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Candida tirleri, nozokomiyal enfeksiyonlarin énemli bir sebebi olup, kan kiltirlerinde en sik izole
edilen dordiincu etkendir. Kan kultiirlerinden en sik izole edilen tiiriin Candida albicans olmasina karsin,
albikans-disi tlrlerin goriilme sikhgr da giderek artmaktadir. Candida tirlerinde antifungal duyarllik
paternleri degisken olabildiginden albikans-disi tirlerin hizli tanisi, tedavide kullanilacak antifungal
ilaclarin belirlenmesi acisindan 6nemlidir. Bu calismada, sik rastlanilan Candida tirlerini hizl bir sekilde
kan kiltiri orneklerinden saptayabilen, tanimlayabilen ve kantitasyon yapabilen bir gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) testinin gelistiriimesi hedeflenmistir. Calismaya, Haziran-Kasim
2013 doéneminde laboratuvarimizda pozitif sonug alinan 50 ardisik BACTEC (Beckton Dickinson, ABD)
sisesi dahil edilmistir. Kalite kontrolii amaciyla Sabouraud dekstroz agarda uretilen Candida spp. standart
suslar (C.albicans ATCC 10231, C.glabrata ATCC 90030, C.tropicalis ATCC 1021, C.krusei ATCC 6258,
C.parapsilosis ATCC 22019 ve C.dubliniensis CD36) kullanilmistir. Ayrica Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Staphylococcus aureus lreyen BACTEC siseleri capraz reaktivitenin arastiriimasi amaciyla
cahsilmistir. DNA izolasyonu, ticari bir kit (Zymo Research, ABD) ile yapilmis; Candida tiirlerine ait 18S
rRNA bolgesini hedef alan primer ve problar kullanilarak Rt-PCR, LightCycler 480 (Roche, Almanya)
cihazinda gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi; 20 pl hacimde 2 pl DNA, 2 pl LightCycler Fast Start
DNA Master Probe (Roche Diagnostics, Almanya), 2 ul MgCl, (5 mmol), 2 pl 10x PCR tamponu (Roche
Diagnostics, Almanya), 0.5 pl her bir primerden (0.01 nmol/pl) ve 1 pl prob 1 ve 2 (0.1 pmol/ul)
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(TibMolBiol, Almanya) kullanilarak hazirlanmistir. Amplifikasyon dongusi; 95°C’de 10 dk sonrasinda
950C’de 10 sn, 62°C’de 10 sn ve 72°C’de 20 sn’den olusan 50 dongliliik bir program ile uygulanmis;
50 dongi sonrasinda erime edrisi analizi yapilmistir. Bu amacgla, triinler nce 50°C’de 30 sn bekletilmis
ve ardindan 80°C’ye kadar 0.1°C/sn artisla isitilarak es zamanli floresans 6lcimii yapilmistir. Kantitasyon
icin C.albicans ATCC 10231 susundan hazirlanmis olan 3 x 10° ile 3 x 102 ng/ul arasindaki seri diliisyon
ornekleri kullanilmistir. Test sonuclarini karsilastirmak icin, tim suslar ayrica dizi analizi ve geleneksel
yontemlerle de tanimlanmistir. Calismamizda gelistirilen Rt-PCR testi ile tim standart sugslar ve hasta
orneklerinden izole edilen suslar ¢odaltiimis, tanimlanmis ve kantite edilmistir. Hasta orneklerinin
26'sinda C.parapsilosis, 15'inde C.glabrata, 6’sinda C.albicans ve 3'linde C.tropicalis olmak lzere toplam
50 sus saptanmis ve tanimlanmustir. Elde edilen sonuglarin, geleneksel yontemler ve dizi analizi sonuclari
ile tam uyumlu oldugu gésterilmis ve gelistirdigimiz testin duyarllik ve 6zgtilligi %100 olarak hesaplan-
mustir. Sonug olarak, sik gériilen Candida suslarini saptamak, tanimlamak ve kantite edebilmek amaciyla
gelistirilen Rt-PCR testinin, tekrarlanabilir, hizl, givenilir, duyarliik ve 6zgulligu yiksek bir test oldugu
distnulmusgtar.

