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OZET

Amag: Bu calismanin amact, albicans dist kandida izolatlari-
nmin tiir tamimlamasin yapmak icin, mistrunu agar, kromojenik
agar ve yart otomatize sistem kullanarak bu yontemler arasmn-
daki uyum, uygulama kolayligi ve maliyetin karsilastirilmasi-
dur.

Gereg ve Yontem: Ocak 2011-Aralik 2014 tarihleri arasinda
Baskent Universitesi Ankara Hastanesi Laboratuvart’nda kan
kiiltiiriinden izole edilen 42 albicans dist kandida izolati ¢alis-
maya alinmigtir. Bu izolatlarin tiir tayini icin; nuisirunu agar
(mikroskopik morfoloji degerlendirmesi), kromojenik agar
(renge gore gorsel degerlendirme) ve yari otomatize sistem
(API 20C AUX, BioMérieux, Fransa; karbonhidrat asimilas-
yonuna gore degerlendirme) kullanilmigtir.

Bulgular: Ug farkli yontemle test edilen 42 susun tiplendirme
sonuglart arasinda; 24 (%57,1) sus her ii¢c yontem ile, 11
(%26,2) sus kromojenik agar ve misirunu agar ile (k=0.58); 6
(%14,3) sus yart otomatize sistem ve nusirunu agar ile
(x=0,44); aym tiir bulunmugtur. Yart otomatize sistem ve kro-
mojenik agar yontemi ile en yiiksek uyum (x=0.73) saptanmus-
tir. Bir susun tiplendirilmesinde ise her 3 yontem de farkl
sonug¢ vermistir. Tiir diizeyinde degerlendirildiginde
C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei icin her ii¢c yontem
%100 uyumlu ¢cikmustir. Yontemler arasinda maliyet etkinligin-
de ise en ucuz yontemin nusurunu agar tiplendirme yontemi
oldugu belirlenmistir.

Sonug: Calismamizda, 3 farkli yontemin albicans dist kandi-
dalarwn tiplendirilmesinde birebir uyumlu sonu¢ vermedigi ve
iic yontem arasindaki wyumun %57.1 oldugu saptannmugstir.
Bununla birlikte, dogal antifungal diren¢ varligi nedeni ile
tiplendirilmesi gereken C. krusei her ii¢ yontemle de ayni sonu-
cu vermigtir. Maliyet a¢isindan en ucuz yontem olan nusirunu
agar olmakla birlikte, deneyimli laboratuvar ¢alisanina gerek-
sinim vardr.

Anahtar kelimeler: Albicans disi kandida, kan kiiltiirii, kromo-
Jenik agar, mistrunu agar, tiplendirme, yart otomatize sistem

SUMMARY

Identification of Non-albicans Candida Strains Isolated from
Blood Cultures by Three Different Methods and Comparison
of These Methods According to Compatibility and
Cost-Effectiveness

Objective: The aim of the study was to compare the
compatibility, cost-effectiveness and practicality of cornmeal
agar, chromogenic agar and semi-automated system for the
identification of non-albicans Candida spp.

Material and Methods: Forty- two non-albicans Candida strains
isolated from blood cultures between January 2011 and December
2014 at Baskent University Hospital Laboratory, Ankara, Turkey,
were examined in this study. Cornmeal agar (morphologic
evaluation by microscopy), chromogenic agar (visual evaluation
with color change) and a semi-automated system (API 20C
AUX; BioMérieux, France; evaluation by carbohydrate
assimilation reactions) were used for strain identification.

Results: Among the 42 strains identified by the three different
test methods, 24 (57.1%) were identified as the same species by
all three tests, 11 (26.2%) strains identified as the same species
by using cornmeal agar and chromogenic agar (k=0.58) and 6
(14.3%) by semi-automated system and cornmeal agar system
(k=044). The highest concordance was found between chromogenic
agar and semi-automated system (k=0.73). One strain exhibited
different identification results with the three methods. When
species level identification was considered, identification of
C. parapsilosis, C. tropicalis and C. krusei revealed consistency
between the three methods. Cornmeal agar method was found to
be the most cost-effective method.

