elde edilememistir (8). Eski
adi ile Torulopsis glabrata olarak isimlendirilmis olan
Candida glabrata tipik bir morfolojiye sahip oldugu
fark edilen ve mikroskobik 6zelligine gore tiir tanimi
yapilabilecegi bildirilen ilk Candida tirlerindendir
(9). Eski adi ile Candida pseudotropicalis, yeni adi ile
C. kefyr ve C. krusei, C. parapsilosis tirlerinin tanim-
lanmasi icin ayni yillarda karbonhidrat iceren besi-
yerleri denenmistir (10).

Kolonilerin makroskobik 6zelliklerine bakilarak
tdr tanimi yapilabilecegi de bildirilmistir. Bu amac-
la Sabouraud-Triphenyltetrazolium agar kullanil-
mistir (11). Pagano-Levin agar besiyeri kullanilarak
taranan 15.234 klinik 6rnegin, % 8'inde birden fazla
maya ile enfeksiyon olustugu gosterilmistir (12).

Galismamizda daha once klasik yontemler ile
tdr tanimi yapilmis 20 koken ve (¢ referans koken,
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla
bulunan besiyerlerine ekilerek her tiiriin morfolo-
jik ozellikleri belgelenmistir. SDA, PDA, EMB agar,
Misir unu-Tween 80 agar, ve MHA plaklarindaki ko-
loniler mikroskop altinda incelendiginde, C. krusei,
C. glabrata, C. rugosa tirlerinin tipik gorinti olus-
turduklan belirlenmistir. Diger tirler icin tipik 6zel-
likler saptanamamistir. Bu sonuca dayanarak, klinik
orneklerden benzer morfolojide maya kolonisi izo-
le edildiginde, karbonhidrat asimilasyon deneyleri
yapilmadan 6nce hizli tiir tanimi yapilabilecegi ve
tedavi baslanmasi yoninde klinisyenin uyarilabile-
cegi goriilmektedir. Tipik morfolojik 6zellik goste-
ren iki tirden C. krusei flukonazole primer direncli
bir tlrdir. C. glabrata ise, kokene gore degismekle
birlikte, azollere daha sik direng gelistiren bir tlirdr.
Son yillarda C. rugosa ile yapilan bazi ¢alismalarda
antifungallere karsi yuksek minimal inhibitor kon-
santarsyon (MiK) degerleri elde edildigi bildirilmistir
(13). Bu nedenle, her (¢ tirlin erken tanisi tedavi-
nin erken baslatilmasi agisindan ¢ok dnemlidir. Bu
calismaile rutin besiyerlerinde tipik morfolojik 6zel-
lik gosteren (¢ tlirlin tanimlanabilecedi bildirilmek-
tedir. Calismamizda kullanilan besiyerlerden PDA,
SDA ve EMB agar plaklari ile koloniler incelendigin-

de net mikroskobik goriintiler elde edilememistir.
Maya morfolojisinin degerlendirilmesi ve klamidos-
por olusumunun gosterilmesi amaciyla laboratu-
varlarda misir unu-tween 80 agar kullanilmaktadir.
Bu calismada, MHA'da Candida morfolojik 6zellikle-
rinin, misir unu-tween 80 agardan daha kolay ayirt
edildigi, klamidosporlarin daha yogun olustugu, be-
siyerinin daha seffaf olmasi nedeniyle koloni mor-
folojisinin ve mikroskobik morfolojinin daha kolay
degerlendirildigi gorilmustir. Bu sonug ile, MHA'In
bakteriyoloji laboratuvarlari kadar, mikoloji labora-
tuvarlarinda da kullanilabilecegi gosterilmistir.

Candida tirlerinin besiyerinde olusturduklari ko-
loniden tir tanimi yapilmasi disiincesi yeni degil-
dir. Bu amac ile kromojenik besiyerleri gelistirilmis-
tir. CHROMagar, Biggy agar, Pal’s agar, Albicans ID2
agar bu amacla kullanilan besiyerleridir (3, 14, 15).
Butlin Candida turleri icinde en cok birbirine yakin
iki tur olmasi nedeni ile C.albicans ve C. dubliniensis
kolonilerinin morfolojik 6zelliklerine bakilarak tur
ayirnmi yapilmasi diistincesi yayginlasmistir. Genoti-
pik yontemler kullanilmayacak ise, CHROMagar, Sta-
ib agar (4), Pal’s agar (15), Niger seed (16) bu amacla
kullaniimistir. Klamidospor olusumunun oda isisin-
da bekletilen plaklarda daha belirgin oldugu, bu
sekilde C.albicans ve C. dubliniensis tiir ayiriminin
yapilabildigi, bu amacla EMB agar, nutrient agar,
fenol kirmizisi agar kullanilabilecegi bildirilmis-
tir (17). Candida albicans'n ¢imlenme borusunun
39°C'de daha hizh olustugu ve bu sekilde tiir tani-
mi yapilabilecedi bildirilmistir (18). MHA daha 6nce
C.albicans ve C. dubliniensis klamidosporlarinin ayirt
edilmesinde ve tlr tanimi yapilmasinda (5), ayrica
disk diflizyon yontemi ile yapilan flukonazol ve vo-
rikonazol duyarllik testinin tekrar edilebilirliginin
saglanmasinda basari ile kullaniimistir (19,20). EMB
agar besiyerinde C.kefyr tlrlerinin metalik yesil rofle
olusturdugu ve bu 6zelligin tlr taniminda kullani-
labilecegi bildirilmistir (21). Mycobacteria turleri icin
klasik tanida rutin besiyerlerinden olmayan kanli
agarin kullanimiin maliyet etkin bir yontem oldu-
gu bildirilmistir (22).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Candida
tirlerinin yanhs tanimlanabildigi ve bunu engelle-
mek icin otomatize sistemlere bir morfolojik yonte-
min eklenmesi gerektigi belirtilmistir (23,24). Mikro-
biyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla bulunabilecek
besiyerlerinde, Candida turlerinin tur duzeyinde
tanimlanmalarina yardimci olabilecek mikroskobik
ozellikler izlenebilir. Bu besiyerlerinin kullaniima-
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laboratuvar calisanlarinin, mikrobiyolojide c¢ok
mikroskobiye hakimiyetini arttiracak

ve sadece karbonhidrat asimilasyonuna dayali tir
tanimi yapildiginda olusabilecek hatalari engelleye-
cektir.
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