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Son yillarda yogun bakim (nitelerinde yatan, immin sipresif tedavi alan ve genis spektrumlu
antibiyotik kullanan hastalarin sayisinin artmasi, sistemik kandidoz insidansini artirmistir. Bu tir hastalarda
en sik gorilen klinik gosterge, kandidemidir. Kan kiiltirlerinden Candida tiirlerinin geleneksel morfolojik
ve biyokimyasal yontemler ile tanimlanmasi uzun siirmektedir. Bu nedenle hizli, glivenilir ve dogru sonug
veren yontemlere ihtiya¢ vardir. Bu amacla, direkt tanimlama yapabilen yeni sistemler gelistirilmistir.
Bu calismada; kan kultlrlerinde treyen Candida tirlerinin tanimlanmasinda, peptid nikleik asit floresan
in situ hibridizasyon (PNA FISH) yonteminin performansinin, konvansiyonel yontemlerle karsilastirilarak
degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismaya, Temmuz 2011-Temmuz 2012 tarihleri arasinda, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri kliniklerinde sistemik mantar enfeksiyonu 6n tanisiyla takip edilen ve
kan kiiltiiriinde maya tireyen 50 hasta alinmistr. izole edilen Candida suslarinin tanimlanmasi; makroskobik
ve mikroskobik morfoloji, cimlenme borusu testi, siklohekzimid hassasiyeti, ireaz aktivitesi ve APl 20C
AUX (bioMerieux, Fransa) testi ile karbonhidrat asimilasyonuna gore yapilmistir. PNA FISH yontemi icin
Yeast Traffic Light® PNA FISH (AdvanDx, ABD) kiti kullanilmistir. Morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine
(konvansiyonel yontemler) gore, 50 Candida izolatinin 19 (%38)'u C.albicans, 12 (%24)'si C.glabrata,
besi (%10) C.parapsilosis, besi (%10) C.kefyr, dordii (%8) C.krusei, ikisi (%4) C.guilliermondii, ikisi (%4)
C.tropicalis ve biri (%2) C.lusitaniae olarak tanimlanmistir. PNA FISH yontemiyle ise izolatlarin 24 (%48)’l
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C.albicans/C.parapsilosis (yesil floresan), 16 (%32)'si C.glabrata/C.krusei (kirmizi floresan) ve biri (%2)
C.tropicalis (sari floresan) olarak dogru sekilde tanimlanmis, ancak bir C.tropicalis susu C.albicans olarak
hatali sonug vermistir. Diger sekiz (%16) sus ise, PNA FISH kitinin dederlendirme panelinde bulunmayan
tirler olmalari nedeniyle (5 C.kefyr, 2 C.guillermondiive 1 C.lusitaniae) floresan vermemis ve diger Candida
spp. olarak degerlendirilmistir. Buna gore, kitin belirleyebildigi tirler (C.albicans, C.parapsilosis, C.glabrata,
C.krusei ve C.tropicalis) dikkate alindiginda, konvansiyonel yéntemlerle uyum orani %97.6 (41/42) olarak;
tdm tdrler icin toplam tanimlama orani ise %84 (41/50) olarak bulunmustur. Sonug olarak; hastanemizde
kan kdltlrlerinden en sik izole edilen tirlerin sirasiyla C.albicans, C.glabrata ve C.parapsilosis oldugu
belirlenmis; kan kiltirlerinde treyen Candida tirlerinin tanimlanmasinda PNA FISH yonteminin kolay,
glvenilir ve kisa zamanda (90 dakika) sonug veren bir yontem olmasi nedeniyle rutin laboratuvarlarda
kullanilabilir oldugu distintlmustir. Bununla birlikte, daha fazla sayida susun kullanildigi ve maliyetin de
g6z oniine alindigi karsilastirmali ileri calismalara gerek vardir.

Anahtar sézciikler: Candida; tanimlama; peptid niikleik asit floresan in situ hibridizasyon; PNA FISH;
kandidemi.