Conclusion: The results of this study revealed only 57.1%
concordance between cornmeal agar, chromogenic agar and
semi-automated system for the identification of non-albicans
Candida spp. However, strains with intrinsic antifungal resistance
such as C. krusei, were identified accurately by all three methods.
Although the most effective method was found to be the cornmeal
agar, its use in routine laboratories seemed to be questionable
since evaluation needed experienced laboratory personel.

Key words: Non-albicans candida, blood culture, chromogenic
agar, cornmeal agar, identification, semi-automated system
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GIRIS

Kandida tiirleri dogada yaygin olarak ve insanin
normal florasinda bulunan maya mantarlaridir.
Giintimiizde invaziv islem sikligindaki ve kro-
nik hastaliklardaki artis ile beraber yogun anti-
bakteriyel ve sitotoksik tedavi uygulamasi sonu-
cunda kandidemi goriilme orani artmaktadir®.
Candida albicans, invaziv kandidiyazise neden
olan tiirler arasinda hala en sik goriilen patojen
olsa da, diger kandida tiirlerinin de kandidiyazi-
se neden olma oranm hizla yiikselmektedir®.
Albicans dis1 kandida tiirlerinin antifungal ilag-
lara direnci de onemli bir sorundur.

Kandida tiirlerinin tiplendirilmesinde en sik ola-
rak, mayalarin tirediklerinde olusturduklari ren-
gin goz ile degerlendirilmesine dayanan kromo-
jenik agar ve mayalarin blastokonidya, klamido-
konidya ve yalanci hif gibi mikroskopik morfo-
lojilerinin degerlendirilmesi sonucu tanisini
saglayan misirunu agar ile mayalarin karbonhid-
rat asimilasyonuna gore tanimlanmasina yar-
dimci1 olan yari otomatize hazir kitler kullanil-
maktadir®®.

Sunulan aragtirmada, Bagkent Universitesi
Ankara Hastanesi’nin farkl kliniklerinden Ocak
2011-Aralik 2014 tarihleri arasinda kan kiiltii-
riinden izole edilmis olan 42 albicans dis1 kandi-
da izolatlarinin kromojenik agar, misirunu agar
ve yar1 otomatize sistemle tiplendirilmesi sira-
sinda bu yontemler arasindaki uyumun ve mali-
yet etkinliginin belirlenmesi amaclanmuisgtir.

GEREC ve YONTEM

Bagkent Universitesi Ankara Hastanesi’nin fark-
I1 kliniklerinden Ocak 2011-Aralik 2014 tarihle-
r1 arasinda kan kiiltiiriinden izole edilerek, -85°C’de
saklanmakta olan 42 albicans dis1 kandida izola-
t1 calismaya dahil edildi. Izolatlar arastirma
oncesinde Sabouraud’un dekstrozlu agarina
pasajland1®. Kokenler 36°C’de 24 saat inkiibas-
yon ile aktif fazda ¢ogaltilmasini takiben misiru-
nu (Cornmeal agar, BBL, ABD) agara, hifa ve
blastokonidyum olusumunu gozlemlemek igin
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“#” (Dalmau ekim teknigi) seklinde cizilerek
ekildi. Ekimin iizerine steril lamel kapatildi.
Misirunu agar plaklari oda 1sisinda, nemli ortam-
da 72 saat inkiibasyona birakildi.

Ayni izolatlar eszamanli olarak kromojenik
agara (CHROMagar, BBL, ABD) da inokiile
edildi. Kromojenik agar plaklar1 36°C’de 24 saat
inkiibasyona kaldirildi.

Ayni izolatlar ticari olarak saglanan API20C
AUX (BioMeriéux, Fransa) kitleri ile, iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda calisildi. Ekim
yapilan paneller 30°C’de inkiibe edilerek 48. ve
72. saatlerde degerlendirildi.

Arastirmada maliyeti hesaplamak icin hastane
alimlarinda verilen kapali teklif birimler baz
alindi. Maliyet hesaplamalariin yapildig: giin
itibari ile 1$=2.70 TL idi.

