CANDIDA TURLERININ
KROMOJENIK BESIYERLERI
VE MOLEKULER
YONTEMLERLE




Maya ve Candida infeksiyonlarinin
insidansi artmaktadir

Ozellikle non albicans tiirlerin neden
oldugu infeksiyonlarda onemli artis

Antifungal ilaglarin sayisi artmakta
Antifungal direng glindeme gelmekte

Direngli tirlerin neden oldugu
infeksiyonlarda sagaltim onemli



Sagaltim segeneginin belirlenmesi
igin etkenin glvenilir ve hizli
identifikasyonu her zamankinden
daha onemli

Rutin ve klasik yontemlerle
identifikasyon birkag gtin
alabilmektedir

Hizli ve giivenilir
identifikasyon igin

Kromojenik besiyerleri ve
molekiler yontemlerin kullanimi




CANDIDA TURLERININ
KROMOJENIK BESIYERLERI
ILE IDENTIFIKASYONU
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Kromojenik besiyerleri hedef
mikroorganizmalar tarafindan salgilanan
enzimler-beta hekzosaminidaz ile
tepkimeye giren kromojenik substratlar
icerir

Bu substratlarin tire 6zgin enzimler ile
hidrolizi sonucu farkl renk ve
morfolojide koloniler olugur

Son yillarda 6zellikle Candida tiirlerinin
identifikasyonu igin birgok kromojenik
besiyeri lretilmigtir



Kromojenik Besiyerleri

Klinik 6nemi olan Candida tirleri ve
maya / maya benzeri mantarlarin

* Izolasyonu (Polifungal etkenli)

* Olasi identifikasyonu igin kullanilir

Kromo jenik besiyerleri
identifikasyon protokolleri yerine
degil hizli identifikasyona destek
olarak kullanilmals



Kromojenik Besiyerleri

* CHROMagar Candida (CA) (Becton Dickenson)
* CHROM-Pal besiyeri

- Albicans ID2 (BioMérieux)

* Candida ID agar (BioMérieux)

- Candida ID2 (BioMérieux)

* ChromID Candida agar (CAN2) (BioMérieux)

» Candiselect medium (Bio-Rad)
- CandiSelect 4 (Bio-Rad)

- Bismuth Sulfite Glucose Glycine Yeast (BiGGY)
agar (Oxoid)

* Oxoid Chromogenic Candida Agar (OCCA) (Oxoid)
* Brom Cresol Green (BCG) Agar (Difco)



CHROMagar Candida

Ture 0zgl enzimler ile tepkimeye
giren kromojenik beta
glukozaminidaz substrati igerir

C. parapsilosis
C. glabrata

g




CHROMagar Candida
Uretici firma
° C. albicans: nil yesili, S tipi koloni

° C. tropicalis. mavi-mor, agara difiize olan
halesi olan S tipi koloni

* C. krusei. pembe, purtikld, R tipi koloni

C. albicans o B . C. glabrata

C. krusei

C. tropicalis



& C. tropicalis

"
1

C. glabrata

L
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Odds FC, Bernaerts R. J Clin Microbiol 1994; 32:1923



CHROMagar Candida

Yapilan bazi ¢aligma sonuglar: Ll i
ve deneyimlerimize gore: C. glabrata ¢

° C. _?Iabrafa: embe-lavanta, etrafinda beyaz zonu olciln;
parlak, S tipi koloni

* C. parapsilosis: genellikle beyaz, nadiren agik pembe S
tipi koloni

* C. kefyr: genellikle pembe-somon, S tipi koloni

* C. dubliniensis: C. albicansa gore daha koyu yesil
koloniler

* Trichosporon sp.: gogu koyu mavi, pirtikld, R tipi koloni

* Blastoschizomyces capitatus. krem pembe yumusak,
purtikld R tipi koloni

Odds FC, Bernaerts R. J Clin Microbiol 1994; 32:1923

Pfaller MA et al. J Clin Microbiol 1996; 34:58; Willinger B, et al. Mycoses 1999;42:61

Kirkpatrick WR et al. J Clin Microbiol 1998; 36:3007; Yiicesoy M ve ark. Clin Microbiol Infect 2005; 11:245
Yiicesoy M, Marol S. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2003; 2:1;

