
Barış Otlu 
İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

İnvaziv Fungal Enfeksiyonlar: 

Hızlı tanı mümkün mü? 



Fungal Tanı Yöntemlerinin Gelişimi 

•  1839 ve 1844 yılları arasında üç bağımsız çalışma cryptogam rapor edilmiş. 

Fredrik Theodor Berg Charles‐Phillipe Robin 



Fungal Tanı Yöntemlerinin Gelişimi 

•  1950 ’li yıllar kültür ve biyokimyasal yöntemlerin yükselişi. 



Fungal Tanı Yöntemlerinin Gelişimi 

•  1960 ’lı yıllar C. albicans ve diğerleri. 



•  1970 ’li yıllardan hızlı tanı arayışları arUyor.  

Fungal Tanı Yöntemlerinin Gelişimi 



•  1990 ’lı yıllara kadar bir sonuç yok.  

Fungal Tanı Yöntemlerinin Gelişimi 



Mikrobiyolojik Tanı Yöntemleri 



Mikrobiyolojik Hızlı Tanı Arayışı 

•  Geleneksel Tanı Yöntemleri 

düşük duyarlılığına rağmen (% 50‐60) kan kültürü kandidemi tanısı için alUn standart. 

C. tropicalis ve C. krusei için  19‐22 saat, C. albicans 39‐60 saat 



Geleneksel Yöntemlerdeki Durum 

Tek bir hücre 

•  Tanı için üremeyi, an\mikrobiyal duyarlığın tespi\ için üremenin inhibisyonun 

gözlenebilir hale ge\rilmesi zaman alıcı. 

16‐18 saat 

6‐8 saat 

8‐10 saat 

18‐24 saat 



•  An\biyo\k ile karşılaşUrılan bakteri canlılığının kolorimetrik tespi\ için sıklıkla 

resazurin kullanılmaktadır. 

Resazurin  Resafurin 

Mavi ve düşük 
floresans 

pembe ve yüksek 
floresans 

NADH/H+  NAD/H2O 

Kolorimetrik Yöntemler  



Kolorimetrik Yöntemler,  

•  Resazurin floresan temelli an\fungal tespit yöntemi. 

AraşCrma Konusu 



•  ATP‐biyoluminesans yönteminin hızlı direnç testlerinde kullanılması 

Luciferase 
+ Luciferin  AMP + Oxyluciferin + 

PPİ + CO2 

ATP 

ATP-biyoluminesans temelli yöntemler  



•  13  idrar yolu patojenini 20 dk da tespi\ ve 3‐6 saat arasında an\mikrobiyal duyarlılık 

sonucu ATP‐biyoluminesans yöntemi ile tespit edilebilmiş.  

ATP-biyoluminesans temelli yöntemler  



Y 
Y 

Y 

Y 

Y 

an\korlar 

ATP monitoring 
buffer 

Calcium Alginat gel 

yıkama 
aUklar 

uzaklaşUrılır 

ATP-biyoluminesans temelli yöntemler  



ATP-biyoluminesans temelli yöntemler  



Hibridizasyon Temelli Yöntemler 

Hedef DNA 

Hibridizasyon 

Panfungal Prob 

•  1970’li yıllardan i\baren geliş\rilmeye başlandı.  



Hibridizasyon Temelli Yöntemler 

•  PNA FISH ile kan kültür pozi\fliğinden sonra ortalama; 

FISH yöntemi ile 5 saat içinde 

PCR‐RFLP  ile 20 saat, geleneksel yöntemlerle 6 günde sonuç alınabiliyor.  



•  Yeast Traffic Light® PNA FISH® 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  Yeast Traffic Light® PNA FISH® 

C. albicans, C. parapsilosis %100 duyarlılık ve özgüllük 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  Yeast Traffic Light® PNA FISH®; ortalama  sonuç süresi 90 dakika idi.  