Aragtirmada kontrol susu olarak Candida albicans
ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258 ve
Candida parapsilosis ATCC 22019 kullanildi.
Testler aras1 uyum Cohen ¥ (kappa) testi ve
buna bagli Landis-Koch siniflandirmast ile
degerlendirildi®.

Elde edilen veriler kisisel bilgisayar programin-
da istatistik analize alind1. Tiir tayini konusunda
karar verilemeyen izolatlar dogrudan uygun
olmayan sonug olarak kabul edildi.

Bu calisma, Baskent Universitesi Tip ve Saglik
Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan onaylanmig
KA14/339 no’lu proje olarak Bagkent Universitesi
Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir.

SONUCLAR

Calismamizda, 42 albicans digt kandida izolati-
nin tiplendirme yontemlerine gore tiir dagilimi
Tablo 1’de goriilmektedir. Aragtirmaya alinan
suslarin {i¢ farkli yontem ile degerlendirmesinde
arastirict sonuglarinin birlikteligi ve Landis-
Koch simiflamasina gore yorumu Tablo 2’de
gosterilmektedir.
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Tablo 1. Aragtirmaya alinin non-albicans kandida izolatlarmin
tiir dagilimi.

Misirunu  Kromojenik  Yar: otomatize

agar agar sistem
Tiir (n=42) n % n % n %
C. glabrata 18 429 13 309 13 309
C. parapsilosis 10 238 15 357 15 357
C. tropicalis 8 194 10 238 10 238
C. guilliermondii - - - - - -
C. krusei 4 95 4 95 4 95
C. famata - - - - - -
C. lusitaniae - - - - - -
C. dubliniensis - - - - - -
Tanimlanamayan 2 48 - - - -

Tablo 2. Farkl besiyerlerinde tiirlerin tanimlanmalar1 arasin-
daki birliktelik.

Karsilastirilan besiyeri Cohen « Landis-Koch
katsayisi yorumu
Misirunu agar ile Kromojenik 0.58 Cogunlukla
agar uyusma
API 20CAUX ile Misirunu 0.44 Cogunlukla
agar uyusma
API 20CAUX ile Kromojenik 0.73 Onemli derecede
agar uyusma

Tablo 3. Albicans disi kandidalarin tiplendirmede ii¢ farkh yon-
temin; ticerli ve ikiserli olarak tiirleri belirlemedeki % degerleri
ve sayisal sonuclari.

Toplam sus sayisi (n:42) n %
Her ii¢ yontemle ayni sonug 24 57
Yar1 otomatize sistem-Misirunu ayni sonug 6 14
Yar1 otomatize sistem-Kromojenik agar ayni sonug 0 0
Kromojenik agar-Misirunu agar ayni sonug 11 26
Uc yéntemle uyumsuz sonug 1 3

Her ii¢ yontem ile izolatlarin yalnizca %57’si
ayni tiir olarak tanimlanabilmigtir (Tablo 3).
Aragtirmaya alinan testler arasinda birim mali-
yeti en pahali olan test yar1 otomatize sistemdir.

TARTISMA

Kandidalar firsat¢t patojendirler. Diger tiim fir-
satc1 patojenler gibi cevresel ve bireysel kosulla-
rin organizma aleyhine gelistigi durumlarda
hafif yiizeyel enfeksiyonlardan agir sistemik
enfeksiyonlara kadar degisen cesitlilikte klinik

enfeksiyon tablosuna neden olabilirler.
Fizyolojik kosullarin degismesi 6rnegin deride
agir1 terleme, vajende pH degisikligi gibi durum-
larda, hormonal bozukluklarda, kortikosteroid
gibi immun sistemi baskilayici ilaglarin kullanil-
masinda, kanser ve AIDS gibi immun yetmezli-
ge neden olan hastaliklarda kandida enfeksiyonu
artar. Son yillarda hastane enfeksiyonlar1 i¢inde
kandida enfeksiyon sikliginda artis gdzlenmek-
tedir?.

