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OZET

Ozellikle riskli hasta gruplarinda gercek ya da firsatcl patojen mantarlarin neden oldugu enfeksiyon-
larin tanisinda direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiir, halen degerini koruyan standart konvansiyonel
yontemlerdir. Bu yontemlerin uygulama ve degerlendirmelerinde karsilasilan bazi sorunlar nedeniyle,
glinimiizde daha hizli, kolay uygulanabilir, yliksek duyarlilik ve 6zgiillige sahip yeni tani yontemleri-
ne gereksinim duyulmaktadir. Bu calismada, klinik 6rneklerde etken olan mantarlarin tespiti ve tanim-
lanmasinda molekdiler yontemler ile alinan sonugclarin, es zamanl olarak uygulanan konvansiyonel ta-
ni yontemleri ile karsilastirlmasi amaclanmistir. Calismaya, imminstpresif 50 hastaya ait klinik 6rnek-
ler [24 bronkoalveoler lavaj (BAL); 14 kan; bes periton, dort plevra ve bir perikard sivisi; bir beyin omu-
rilik sivisi (BOS), bir idrar] dahil edilmistir. TUm 6rnekler sabouraud dekstroz ve beyin kalp inflizyon agar
besiyerlerine ekilerek 25-30°C ve 37°C’de 30 giin boyunca inkibe edilmis; kan disindaki drnekler ise
%10-15 KOH + kalkoflor beyazi ile boyanarak direkt mikroskopi ile incelenmistir. izolatlarin konvansi-
yonel olarak tanimlanmasinda temel morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler esas alinmistir. Polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) icin 6rneklerden mantar DNA'sinin saflastirimasinda, hem fenol-kloroform-izoamil
alkol (9-10 saat sureli) hem de ticari DNA ekstraksiyon kiti (6-7 saat streli) kullanilmistir. PCR yontemi,
mantarlarin ITST, ITS2, ITS3, ITS4, 5.8S rDNA ve 28S rDNA bdlgelerinden segilen genel ve tiire 6zgil
primerler (multipleks) kullanilarak uygulanmistir. Genel primerler ile 550 baz cifti (bp) buyikliginde
mantarlara 6zgil bantlar; tiire 6zgil primerler ile de 273 bp’de Candida albicans, 320 bp’de Candida
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parapsilosis, 423 bp’de Candida glabrata, 357 bp’de Candida tropicalis, 385 bp’de Aspergillus fumigatus
ve 136 bp’de Cryptococcus neoformans’a 6zgil bantlar degerlendirilmistir. Calisilan 50 6rnegin 17
(%34)’sinin kilttriinde Greme saptanmis (12 BAL, li¢ kan ve bir idrar 6rneginde C.albicans, bir kan or-
neginde C.parapsilosis), kan disi 36 6rnegin 7 (%19.4)si direkt mikroskopi ile pozitif bulunmus (timi
BAL 6rnegi) ve 27 (%54) 6rnek PCR ile olumlu sonug vermistir. Kiltiirlerinde {ireme olan 17 6rnegin
timunde PCR ile de pozitif sonug alinmus, kiltlirl negatif 23 6rnek ise PCR ile de negatif bulunmustur.
Direkt misroskopi ve kiltiiri negatif bulunan bes BAL, dort periton sivisi ve bir BOS olmak Uizere top-
lam 10 6rnekte PCR ile mantar DNA'lari saptanmis ve multipleks PCR ile bunlarin sekizi C.albicans, bi-
ri C.parapsilosis (periton sivisi 6rnegi) ve biri de C.neoformans (BOS 6rnegi) olarak tanimlanmistir. PCR
negatif, kiltiir pozitif bir sonug elde edilmemistir. Kiltlr negatif, PCR pozitif bulunan bu 10 6rnegin
antifungal tedavi alan hastalara ait oldugu izlenmis, kriptokokoz stipheli bir hastanin BOS 6rneginde
sadece PCR ile C.neoformans DNA'sinin saptanmasi, bu olguda hizla uygun tedaviye baslanmasina ola-
nak saglamustir. Istatistiksel degerlendirmede, kiiltir ile PCR arasindaki uyum énemli diizeyde (k= 0.61;
p< 0.001), mikroskopi ile PCR arasindaki uyum ise minimal diizeyde (k= 0.24; p< 0.001) saptanmis;
kultir referans yontem olarak alindiginda, PCR yonteminin duyarlligi %100, 6zgulligu ise %69.7 ola-
rak belirlenmistir. Calismamizda, kiltiirde Gretilen ve konvansiyonel yontemlerle tanimlanan tim man-
tar tdrlerinin, uygulanan multipleks PCR ile de ayni sekilde tanimlandi§i g6zlenmistir. Sonug olarak,
konvansiyonel yontemler g6z ardi edilmeksizin, hastanin klinik durumu ve laboratuvar kosullari dikka-
te alinarak, invazif mantar enfeksiyonlarinin tanisinda duyarliligi yliksek bulunan PCR temelli testlerin
kullanilmasinin uygun olacagr distnilmustar.

