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OZET

Candida turleri lokal enfeksiyonlarin yani sira 6limcil seyredebilen sistemik enfeksiyonlara da neden
olmaktadir. Son yillarda Candida albicans digi tiirlerin, ézellikle de Candida glabrata izolasyon oraninin
artisi ve flukonazole karsi C.glabrata suslarinin doza bagh duyarli ya da direncli olabilmesi, tir tayininin
6nemini artirmistir. Bu tip enfeksiyonlarin tedavisinde, etkenin hizli ve dogru tanisi uygun antifungalin
seciminde deger tagimaktadir. Bu calismanin amaci, C.glabrata susglarinin tanisinda hizli trehalaz testinin
degerlendirilmesidir. Calismaya klinik 6rneklerden izole edilen toplam 173 Candida susu alinmis ve izo-
latlar germ tip testi, misir unu-tween 80 agardaki goriiniimleri ve Mast ID-CHROMagar Candida (Mast
Diagnostics, ingiltere) besiyerindeki koloni rengi ve morfolojisi ile tanimlanmustir. C.albicans disi tiirlerin
tanisi, APl 20 CAUX (BioMerieux, Fransa) kiti ile de dogrulanmistir. Buna goére suslarin 86 (%50)'si
C.glabrata, 48 (%28)'i C.albicans, 17 (%10)'si C.krusei, 13 (%8)'l C.tropicalis, 5 (%3)'i C.parapsilosis, 3
(%2)'u C. kefyr, ve 1 (%1)'i C.utilis olarak belirlenmistir. Tim izolatlarda trehalaz enziminin varligin aras-
tinlmasi amaciyla, izolatlar %4 glukoz iceren Sabouraud dekstroz agar besiyerine pasajlanmis ve ink-
basyondan sonra bir maya kolonisi 50 pl’lik, %4 trehaloz (agirlik/hacim) iceren sitrat tampon ¢ozeltisin-
de 37°C’'de 3 saat bekletilerek stispansiyon haline getirilmistir. Bu siire sonunda trehalaz enziminin tre-
halozu pargalamasi sonucunda ortaya ¢ikan glukoz, ticari “idrar glukoz stripleri” (Spinreacta, Ispanya)
kullanilarak belirlenmistir. Sonug olarak, hizl trehalaz testi ile C.glabrata suslarinin timu pozitif, bir C.tro-
picalis susu yalanci pozitif ve diger tim izolatlar negatif sonu¢ vermistir. Calismada trehalaz testinin
C.glabrata’yr tanimlamadaki duyarlihgr %100, 6zgulligi %98.9 olarak tespit edilmis ve bu testin C.glab-
rata’nin tanisinda hizli, ucuz ve kolay uygulanabilir bir yontem oldugu kanisina variimistir.
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ABSTRACT

Candida species which cause local infections, may also lead to fatal systemic infections. The incre-
asing incidence of non-albicans Candida, especially fluconazole susceptible or resistant dose-dependent
C.glabrata, increased the importance of rapid and accurate species level identification for Candida. Ra-
pid and correct identification of C.glabrata is essential for the initiation of the appropriate antifungal the-
rapy. This study was conducted to evaluate the performance of the rapid trehalase test in the diagnosis
of C.glabrata isolates. A total of 173 Candida strains isolated from various clinical specimens and identi-
fied according to germ tube test, growth on cornmeal Tween 80 agar and the colony morphologies on
Mast-CHROMagar Candida medium (Mast Diagnostics, UK), were included to the study. The identifica-
tion of non-albicans Candida species were also confirmed by APl 20CAUX (BioMerieux, France) system.
Accordingly 86 (50%) of the isolates were identified as C.glabrata, 48 (28%) C.albicans, 17 (10%) C.kru-
sei, 13 (8%) C.tropicalis, 5 (3%) C.parapsilosis, 3 (2%) C.kefyr and 1 (1%) C.utilis. In order to detect the
presence of trehalase enzyme in Candida strains, all isolates were grown on Sabouraud dextrose agar
containing 4% glucose and then one yeast colony was emulsified in 50 pl of citrate buffer containing
4% (wt/vol) trehalose for 3 h at 37°C. Presence of glucose which emerged after the action of trehalase
on trehalose, was detected by a commercial “urinary glucose detection dipstick” (Spinreacta, Spain). All
C.glabrata strains yielded positive result by trehalase test. None C.glabrata isolates were found negative
by trehalase test except for one strain of C.tropicalis. In this study, the trehalase test allowed identificati-
on of C.glabrata with 100% sensitivity and 98.9% specificity. It was concluded that trehalase test is a ra-
pid, cost-effective and simple test that can be used for the accurate identification of C.glabrata.
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GiRiS

