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Mantarlara Ait DNA Eldesinde ‹ki Farkl› Ekstraksiyon
Yönteminin Karfl›laflt›r›lmas› ve Sekans Analizlerinin De-

¤erlendirilmesi

Nilgün IfiIK(*)

ÖZET

Ba¤›fl›kl›k yetersizli¤i olan hastalarda, özellikle lösemi, lenfoma ve transplantasyon hasta gruplar›nda, mantar infeksiyonla-
r›n›n yüksek oranda morbidite ve mortaliteye yol açt›klar› bilinmektedir. Kan kültürü ve seroloji gibi klasik tan› testleri, man-
tar infeksiyonlar›n›n erken tan›s› için yeterince duyarl› ve özgül de¤ildir. Bu nedenle son y›llarda, daha duyarl› ve özgül mo-
leküler biyoloji yöntemleri kullan›ma girmifltir. Bu çal›flmada, ba¤›fl›kl›k yetersizli¤i olan hasta gruplar›ndan al›nan 120 ED-
TA’l› kan örne¤i ile çal›fl›lm›fl; hastalardan al›nan kan örneklerinden, DNAzol yöntemi ve ticari DNA ekstraksiyon kiti (Qia-
gen) kullan›larak, DNA izole edilmifltir. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulanan örnekler, %2’lik agaroz
jelde yürütülmüfl ve pozitif örneklerin jelde mantar türlerine özgü ürünlerin verdi¤i 500 bp’lik tek band› verdikleri saptanm›fl-
t›r. Örneklerin sekans analizi için öncelikle Qiagen purifikasyon kiti kullan›larak, miktarlar› saptanan PCR ürünlerinin befl
kat› oranda alkol serileri ile muamele edilerek, özel filtreleri bulunan kolonlardan süzülen DNA’lar saflaflt›r›lm›flt›r. PCR
ürünleri Qiagen Dye Ex kiti kullan›larak iflaretlenmifltir. Sekans analizleri ABI Prism 377 (Perkin Elmer) aletiyle yap›lm›flt›r.
BLAST program› kullan›larak sekans analizleri de¤erlendirilmifl ve pozitif olarak de¤erlendirdi¤imiz örneklerin, mantar tür-
lerine özgü gen dizileri tafl›d›klar› saptanm›flt›r. Yüzyirmi kan örne¤inde uygulanan iki farkl› ekstraksiyon tekni¤i sonuçlar›
karfl›laflt›r›ld›¤›nda, DNA izolasyonunda Qiagen ekstraksiyon tekni¤inin daha iyi sonuç verdi¤i belirlenmifltir. Qiagen kitiyle
bulunan 20 pozitif örne¤in, DNAzol tekni¤i kullan›ld›¤›nda yaln›zca 5’inde pozitiflik saptanm›flt›r. Bu da bize infeksiyon et-
kenlerinin tan›s› amac›yla kullan›lan ekstraksiyon teknikleri seçilirken, maliyet uygunlu¤u yan›s›ra duyarl›l›k ve özgüllü¤ü da-
ha yüksek olan yöntemlerin seçilmesi gerekti¤ini göstermektedir. Örneklere yap›lan ekstraksiyon (Qiagen) ve PCR’› takiben,
20 pozitif örnek bulunmufltur. Pozitifliklerin %35’inin Aspergillus niger, %60’›n›n Aspergillus fumigatus ve %5’inin mikst in-
feksiyon (A.niger/A.fumigatus) oldu¤u saptanm›flt›r. Son y›llarda özellikle araflt›rmalarda PCR ürünlerinin gerçekte aran›lan
sufl olup olmad›¤›n›n saptanmas›nda, sekans analizlerinin yap›larak do¤rulanmas› gerekti¤i vurgulanmaktad›r. Çal›flmada
öncelikle mantar infeksiyonu tan›s› amac›yla DNA izolasyonunda uygulanan ekstraksiyon tekniklerinden ikisini karfl›laflt›ra-
rak, en uygun teknik olarak; DNAzol tekni¤ine göre maliyeti yüksek fakat PCR sonuçlar› daha iyi olan Qiagen tekni¤i eks-
traksiyonda kullan›lm›flt›r. PCR sonuçlar›nda mantarlara spesifik kulland›¤›m›z 18S rRNA gen dizilerini tafl›yan primerlere
özgü ürünlerin, agaroz jelde 500 bp’lik tek band verdi¤i saptanm›fl ve pozitif olarak de¤erlendirilmifltir. Pozitif örneklerin, se-
kans analizleri de de¤erlendirildi¤inde A.fumigatus, A.niger, türlerine ait gen dizileri tafl›d›klar› saptanm›flt›r. 
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SUMMARY

