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Ozet

Amag: Degisik kliniklerden gonderilen 6rneklerden iz
edilen ve ID32 C kitile Candida albican®larak adlan-
dirllan mayalarin PCR ve klasik yontemler kullan:
dogrulamasini yapmayi amagladik.

Calismanin Yapildigi Yer: Gazi Universitesi Tip Fakiilte
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Kadin Hastaliklari ve Dgum Anabilim Dal.

Materyal ve Metod: Calsmamiza, laboratuvarimiza génderi-
len 6rneklerden maya izole edilen 16 kan, 14 vaei-
rar, 1 kist sivisi, 1 intraabdominal sivi ¢gndahil edil-
mistir. ID32 C, kitin 6zel skalas! doultusunda cafil-
mistir. PCR iseCandida albicansn EO3 geninden segi-
len 125 baz cifti iceren bir diziyi hedef alan perte!
kullanilarak yapilmgtir. PCR ile negatif bulunan maye
sukroz 6ztimleme, trehaloz 6zimleme ve 42°C’'de (
Ozelliklerine gore tekrar gerlendirilmislerdir.

Bulgular: 1D32 C ile pozitif olan 34 mayanin 26 (%77)'sli
PCR ile pozitif bulunmgtur. Yapilan klasik testlerin so-
nucuna gore PCR negatif olan 8 mayanin 4
stellatoidea 4'U C.albicansolarak tesbit edilmgtir. Kul-
lanilan primerler sadec€.albicans swlarini amplifiye
edebildginden sonugta pozitiflik oraninin %86'ya yik-
seldigi goralmistar.

Sonug: Sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak anil
olmasa da ID32 C il€.albicansolarak tanimlanan ma-
yalarin bir kismininC.stellatoideaolarak tesbit edilng
olmasi nedeniyle PCR ydnteminin tanimlamada
spesifik olabilecgini disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: ID32 C, PCR, Klasik yontemler,
C.albicans
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Summary

Purpose: The aim of this study was to evaluate the PCF
classical methods in confirming the identity @éndide
albicansisolates identified by ID32 C kit.

instiution: University of Gazi, Faculty of Medicine, Depar
ment of Microbiology and Clinical Microbiology a
Department of Gynecology and Obstetrics.

Material and Method: Isolated yeasts from 16 blood,
vaginal, 2 urine, 1 cyst fluid and 1 intraabdomifiald
samples were included in this study. ID32 C, wadist
according to kits special scala. We used a pabriaiers
amplifying 125 base pairs of EO3 geneG#ndida ally-
cansfor PCR. Sverose and trehaloseimdation, anc
growth characteristic at 42°C were reevaluated foR P
negative isolates.

Results: The PCR test results were found to be positive6
(%77) of 34 yeast isolates identified @salbicansby
ID32 C. Four of 8 PCR negative C.alaits isolates we
identified asC.stellatoideaand 4 were a€.albicansby
using classical methods. Since our primers can amly
lify C.albicans,the positivity of PCR in this study w
86%.

Conclusion: Since some of the yeasts which have beeniident
fied as C.albicans by ID32 C, were found to |
C.stellatoidedater, PCR technigue may be more spe
for identification, although the difference betweaesult:
were not statistically significant.

Key Words: ID32 C, PCR, Clasical methods,
C.albicans
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Candiddlar deri, g1z ve vajen mukozasi ile
bagirsak limeninin duzenli flora elamani olan fir-
sat¢l patojen mikroorganizmalardir. Tum Oteki
firsatcl patojenler gibi belirli hazirlayici faktérin
yardimi ile hafiften engr sistemik infeksiyonlara
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kadar ceitli Kklinik tablolara yol acabalirler (1).
Sistemik kandidoz, morbidite ve mortalitesi olduk-
¢a yuksek yaygin bir nosokomial infeksiyon tablo-
sudur (2). Vulvovajinal kandidoz (VVK), bir maya
mantari olan Candida’'nin kadirsdyenital organla-
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rinda yapt# infeksiyondur ve tim vulvovajinitlerin
%30’unu olyturur (3).