Candida albicans, Candida tirleri icinde kandidemilerden en sik izole edilen tiir olma-
sina karsin, son yillarda Candida albicans disi Candida turlerinin gorilme oraninda artig
olmustur'2. Bu artisin en énemli nedeni, flukonazoliin profilaktik ve ampirik olarak kul-
lanimi ile etken dagiiminin degdismesidir®. Diinyada ve {ilkemizde Candida glabrata’nin
C.albicans’tan sonra 2. siklikta izole edilen tir oldugunu bildiren calismalar bulunmakta-
dir*>. C.glabrata’min tanimlanmasi, flukonazole doza bagh duyarl ya da direncli olabil-
mesi nedeniyle 6nem tasimaktadir®. C.glabrata suslarinin misir unu-tween 80 agardaki
morfolojik goriinimi ve APl 20C AUX gibi ticari asimilasyon kitleriyle tanimlanmasi or-
talama 48 saati bulmaktadir'®. C.albicans, C.tropicalis ve C.krusei gibi tiirlerin hizli ayiri-
mini saglayan cesitli kromojenik besiyerleri de gelistirilmistir’. C.glabrata’nin bu besiyer-
lerinde tGreme sekline gore dogru tanimlanmasi konusunda farkli sonuglar bildirilmekte-
dir®?.

Kandidemilerde erken antifungal tedavi icin hizli tani testlerine gereksinim duyul-
maktadir'®'!. C.glabrata’nin trehalozu diger tiirlerden daha hizli parcalama &zelligine
dayanan testler gelistirilmistir. Bu testler arasinda Peltroche-Llacsahuanga ve arkadasla-
nnin'! gelistirdigi 3 saat siireli strip test, Piens ve arkadaslarinin'? tanimladig bir daki-
ka siireli trehalaz testi ve Freydiere ve arkadaslarinin'® gelistirdikleri GLABRATA RTT adi
verilen ticari test sayilabilir. Bu calismada, klinik 6rneklerden izole edilen C.glabrata sus-
larinin tanisinda 3 saatte sonug verebilen hizli trehalaz testinin degerlendirilmesi amac-
lanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ege bolgesindeki 3 hastanede (Aydin Adnan Menderes Universite Hasta-
nesi, izmir Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve izmir Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi) cesitli klinik 6rneklerden etken oldugu dustinilerek izole edilen top-
lam 173 Candida susu dahil edildi. izolatlar germ tip testi, misir unu-tween 80 agarda-
ki gortiniimleri ve Mast ID-CHROMagar Candida besiyerindeki (Mast Diagnostics, Mer-
seyside, Ingiltere) koloni rengi ve sekli ile tanimlandi. C.albicans disi Candida suglarinin
tanisi, APl 20 CAUX (BioMerieux, Fransa) kiti ile dogrulandi. Suglarin 86 (%50)’s1 C.glab-
rata, 48 (%28)'i C.albicans, 17 (%10)'si C.krusei, 13 (%8)'G C.tropicalis, 5 (%3)'i C.pa-
rapsilosis, 3 (%2)'G C. keyfr ve 1 (%1)’i C.utilis olarak tanimlandi. Kalite kontrol suslari
olarak C.albicans ATCC 90028, C.tropicalis ATCC 750, C.krusei ATCC 6258 ve C.glabrata
ATCC 90030 suslari kullanild.

Tim izolatlar, %4 glukoz iceren Sabouraud dekstroz agar (SDA Oxoid, ABD) besiye-
rine pasajlandi ve besiyerleri 37°C’de 24 saat inkilibe edildi. Besiyerindeki Candida kolo-
nilerinden, 50 pl %4 trehaloz (Merck, Almanya) iceren sitrat tampon (0.1 M, pH: 5.0)
icinde yogun bir suspansiyon hazirlandi ve 37°C’de 3 saat bekletildi. Bu stire sonunda
trehalaz enziminin trehalozu parcalamasi sonucunda ortaya cikan glukoz, ticari “idrar
glukoz stripleri” (Spinreacta, ispanya) kullanilarak gésterildi. Bu stripler (izerinde glukoz
arastirilan bolime test stispansiyonundan 10 pl damlatildi ve 2 dakika icinde renk degi-
simi olup olmadigi izlendi. Kahverengi-turuncu renk olusumu glukoz varligini ve dolayi-
siyla trehalaz enzim aktivitesini gosterirken, renk degdisiminin olmamasi negatif sonug
olarak degerlendirildi'’. Tiim izolatlar ikiser kez calisildi.