Comparison of Two Different Extraction Methods in Isolation of DNA from Fungi and Interpretation of Sequence Analy-
sis

In immunsuppressed patients, particularly in leukemia, lymphoma, and transplantation patient groups, fungal infections are
known to cause high mortality and morbidity rates. Classical diagnosis tests such as hemoculture and serology are not suffi-
ciently specific and sensitive in early diagnosis of fungal infections. For this reason currently molecular biological methods
that are more specific and sensitive are in used. In this study, blood samples with EDTA from 120 immunsuppressed patients
were studied; DNA was isolated from the blood samples by using DNAzol method and commercial DNA extraction kit (Qia-
gen) samples on which PCR had done were monitorized on %2 agarose gel. Positive samples were noted to give 500 bp sing-
le bands, which is specific to fungal products on agarose gel. Qiagen purification kits were used for analyses of the samples.
Amounts of PCR products were measured and mixed with %96 and %70 percent alcohol. After that DNA filtered from columns
were purified. PCR products were labeled by using Qiagen Dye Ex kit. Sequence analyses were performed by ABI Prism377
(Perkin Elmer) device. Sequence analyses were evaluated by using blast programme and the samples evaluated, as positive
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samples were observed to posses gene sequences specific to fungus species. When the results of two different extraction tech-
niques, applied to 120 blood samples, were compared, it is observed that Qiagen extraction techniques showed better results
in DNA isolation. 20 positive samples were found by Qiagen techniques and only 5 were found by DNAzol techniques. This
shows us, in choosing the extraction techniques used for diagnosis of infection agents, besides cost effectiveness the techni-
ques, methods which are more specific and sensitive, should be chosen. Following extraction (Qiagen) and PCR, 20 positive
samples were found 35% of the positivities were found to be A.niger, 60% A.fumigatus and 5% mixed infections (A.niger/A.fu-
migatus). Recently, particularly in studies, in determination of whether PCR products are really the target strain or not, it is
stressed that sequence analysis has to be done and verified. In our study, primarily two of the extraction techniques used in
DNA isolation for diagnosis of fungal infections, were compared. Qiagen techniques were used in extractions, which are ex-
pensive but have better PCR results than DNAzol techniques. The products specific to 18S rRNA gene sequences in PCR re-
sults were observed to give single band evaluated by sequence analysis, positive samples were observed to posses gene sequ-
ences from A.fumigatus and A.niger species.

Key words: Fungi, extraction techniques

G‹R‹fi

Günümüzde ölümcül sistemik mantar infek-siyonla-
r›n›n oran›, risk grubundaki hastalardan özellikle ba-
¤›fl›kl›k yetmezli¤i olan kanserli hastalar, transplan-
tasyon hastalar› gibi gruplarda anlaml› olarak artm›fl-
t›r. Bu hastalarda hücresel immunitenin bozulmas›
ve genifl spektrumlu antibiyotik tedavisi s›ras›nda
geliflen kolonizasyon, mantar infeksiyonlar› için bili-
nen risk faktörleridir. Ayr›ca bu hastalarda baflar›l›
bir antifungal tedavinin önündeki en önemli engel,
tan› konulmas›ndaki güçlüktür. Son y›llarda mantar
infeksiyonlar›n tan›s›na yönelik önemli geliflmeler
olmufl ve bugüne kadar tan›da kullan›lan kültür, mik-
roskop incelemesi ve antijen tayini gibi yöntemler
yerine duyarl›l›k ve özgüllü¤ü yüksek PCR’a dayal›
k›sa sürede sonuç veren teknikler kullan›ma girmifl-
tir. Kantitatif niteli¤i de olan bu yöntemlerle hem ta-
n› konulmas›, hem de tedaviye yan›t›n izlenmesi
mümkündür (1,2,3). Duyarl›l›k ve özgüllükleri yük-
sek olan PCR’a dayal› tan› testlerinin güvenilir bi-
çimde yap›lmas› içinde; günlük, kolay uygulanabi-
len, k›sa sürede sonuç veren ve DNA’y› en saf flekil-
de izole edebilen özellikte, en uygun ekstraksiyon
tekni¤i seçilmektedir (4,5,6). Bu amaçla çal›flmam›z-
da Aspergillus ve Candida cinslerine ait DNA’lar›n
eldesinde kullan›lmakta olan iki farkl› ekstraksiyon
yöntemi karfl›laflt›r›lm›flt›r. Ekstraksiyon öncesi in-
fekte olmayan sa¤l›kl› gönüllü kanlar› kullan›larak
mililitrede 104-100 CFU (Colony Forming Unit)
aras›nda Aspergillus fumigatus dilüsyon serileri ha-
z›rlan›p, DNAzol ve Qiagen ekstraksiyon yöntemle-
ri uygulanm›flt›r. Daha sonra PCR’lar› yap›larak
ürünler agaroz jelde görüntülenmifltir. Ayr›ca ba¤›-

