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Amag: Insanlarda en sik hastalik etkeni olan Candida cinsi
mayalarin tiir diizeyinde tamimlanmalart tedavi seceneklerini
degistirdigi icin biiyiik onem tasimaktadir. Klasik tani yontemlerini
kullanmak agisindan yetersiz olan laboratuvarlarin bir¢ogu ticari
tamumlama sistemlerine bagvurmaktadir. Ancak, ticari sistemlerin
“dogruluklart” cesitli karsilastirmali ¢alismalarda degiskenlik
gostermektedir. Bu ¢calismada Candida tiirlerinin tanimlanmasinda
kullanilan yontemlerin karsilastirilmast amaglanmigtur.

Gereg ve Yontem: 2015 Haziran - 2016 Haziran tarihleri arasinda
Gazi Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda tiir
diizeyinde tammlanan 276 Candida cinsi mayamn dagilimlar
incelenmig, bir yillik dagilimi dogru temsil edecek sekilde tabakal
ornekleme yontemine gore 72 koken secilmistir. Klasik tanimlama
yontemleri olan musir unu-tween 80 agarda morfoloji ve ID32C
maya tamumlama yontemine ek olarak MALDI-TOF yontemi
sonuglart karsilagtirilmistir. Kokenlerin 27’si i¢cin altin standart
yontem olarak rRNA gen bolgesi ITS genleri dizi analizi ve
Phoenix™  yontemi uygulanarak ikinci bir karsilastirma
yapilmugtir.

Bulgular: Tiir tammlamasinda altin standart yontem olarak
ID32C yontemi kabul edildiginde, 41 kokenin (%56) her ii¢
yontemle de dogru olarak tammlandigr goriilmiistiir. Kalan 31
kokenin ise (%44) en az bir yontem ile hatali tamimlandigi
anlasilnugtir. Dizi analizi ve Phoenix™ ile yeniden tamimlanan 27
kokenden 14 tanesinin (%52) Phoenix™ sistemi ile, 16 tanesinin
(%59) musir unu-tween 80 agarda morfoloji yontemi ile, 22
tanesinin (%81) MALDI-TOF ile, 21 tanesinin (%78) ID32C
yontemi ile dogru tammlandigr hesaplanmugtir.

Sonug: Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MALDI-TOF
yonteminin hizli ve giivenilir sonug verdigi, maliyeti goz oniine
alindiginda ise, Candida cinsi mayalarin tiir diizeyinde
taminmasinda  en  giivenilir ~ yontemin  karbonhidrat
asimilasyonuna dayali ID32C yontemi oldugu, diger tanimlama
yontemlerinin ise %52 ve %59 dogrulukta tanimlama
yapabildigi hesaplanmigstir.

Anahtar kelimeler: Candida, ID32C, dizi analizi, MALDI-TOF,
musir unu-tween 80 agar, Phoenix™, tiir tanimi

ABSTRACT

Comparative Analysis of Different Methods Used for the
Identification of Candida on Species Level

Objective: Since it changes treatment alternatives, identification of
Candida yeast which is the most frequent infectious agent in
human beingson species level. Many laboratories deficient in the
use of classical diagnostic methods resort to commercially
available automated identification methods. But, diagnostic
“accuracy” of commercial identification systems have
demonstrated variable results in various comparative studies. The
aim of the present work is to compare different identification
methods used for Candida species.

Material and Methods: Distribution of 276 Candida species was
analyzed in Gazi University Hospital Microbiology Laboratory
during the period between June 2015 and June 2016, and 72
isolates of Candida spp. were selected according to ‘stratified
random sampling’ analysis method so as to accurately represent
distribution related to this one year period Candida species
Identification results obtained from morphological evaluation on
corn meal-tween 80 agar as a conventional method and ID32C
yeast identification system in addition to MALDI-TOF identification
patterns were compared. A second comparative analysis was
performed for 27 isolates in 72 selected samples using rRNA
region ITS gene sequencing and Phoenix™ system.

Results: When ID32C method was considered as the gold standard
in species identification in this study, a total of 41 isolates (56%)
were identifed accurately by all three methods. The remaining 31
isolates (44%) were misidentified by at least one of the three
methods. Among 27 isolates that were reidentified by DNA
sequencing method, PhoenixTM identification system (n=14: 52%),
morphology on corn meal-tween 80 agar (n=16: 59%), MALDI-
TOF (n=22: 81%), and ID32C identification method (n=21: 78%)
accurately identified indicated number of Candida isolates.

Conclusion: Among the techniques analysed, we estimated that
the MALDI-TOF system presents valuable and fast results;
however if we consider the costs of the methods, the most reliable
method is ID32C method based on carbohydrate assimilation in
identifying Candida species. Other methods presented accuracy
between 52% and 79%.

Keywords: Candida, ID32C, DNA sequencing, MALDI-TOF, corn
meal-tween 80 agar, Phoenix™, species identification
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GIRIS

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mantarlarin
cins ve tiir diizeyinde tanimlanabilmesi icin
deneyim gerektiren klasik mikolojik yontemler
kullanilmaktadir®?. Kiif mantarlarinin tanim-
lanmalari i¢in bagli bagina bir yetkinlik gerek-
tiren morfolojik degerlendirme zorunlu iken,
mayalar ticari sistemler kullanilarak tanim-
lanabilir®>. Klasik mikolojik yontemler uzun
stirebilir ve teknik olarak zordur. Klinik mikro-
biyoloji laboratuvarindan, rutin 6rneklerin en
hizli sekilde islenmesi ve en dogru sonucun
iletilmesi beklenmektedir. Bu nedenle, giinii-
miizde hastalik etkeni mayalarin cins veya tiir
diizeyinde tanimlanmalarini gergeklestiren
cesitli ticari sistemler gelistirilmigtir. Bazi tica-
ri sistemler antifungal duyarhilik testi de
yapabilmektedir®.