Anahtar sozciikler: Candida; tanimlama; gercek zamanli PCR; erime edrisi.

ABSTRACT

Candida species are one of the major causes of nosocomial infections and are the fourth most com-
mon agent involved in bloodstream infections. The impact of non-albicans Candida species is increas-
ing, however C.albicans is still the most common species. Since the antifungal susceptibility pattern
among Candida spp. may be different, rapid diagnosis and identification of non-albicans Candida spp.
are important for the determination of antifungal agents that will be used for treatment. The aim of the
study was to describe a real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR) assay that rapidly detects, identifies
and quantitates Candida species from blood culture samples. A total of 50 consecutive positive blood
culture bottles (BACTEC, Beckton Dickinson, USA) identified at our laboratory between June-November
2013, were included in the study. Reference strains of Candida spp. (C.albicans ATCC 10231, C.glabrata
ATCC 90030, C.tropicalis ATCC 1021, C.krusei ATCC 6258, C.parapsilosis ATCC 22019 and C. dubliniensis
CD36) grown on Sabouraud dextrose agar were used for quality control. BACTEC bottles that were posi-
tive for Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus were also studied to search
the cross-reactivity. A commercial kit (Zymo Research, USA) was used for DNA extraction. Real-time PCR
was performed on LightCycler 480 (Roche, Germany) with primers and probes specific for 185 rRNA
of Candida species. Twenty microlitres of the reaction mix contained 2 pl of extracted DNA, 2 pl of
LightCycler Fast Start DNA Master Probe (Roche Diagnostics, Germany), 2 ul of MgCl, (5 mmol), 2 pl
of 10x PCR buffer (Roche Diagnostics, Germany), 0.5 pl of each primer (0.01 nmol/pl) and 1 pl of each
probe (0.1 pmol/ul) (TibMolBiol, Germany). Amplification was performed using the following condi-
tions; 95°C for 10 mins and 50 cycles of denaturation at 95°C for 10 secs, annealing at 62°C for 10 secs
and polymerisation at 72°C for 20 secs. A melting curve was created by cooling the producs at 50°C for
30 secs and then heating to 80°C at a rate of 0.1°C/sec measuring of the fluorescence simultaneously.
For the quantitation of fungal DNA according to the standard curve, serial dilutions of C.albicans ATCC
10231 DNA from 3 x 10° to 3 x 102 ng/ul were used. All of the strains were also identified by conven-
tional methods and sequence analysis in order to compare the results obtained by Rt-PCR. In our study,
all patient and standard samples could be amplified, identified and quantitated by this developed Rt-PCR
method. A total of 50 strains, of them 26 were C.parapsilosis, 15 were C.glabrata, 6 were C.albicans, and
3 were C.tropicalis have been detected and identified among patient samples. The results were com-
pletely concordant with the sequencing and conventional methods, so the sensitivity and specificity of
this method were estimated as 100 percent. In conclusion, it was novel Rt-PCR developed and evaluated
in this study is considered as a rapid, accurate, reproducible, sensitive and specific method for the detec-
tion, identification and quantitation of commonly observed Candida spp. strains.

Keywords: Candida; identification; real-time PCR; melting curve.
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GIRi$

invazif fungal enfeksiyonlar, immiin yetmezligi olan ve 6zellikle kemoterapi alan he-
matolojik maligniteli hastalarda, kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda ve AIDS
hastalarinda mortalite ve morbiditenin 6nemli bir sebebidir'=>. Candida tirleri ise, nozo-
komiyal enfeksiyonu olan hastalarin kan kiilttirlerinden en sik izole edilen dordiinci etken
olarak karsimiza cikmaktadir®®. Kan kiiltiirlerinde en sik saptanan tiiriin C.albicans olmasi-
na karsin, albikans-digi tiirler de giderek artan oranda izole edilmektedir’. invazif Candida
enfeksiyonu acisindan risk faktorleri ise kemoterapi, hematoloji ve onkoloji hastalarina
uygulanan immun sistemi baskilayan tedavi, tedavi 6ncesi hastada var olan kolonizasyon,
solunum yollarina uygulanan tedavi, kateter varli§i veya parenteral niitrisyondur'%13,