Invaziv kandidiyaziste en sik kargilagilan etken
C. albicans’tir. Ancak diger kandida tiirlerinin
de kandidiyazise neden olma oraninda artig
vardir®. Ayni1 zamanda C. albicans ve albicans
dis1 kandida tiirlerinde antifungal ila¢ direnci
onemli sorun olmaya baslamistir. Kandida tiirle-
rinden C. krusei flukonazole direngli, C. glabrata
ise flukonazole direncli ya da doza bagl duyarl
olabilmektedir. C. lusitaniae suslarinda amfote-
risin B direncine daha sik rastlanmaktadir®.
Cesitli calismalarda C. glabrata ve C. krusei
suglar1 arasinda amfoterisin B icin yiiksek mini-
mal inhibitor konsantrasyon degerlerinin saptan-
dig1 bildirilmektedir. Yapilan cesitli ¢alismalar-
da, C. parapsilosis infantlardan ve santral venoz
katater kullananlardan; C. glabrata yashlardan,
flukonazol profilaksisi alanlardan ve cerrahi
operasyon gecirenlerden; C. tropicalis hemato-
lojik maligniteli, nétropenik ve bir yagin altinda-
ki olgulardan; C. krusei notropenisi ve maligni-
tesi olanlardan daha sik izole edilmigtir®!®,
Kandidemilerde mortalite % 37.9-54 olarak
verilmis, C. glabrata ve C. tropicalis’in etken
oldugu olgularda mortalitenin daha yiiksek oldu-
gu, C. parapsilosis’in etken oldugu kandidemi-
lerde ise daha diisiik oldugu bildirilmigtir®!D.
Kandidemilerde hazirlayict risk faktorlerinin
belirlenerek gerekli onlemlerin alinmasinda,
tedavinin belirlenmesinde ve prognozun tahmi-
ninde tiir diizeyinde identifikasyon 6nem tagi-
maktadir.

Sunulan arastirmada, Ocak 2011-Aralik 2014
tarihleri arasinda kandan izole edilmis olan 42
albicans dig1 kandida arasinda yontemlere gore
degigsmekle birlikte, en ¢cok C. glabrata ve
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C. parapsilosis tirlerinin bulundugu belirlen-
mistir (Tablo 1). Ulkemizden bu konuda yapilan
arastirmalarda Siileyman Demirel Universi-
tesinde kandan izole edilmis olan 17 albicans
dis1 kandidanin %64.7’sini C. parapsilosis,
%11.7°sini C. glabrata tiirleri belirlenmistir!!?,
Feyzioglu ve ark.!'® yaptiklart ¢aligmada, 129
klinik ornekte, %52.71 oraninda albicans disi
kandida rapor etmislerdir. Bunlarin i¢inde
C. tropicalis %17, C. dubliniensis %’7.7 oranin-
da oldugunu saptamiglardir™®. Bu veriler sunu-
lan aragtirmamizdan farklidir. Bu arastirmalarin
farklt merkezlerde olmasi, hastane yapilanmala-
rindaki farklar ve kliniklere yatan hastalarin
ozelliklerinin bu farkliliklarin nedeni oldugu
diisiiniilebilir. Bununla birlikte, Selcuk Univer-
sitesi Meram Tip Fakiiltesi’'nde yapilan caligsma-
da, kullanilan 66 susta en cok C. sake (%25.8)
ve C. norvegensis (%18 .2) tiirleri bulunmustur'?,
Hastanemizde ise bu tiirlerden higbiri izole edil-
memistir. Tiir dagilimindaki bu farklilik bolge-
sel 0zellige baglanabilir.

Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Ocak 2009-
Aralik 2012 doneminde gonderilen kan kiiltiirle-
rinde tespit edilen maya iiremeleri germ tiip ve
VITEK 2 Compact System (BioMérieux, Fransa)
otomatize identifikasyon sistemi ile tiplendiril-
mistir. Toplam 58 Candida izolatinin %14’
C. parapsilosis, %14’ C. tropicalis, %10°u
C. glabrata, %5°1 C. guilliermondii olarak sap-
tanmistir. Bu ¢alisma hem donemsel olarak
benzer zamanlarda yapilmis hem de ayni ilde
yapilmis bir calisma olmasma kargin farkl
sonuclar icermektedir. Bu durum hastanemizin
transplantasyon agirlikli girisimsel iglemler
yapilmasina ve hasta popiilasyonunun farkliligi-
na baglanabilir.

