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Kan Kiiltiirlerinden Direkt Olarak Cimlenme Borusu
(Germ tiip) Testinin Degerlendirilmesi
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OZET

Amag: Kandidemilerin erken tanimlanmast ve uygun anti-
fungal tedaviye erken baglanmasi morbidite ve mortalite
agisindan onemlidir. Kandidemilerde Candida albicans
dust tiirlerin orami artmasina ragmen, C. albicans halen en
stk goriilen tiir olup, cogu azollere duyarlidir. Bu nedenle,
hedeflenen ve maliyet etkin antifungal stratejiye yol gdster-
mesi agisindan C. albicans’in hizli tanist, onemli bir basa-
maktir. Bu calismada, Gram boyama yontemiyle maya
goriilen pozitif kan kiiltiirii siselerinden direkt ¢imlenme
borusu testinin (CBT) yapilarak tamisal dogrulugunun
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢c ve Yontem: Yaklasik bir yil boyunca (Haziran
2011-Temmuz 2012), Gram boyama yontemiyle maya gorii-
len tiim pozitif kan kiiltiir sigelerinden Sabouraud dekstroz
agara pasajlar yapilmig ve direkt CBT uygulanmustir.
Direkt CBT testi icin 10-20ul kan kiiltiir sise icerigi alin-
mus ve tavsan serumu icerisine konularak 37°C’de ii¢ saat
inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir. Geleneksel
CBT, 24-48 inkiibasyondan sonra pasajda iireyen koloni-
lerden yapilmig ve ayrica izolatlarin tamimlanmasinda
musir unu-Tween 80 agar besiyerindeki morfolojik gorii-
niimleri ve API 20C AUX (bioMérieux, Fransa) sistemi
kullanmilmigtir.

Bulgular: Toplam 67 izolatin 32’si (%47,8) C. albicans,
14’1 (%20,9) C. glabrata, 11'i (%16,4) C. parapsilosis,
besi (%7,5) C. keyfr, dordii (%6) C. krusei ve biri de (%1,5)
C. tropicalis olarak tamumlanmugtir. Direkt CBT, C. albi-
cans dist tiirlerin hicbirinde yalanci pozitiflik vermezken,
iki C. albicans izolat direkt CBT ile negatif bulunmus ve
direkt CBT nin duyarlilik ve ozgiilliigii sirasiyla %94 ve
%100 olarak tespit edilmistir.

Sonug: Direkt CBT nin, geleneksel CBT kadar duyarl
olmasa da, kan kiiltiirlerinden elde edilen C. albicans tiir-
lerinin hizli on tamisinda giivenilir bir test oldugu ve erken
antifungal ajan segcimine katkida bulunabilecegi kanaatine
varimgtir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, ¢imlenme borusu
testi, kan kiiltiirii

SUMMARY

Evaluation of the Germ Tube Test Directly from Blood
Cultures

Objective: Early identification of yeast isolates from blood
cultures and establishment of appropriate antifungal the-
rapy may improve clinical outcomes. While the proportion
of candidemia caused by non-albicans Candida species
continues to increase, Candida albicans still remains as the
predominant pathogen. Most of the bloodstream C. albi-
cans isolates remain susceptible to azoles. Thus rapid
identification of C. albicans is an important step to guide
targeted and cost-effective antifungal strategy in the treat-
ment of bloodstream infections due to C. albicans. The aim
of this study was to evaluate the diagnostic accuracy of
germ tube test (GTT) performed directly from BacT/Alert®
blood culture bottles which were detected as yeast positive
by Gram staining.

Materials and Methods: Over a year period (June 2011-
July 2012), all positive blood cultures in which yeasts were
visualized by Gram staining, were subcultured onto
Sabouraud dextrose agar, and a direct GTT was performed.
To perform direct GTT, 10-20ul of the blood culture bottle
contents were incubated with rabbit serum for 3h at 37°C.
Traditionally, GTT is performed on colonies grown on agar
plates after 24-48 h of incubation. All isolates were then
completely identified using the API20C AUX (bioMérieux,
France) and morphological appearance on corn meal-
Tween 80 agar medium.

Results: Among a total of 67 isolates, 32 were identified as
C. albicans (47,8%), 14 as C. glabrata (20,9%), 11 as C.
parapsilosis (16,4%), five as C. keyfr (7.5%), four as C.
krusei (6%), and one as C. tropicalis (1,5%). No false-
positive germ tube results were observed for non- albicans
Candida isolates. Two C. albicans isolates were GTT nega-
tive when tested directly from blood culture bottles but were
subsequently found to be GTT positive when the test was
performed directly from the colonies. Thus, the calculated
sensitivity and specificity of the direct GTT for prospective
clinical samples were 94%, and 100%, respectively.