Candiddlarin tir seviyesinde tanimlanmalari

ID32 KI1 ILE CANDIDA ALBICANS OLARAK SAPTANANIZOLATLARIN PCR VE KLASIK YONTEMLER ILE...

DNA Ekstraksiyonu: Van burik ve ark.
(6)'nin, Einsele ve ark. (7)'dan modifiye ettikleri
yontem Uzerinde bazi gaiklikler uygulanarak

icin uygulanan klasik yontemler zaman alici, zah- Yapllmstir.  SDA  besiyerinde Ureyen mayalar

metli ve bazen de uygulayansikin yorumuna
bagl olarak deisik sonuclar verebilen testlerdir.

Hizl tanimlama yoéntemleri bu nedenler ile gin-

deme gelmiitir ve kisa stre icerisinde rutin kulla-
nima girmeye bgamistir. Ancak bu yontemlerde
de, primer secimi, DNA eldesi, DNA'nin galtil-
masi gibi gamalarda problemler halen ggaabil-

distile su icerisinde Mc Farland 1 (£p olacak
sekilde hazirlanmgi ve her bir silispansiyondan
30Qul alinarak tzerine 9Q0 lizis buffer-1 (10mM
Tris[pH 7.9, 5mM MgCI2, 10mM NaCl) eklene-
rek elde edilen supernatan atgtm Cokeltinin
Uzerine 10Ql lizis buffer-2 (10mM TrigpH 7.4,
10mM EDTA [pH §, 50mM NacCl, %0.2 SDS,

mektedir. Bunlarin sonucunda yalanci negatiflik ve og ug/ml proteinaz K) ve daha sonra lizis buffer-
yalanci pozitiflik gibi sorunlar ¢ikmaktadir. Fakat 5 (50mM TrigpH 7.6, 1mM EDTA, 2-

primer seciminin, DNA'nin elde edilmesi ve go-
tilmasi glemlerinin dg@ru yapilmasi durumunda
guvenilirlik orani %100’lere kadar cikmaktadir (4).

Biz bu calsmada dgisik kliniklerden gelen ve
ID32 C Kkiti ile Candida albicansoldugu tesbit

merkaptoetanol, 2U/1Q0 litikaz) eklenerek
sferoblastlar olgturulmustur. %10 sodyum dodesil
sulfat (SDS) eklenen sferoblastlarin Gzerine 5M
potasyum asetat ilave edilerek buz Uzerinde 25
dakika birakilmgtir. Proteinler c¢oktlrilmg st

edilen maya izolatlarinin PCR ve klasik yontemler g,y alinarak tizerine eklenen izopropilalkol vé eti
kullanilarak yeniden adlandirimasini - yapmay! gjko| ile DNA'lar ¢okturiimistr.

amacladik.

Gerec ve Yontem

Calismaya laboratuvarimiza gonderilen 6rnek-

Cogaltma (amplifikasyon)PCR reaksiyon ka-
risimi, PCR tampon 10X, Mggl Taqg polimeraz
(5U), dNTP (4mM), primer CAL 1 ve primer

lerden maya izole edilen 14 vajen, 16 kan, 2 idrar,CAL2 ve volimi tamamlamak amaciyla distile su

1 kist sivisi ve 1 intraabdominal sivi dahil edgmi
tir. Elde edilen mayalar ¢cama zamanina kadar

eklenerek hazirlanmtir. Yukarida elde ettimiz
DNA’dan 5 ul PCR reaksiyon kagimina eklene-

saklanmak amaciyla SDA’a pasajlanip +4°C'de ek Thermal cycler cihazina yegteilerek prog-

saklanmglardir.

ID32 C
Calisma icin stokta bekletilien maya izolatlar

ram calstinlmistir. Thermal cycler, 94C'de 4
dakika bir siklus, 92C’de 30 saniye, 5&'de 1
dakika, 72C’'de 2 dakika olmak uzere 35 siklus,
72°C’de 5 dakika 1 siklus olacajekilde program-

yeniden SDA besiyerine pasajlandiktan sonra 24lanmstir (8).

saatlik koloniler, kitin 6zel sollisyonu icerisinde

Mc Farland 1’e gore sulandirildiktan sonra her bir .

kuyucuza 10Qul konulmus ve 37°C'de 24 saat
inklibe edilmgtir. 24 saatin sonunda kitin 6zel
skalasi dgrultusunda dgerlendirilmiglerdir.