Candida tiirlerinde antifungal duyarlilik degisken olabilmekte; C.krusei flukonazole
dogal direncli iken, C.glabrata, C.guilliermondii ve C.dubliniensis'de flukonazole azalmig
duyarlilik gérilmektedir'*'3. C.albicans digi tiirlerin hizli tanisi, polien ve azollere karsi
gorulebilen diren¢ nedeniyle tedavide kullanilacak antifungal ajanin belirlenmesi acisin-
dan énemlidir'®'?. Giiniimiizde antifungal duyarlilik test sonuclarinin yorumlanmasinin,
tiire 6zgu direng sinir degerleri ile yapiliyor olmasi, tiir tanimlamasinin 6nemli olusunun
bir diger nedenidir. Gliniimiizde mayalarin tanimlanmasinda en sik uygulanan yontem-
ler; mikroskopi, kiiltiir ve serolojik testlerdir'®-2°, Ancak, invazif Candida enfeksiyonunun
semptomlari 6zgiil olmadigindan, uygulanmakta olan geleneksel tani yontemlerinin du-
yarlilik ve 6zgiilliikleri diisiiktiir ve bu yéntemler hizli sonug vermemektedir?'. Bu nedenle
invazif fungal enfeksiyonlarin tanisinda hizli sonug veren duyarliigi yiiksek molekiler test-
lere ihtiyac vardir. Kan kiltirlerinde Candida tiirlerine hizli tani koymaya yarayan ilk ticari
sistem Septifast (Roche Diagnostics, Almanya) olmustur?2. LightCycler (Roche Diagnos-
tics, Almanya), Candida tirlerine hizli tani koymak icin cesitli sekillerde kullanilmig, ancak
gelistirilen testlerin standardizasyonu yeterince basarih olmamis ve bu testler icin uzun
siire ve emek yogun bir calisma gerekmesi kullanimlarini sinirlandirmistir?3-25, Bu calisma-
da, en sik izole edilen Candida tirlerini hizli bir bicimde kan kiltiiri rneklerinden sap-
tayabilen, tanimlayabilen ve kantitasyon yapabilen bir test gelistirilmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM
Candida Suglari

Calismaya, Haziran-Kasim 2013 doneminde kan kiltur siselerinde pozitif sonug alinan
50 ardigik BACTEC sisesi (Becton Dickinson, ABD) dahil edildi. Kalite kontroli amaciyla
standart suslar olan C.albicans ATCC 10231, C.glabrata ATCC 90030, C.tropicalis ATCC
1021, C.krusei ATCC 6258, C.parapsilosis ATCC 22019 ve C.dubliniensis CD36, Saboura-
ud dekstroz agarda (SDA, Becton Dickinson, ABD) uretildi.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, ticari kit (Zymo Research, ABD) kullanilarak treticinin onerileri dog-
rultusunda yapildi. Standart suglar kiltur plaklarindan; hastalara ait 6rneklerde bulunan
DNA ise pozitif sinyal veren BACTEC siselerinden izole edildi. Bir BACTEC sisesi pozitif
sinyal verdiginde oncelikle siseden alinan numuneden preparat hazirlanarak Gram bo-

58 MIKROBIYOLOJi BULTENI




Agca H, Dalyan Cilo B, Ozmerdiven GE, Saglam S, Ener B.

yama yapildi ve preparatta maya gorilmesi halinde kan kiiltir sisesinden alinan 100 pl
ornek DNA izolasyonu icin kullanildi. Kantitasyonu saglamak icin C.albicans ATCC 10231
susu, steril 0.9'luk serum fizyolojik icerisinde sulandirildi, 0.5 McFarland’a gore ayarlandi
ve ardindan DNA izolasyonu gerceklestirildi. izolasyon sonrasi érnekten 1/10, 1/100 ve
1/1000°lik dilisyonlar hazirlandi. Bu seri diltisyonlar icerisindeki C.albicans DNA miktar
DU 730 Life UV/Vis spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD) ile Uretici 6nerileri dog-
rultusunda &l¢iildii ve miktarlarinin 3 x 10° ile 3 x 10% ng/ul arasinda oldugu belirlendi.
Hazirlanan DNA izolatlari kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi ve bu izolatlar hem po-
limeraz zincir reaksiyonu (PCR) hem de dizi analizi icin kullanildi.

