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Candida’lar deri, ağız ve vajen mukozası ile 
bağırsak lümeninin düzenli flora elamanı olan fır-
satçı patojen mikroorganizmalardır. Tüm öteki 
fırsatçı patojenler gibi belirli hazırlayıcı faktörlerin 
yardımı ile hafiften en ağır sistemik infeksiyonlara 

kadar çeşitli klinik tablolara yol açabalirler (1). 
Sistemik kandidoz, morbidite ve mortalitesi olduk-
ça yüksek yaygın bir nosokomial infeksiyon tablo-
sudur (2). Vulvovajinal kandidoz (VVK), bir maya 
mantarı olan Candida’nın kadın dış genital organla-
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Özet 
Amaç: Değişik kliniklerden gönderilen örneklerden izole 

edilen ve ID32 C kiti ile Candida albicans olarak adlan-
dırılan mayaların PCR ve klasik yöntemler kullanarak 
doğrulamasını yapmayı amaçladık. 
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Materyal ve Metod: Çalışmamıza, laboratuvarımıza gönderi-
len örneklerden maya izole edilen 16 kan, 14 vajen, 2 id-
rar, 1 kist sıvısı, 1 intraabdominal sıvı örneği dahil edil-
miştir. ID32 C, kitin özel skalası doğrultusunda çalışıl-
mıştır. PCR ise Candida albicans’ın EO3 geninden seçi-
len 125 baz çifti içeren bir diziyi hedef alan primerler 
kullanılarak yapılmıştır. PCR ile negatif bulunan mayalar 
sukroz özümleme, trehaloz özümleme ve 42ºC’de üreme 
özelliklerine göre tekrar değerlendirilmişlerdir. 

Bulgular: ID32 C ile pozitif olan 34 mayanın 26 (%77)’sında 
PCR ile pozitif bulunmuştur. Yapılan klasik testlerin so-
nucuna göre PCR negatif olan 8 mayanın 4’ü C.
stellatoidea, 4’ü C.albicans olarak tesbit edilmiştir. Kul-
lanılan primerler sadece C.albicans suşlarını amplifiye 
edebildiğinden sonuçta pozitiflik oranının %86’ya yük-
seldiği görülmüştür. 

Sonuç: Sonuçlar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı 
olmasa da ID32 C ile C.albicans olarak tanımlanan ma-
yaların bir kısmının C.stellatoidea olarak tesbit edilmiş 
olması nedeniyle PCR yönteminin tanımlamada daha 
spesifik olabileceğini düşünmekteyiz. 

Anahtar Kelimeler:  ID32 C, PCR, Klasik yöntemler,  
                                   C.albicans 
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 Summary 
Purpose: The aim of this study was to evaluate the PCR and 

classical methods in confirming the identity of Candida 
albicans isolates identified by ID32 C kit. 

Đnstiution:  University of Gazi, Faculty of Medicine, Depart-
ment of Microbiology and Clinical Microbiology and 
Department of Gynecology and Obstetrics. 

Material and Method:  Isolated yeasts from 16 blood, 14
vaginal, 2 urine, 1 cyst fluid and 1 intraabdominal fluid 
samples were included in this study. ID32 C, was studied 
according to kits special scala. We used a pair of primers, 
amplifying 125 base pairs of EO3 gene of Candida albi-
cans for PCR. Sverose and trehalose assimilation, and 
growth characteristic at 42ºC were reevaluated for PCR 
negative isolates. 

Results: The PCR test results were found to be positive in 26 
(%77) of 34 yeast isolates identified as C.albicans by 
ID32 C. Four of 8 PCR negative C.albicans isolates were 
identified as C.stellatoidea and 4 were as C.albicans by 
using classical methods. Since our primers can only am-
lify C.albicans, the positivity of PCR in this study was 
86%. 

Conclusion: Since some of the yeasts which have been identi-
fied as C.albicans by ID32 C, were found to be 
C.stellatoidea later, PCR technigue may be more spesific 
for identification, although the difference between results 
were not statistically significant. 
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rında yaptığı infeksiyondur ve tüm vulvovajinitlerin 
%30’unu oluşturur (3). 

