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OZET

Bagisiklik yetersizligi olan hastalarda, 6zellikle 16semi, lenfoma ve transplantasyon hasta gruplarinda, mantar infeksiyonla-
rmin yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye yol agtiklar1 bilinmektedir. Kan kiiltiirii ve seroloji gibi klasik tani testleri, man-
tar infeksiyonlarinin erken tanisi i¢in yeterince duyarl ve 6zgiil degildir. Bu nedenle son yillarda, daha duyarli ve 6zgiil mo-
lekiiler biyoloji yontemleri kullanima girmistir. Bu calismada, bagisiklik yetersizligi olan hasta gruplarindan alinan 120 ED-
TA’l1 kan 6rnegi ile ¢alisilmig; hastalardan alinan kan orneklerinden, DNAzol yontemi ve ticari DNA ekstraksiyon kiti (Qia-
gen) kullanilarak, DNA izole edilmistir. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulanan 6rnekler, %2°lik agaroz
jelde yiiriitiilmiis ve pozitif 6rneklerin jelde mantar tiirlerine 6zgii iirtinlerin verdigi 500 bp’lik tek band1 verdikleri saptanmig-
tir. Orneklerin sekans analizi icin oncelikle Qiagen purifikasyon kiti kullamlarak, miktarlar1 saptanan PCR iiriinlerinin bes
kat1 oranda alkol serileri ile muamele edilerek, ozel filtreleri bulunan kolonlardan siiziilen DNA’lar saflastirilmistic. PCR
tirtinleri Qiagen Dye Ex kiti kullanilarak isaretlenmistir. Sekans analizleri ABI Prism 377 (Perkin Elmer) aletiyle yapilmigtir.
BLAST programi kullanilarak sekans analizleri degerlendirilmis ve pozitif olarak degerlendirdigimiz orneklerin, mantar tiir-
lerine 6zgii gen dizileri tagidiklar1 saptanmistir. Yiizyirmi kan 6rneginde uygulanan iki farkli ekstraksiyon teknigi sonuglari
karsilastirildiginda, DNA izolasyonunda Qiagen ekstraksiyon tekniginin daha iyi sonug¢ verdigi belirlenmistir. Qiagen kitiyle
bulunan 20 pozitif 6rnegin, DNAzol teknigi kullanildi§inda yalnizca 5’inde pozitiflik saptanmistir. Bu da bize infeksiyon et-
kenlerinin tanis1 amaciyla kullanilan ekstraksiyon teknikleri segilirken, maliyet uygunlugu yanisira duyarlilik ve 6zgiilliigii da-
ha yiiksek olan yontemlerin segilmesi gerektigini gostermektedir. Orneklere yapilan ekstraksiyon (Qiagen) ve PCR’1 takiben,
20 pozitif 6rnek bulunmustur. Pozitifliklerin %35 inin Aspergillus niger, %60’ min Aspergillus fumigatus ve %35 ’inin mikst in-
feksiyon (A.niger/A.fumigatus) oldugu saptanmistir. Son yillarda 6zellikle aragtirmalarda PCR iiriinlerinin gercekte aranilan
sus olup olmadiginin saptanmasinda, sekans analizlerinin yapilarak dogrulanmas1 gerektigi vurgulanmaktadir. Caligmada
oncelikle mantar infeksiyonu tanis1 amaciyla DNA izolasyonunda uygulanan ekstraksiyon tekniklerinden ikisini karsilagtira-
rak, en uygun teknik olarak; DNAzol teknigine gore maliyeti yiiksek fakat PCR sonuglar1 daha iyi olan Qiagen teknigi eks-
traksiyonda kullanilmistit. PCR sonuglarinda mantarlara spesifik kullandigimiz 18S rRNA gen dizilerini tagiyan primerlere
0zgii tiriinlerin, agaroz jelde 500 bp’lik tek band verdigi saptanmis ve pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif 6rneklerin, se-
kans analizleri de degerlendirildiginde A.fumigatus, A.niger, tiirlerine ait gen dizileri tagidiklar1 saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Mantar, ekstraksiyon yontemi

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.
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GIRIS