Insanlarda en sik hastalik etkeni olan mayalar
Candida cinsi mayalardir. Candida albicans en
sik izole edilen tiirdiir. C. albicans tanisinda en
yaygin kullanilan klasik yontem ¢imlenme boru-
su testi ve misir unu-tween 80 agarda klamidos-
por olusturma o6zelligidir®. Laboratuvarlar
C. albicans tiiriinli kolaylikla tanimlamaktadir.
Laboratuvarlarda C. albicans disindaki tiirlerin
tanimlanmast i¢in klasik olarak misir unu-tween
80 agardaki morfolojik 6zellikleri kullanilabilir.
Ancak, biitin Candida tiirlerinin tanimlayici
ozellikleri bulunmamasi tanida zorluk olustur-
maktadir. Candida disindaki Trichosporon gibi
mayalar ise tanimlayict morfolojik ozellikleri
cok belirgin olmasina karsin, deneyimsizlik
nedeniyle tanimlanamadan kalabilmektedir®.
Cins ve tiir diizeyinde tedavi secenekleri degisti-
ginden, mantarlarin tantimlanmalar biiyiik 6nem
tasimaktadir. Klasik tani yontemlerini kullan-
mak acisindan yetersiz olan laboratuvarlarin
bircogu ticari tanimlama sistemlerine bagvur-
maktadir. Ancak, ticari sistemlerin “dogrulukla-
r1” cesitli kargilagtirmali caligmalarda degisken-
lik gostermistir® !V,

Bu calismada, cesitli Candida kokenlerinin tiir
tanimlamalarinda siklikla kullanilan farkli yon-
kargilastirilmasi  amaglanmistir.
Mikrobiyoloji rutin laboratuvarimizda kullan-
makta oldugumuz maya tanimlama yontemle-

temlerin

rinden misir unu-tween 80 agarda morfoloji ve
karbonhidrat asimilasyonu esasina dayali ID32C
(bioMérieux, Fransa) maya tanimlama sistemi
sonuglari, “Matrix-assisted laser desorption/
ionization” (MALDI-TOF) tanimlamasi sonug-
lar1 ile karsilagtirilmistir. Orneklerin bir boliimii
icin ITS bolgesi dizi analizine gore yapilan kesin
tiir tanimlama sonuglari, mantarlarin tiir diize-
yinde tanimlanmalari i¢in rutin olarak kullanma-
digimiz, ancak bakteri tanimlanmasinda bir
donem kullanmig oldugumuz “Becton Dickinson
Phoenix™ Automated Microbiology System”
kullanilarak yinelenmistir.

GEREC ve YONTEM
Orneklerin secilmesi

2015 Haziran - 2016 Haziran tarihleri arasinda
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen kan, idrar,
endotrakeal aspirat ve yara orneklerinden izole
edilen 276 Candida cinsi mayanin tiir tanimlama
sonuclarina gore dagilimlart incelenmigtir. Tiir
tanimlamasi i¢in ¢imlenme borusu olusturma,
misir unu-tween 80 agardaki morfolojik 6zellik-
leri ve karbonhidrat asimilasyonu temelli ID32C®
(bioMérieux, Fransa) yontemleri kullanilmugtir.
Orneklerin bir yillik tiir dagilimi %50
C.albicans, %17 Candida glabrata, %8 Candida
tropicalis, %5 Candida krusei, %4 Candida
kefyr, %2 Candida parapsilosis, %2 Candida
sake ve %12 diger tiirler seklindedir. Caligmamiz-
da, bu sikliklar1 temsil edecek sekilde 72 izolat
tabakalr ornekleme yontemi ile secilmisgtir. Tiir
dagilimi icin benzer oranlar gdzetilmistir.
Orneklerin 35 tanesi C. albicans, 12 tanesi
C. glabrata, 6 tanesi C. tropicalis, 4 tanesi C. krusei,
3 tanesi C. kefyr, 2 tanesi Candida guilliermondii,
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2 tanesi C. parapsilosis, 2 tanesi C. sake, 2 tane-
si Schwanniomyces etchellsii/Priceomyces car-
sonii (Misir unu ile Candida), birer tanesi ise
Candida dubliniensis, Candida lusitaniae,
Candida norvegensis, Candida sphaerica olarak
secilmistir. Secilen ornekler onceki tanimlama-
lardan bagimsiz ve “kor” olarak misir unu-tween
80 agardaki morfolojik 6zellikleri ve karbonhid-
rat asimilasyonu temelli ID32C® yontemleri ile
yeniden tanimlanmistir. Bu orneklere ayrica
MALDI-TOFF yontemi uygulanmigtir. Boylece
72 izolat i¢in musir unu ve ID32C® yontemleri
ile MALDI-TOF yontemi sonuglari karsilastiril-
mistir. Grubun icinden 27 6rnek i¢in bu ii¢ yon-
teme ek olarak, DNA dizi analizi yontemi ve
Phoenix™ otomatik mikrobiyoloji tanimlama
sistemleri ile ikinci bir tanimlama yapilmis ve
sonuglart karsilagtirilmistir.