Ger¢cek Zamanh PCR (Rt-PCR)

Candida tiirlerine ait 18s rRNA bdélgesini hedef alan ve daha 6nce Loeffler ve arkadas-
lari?*>24 tarafindan belirlenmis olan primer ve hibridizasyon problari kullanildi. Kullanilan
problar; Prob1: LC 640 Red 5'-TGG CGA ACC AGG ACT TTT ACT TTG A; Prob 2: 5’-AGC
CTT TCC TTC TGG GTA GCC ATT-3’ Fluorescein seklinde idi. Rt-PCR, Roche LightCycler
480 (Roche, Almanya) cihazinda gerceklestirildi. Yirmi mikrolitrelik reaksiyon karisiminda
2 yl DNA, 2 pl LightCycler Fast Start DNA Master Probe (Roche Diagnostics, Almanya), 2
pl MgCl, (5 mmol), 2 pl 10x PCR tamponu (Roche Diagnostics, Almanya), 0.5 pl her bir
primerden (0.01 nmol/pl) ve 1 pl prob 1 ve 2 (0.1 umol/pl) (TibMolBiol, Almanya) bu-
lunmaktaydi. Amplifikasyon icin, 95°C’de 10 dk sonrasinda 95°C’de 10 sn, 62°C’de 10
sn ve 72°C’de 20 sn’den olusan 50 dongi uygulandi. Elli déngl sonrasinda erime edrisi
analizi icin 6nce Urlnler 50°C’de 30 sn bekletildi ve ardindan 80°C’ye kadar 0.1°C/sn
artisla Grtinler 1sitildi ve es zamanli floresans 6lciimi yapildi. Hicbir Greme saptanmayan
10 tane BACTEC sisesinden ekstraksiyon yapilarak testin yalanci pozitifligi arastinldi. Cap-
raz reaksiyon varhigini arastirmak icin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Staph-
ylococcus aureus Greyen BACTEC siselerinden de DNA izolasyonu yapildi. Tum Candida
spp. standart suglan her calismaya pozitif kontrol olarak dahil edildi. Kantitasyon igin,
C.albicans ATCC 10231 susundan hazirlanmis olan 3 x 10° ile 3 x 10? ng/ul arasindaki
seri dilisyon ornekleri kullanildi. Testin gelistiriimesi asamasinda, her bir dilisyon orne-
ginden her bir testte licer adet olmak lzere 3 ayr calisma gerceklestirildi.

Dizi Analizi

Dizi analizi icin, 18S rRNA gen bolgesini hedef alan Fwd 3'-ATT GGA GGG CAA GTC
TGG TG ve Rev 5’-G ATC CCT AGT CGG CAT AG primerleri ile ayni zamanda Rt-PCR icin
de kullanilan primerler kullanildi. Elli mikrolitrelik karisim icerisinde 5 ul DNA, 5 pl LightC-
ycler Fast Start DNA Master Probe (Roche Diagnostics, Almanya), 5 pl MgCl,, (5 mmol),
5 pl 10x PCR tamponu (Roche Diagnostics, Almanya) ve 1.25 pl Fwd ve Rev primer (0.01
nmol/pl) bulunmaktaydi. Reaksiyon dongusi icin, 95°C’de 10 dk sonrasinda 95°C’de 10
sn, 62°C’de 10 sn ve 72°C’de 20 sn’den olusan 50 donguliik program hazirlandi. PCR
drtinleri amplifikasyon varligini kanitlamak icin etidyum bromdiir ile isaretlenmis agaroz jel
Uzerinde gorintilendi. Tum hasta drnekleri PCR sonrasi Nucleospin Gel ve PCR Clean-up
(Macherey Nagel GmbH Co., Almanya) kiti ile saflastirildiktan sonra dizi analizine alind.
Dizi analizi icin DNA Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kiti ve Applied Biosy-
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stems 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazi kullanildi. Diziler daha
sonra FASTA formatina donustirilerek GenBank’ta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) programi ile tanimlandi.