Anahtar sézciikler: Invazif mantar; konvansiyonel yéntem; polimeraz zincir reaksiyonu; multipleks PCR;
Candida tiirleri; Cryptococcus neoformans; Aspergillus fumigatus.

ABSTRACT

Direct microscopy and culture methods are still valuable standard conventional methods for the di-
agnosis of infections caused by true or opportunistic fungal pathogens, especially in high risk patients.
However, some of the problems concerning the application and interpretation of those methods, indi-
cate a need for more rapid, practical and reliable tests with high sensitivity and specificity. This study was
conducted to compare the results obtained by molecular methods with the results of conventional met-
hods performed simultaneously for the detection and identification of causative fungi in clinical samp-
les. Clinical samples [24 bronchoalveolar lavage (BAL); 14 blood; 5 peritoneal, 4 pleural and 1 pericar-
dial fluids; 1 cerebrospinal fluid (CSF), 1 urine] from 50 immunosuppressed patients were included in
the study. All of the samples were cultivated on Sabouraud dextrose and brain-heart infusion agar me-
dia and incubated at 30°C and 37°C for 30 days. Samples other than blood were stained with 10-15%
KOH + calcofluor white and examined by direct microscopy. Conventional identification of the isolates
were performed by using basic morphological and biochemical characteristics. The isolation of fungal
DNAs for polymerase chain reaction (PCR) was achieved by classical phenol-chloroform-isoamylalcohol
procedure (9-10 hours) and commercial DNA extraction kit (6-7 hours) and general and species-speci-
fic primers (multiplex) from ITS1, ITS2, ITS3, ITS4, 5.8S rDNA and 28S rDNA regions were choosen for
amplification. In PCR results, 550 base-paired (bp) bands obtained with universal primers were evalu-
ated as fungal DNA positivity, and 273 bp, 320 bp, 423 bp, 357 bp, 136 bp and 385 bp bands with
species-specific primers were evaluated as Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans and Aspergillus fumigatus positivities, respectively. Seventeen
(34%) of the 50 samples yielded fungal growth on culture (C.albicans in 12 BAL, 3 blood, 1 urine samp-
le, and C.parapsilosis in 1 urine), while seven BAL out of 36 (19.4%) non-blood samples gave positive re-
sult by direct microscopy. Of the samples 27 (54%) were found positive by PCR. All of the 17 culture
positive samples were also found PCR positive, and all of the 23 culture negative samples were also fo-
und PCR negative. However, fungal DNAs were detected by PCR in 10 of the samples (5 BAL, 4 perito-
neal fluids, 1 CSF) which were negative by direct microscopy and culture methods. These fungi were
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identified as C.albicans (n= 8), C.parapsilosis (n= 1, from peritonal fluid) and C.neoformans (n= 1, from
CSF) by multiplex PCR. No samples yielded PCR negative, culture positive result. All of those 10 PCR po-
sitive, culture negative samples belonged to patients who were under antifungal treatment. The detec-
tion of C.neoformans DNA from CSF sample of a patient with suspected cryptococcosis only with PCR
provided the chance for rapid therapy. In statistical evaluation, the concordance between culture and
PCR methods were found significantly high (k= 0.61; p< 0.001), whereas it was minimal (k= 0.24; p<
0.001) between direct microscopy and PCR. When considering culture as the reference method, the sen-
sitivity and specificity of PCR were estimated as 100% and 69.7%, respectively. In addition, multiplex
PCR was as successful as culture and conventional identification methods in the identification of all fun-
gal species. As a result, without disregarding conventional methods, use of PCR might be recommen-
ded for the identification of fungal species on the basis of clinical status of the patient and conditions of
the laboratory.

Key words: Invasive fungi; conventional method; polymerase chain reaction; multiplex PCR; Candida spe-
cies; Cryptococcus neoformans; Aspergillus fumigatus.