Candida’ların tür seviyesinde tanımlanmaları 
için uygulanan klasik yöntemler zaman alıcı, zah-
metli ve bazen de uygulayan kişinin yorumuna 
bağlı olarak değişik sonuçlar verebilen testlerdir. 
Hızlı tanımlama yöntemleri bu nedenler ile gün-
deme gelmiştir ve kısa süre içerisinde rutin kulla-
nıma girmeye başlamıştır. Ancak bu yöntemlerde 
de, primer seçimi, DNA eldesi, DNA’nın çoğaltıl-
ması gibi aşamalarda problemler halen yaşanabil-
mektedir. Bunların sonucunda yalancı negatiflik ve 
yalancı pozitiflik gibi sorunlar çıkmaktadır. Fakat 
primer seçiminin, DNA’nın elde edilmesi ve çoğal-
tılması işlemlerinin doğru yapılması durumunda 
güvenilirlik oranı %100’lere kadar çıkmaktadır (4). 

Biz bu çalışmada değişik kliniklerden gelen ve 
ID32 C kiti ile Candida albicans olduğu tesbit 
edilen maya izolatlarının PCR ve klasik yöntemler 
kullanılarak yeniden adlandırılmasını yapmayı 
amaçladık. 

Gereç ve Yöntem 
Çalışmaya laboratuvarımıza gönderilen örnek-

lerden maya izole edilen 14 vajen, 16 kan, 2 idrar, 
1 kist sıvısı ve 1 intraabdominal sıvı dahil edilmiş-
tir. Elde edilen mayalar çalışma zamanına kadar 
saklanmak amacıyla SDA’a pasajlanıp +4ºC’de 
saklanmışlardır. 

ID32 C 
Çalışma için stokta bekletilen maya izolatları 

yeniden SDA besiyerine pasajlandıktan sonra 24 
saatlik koloniler, kitin özel solüsyonu içerisinde 
Mc Farland 1’e göre sulandırıldıktan sonra her bir 
kuyucuğa 100µl konulmuş ve 37ºC’de 24 saat 
inkübe edilmiştir. 24 saatin sonunda kitin özel 
skalası doğrultusunda değerlendirilmişlerdir. 

PCR 
Primerler: Miyakawa ve ark.’nın (5) 

C.albicans’ın çoklu kopyalar gösteren EO3 genin-
den seçtikleri 125 baz çifti içeren bir diziyi hedef 
alan primerler (CAL 1:5’CAC CAA CTC GAC 
CAG TAG GC 3’, CAL 2:5’ CGG GTG GTC TAT 
ATT GAG AT 3’) kullanılmıştır. 

DNA Ekstraksiyonu: Van burik ve ark. 
(6)’nın, Einsele ve ark. (7)’dan modifiye ettikleri 
yöntem üzerinde bazı değişiklikler uygulanarak 
yapılmıştır. SDA besiyerinde üreyen mayalar 
distile su içerisinde Mc Farland 1 (1016) olacak 
şekilde hazırlanmış ve her bir süspansiyondan 
300µl alınarak üzerine 900µl lizis buffer-1 (10mM 
Tris[pH 7.6], 5mM MgCI2, 10mM NaCI) eklene-
rek elde edilen süpernatan atılmıştır. Çökeltinin 
üzerine 100µl lizis buffer-2 (10mM Tris[pH 7.6], 
10mM EDTA [pH 8], 50mM NaCI, %0.2 SDS, 
200 µg/ml proteinaz K) ve daha sonra lizis buffer-
3 (50mM Tris[pH 7.6], 1mM EDTA, 2-
merkaptoetanol, 2U/100µl litikaz) eklenerek 
sferoblastlar oluşturulmuştur. %10 sodyum dodesil 
sülfat (SDS) eklenen sferoblastların üzerine 5M 
potasyum asetat ilave edilerek buz üzerinde 25 
dakika bırakılmıştır. Proteinler çöktürülmüş üst 
sıvı alınarak üzerine eklenen izopropilalkol ve etil 
alkol ile DNA’lar çöktürülmüştür. 

Çoğaltma (amplifikasyon): PCR reaksiyon ka-
rışımı, PCR tampon 10X, MgCI2, Taq polimeraz 
(5U), dNTP (4mM), primer CAL 1 ve primer 
CAL2 ve volümü tamamlamak amacıyla distile su 
eklenerek hazırlanmıştır. Yukarıda elde ettiğimiz 
DNA’dan 5 µl PCR reaksiyon karışımına eklene-
rek Thermal cycler cihazına yerleştirilerek prog-
ram çalıştırılmıştır. Thermal cycler, 94°C’de 4 
dakika bir siklus, 94°C’de 30 saniye, 56°C’de 1 
dakika, 72°C’de 2 dakika olmak üzere 35 siklus, 
72°C’de 5 dakika 1 siklus olacak şekilde program-
lanmıştır (8). 

