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SIMULE KAN ORNEKLERINDE POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiIYONU iLE
CANDIDA DNA’SININ SAPTANMASI*

DETECTION OF CANDIDA DNA IN SIMULATED BLOOD SAMPLES BY
POLYMERASE CHAIN REACTION

Sinem OZER', Mine YUCESOY'

OZET: immiin sistemi baskilanmis hastalarda ortaya cikabilen sistemik kandidozun
tanisinda kan kultlrt altin standart olarak kabul edilmekle birlikte, olgularin yaklasik
yarisinda negatif sonu¢ vermesi, rutin kultir ortamlarinda Candida Gremesinin yavas
olmasi ve izolasyon igin blylk miktarda kan gerektirmesi gibi nedenlerden dolayi,
kan kdltdrlerinin kandidemi tanisinda hizli ve guvenilir olmadigi ifade edilmektedir.
Calismamizda, simule kan drneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ydntemi
ile Candida DNA’sinin arastinimasi planlanmistir. Bu amagla, C.albicans, C.tropicalis,
C.parapsilosis, C.krusei, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus standart suslari ile
Aspergillus fumigatus, C.kefyr, C.glabrata, C.lusitaniae, C.guilliermondii, Rhodotorula sp.
klinik izolatlar kullanilarak, saglikli génallGlerden EDTA’lI tiiplere alinan kan &érnekleri ve
ureme saptanmayan BACTEC 9240 kan kdulturleri ile simule érnekler hazirlanmigtir. Ayrica,
kan kultdr siselerinde Ureme sinyali veren ve kati besiyerlerinde Candida turleri Greyen
23 olgunun kan kultir 6rnedi de incelenmistir. Tim 6rneklerin DNA eldesi, eritrosit,
I6kosit ve mantar hticre duvar lizis tamponlari ile 6n islemi takiben, “MN Nucleospin
Tissue Kit” (Macherey-Nagel, Almanya)’in doku 6rnekleri icin 6nerdigi standart yéntem
uygulanarak gerceklestiriimistir. Elde edilen DNA’lar 5S rDNA bdlgesine 6zgul dncullerin
(PCon 1 ve PCon 2) kullanildigi PCR yéntemi ile ¢ogaltiimis ve %2’lik agaroz jelde
g6rintilenmistir. Gortntilerde 105 baz ciftlik Grin varhgr pozitif olarak degerlendirilmistir.
Yéntemimizin simule érneklerde en dusuk saptama sinir 102-10° cfu/ml Candida olarak
belirlenmistir. Calismaya alinan tim Candida suslari ile hazirlanan érneklerde 105 baz
cift (bg)’lik Grlan varli@i gdzlenmistir. E.coli, S.aureus, A.fumigatus ve Rhodotorula sp.
suslarindan hazirlanan ve negatif olan kan drnekleri ise Candida DNA’sI agisindan
olumsuz bulunmustur. Candida tremesi olan kan kultlr érneklerinde de ayni 105 b¢’lik
aran varlidi gézlenmistir. Uygulanan PCR yontemi yaklasik yedi saatte tamamlanmakta
olup, yéntemin hasta basina maliyeti 8,00 YTL olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak,
gerek kan gerekse BACTEC kan kultir giseleri ile hazirlanan simule 6rneklerde 5S
rDNA genine 6zgul éncillerinin kullanildigi PCR yéntemi ile Candida DNA’sinin daha
kisa strede saptanabilecedi belirlenmistir.