Conclusion: Although not as sensitive as the traditional
GTT, direct GTT seemed to be a reliable test in the rapid
initial diagnosis of C. albicans species obtained from blood
cultures and may contribute to the early and appropriate
initiation of the antifungal agent therapy.
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GIRIS

Candida tiirleri hastane kokenli kan dolagimi enfek-
siyonlarinin  %8-10"una neden olur ve koagiilaz
negatif stafilokoklar, Staphylococcus aureus ve ente-
rokoklardan sonra dordiincii sirayr alir ve yliksek
morbidite ve mortaliteye sahiptir ©?. Uygun antifun-
gal ajana erken baglanmasi, Candida tiirlerinin neden
oldugu kan dolagimi enfeksiyonlarinin tedavisinde
onemlidir ®. Kandidemilerde C. albicans dis1 tiirle-
rin goriilme siklig1 artmakla birlikte, en sik etkenin
genellikle C. albicans oldugu ve C. albicans izolatla-
rinin ¢cogunun flukonazol gibi azollere duyarli oldugu
bildirilmektedir “*. Bu nedenle, hedeflenen ve mali-
yet etkin antifungal stratejiye yol gdstermesi agisin-
dan, kandidemilerdeki tani ve tedavi algoritma-
sinda C. albicans’in hizli tanisi, onemli bir basa-
maktir ©,

Geleneksel olarak, C. albicans’m 6n identifikasyonu
kan kiiltiir sigelerinden pasajlanmis kati besiyerinde
tireyen kolonilerden yapilan ¢imlenme borusu (germ
tiip) testi (CBT) ile gergeklestirilir. Bu test basit, hizli ve
degerli olmasina ragmen, kati besiyerinde yeterli mik-
tarda koloni olugmast igin 24-72 saat gereklidir ©¢7.

Bu ¢alismada, Gram boyama yontemiyle maya gorii-
len kan kiiltiirii siselerinden direkt CBT yapilmasi ve
bunun rutinde uyguladigimiz CBT ile karsilagtirilma-
s1 amaglanmusgtir.

GEREC VE YONTEM

Haziran 2011-Temmuz 2012 tarihleri arasinda,
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin
cesitli birimlerinden Merkez Laboratuvari Bakteri-
yoloji Unitesi’ne gonderilen ve BacT/Alert 3D
(Biomerieux, Fransa) otomasyon sisteminde inkiibe
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Resim 1. Kan Kkiiltiirii sisesinden yapilan direkt cimlenme bo-
rusu goriintiisii.

edilen kan kiiltiirleri takip edilmistir. Kan kiiltiir sise-
lerinden tireme sinyali verenler once pasajlanmis,
daha sonra preparat hazirlanmig ve Gram boyama
yontemiyle maya goriilen 67 6rnek caligmaya alin-
muigtir.

Direkt CBT i¢in, 10-20ul kan kiiltiir sisesi igerigi 0,5
ml tavsan serumu igerisinde 37°C’de ii¢ saat inkiibe
edilmis ve mikroskop altinda ¢imlenme borusu ara-
narak kaydedilmigtir (Resim 1). Geleneksel CBT icin
pozitif kan kiiltiirlerinden yapilan pasajlardaki kolo-
nilerden alinarak, 0,5ml tavsan serumunda koyu
olmayan stispansiyon hazirlanmig ve 37°C’da ii¢ saat
inkiibe edilmigtir. Stispansiyondan bir damla alinip,
lam-lamel arasinda mikroskopta kiiciik biiyiitme ile
incelenmistir. Sonuclar direkt CBT ile kargilagtiriimig
ve ayrica, tiim izolatlarin tanimlanmasi, misir unu-
Tween 80 agar besiyerindeki morfolojik goriiniimle-
rine gore ve API 20C AUX (bioMérieux, Fransa)
kullanilarak da yapilmisgtir.

Istatistiksel olarak, direkt CBT’nin tamsal dogrulugu,
duyarlilik ve ozgiilliiglin %95 giiven araliginda
hesaplanmuigtir.

BULGULAR

Toplam 67 izolatin 32’si (%47,8) C. albicans, 14’1
(%209) C. glabrata, 11’1 (%164) C. parapsilosis,
besi (%7,5) C. keyfr, dordii (%6) C. krusei ve biri de
(%1.,5) C. tropicalis olarak tanimlandi.

Direkt CBT, C. albicans dis1 tiirlerin higbirinde yalan-
c1 pozitiflik vermezken, iki C. albicans izolat1 direkt
CBT ile negatif, geleneksel CBT ile pozitif sonug¢ ver-
mistir (Tablo 1). Direkt CBT nin duyarlilik ve 6zgiil-
ligii sirastyla %94 (%95 giiven araligi [GA]=%79-99)
ve %100 (%95 GA=%90-100) olarak bulunmustur.