GiRis

Son yillarda mantar enfeksiyonlarinin 6neminin artmasindan dolay etken olan man-
tarlarin tanisi, tir tayini, tiplendirilmesi ve antifungal ila¢ direnci ile ilgili calismalar hiz
kazanmustir. Ozellikle immiin sistemi baskilanmig hastalarda erken tani ve tedavi, yiiksek
mortalite hizini duisiirmek acisindan ¢cok 6nemlidir. invazif mantar hastaliklarinin tanim-
lanmasinda direkt mikroskobik inceleme ve kultir, standart konvansiyonel yontemlerdir.
Ancak gerek zaman alici olmasi, gerekse her zaman olumlu sonu¢ vermemeleri ve bazi
mantarlar agisindan zor uygulanabilir ve yorumlanabilir olmalari nedeniyle, bu yontem-
lerin yani sira hizlh, duyarlilik ve 6zgiilligi ylksek yeni tani yontemleri gelistiriimektedir.
Son yillarda molekiiler yontemlerin giderek artan oranlarda uygulanmasi, bu gucgliklerin
coziimlenmesinde énemli bir adimdir'=.

Mantar enfeksiyonlarinin molekiiler tanisi, ya dogrudan hasta 6rnegi ya da kuiltir or-
tamindan gerceklestirilebilir. Molekiiler taninin ilk basamaginda 6ncelikle, hastada varli-
gindan kugku duyulan mantar hastaliinin kanitlanmasi, ikinci asamada ise enfeksiyon
etkeni olan mantarin tir dizeyinde tanimlanmasi amaclanmistir. Mantarlarin tanimlan-
masinda en yaygin kullanilan iki DNA bélgesi, kiigiik ve biiyiik ribozomal alt tiniteleri ara-
sinda yer alan tiire 6zgll “internal transcribed spacer (ITS)” ve biyiik ribozomal alt tni-
tesinin (26S) D1/D2 bolgeleridir. Bu bolgeler tir dizeyinde farkliliklar gosteren yeterli
zincir heterojenitesi icermektedir. Dolayisiyla mantarlar tiir diizeyinde tanimlamak ve
olasi mutasyonel degisiklikleri saptamak icin daha uygundur. Mantarlarin genotiplendir-
me ¢alismalarinda, protein kodlayan intron bolgeler ve ribozomal DNA (rDNA) gibi pro-
tein kodlamayan gen bolgeleri hedef olarak kullanilir>®, ITS’nin yani sira en cok tercih
edilen genomik alanlar, mitokondriyal sitokrom b, filogenetik yonden bilgi saglayan ge-
netik molekdiller (large subunit rDNA), P450L1A1 dimetilaz ve aktin bélgeleridir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminde, birden fazla tiire 6zgil primer ciftinin
kullanilmasi sonucunda multipleks PCR testi gelistirilmistir. Bu teknikte, ilk asamada ge-
nis 6zgulligu olan DNA Urlnu (6rn. ITS bolgesi) codaltilir ve daha sonra bu riin tire
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0zgul primerler ile reaksiyona sokulup, DNA drinlerinin jel tzerinde farkli bantlar olus-
turmasi izlenirS. Diger mikroorganizmalara bagl yalanci pozitifligi ortadan kaldiran bu
yontem ile sekiz saat gibi kisa bir siirede ve ayni reaksiyon boyunca birden fazla manta-
rin tir diizeyinde tanisini yapabilmek miimkiin olmaktadir”.

Bu calismada, klinik 6rneklerde etken olan mantarlarin molekiler yontemler ile tespi-
ti ve tir duzeyinde tanimlanmalari ve sonuglarin es zamanl olarak uygulanan konvansi-
yonel tani yontemleriyle karsilastirnlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Mikoloji Bilim Dalina gonderilen, immiinstpresif hastalara ait 24 bronkoalveoler la-
vaj (BAL) sivisi, 14 kan, bes periton diyaliz sivisi, dort plevra sivisi ve birer adet olmak Uze-
re beyin omurilik sivisi (BOS), perikard sivisi ve idrar 6rnedi dahil edildi. Referans sus ola-
rak, Istanbul Tip Fakiiltesi Mikroorganizma ve Kiltiir Koleksiyonlari Merkezi (KU-
KENS)'nden saglanan Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida glabrata ATCC 15126, Candida tropicalis KUEN 1025, Cryptococcus neoformans
ATCC 90112 ve Aspergillus fumigatus ATCC 9197 suslar kullanildi.