Geleneksel Tanimlama Yontemleri

BACTEC pozitif kan kiltiirii 6rnekleri SDA ve koyun kanli agara ekilerek 37°C’de 48
saat sure ile inkilibe edildi. Belirginlesen kolonilerin tanimlanmasi icin germ tiip testi, Mi-
sir unu Tween 80 agarda mikroskobik inceleme ve API-ID32 (BioMerieux, Fransa) kitleri
kullanildi'826,

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz IBM SPSS Statistics v20 programi (SPSS Inc. Chicago, ABD) ile ger-
ceklestirildi.

BULGULAR

Calismamizda, Candida DNA'lari Rt-PCR ile basarli bir bicimde cogaltiimis ve PCR
urtinleri yaklagik 500 baz cifti (b¢) uzunlugunda bant olarak jel elektroforezinde goriin-
tilenmistir. Standart Candida spp. suslarinin seri dilisyonlari da jel elektroforezinde go-
rintilenmistir.

Gergek zamanli PCR yonteminin duyarliigini 6lgmek icin C.albicans ATCC 10231 su-
sunun seri dilisyonlar kullaniimis ve gelistirilen testin 300 ng/ul Candida DNA'sini sap-
tayabildigi belirlenmistir. Testin analitik duyarhligi, eldeki mevcut standartlar olan 300
ng/ul ile 300.000 ng/ul arasini kapsamaktadir. Bu 6rneklere ait standart egri Sekil 1°de,
amplifikasyon egrileri ise Sekil 2'de gosterilmistir.

Gergek zamanli PCR yonteminin 6zgilliglni belirlemek icin, Greme sinyali veren ve
E.coli, P.aeruginosa ve S.aureus bakterilerini icerdigi bilinen BACTEC siselerinden izole edi-
len DNA'lar ile yapilan PCR testi sonuglarina gore capraz reaksiyon olmadigi gézlenmistir.
Ayrica hasta orneklerinin ikisinin iceriginde Candida spp.’nin yani sira BACTEC siselerin-
den birinde Enterobacter aerogenes digerinde ise Klebsiella oxytoca ve Stomatococcus spp.
oldugu yapilan kiltir sonucuyla belirlenmis; ancak bu 6rneklerin her ikisinde de capraz
reaksiyon g6zlenmemis ve PCR ile Candida spp. varli§i saptanmis ve tanimlama yapil-
mustir. Ureme sinyali alinmamis 10 BACTEC sisesinden yapilan izolasyon drnegi ile iki kez

Standard Curve

Log Concentration

Sekil 1. Standart C.albicans (ATCC 10231) susunun 1/10’luk diliisyonlarina (1: 3 x 10%; 2: 3 x 10% 3: 3 x
10°; 4: 3 x 107 ng/ul) gére hazirlanmis standart egri.
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Amplification Curves
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Sekil 2. Standart C.albicans (ATCC 10231) susunun 1/10luk diliisyonlarina ait (1: 3.10°, 2: 3.10%, 3: 3.10°,
4:3.10° ng/ul) amplifikasyon edrileri.

Rt-PCR testi calisilmis ve orneklerin hicbirinde amplifikasyon gozlenmemistir. Bu verilere
gore testin 6zgilligu %100 olarak bulunmustur.