-  32 olguda (% 61.5) an\fungal tedavide bir değişiklik yapılmadı  

-  11 olguda (% 21.2) kaspofunginden flukonazole geçiş ve  

-  4 olguda (% 7.7) flukonazoldan kaspofungine geçiş 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 

hastaların %40’ında 
tedaviye yön verilmiş 



Hücrelerin canlı kalarak çoğalabildikleri bir ortamda, belirli zamana aralıklarında 

çekim yapabilen mikroskoplar. 

Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler 
 
•  Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler 



•  Accelerate PhenoTest™ BC; direkt örnekten hızlı tanımlama ve duyarlılık 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



1 saat  8‐48 saat 

•  Örnekteki mikroorganizmayı saflaşUrmak ve çoğaltmak 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 

•  Accelerate PhenoTest™ BC 



•  Örnek muayene maddesinden mikroorganizmanın saflaşUrılması için elektroforez ve 

filtreleme sistemi (elektrofiltrasyon). 

•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



1 saat  8‐48 saat 

•  Mikroorganizmanın tanımlanması 

•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



Mul\plexed Fluorescence in situ Hybridiza\on (FISH)  

FISH basmakları 

Enzim ile lizis 

Hibridizasyon 

Stringent Wash  Otoma\k resim 
 işleme 

Otoma\k veri analizi   elektrokine\k 
yoğunlaşUrma 

Hücrelerinin  
sabitlenmesi 

•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  Mul=plexed Fluorescence in situ Hybridiza=on (FISH)  

•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



4‐5 saat  24‐48 saat 

•  An\mikrobial duyarlılıklarının belirlenmesi 

•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  An\mikrobial duyarlılık tes\; zaman‐atlamalı mikroskop ile üreme/inhibisyonun takibi 

•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  An\mikrobial duyarlılık tes\; zaman‐atlamalı mikroskop ile üreme/inhibisyonun takibi 

•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



•  Accelerate PhenoTest™ BC 

Hibridizasyon Temelli Yöntemler 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Polymerase Chain Reaction (PCR) 

•  PCR 

•  Mul=plex PCR 

•  Nested PCR 

•  Seminetested PCR 

•  Broad Range PCR 

•  Hot  Start PCR 

•  Touchdown PCR 

•  Reverse Transcrip=on PCR 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Polymerase Chain Reaction (PCR) 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Polymerase Chain Reaction (PCR) 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Polymerase Chain Reaction (PCR) 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Polymerase Chain Reaction (PCR) 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR,  

PCR’ın keşfinden sonraki en önemli gelişme.  



•  Real‐\me PCR cihazları laboratuvarlarda yerini aldılar. 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 

direkt örnekten tanı için mul\plex Real‐\me PCR 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 

66 örneğin 61’inde (%92) uyumlu sonuç elde edilmiş. 



•   Candida auris 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



•   Candida auris 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 

AraşCrma Konusu 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 

•   Candida auris 

AraşCrma Konusu 



•  Yüksek mul\pleks kapasiteye sahip cihazlar (Biofire, Filmarray) 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



•  Yüksek mul\pleks kapasiteye sahip cihazlar. Biofire, Filmarray 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



Gram negative bacteria  Gram positive bacteria Yeast 
Antimicrobial 

resistance genes 
Acinetobacter baumannii 
Haemophilus influenzae 
Neisseria meningitidis 
Pseudomonas aeruginosa 
Enterobacter cloacae complex 
Escherichia coli 
Klebsiella oxytoca 
Klebsiella pneumoniae 
Proteus spp. 
Serratia marcescens 

Enterococcus spp. 

Listeria monocytogenes 

Staphylococcus spp. 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus spp. 

