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rvikal Siiriintii Orneklerinden ID32 C Kiti ile

Saptanmis Candida Albicans Tiirlerini
Tamimlamada PCR Yonteminin Etkinligi
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Kadin Hastaliklan ve Dogum Poliklinigine cesitli sikayetler ile basvuran 70 hastamn Can-
dida albicans enfeksiyonu yontinden degerlendirmek amac: ile farkh iki mikrobiyolojik
yéntem kullanarak etken patojenleri belirlemeyi ve ID32 C kiti ile tarnmlanmus olan Can-
dida albicans tarlerini tammlamada PCR yéntemini etkinlifini saptamay1 amacladik. Bu
calismaya yag ortalamas1 35 olan 70 hasta dahil edilmistir. Hastalarin %10'unda her
hangibir sikayet yokken, %9'u kronik akinti, %451 tekrar eden vulvovaginal kandidoz,
%36's1 akut enfeksiyon tarus1 almistir. Hastalardan ektivyon ile alinan ornekler, Sa-
bouraud dekstroz agar'da 24-48 saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Maya mantar oldugu be-
lirlenen drneklerin hem ID32 C kiti ile tiplendirilmeleri hem de Candida albicans'a ozguil
primerler kullanilarak PCR yéntemi ile karsilastinlmas: yapiumstir. Calismaya dahil edi-
len 70 hastamin %31.47inde maya mantar tremistir. Maya kolonilerinin ID32 C kiti ile
%20'si C. albicans, %5.7'si C. krusei, %4.3 'ii C. glabrata, %1.4'd C. inconspicua olarak
tiplendirilmistir. C. albicans'a dzgal primerler kullamilarak yapilan PCR sonucunda ise
hastalarm %17.5'i pozitif bulunmustur. '

Sonug olarak, yaptigimz ¢alismada PCR yénteminin etkinlifinin, istatistiksel bir anlam
tagimasa da, ID32 C kitine yakin oldugu gérilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, tiplendirme, ID32 C, PCR

Efficacy of PCR Assay in Diagnosis of Candida Albicans Strains Typed by ID32 C in
Servical Smear Preperation

In this study, we aimed to evaluate two different assays used for the confirmation of
Candida albicans infections and determine the efficacy of PCR assay in Candida albicans
diagnosed by ID32 C kit in servical smear preperation of the patients followed in
Gynecology and Obstetric out-patient clinic. Seventy patients (mean age 35) were enrolled
in this study. While 10% of the patients have no complaint, chronic flow in 9%of the
patients, recurrent vulvovaginal candidosis in 45% of the patients and acute infection in
36% of the patients were found. Samples collected with swab were incubated in SDA at
37°C for 24-48 hours. Yeast colonisations were identified by ID32 C kit and confirmed by
a PCR assay using primers sets specific to Candida albicans. Yeast colonisations were
observed in 31.4% of 70 patients. Identification of yeast colonisation by ID32 C kit
showed C.albicans in 20%, C. krusei in 5.7%, C.glabrata in 4.3% and C. insconspicua in
1.4% of all patients. The PCR test results were found to be positive in 17.5% of the
patients. In our study, we found that sensivity of ID32 C kit was better than PCR assay,
although this difference was not statisticaly significant.

As a result we found that efficacy of PCR assay was proximate to ID32 C kit although this
difference was not statisticaly significant.

Key words: Candida albicans, typing, ID32 C, PCR
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Vulvovaginal kandidoz (VVK]}, bir maya
mantar olan Candidanin kadin dis genital or-
ganlarinda yaptig1 bir enfeksiyondur. VVK sik
gorilen bir hastalik olup tim vulvovajinitle-
rin %30'unu olusturur. Eriskin kadinlarnn
%75'1 hayatlarnnin herhangi bir déneminde en
az bir kez VVK ile karsikarsiya kalmaktadir.
Cogu kez gebelik, antibiyotik kullamimm gibi
gecici durumlarda ortaya ¢ikan bu tablo te-
daviye kisa stirede cevap vermektedir. Mantar
vajinitlerinde en sik karsilasilan tir olan Can-
dida albicans (C. albicans) normal kadinlarin
%10-20'sinde, gebelerin %40'mda ve VVK'Tu
kadinlarin ise %80’ inde saptanmaktadir!2),

Bu calismada, kronik akinti, kasinti, yan-
ma, tekrarlayan VVK ve akut enfeksiyon sika-
yeti ile TCDD Ankara Hastanesi Kadin Has-
taliklart ve Dogum Poliklinigine basvuran has-
talann vajinal strtiintit 6érneklerinde maya-
larin izolasyon siklifinin arastinlmasi, tireyen
tarlerin ID32 C (bioMerieux, Fransa) kiti ile
tiplendirilmesi ve tiplendirilen érneklerin Po-
limerase Chain Reaction (PCR). yontemi ile
karsilastirilmasi amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigine
bas vuran yas ortalamasi 35 olan 70 hasta
calismaya alinmistir. Hastalann %10'unda
herhangi bir sikayet yokken, %9u kronik
akinti, % 45'1 tekrar eden VVK, %36's1 akut
enfeksiyon tamst almistir. Ornekler ekiivyon
kullanilarak vajen'den alinmis ve 30 dakika
icerisinde laboratuvarimiza ulastirilmistir.
Laboratuvarimiza gelen érnekler Sabouraud-
dextroz-agar (SDA) besiyerine ekilerek 24
saat 37°C'de inktibe edilmistir. Besiyeri ytize-
yinde en az 10 maya kolonisi {ireyen érnekler
degerlendirmeye alinmis ve tiplendirme ama-
ciyla ID32 C kiti kullamilmis, C.albicans izole
edilen ornekler dogrulama amaciyla PCR
yontemi ile tekrar incelenmistir.