Misir unu-tween 80 agarda morfolojinin
degerlendirilmesi

Misir unu besiyeri (Oxoid, Thermo Scientific,
Birlesik Krallik) ticari olarak satin alinmig,
tiretici firma Onerilerine uygun olarak 17 g toz
1 It distile su i¢inde ¢oziilmiis ve bir siire kay-
natilarak siispansiyon haline getirilmistir.
Karisim 121°C’de 15 dk. otoklavlanmigtir.
Besiyeri sicakligi 50°C civarma gelince, %1
oraninda steril tween 80 eklenmistir. Steril
plaklara dokiilerek hazirlanmigtir. Her bir koken
bu besiyerine ¢izgi seklinde ekilmis, 48-72 saat
stire ile oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda besiyerleri 10x’luk ve 40x’lik biiyiit-
mede incelenmisgtir®.

Karbonhidrat asimilasyonuna dayah maya
tanimlama sistemi

API ID 32C (bioM¢érieux, Fransa), kisaca ID32C
sistemi kullanilmigtir. Toz héline getirilmis kar-
bonhidrat iceren kuyucuklarin bulundugu plastik
plakada her bir kuyucuk iizerine 135 ul besiyeri
ve inokiilum eklenmistir. Plakalar 24 saat, gere-
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kirse 48 saat 30°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibas-
yon sonunda iireme olan ve olmayan kuyucuklar-
dan elde edilen sekiz basamakli kodun “web”

sayfasi lizerinden kargilig1 okunmustur.

Phoenix™ otomatik mikrobiyoloji tanimlama
sistemi

Phoenix™ Automated Microbiology System
Yeast ID Panel (BD Biosciences, Sparks, MD,
ABD) diiretici firma Onerilerine uygun olarak
kullanilmigtir. Standardize edilmis inokiilum
“Phoenix AST Broth” icinde hazirlanmistir. Bir
damla “Phoenix AST Indicator” eklenmistir.
Son konsantrasyon 5x10° CFU/ml olarak
diizenlenmistir. Inokiilum Phoenix paneline
eklenmis ve panel Phoenix cihazina yiiklen-
migtir. Sonuclar 16-24 saat sonunda degerlen-
dirilmisgtir.

DNA dizi analizi

Sabouraud dekstroz agarda tiremis Candida
kolonilerinin genomik DNA’lar1 proteinaz K
iceren bir sivi i¢inde 65°C’de iki saat siire ile
sindirilerek, ardindan fenol-kloroform-izoamil
alkol yontemi ile temizlenmistir. DNA’lar nano
spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir (Nanodrop,
ABD). Fungal rDNA’nin 5.8S boliimdeki ITS
geninin ¢ogaltilmas: i¢cin ITS1 5°-CTT GGT
CAT TTA GAG GAAGTA-3’ ve ITS4 5°-TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’ primerleri
kullanilmigtir.  PCR BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
kit (Perkin-Elmer) kullanilarak boyandiktan
sonra, ddNTP ile isaretli orneklere ABI
PrismTM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, ABD) cihazinda kapiller elektro-
forez uygulanmistir. Hem ITS1 hem de ITS4
primerleri ile iki kez dizileme yapilmistir. Elde
edilen DNA dizileri “National Center for
Biotechnology Information” BLAST sistemi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kulla-
nilarak tanimlanmisgtir.

uriinleri
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MALDI-TOF

Tanimlama MALDI Biotyper (Bruker Daltonics)
cihaz1 ile yapilmistir. Mayalarin tiir diizeyinde
tanimlanmast iretici firmanin onerdigi islemler
dogrultusunda gerceklestirilmistir. MALDI
Biotyper skoru =2 olanlar giivenli tanimlama
siirlart i¢inde, skoru =1.7 ve <2.0 olas1 tanim-
lama sinirlari iginde degerlendirilmigtir. Caligilan
tiim mayalarin skoru =2 olarak belirlenmistir.

Yontemlerin karsilastirilmasi

Calismada, 72 Ornegin tanimlanmasinda altin
standard yontem olarak ID32C yontemi, 27
ornegin tanimlanmasinda altin standart yontem
olarak DNA dizi analizi yontemi kullanilmugtir.
Altin standard yontemin sonucu “dogru” kabul
edilerek, her bir tiirlin tanimlanmasi icin ayri
ayrt olmak {lizere, her bir testin dogrulugu ve
yanliglig1 hesaplanmustir.

BULGULAR

Calisma icin secilen 72 6rnegin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda misir unu-tween 80 agarda
morfolojik 6zellikleri, ID32C maya tanimlama
sistemi sonuglari ve MALDI-TOF sonugclari kar-
stlagtirtlmigtir. Biitlin tanimlama sonuglar1 Tablo
1’de goriilmektedir. Koyu renkli satirlar dogru
tanimlanan 41 Orne8i icermektedir. Renksiz
satirlar herhangi bir yontem ile hatali tanimlanan
31 Ornegi icermektedir.

Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin
olarak kullanilan karbonhidrat asimilasyonuna
dayal1 ID32C sistemi altin standart yontem ola-
rak kabul edildiginde, 72 izolatin 41 tanesinde
(%56) her ii¢ yontem ile aynt ve dogru sonug
alindig1 goriilmiistiir. Tiir diizeyinde bakildigin-
da, 35 C. albicans kdkeninden 35’1 de misir unu-
tween 80 agar ile dogru tanimlanirken, MALDI-
TOF ile 24 tanesi C. albicans olarak tanimlan-
mustir. On iki C. glabrata kdkeni de misir unu-

tween 80 ile dogru tanimlanmig, MALDI-TOF
ile 10 tanesi C. glabrata olarak tanimlanmigtir.
Daha iyi anlagilmast acisindan bu kargilastirma
bir tablo haline getirilmis ve Tablo 2’de sunul-
mustur. MALDI-TOF veya misir unu-tween 80
agardaki morfolojilerine gore yanlig tanimlanan
31 kokenin (72 izolatin %44°) 11 tanesi hem
ID32C ile hem de misir unu-tween 80 agar ile
C. albicans olarak tanimlanmistir. MALDI-TOF
bu 11 kokeni albicans dig1 kdkenler olarak isim-
lendirmistir. MALDI-TOF veya misir unu ile
dogru tantmlanmayan diger 20 6rnek ise ID32C
ile albicans digt tiirler olarak tanimlanan kdken-
lerdir. Se¢ilmis 72 izolat i¢in misir unu-tween 80
agardaki morfolojik ozellikleri, ID32C maya
tanimlama sistemi sonuclart ve MALDI-TOF
tanimlamasonugclari kargilastirildiginda MALDI-
TOF yo6nteminin, misir unu-tween 80 agarda
morfolojik tanimlamadan daha yetersiz kaldigi
degerlendirilmigtir.

Calismada, segilen 72 Candida kokeninin 27
tanesine ayrica dizi analizi ve Phoenix otomatik
sistemleri ile ikinci bir degerlendirme uygulan-
mistir. Bu 27 koken icin altin standart yontem
olarak rRNA gen bolgesi ITS dizi analizi yonte-
mi kabul edilmistir. Buna gore, yapilan dogruluk
hesaplamasinda, misir unu-tween 80 agar ile 16
ornek (%59), Phoenix ile 14 ornek (%52),
ID32C sistemi ile 21 ornek (%78), MALDI-
TOF ile 22 6rnek dizi analizi ile (%81) ayni tiir
tanimin1 vermistir. Tablo 3’te altin standard yon-
tem olarak dizi analizi kabul edildiginde, her beg
tanimlama yonteminin dogruluk oranlart sunul-
maktadir. Bu 27 o6rnek icin dizi analizinden
sonra en giivenilir tanimlama ydnteminin
MALDI-TOF sistemi oldugu, bunu ID32C siste-
minin izledigi anlagilmistir.

Kargilagtirilan beg tanimlama yonteminin test
bagina maliyet analizleri hesaplanmistir. Tablo
4’te bu maliyetler ve tanimlama siireleri sunul-
maktadir.
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Tablo 1. Toplam 72 ornegin tiir diizeyinde tanimlama sonuclari. Koyu renkli satirlar ID32C, MALDI-TOF ve misir unu-tween 80
agarda morfoloji sonuclarma gore aym tiir olarak tammmlanan 41 6rnegi gostermektedir. Acik renkli satirlarda gosterilen 31 6rnek
herhangi bir yontem ile farkh tanimlanmistir.

Misir Unu Yontemi Phoenix Cihazi IDC 32 Yontemi MALDI-TOF DNA dizi analizi
Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata
Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis
Tanimlanamayan Pichia burtonii Candida kefyr Kluyveromyces marxianus Candida kefyr
Candida tropicalis Candida parapsilosis Candida parapsilosis Candida parapsilosis Candida parapsilosis
Candida albicans Candida melibiosica Candida albicans Candida dubliniensis Candida dubliniensis
Candida glabrata Candida firmetaria Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata
Candida sp. Unidentified Organism Candida kefyr Kluyveromyces marxianus Candida kefyr
Candida glabrata Unidentified Organism Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata
Candida tropicalis Candida tropicalis Candida tropicalis Candida glabrata Candida tropicalis
Candida glabrata Candida tropicalis Candida glabrata Candida tropicalis Candida tropicalis
Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata
Candida sp. Unidentified Organism Candida norvegensis Candida inconspicua Candida inconspicua
Candida krusei Candida krusei Candida krusei Issatchenkia orientalis Candida krusei
Candida krusei Unidentified Organism Candida krusei Candida inconspicua Candida krusei
Candida krusei Candida kefyr Candida krusei Issatchenkia orientalis Candida krusei
Candida krusei Candida krusei Candida krusei Issatchenkia orientalis Candida krusei
Candida dubliniensis Candida glabrata Candida dubliniensis Candida glabrata Candida dubliniensis
Candida guilliermondii ~ Candida tropicalis Candida guilliermondii Candida tropicalis Candida guilliermondii
Candida kefyr Unidentified Organism Candida kefyr Kluyveromyces marxianus Candida kefyr
Candida sp. Candida parapsilosis Candida sake Candida parapsilosis Candida parapsilosis
Candida sp. Candida parapsilosis Candida sake Candida parapsilosis Candida parapsilosis
Candida sp. Candida parapsilosis Schwanniomyces etchellsii/  Candida parapsilosis Candida parapsilosis

Candida guilliermondii
Candida sp.