BULGULAR

Calismamizda, 86 C.glabrata susunun timu hizl trehalaz testi ile pozitif bulunmus;
bir C.glabrata susu ilk caismada negatif iken, ikinci tekrarda pozitif sonug vermistir. C.tro-
picalis izolatlarinin birisinde trehalaz testi pozitif olarak saptanmis ve bu sonug yalanci
pozitif olarak degerlendirilmistir. Diger izolatlarin tiimiinden ise negatif sonug alinmistir.
Bu bulgulara gore hizl trehalaz testinin duyarlihgr %100, 6zgilligu %98.9 olarak belir-
lenmistir.

TARTISMA

invazif Candida enfeksiyonlarinin hizli seyretmesi nedeniyle tanisinin kisa stre icinde
yapilmasi 6nem tasimaktadir. Sistemik olarak kullanilan antifungallerden flukonazole kar-
si C.glabrata suslarinin doza bagh duyarli ya da direncli olabilmesi tir tayininin dnemini
artirmaktadir®. Calismamizda, izolatlarin laboratuvar tanisinin hizli yapilabilmesi icin gelis-
tirilen yontemlerden trehalaz testi kullanilmistir. Test edilen 86 C.glabrata susunun 85°i ilk
calismada pozitif bulunurken, biri ilk calismada negatif, ikinci tekrarda pozitif olarak so-
nug vermistir. Bu durumun ilk testte kullanilan inokuliim miktarinin yetersiz olmasindan
kaynaklanabilecegi dustintlmustur. Testin duyarliik ve 6zgulligu yiksek olup (sirasiyla;
%100 ve %98.9), benzer prensiple yapilan arastirmalarda belirtilen duyarllik ve 6zgullik
sonuclari (duyarlilik %96-100, 6zgiilliik %96-100) ile paralellik géstermektedir' '3,
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Hizl trehalaz aktivitesini temel alan testlerde, en 6nemli dezavantajlardan biri yalanci
pozitif sonuclarin alinabilmesidir’. Calismamizda yalanci pozitiflik 5 C.tropicalis susunun
birinde saptanmuistir. Yapilan benzer calismalarda, C.tropicalis suslarinda yalanci pozitiflik
orani %1.4-8.8 olarak bildirilmektedir'%'113, C.tropicalis diginda C.famata ve C.lusitaniae
suslarinda da yalanci pozitiflik gériilebilmektedir'. Bundan dolayi hizli trehalaz testi po-
zitifliginde, susun dogrulanmasi icin diger testlerin eklenmesi gerekli olabilmektedir. Ba-
z1 arastirmacilar tarafindan Candida suglarinin koloni gortiniimleri ve germ tip testi so-
nuclarinin birlikte degerlendirilmesi 6nerilirken, bazilari trehalaz testi ile birlikte maltoz
ya da sukroz asimilasyon testinin uygulanmasinin yararli olacagini 6ne stirmektedir-
ler'13-15_ Diger taraftan taniya yardimci olarak CHROMagar kullanilmasinin da hizl tre-
halaz testinde yalanci pozitiflik oranlarini azaltacag bildiriimektedir'®.

Hizli trehalaz testinde yalanci pozitiflik, besiyerlerine bagh olarak degisebilmektedir.
Candida suslari; kanli agar, Candida ID, %2 glukozlu SDA (pH 5.6) ve %4 glukozlu SDA
(pH 5.6) besiyerlerinde duretildiginde trehalaz testi C.tropicalis icin sirasiyla %68.5,
%77.5, %23.6 ve %8.8 oranlarinda yanlis pozitiflikler verebilmektedir'®'!. Calismamiz-
da Candida susglarinin %4 glukozlu SDA’da Uretilmesi, C.tropicalis izolatlarindaki yanlis
pozitiflik oraninin dugiik bulunmasini saglamis olabilir.

Sonug olarak, hizli trehalaz testinin kolay, ucuz ve kisa stirede sonug veren bir yontem
oldugu ve klinik mikoloji laboratuvarlarinda C.glabrata klinik izolatlarinin tanisinda kulla-
nilabilecegi diisinulmustar.
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