fl›kl›k yetersizli¤i olan hasta gruplar›ndan al›nan kan
örneklerinde DNA izolasyonunda bu iki yöntem
kullan›lm›flt›r. Daha sonra hasta gruplar›nda buldu-
¤umuz pozitif örneklerin sekans analizleri de yap›la-
rak hangi tür Aspergillus nükleik asit sekanslar› tafl›-
d›klar› araflt›r›lm›flt›r. Çal›flmam›zda; birinci hedef,
mantar infeksiyonlar›n tan›s› amac›yla uygulanan
ekstraksiyon yöntemleri karfl›laflt›r›larak en uygun
olan›n›n belirlenmesidir. ‹kinci hedef, bu iki yöntem
ba¤›fl›kl›k yetersizli¤i olan hasta gruplar›nda mantar
infeksiyonlar› tan›s›nda kullan›larak 120 kiflilik
grupta ne oranda Aspergillus infeksiyonu saptand›-
¤›, ayr›ca iki teknikle bulunan pozitiflik oran› karfl›-
laflt›r›lm›flt›r. Üçüncü hedef, örneklerin sekans ana-
lizleri yap›larak hastalar›n hangi tür mantar infeksi-
yonlu olduklar›n›n saptanmas› amaçlanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flmam›zda ekstraksiyon öncesi, Aspergillus fu-
migatus suflu Sabouraud Dextroz Agar (SDA)’da
30°C’de 72 saat inkübe edilmifltir. Daha sonra infek-
te olmayan sa¤l›kl› gönüllü kanlar› içine mililitrede
104 ile 100 CFU olacak flekilde A.fumigatus suflu ile
dilüsyon serileri haz›rlanm›flt›r. Sonra bu kan örnek-
lerinden DNA izolasyonu, DNAzol ve Qiagen (QI-
Amp Tissue Kit) yöntemleriyle yap›lm›flt›r. DNAzol
tekni¤inde (7);  EDTA’l›  kan örne¤i üzerine DNA-
zol ve polyacryl carrier solüsyonu ilave edilerek vor-
tekslendikten sonra oda ›s›s›nda 15 dk inkübe edil-
mifltir. ‹nkübasyon sonras› birkaç seri etanol
(%95’lik) ilave edilerek 12.000 rpm’de 5 dk santrifüj
edilen örneklerden izole edilen DNA’lar steril distile
su ile suland›r›lm›flt›r. Qiagen tekni¤inde (8) ise önce-
likle eritrositlerin hipotonik lizisi (10 mM, Tris, 5 mM
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MgCl2, 10 mM NaCl solüsyonuyla), sonra lökositle-
rin lizisi (10 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl ve
200 μg Proteinaz K solüsyonuyla) yap›lm›flt›r. Örnek-
ler 300 μg/ml’lik lyticase enzimi ile inkübasyondan
sonra Qiagen kiti kolonlar›ndan süzülmüfltür. Daha
sonra kit protokolüne uygun olarak ifllemler sürdürül-
müfl en son DNA’lar ependorf tüplerde toplanm›flt›r.
‹ki ekstraksiyon yönteminde de negatif kontrol (steril
distile su) ve pozitif kontrol (A.fumigatus suflundan
haz›rlanan dilüsyon >106 CFU/ml) kullan›lm›flt›r.