Candida parapsilosis

Candida guilliermondii
Candida parapsilosis

Candida parapsilosis

Priceomyces carsonii
Candida guilliermondii
Schwanniomyces etchellsii /
Priceomyces carsonii
Candida parapsilosis

Meyerozyma guilliermondii
Candida orthopsilosis

Candida parapsilosis

Candida guilliermondii
Candida orthopsilosis

Candida parapsilosis

Candida sp. Candida lusitaniae Candida lusitaniae Clavispora lusitaniae Candida lusitaniae
Candida sp. Candida kefyr Candida sphaerica Kluyveromyces marxianus Candida sphaerica
Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida tropicalis

Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida glabrata Candida glabrata Candida glabrata

Candida albicans Candida albicans Issatchenkia orientalis

Candida albicans Candida albicans Candida dubliniensis

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida glabrata

Candida albicans Candida albicans Kluyveromyces marxianus

Candida albicans Candida albicans Candida glabrata

Candida tropicalis Candida tropicalis Candida parapsilosis

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

Candida albicans Candida albicans Candida albicans

TARTISMA negatif prediktif degerdir. Ancak bu caligsmada,

Tipta bilimsel ol¢iimler yapilmasinin nedeni
taniya yardimci olmaktir. Geleneksel olarak test-
lerin karsilastirilmasinda kullanilan gostergeler
duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve
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bu degerlerin hesaplanmasinda gerekli olan

“yalanci pozitiflik” ve “yalanci negatiflik” oran-
lart bulunmamaktadir®. Bu calismada, altin
standard bir yontem ile diger yontemler karsilas-
tirllmugtir. Bu nedenle testler bir Candida tiiriiniin
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Tablo 2. ID32C altin standart yontem kabul edildiginde misir unu-tween 80 agarda morfoloji ve MALDI-TOF yontemlerinin dogru-
luklari.

Dogru tanimlanan érnek sayisi (%)*

ID32C MALDI-TOF

(Altin Standart yontem)

Misir unu-tween 80

C. albicans 35 35/35 (% 100) 24/35 (% 69)

C. glabrata 12 12/12 (% 100) 10/12 (% 83)

C. tropicalis 6 5/6 (% 83) 4/6 (% 67)

C. krusei 4 4/4 3/4 (Issatchenkia orientalis)
C. kefyr 3 1/3 3 (Kluvyeromyces marxianus)
C. guilliermondii 2 2/2 1/2 (Meyerozyma guiliermondii)
C. parapsilosis 2 172 2/2

C. sake 2 0/2 0/2
Schwanniomycesetchellsii / Priceomycescarsonii 2 172 0/2

C. dubliniensis 1 0/1 0/1

C. norvegensis 1 0/1 0/1

C. lusitaniae 1 0/1 1 (Clavisporal usitaniae)
C. sphaerica 1 0/1 0/1

TOPLAM 72 61/72 (% 85) 48/72 (% 68)

#: Ornek sayist yiizde hesaplamaya uygun bulunmadigindan 4 ve altindaki gruplarda yiizde hesaplanmanugtir.

Tablo 3. DNA dizi analizi altin standart yontem kabul edildiginde misir unu-tween 80 agarda morfoloji, Phoenix™, ID32C ve MALDI-
TOF yontemlerinin dogruluklari.

DNA dizi analizi ~ Misir unu- Phoenix™ ID32C MALDI-TOF
(Altin Standart tw80
yontem)

C. parapsilosis 5 1/5 5/5 2/5 5/5
C. glabrata 4 4/4 3/4 4/4 4/4
C. krusei / Issatchenkia orientalis 4 4/4 2/4 4/4 3/4 (1. orientalis)
C. tropicalis 3 2/3 3/3 2/3 2/3
C. kefyr / Kluvyeromyces marxianus 3 2/3 0/3 3/3 3/3 (K. marxianus)
C. guilliermondii | Meyerozyma guiliermondii 2 2/2 1/2 2/2 1/2 (M. guiliermondii)
C. dubliniensis 2 12 0/2 12 172
C. inconspicua 1 0/1 0/1 0/1 11
C. orthopsilosis 1 0/1 0/1 0/1 11
C. lusitaniae 1 0/1 11 1/1 171
C. sphaerica 1 0/1 0/1 1/1 0/1
TOPLAM 27 16/27 (% 59)  14/27 (% 52)  21/27 (% 78) 22/27 (% 81)

*#: Ornek sayist yiizde hesaplamaya uygun bulunmadigindan gruplarda yiizde hesaplanmanugtir.

Tablo 4. Test bagina maliyet ve tammlama siireleri. (;a11§mamlzda, rutin mikrobiyoloj 1 laboratuvar-

larinda Candida cinsi mayalarin tanimlanmasin-

Yontem Test Bagi Maliyet ~ Tamimlama . L. .
(Cihaz hari¢) Siiresi da kullanilan karbonhidrat asimilasyonu prensi-

Mistr unu — tween 80 agar 03 TL 487 saat bine dayali ID32C maya tamimlama sistemi

D32C 25TL 24-48 saat sonuglari altin standart kabul edilerek karsilas-

Phoenix™ 24 TL 16-18 saat . .

DNA dizi analizi 50 TL 12 saat tirmali bir analiz yapilmigtir. 2016 yilinda

MALDI-TOF 6 TL 3 dakika

yayimlanan Koneman’in Mikrobiyoloji kitabi-

nin mikoloji boliimiinde Candida cinsinin tanim-

tanimlanmasinda “dogruluk” dl¢iitiinde karsilag-
tirllmagtir.