LightCycler 480 (Roche, Almanya) cihazinda kullanilan program aracilijiyla testin PCR
etkinligi belirlenmis ve bu degerin 1.88 oldugu izlenmistir. Kantitasyon icin kullanilan
standartlarin 3 x 10°, 3 x 10, 3 x 103 ve 3 x 10? ng/pl'lik diliisyonlarinin, sirasiyla 19.12
£ 0.18, 24.08 £ 0.28, 28.98 £ 0.32 ve 35.06 * 0.34'lincl dongiilere karsilik geldigi be-
lirlenmis; ortalama varyasyon katsayisi (CV) degeri 0.28 olarak bulunmustur. Seri DNA
dilisyonlarinin lineer araligi ve standart egrisi Sekil 1'de goriilmektedir.

icinde maya oldugu belirlenmis olan ve pozitif sinyal veren tiim BACTEC siseleri ve kiil-
tirde Ureyen tim standart suglar Rt-PCR ile tanimlanmistir. Erime egrisinin tepe bolge-
sinin tam orta noktasi LightCycler 480 icerigindeki program tarafindan erime isisi olarak
belirlenmistir. Standart suslarin erime 1sis1 degerleri; C.albicans ATCC 10231 icin 65.72 £+
0.30, C.glabrata ATCC 90030 icin 53.70 + 0.07, C.krusei ATCC 6258 icin 55.00 + 0.11,
C.tropicalis ATCC 1021 icin 61.81 + 0.10, C.parapsilosis ATCC 22019 icin 61.10 + 0.24
ve C.dubliniensis CD36 icin 63.32 + 0.35°C olarak saptanmistir. Arastirlan tim standart
suslar ve hasta orneklerinden izole edilen tim suslar erime 1sisi analizi ile ayirt edilmistir
(Sekil 3, Tablo I). Bu sonuclara gore testin duyarliigi %100 olarak belirlenmistir.

Hasta 6rneklerinin tanimlanmasinda, standart suslar ile elde edilen erime isisi degerleri
kullanilmistir. Orneklerin 26’sinda C.parapsilosis, 15’inde C.glabrata, 6’sinda C.albicans ve
3’linde C.tropicalis olmak tizere toplam 50 sus tanimlanmustir. Kan kilttirinden nadiren
izole edilen Candida cinsi disindaki suslara (Trichosporon, Saprochaete, Rhodotorula spp.)
calisma suresince rastlanmadigindan bu turlerle ilgili bir veri elde edilememistir. Birden
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Sekil 3. Standart suslara ait erime egrisi analizi (1: C.albicans ATCC 10231, 2: C.dubliniensis CD36; 3:
C.tropicalis ATCC 1021, 4: C.parapsilosis ATCC 22019; 5: C.krusei ATCC 6258; 6: C.glabrata ATCC 90030).

Tablo I. Standart Candida Suslarina Ait Erime Isisi Degerleri

Standart sug

Erime 1sis1 (°C)

C.albicans ATCC 10231 65.72 +0.30
C.tropicalis ATCC 1021 61.81 £ 0.10
C.dubliniensis CD36 63.32+£0.35
C.krusei ATCC 6258 55.00+£0.11
C.glabrata ATCC 90030 53.70£0.07
C.parapsilosis ATCC 22019 61.10+£0.24

fazla maya tiiriindn birlikte izole edildigi bir 6rnek olmadigindan, bu konuda da veri elde
edilememistir. Hasta 6rneklerinin tanimlanmasi icin ayrica konvansiyonel yontemler ve
dizi analizi de kullanilmig ve tim yontemlerle elde edilen tanimlama sonuglarinin birbi-
riyle tam olarak uyumlu oldugu belirlenmistir.