Bu çal›flmada ayr›ca ba¤›fl›kl›k yetersizli¤i olan hasta
gruplardan al›nan 120 EDTA’l› kan örne¤inde DNA
izolasyonunda yine DNAzol ve Qiagen teknikleri kul-
lan›lm›flt›r. Ekstraksiyonu takiben tüm örneklerin
amplifikasyon ifllemi yap›lm›flt›r. Bu amaçla, universal
mantar primerleri 18S rRNA (5’-ATT GGA GGG CA-
A GTC TGG TG, 5’-CCG ATC CCT AGT CGG CAT
AG) kullan›larak thermal cycler’da 35 döngülük (30
sn 94°C, 1 dk 62 °C, 2 dk 72 °C) amplifikasyon iflle-
mi yap›lm›flt›r. PCR sonras› pozitif olarak de¤erlendi-
rilen örneklerin sekans analizleri incelenerek, hastala-
r›n hangi tür mantar infeksiyonlu olduklar› tespit edil-
mifltir. Örneklerin sekans analizi için öncelikle Qiagen
purifikasyon kiti kullan›larak, miktarlar› ölçülen PCR
ürünlerinin befl kat› oranda alkol serileri ile muamele
edilmifl ve özel filtreleri bulunan kolonlardan süzülen
DNA’lar saflaflt›r›lm›flt›r. Saflaflt›r›lm›fl DNA’lar Qia-
gen Dye Ex kiti kullan›larak fluoresans veren boyalar-
la iflaretlenmifltir. Bunun için spektrofotometrede mik-
tarlar› ölçülen örnekler, primerler, kit içinden ç›kan ve
de¤iflik renklerle iflaretlenmifl baz dizileri içeren termi-
natör solüsyonuyla birlikte inkübe edilerek iflaretleme
yap›lm›flt›r. Son aflamada sekans analizleri ABI Prism
377 (Perkin Elmer) aletiyle yap›lm›flt›r. Bilgisayarda
BLAST program› kullan›larak sekans de¤erlendir-
meleri yap›lm›flt›r (9).

BULGULAR

Çal›flmam›zda kulland›¤›m›z DNAzol ve Qiagen
ekstraksiyon tekni¤i karfl›laflt›rma sonuçlar› tablo 1
ve fiekil 1’de gösterilmifltir. 

Çal›flmam›zda ba¤›fl›kl›k yetersizli¤i olan 120 kiflilik
hasta gruplar›ndan yap›lan ekstraksiyon ve PCR’› ta-
kiben Qiagen tekni¤i ile Aspergillus infeksiyonlu 20
pozitif örnek bulunmufltur. Pozitifliklerin %35’inin
A.niger, %60’›n›n A.fumigatus ve %5’inin mikst in-
feksiyon (A.niger/A.fumigatus) oldu¤u, sekans ana-

Resim1. Qiagen tekni¤i agaroz jel görüntüse

S›ralar:M: Molekül a¤›rl›k standard› (PCR Mark›r)

1. Birinci hasta
2. ‹kinci hasta
3. Üçüncü hasta

4. Dördüncü hasta
5. Negatif kontrol (steril distile su)

6. Pozitif kontrol (>106 CFU/ml A.fumigatus)

Resim 2. DNAzol tekni¤i agaroz jel görüntüsü

S›ralar:M: Molekül a¤›rl›k standard› (PCR Mark›r)

1. Birinci hasta
2. ‹kinci hasta
3. Üçüncü hasta

4. Dördüncü hasta
5. Negatif kontrol (steril distile su)

6. Pozitif kontrol (>106 CFU/ml A.fumigatus

M    1     2      3      4     5      6

Method Süre           Test bafl›na maliyet

QIAmp Tissue (Qiagen)

DNAzol

Method Dilüsyonlar (CFU/ml)

fiekil 1. Ekstraksiyon sonras› yap›lan PCR’da ürünlerin 104 ile 100

CFU/ml aras›ndaki A. fumigatus dilüsyonlar›ndaki band verileri.

QIAmp Tissue (Qiagen)

DNAzol

10
4

10
3

10
2

10
1

10
0

4 saat

4 saat

2.5 (USD)

1  (USD)

Tablo1. Ekstraksiyon tekniklerinin karfl›laflt›r›lmas›
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lizleri yap›larak do¤rulanm›flt›r. DNAzol tekni¤i ile
yaln›zca befl kiflide A.fumigatus infeksiyonu saptan-
m›flt›r.

DNAzol ve Qiagen tekniklerinde pozitif buldu¤u-
muz dört örnek ile negatif ve pozitif kontrolümüzün
agaroz jeldeki görüntüleri ise resim 1 ve 2’de göste-
rilmifltir. 

Resim 1’de görüldü¤ü gibi Qiagen tekni¤inde dört
hastan›n agaroz jeldeki band görüntüleri kuvvetlidir,
oysa ki resim 2’de DNAzol tekni¤i ile ayn› hastala-
r›n band görüntüleri zay›ft›r.

