
83

Türk Mikrobiyol Cem Derg (2008) 38 (2) : 83-86

© 1993 Türk Mikrobiyoloji Cemiyeti / Turkish Microbiological Society

ISSN 0258-2171

G‹R‹fi

Son y›llarda mantar infeksiyonlar›n›n s›kl›¤› kan-

ser, AIDS, organ transplantasyonu, kemoterapi ve

radyoterapi gibi çeflitli nedenlere ba¤l› immün

yetmezlikli hasta say›s›n›n artmas›, invazif giri-

flimlerin yayg›nlaflmas›, genifl spektrumlu antibak-

teriyel ve kortikosteroid ilaç tedavileri gibi ne-

denlere ba¤l› olarak art›fl göstermektedir. Yüksek

morbidite ve mortalite sebebi olan invazif man-

tar infeksiyonlar›n›n tedavisindeki baflar› oran› et-

ken türlerin do¤ru ve h›zl› bir flekilde tan›mlan-

mas›na ba¤l›d›r (1).

Günümüzde patojen oldu¤u düflünülen Candida

türlerinin say›s› artmaktad›r. Candida türlerinin

tiplendirilmesi, fenotipik identifikasyona dayal›

mikroskobik morfoloji, germ tüp oluflturma, kla-

midyospor oluflumu, kromojenik besiyerlerinde

koloni rengi de¤erlendirilmesi gibi metodlar ile

bafllam›flt›r. Daha k›sa sürede sonuç veren biyo-

kimyasal ve enzimatik reaksiyonlar›n de¤erlendi-

rilmesine dayal› manuel olarak yada otomotize

olarak kullan›labilen API 20C, API Candida, Ra-
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ÖZET

Bu çal›flmada, klinik örneklerden izole edilen 118 Candida suflu rutin yöntemler ve ticari bir yöntem olan API20C ile

identifiye edilmifl ve sonuçlar MIS yöntemiyle elde edilen hücresel ya¤ asitlerinin profili ile karfl›laflt›r›lm›flt›r. Candida

sufllar›, 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 tan›mlanm›flt›r. Ya¤ asiti analizinde, maya izolatlar›n›n sabouraud

dextrose agarda 28°C de 24 saatlik kültürü haz›rlanm›fl. Parçalanan koloniler, metillenmifl, ekstrakte edilmifl ve

kromatografik analizleri sistem k›lavuzuna göre yap›ld›. 118 izolat›n 79 (%66,9)’u tür düzeyinde do¤ru, 27 (%22,8)’i yanl›fl

tiplendirilmifl ve 12 (%10,1)’i tiplendirilememifltir.

Anahtar Kelimeler: Candida Türleri, Tiplendirme, Mikrobiyal ‹dentifikasyon Sistemi

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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pID Yeast Plus, MicroScan Yeast Identification

Panel, VITEK Yeast Biochemical Card gibi sis-

temler rutin kullan›ma girmeye bafllam›flt›r. Son

y›llarda, PCR temelli moleküler tan› yöntemleri

Candida’lar›n tür düzeyinde tan›mlanmas›nda

önem kazanmaktad›r (2).

Hücresel ya¤ asitlerinin belirlendi¤i gaz-s›v› kro-

matografisi metodu çevre ve klinik kökenli bak-

terilerin, mikobakterilerin ve mayalar›n tür düze-

yinde tan›mlanmas›nda kullan›lmaktad›r. Mikrobi-

yal ‹dentifikasyon Sistemi (MIS=Microbial

Identification System, MIDI, INC, Newark, DE,

USA) türlere özgü olan tüm ya¤ asiti metil es-

terleri, dimetil asetil, aldehid gibi bileflikleri yük-

sek ayr›flt›rma özelli¤indeki gaz-s›v› kromatogra-

fisi vas›tas›yla tan›mlar. MIS tam otomotik bilgi-

sayar destekli, h›zl› sonuç veren, düflük maliyet-

li olup laboratuvarda izole edilen bir çok mikro-

organizman›n identifikasyonunda kullan›lmaktad›r

(3-7).

Bu çal›flmada MIS sistemi de¤iflik klinik örnek-

lerden izole edilen Candida sufllar›n›n tiplendiril-

mesinde kullan›lm›flt›r.  