Anahtar sézciikler: Candida, kandidemi, kan, polimeraz zincir tepkimesi.
ABSTRACT: Although blood culture method is accepted as gold standard in the

laboratory diagnosis of invasive candidiasis seen in immunocompromised patients,
cultivation of blood is considered as not a reliable and rapid method for the diagnosis
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of candidemia, since it may be negative in approximately half of the patients, slow
growth rate of Candida in routine culture media and requirement of large amounts of
blood for the isolation. The aim of this study was to detect Candida DNA in simulated
blood samples by using polymerase chain reaction (PCR). Simulated samples were
prepared by using blood samples of healthy volunteers. These samples were inoculated
into tubes with EDTA and BACTEC 9240 blood culture bottles in which no growth
was detected and with standard strains of C.albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis,
C.krusei, Escherichia coli and Staphylococcus aureus together with the clinical
isolates of Aspergillus fumigatus, C.kefyr, C.glabrata, C.lusitaniae, C.guilliermondii and
Rhodotorula sp. Additionally, blood culture samples of 23 cases whose blood culture
bottles signaled as positive and revealed growth of Candida in agar plates were
examined. DNA extraction of all samples were performed according to the standard
procedure proposed by the MN Nucleospin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Germany)
for tissue samples; following the pre-treatment with erythrocyte, leukocyte and fungus
cell wall lysis buffers. DNAs were amplified with PCR, using primers specific for the
5S rDNA region (PCon 1 and PCon 2 primers) and PCR products were obtained by
electrophoresis in 2% agarose gel. Presence of a 105 base pair (bp) product was
considered as positive. The lowest detection limit of PCR has been determined as
102-10° cfu/ml Candida for our simulated samples. The presence of a 105 bp band
has been observed in samples prepared with all Candida strains included in the
study. Blood samples spiked with E.coli, S.aureus, A.fumigatus and Rhodotorula sp.
and negative blood samples has been found negative in terms of Candida DNA. The
same 105 bp product has been observed for blood culture samples with Candida
growth. The PCR method applied in this study takes approximately seven hours and
the cost was calculated approximately 6,00 US Dollars per patient. As a result, it has
been determined that Candida DNA can be detected in a shorter time by PCR using
specific primers for 5S rDNA gene from simulated samples prepared with either blood
or BACTEC blood culture bottles.

Key words: Candida, candidemia,blood, polymerase chain reaction.

GiRiS

Son yillarda sistemik Candida enfeksiyonlarinin prevalansi, immdin sistemi
baskilanmig hasta sayisinin artmasi, genis spektrumlu antibiyotiklerin ve damar
ici kateterlerin yaygin kullanimlari nedeniyle artmistir’. Sistemik kandidoz
tanisinda altin standart kabul edilen kan kaltdranun, olgularin sadece %58’inde
pozitif oldugu bildiriimektedir2. Tani, rutin olarak kullanilan kuiltir ortamlarinda
Candida’nin yavas Uremesi nedeni ile gecikmekte ve bu nedenle erken tani her
zaman mumkun olamamaktadir. Kan kultarlerinin Candida tirleri icin gavenilir
olmadigi ve inkibasyon icin blylk miktarda kan gerektirdigi belirtilmistir®4.
Ayrica nétropenik hastalarda, kanda Candida tirlerinin Gremesinin basarisizigi
olagan olarak kabul edilmektedir. Kan kultirinde, kemoterapinin bir sonucu
olarak Uremenin inhibisyonu veya organizmalarin kana aralikli olarak gecmeleri
nedeniyle, kanitlanmig olgularda bile Candida turlerinin saptanmasi zor
olmaktadir?®. Tani amaciyla siklkla iki veya daha fazla kan kaltarG alinmasina
ragmen, standart kan kultir yéntemlerinin tani icin iki ile G¢ gun hatta daha
uzun bir siire gerektirdigi belirtimektedire. invaziv Candida enfeksiyonlari hastanin
hayatini ciddi bicimde tehdit eden, uygun tedaviden sonra bile %50-80’lik bir
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mortaliteye sahip, cok hizli tedavi baslanmasi gereken enfeksiyonlar olmasi
nedeniyle, immuan sistemi baskilanmis hastalarda bu enfeksiyonlarin erken
ve dogru tanisi icin daha hizli, 6zgll ve duyarli bir yéntemin gerekli oldugu
vurgulanmaktadiré’.