Streptococcus agalactiae 

Streptococcus pneumoniae 

Streptococcus pyogenes 

Candida albicans 
Candida glabrata 
Candida krusei 
Candida 
parapsilosis 
Candida tropicalis 

 

 mecA - methicillin 

resistance gene 

 vanA/B - vancomycin 

resistance gene 

 KPC - carbapenem 

resistance gene 

 

	

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



average 19.9 hours 

Positive blood culture 

•  Ortalama kan kültür pozi\flik süresi: 19.9 saat 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 



≅ 10 minutes 

average 19.9 hours 

Positive blood culture 

Gram stain result 

•  Gram boyama sonucu 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 



≅ 10 minutes 

average 19.9 hours 

≅ 18 hours 

Positive blood culture 

Gram stain result 

Solid agar icubation 

Subkültür? 

Saf kültür 

•  Kültür Sonucu 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



≅ 10 minutes 

average 19.9 hours 

≅ 18 hours 

Positive blood culture 

Gram stain result 

Solid agar icubation 

≅ 1-2 day 

Standart microbiology 

Procedurs 

•  Kültür Sonucu ve klasik yöntemlerle tanımlama 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



≅ 10 minutes 

average 19.9 hours 

≅ 18 hours 

Positive blood culture 

Gram stain result 

Solid agar icubation 

Standart microbiology 

Procedurs 
avarage 

6.5 hours 

Vitek 2 Compact 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



average 19.9 hours 

≅ 10 minutes 

≅ 18 hours 

Positive blood culture 

Gram stain result 

Solid agar icubation 

Standart microbiology 

Procedurs 
avarage 

6.5 hours 

Vitek 2 Compact 

≅ 1-2 day 

2 hours 
FilmArray result 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



Time to 

blood 

positvity 

(hours) 

Gram stain 

from positive 

bottle 

FilmArray Identification 

Identification after solid agar incubation (18 hours) 

Sample 

No 

Standart microbiology methods 

 / Time to result (day)  

Vitek 2 Compact 

/ Time to result (hours)  
Vitek MS 

1  11.5  Gr - bacilli  E.  cloace complex   Enterobacter spp. / 4  E.  cloace complex / 5  E.  cloace 
2  8.2  Gr - bacilli  E. coli, KPC (-)   E. coli / 1  NDb  NDb 
3  10.2  Gr - bacilli  K. pneumoniae , P. aeruginosa  K. pneumoniae /1  K. pneumoniae / 4.15  K. pneumoniae 
4  25.2  Gr - bacilli  K. pneumoniae  K. pneumoniae / 1  K. pneumoniae / 5  K. pneumoniae 
5  8.1  Gr - bacilli  K. pneumoniae, Streptococcus spp  K. pneumoniae / 1  K. pneumoniae /4.45  K. pneumoniae 
6  7.2  Gr + cocci  A. baumannii  Acinetobacter spp. / 4  A. baumannii complex /6  A. baumannii complex 
7  10.1  Gr + cocci  A. baumannii  Acinetobacter spp . /1  A. baumannii complex /6  A. baumannii complex 
8  100.8  Gr - bacilli  K. pneumoniae   K. pneumoniae / 1  K. pneumoniae / 6  K. pneumoniae 
9  10.4  Gr - bacilli  E. coli, KPC (-)  E. coli / 1  ND b  ND b 
10  12.1  Gr + cocci  Enterococcus spp., Van A/B (-)  Enterococcus spp. / 1  E. faecium / 6  E. faecium 
11  18.6  Gr + cocci  Enterococcus spp., Van A/B (-)  Enterococcus spp. / 2  E. faecium / 6  E. faecium 
12  14.1  Gr + cocci  Not detected  Micrococcus spp./ 2  E. cloacae / 5  E. cloacae 
13  15.5  Gr - bacilli  Staphylococcus spp., MecA (-)  Morganella spp./ 2  Morganella morgani / 5.45  Morganella morgani 

14  11.4  Gr + cocci 
Enterococcus spp., Van A/B (-) 

Staphylococcus spp., MecA (-) 

Contamination with  
skin flora  NDc  ND c 

15  38.6  Gr + cocci 
A. baumannii  

Enterococcus spp., Van A/B (-) 