GEREÇ VE YÖNTEM

Candida sufllar›. Atatürk Üniversitesi Mikrobiyo-

loji ve Klinik Mikrobiyoloji rutin laboratuvar›na

de¤iflik klinik ve polikliniklerden gönderilen 40’›

kan, 35’i idrar, 16’s› yara, 10’u bo¤az salg›s›

17’si vajina örne¤inden izole edilen ve infeksi-

yon etkeni oldu¤u düflünülen toplam 118 Candi-

da suflu incelenmifltir. Bu sufllar laboratuvar›m›z-

da germ tüp oluflturma, tween 80’li corn meal

agarda mikromorfoloji incelenmesi, kromojenik

besiyerinde koloni renk ve morfolojilerinin de¤er-

lendirilmesi ve AP‹ 20C sistemi ile tür düzeyin-

de tan›mlanm›flt›r. Çal›flmam›zda standart sufl ola-

rak C.albicans ATCC 90028, C.parapsilosis

ATCC 22019 ve C.glabrata ATCC 90030 kulla-

n›lm›flt›r. ‹dentifikasyonu yap›lan bu sufllar Ata-

türk Üniversitesi Biyoteknoloji Araflt›rma ve Uy-

gulama Merkezinde MIS sistemi ile yeniden de-

¤erlendirilmifltir. 

MIS. MIS sistemi dört ana parçadan oluflan ve

bilgisayar kontrolünde çal›flan bir sistemdir:

1-Gaz kromatografisi 2-Kromatografiyi besleyen

gaz tanklar› (hidrojen,azot ve hava) 3-Bilgisayar

sistemi 4-Database’ler (Sherlock system software,

library generation software, bakteri ve mantar

için haz›rlanm›fl kütüphaneler) (8).

MIS sistemi ile de¤erlendirilecek Candida sufllar›-

n›n Sabouraud dextrose agarda 28 oC de 24 saat-

lik kültürü haz›rlanm›flt›r. Besiyerinde üreyen ma-

yalardan bir öze dolusu al›narak steril 5ml lik cam

tüpe aktar›larak üzerlerine 1ml saponifikasyon çö-

zeltisi (hücre parçalay›c› [NaOH 45 gr, metil al-

kol 150ml, saf su 150 ml]) eklenmifl 5-10 saniye

çalkalanm›fl ve 25 dakika süre ile 1000C lik su

banyosunda inkubasyona b›rak›lm›flt›r. Bu ifllem bi-

rinci basamak olup hücrelerin parçalan›p ya¤ asit-

lerinin serbest kalmas›na neden olmaktad›r. 

‹kinci basamakta tüplere 2 ml metilasyon çözel-

tisi (HCL2 325 ml, metil alkol 275ml) eklenerek

5-10 saniye çalkaland›ktan sonra 10 dakika

800C’de daha sonra 2 dakika buz içerisinde bek-

letilmifltir. Bu aflamada serbest ya¤ asitlerine es-

ter ba¤lar› ile metil eklenmifl olur ve ya¤ asitle-

rinden ya¤ asit metil esterleri oluflur ve yüksek

s›cakl›kta uçucu özellik kazan›r. 

Üçüncü basamakta so¤utulmufl tüplere 1,25 ml

saflaflt›rma çözeltisi (hekzan 200 ml, meti-tert-bu-

til eter 200 ml) eklenerek 10 dakika çalkalanm›fl-

t›r. Bu süre sonunda tüpte iki faz oluflmufltur. Alt

faz asidik, üstte organik s›v› faz oluflup Pasteur

pipeti ile asidik faz toplanm›flt›r. 

Son aflama bazik y›kama aflamas›d›r. Bu aflama-

da tüplere 3ml y›kama çözeltisi (NaOH 10,8 gr,

saf su 900 ml) eklenip 5 dakika çalkalan›p 10

dakika oda s›cakl›¤›nda bekletilmifltir. Bazik y›-

kama aflamas›nda ya¤ asit metil esterleri daha saf

olarak elde edilmifltir. Süre sonunda tüpün üst

k›sm›nda kalan ya¤ asitlerinin saf metil esterleri

Pasteur pipeti ile toplan›p 2 ml lik gaz kroma-

tografisi tüplerine aktar›lm›flt›r. Tüpler MIS ciha-

z› üzerindeki örnek toplama tepsisine yerlefltiril-
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mifl ve sistem k›lavuzuna uygun olarak tek tek

analiz edilmifltir. Sonuçlar cihaz›n bilgisayar› ta-

raf›ndan YST 28 ve YSTCLN  kütüphanelerine

göre de¤erlendirilmifltir (8).