Sistemik Candida enfeksiyonlari icin hizlh ve tani koydurucu yéntemler
arasinda antijen ve/veya antikor tespiti ile mantar DNA’sinin saptanmasi yer
almaktadir. Ozgil antikor ve antijen saptama yéntemleri tanida kullanilimasina
ragmen, duyarllik ve 6zgulliklerinin yetersiz oldugu dusunulmektedir. Kanda
Candida DNA’sinin saptanmasina yonelik olarak gelistirilen polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ydnteminin kultire gére daha kisa slUrede sonug¢ verdigi
rapor edilmistir®. Bunun yaninda tedaviye en erken dénemde baslanmasi,
6lim oranini, hastanede yatis suresini ve enfeksiyonun getirecegi maddi yuku
azaltacaktir. Bu calismanin amaci, simule kan Ornekleri hazirlanarak PCR
yontemi ile Candida DNA’sinin aragtirimasidir.

GEREC ve YONTEM

Suslar: Galismada, C.albicans ATCC 90028, C.tropicalis ATCC 1021,
C.parapsilosis ATCC 90018, C.krusei ATCC 6258, Escherichia coli ATCC
35218 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 kontrol suslari ile bir Aspergillus
fumigatus klinik izolati ve kan kultir érneklerinden izole edilen C.kefyr, C.glabrata,
C.lusitaniae, C.guilliermondii ve Rhodotorula sp. suglan kullanildi.

Simiile Kan Ornekleri: PCR yénteminin saptama sinirlarini belirlemek amaciyla
simule érnekler hazirlandi. Yukarida belirtilen suslarla simule érnekler hazirlamak
icin; saglikh génullilerden EDTA’ll tlplere alinan kan &rnekleri ve bes gunlik
inklibasyon sonunda kan kultlriinde Greme saptanmayan BACTEC 9240 (plus+
aerobic/F™, Becton Dickinson, Almanya) kan kultir siseleri kullanildi.

PCR ile Pozitiflik Saptama Sinirlarinin Belirlenmesi: C.albicans ATCC 90028
susunun McFarland 10 standartina goére (108 cfu/ml maya) slUspansiyonu
hazirland®. Saglikli génullilerden EDTA’ll tiplere alinan kan &rnekleri ve bes
glnlik inkibasyon sonunda kan kultiriinde Ureme saptanmayan BACTEC
9240 kan kultur siselerinin icerigi ile bu sUspansiyonun 10 katl sulandinmiar
yapildi. Koloni sayim teknidi ile her sulandirmdan Sabouraud dekstroz agar
(SDA) plaklarina ekilerek, her sulandirim igin koloni sayilari belirlendi. Mililitrede
107 - 10" koloni olusturan Unite (cfu/ml) maya iceren bu simile &érneklerden
ardarda 2 kez DNA eldesi yapildi ve PCR uygulandi.

PCR Yénteminin Farkli Mikroorganizmalarla Hazirlanan Simiile Kan Ornekleri ile
Denenmesi: Maya ve kuf suslari SDA’da, bakteri suslari ise kanli agarda uretildi ve
kolonilerden siispansiyonlar hazirlandi. Bu sUspansiyonlarin saglikl géndllilerden
EDTA'lI tiplere alinan kan ornekleri ve Ureme saptanmayan BACTEC 9240 kan
kdltarlerinde 10° ve 108 cfu/ml olacak sekilde sulandirmlar yapildi.

Klinik Ornekler: BACTEC 9240 kan kiiltiir sisteminde pozitif ireme sinyali
veren, Gram boyamada maya gorulen ve kati besiyerlerinde Candida spp.
Ureyen 23 hastaya ait kan 6rnegi calismaya alindi. Rutin tanimlama yéntemleri ile
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[cimlenme borusu testi, misir unu tween 80 agardaki morfolojileri, CHROMagar
Candida (CHROMagar, Fransa) besiyerindeki gérunumleri ve APl 20 C AUX
(BioMérieux, Fransa) tanimlama sistemi] Ureyen suslarin tanimlandidi kan
kulttr érnekleri PCR yéntemi ile de incelendi. Ayrica BACTEC 9240 kan kulttr
sisteminde pozitif reme sinyali veren ve S.aureus ile E.coli Ureyen 2 hastanin
kan 6rnegi de ayni PCR ydntemi ile ¢alisildi. Calismaya alinan tim kan 6érnekleri,
1.5 ml’lik mikrosantrifuj tipleri icinde -80°C’de dondurularak saklandi.