Contamination with 
 skin flora  ND c  ND c 

16  12.1  Gr - bacilli  E.  cloacae complex, KPC (-)  Enterobacter spp., carbepenemase (+)  / 2  E. cloacae complex / 5.15  E. cloacae  

17  9.7  Gr + cocci  A. baumannii   Acinetobacter spp./ 1  A. baumannii complex / 6  A. baumannii complex 
18  10.6  Gr - bacilli  E. coli, KPC (-)  E. coli,  ESBL (+)/1   ND b  ND b 
19  71.1  Yeast  C. tropicalis  Canida spp. / 1  C. tropicalis  / 18.15  C. kefyrd  
20  9.4  Gr - bacilli  E. coli, KPC (-)  E. coli / 1  ND b  ND b 
21  12.4  Gr - bacilli  Not detected  Morganella spp.  /1  Morganella morgani / 5.45  Morganella morgani 

22  8.2  Gr - bacilli 
K. pneumonia KPC(-),  

Enterococcus Van A/B(-) 
K. pneumonia, carbepenemase (+)  / 1  K. pneumonia  K. pneumonia 

23  11.1  Gr - bacilli  E. coli, KPC (-)  E. coli, ESBL (+), carbepenemase (+) / 1  ND b  ND b 

24  14.4  Gr - bacilli  E. coli, KPC (-)  E. coli, ESBL (+), carbepenemase (+) / 1  ND b  ND b 

25  10.1  Gr + cocci  A. baumannii  Acinetobacter spp./ 1  A. baumannii complex / 8  A. baumannii complex 

26  17.4  Gr - bacilli  P.  aeruginosa  P.  aeruginosa / 1  P.  aeruginosa / 4.45  P.  aeruginosa 
27  52.1  Gr - bacilli  K. pneumoniae , KPC (-)  K. pneumoniae / 1  K. pneumoniae / 4.45  K. pneumoniae 
28  49.4  Gr - bacilli  K. pneumoniae  KPC (-)  K. pneumoniae / 1  K. pneumoniae / 4  K. pneumoniae 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real-time PCR 



≅ 10 minutes 

average 14.5 hours 

≅ 18 hours 

Positive blood culture 

Gram stain result 

Solid agar icubation 

Standart microbiology 

Procedurs 
avarage 

6.5 hours 

Vitek 2 Compact 

≅ 1-2 day 

blood 

2 hours 
FilmArray result 

The LightCycler® SepMFast Test  
 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR 

daha hızlı olanabilir mi? 

Fungi 

•  Candida albicans 

•  Candida tropicalis 

•  Candida parapsilosis 

•  Candida krusei 

•  Candida glabrata 

•  Aspergillus fumigatus 



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR, toplam 1006 hasta verisi  



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  Real‐=me PCR, toplam 1006 hasta verisi  



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  T2 Candida Panel‐ magne=c resonance  



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  T2 Candida Panel‐ magne=c resonance  



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  T2 Candida Panel‐ magne=c resonance  



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  T2 Candida Panel‐ magne=c resonance  

1 yıl takip, 5100 hastada tanı, yaklaşık 6 milyon dolar daha az harcama  



Amplifikasyon Temelli Yöntemler 

•  T2 Candida Panel‐ magne=c resonance  



Bu Yöntemler Klinik Kullanıma Hazır mı? 



Kütle Spektrometrik Yöntemler 

•  MALDI-TOF matrix‐assisted laser desorp\on ioniza\on \me‐of‐flight mass spectrometry 



Kütle Spektrometrik Yöntemler 

•  MALDI-TOF matrix‐assisted laser desorp\on ioniza\on \me‐of‐flight mass spectrometry 



•  Etkenlerin dağılımı; 01.01.2015‐29.11.2016 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 
%36 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 
%28 

[KATEGORİ 
ADI]; [DEĞER] 

%1 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 
%11 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 

%5 

[KATEGORİ 
ADI]; [DEĞER] 

%3 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 

%1 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 

%6 

C. famata, 4 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 

%8 
C. uBlis, 2 

Kütle Spektrometrik Yöntemler 

•  MALDI‐TOF 



[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 
%40 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 