Servikal Strtintii Orneklerinden ID32 C Kiti ile
Saptanmuis, Candida Albicans Tirlerini Tamimlamada
PCR Yénteminin Etkinligi

ID32 C:

Kualturlerde gelisen ve mikroskobik olarak
maya hicresi goriilen koloniler kitin 6zel
soltisyonu icerisinde Mc Farland 1'e gére su-
landirildiktan sonra kuyucuklara 100'er pl
konulmus ve 37°C'de 24 saat inkube edil-
mistir. 24 saatin sonunda kitin 6zel skalas:
dogrultusunda degerlendirilmislerdir.

PCR:

Primerler: Miyakawa ve ark.'min® C. al-
bicans'n c¢oklu kopyalar goésteren EO3 ge-
ninden sectikleri 125 baz cifti iceren 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') kullamlmastir.

DNA ekstralcsiyonuw: Besiyerinde Ureyen
mayalar distile su icerisinde Mc Farland 1
(10**16) olacak sekilde hazirlanmis ve her bir
stispansiyondan 300 pL alinarak tizerine 900
pl lizis buffer-1 (10mM Tris[pH 7.6], 5 mM
MgCl2, 10mM NaCl) eklenerek horizontal
calkalayicida oda 1sisinda 10 dakika inkiibe
edilip 7000 rpm'de 10 dakika santrifij edil-
dikten sonra silipernatan atilmistir. Cokelti-
nin Gzerine 1000 pL lizis buffer-2 (10mM Tris
[pH 7.6], 10mM EDTA [pH 8], 50mM
NaCl,%0.2 SDS, 200 (g/ml proteinaz K) ek-
lenmis ve 65°C'de 2 saat inktibe edilmistir.
Santriflj sonras: elde edilen c¢ékeltinin ize-
rine 2U/100 {1l litikaz ve lizis buffer-3 (50mM
Tris [pH 7.6], 1mM EDTA, 2-merkaptoetanol)
eklenerek 37°C'de 90 dakika inktibe edil-
mistir. Inkiibasyondan sonra %10 sodyum
dodesil stlfat (SDS) eklenmis, vortekslenmis
ve 65°C'de 20 dakika, 95°C'de 5 dakika bek-
letilmistir. Uzerine 5M potasyum asetat ilave
edilerek buz tizerinde 25 dakika birakilmistir.
13000 rpm'de 10 dakika vortekslenen érnek-
lerin stGpernatani ayr bir tiipe alindiktan
sonra Uzerine 600 pl izopropilalkol eklenip,
vortekslenmis ve -20°C'de 30 dakika bek-
letilip ve tekrar +4°C'de 12000 rpm'de 30
santriftij edilmistir. Elde edilen c¢o6keltinin
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Servikal Strimt Orneklerinden ID32 C Kiti ile
Saptunms. Candida Albicans Tirlerini Tanimlamada
PCR Yénteminin Etkinligi

Sekil . C.albicans'a spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonuglarinin gériintilenmesi.
1 numaraq, 100bp bUyUk]UQU’nde size marker, 2 numara poziﬁf kontrol, 3 numara negaﬁf kontrol,

4,6 ve 8 numaralar C. albicans pozitif bantlar, 5 ve 7 numarular ise C. albicans negatif drnekler.

onemli firsatgi patojenler hastalardan izole
edilmektedir®.

Blecker ve ark. Kadin Hastaliklann ve
Dogum Polikliniklerine basvuran kadinlarda
maya mantar prevalansim %24, Reed ve ark.
%25, Sobel ve ark. %20 olarak saptamislar-
dir79. Ulkemizde yapilan calismalarda ise
%20 ile 30 arasinda degisen oranlarda bil-
dirilmistirl9, Calhsmanmzda Kadin Hastalik-
lann ve Dogum Poliklinigine basvuran 70
kadin hastada Candida prevalansim %31.4
olarak belirledik.

Yurtdisinda yapilan calismalarda vajina-
dan elde edilen maya mantarlarimn tirleri,
Sobel ve ark. tarafindan siraswyla C. albicans,
C. glabrata, C. tropicalis olarak, O'connor ve
ark. tarafindan ise C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata olarak belirtilmistir(11.12). Ulke-
mizde yapilan ¢alismalarda ise Cengiz ve ark.
sirasiyla C. albicans, C. glabrata ve C. kefyr,
Katircioglu ve ark. C. albicans, C. tropicalis,
C. kefyr, Tanger ve ark. ise C. albicans, C. glab-

rata, C. tropicalis olarak bulmuslardir 10:13.14),
Bizim yaptifimiz calismada, ID32 C tiplen-
dirme Kkiti ile swrayla; C. albicans, C. krusei, C.
glabrata, C. inconspicua olarak bulunmustur.

Maya mantarlarimn tamsinda o6ncelikle,
SDA besiyerinde en az 24-48 saat olmak
tizere 37°C'de inktibe edilerek kultir yontemi
kullanilmaktadir. Cabuk ve basit tiplendirme
yontemlerinden germ-tup yontemi de C. al-
bicansh diger Candida ttrlerinden ayirmada
kullamilmaktadir!®. Klasik tiplendirme yoén-
temi olarak kullarulan karbonhidrat fer-
mentasyon testleri 7-10 giine. kadar uzayan
inktibasyon streleri gerektiren ve kullamlan
besiyerinin hazirlanmasi1 oldukg¢a zahmetli
olan yéntemlerdir. Ayrica fermentasyonlarn
okunmasi sirasinda yoruma acik sonuclarla
karsilasilabilmektedir. Bu nedenle biyokim-
yasal reaksiyon temeline dayanan bir ¢ok

" hazir maya tiplendirme kiti piyasada bu-

Bunlardan
sayida

lunmaktadir.
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