DNA Eldesi ve PCR Yéntemi: Orneklerden DNA eldesi, Loeffler ve arkadaslar®
ile van Burik ve arkadaslarinin' tanimladigi ydontem ile birlikte Nucleospin Tissue
Kit (Macherey-Nagel, Aimanya)’in doku &érnekleri icin 6nerdigi standart yonteme
gbre gerceklestirildi. Kisaca; 300 ml kan 6rneg@ine, 900 ml eritrosit lizis tamponu
[10 mM Trizma “base” (pH: 7.6), 5 mM MgCl,, 10 mM NaCl] eklendi. Yatay
calkalayicida oda isisinda 10 dakika inklbe edildikten sonra 8000 x g’de 10 dakika
santrifij edildi ve sUpernatan atildi. Cokelti Gzerine yeniden 900 ml eritrosit lizis
tamponu eklenip, ayni islem tekrarlandi. Elde edilen ¢Okelti Gzerine 1 ml I16kosit
lizis tamponu [10 mM Trizma “base” (pH: 7.6), 10 mM EDTA (pH: 8.0), 50 mM
sodyum klor(ir, %0.2 sodyum dodesil stlfat (SDS), 200 mg/ml proteinaz K]
eklendi ve cokelti ezildi. Ornek 45 dakika 65°C’de kuru isi blogunda inkiibe
edildi, 8000xg’de 15 dakika santrif(j edildi ve sUpernatan atildi. Maya hucre
duvari, cokelti Uzerine 500 ml lizis tamponu [50 mM Tris (pH: 7.6), 1 mM EDTA,
%0.2 b-merkaptoetanol, 2U/100 ml litikaz] eklenerek parcalandi. Ornek 37°C’de
45 dakika inkube edildi, 8000xg’de 10 dakika santrifljlenerek stpernatani atildi.
Bu asamadan sonra “MN Nucleospin Tissue Kit”in doku &érnekleri igin énerdigi
standart prosedlr én-parcalama basamagindan baslanarak, timu ile uygulandi.
Sonuc olarak, DNA eldesi 100 ml hacimde tamamlandi.

Elde edilen DNA’lar, Holmes ve arkadaslan' tarafindan énerilen ve 5S rDNA
bélgesinden secilmis PCon 1 (5'- AGT TTC GCG TAT GGT CTC CC -3) ve PCon
2 (5- GTT GCG GCC ATA TCT AGC AG -3’) oncdllerinin kullanildigi PCR yéntemi
ile cogaltildi. PCR; 5 ul 10X buffer, 5 ul 25 mM’lik MgCl,, 1’er ul 10 pmol'liik PCon
1 ve PCon 2 oncdlleri, 1 ul 10mM’lik dNTP karisimi, 0.5 ul 5U/ul’lik Tag polimeraz
enzimi, 26.5 ul steril distile su ve 10 ul kalip DNA’dan olusan toplam 50 ul’lik hacimde
gerceklestirildi. Amplifikasyon; 6n denatlrasyon 94°C’de 3 dakika ve takiben 30
siklus 94°C’de 30 saniye denatlirasyon, 60°C’de 45 saniye baglanma, 72°C’de 1
dakika uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde “Techne Flexigene
Thermal Cycler’da gerceklestirildi. PCR Urtnleri %5 etidyum bromd0r iceren %2’lik
agaroz jelde 1X Tris-Borat-EDTA (TBE) tamponu igerisinde 120V elektrik akiminda
yUr(tllda ve jeller UV altinda incelendi. Elde edilen Grinlerin molekdl agirliklari
“pBR322 DNA/Bsu RI [Haelll] DNA ladder (MBI Fermentas)” ile karsilastirildi.