TARTISMA

Son zamanlarda invazif fungal enfeksiyonlarin sikhigindaki artis ve bu nedenle ortaya
cikan yuksek mortalite oranlari, mayalarin hizli tanisi icin kullanilabilecek testlere olan ge-
reksinimi artirmaktadir. Hizh ve kesin tanimlama ile fungal enfeksiyonlarin etkin antifun-
gal ilaglar ile tedavisi miimkun olabilecektir. Geleneksel yontemlerle mayalarin tanimlan-
masi zaman alici oldugundan, hastaya erken donemde uygun antifungal ilag basglanmasi
gecikebilmektedir?’-?8, Gercek zamanl PCR, Candida tiirlerinin tanimlanmasinda kulla-
nilmasina karsin, bu protokollerin rutin kullanima girebilmesi icin gelistiriimesine ihtiyac
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duyulmaktadir?#2527.28 _synulan bu calismada, Loeffler ve arkadaslarinin?>24 tanimladig
primer ve problar kullanilmis; Taq polimeraz iceren bir ticari kit [LightCycler Fast Start
DNA Master Probe (Roche Diagnostics, Almanya)] ve LightCycler 480 (Roche Diagnos-
tics, Almanya) cihazi ile daha dogru, givenilir ve standardize sonuglar elde edilmis ve
test sonuglarinin dogrulugu altin standart yontem olan dizi analizi ile de dogrulanmustir.
Fricke ve arkadaslari?® da calismalarinda, Loeffler ve arkadaslan?>2* tarafindan gelistirilen
primer ve prob dizilerini kullanmiglardir. Ancak bu arastiricilarin calismasi bizim calisma-
mizda gelistirilen testle kiyaslandiginda; C.krusei’yi tanimlayamadiklari, sonuclarini altin
standart yontem olan dizi analizi ile dogrulayamadiklari ve hasta 6rnekleri kullanmaksizin
sadece standart suslarla calismis olduklar gériilmektedir?®,

Gelistirdigimiz Rt-PCR testinin saptama, tanimlama ve kantitasyon acisindan giivenilir-
ligi ve dogrulugunu belirlemek icin, standart suslarin yani sira 50 adet Candida spp. lre-
mesi nedeniyle pozitif sinyal veren BACTEC sisesi calismaya dahil edilmistir. Rt-PCR testi
ile elde edilen tanimlama sonuglarinin, dizi analizi ve geleneksel tanimlama yontemleri
ile elde edilen sonuclarla tam olarak uyumlu oldugu belirlenmistir. Gelistirilen bu testin
diger yontemlere gore en buiyiik avantaji, 6rnek icerisindeki Candida spp. DNA'sinin mik-
tarini tayin edebilmesidir. Ayrica bu test, kantitasyon yapabilme 6zelligi sayesinde sadece
dizi analizi ve geleneksel tanimlama yontemlerine Ustiin olmakla kalmayip, glinimuzde
giderek yaygin bir kullanim alani bulan MALDI-TOF MS yéntemine oranla da istiindiir?.

Calismamizda gelistirilen testin hedefi, mayalarda iyi korunmus bir bolge olan 18S
rRNA gen bélgesi olup, bu bélge Candida PCR testlerinde sik kullanilan bir hedeftir®°.
Bu calismada, bu gen boélgesinin saptama, tanimlama ve FRET (floresans rezonans enerji
transfer teknolojisi) ile erime egrisi analizi gerceklestirilmistir. Gelistirilen testin 6zgulligu,
primer ve prob bélgesinin iyi korunmus bolge olmasi nedeniyle %100 olarak bulunmus-
tur. Calismada testin duyarlihgi da %100 olarak bulunmus; ancak bu yiksek oranin, di-
stk miktarda DNA iceren orneklerle caligilmamis olmasi ve calisilan hasta 6rnegi sayisinin
az (n=50) olmasindan kaynaklanabilecegi dustintlmuisttir. Dolayisiyla kesin bir duyarhlik
degeri elde edebilmek icin daha ileri calismalara ihtiyac vardir. Yazbek ve arkadaslari®’',
ticari bir Rt-PCR yontemi ile geleneksel yontemleri karsilagtirmislar; elde ettikleri uyumsuz
sonuglarin ticari kitin diistik duyarlilik ve 6zgiilligi nedeniyle ortaya ciktigini ifade etmis-
lerdir. Gelistirdigimiz Rt-PCR ile elde edilen sonuclar, Yazbek ve arkadaslari®' tarafindan
kullanilan ticari teste oranla 6zqiilliik agisindan daha basaril bulunmustur.