ABSTRACT

In recent years, increased number of patients who are hospitalized in intensive care units, received
immunosuppressive therapy and treated with broad-spectrum antibiotics that can lead an increase
in the incidence of systemic candidiasis. In these patients, the most common clinical manifestation is
candidemia. Since the identification of Candida species isolated from blood cultures is time consuming
by conventional (morphological and biochemical) methods, rapid, reliable and accurate methods are
needed. For this purpose novel systems have been developed to identify the agent directly. The aim of
this study was to evaluate the peptide nucleic acid fluorescent in situ hybridization (PNA FISH) method
for the identification of Candida species by comparing with the conventional methods. A total of 50
patients who were admitted to Erciyes University Medical Faculty Hospital clinics and followed with
prediagnosis of systemic fungal infections whose blood cultures were positive for the yeasts between July
2011 and July 2012 were included in the study. The conventional identification of Candida isolates was
performed by considering macroscopic and microscopic morphology, germ tube test, cycloheximide
sensitivity, urease activity and carbohydrate assimilation patterns with API 20C AUX (bioMerieux, France)
test. PNA FISH method was conducted by the use of a commercial kit namely Yeast Traffic Light® PNA
FISH (AdvanDx, USA). According to morphological and biochemical characteristics (conventional
methods), 19 (38%) out of 50 Candida isolates were identified as C.albicans, 12 (24%) as C.glabrata,
five (10%) as C.parapsilosis, five (10%) as C.kefyr, four (8%) as C.krusei, two (4%) as C.guilliermondii,
two (4%) as C.tropicalis and one (2%) as C.lusitaniae. On the other hand, 24 (48%) of the isolates were
identified as C.albicans/C.parapsilosis (with green fluorescence), 16 (32%) as C.glabrata/C.krusei (with red
fluorescence) and one (%2) as C.tropicalis (with yellow fluorescence) properly, however one C.tropicalis
strain was misidentified as C.albicans by PNA FISH method. Other eight (16%) strains which were not
presented in the evaluation panel of PNA FISH kit (5 C.kefyr, 2 C.guillermondii and 1 C.lusitaniae), gave
no fluorescence and determined as other Candida spp. According to this, when the species that could
be detected with the kit (C.albicans, C.parapsilosis, C.glabrata, C.krusei and C.tropicalis) were considered,
the concordance rate with the conventional methods was determined as 97.6% (41/42) and the total
evaluation rate for all the species was 84% (41/50). In conclusion, the most frequent isolated species
from blood cultures in our hospital was C.albicans, followed by C.glabrata and C.parapsilosis. Since PNA
FISH testing is a practical, reliable and rapid (resulted in 90 minutes) method for the identification of
Candida strains at species level isolated from blood cultures, it was thought to be useful in routine
laboratories. However, further comparative studies are required with large number of strains with the
consideration of cost-effectiveness.

Keywords: Candida; identification; peptide nucleic acid fluorescent in situ hybridization; PNA FISH;
candidemia.
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GIRi$

Candidatirleri,insanlardagoriilenenyayginfungal patojenlerdir. Bumikroorganizmalar,
invazif olmayan yuzeyel enfeksiyonlardan, derin dokular tutan enfeksiyonlara kadar genis
hastalik spektrumuna sahiptirler'. Tiim nozokomiyal fungal enfeksiyonlar arasinda Candida
turlerine bagh enfeksiyonlar %80 olarak bildirilmekte ve kan kiiltiirlerinden izole edilen
etkenler arasinda dérdiincii sirada bulunmaktadirlar®3. Mantar enfeksiyonlarinin, yogun
bakim biriminde hastane kaynakli dolasim sistemi enfeksiyonlarinda en sik karsilagilan
etkenler arasinda Candida tirlerinin bulundugu, etken olarak sirasiyla C.albicans,
C.glabrata, C.tropicalis ve C.parapsilosis'in izole edildigi bildirilmistir*. Bir baska raporda
ise, Uc yilhk siire icinde cok merkezli hastane kaynakl dolasim sistemi enfeksiyonlarinda,
Candida turlerinin %7.6 oraninda etken mikroorganizmalar arasinda bulundugu
vurgulanmaktadir®. Ayrica ayni calismada, Candida enfeksiyonlarinin mortalite oraninin
yuksek oldugu ve en sik karsilasilan turlerin C.albicans, C.glabrata, C.krusei, C.parapsilosis
ve C.tropicalis oldugu saptanmistir®.