Sistemik mikoz 6n tanili hastalardan alinan klinik 6rneklere %10-15 KOH + kalkoflor
beyaz eklenerek direkt preparatlar hazirlandi ve mantar elemanlari yoniinden floresan
mikroskopla incelendi. Ayni zamanda her 6rnek sabouraud dekstroz agar (SDA) (pH=
5.5-6) ve beyin kalp inflizyon agar (BHIA) besiyerlerine ekilerek 25-30°C ve 37°C olmak
tzere iki farkh sicaklikta 30 giin boyunca inkiibe edildi. izole edilen mayalarin tanimlan-
masinda koloni gériinlimii ve rengi, hif ve/veya yalanci hif olusumu, klamidospor, artro-
konidya, blastokonidya olusturmalar, germ tiip olusturma yetenekleri, kapsul varhgi,
karbonhidrat, nitrat asimilasyonlari ve sekerleri fermente edebilme gibi temel morfolojik
ve biyokimyasal ézellikler esas olarak alindi®.

Orneklerden DNA izolasyonu, ticari bir ekstraksiyon kiti ve fenol-kloroform-izoamil al-
kol yéntemi’ ile yapildiktan sonra, mantarlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi icin multip-
leks PCR, 6zgiil primerler kullanilarak Luo ve arkadaslarinin® bildirdigi yéntemin modifi-
kasyonu ile uygulandi. PCR karisimi, toplam hacim 20 pl olacak sekilde; 2 pl (~1 ng)
DNA, 20 mM tris-HCI (pH: 8.4), 50 mM KCI, dNTP (her biri icin 0.2 mM, dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 0.5 pmol primer ve 0.5 U Taq polimeraz ile hazirlandi. PCR dénguisu;
96°C’de 5 dakika (1 dongu), 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye
(40 dongu) ve 72°C’de 15 dakika (1 dongu) olarak gerceklestirildi. Elde edilen PCR urlin-
leri %1lik agaroz jelde elektroforetik olarak 100 volt altinda yaklasik 30 dakika yuritul-
di ve bantlar ultraviyole altinda gorintiilendi.

Genel primerler olarak UT: GTGAAATTGTTGAAAGGGAA ve U2: GACTCCTTGGTC-
CGTGTT (~550 baz cifti; bp), tiire 6zgul primerler olarak da A.fumigatus icin AFUM1:
CGCCGAAGACCCCAACAT GAACGC ve AFUM2: TAAAGTTGGGTGTCGGCTGGC (Gen-
Bank AF176 62, AF078889) (~385 bp), C.albicans icin CALB1: TTTATCAACTTGTCACAC-
CAGA ve CALB2: ATCCCGCCTTACCACTACCG (GenBank 47111, L28817) (~273 bp),
C.glabrata icin CGL1: TTATCACACGACTCGACACT ve CGL2: CCCACATACTGA-
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TATGGCCTACAA (GenBank AB032177, AF167993) (~ 423 bp), C.parapsilosis icin CPA1:
TTGGTAGGCCTTCTATATGGG ve CPA2: GCCAGAGATTAAACTCAACCAA (GenBank
AF287909, L47109) (~320 bp), C.tropicalis icin CTR1:CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT ve
CTR2: TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT (GenBank AF287910, AF268095) (~357 bp),
C.neoformans icin CN4: GAAGGGCATGCCTGTTTGAGAG ve CN5: ATCACCTTCCCAC-
TAACACATT (GenBank M94516, M64517) (~136 bp) secildi. Bu yontemde modifikas-
yonlar yapilarak altt mantar tiri icin iki multipleks PCR paneli (TP ve TAN paneli) test
edildi. TP panelindeki primerler; C.tropicalis (CTR1, CTR2) ve C.parapsilosis'in (CPAT,
CPA2), TAN panelindeki primerler, C.tropicalis (CTR1, CTR2), C.albicans (CALB1, CALB2)
ve C.neoformans’in (CN4, CN5) tanimlanmasinda kullanild.

istatistiksel degerlendirmede, iki veya daha fazla veri arasindaki kalitatif uyum orani-
ni (k: Kappa) 6lcmek icin gelistirilen Cohen Kappa analiz testi kullanildi. Yontemler ara-
sinda belirlenen k degerinin 0 olmasi sansa bagli uyum, < 0.20 olmasi 6nemsiz uyum,
0.21-0.40 olmasi minimal uyum, 0.41-0.60 olmasi orta derecede uyum, 0.61-0.80 ol-
mas! 6nemli derecede uyum ve 0.81-1.00 olmasi tam uyum olarak degerlendirildi'®.