Tablo 1. Kan Kkiiltiirlerinden izole edilen Candida tiirlerinde
direkt CBT ve geleneksel CBT uyumu.

Tiirler (say1) Uyum (say1) Uyumsuzluk (sayr)
C. albicans (n=32) 30 2
C. parapsilosis (n=14) 14 0
C. glabrata (n=11) 11 0
C. keyfr (n=5) 5 0
C. krusei (n=4) 4 0
C. tropicalis (n=1) 1 0
Toplam (67) 65 2

CBT: Cimlenme borusu testi
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TARTISMA

Risk altindaki bagisiklik sistemi baskilanmis hasta
poplilasyonu giderek arttig1 i¢in, hastane kaynakli
kan dolasimi enfeksiyonlar1t etkenleri arasinda iist
siralarda yer alan Candida tiirleri her gecen giin
6nem kazanmaktadir ®. Tiirlerin hizli tanisi erken ve
uygun antifungal tedavi igin yol gosterir ve erken
antifungal tedavi de Candida tiirlerine bagl kan dola-
stm1 enfeksiyonlart sonug¢lariin iyilestirilmesi aci-
sindan onemlidir. Bu nedenle mayalarin hizli olarak
tiir diizeyinde tanimlamas: mikrobiyoloji laboratu-
varlari i¢in zorunluluktur ©19.

Kan dolasimi enfeksiyonlarinda, C. albicans tim
bolgelerde en fazla izole edilen tiir olmakla beraber
goriilme sikligi bolgelere gore degismektedir 1.
SENTRY antimikrobiyal siirveyans programinin
2008-2009 yillar1 arasindaki caligmasinda Asya-
Pasifik, Latin Amerika, Kuzey Amerika ve Avrupa
tilkelerindeki kandidemilerde en sik etkenin C. albi-
cans (%484) oldugu ve C. albicans’in anidulafun-
gin, mikafungin, flukonazol, posakonazol ve voriko-
nazol gibi antifungallere diren¢ oraninin sirastyla
%0,1, %0,1, %0,1, %0 ve %0 oldugu bildirilmektedir 2.
Calismamizda da en sik izole edilen tiir C. albicans’d1.
Bu nedenle antifungal ajanlara direng orani diisiik
olan C. albicans’m, diren¢ oran1 yiiksek C. albicans
dig1 tiirlerden ayrimi, hedeflenen uygun antifungal
tedaviye erken baglanarak mortalite oranlarinin azal-
masini saglayabilir.

Candida tiirlerinin tanimlanmasinda, CBT ve klami-
dospor olusturma 6zelligi, misir unlu agar morfoloji-
si, cesitli karbonhidratlar1 fermente ve asimile etme
ozelliklerinden ve molekiiler yontemlerden yararlani-
Iir @9, Yalmizca C. albicans tarafindan salgilanan
[-galaktozamidaz ve L-prolin aminopeptidaz enzim-
lerinin aragtirilmasi gibi hizli testler olsa da laboratu-
varlarda C. albicans 6n tanisinda en sik kullanilan
hizli test CBT dir Y. CBT hizli bir test olmasina
ragmen, pasaj sonrasi olusan kolonilerden yapildig:
icin en erken 24 saatte sonug verilir. Bu siireyi azalt-
mak adina, pozitif iireme sinyali veren, Gram boya-
ma yontemiyle maya goriilen kan kiiltiirii siselerin-
den direkt olarak yaptigimiz CBT nin duyarlilifini
%94, ozgiilliigiinii %100 olarak bulduk. Terlecka ve
ark. ® Gram boyama yontemiyle maya goriilen, 31
BacT/Alert pozitif kan kiiltiirii sisesinden yaptiklari
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calismada, direkt CBT ve geleneksel CBT arasindaki
uyumun %100, direkt CBT testinin duyarliliginin ve
ozgiilligiintin swrastyla %92,3 ve %100 oldugunu
bildirmektedir. Sheppard ve ark. © Gram boyama
yontemiyle maya goriilen, 67 BacT/Alert pozitif kan
kiiltiirii  sisesinden yaptiklar1 caligmada, direkt
CBT’nin duyarliigi %87,1, ozgilliigiini %100
olarak bulmusglardir.

Sonug olarak, direkt CBT nin, geleneksel CBT kadar
duyarli olmasa da, kan kiiltiirlerinden elde edilen
C. albicans tiirlerinin hizli 6n tanisinda giivenilir bir
test oldugu ve erken antifungal ajan secimine katkida
bulunabilecegi diistincesine varilmustir.
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