Kan kilturlerinden mayalarin tanimlanmasi 1-4 guin gibi uzun sure almaktadir. Bu
nedenle hizli tani saglayabilen, 6zgulligu ve duyarliigi yliksek laboratuvar yontemlerine
ihtiyac vardir. Son yillarda 6zellikle hizli tani icin molekiiler ydntemler gelistirilmistir &7
Yapilan calismalarda, pozitif kan kiltirlerinde C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis,
C.glabrata ve C.krusei'nin tanimlanmasi icin tasarlanmig, FDA onayi almis peptid niikleik
asit floresan in situ hibridizasyon (PNA FISH) (Yeast Traffic Light® PNA FISH, AdvanDx)
yonteminin kullanilabilecegi bildirilmektedir’#12. Bu calismada, kan kiiltiirlerinde
treyen Candida turlerinin tanimlanmasinda, PNA FISH yontemin degerlendirilmesi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Temmuz 2011 - Temmuz 2012 tarihleri arasinda, Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastaneleri kliniklerinde sistemik mantar enfeksiyonu on tanisiyla takip edilen
ve kan kilturiinde maya ureyen 50 hasta alindi. Hastalarin yasi, cinsiyeti, altta yatan
hastaligi ve yattigi servis gibi demografik bilgileri kaydedildi.

Kan kiilturleri Bact/Alert 3D otomatize sistemi (bioMerieux, Fransa) ile degerlendirildi.
Cocuklar icin BacT/Alert PF Pediatric FAN ve eriskinler icin BacT/ Alert FA FAN® Aerobic
siseleri (bioMerieux, Fransa) kullanildi. Cihazda lreme sinyali veren siselerden Gram
boyama sonucu maya olarak tanimlanan kan kilttri ornekleri toplandi. Kan kultari
siselerinden oncelikle Sabouraud dekstroz agara (SDA) ekim yapildi. Standart sus olarak
C.albicans ATCC 90028 kullanildi.

Kan kilturlerinde Ureyen Candida suglarinin tanimlanmasinda; makroskobik ve
mikroskobik morfolojisi, cimlenme borusu testi, siklohekzimid hassasiyeti, ireaz testi, API
20C AUX (bioMerieux, Fransa) karbonhidrat asimilasyonu testi kullanildi'3.

PNAFISH (Yeast Traffic Light® PNA FISH, AdvanDx, ABD) yénteminin uygulanmasinda;
kan kultirt sisesinden alinan 10 pl 6rnek, bir lam Uzerine konulan bir damla tespit
solisyonu ile hafifce karistirildi ve metanol ile tespit edildi. Tespit edilen lamlarin tizerine
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bir damla hibridizasyon probu damlatildi. Lamlar 55°C’de, onceden isitilmis yikama
solisyonunda 30 dakika boyunca bekletildi ve sonra cikartilarak disarida kurumasi
saglandi. Uzerine bir damla destek (mounting) sivisindan eklendi; lamelle kapatildi ve
floresan mikroskopta cift bant filtresi (AdvanDx, ABD) takilarak 40-100X biyltmede
incelendi. Degerlendirmede; yesil renkte floresan verenler C.albicans ve C.parapsilosis,
kirmizi floresan verenler C.glabrata ve C.krusei, sari floresan verenler ise C.tropicalis olarak
kabul edildi.

BULGULAR

Konvansiyonel (morfolojik ve biyokimyasal) yontemler ile, kan kiltiirlerinden izole
edilen 50 Candida susunun %38’i C.albicans, %24'iG C.glabrata, %10’u C.parapsilosis,
%10u C.kefyr, %8'i C.krusei, %4'U C.guilliermondii, %4'G C.tropicalis ve %2'i C.lusitaniae
olarak tanimlanmustir.