PCR
Primerler: Miyakawa ve ark.’nin (5)
C.albicanan c¢oklu kopyalar gésteren EO3 genin-
den sectikleri 125 baz cifti iceren bir diziyi héde
alan primerler (CAL 1:5'CAC CAA CTC GAC
CAG TAG GC 3', CAL 2.5 CGG GTG GTC TAT
ATT GAG AT 3’) kullaniimistir.

2

Goruntileme: 10l PCR Urind %2 agaroz jel
icinde elektroforez cihazinda 100V da 40 dakika
1XTBE (Tris-borate-EDTA) tamponda ydrutalip,
etidyum bromur ile boyansgtir. Daha sonra UV
transluminatérde bantlar gortnttleti

Sukroz Oziimleme Deneyi
Wickerham karbonhidrat besiyerine (Bromkre-
zol moru[%21.14, 1/10 N NaOH ve agar), %1'lik
sukroz c¢ozeltisi eklenerek hazirlagmolan tplere,
kolonilerden ekim yapilarak 10 gin 26C'de
inkiibe edilmgtir (9).
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Trehaloz Oziimleme Deneyi PCR sonucunda 34 mayanin 26 (%77)’'sI pozitif

Wickerham'in  6ziimleme besiyerine (Yeast olarak bulunmgtur. PCR sonuglarini gosteren jel
nitrogen base agar) maya siispansiyonu yayildiktafotografi Sekil 1'de gosterilmytir. PCR' negatif
sonra hazirlanan trehaloz diskleri yetidlerek bulunan 8 oOrnge C.albicans ve C.stellatoidea

yapilms ve 7 giine kadar 26'de inkiibe edilmi- ayirimi icin sukroz 6zimleme deneyi, C.albicans,
tir (9) C.dubliniensis ayirirmi icin trehaloz 6zimleme

deneyi ve 42C 1sI toleransi deneyi yapilgar.
Sukroz 6ziimleme deneyi sonucunda vajen kaynak-
[ mayanin her 2'si (%100) kan kaynakli 6 mayanin
2'si %33 C.stellatoideaolarak tanimlanmtir. Bu
sekilde isimlendirilemeyen kan kaynakli 4 maya-
nin trehaloz 6zimleme deneyi ve°@2isi tolerans
deneyine goreC.dubliniensis olmadiklari tesbit
edilmigtir. ID32 C ile isimlendiriimg mayalarin,
diger testler ile elde edilen sonuglar Tablo 1'de
gOsterilmitir.

42<C’de Ureme:
SDA plaklarina maya kolonileri ekilerek
42°C’de 48 saat inkiibe edilgherdir (10).

Bulgular
Hizli tani kitlerinden biri olan ID32 C
(bioMerieux, Fransa) il&€Candida albicansolarak
tanimlanan sglarin timine Candida albicana
spesifik primerler kullanilarak yapilan in-house

Tarti sma

Farkh hasta gruplarinda etken patojen olan
Candida tirleri 6zellikle Gasiklik sistemi baski-
lanmg konakc¢ida hizlisekilde tanimlanmalidir
(11). Klinik érnekten ilk izolasyon 24-48 saatlik
inkllbasyonu gerektirir. Ayrica tlr seviyesinde
tanimlama igin ikinci bir 24-48 saatlik
inklilbasyona ihtiya¢ duyulmaktadir (12). Bu ca-
lismada kullanilan ID32 C, piyasada bulunan hizh
tani kitleri icerisinde en fazlaeker parametresi
iceren, farkh mayalari tanimlayabilir niteliktedir
(13). Bu kitlerin d@rulugunu test eden az sayida
¢alisma vardir (14-17). Bu eksilgin giderilmesi
icin son yillarda molekiler yontemler, dzellikle

Sekil 1. C.albicanSa“ s"pe§ifik primerler kullanilarak yapilan de PCR konusunda yon calsmalar bulunmak-
PCR sonuglarinin gérintilenmesi.