BULGULAR

C. albicans ATCC 90028 susunun 10 kath seri sulandinmlar seklinde
hazirlanan simule érneklerinde iki kez tekrarlanan PCR’In en dusik saptama
sinir saglikli génullilerden alinan kan 6rneklerinde 102, Ureme saptanmayan
BACTEC 9240 kan kulturlerinde ise 10® cfu/ml Candida olarak belirlenmigtir.
PCR sonras! elde edilen gorintl Sekil 1°’de izlenmektedir.
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Sekil 1. Saglikh gondllilerden alinan kan 6rnekleri ile hazirlanan simule érneklerin PCR sonrasi
elde edilen agaroz jel gérintlst (Hat 1: Molekuler agirlik standarti; Hat 2: 107; Hat 3: 105;
Hat 4: 10°% Hat 5: 104 Hat 6: 10% Hat 7: 10% Hat 8: 10" cfu/ml C.albicans
ATCC 90028; Hat 9: Negatif kontrol).

C.albicans ATCC 90028, C.tropicalis ATCC 1021, C.parapsilosis ATCC
90018, C.krusei ATCC 6258, C.guilliermondii ve C.kefyr suslarindan hazirlanan
simule &rnekler icin 5S rDNA bélgesine ait 105 b¢’lik Grin varhgini gdésteren
bandin iyi, C.glabrata ve C.lusitaniae suslari icin ¢cok zayif oldugu gézlenmistir
(Sekil 2). Bu nedenle C.glabrata ve C.lusitaniae suslarinin 108 cfu/ml maya olacak
sekilde yeni simule érnekleri hazirlanmis ve PCR uygulanmigtir. Ancak yine de
bu bélgeye ait bantin zayif oldugu izlenmistir. E.coli ATCC 35218, S.aureus
ATCC 25923, A.fumigatus ve Rhodotorula sp. suslarindan hazirlanan érnekler
ise Candida DNA’sI acisindan negatif bulunmustur. Ayrica mikroorganizma
eklenmemis kan 6rnegi de PCR’da negatif olarak degerlendirilmistir. Bu suslarin
PCR drlnleri ile elde edilen jel gbruntisu Sekil 2'de gorilmektedir.
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Sekil 2. Ureme saptanmamis kan kdltirlerinde farkli mikroorganizmalarla hazirlanan simiile
orneklerin agaroz jel goérantisu (Hat 1: Molekuler standart; Hat 2: C.albicans ATCC 90028;
Hat 3: C.krusei ATCC 6258; Hat 4: C.tropicalis ATCC 1021; Hat 5: C.parapsilosis ATCC
90018; Hat 6: C.glabrata; Hat 7: C.lusitaniae; Hat 8: C.guilliermondii; Hat 9: C.kefyr; Hat
10: Rhodotorula sp.; Hat 11: A.fumigatus; Hat 12: E.coli ATCC 35218; Hat 13: S.aureus ATCC
25923; Hat 14: Ureme saptanmamis, mikroorganizma eklenmemis kan kiltir érnegi).
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Calismaya alinan klinik kan kaltar érneklerinden izole edilen suslarin
14’0 C.albicans, 6’si C.parapsilosis, 2’si C.glabrata ve biri C.tropicalis olarak
tanimlanmistir. Bu 23 kan kultir érnegine uygulanan PCR sonucunda, tim
Orneklerde 5S rDNA bdélgesine ait 105 bg¢’lik Grtn varlidi gdzlenmistir. S.aureus
ve E.coli Uremis kan kultar 6rnekleri ise negatif bulunmustur (Sekil 3).
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Sekil 3a: Klinik kan kdltir 6rneklerinin PCR sonuglarina iliskin agaroz jel gérunttsu - |
(Hat 1: Molekuler standart; Hat 2: C.albicans*; Hat 3: C.glabrata; Hat 4: C.albicans; Hat 5:
C.parapsilosis; Hat 6: C.parapsilosis; Hat 7: C.glabrata; Hat 8: C.albicans; Hat 9: C.albicans;
Hat 10: C.parapsilosis*; Hat 11: C.parapsilosis*; Hat 12: C.albicans; Hat 13: C.parapsilosis*;
Hat 14: C.albicans), [*isareti olanlar direk bakida maya hlicresinin gortldigu, digerleri ise