Hospenthal DR, et al. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2006;5:1-
]



CHROMagar Candida besiyerinde: C. albicans ATCC 90028 (list),
C. krusei ATCC 6258 (sag), C. glabrata (alt), C. tropicalis (alt
sol), €. parapsilosis ATCC 90018 (iist sol)

]

Yiicesoy M, Marol S. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2003; 2:1



CHROMagar Candida besiyerinde: sol petri kutusu:
C. glabrata (sol), C. albicans (alt ve st sag), sag
petri kutusu: C. tropicalis (saqg), C. kefyr (alt), C.
albicans (diger ikisi)

Yiicesoy M, Marol S. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2003; 2:1






CHROMagar Candida

C. famata, C. firmetaria,

’

C. kefyr C. lipolytica, C. lust 50

C. norvegensis, C. f?ar'ap.svla SN m,
pembe koyu pembe, lila K

C. kefyr: biyik, orta .\606‘\.0‘\@0‘}.\&“’6\\\ gilegen
(Som9n rengi kolon @(\g\ﬁ\%é\f\\.\(v\ A

C. firmetaria v (O O \&> OuyluN/pembe,
kenarlari agik” N« &N rkruseibenzeri R
tipi kolonils -g><\®(\t“q’(:,é‘°60 T

C. rugr’ oo \6&"\@(\@ il, bliyiik diiz kenarlariagik
re o9 0\0(0\0@\\( koloniler

C. glabrg «» _.Ge-lavanta, kenarlari acik renk,
besiyeri an koyu pembe pigmentli koloniler

Hospenthal DR, et al. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2006:5:1
Odds FC, Bernaerts R. J Clin Microbiol 1994; 32:1923




CHROMagar Candida

C. albicans | C. tropicalis | C. Krusei C. glabrata
Duyarhlik |89-100| 94-100 | 100 91
(%)
Ozgiillik |99-100| 94-100 | 92-100 | 100
(%)
Pozitif 99-100| 100 100 100
prediktif
deger (%)
Negatif 90-99 100 100 99
prediktif

deger (%)




Albicans ID?2

Hekzosaminidaz enzimi icgin
kromojenik substratin hidrolizi ile
C. albicans mavi-turkuaz koloniler
olustururken, diger Candida tirleri
beyaz kalir



Albicans ID?2

» C. albicans icin

* Duyarlilik: %80-100
* Ozgiilliik: %65-100

Tlkit M, et al. T Med Microbiol 2007; 56:762

Cardenes CD, et al. J Microbiol Methods 2004; 59:293

Cardenes CD et al. Diagn Microbiol Infect Dis 2002; 42:181
Yiicesoy M et al. Clin Microbiol Infect 2005; 11:245

Doluca Yiicesoy M, et al. European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases.Vienna, Austria 10 - 13 April 2010




Albicans ID2 agar: a) C albicans suglari b) Ug C.
albicans susu, Trichosporon sp ve C. parapsilosis

Doluca Yiicesoy M, et al. European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases.Vienna, Austria 10 - 13 April 2010



Candida ID?2

C. albicans. kobalt mavisi koloni
C. dubliniensis: turkuaz mavisi koloni

C. tropicalis, C. lusitaniae ve C. kefyr
pembe koloniler

C. tropicalis: mavimsi pembe koloniler
C. krusei. pembe pirtikli R tipi koloni

Eraso E, et al. J Clin Microbiol 2006; 44:3340
Eraso E, et al. Med Mycol 2006; 44:611



Candida ID?2

C. albicans C. dubliniensis | C. tropicalis
Duyarlilik 91-92 98-100 97
(%)
Ozgiillik 97-100 91-97 100
(%)

C. krusei igin duyarlilik %100

Eraso E, et al. J Clin Microbiol 2006; 44:3340

Eraso E, et al. Med Mycol 2006; 44:611




A) C. albicans

B) C. tropicalis
C) C. dubliniensis
D) C. krusei

Eraso E, et al. J Clin Microbiol 2006; 44:3340




Candida ID?2

C. albicans

C. dubliniens
. albicans ve C. dubliniensis

ayiriminda 6nemli

Eraso E, et al. Med Mycol 2006; 44:611



ChromID Candida agar (CANZ2)