BULGULAR

Çal›flmada de¤iflik klinik örneklerden izole edilen 118

candida suflu klasik rutin yöntemler ile C.albicans

(n=74), C.tropicalis (n=28), C.glabrata (n=7), C.parap-

silosis (n=3), C.krusei (n=4) ve C.guilliermondii (n=2)

olarak tan›mlam›flt›r. MIS sistemi ile tekrar de¤erlendiri-

len bu sufllar›n 79 (%66,9)’u klasik identifikasyon so-

nuçlar› ile uyumlu bulunmufltur. Do¤ru olarak tan›mla-

nan sufllar›n 58’inin C.albicans, 13’ünün C.tropicalis,

3’ünün C.glabrata, 2’sinin C.parapsilosis, 2’sinin C.kru-

sei, 1’inin C.guilliermondii türüne ait olduklar›

saptanm›flt›r. Çal›flmada MIS sistemi ile yeniden de¤er-

lendirilen 118 Candida suflunun 27 (%22,8)’isi klasik

tan› yöntemleri ile elde edilen sonuçlar›na uygunluk gös-

termemifltir. Klasik yöntemler ile C.albicans olarak

tan›mlanan 10 Candida suflu MIS ile C.lusitaniae (n=4),

C.kefyr (n=3), C.glabrata (n=1), Zygosaccharomyces

(n=1) ve C.tropicalis (n=1) olarak tan›mlanm›flt›r. C.tro-

picalis sufllar›n›n 12’si, C.glabrata sufllar›n›n 3’ü, C.kru-

sei sufllar›n›n 1’i ve C.guilliermondii sufllar›n›n 1’i MIS

ile yanl›fl tan›mlanm›flt›r. Toplam 12 (%10,1) sufl ise ta-

n›mlanamam›flt›r. MIS ile do¤ru ve yanl›fl tan›mlanan ve

tan›mlanamayan sufllar›n klasik yöntemler ile identifiye

edilenlerle karfl›laflt›r›lmas› Tablo 1 ve yanl›fl tan›mlanan

sufllar›n sonuçlar› Tablo 2 de verilmifltir.

TARTIfiMA

Candida cinsi içinde yaklafl›k 200 tür bulunmak-

tad›r ve bunlar›n 20’si insan ve hayvanlarda in-

feksiyon etkenidir. C.albicans önceleri daha s›k-

l›kla izole edilirken son y›llarda di¤er candida

türleri art›fl göstermektedir. Klinik örneklerden

izole edilen Candida türlerinin do¤ru ve h›zl› ta-

n›mlanmas›, antifungal duyarl›l›klar›n›n belirlen-

mesinde ve tedavi baflar›s›n›n artmas›nda önemli-

dir (9).

MIS tam otomotik bilgisayar destekli, h›zl› sonuç

veren, düflük maliyetli olup laboratuvarda izole

edilen birçok mikroorganizman›n identifikasyo-

nunda kullan›lmaktad›r. De¤iflik çal›flmalarda

araflt›r›c›lar klinik örneklerden izole ettikleri

Gram negatif anaerop bakterilerin (10), Gram ne-

gatif nonfermentatif bakterilerin (11), stafilokok-

lar›n (7) ve mikobakterilerin (12) tan›mlanmas›n-

da kullanm›fllard›r. Sistemin bilgisayar kütüphane

verilerinin gelifltirilmesi ile bu sistem mayalar›n

tür düzeyinde identifikasyonu için de kullan›lma-

ya bafllam›flt›r (3-6).

C.albicans ve di¤er türlerin identifikasyonlar› kla-

sik ve ticari biyokimyasal sistemler ile 24 ile 72

saat sürede yap›lmaktad›r. MIS sistemi ile kültür-

de üreyen koloniler ayn› gün tan›mland›¤› için

di¤er yöntemlere göre daha h›zl› sonuç al›nmak-

tad›r. Fakat de¤iflik çal›flmalarda sistemin do¤ru

sonuç oranlar› ve güvenilirli¤i hakk›nda farkl› de-

¤erlendirmeler yap›lm›flt›r. Arthur ve ark. (3) 550

Tablo  1.  . MIS ile tan›mlanan sufllar›n klasik yöntemler ile

identifiye edilen sufllar ile karfl›laflt›r›lmas›.