BULGULAR

Calismaya alinan 50 klinik 6rnek, es zamanli olarak molekiler (PCR) ve konvansiyonel
(direkt mikroskopi ve kiiltiir) ydntemleriyle incelenerek degerlendirilmistir. Orneklerin 17
(%34)'sinin kultirinde Greme saptanmis (16 C.albicans, bir C.parapsilosis), 33 (%66) or-
nekte ise ireme olmamustir (Tablo 1). Orneklerin 14’i kan oldugu icin, direkt mikrosko-
pi ve kiltir uyumu 36 6rnek tizerinden degerlendirilmistir. Buna gore, 7 (%19.4) 6rne-
gin; hem mikroskopisi hem de kiiltliri pozitif bulunurken, 6 (%16.7) 6rnegin mikrosko-
pisi negatif, kiltlrt pozitif olarak saptanmistir. Yirmi ti¢ (%63.8) ornekte ise her iki yon-
temle de negatif sonug alinmistir. Direkt mikroskopisi pozitif, kiltlri negatif bir ornege
rastlanmamistir (Tablo ).

Genel primerler ile yapilan PCR sonucunda, orneklerin 27 (%54)’sinde mantar DNA's|
saptanmig; bu pozitif 6rneklerin dordi kan oldugu icin direkt mikroskobik inceleme sa-
dece 23 ornekte gerceklestirilmis ve yedisinde pozitif olarak bulunmustur. PCR ile pozi-
tif bulunan orneklerin 17’sinin kiltliri pozitif, 10’unun ise negatif saptanmis; PCR nega-
tif, kiltur pozitif bir sonug elde edilmemistir. Kiltiirlerinde Greme olan 17 6rnegin tu-
miinde PCR ile de pozitif sonu¢ alinmis, kilturl negatif 23 6rnek ise PCR ile de negatif
sonug vermistir. Calismamizda, referans suslar ve klinik 6rneklerden elde edilen bazi PCR
sonuglari Resim 1-3’te gosterilmistir.

Mantar DNA'si pozitif bulunan 27 6rnege tiire 6zgul multipleks PCR yéntemi uygu-
landiginda; 24 (%88.8)'Uinun C.albicans, 2 (%7.4)'sinin C.parapsilosis ve 1 (%3.7)inin
C.neoformans oldugu belirlenmistir (Tablo I). Kultir pozitifligi saptanan 12 BAL, dort kan
ve bir idrar 6rneginde konvansiyonel yontemlerle tanimlanan Candida tiirlerinin, multip-
leks PCR ile de ayni sekilde tanimlandi§i izlenmistir. Buna karsin direkt mikroskopisi ve
kultiru negatif bulunan bes BAL, dort periton sivisi ve bir BOS olmak (izere toplam 10
ornekte PCR ile mantar DNA'lari saptanmis ve multipleks PCR ile bunlarin sekizi C.albi-
cans, biri C.parapsilosis (periton sivisi 6rnegdi) ve biri de C.neoformans (BOS 6rnegi) ola-
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Tablo I. Kiinik Orneklerde Konvansiyonel ve Molekiiler Yéntemler ile Alinan Sonuglar

No Ornek Mikroskopi Kiiltur PCR? Multipleks PCRP
1 BAL +++ C.albicans + C.albicans
2 BAL ++ C.albicans + C.albicans
3 BAL ++ C.albicans + C.albicans
4 BAL + C.albicans + C.albicans
5 BAL + C.albicans + C.albicans
6 BAL + C.albicans + C.albicans
7 BAL + C.albicans + C.albicans
8 BAL - C.albicans + C.albicans
9 BAL - C.albicans + C.albicans
10 BAL - C.albicans + C.albicans
11 BAL - C.albicans + C.albicans
12 BAL - C.albicans + C.albicans
13 idrar - C.albicans + C.albicans
14 Kan Y C.albicans + C.albicans
15 Kan Y C.albicans + C.albicans
16 Kan Y C.albicans + C.albicans
17 Kan Y C.parapsilosis + C.parapsilosis
18 BAL - - + C.albicans
19 BAL - - + C.albicans
20 BAL - - + C.albicans
21 BAL - - + C.albicans
22 BAL - - + C.albicans
23 Periton sivisi - - + C.albicans
24 Periton sivisi - - + C.albicans
25 Periton swvisi - - + C.albicans
26 Periton sivisi - - + C.parapsilosis
27 BOS - - + C.neoformans
28 Plevra sivisi - - - -