PNA FISH yontemiyle; yesil renkli floresan veren 24 (%48) sus C.albicans veya
C.parapsilosis, kirmizi renkli floresan veren 16 sus C.glabrata ve C.krusei, sari renkli
floresan veren bir sus ise C.tropicalis olarak degerlendirilmistir (Resim 1) (Tablo I).
C.albicans olarak tanimlanan bir C.tropicalis susu disindaki suslarin uyumlu sonug verdigi
izlenmistir (41/42; %97.6) (Tablo I). Floresan vermeyen 8 sus ise diger Candida tirleri
olarak degerlendirilmistir. Buna gore PNA FISH’in degerlendirme panelinde olmayan
5 C.kefyr, 2 C.guillermondii ve 1 C.lusitaniae susu tanimlanamamistir. C.albicans ATCC
90028 standart sugsu PNA FISH yontemiyle yesil renkli floresan vermistir.

TARTISMA

Sistemik kandidozun sikhgi giin gectikce 6nem kazanmaktadir. Bunlar icinde en onemli
klinik gosterge kandidemidir. Kandidemi, zor tani konulan, sistemik tedavi gerektiren,
hastanede kalis siiresini uzatan ve siklikla 6limle sonuglanan bir enfeksiyondur'®.
Kandidemiye en sik C.albicans tiri neden olsa da, diger Candida tirleri de yaygin
etken olarak gériilmektedir'>. Lockhard ve arkadaslari'® 2329 kan kiiltiirii ile yaptiklari

Resim 1. PNA FISH yontemiyle; yesil renkli floresan veren C.albicans (A) ve kirmizi renkli floresan veren
C.glabrata (B) gortilmektedir.
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Tablo I. Candida suslarinin tanimlanmasinda her iki yontemle alinan sonuglar
Olgu sayisi (%) Olgu sayisi (%)
Sus Sayisi Konvansiyonel yontemler PNA FISH*
19 C.albicans Yesil
12 C.glabrata Kirmizi
5 C.parapsilosis Yesil
5 C.kefyr -
4 C.krusei Kirmizi
2 C.guilliermondii -
1 C.tropicalis Yesil**
1 C.tropicalis Sari
1 C.lusitaniae -
* Bu yontemde yesil renk C.albicans ve C.parapsilosis; kirmizi renk C.glabrata ve C.krusei; sari renk ise C.tropicalis'i
ifade etmektedir.
** Uyumsuz sonug.
(-) Yontemin degerlendirme panelinde bulunmayan tiirler.

calismada; izole edilen Candida tiirlerini siklik sirasina gore; C.albicans (%38), C.glabrata
(%29), C.parapsilosis (%17) ve C.tropicalis (%10) olarak bildirmislerdir. italya’da yapilan,
462 kandidemi epizotunun incelendigi cok merkezli bir calismada; en sik izole edilen
tirtn C.albicans (%49.2) oldugu, bunu C.parapsilosis (%26.2) ve C.glabrata (%10.4)
tiirlerinin izledigi rapor edilmistir'”. Ayni calismada 2000-2013 yillari arasinda Avrupa’da
yapilan calismalar degerlendirilmis; Fransa, ingiltere ve Kuzey Avrupa’da C.glabrata;
Tiirkiye, ispanya ve Yunanistan’da ise C.parapsilosis tiiriiniin en yaygin olarak bulundugu
bildirilmistir'”. Giiltekin ve arkadaslari'® kan kiiltiirlerinden en fazla izole edilen tiiriin
C.albicans oldugunu, ikinci siklikta ise C.parapsilosis’in goruldigunu ifade etmislerdir.
Diger bazi calismalarda, kan kultirinde C.guilliermondii, C.krusei ve C.famata turlerine
de rastlanmistir'®19, Bizim calismamizda, 50 adet kan kiiltiiriinden en sik izole edilen tiir
C.albicans (%38) olmus, bunu C.glabrata (%24), C.parapsilosis (%10) ve C.kefyr (%10),
C.krusei (%8), C.guilliermondii (%4), C.tropicalis (%4) ve C.lusitaniae (%2) izlemistir.