Candida Uremesinin saptandidi kan kultir 6rnekleridir].
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Sekil 3b: Klinik kan kultir érneklerinin PCR sonuglarina iliskin agaroz jel gériintisu — Il
(Hat 1: Molekuler standart; Hat 2: C.albicans; Hat 3: C.parapsilosis*, Hat 4: C.albicans; Hat
5: C.albicans; Hat 6: C.albicans; Hat 7: C.albicans; Hat 8: C.albicans; Hat 9: C.albicans; Hat
10: C.albicans; Hat 11: C.tropicalis; Hat 12: E.coli; Hat 13: S.aureus, Hat 14: Negatif kontrol),

[*isareti olanlar direk bakida maya hlcresinin goruldigu, digerleri ise
Candida Uremesinin saptandigi kan kultir érnekleridir].

Uyguladigimiz PCR y6ntemi DNA eldesi igin harcanan sire de hesaba
katildiginda yaklasik 7 saat sirmektedir. PCR icin kullanilan malzemeler dikkate
alindiginda, yéntem icin belirledigimiz yaklasik maliyet 8,00 YTL dir.

TARTISMA

Son yillarda kandidemi olgularinin tanisinda, kultire gére daha hizl ve daha
duyarl olmasi gibi nedenlerden dolayl PCR ydntemi kullaniimaya baslanmistir.
Pratikte PCR icin énerilen en yaygin érnek tam kan olup, genellikle heparin
veya EDTA gibi uygun bir antikoagulan iceren tlpe inokule edilmekte ve DNA
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eldesi dncesinde eritrosit ve I0kositler parcalanmaktadir. Kanin ticari kan kaltar
siselerinde 3 saatten fazla inklibe edilmesi durumunda PCR yapilabilecegi, bu
inkibasyonun muhtemelen kandaki potansiyel PCR inhibitérlerinin etkilerini
azaltacagi ve mantarin dogal amplifikasyonunu saglayacag bildiriimektedir'2.
Calismamizda da BACTEC 9240 kan kultlr sisteminde inkibasyon sirasinda
pozitif Greme sinyali veren hasta kan drnekleri ile yapilan PCR sonuclar Candida
tarleri agisindan olumlu bulunmustur.

Fredricks ve Relman' kan ve kan kultar érneklerinde bulunan “hem”
bilesikleri, heparin ve EDTA’nin PCR igin inhibitér oldugunu belirtmistir.
Bunun yaninda DNA saflastirimasinda kullanilan fenol, kloroform, etanol,
sodyum polianetol sulfonat (SPS), triton X-100 ve sodyum klorlr gibi kimyasal
kalintilarinin da PCR igin inhibitér olabileceg@i bildirilmistir'*'®. Calismamizda
kan kdltir érnekleri ile yaptigimiz PCR deneylerinde duyarlihi@in (102 cfu/ml),
EDTA’ll kan orneklerine (102 cfu/ml) gére daha disUk saptanmasinin, kan
kultdrlerinde bulunan ve PCR igin inhibitér oldugu bildirilen® SPS’a bagh
olabilecegi distUnUlmustdr.