29 Plevra sivisi - - - -

30 Plevra sivisi - - - -

31 Plevra sivisi - - - -

32 Periton sivisi - - - -

33 Perikard sivisi - - - -

34 BAL - - - -

35 BAL - - - -

36 BAL - - - -

37 BAL - - - -

38 BAL - - - -

39 BAL - - - -

40 BAL - - - -
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Tablo 1. Klinik Orneklerde Konvansiyonel ve Molekiiler Yéntemler ile Alinan Sonuglar (devam)

No Ornek Mikroskopi Kiiltiir PCR? Multipleks PCRP
41 Kan Y - - -

42 Kan Y - - -

43 Kan Y - - -

44 Kan Y - - -

45 Kan Y - - -

46 Kan Y - - -

47 Kan Y - - -

48 Kan Y - - -

49 Kan Y - - -

50 Kan Y - - -

2 Genel primerler ile yapilan PCR.

b Tiire 6zgil primerler ile yapilan PCR,

BAL: Bronkoalveoler lavaj, BOS: Beyin omurilik sivisi, (+): Pozitif, (-): Negatif, Y: Yapilmadi, PCR: Polimeraz zincir reak-
siyonu.

550 bp

Resim 1. A) Referans suslarin genel primerler ile PCR sonuglari; Hat 1-6: C.albicans, C.parapsilosis, C.glabra-
ta, C.tropicalis, C.neoformans ve A.fumigatus, B) Klinik 6rneklerin genel primerler ile PCR sonuglari; Hat 1-4
ve 6-10: Mantar DNA'si saptanan drnekler; Hat 5: Mantar DNA’si saptanmayan 6rnek. M: Molekdiler stan-
dart (100 bp); N: Negatif kontrol (H,0); P: Pozitif kontrol.

550 bp
_385bp

Resim: 2. A) Referans C.parapsilosis ve C.tropicalis suslarinin tiire 6zgtil primerler ile PCR sonuglar; Hat 1:
C.tropicalis; Hat 2-4: Mantar DNA’s;; Hat 3: C.parapsilosis, B) Referans C.albicans ve C.neoformans suslari-
nin tiire 6zgiil primerler ile PCR sonuglar;; Hat 2: C.albicans; Hat 3: C.neoformans, C) Referans A.fumigatus
susunun genel ve tiire 6zgiil primerler ile PCR sonucu; Hat 1: Mantar DNA’s;; Hat 2,3: A.fumigatus. M: Mole-
kiiler standart (100 bp); K (-): Negatif kontrol (H,0).
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L ETRE B

M K+ 1 2 3 4 K- & 7 8 38

-

Resim 3. A) Referans suslarin multipleks PCR sonuglari; Hat 1: C.tropicalis, C.parapsilosis; Hat 2: C.tropicalis, C.al-
bicans, C.neoformans, B) Klinik 6rneklerin multipleks PCR sonuglari; Hat 1-4 ve 6,8,9: C.albicans pozitif érnek-
ler; Hat 7: Negatif 6rnek. M: Molekdiler standart (100 bp); K (-): Negatif kontrol (H,0); K (+): Pozitif kontrol.

rak tanimlanmistir (Tablo ).

Calismada kullanilan iki ekstraksiyon yontemi karsilastirnldiginda aralarinda anlamli bir
fark olmadigi gériilmis; sadece fenol-kloroform-izoamil alkol (FKI) yonteminde bir BAL
orneginde, ticari kit ile elde edilemeyen mantar DNA'si saptanmustir. Ticari kit ile
DNA'nin elde edilmesi 6-7 saatte tamamlanirken, bu sire FKi ydnteminde yaklagik 9-10
saat olarak belirlenmistir.