Calismamizda, Ankara hastanemizde kandide-
milerden izole albicans dig1 kandidalar arasin-
da C. glabrata oranimizin yiiksek bulunmasi
tedavi planlanirken dikkatli olunmasi gerekti-
gini gostermektedir. Kandidemilerde tedavi
planlanirken duyarlilik ¢aligilmamig bile olsa,
bu tiiriin flukonazole direngli ya da doza bagh
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duyarli 06zelliginin unutulmamasi1 gerekir.
Kandidemi etkeni bu tiirlerin dagilimi, albicans
dis1 kandidalara bagli kan yayimi enfeksiyonla-
rinin kontrol altina alinmasi ve bu tiirlere bagl
hastane enfeksiyonlarinin 6nlenmesi agisindan
onemlidir. Ancak tiir diizeyinde tanimlama
yapildig1 durumlarda uygun tedavi secenekleri
ongoriilebilmektedir.

Tiplendirme yontemlerini maliyet acisindan
inceledigimizde tiplendirmede kullanilan yari
otomatize sistemin sus basina maliyeti 24.44 TL
dir. Bu yontem kolay ve her laboratuvarda
kolaylikla uygulanabilen bir yontemdir. Kromo-
jenik agarla tiplendirmede sus bagina maliyeti
3.70 TL dir. Bu yontem koloni renk morfolojisi-
ne gore degerlendirmeyi saglamaktadir. Bu yon-
temle C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis
kolonilerini birbirinden renk farkina gore kolay-
likla ayirmak olastyken diger albicans dist kan-
didalarda bu ayrimi yapmak ¢ok olasi degildir.
Omegin, C. albicans ve albicans dig1 kandida
olan C. dubliniensis bu besiyerinde ayni renk
koloni olusturmaktadir.

Sunulan aragtirmada, en wucuz yodntemin
Misirunu agarda tiplendirme oldugu sonucuna
varilmigtir. Sus basina maliyet bu yontemde 1
TL’dir (Tablo 4). Fakat bu yontem bu konuda
egitimli ve deneyimli mikroskobik bakiy1
gerektirmektedir. Yontemlerin sonu¢lanma
siirelerine baktigimizda kromojenik agar harig
iki yontemin sonuglanma stireleri 72 saattir. Bu
anlamda 48 saatte sonu¢ vermek agisindan kro-
mojenik agar tercih edilebilir. Kromojenik agar
aynt zamanda direk hasta Orneginden ekim
yapilmasina olanak taniyan bir besiyeridir.
Kandidemilerde hastaya miidahale ve tedavi
planlanmasi asamasinda hiz 6nemli bir faktor-
diir. Fakat bu yontemin tiir tanimlamasinda
kullanilirken karsilasilan sorun C. albicans’in
C. dubliniensis’den ayriminin zor olmasinin
yanisira C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. famata
gibi tiirlerin renk olusumuna gére ayrimlanma-
sinda da sorun vardir. Bu sorunun kromojenik
besiyerinin farkli besiyerleri ile degerlendiril-
mesi ile agilabildigi bildirilmistir'>.
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Tablo 4. Tiplendirmede kullamlan yontemlerin sonuclanma siiresi ve maliyet acisindan irdelenmesi.

Yontem Satis sekli ve fiyati Sonuclanma siiresi Birim maliyet (TL)

Misirunu agar 500 g dehidrate (395 TL) 72 saat (0.39 TL Corn meal agar + 0.50 TL petri plag: +

(Misirunu Tween 80 agar)  (petride 1000 adet besiyeri yapmak 0.05 TL Tween 80 + otoklavlama 0.05 TL)
olasidir) ~1TL

Kromojenik agar 10’luk paket hazir (37 TL) 24-48 saat 3.7

Yar1 otomatize sistem 25°1ik kutu (611 TL) 48 -72 saat 24 .44
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