lanmasinda misir unu-tween 80 agardaki morfo-
lojinin yeterli olamayacagi ve bircok tiir igin
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belirgin 6zelliklerin bulunmadig belirtilmistir®.
Bu nedenle bazi tiirler i¢in morfolojik degerlen-
dirme altin standart yontem olarak kabul edilme-
melidir. Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
mayalarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda mor-
folojik o©zelliklerin degerlendirilebilmesi igin
gerekli olan deneyimli personel eksigi nedeniyle
biyokimyasal testler kullanilmaktadir. Bu testle-
rin karsilastirildigr ¢cok merkezli bir caligmada,
Vitek ve API 20C AUX sonuglar1 degerlendi-
rilmigtir"?. Toplam 473 izolatin degerlendirildigi
calismada, Candida cinsi digindaki tiirler de
bulunmaktadir. C. albicans tanimlanmasinda
genel olarak sorun yasanmamigstir. En cok
C. parapsilosis yanlig tanimlanmigtir. Altin stan-
dard yontem olarak morfolojik ozelliklerin kabul
edildigi bu calismada elde edilen sonuclarin dik-
katle analizi gerekir. Misir unu morfolojisine
gore C. parapsilosis olarak tanimlanan ornekler
biyokimyasal olarak Candida famata olarak
tanimlanmustir. Bu tanimlardan hangisinin dogru
oldugu tartistlmalidir.

Caligmamizda oldugu gibi karbonhidrat asimi-
lasyonu altin standart tanimlama yontemi olarak
kabul edildiginde, MALDI-TOF ve/veya muisir
unu-tween 80 agar morfolojisinin 31 kdken icin
(%44) hatali tanimlama yaptirdig1 anlagilmigtir.
Bu kokenlerin 11 tanesi, hem ID32C ile hem de
musir unu-tween 80 agar ile C. albicans olarak
tanimlanmis, fakat MALDI-TOF ile bu kokenler
albicans diginda tiirler olarak tanimlanmustir.
MALDI-TOF ilgin¢ bir sekilde C. albicans
tanimlamasinda %69 oraninda dogru sonug
verebilmistir. Bes yontemin karsilastirildigi ve
dizi analizinin altin standard kabul edildigi 27
kokenlik ikinci analizde ise MALDI-TOF un
dogru tanimlama yiizdesi yiiksek bulunmustur
(%81). 1ki analiz arasindaki bu farkin nedeni
C. albicans tirtiniin ikinci analiz grubunda
bulunmamasidir. MALDI-TOF’un C. albicans
tiirliniin tanimlanmasinda ID32C ile karsilagti-
rildiginda %31 oraninda hata yapmis olmasi
ilginctir. Bu kokenlerin tamami misir unu-tween
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80 agarda klamidospor olusturmustur. Bu neden-
le ID32C’in C. albicans olan tiir tanimi dogru-
lanmistir. Bu ¢aligmanin en dikkat ¢ekici sonug-
larindan biri C. albicans icin MALDI-TOF ile
elde edilen bu diisiik tanimlama oranlaridir. Bu
sonuc¢larimizi dogrulayacak bir bagka ¢alismaya
rastlanmamusgtir.

Tanimlamalar icinde bir adet C. dubliniensis
bulunmaktadir. Bu tiir misir unu-tween 80 agar-
da tipik klamidosporlar olusturmamistir. ID32C
de bu kokeni C. albicans olarak isimlendirmig-
tir. Tek koken oldugu i¢in bagka analiz yapila-
mamakla birlikte, C. dubliniensis tiir tannmlama-
sinin rutin laboratuvarlarda sorun olusturdugu
bir kere daha kanitlanmstir.

ID32C ve musir ununda C. kefyr olarak tanimla-
nan 3 koken de, MALDI-TOF ile Kluvyeromyces
marxianus olarak isimlendirilmistir. K. marxianus,
C. kefyr’in eseyli (telemorf) ismidir. Insan enfek-
siyonlarinda eseyli form etken olamaz. MALDI-
TOF sisteminde bilgi bankasinin eseyli form ile
olugturulmus oldugu anlagilmaktadir. Aslinda bu
bir hatali tantmlama degildir. Kiitiiphane olustu-
rulur iken, eseyli formun ismi kullanildig1 i¢in
benzer proteomiks profili bu tanimi1 vermektedir.
Klinik anlami olan C. kefyr tiirii ile bilgi kaydi-
nin diizeltilmesi uygun olacaktir. MALDI-TOF
sistemi bilgi bankasinda bulunan biitiin tiir kayit-
larinin eseysiz isimleri icerecek sekilde giincel-
lenmesi gerekmektedir. Benzer bir uygunsuzluk
C. krusei - Issatchenkia orientalis tanimlamasi
icin de gecerlidir. MALDI-TOF C. guilliermondii
yerine Meyerozyma guilliermondii tanimini,
C. lusitaniae yerine Clavispora lusitaniae tani-
mint vermistir. Bunlar ayni tiirdiir. Buna benzer
terminolojik karigikliklar zaman zaman gen ban-
kas1 kayitlarinda da goriilmektedir. Tedavi
diizenlenmesinde tiir tanimi kullanilmaktadir.
Sistem bilgi kayitlarinda siirekli giincellemeler
yapilamaz ise, rutin tanimlama sonuclar1 veril-
meden Once klinisyen icin aligilmig isimler kul-
lanilarak diizeltilmesi bu sorunlar1 ortadan kal-
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dirabilir. Burada mikrobiyoloji laboratuvarindan
tanimlama sonucu ¢ikarilmadan &nce taksono-
mik bilgi esliginde gézden gecirilmesi gerektigi
bir kez daha vurgulanmalidir. Yiiksek teknolojik
yontemler kullanildikca, farkli tiirler karsimiza
ctkmaya devam edecektir.