TARTIfiMA

Mantar infeksiyonlar› ba¤›fl›kl›k yetmezli¤i olan has-
ta gruplar›nda morbidite ve mortalite oranlar›n› art-
t›rmaktad›r. Mantar infeksiyonlar› tan›s› için kullan›-
lan yöntem olan kültür için her zaman örnek elde
edilmesi kolay de¤ildir. Altta yatan hastal›¤a veya si-
totoksik kemoterapiyle hücresel immunitenin zay›f-
lamas›yla geliflen trombositopeni, derin dokularda
biyopsi ile kültür için örnek al›nmas›n› güçlefltirmek-
te, ayr›ca sonuçlar her zaman yönlendirici olmamak-
tad›r. Tan› konulmas›ndaki bu güçlükler tedavinin
optimal düzeyde verilmesini engellemektedir. Son
y›llarda PCR’›n mantar infeksiyonlar› tan›s›nda uy-
gunlu¤unu destekleyen birçok araflt›rma yap›lm›fl ve
duyarl›l›k ve özgüllüklerinin di¤er yöntemlere göre
yüksek oldu¤u bildirilmifltir (10,11).

Tan›da bu denli umut verici görünen PCR çal›flmala-
r›nda, duyarl›l›k ve özgüllü¤ün en üst s›n›rda tutul-
mas› için, kontaminasyona neden olabilecek tüm ay-
r›nt›lara dikkat edilmesinin yan› s›ra, DNA’y› en saf
olarak elde edebilece¤imiz ekstraksiyon yöntemleri-
nin seçilmesi de önemlidir. Ayr›ca zaman ve maliyet
aç›s›ndan da uygun olan ve duyarl›l›k ve özgüllü¤ü
en yüksek ekstraksiyon yöntemleri kullan›lmal›d›r
(8). Bu nedenle çal›flmam›zda mantar infeksiyonlar›
tan›s›nda DNA izolasyonunda kullan›lan iki farkl›
ekstraksiyon yöntemi karfl›laflt›r›lm›flt›r. Sonuçta ma-
liyeti biraz daha yüksek olan fakat duyarl›¤› daha
yüksek olan Qiagen tekni¤i kullan›larak ba¤›fl›kl›k
yetmezli¤i olan 120 hastan›n 20’sinde Aspergillus
infeksiyonu saptanm›flt›r. DNAzol tekni¤i kullan›ld›-
¤›nda ise yaln›zca befl kiflide Aspergillus infeksiyonu
tespit edilmifltir. Bu çal›flmaya benzer sonuçlar, Loff-
ler ve arkadafllar›n›n çal›flmas›nda da bildirilmifltir

(8).

Çal›flmam›zda Qiagen tekni¤iyle daha özgül ve du-
yarl› sonuçlar al›nm›flt›r. PCR çal›flmalar›nda en uy-
gun ekstraksiyon tekniklerinin seçilmesinin bir di¤er
önemi de, muayene maddelerinde çok düflük miktar-
da hedef molekül bulunmas› durumudur (12). Bu ne-
denle PCR sonras› yap›lan amplifikasyon sonuçlar›
de¤erlendirildi¤inde; Qiagen tekni¤i ile en son 102

CFU/ml’lik DNAzol tekni¤inde ise 104 CFU/ml’lik
A.fumigatus dilüsyon serisinde pozitiflik saptanm›fl-
t›r. Böylece ekstraksiyonun Qiagen tekni¤iyle yap›l-
mas›na karar verilmifltir. Aspergillus infeksiyonlar›
tespit edilen örneklerimizin sekans analizleri de de-
¤erlen-dirildi¤inde, sonuçlar›n A.fumigatus ve A.ni-
ger türlerine ait gen dizilerine sahip olduklar› görül-
müfltür.

Bu bulgulara göre; ekstraksiyonda en güvenilir so-
nuçlar›n Qiagen tekni¤iyle al›nd›¤›, Qiagen tekni¤in-
de 20 kifli, DNAzol tekni¤inde ise sadece befl kiflide
Aspergillus infeksiyonu bulunmufltur. Sonuçta %35
A.niger, %60 A.fumigatus, %5 mikst (A.niger/A.fu-
migatus) infeksiyonlar› tespit edilmifl ve mantar in-
feksiyonlar› içinde Aspergillus infeksiyonlar›n›n
az›msanmayacak oranda oldu¤u saptanm›flt›r.
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