Görüntüleme: 10µl PCR ürünü %2 agaroz jel 
içinde elektroforez cihazında 100V da 40 dakika 
1XTBE (Tris-borate-EDTA) tamponda yürütülüp, 
etidyum bromür ile boyanmıştır. Daha sonra UV 
transluminatörde bantlar görüntülenmiştir. 

Sukroz Özümleme Deneyi 
Wickerham karbonhidrat besiyerine (Bromkre-

zol moru [%1.16], 1/10 N NaOH ve agar), %1’lik 
sukroz çözeltisi eklenerek hazırlanmış olan tüplere, 
kolonilerden ekim yapılarak 10 gün 26° C’de 
inkübe edilmiştir (9). 
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Trehaloz Özümleme Deneyi 

Wickerham’ın özümleme besiyerine (Yeast 
nitrogen base agar) maya süspansiyonu yayıldıktan 
sonra hazırlanan trehaloz diskleri yerleştirilerek 
yapılmış ve 7 güne kadar 26°C’de inkübe edilmiş-
tir (9). 

42°°°°C’de Üreme: 
SDA plaklarına maya kolonileri ekilerek 

42°C’de 48 saat inkübe edilmişlerdir (10). 

Bulgular 
Hızlı tanı kitlerinden biri olan ID32 C 

(bioMerieux, Fransa) ile Candida albicans olarak 
tanımlanan suşların tümüne Candida albicans’a 
spesifik primerler kullanılarak yapılan in-house 

PCR sonucunda 34 mayanın 26 (%77)’sı pozitif 
olarak bulunmuştur. PCR sonuçlarını gösteren jel 
fotoğrafı Şekil 1’de gösterilmiştir. PCR’ı negatif 
bulunan 8 örneğe C.albicans ve C.stellatoidea 
ayırımı için sukroz özümleme deneyi, C.albicans, 
C.dubliniensis ayırımı için trehaloz özümleme 
deneyi ve 42°C ısı toleransı deneyi yapılmıştır. 
Sukroz özümleme deneyi sonucunda vajen kaynak-
lı mayanın her 2’si (%100) kan kaynaklı 6 mayanın 
2’si %33 C.stellatoidea olarak tanımlanmıştır. Bu 
şekilde isimlendirilemeyen kan kaynaklı 4 maya-
nın trehaloz özümleme deneyi ve 42°C ısı tolerans 
deneyine göre C.dubliniensis olmadıkları tesbit 
edilmiştir. ID32 C ile isimlendirilmiş mayaların, 
diğer testler ile elde edilen sonuçları Tablo 1’de 
gösterilmiştir. 

Tartı şma 
Farklı hasta gruplarında etken patojen olan 

Candida türleri özellikle bağışıklık sistemi baskı-
lanmış konakçıda hızlı şekilde tanımlanmalıdır 
(11). Klinik örnekten ilk izolasyon 24-48 saatlik 
inkübasyonu gerektirir. Ayrıca tür seviyesinde 
tanımlama için ikinci bir 24-48 saatlik 
inkübasyona ihtiyaç duyulmaktadır (12). Bu ça-
lışmada kullanılan ID32 C, piyasada bulunan hızlı 
tanı kitleri içerisinde en fazla şeker parametresi 
içeren, farklı mayaları tanımlayabilir niteliktedir 
(13). Bu kitlerin doğruluğunu test eden az sayıda 
çalışma vardır (14-17). Bu eksikliğin giderilmesi 
için son yıllarda moleküler yöntemler, özellikle 
de PCR konusunda yoğun çalışmalar bulunmak-
tadır (18). 

Bulgularda bildirildiği gibi 34 C.albicans ör-
neğinin 8 tanesi PCR ile negatif sonuç vermiştir. 