Toplam 124 Candida kokeninin degerlendirildi-
§i Polonya merkezli bir calismada, ID32C, Vitek
2 YST sonuglart iki ayrt MALDI-TOF ile karsi-
lagtirilmustir. Bu karsilagtirma sonucunda ID32C
yonteminin MALDI-TOF ile uyumu %984,
Vitek 2 YST sisteminin %100 bulunmustur. Bu
calismada iki kiitle spektrometresinden, bizim
de calismamizda kullandigimiz, Bruker sistemi,
Vitek sisteminden bir miktar {istiin bulunmustur.
Her iki MALDI-TOF cihazi da genel olarak
ID32C ve Vitek 2YST tanimlama sistemlerine
uyumlu sonug vermistir.

Ulkemizde de MALDI-TOF kullanimi yaygin-
lagmakta ve son yillarda bu konuda yapilan
yayin sayis1 artmaktadir. Ozcan ve ark. (9, 297
Candida kokenini tiir diizeyinde tanimlamak
icin ¢imlenme borusu olusturma ve MALDI-
TOF sonuglarini karsilagtirmiglardir. Aragtirma-
cilar kokenlerin tamamini tiir diizeyinde tanim-
lamuslar, ancak bu sonuglari bir bagka tanimlama
yontemi ile karsilastirmamiglardir. Bu nedenle
sonuglart sonuglarimiz ile karsilagtirllamamustir.

Fatania ve ark."® standart biyokimyasal tanim-
lama (SBT) olarak API 20C AUX yo6ntemini,
MALDI-TOF ile karsilagtirmiglardir. Cogunlugu
Candida cinsine ait toplam 200 maya kokenin-
den 182 tanesinin (%91) SBT ve MALDI-TOF
ile ayni tiir olarak tanimlandigini bildirmislerdir.
Uyumsuz sonug veren 18 drnekten 3 tanesine bir
bagka merkez MALDI-TOF yontemini uygula-
mig ve ayni tanimlama sonucunu verdigi igin
dizi analizine gonderilmemistir. Kalan 15 drne-
ge dizi analizi uygulanmigtir. MALDI-TOF ile
isimlendirilemeyen 8, SBT ile isimlendirileme-
yen 4 ornek dizi analizi ile tanimlanmistir. Bu

arastirmacilar MALDI-TOF sistemini rutin mik-
robiyoloji laboratuvarlart i¢in giivenilir bulmus,
gerektiginde bir bagka dogrulama yapilabilece-
gini bildirmislerdir.

Kim ve ark."” 2016 yilinda yaptiklari ¢caligma-
da, Vitek 2 sistemi ile C. famata (38 adet),
C. lusitaniae (12 adet), Meyerozyma guilliermondii
(5 adet, Candida guilliermondii) olarak tanimla-
nan toplam 55 kokeni, BD Phoenix sistemi,
Vitek MALDI-TOF sistemi ve DNA dizi analizi
yontemi ile karsilagtirmiglardir. Bu calisma,
tasarimi bakimindan c¢alisma sonuglarimiz ile
karsilagtirilabilecek en benzer ¢alismadir. Kdken
sayilar1 da calismamiza yakindir. Vitek 2 ile
C. famata olarak tanimlanan 38 koken dizi
analizi ile 20 C. tropicalis, 7 C.albicans,4
C. parapsilosis, 2 M. guilliermondii, 2 Candida
auris, birer de C. lusitaniae, C. krusei ve Pichia
fabianii olarak isimlendirilmistir. Dizi analizi
sonuclarr esas alindiginda, bu 38 kokenin 31
tanesi Phoenix ile dogru tanimlanmistir. MALDI-
TOF bu 38 6rnegin 34 tanesini ITS dizi analizi
ile ayni tiir olarak tanimlamigstir. Toplam 55
koken i¢in, Vitek MALDI-TOF ile dogru tanim-
lama yiizdesi %92,7 (51/55), Bruker MALDI-
TOF %94.6 (52/55) olarak hesaplanmistir. Kiitle
spektrometresi yontemlerinin rutin laboratuvar-
larda kullanilmasinin dizi analizi sonuglarina
yakin giivenilirlikte sonu¢ verecegi, otomatize
tanimlama sistemlerinin C. albicans digindaki
tiirlerin tanimlanmasinda yetersiz kaldiklar1 bir
kez daha gosterilmistir.

Test maliyetleri rutin mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda yontem seciminde biiylik 6nem tagimak-
tadir. Son yillarda diizenlenen geri 6deme kural-
lar1 geregince, Saglik Uygulama Tebligi fiyatlari
uygulanmaktadir. Test basina maliyet hesabi
yapilarak testin giivenilirligi yaninda, maliyeti-
nin de uygun olmast beklenmektedir. Caligma-
mizda degerlendirilen bes yoOntemin siire ve
maliyet acisindan karsilastirmasi yapilmistir. En
ucuz yontem olan misir unu-tween 80 agar mor-
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folojisine dayali tanimlama genellikle 48 saat
bazen, 72 saat siirebilmekte ve deneyimli perso-
nel gerektirmektedir. MALDI-TOF y&ntemi
cihaz fiyati hari¢ tutuldugunda sarf malzemesi
gerektirmeyen, ucuz bir yontemdir. Ustelik daki-
kalar icinde sonu¢ alinmaktadir. Ancak, cihazin
yiiksek maliyeti 6nemli bir engelleyici unsurdur.
Ornek sayis1 yiiksek olan laboratuvarlarda, test
karsilig1 firma tarafindan temin edilmesi kosu-
luyla, kullanimi yayginlasabilir. Biyokimyasal
yontemler olan ID32C ve Phoenix sistemlerinin
maliyeti birbirine yakindir. Caligma siiresi de
benzerdir. Phoenix sistemi ile genellikle 16 saat
icinde sonug alinmaktadir. En giivenilir yontem
olarak bilinen ancak yiiksek maliyeti nedeniyle
rutin laboratuvarlar icin uygulamasi zor olan
dizi analizi yontemi ise ayni giin icinde sonug
verebilmektedir. Maliyet analizine dayali bir
secim yapilmak istendiginde, her laboratuvarin
kendi kosullarin1 ve test sayilarini diigiinerek
karar vermesi gerekecektir.