Kandan Candida DNA’sinin arastiriimasi icin gerceklestirilen PCR
uygulamalarinda, ITS 1-2, 18S, 5.8S, 5S rDNA, lanosterol-14-a-demetilaz (L1A1),
mitokondriyal DNA, aktin, kitin sentaz, salgisal aspartik proteinaz, 1si Sok protein
90 genleri gibi bir cok bdlgeye 6zgul onculler kullanilmigtir'2. Arastirmamizda
gerek korunmus ve tekrarlayan bdlge olmasi, gerekse coklu kopya gen
hedeflerinden olugsmasi sonucu daha duyarl olabilece@i disUntlerek 5S rDNA
bdlgesinden dnclller secgilmistir. Caismamizda uygulanan PCR ydntemi, Candida
tdrleri ile hazirlanan tim simule drneklerde pozitif sonu¢ vermistir. Yéntem ¢ok
sayida Candida tlrinu kapsamasi acisindan da avantajli gibi gézukmektedir.
Aspergillus, Rhodotorula gibi mantar tUrleri ve E.coli, S.aureus gibi bakteri
tarleri ile hazirlanan simile &rneklerden negatif sonu¢ alinmasi, yéntemin bu
mikroorganizmalar ile yalanci pozitif sonuc vermeyecegini géstermektedir.
Yéntemin BACTEC 9240 kan kultir érneklerine uygulanabilmis olmasi, kan
alma sorunu olabilecek kandidemi olgularina uygulama kolayligi yaratabilecektir.
BACTEC 9240 kan kultar sisteminde Ureme sinyali veren ve kulltirinde Candida
Uremesi saptanan az sayida kan kultdr érnegi galisilabildiginden, galismamizda
yontemin duyarllik ve 6zgulliga degerlendirilememistir. Ancak 23 kan kultir
6rneginin hepsinde PCR ile 105 bc’lik Grliniin saptanmasi, yontemin altin standart
kabul edilen kan kdltarQ ile %100 uyumlu oldugunu gdéstermektedir.

Kalkanci ve arkadaglar® nétropenik hastalardan alinan kan érneklerinde 5S
rDNA bélgesinden secilen PCon 1 ve PCon 2 éncdllerinin kullanildigi PCR yoéntemi
ile 32 hastanin dérdinde (%12.5) pozitif sonuc¢ elde etmiglerdir. PCR ile pozitif
olan bu dért hastanin sadece birinde BACTEC otomatize kan kultlr sistemi ile
yapilan kan kultirlerinde pozitif sonug elde edilmigtir. Ardisik dort érnegi PCR
ile pozitif bulunan tek olgunun Utc¢ kan kultirinden PCR ile es zamanl birisinde
Candida sp. izole edilmistir. Galismacilar bu ydéntemin kandidemi tanisi icin
duyarlihd yiksek, hizll sonug verebilen, tedavi takibinde kullanilabilen bir yontem
olarak Ozellikle nétropenik hastalarda kullanilabilecegini ifade etmislerdir®.
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Holmes ve arkadaslan'', simile kan 6rneklerinde bizim kullandigimiz
onctller (PCon 1 ve PCon 2) ile birlikte C.albicans NTS genine 6zgl PSpA1
ve PSpA2 oncillerini ortak bir PCR karisiminda kullanmislar ve C.tropicalis,
C.krusei, C.parapsilosis, C.kefyr ve C.glabrata iceren tim kan érneklerinde 105
bg, ancak C.albicans ile hazirlanan kan 6rneginde biri 5S rDNA genine 6zgu
105 be’lik, digeri hem 5S hem de NTS dizisini iceren 1,015 bg¢’lik olmak Uzere
iki PCR Uranu elde etmislerdir. 5S rDNA genine 6zgul ayni 6nculler kullanilarak
105 be¢’lik Grinin elde edildigi caismamizda, uyguladigimiz PCR ydnteminin
Candida turleri ile hazirlanmig simule érneklerde olumlu, diger mikroorganizmalar
ile hazirlananlarda ise olumsuz oldugu belirlenmis olup, bulgularimiz Holmes
ve arkadaslarinin' elde ettigi sonuclar ile benzer dogrultudadir.

Aspartik proteinaz genine 6zgul primerlerin kullanildigi PCR yéntemi ile
yapilan bir arastirmada, kanda 1-4 cfu/ml maya saptanabilmis; klinik érneklerde
yontemin duyarliigi %100, 6zgulligu ise %98 olarak bildirilmistir'®. Bir diger
calismada ise fungal patojenlerin tanisi icin ITS2 bélgesini hedefleyen PCR-
REA ydntemi gelistiriimis ve yontemin uygulanabilirligi kanserli ve nétropenik
cocuklarda arastinlmistir. Duyarlilik, simule érneklerde U¢ C.albicans/ml olarak
belirlenmis, calismacilar bu yéntemin klinik érneklerde fungal patojenlerin hizli
ve duyarll tanisini sagladigi sonucuna varmislardir®”.