Klasik yöntemler

ile tan›mlanan

sufllar

M‹S ile tan›mlanan sufllar

Do¤ru

tan›mlanan

sufllar

Yanl›fl

tan›mlanan

sufllar

Tan›mla-

namayan

sufllar

C.albicans (n=74) 58 10 6

C.tropicalis (n=28) 13 12 3

C.glabrata (n=7) 3 3 1

C.parapsilosis

(n=3)

2 - 1

C.krusei (n=4) 2 1 1

C.guilliermondii

(n=2)

1 1 -

Toplam (n=118) 79 27 12

Tablo 2.  . M‹S ile yanl›fl tan›mlanan sufllar ve tan› sonuçlar›

MIS ile yanl›fl tan›mlanan sufllar Tan› sonuçlar›

C.albicans (n=10) C.lusitaniae (n=4), C.kefyr

(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)

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

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

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

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

Toplam (n=27)
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klinik maya izolat› üzerinde yapt›klar› çal›flmada

sufllar›n MIS ile %68,0’inin do¤ru, %15,8’inin

yanl›fl  tan›mland›¤›n›, %16,2’sinin ise tan›mlana-

mad›¤›n› bildirmifller, James ve ark (6) M‹S ile

identifikasyonunda klinik Candida izolatlar›n›n

%74’ünü do¤ru, %16’s›n› yanl›fl tan›mlam›fllar ve

%28’ini ise identifiye edememifllerdir. James ve

ark (5) 477 maya suflu ile yapt›klar› bir di¤er

çal›flmalar›nda MIS’in do¤ru tan›mlama oran›n›

%70,2, yanl›fl tan›mlama oran›n› %14,3 ve

tan›mlayamama oran›n› %6,1 olarak belirlemifller-

dir. 

Sistemin do¤ru sonuç oran› %74’ün üzerine ç›k-

mam›flt›r. Bizim çal›flmam›zda MIS’in do¤ru so-

nuç oran› %66,9 olarak belirlenmifltir. 

Klasik yöntemler ile tan›mlad›¤›m›z C.albicans

sufllar›ndan 10’u MIS taraf›ndan C.lusitaniae

(n=4), C.kefyr (n=3), C.glabrata (n=1), Zygosacc-

haromyces (n=1), C.tropicalis (n=1) olarak

tan›mlanm›flt›r. C.albicans sufllar›nda yanl›fl de-

¤erlendirme oran› %13,5 dir. C.tropicalis suflla-

r›ndan 10’u C.albicans, 1’i C.aaseri, 1’i C.poly-

morpha olarak, C.glabrata sufllar›ndan 1’i C.albi-

cans, 1’i C.kefyr, 1’i S.cerevisiae olarak

tan›mlanm›flt›r. Yanl›fl de¤erlendirme oran› C.tro-

picalis sufllar›nda (%42,8), C.glabrata sufllar›nda

(%42,8), C.krusei sufllar›nda (%25), C.guillier-

mondii sufllar›nda (%50) olarak belirlenmifltir. 

Çal›flmam›zda klasik yöntemler ile tan›mlanan 74

C.albicans suflundan 6’s›, 28 C.tropicalis suflun-

dan 3’ü, 7 C.glabrata suflundan 1’i, 4 C.krusei

suflundan 1’i ve 3 C.parapsilosis suflundan 1’i

M‹S ile tan›mlanamam›flt›r. Çal›flmalarda sistemin

tan›mlayamama nedeni olarak bilgisayar de¤erlen-

dirme kütüphanelerinde maya türlerine ait ya¤

asiti profil verilerindeki eksiklik gösterilmektedir

(3-6).

Çal›flmam›zda standart sufl olarak C.albicans

ATCC 90028, C.parapsilosis ATCC 22019 ve

C.glabrata ATCC 90030 kullan›lm›flt›r. Bu sufllar

MIS ile do¤ru tan›mlanm›flt›r. 

Mikrobiyal ‹dentifikasyon Sisteminin sadece h›z-

l› sonuç vermesi yeterli de¤ildir. Do¤ru tan›mla-

ma oranlar›n›n düflük olmas›ndan dolay› tek ba-

fl›na mayalar›n identifikasyonunda kullan›lmas›

uygun de¤ildir. Di¤er klasik yöntemler ile des-

teklenmesi ve sistemin ya¤ asiti profil verilerinin

gelifltirilmesi gereklidir.  
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