Hekzosaminidaz enzimi icin
kromojenik substrat icerir

C. albicans: agik mavi-koyu mavi

C. tropicalis, C. lusitaniae ve C.
kefyr. pembe koloniler

Diger turler: krem-beyaz



ChromID Candida agar (CANZ2)

C. albicans icin
* Duyarhlik: %94-98
* Ozgiillik: %97-98¢

* Bz4iillik: %100

Giizel AB, et al. Med Mycol 2011; 49:16
Doluca Yiicesoy M, et al. European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases.Vienna, Austria 10 - 13 April 2010



ChromID Candida agar (CANZ2)

Doluca Yiicesoy M, et al. European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases.Vienna, Austria 10 - 13 April 2010



ChromID Candida agar (CANZ2)

1

L

Doluca Yiicesoy M, et al. European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases.Vienna, Austria 10 - 13 April 2010



CandiSelect 4

C. albicans: koloninin etrafina
difiize olan mor pigmentli pembe-
mor koloniler

C. tropicalis: turkuaz renkli S tipi
diizgtin koloniler

C. glabrata: periferi beyaz, ortasi
turkuaz renkte parlak diiz koloniler

C. krusei: turkuaz-mavi, kuru, R
tipi koloniler



CandiSelect 4

C. albicans

(a.c)

C. tropicalis
(b.c)
C. glabrata

(c)
C. krusei (d)

Sendid B et al. J Med ﬁ
Microbiol 2007; 56:495 &




CandiSelect 4

48 Saat icinde C. ab " /suslarinin
0/083"], C. g/abr ] S Ainin O/OSO'i,
C. tropicalis#§& sin %68'i, C
Krusei su7 ¢

Tani y

Sendid B et al. J Med Microbiol 2007; 56:495



"Bismuth Sulfite Glucose Glycine
Yeast” (BiGGY) agar

Bismut silfit bakteri Gremesini
inhibe eder

Bizmut siilfitin indirgenmesi ile
kahverengi-siyah pigmentli koloniler
ve koloni ¢evresinde koyu
presipitasyon zonlari olugtururlar



BiGGY agar

* C. albicans: kahverengi-siyah, S tipi
koloni

° C. tropicalis. kahverengi, S tipi koloni
°* C. krusei. koyu kahverengi, purtikld, R
I tipi koloni
* C. kefyr. kirmizi kahverengi, ylizeyi diiz
ve uclart ¢cikintili koloni

° C. parapsilosis. ¢ok agik kahverengi,
yesil-gri koloni



BiGGY agar besiyerinde: a) C. parapsilosis (iist)
C. albicans (sol), C. krusei (alt), C. tropicalis
(sag) b) C. glabrata (sol), C. albicans (sag)

I Yiicesoy M, Marol S. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2003; 2:1




BiGGY agar

C. albicans C. tropicalis C. Krusei
Duyarlilik 60-99 67-87 100
(%)
Ozgiilliik 56-93 92-95 99-100
(%)
Pozitif prediktif 86-95 56-65 89-100
deger (%)
Negatif prediktif 78-86 95-98 100
deger (%)

Kalkanci A ve ark. Infek Derg 1999; 13:407

Yiicesoy M, Marol S. Ann Clin Microbiol Antimicrob 2003; 2:1
Yiicesoy M, et al. Clin Microbiol Infect 2005; 11:245

Ilkit M, et al. T Med Microbiol 2007; 56:762



Oxoid Chromogenic Candida
Agar (OCCA)

Hekzos aminidaz ve alkalen fosfataz
aktivitesini saptamak igin 5-bromo-4-kloro-3-
indol/N-asetil beta-D-glukozamid ve 5-bromo-
6-kloro-3-indol fosfat p-toludin tuzu
substratlarini igerir

C. albicans: yesil koloniler
C. tropicalis: koyu mavi koloniler
C. guilliermondii: bordo-siyah koloniler

C. krusei: pembe, merkezi koyu renkte, kuru,
R tipi koloniler



Oxoid Chr-'omogenic Candida Agar
(OCCA)