Kokenlerin tamamina dizi analizi uygulanama-
mistir. Calismamizin en 6nemli eksigi budur.
Baslangicta planlanmis olmasina ragmen, mali-
yet ve teknik nedenler nedeniyle sonug¢landirila-
mamuigtir. Yalnizea 27 6rnek icin altin standart
yontem olarak TRNA gen bolgesi ITS genleri
dizi analizi uygulanarak ikinci bir kargilastirma
yapilabilmistir. Dizi analizi ile karsilagtirildigin-
da en giivenilir sonu¢ veren yontemin MALDI-
TOF oldugu goriilmiistiir. C. albicans digindaki
tiirlere ait 27 kokenden 21 tanesinin (%78)
ID32C yontemi ile dogru tanimlandig belirlen-
migtir. MALDI-TOF ile dizi analizi arasindaki
uyum %81 ile en yiiksek degerdir. Diger iki yon-
tem olan misir unu-tween 80 agar morfolojisi ve
Phoenix sistemleri %59 ile %52 oraninda dogru
tanimlama yapabilmistir. Bu oranlarin hesaplan-
masinda 27 ornekten elde edilen sonuglar kulla-
nildig1 i¢in, giivenilirlikleri diisiik olmakla bir-
likte, rutin mikrobiyoloji laboratuvarlari igin
genel bir degerlendirme sunmaktadir.
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Wang ve ark."® Cin genelinde ¢ok merkezli bir
caligsma yiiriitmiiglerdir. Bu calismada 25 farkl
tiir iceren 2683 izolat degerlendirilmistir. Bu
genis calismada iki ayr1 firmaya ait iki MALDI-
TOF sistemine ait sonuglar karsilagtirilmistir. Bu
iki cihazdan elde edilen uyumsuz tanimlama
sonuglart icin ITS dizi analizi yontemi kullanila-
rak maliyet azaltilmaya calisilmistir. Arastirma-
cilar bu yaklagimi “integre altin standart” yon-
tem olarak isimlendirmiglerdir. Calismamizda
da, Orneklerin tamamina benzer nedenler ile ITS
dizi analizi uygulanamamuigtir. Se¢ilmis 27 drne-
gin sonuglart degerlendirilmistir. Caligmamizin
zay1f yonii bu acidan bakildiginda kabul edilebi-
lir sinirlar icindedir. Karsilagtirmali caligmalarin
biiyiik boliimii sinirli sayida 6rnek icermektedir®.
Ustelik degerlendirilen 6rneklerin genellikle
yarist aslinda tiir taniminda sorun yagamadigi-
miz C. albicans kokenlerini igermektedir®®.
Calismalarm birbiri ile karsilastirilmasint kisit-
layan en 6nemli faktor kdkenlerin tiir gesitliligi-
nin sinirlt olmasi, C. albicans disindaki koken
sayisinin yetersiz olmasi ve her ¢aligmada kulla-
nilan yontemin birbirinden ¢ok farkli olmasi-
dir®2b, Mayalarin tanimlanmasinda sorunlar
olmasi nedeniyle giivenilir ve hizli oldugu kadar,
ucuz da olan bir yontemin arayist siirmekte-
dir(22,23)'

Duyvejonck ve ark.? 347 6rnek icin MALDI-
TOF yontemini altin standart kabul ederek ITS
bolgesinin dizi analizi sonuglart ile karsilastir-
miglardir. Arastirmacilara gore, iireyen koloni-
den elde edilen DNA’nin dizilenmesinin diisiik
pozitif prediktif degere sahip oldugu bildirilmis-
tir. Bunun yerine klinik 6rnekten dogrudan DNA
elde edilmesini 6nermislerdir. Gerek koloniden
ve gerekse klinik Ornekten dogrudan yapilan
DNA eldesi ve dizi analizi yonteminin biitiin
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda altin
standart oldugu tartismasiz olmakla birlikte, bu
yontemin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
giinliik kullanimi olas1 degildir. Ustelik bazi tek-
nik kisithliklari da bulunmaktadir®. Bu nedenle
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en az DNA kadar giivenilir olan “proteom” tanim-
lamasimin kullanildig: kiitle spektrometresi yon-
teminin yayginlasmasinin Candida cinsi iginde-
ki tiir tanimlamasinda en dogru sonuclari suna-
cagi disliniilmektedir. Bu konuda {iilkemizden
yapilan bildirimlerin sayisi artmaktadir®®,

O zamana kadar cimlenme borusu olusturma,
misir unu-tween 80 agarda morfolojik 6zellikle-
rin analiz edildigi klasik tanimlama yontemine
eslik eden karbonhidrat asimilasyonuna dayal
biyokimyasal yontemlerin kullanimma devam
edilmeli, otomatize tanimlama sistemlerinden
elde edilen tiir tanimlar1 mutlaka bir bagka klasik
yontem ile dogrulanmalidir.
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