Fotografta goriintiilenen 1 numara, molekiiler belirleyi®0 tadir (18).
ba merdiven), 2 numara pozitif kontrol, 3imara negati O P . "
kontrol, 4,6 ve 8 numarala®.albicanspozitif bantlar, 5 ve 7 Bulgularda bildirildgi gibi 34 C.albicansor-

numaralar is€.albicansnegatif drnekler. neginin 8 tanesi PCR ile negatif sonug vegtini

Tablo 1.1D32 C ileC.albicansolarak tiplendirilmg 6rneklerin dger testler ile tekrar tiplendirilmeleri.

PCR Sukroz Deneyi Trehaloz Testi 42°C'de treme
Ornekler Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Natif Pozitif Negatif
Vajen (n:14) 12 2 2
Kan (n:16) 10 6 4 2 4 4
Idrar (n:2) 2
Intraabdominal sivi (n:1) 1
Kist sivisi (n:1) 1
Toplam 26 8 4 4 4 4
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Bu 8 ornek tekrar DNA eldesisamasindan itiba-
ren calsilmis ve PCR sonucu ikinci camada da
negatif olarak bulunmgur. Bu gamada PCR’In
duyarlihgr %77 olarak bulunmyur. Klasik yon-
temler ile yapilan dgrulama cakmalarinda 8 6r-
negin 4 tanesininC.stellatoideaolarak tanimlan-
masl nedeniyle, ID32 C KkitininC.albicans ve
C.stellatoideaayirimini yapmakta yetersiz kagd
distunulmektedir, ClnkuC.albicansserotip B ve
C.stellatoideain ayni old@gu kabul edilmektedir
(19). C.stellatoidea infeksiyonunun C.albicansa
Ozgul primer ile godsterilemiyege bu calsma ile
anlaiimistir. Ayni dasrulama cakmalarinda or-
neklerimiz arasind&.dubliniensissusuna rastlan-
mamestir. ID32 C kiti icerisinde sukroz ve trehaloz
bulunmasina gmen, C albicansve C.stellatoidea
ayirimini yapma yetersiginin sebebi, sonuclari
okurken timgekerlerin toplu olarak dgrlendiril-
mesi olarak yorumlanmgtir. Sukroz, trehaloz 6-
zimleme testleri ile tekrar incelegdide ID32 C
kitinin duyarhligi %88 olarak bulunmyur. PCR
duyarlilg! klasik testlerin sonucuna gore, geriye
yonelik tekrar incelendinde, 34 6rngin sadece
4'inde yalanci negatifte rastlanmgtir. Boylece
ID32 C ile pozitif olan drneklerin PCR sonuglarin-
daki %77 (26/34) olan pozitiflik orani son veriler
ile %86 (26/30) oranina yukselgtir. Yalanci ne-
gatiflik orani ise %33'den %14’e ginlstlr. ID32
C'nin duyarhlig! ise %88 olarak (30-34) olarak
bulunmytur. Yalanci negatiffiin nedeni olarak,
uyguladgimiz tek cift primer kullanimi ve etidyum
bromir ile boyanan jel elektroforez ydnteminin
yapilan dger calgmalar ile kiyaslanganda nested-
PCR gibi yontemlerden daha ik bir duyarllga
sahip olmasi diiinlimektedir (8). Polanco ve
ark’'nin 1999 yilinda yapmioldugu yontem kag-
lastirma calsmasinda sonuglar nested PCR'In, tek
bir cift primerin kullanildgl PCR’dan daha duyarl
oldugunu gdsterngtir (4). Yalanci negatifgiin bir
diger nedeni olarak da seri pasaj
C.albicandarin mutasyona grams olabilecekleri
intimalidir. Ancak bu konuyla ilgili yeterli veri
bulunmamaktadir.

Sonug olarak, ID32 C kiti ile PCR sonuclari
arasinda istatistiksel anlansigacak bir fark bulu-
namamgtir. Ancak Nested PCR yonteminin klinik

4
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ornekleri 6zellikle kan 6rneklerinin direkt taniden
daha 6zgul olabile@ni ve epidemiyolojik cak-
malarda tiplendirme icin kullanilacak uygun bir
yontem oldgunu dginmekteyiz.
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