C. albicans (a)
C. krusei (b)
C. tropicalis (c )




Chromogenic Candida Agar

@ @),
D @
©, @®

1) C albicans 1) C krusei

2) Trichosporon 2) Geotrichum
mucoides capitatum

3) C.dubliniensis 3) S. cerevisiae

4) C. tropicalis 4) C. guilliermondii

Ghelardi E et al. Clin Microbiol Infect 2008; 14: 141




Chromogenic Candida Agar

C. albicans | C. tropicalis | C. krusei |C. glabrata

— / N

Duyc **C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondi, |

(%) S. cerevisiae, T. mucoides ve G. capitatum
tirlerinin muhtemel identifikasyonunda 6nerilebilir

**C. glabrata ve C. parapsilosis ayirimini yapamamaktadir

gz)gi\ - 100 TOY

Ghelardi E et al. Clin Microbiol Infect 2008; 14:141
Baixench MT, et al. Mycoses 2006; 49:311
Ozcan K et al. Med Mycol 2010; 48:29



"Brom Cresol Green” (BCG) Agar

Orneklerden Candida izolasyonu ve
saptanmasi amacina uygun

Candida tirleri diz-plrtikli
koloniler olusturur ve koloninin
etrafi sari renk alir



"Brom Cresol Green” (BCG) Agar

i ATCC 90028

€. parapsitosis ATCC 22019 [P AL B “=ry, N ¢t
\ 0 = ‘j/‘,/‘ i

C. krusei ATCC 6208

Yiicesoy M, et al. XII. International Congress of
Mycology (IUMS) 5-9 August 2008, Istanbul, Tiirkiye




"Brom Cresol Green” (BCG) Agar

C. albicans C. tropicalis

Duyarlilik 99 o1

(%)

Ozgiilliik 24 9

(%)

Pozitif prediktif deger 69 10

(%)

Negatif prediktif 95 90
deger (%)

Yiicesoy M, et al. XII. International Congress of Mycology (TIUMS)
5-9 August 2008, Istanbul, Tiirkiye
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Kultur altin standart

Klasik yontemlerle identifikasyon
ucuz ve glvenilir

Kiltdr ve identifi on suresi
ZAMAPY" *kisa siirede ve duyarl \ blllYOr'

identifikasyon -
e (e rler arasi

edilenleri tanimlamak

ed emiebiliyor




»Niikleik asit ¢ogaltma
yontemleri




Sinyal Cogaltma Ydntemleri

"Southern blotting”
"Northern blotting”
In-situ hibridizasyon

Diger yontemler

* "Single strand conformation
polymorphism”

* "Panfungal loop mediated
isothermal DNA amplification”-
hibridizasyon

* DNA "microarray” yontemi



Hibridizasyon

% Denatire olmus ¢ift iplikli « .

DNA'nin tekrar farkl TN " X
or ‘,Inll ipliklerle biraraya > e
ge mesi Li 2008 82.20:0.029200 0 § 3')

. 22O OBGY Yy

% Amag isaretli "probe”lar ile
etkene ait genetik yapinin

I belirlenmesi :

% "Probe”lar; hedef niikleik @R«
asitlerin belirli bolgelerine | w0 o
komplemen’rﬂer{.ﬁenelllkle Nucleic Acid Hybridization
50 bp'den kiigl
oligonikleotitler



"Southern Blotting”

Ekstrakte edilen DNA restriksiyon
enzimleri ile kesilir

DNA parcalari agaroz jelde
yurdtdlar

Nitroseliléz / naylon membrana
aktarilir

Ozgiil DNA dizilimlerinin yeri
"probe”lar kullanilarak belirlenir



"Single Strand Conformation
Polymorphism”

ILki farkli dizinin hibridize olmast
sonucu ortaya ¢ikan heterodupleks
molekilde yer alan DNA
konformasyonundaki farkliligin
belirlenmesi esasina dayanan bir
yontemdir



Nikleik Asit Cogaltma
Yontemleri

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Polimeraz Zincir Tepkimesi temeline dayal
yon’remler'
° RAPD PZT

* Rep PZT

* PZT-Restriksiyon Enzim Analizi (REA)