%2 
[KATEGORİ ADI]; 

[DEĞER] 
%22 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 
%11 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 

%8 

C. lusitaniae, 4  [KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 

%6 

C. pulcherrima, 1 

[KATEGORİ ADI]; 
[DEĞER] 
%10 

C. uBlis, 1 

•  Etkenlerin dağılımı  1.  C. albicans 

2.  C. glabrata 

3.  C. keyfr 

4.  C. tropicalis 

5.  C. krusei 

6.  C. parapsilosis 

Kütle Spektrometrik Yöntemler 

•  MALDI‐TOF 



Kütle Spektrometrik Yöntemler 

•  MALDI-TOF 

AraşCrma Konusu 



Kütle Spektrometrik Yöntemler 

•  MALDI‐TOF‐ Direkt Örnekten 

Direkt olarak pozi\f kan kültür şişesinden tanımlama için çeşitli protokoller geliş\rildi. 



•  Genomik, biyoinforma\k ve mikroelektronik alanında yaşanan hızlı 

gelişmelerin en göze çarpan sonuçları, 

‐  Biyosensörlerdir ve 

‐  DNA mikroçip teknolojileri 

Yeni Gelişmeler 



•  DNA mikroçip teknolojileri, çevresel ve 

 klinik örneklerden mikroorganizmaların tanısı için giderek artan oranda kullanılmaktadır.  

Mikroskopi 

Kültür 

Seroloji 
PCR 

Geleneksel Mikrobiyolojik Tanı Yöntemleri 

DNA Mikroçip Temeli Yöntemler 



•  PCR ile elde edilen floresanla işaretli amplikonların  

 çok sayıda farklı  oligonükleo\d prob içeren kaU yüzeylerde, kendisine uyan probla 

hibridize olması temeline dayanmaktadır.  

*
* * *

* * *
*

*

*

*

*

*

*

24µm

1
.2
8
 c
m
 

DNA Mikroçip Temeli Yöntemler 



DNA Mikroçip Temeli Yöntemler 

•  Sepsiste mikroçip temelli hızlı testler  



DNA Mikroçip Temeli Yöntemler 



DNA Mikroçip Temeli Yöntemler 

•  Kan kültüründen toplam tespit süresi 3 saat 

•  388 örneğin karşılaşUrmalı analizinde fungal tanıda duyarlılık %99, özgüllük  %98  



Biyosensör Temeli Yöntemler 

•  Mikroelektronik alanındaki gelişmeler ve biyolojik moleküllerin olağanüstü 

duyarlılıktaki yanıt verme kapasitelerinin keşfedilmesi, biyosensör teknolojisinin hızla 

gelişmesine neden olmuştur  



güçlendirici 

 

Dönüştürücü 

‐ elektrokimyasal 

‐ termal 

‐ opMk 

‐ akusMk 

‐ Pizoelektrik 

‐ manyeMk 

BİYOSENSÖR 

örnek 

  sinyal 

‐ enzimler 

‐ anMkorlar 

‐ aptamerler 

‐ mikroorganizmalar 

Biyoreseptör 

•  Bu dönüştürücülerden bazıları; 

  biyolojik  etkileşimi  gerçek  zamanlı  olarak  gösterebilirken bazıları  ikincil  elementlerin 

varlığına (fosfataz veya işaretli an\korlar) ih\yaç duyarlar.  

Biyosensör Temeli Yöntemler 



Biyosensör Temeli Yöntemler 

•  Mantarların tanısında biyosensör mantarlar 



Biyosensör Temeli Yöntemler 



Biyosensör Temeli Yöntemler 

Paracoccidioides  

brasiliensis 



Biyosensör Temeli Yöntemler 



Moleküler Mikrobiyolojik Teknikler 

•  Moleküler hızlı tanı yöntemlerine  harcanan  

                     her 1 USD harcama 5 USD olarak geri dönüyor. 