Enfeksiyon hastaliklarinin erken tanisinda, kiltlr gibi klasik yontemler altin standart
olarak 6nemini korumakla birlikte, bircok etkeninin tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadir.
Coklu direncli mantarlarla olusan enfeksiyonlarda, etken turtinun hizla belirlenip tedaviye
erken baslanmasi hayati 6nem tasimaktadir. Ancak klasik yontemlerle bu siire¢ uzun
zaman almaktadir. Molekiiler yontemler bu sireci azaltmakta, ayrica Gremesi gti¢ olan
ve zaman alan mantarlarin tanimlanmasinda da énem tasimaktadir®”. FISH yontemi ile,
kultir ve fenotipik 6zelliklerin belirlenmesine gerek kalmadan etken mikroorganizmanin
tanisi kisa strede yapilabilmektedir. Duyarlilik ve 6zgulliigi yiiksek olan bu yontemin,
pratik ve kolay olmasinin yani sira yaklasik 90 dakika gibi kisa bir strede tiir diizeyinde
tanimlamaya olanak saglamasi énemli avantajlardir®®. Bu yéntemin, kan kiiltiirlerinden
Candida tirlerinin dogru ve hizli tanimlanmasinda ve kandidemi ile ilgili mortalite ve
morbiditeyi azaltacak etkin antifungal tedavinin uygulanmasinda énemli oldudu rapor
edilmistir'®12, FISH yéntemiyle, direkt kan kiiltiirlerinde belirlenebilen Candida tirleri;
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literattirde ve bu calismada da belirledigi gibi, sik karsimiza ¢ikan C.albicans, C.parapsilosis,
C.glabrata, C.kruseive C.tropicalis tirlerdir. Calismamizda, PNA FISH yontemi, bu tlrlerden
olusan 42 adet izolatin 41‘ini dogru olarak tanimlamis ve konvansiyonel yontemlerle
uyumu %97.6 olarak bulunmustur. Buna karsin kit degerlendirme prosediriine gore
toplam tanimlama orani %84 (41/50) olmustur. Testin performansi degerlendirildiginde;
PNA FISH yontemiyle bir C.tropicalis susu C.albicans olarak tanimlanmis; kit panelinde
yer almayan Ug ture ait sekiz izolat (5 C.kefyr, 2 C.guillermondii ve 1 C.lusitaniae) ise
tanimlanamamustir.

Stone ve arkadaslar®, 54 klinik izolatla yaptiklari ¢alismada, mayalarla siispansiyon
hazirlayarak negatif kan kultiru siselerine inokiile etmis, inkiibasyon sonucunda PNA
FISH yonteminin duyarliigini, C.albicans/C.parapsilosis icin %100, C.glabrata/C.kruseiigin
%92.3 ve C.tropicalis icin %100 olarak bulmuglardir. Cesitli calismalarda da, PNA FISH
yonteminin hizli, kolay uygulanabilir ve tanimlama stiresini 6nemli 6lctide azaltabilecek bir
yéntem oldugu rapor edilmistir®'°. Lakner ve arkadaglarinin'', 110 klinik izolat kullanarak
yaptiklari calismada, fenotipik yontemlerle PNA FISH yontemi karsilastiriimis ve PNA FISH
yonteminin duyarlihgr %100 olarak bulunmustur. Yapilan bir diger calismada, PNA FISH
yonteminin performansi, 17 periton ve 103 kan kiltiri 6rneginde degerlendirilmis; kitin
degerlendirme panelinde olmayan suglarin ve bir C.albicans susunun tanimlanamadigi
bildirilmistir'2. Amerika’da 216 ve ingiltere’de 50 pozitif kan kiiltiri kullanilarak yapilan
calismalarda ise, yontemin tanimlama dogrulugu bizim calismamizda da oldugu gibi
%96 olarak bulunmustur’-'6.

Sonug olarak, hastanemizde kan kiiltiirlerinden en sik izole edilen tirler, PNA FISH
yonteminin tanimlama yapabildigi (C.albicans, C.parapsilosis, C.glabrata, C.krusei ve
C.tropicalis) turlerdir. Bu nedenle, kan kiilturlerinden Candida tirlerinin tanimlanmasinda,
PNA FISH yonteminin kolay, dogru ve giivenle kullanilabilir oldugu kanisina variimistir.
Bu yontem ayrica, 90 dakika gibi kisa bir slirede tanimlama yapabildiginden, rutin
laboratuvarlarda kullanilmasinin faydali olabilecegi diistiniilmektedir. Buna karsin, daha
fazla sayida sus kullanilarak ve maliyet analizi yapilarak gerceklestirilecek karsilastirmal
ileri calismalara gereksinim vardir.
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