* "Nested" PZT - "Seminested" PZT

* Multipleks PZT

* "Real Time" (ger¢ek zamanh) PZT

* PZT-"electrospray ionization mass spectrometry”

* PZT-"high resolution derivative melt analysis”




Polimeraz Zincir Tepkimesi

Ozgiil bir gen bélgesinin, hedef
bolgenin u¢ kisimlarina baglanan
iki 0zgun oligontkleotit oncdl
aracthgi ile gogaltilmasi
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CANDIDA TURLERININ TANISINDA KULLANILAN HEDEF BOLGELER

On cogaltmada = biitiin mantarlar igin ortak, cok tekrarli ve ileri derecede
korunmus 185, 5.8S ve 28S rDNA alt uniteleri veya mitokondri DNA ‘s

(mDNA)

Ileri tanimlanmada => internal transcribed spacer (ITS1, ITS2),
sitokrom P-450 lanosterol- alfa-demetilaz, aspartik proteinaz, aktin,
kitin sentetaz ve isi sok proteini kodlayan gen bdlgeleri




PZT-REA (RFLP)
DNA izolasyonu

TTC1 ., TT
~ REA sadece standart cihaz donanimina
ONY_gereksinim gosteren, net sonuglar veren,
Candida tirlerinin identifikasyonunda
kullanilabilen, hizli ve basit bir tekniktir

Kesilen DNA'nin elektr| 6rezi ve
jelde goriintilenmesi

Trost A et al. J Microbiol Meth 2004; 56:201
Borst A, et al. J Clin Microbiol 2003; 41:1357
Asadzadeh M, et al. J Med Microbiol 2009; 58:745
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PZT-REA

Klinik orneklerden soyutlanan 146 Candida
susu

DNA ekstraksiyonu

PZT

* Onciil 1 5 GTCAAACTTGGTCATTTA 3’

* Onciil 35 TTCTTTTCCTCCGCTTATTGA 3
PZT Grinlerinin MwoI ve Bs/I enzimleri ile
kesilmesi ve Uriunin agaroz jelde
ylrdtilerek gorintilenmesi

primer 1 primer 3

— —

185 ONA 9L e a5 DA TS2,

25/285 rDNA — 3

Nis R. Uzmanlik tezi 2007
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1 > 100 bp.lik marker
2 » C. albicans

3 » C. krusei

4 » C. parapsilosis

5 »C. tropicalis

6 > C. guilliermondii

7 »C. kefyr

8 »C. glabrata




600 bp
586 bp!

1,13 » 100 ve 50 bp'lik marker
23456,7,8,910,1112 » C albicans PZT (iridnleri

1415,16,17,18,19,20,21,22,23,24 » Mwol ile
kesilen C. albicans suslari



1> 100 bp.'lik
marker

23456 » C
glabrata PZT
urdnleri

7 » 50 bp.'lik
marker

8,9,10,11,12 »
mwol ile kesilmis
C. glabrata suslari

.
—
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e
—
-
—
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560 bp.

€ kriset nt110.

8

9 10

11 12

13

1 > 100 bp.'lik
marker

23456 > C
krusei PZT
drinleri

8 » 50 bp.'lik
marker

9,10,1112,13 »
mwol ile kesilmis
C. krusei suslari






Multipleks PZT

Onciiller genellikle ITS1-2,5.85
bélgelerinden segilir

Birden fazla tirdn hizli, ayni anda,
daha kisa siirede identifikasyonunu

saglar
Yakin tirlerin ayiriminda onemli

oo ee \Jeo

Liguori G, et al. New Microbiologica 2010; 33:63
Romeo O, et al. J Microbiol Methods 2009; 79:117



Multipleks PZT

65 kDa mannoprotein éncilleri

Bes en sik karsilasilan Candida
turdnd tanimlayabiliyor

Tekrarlanabilir, basit, 6zgln

Dort saatten daha kisa stiren hizl
bir yontem

Arancia S, et al. Molecular Cellular Probes 2009; 23:218



WO 1l 12 13 1+ 13

A: C. albicans (lanes 1-3), C. parapsilosis (lanes 4-6), C. glabrata (lanes 7-9),
guilliermondii (lanes 10-12), C. tropicalis (lanes 13-15), 1 Kb plus DNA ladder (

B: C. albicans (lanes 1-3), C. parapsilosis (lanes 4-6), C. glabrata (lanes 7-9),
C. guilliermondii (lanes 10-12), C. tropicalis (lanes 13-15), 1 Kb DNA ladder (M).