istatistiksel analiz sonunda, kaltir ile PCR arasindaki uyum énemli diizeyde (k= 0.61;
p< 0.001), mikroskopi ile PCR arasindaki uyum ise minimal dizeyde (k= 0.24; p< 0.001)
saptanmig; kiltir referans yontem olarak alindiginda, PCR yonteminin duyarliligi %100,
6zgillugl ise %69.7 olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Gindmiizde mantarlarin tanimlanmasinda kullanilan fenotipik yontemlerde karsilasi-
lan sorunlar, molekiler yontemlerin; mikrobiyolojinin diger alanlarinda oldugu gibi ge-
rektiginde mikoloji alaninda da kullanilmasini zorunlu hale getirmis, tani, tedavi izlemi
ve epidemiyoloji konusunda giderek basarili sonuglar alinmasini saglamistir. 1990’ yil-
larin ikinci yarisindan itibaren mantarlarin, 6zellikle de immuin sistemi baskilanmig hasta-
lar icin blyik 6neme sahip Aspergillus ve Candida turlerinin klinik 6rneklerde saptanma-
stile ilgili calismalar hiz kazanmustir''"'6. Skladny ve arkadaslari'’/, 315 klinik 6rnekte yap-
tiklar calismada, Aspergillus tirlerine 6zgul primerlerin kullanildigr PCR yonteminin du-
yarlligini %100, 6zgiilligiini ise yaklasik %89 olarak bildirmislerdir. Ulkemizde Kalkan-
ci ve arkadaslari'®, nétropenisi olan 49 hastanin kan 6rneklerinde PCR ile mantar DNA'si
arastirmislar, 7 (%14.2)'sinde genel (panfungal) primerlerle ve 5 (%10.2)'inde Candida
primerleriyle olumlu sonug bildirmislerdir.

Yapilan calismalarda, mantarlarin tanimlanmasina yonelik molekiiler yontemlerde
ITS1-4, 5.8S rDNA ve 28S rDNA gibi farkli gen bolgelerini hedef alan primerlerin kulla-
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nildigr gériilmektedir'®2'. Li ve arkadaslari??, 234 kan érneginden izole ettikleri maya

turleri (121 C.albicans, 50 C.tropicalis, 29 C.glabrata, 20 C.parapsilosis, alti C.neoformans
ve diger) ile 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2, ITS4 ve 26S rDNA gen bdlgelerini hedef-
leyen primerler ile 6rneklere dogrudan uyguladiklari multipleks PCR sonucu tanimlanan
maya tlrlerinin uyumlu oldugunu saptamiglar; multipleks PCR’nin duyarhligini %98.7
olarak bildirmislerdir. Bir baska calismada ise, invazif aspergilloz stipheli 10, kolonizasyon
stipheli bes ve aspergilloz siiphesi olmayan 162 olgudan alinan 177 BAL 6rnegi, kiltar
ve PCR yontemleriyle arastirilmis; PCR yonteminin duyarliigi %100, 6zgulligu ise %96
olarak rapor edilmistir?®. Klinik 6rneklerde mantarlarin molekiiler tanisi ile ilgili yapilan
diger calismalarda da, 6zgulliik oranlari ile ilgili bazi farkh sonuglara ragmen, PCR temel-
li ydontemlerin duyarlliklarinin konvansiyonel yontemlere goére daha yiksek oldugu ko-
nusunda goris birligi vardir®1215-18,:24-27,

Sunulan bu calismada, immiinsupresif 50 hastaya ait klinik 6rneklerin 17 (%34)'sin-
de kultir ve 27 (%54)'sinde multipleks PCR yontemiyle olumlu yanit alinmis; 23 (%46)
ornek ise tim yontemlerle negatif bulunmustur (Tablo I). Kiiltur ile pozitif bulunan tim
ornekler PCR ile de pozitif sonug vermis; PCR ile pozitif saptanan 10 6rnegin kiilttrlerin-
de Greme olmamistir. Kiltuirld pozitif, PCR sonucu negatif ornege ise rastlanmamustir. Bu-
na gore; kultir ile PCR arasinda 6nemli derecede uyum (k= 0.61; p< 0.001) gozlenmis
ve PCR yonteminin duyarliligi %100, 6zgulligu ise %69.7 olarak belirlenmistir. Calisma-
mizda saptanan yiiksek PCR pozitiflik orani, Yamakami ve arkadaslari'® ile Morace ve ar-
kadaslarinin'® sonuglariyla benzerlik géstermektedir.

Maaroufi ve arkadaslari?®, antifungal tedavi alan hastalarin klinik érneklerinde kiiltiir
ile negatif, PCR ile pozitif sonug aldiklarini bildirmisler ve antifungal tedavinin, mantar-
larin kiltlrde Gremesini baskilayabilecegini ifade etmislerdir. Bizim calismamizda da, 10
ornegin kultiriinde Greme olmamasina kargin PCR ile pozitif sonu¢ alinmasi, hastalarin
antifungal tedavi almalarindan kaynaklanmis olabilir. Nitekim bu hastalarin 6ykistinde,
orneklerin gonderildigi donemde antifungal tedavi aldiklari belirlenmis, ancak tedavi ile
ilgili ayrintil klinik bilgilere ulagilamamuistir.