 

Şekil 1. C.albicans’a spesifik primerler kullanılarak yapılan 
PCR sonuçlarının görüntülenmesi. 
Fotoğrafta görüntülenen 1 numara, moleküler belirleyici (100 
ba merdiven), 2 numara pozitif kontrol, 3 numara negatif 
kontrol, 4,6 ve 8 numaralar C.albicans pozitif bantlar, 5 ve 7 
numaralar ise C.albicans negatif örnekler. 

 
 
Tablo 1. ID32 C ile C.albicans olarak tiplendirilmiş örneklerin diğer testler ile tekrar tiplendirilmeleri. 

 
 PCR Sukroz Deneyi Trehaloz Testi 42°C’de üreme 
Örnekler Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif 
Vajen (n:14) 12 2  2     
Kan (n:16) 10 6 4 2 4  4  
Đdrar (n:2) 2        
Đntraabdominal sıvı (n:1) 1        
Kist sıvısı (n:1) 1        
Toplam 26 8 4 4 4  4  
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Bu 8 örnek tekrar DNA eldesi aşamasından itiba-
ren çalışılmış ve PCR sonucu ikinci çalışmada da 
negatif olarak bulunmuştur. Bu aşamada PCR’ın 
duyarlılığı %77 olarak bulunmuştur. Klasik yön-
temler ile yapılan doğrulama çalışmalarında 8 ör-
neğin 4 tanesinin C.stellatoidea olarak tanımlan-
ması nedeniyle, ID32 C kitinin C.albicans ve 
C.stellatoidea ayırımını yapmakta yetersiz kaldığı 
düşünülmektedir, Çünkü, C.albicans serotip B ve 
C.stellatoidea’nın aynı olduğu kabul edilmektedir 
(19). C.stellatoidea infeksiyonunun C.albicans’a 
özgül primer ile gösterilemiyeceği bu çalışma ile 
anlaşılmıştır. Aynı doğrulama çalışmalarında ör-
neklerimiz arasında C.dubliniensis suşuna rastlan-
mamıştır. ID32 C kiti içerisinde sukroz ve trehaloz 
bulunmasına rağmen, C albicans ve C.stellatoidea 
ayırımını yapma yetersizliğinin sebebi, sonuçları 
okurken tüm şekerlerin toplu olarak değerlendiril-
mesi olarak yorumlanmıştır. Sukroz, trehaloz ö-
zümleme testleri ile tekrar incelendiğinde ID32 C 
kitinin duyarlılığı %88 olarak bulunmuştur. PCR 
duyarlılığı klasik testlerin sonucuna göre, geriye 
yönelik tekrar incelendiğinde, 34 örneğin sadece 
4’ünde yalancı negatifliğe rastlanmıştır. Böylece 
ID32 C ile pozitif olan örneklerin PCR sonuçların-
daki %77 (26/34) olan pozitiflik oranı son veriler 
ile %86 (26/30) oranına yükselmiştir. Yalancı ne-
gatiflik oranı ise %33’den %14’e düşmüştür. ID32 
C’nin duyarlılığı ise %88 olarak (30-34) olarak 
bulunmuştur. Yalancı negatifliğin nedeni olarak, 
uyguladığımız tek çift primer kullanımı ve etidyum 
bromür ile boyanan jel elektroforez yönteminin 
yapılan diğer çalışmalar ile kıyaslandığında nested-
PCR gibi yöntemlerden daha düşük bir duyarlılığa 
sahip olması düşünülmektedir (8). Polanco ve 
ark’nın 1999 yılında yapmış olduğu yöntem karşı-
laştırma çalışmasında sonuçlar nested PCR’ın, tek 
bir çift primerin kullanıldığı PCR’dan daha duyarlı 
olduğunu göstermiştir (4). Yalancı negatifliğin bir 
diğer nedeni olarak da seri pasaj sırasında 
C.albicans’ların mutasyona uğramış olabilecekleri 
ihtimalidir. Ancak bu konuyla ilgili yeterli veri 
bulunmamaktadır. 

Sonuç olarak, ID32 C kiti ile PCR sonuçları 
arasında istatistiksel anlam taşıyacak bir fark bulu-
namamıştır. Ancak Nested PCR yönteminin klinik 

örnekleri özellikle kan örneklerinin direkt tanısında 
daha özgül olabileceğini ve epidemiyolojik çalış-
malarda tiplendirme için kullanılacak uygun bir 
yöntem olduğunu düşünmekteyiz. 
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