Bircok mikrobiyoloji laboratuvari, BACTEC siselerinde tGreme sinyali alinmasi halinde
geleneksel yontemleri kullanmakta ve 6nce bu siselerden pasaj yaparak besiyerinde ko-
lonilerin olusmasini beklemekte ve ardindan germ tip testi ve misir unu Tween 80 agar
Uzerindeki kolonilerin mikroskobik incelemesiyle tani koymaya calismaktadir. Ancak bu
yontemlerle tanimlama yapilabilmesi icin en az 48 saate ihtiya¢c duyulmakta ve bazen bu
siire daha da uzayabilmektedir. Gelistirilen Rt-PCR testinin en 6nemli avantaji dort saat
icerisinde 6rnek icerisindeki Candida tiriini saptayabilmesi, tanimlayabilmesi ve kantite
edebilmesidir. Tanimlama icin gecen zamanin kisa olmasi, hastalarin erken dénemde
dogru ve etkin antifungal ilac ile tedavi edilmesine olanak saglayarak, mortalite ve mor-
biditenin azaltiimasina 6nemli katkida bulunacaktir?’-28,
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Candida Turlerini Tanimlayan Bir Gercek Zamanli

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yonteminin Gelistiriimesi

Bu calismada, bir cift primer ve prob kullanimi ile alti farkl Candida tiriiniin tanim-
lanabilmesi, cok sayida primer ve prob kullanarak tanimlama yapan calismalara oran-
la oncelikle maliyet avantaji saglamaktadir. Ayrica cok sayida primer ve prob kullanimi
durumunda, birden fazla PCR testinin uygulanmasi gerekmekte, siire uzayabilmekte,
genellikle kantitasyon yapilamamakta ve sonuclarin yorumlanmasi oldukca gii¢ olmakta-
dir?®, Bizim calismamizda, 50 ardisik (ireme sinyali alinan ve Gram boyali mikroskopide
maya gorilen BACTEC sisesinde, en sik C.parapsilosis (26/50; %52) saptanmig, bunu
C.glabrata (15/50; %30), C.albicans (6/50; %12) ve C.tropicalis (3/50; %6) izlemistir.

Konvansiyonel yontemlerle yapilan tanimlamanin maliyeti yaklasik 25 TL iken, gelis-
tirdigimiz Rt-PCR testinin birim maliyeti yaklasik 48 TL olarak hesaplanmistir. Bu testin
maliyeti konvansiyonel yontemlere gore yiiksek olsa da, klinisyene verilen hizli sonug ve
hastanin daha kisa zamanda dogru olarak tedavi edilmesi, morbidite ve mortaliteyi azal-
tacak ve bu sayede hastanin toplam maliyeti tizerine olumlu etki edecektir.

Gelistirilmis olan Rt-PCR testi ile kantitasyonun yapabilmesi, klinik olarak kan dolagimi
enfeksiyonlarinda Candida tirlerinden stiphelenilmesi halinde, hastadan alinan plazma/
serum orneklerinde enfeksiyonun varligi ve siddeti ile ilgili fikir verme potansiyeline sa-
hiptir. Bu test sadece kan kiiltliri pozitifliginde degil, ayni zamanda besiyerinde Ureyen
Candida kolonilerinin hizli tanimlanmasinda da kullanim potansiyeline sahiptir. Ayrica
otomatik idrar analizériinde maya goriilmesi durumunda, idrar 6rneginde Candida tiir-
lerinin tanimlanabilmesi ve kantitasyonunun yapilabilmesi, bu testin bir diger potansiyel
kullanim alani olup, bu konuda daha ileri calismalara ihtiya¢ vardir. Sonug olarak, ge-
listirdigimiz Rt-PCR testinin standardize, tekrarlanabilir, duyarlilik ve 6zgulligu yuksek
bir test olarak, sik goriilen Candida suslarinin saptanmasi, tanimlanmasi ve kantitasyonu
amaciyla kullanilabilecek hizli ve giivenilir bir yontem oldugu dustinilmektedir.
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