Calismaya alinan klinik 6rneklerin kiiltirlerinden izole edilen 17 Candida susunun 16'si
C.albicans (12 BAL, li¢ kan ve bir idrar izolati) olarak tanimlanmig, kan 6rneklerinin birin-
den ise C.parapsilosis Uretilmistir. Bu bulgu, C.albicans’in fungal etkenler arasinda halen
ilk siray1 korudugunu bildiren calismalarla uyumludur'*'6-2224_ Calismamizda, konvansi-
yonel yontemler ile pozitif sonug¢ alinamayan kriptokokoz stipheli bir hastanin BOS orne-
ginde PCR ile C.neoformans DNA'sinin saptanmasi, bu olguda hizla uygun tedaviye bas-
lanmasina olanak saglamis ve molekiler taninin 6nemini bir kez daha vurgulamistir.

Calismamizda, kiltirde Uretilen ve konvansiyonel yontemlerle tanimlanan Candida
turlerinin tamaminin, uyguladigimiz multipleks PCR yontemiyle de ayni sekilde tanimlan-
mis olmasi, bu yontemin, klinik 6rneklerde mantarlarin tir dizeyinde tanimlanmasinda
basariyla kullanilabilecegini diisindtrmustur. Bircok arastirici, multipleks PCR ile yaptikla-
rn calismalarda, ¢esitli mantarlara ait 5.8S rDNA, 28S rDNA, 18S rDNA, 26S rDNA, ITS1,
ITS2-ITS3 ve ITS4 gibi gen bolgelerini cogaltan primerleri kullanmiglar ve tanimlamada
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farkli bant buyukluklerini [C.albicans (273 bp, 279 bp, 386 bp, 402 bp, 218/219 bp ve
110 bp), C.glabrata (423 bp, 359 bp, 234 bp, 632 bp, 482/483 bp), C.parapsilosis (320-
300 bp, 251 bp, 336 bp, 126 bp, 229 bp), C.tropicalis (357 bp, 268 bp, 373 bp, 149 bp,
218 bp), C.neoformans (136 bp, 316 bp, 516 bp, 201 bp), A.fumigatus (385 bp, 284 bp)]
dikkate almislardir® 9202225 | yo ve arkadaslan®, multipleks PCR protokoliinii uygular-
ken, alti mantar turinu A.fumigatus, C.albicans, C.neoformans ve C.glabrata, C.tropicalis,
C.parapsilosis olarak gruplandirmis ve iki panel seklinde calismislardir. Calismamizda da
once bu arastiricilanin uyguladigi protokol kullanilmig, ancak ¢ok sayida yalanci bandin
tespit edilmesi nedeniyle, bu protokol modifiye edilerek (1. panel: C.tropicalis, C.parapsi-
losis; 2. panel: C.tropicalis, C.albicans, C.neoformans) uygulanmis ve yalanci bant olusumu
engellenmistir. Buna gore calismamizda, C.albicans icin 273 bp, C.glabrata icin 423 bp,
C.parapsilosis icin 320 bp, C.tropicalis icin 357 bp, C.neoformans icin 136 bp ve A.fumiga-
tus icin 385 bp buyuklugindeki bantlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Resim 1-3).

Calismamizda mantar DNA'larinin izolasyonu amaciyla, klasik FKi yonteminin yani si-
ra ticari bir ekstraksiyon kiti de kullanilmig ve yontemler arasinda 6nemli bir fark olmadi-
g1 gorulmustir. Ancak FKI yonteminde, bir 6rnekte (BAL) ticari kit ile elde edilemeyen
mantar DNA'si saptanmistir. Loffler ve arkadaglarinin calismasinda da, konvansiyonel
DNA ekstraksiyon yéntemi ile ticari kit arasindaki uyum %99 olarak bildirilmektedir'>.

Sonug olarak, gerek klinik 6rneklerde mantar varliginin saptanmasinda gerekse etken-
lerin tur dlizeyinde tanimlanmasinda konvansiyonel yontemlerle yiiksek diizeyde uyum
gostermesi ve yaklasik %70 olarak belirlenen 6zgiilligine ragmen duyarlliginin %100
olarak saptanmis olmasi, PCR yonteminin hizli tanida kullanilabilecek bir secenek oldu-
gunu distindirmektedir. Ancak yine de, daha genis hasta gruplarinin degerlendirildigi
ileri calismalara gereksinim oldugu aciktir.
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