Klinik kan 6rneklerinde TagMan prensibi temelinde C.albicans rDNA geninin
kantitasyonu icin hizli ve tekrarlanabilir bir PCR yéntemi gelistiriimistir. Biri
C.albicans’a 6zgul, digeri ise Candida cinsine 6zgul iki “probe”un kullanildig
bu gercek zamanl (real-time) PCR testinin en disik saptama sinin C.albicans
icin bes cfu/ml olarak belirlenmis, duyarliiginin %100, 6zgulligunin ise %97
oldugu bildirilmistir. Bu testin klinik kan érneklerinde C.albicans’in tanimlanmasi
ve kantitasyonu icin iyi bir alternatif oldugu dustndlmektedir'®.

Ureme saptanmamis kan kltirleri kullanilarak yapilan deneylerde,
C.glabrata’nin cok zayif bant verdigi goriimus, ancak Ureme saptanan kan
kaltdr érneklerinden C.glabrata Ureyenlerin en azindan birinde daha iyi bant
elde edilebilmigtir. Bunun nedeni olarak, Ureme saptanan kan kultar érneklerinin
icerdigi Candida miktarinin (fungal yik) hazirlanan simule érneklere gére daha
fazla oldugu (>108-108 cfu/ml) distntlmektedir.

Calismamizda C.glabrata ve C.lusitaniae ile hazirlanan &rnekler igin
cok zayif bantlar elde edilmistir. Bunun nedenini arastirmak amaciyla gen
bankasinda standart C.glabrata ve C.lusitaniae’nin 5S rDNA bdlgesinin dizileri
arastinimig (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/oldblast/Blast.cgi), C.lusitaniae‘ye
ait dizi bulunamazken C.glabrata’nin (DQ15516) bu bdlgeye ait dizisi indirilerek,
kullandigimiz éncul dizileri ile hizalanarak karsilastinimistir. Bunun sonucunda ise
herhangi bir uyumsuzluk ya da farklilik izlenmemistir. Belirtilen her iki Candida
tirtndn de hicre yapisi agisindan bakildiginda kicik olmasi dikkat cekicidir.

Calismamizda uyguladigimiz yéntem yaklasik yedi saatte tamamlanmakta
olup, bu sure Greme sinyali alindiktan sonra kan kltirinden yapilan pasajlarda
Candida Uremesi icin gereken 24-48 saate goére kisa kalmaktadir. Bu durum,
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yontemin kandidemi olgularina erken tani olanagi saglayabilecedi disunulerek
bir avantaj olarak kabul edilebilir. Uyguladigimiz PCR ydnteminin hasta basina
maliyeti ise 8,00 YTL seklinde belirlenmis olup, bu Ucret hastaya uygulanacak
yanlis ya da gereksiz antifungal tedavi ve hastane masraflari géz énune
alindiginda ¢ok dusuk kalmaktadir. Arastirmamizda PCR yontemi sadece simlle
orneklere ve Ureme olan kan kultur 6rneklerine uygulanmis olup, yéntem bu sekili
ile invaziv kandidozun rutin tanisinda kullanilmasi agisindan énerilememektedir.
Yéntemin invaziv kandidoz 6n tanili kan érneklerinin de dahil edildigi daha biyuk
calismalarda kullanilarak tekrar degerlendiriimesi uygun olacaktir. Sonug olarak,
gerek kan gerekse BACTEC kan kdltur siseleri ile hazirlanan simlle érneklerde
5S rDNA genine 6zgii PCon 1 ve PCon 2 éncdillerinin kullanildigi PCR ydntemi
ile daha kisa slrede Candida DNA’sinin saptanabilecegdi belirlenmistir.
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