Arancia S, et al. Molecular Cellular Probes 2009; 23:218




"Real time"
(Gergek zamanh) PZT

» Nukleik asit
amflifikasyonu ile es
zamanli olarak artan
sinyalin 6lglimine
dayanir

» Hedef DNA molekiili
tzerinde oncdllerin
baglanmasini takiben
isaretli "probe” da
baglanir

PCR Primer

Fluorophore Quencher

m TagMan®
\ Probe ’

Polymerization

PCR Primer

Amplification Assay

Fluorescence

v Probe Displacement
and Cleavage

PCR Products

Result

v

Fluorescence

"‘"s ’
f=1

Cleavage Products




"Real time”
(Gergek zamanlh) PZT

> Ce ana’ida

Innings A, et al. J Clin Microbiol 2007; 45:874
White PL, et al. J Med Microbiol 2003; 52:229




"Nested-Seminested” PZT

Tki asamali amplifikasyon yéntemi

Ilk asamada iki adet dis onciil ile =>hedef
molekil Gzerinde uzun bir bélgenin
amplifikasyonu

I¢ onciller = dis oncillerin baglanma
yerlerinin i¢ kisminda kalan kendilerine

6zqll bolgelere baglanirlar ve tekrar
amplifikasyon yapilir

“Seminested” PZT'nin farki, i¢ ve dis
oncillerin ayni yerden baslatiimasi



PZT-"high resolution
derivative melt analysis”

Panfungal rDNA'nin
onciller

S bélgelerine

direk klinik 6rnekten de
identifikasyon yapabilen,
hizli ve giivenilir bir yontem

erime egrilerinin sekilleri onemlidir

Mandviwala T, et al. J Mol Diagnostics 2010; 12:91




PZT-"high resolution derivative
melt analysis”

o
2] I
§ o Y

-------

-r
''''''''

Mandviwala T, et al. J Mol Diagnostics 2010; 12:91



PZT-"electrospray ionization

mass spectrometry”

PZT sonrasi amplikonlarin mass

spektrometresi ile kiitle/yik oranlar:
belirlenir
4

amplikon baz igerigine paralel olan her
amplikonun on ve ters iplikgiklerinin
molekiler kiitlesi belirlenir

g

genetik parmak izleri bilinen DNA baz
igerikleri verileriyle karsilastirilir

Kaleta EJ, et al. J Clin Microbiol 2011; 49:345



PZT-"electrospray ionization
mass spectrometry”

Kilture gerek kalmadan kan kdiltar
siselerinden direk identifikasyon

P;Ziﬁ.f alarm sonrasi 5-A.saat iginde
ide

He;ﬂ
identifikasyonu

Cins ve tir dizeyinde sirasiyla %99
ve %97 oranlarinda sirasiyla dogru
identifikasyon

Kaleta EJ, et al. J Clin Microbiol 2011; 49:345

r
I Klasik yontemlerle uyumlu,
| jizl sonug verebilen bir yontem




Klinik orneklerden soyutlanan Candida tirlerinin
prognostik, epidemiyolojik ve terapstik nedenlerle
erken, hizli ve dogru identifikasyonu kritik neme
sahiptir

Kiltir ve klasik yontemler ile identifikasyon halen
altin standart olarak kabul edilmektedir

Candida tirlerinin sadece kromojenik besiyerleri
ve molekiiler yontemler ile identifikasyonu heniiz
klasik yontemlerin yerini alabilecek durumda
degildir

Hizli ve dogru identifikasyonun énemli oldugu
durumlarda, klasik yontemler ile fanimlamada
sorun yasanan tirlerin identifikasyonunda
molekuler Kdn‘remler ve kromojenik besiyerleri hiz
ve dogruluk agisindan identifikasyona ek
kazanimlar getirecektir