Giiniimiizde 6liimciil sistemik mantar infek-siyonla-
rinin orant, risk grubundaki hastalardan 6zellikle ba-
g1siklik yetmezligi olan kanserli hastalar, transplan-
tasyon hastalar1 gibi gruplarda anlamli olarak artmig-
tir. Bu hastalarda hiicresel immunitenin bozulmasi
ve genis spektrumlu antibiyotik tedavisi sirasinda
gelisen kolonizasyon, mantar infeksiyonlari i¢in bili-
nen risk faktorleridir. Ayrica bu hastalarda bagarili
bir antifungal tedavinin 6niindeki en 6nemli engel,
tan1 konulmasindaki giicliiktiir. Son yillarda mantar
infeksiyonlarin tanisina yonelik onemli gelismeler
olmus ve bugiine kadar tanida kullanilan kiiltiir, mik-
roskop incelemesi ve antijen tayini gibi yontemler
yerine duyarlilik ve 6zgiilliigii yiiksek PCR’a dayali
kisa siirede sonug veren teknikler kullanima girmis-
tir. Kantitatif niteligi de olan bu yontemlerle hem ta-
n1 konulmasi, hem de tedaviye yanitin izlenmesi
miimkiindiir (1,2,3). Duyarlilik ve 6zgiilliikleri yiik-
sek olan PCR’a dayali tam testlerinin giivenilir bi-
cimde yapilmasi i¢inde; giinliik, kolay uygulanabi-
len, kisa siirede sonug veren ve DNA’y1 en saf sekil-
de izole edebilen ozellikte, en uygun ekstraksiyon
teknigi secilmektedir (4,5,6). Bu amacla calismamiz-
da Aspergillus ve Candida cinslerine ait DNA’larin
eldesinde kullanilmakta olan iki farkli ekstraksiyon
yontemi karsilagtirilmistir. Ekstraksiyon Oncesi in-
fekte olmayan saglikli goniillii kanlar1 kullanilarak
mililitrede 104-100 CFU (Colony Forming Unit)
arasinda Aspergillus fumigatus diliisyon serileri ha-
zirlanip, DNAzol ve Qiagen ekstraksiyon yontemle-
ri uygulanmigtir. Daha sonra PCR’lar1 yapilarak
tiriinler agaroz jelde goriintiilenmigtir. Ayrica bagi-

siklik yetersizligi olan hasta gruplarindan alinan kan
orneklerinde DNA izolasyonunda bu iki yontem
kullanilmigtir. Daha sonra hasta gruplarinda buldu-
gumuz pozitif 6rneklerin sekans analizleri de yapila-
rak hangi tiir Aspergillus niikleik asit sekanslar1 tagi-
diklar arastirilmigtir. Calismamizda; birinci hedef,
mantar infeksiyonlarin tanisi amaciyla uygulanan
ekstraksiyon yontemleri karsilagtirilarak en uygun
olaninin belirlenmesidir. Tkinci hedef, bu iki yontem
bagisiklik yetersizligi olan hasta gruplarinda mantar
infeksiyonlar1 tanisinda kullanilarak 120 kisilik
grupta ne oranda Aspergillus infeksiyonu saptandi-
81, ayrica iki teknikle bulunan pozitiflik oran1 karsi-
lagtirilmustir. Ugiincii hedef, 6rneklerin sekans ana-
lizleri yapilarak hastalarin hangi tiir mantar infeksi-
yonlu olduklarinin saptanmasi amaclanmigtir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda ekstraksiyon Oncesi, Aspergillus fu-
migatus susu Sabouraud Dextroz Agar (SDA)’da
30°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra infek-
te olmayan saglikli goniillii kanlari i¢ine mililitrede
104 ile 100 CFU olacak sekilde A.fumigatus susu ile
diliisyon serileri hazirlanmigtir. Sonra bu kan 6rnek-
lerinden DNA izolasyonu, DNAzol ve Qiagen (QI-
Amp Tissue Kit) yontemleriyle yapilmistir. DNAzol
teknifinde (7); EDTA’Ih kan 6rnegi iizerine DNA-
zol ve polyacryl carrier soliisyonu ilave edilerek vor-
tekslendikten sonra oda 1sisinda 15 dk inkiibe edil-
mistir. Inkiibasyon sonrasi birka¢ seri etanol
(%95°1ik) ilave edilerek 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilen orneklerden izole edilen DNA’lar steril distile
su ile sulandirilmistir. Qiagen tekniginde (8) ise 6nce-
likle eritrositlerin hipotonik lizisi (10 mM, Tris, S mM
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MgCI2, 10 mM NacCl soliisyonuyla), sonra Iokositle-
rin lizisi (10 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl ve
200 pg Proteinaz K soliisyonuyla) yapilmustir. Ornek-
ler 300 pg/ml’lik lyticase enzimi ile inkiibasyondan
sonra Qiagen kiti kolonlarindan siiziilmiistiir. Daha
sonra kit protokoliine uygun olarak iglemler siirdiiriil-
miis en son DNA’lar ependorf tiiplerde toplanmuisgtir.
Iki ekstraksiyon yonteminde de negatif kontrol (steril
distile su) ve pozitif kontrol (A.fumigatus susundan
hazirlanan diliisyon >100 CFU/ml) kullanilmistir.

Bu ¢alismada ayrica bagisiklik yetersizligi olan hasta
gruplardan alinan 120 EDTA’l1 kan 6rneginde DNA
izolasyonunda yine DNAzol ve Qiagen teknikleri kul-
lanilmigtir. Ekstraksiyonu takiben tiim o6rneklerin
amplifikasyon islemi yapilmistir. Bu amagla, universal
mantar primerleri 18S rRNA (5’-ATT GGA GGG CA-
A GTC TGG TG, 5’-CCG ATC CCT AGT CGG CAT
AG) kullanilarak thermal cycler’da 35 dongiiliik (30
sn 94°C, 1 dk 62 °C, 2 dk 72 °C) amplifikasyon isle-
mi yapilmistir. PCR sonrasi pozitif olarak degerlendi-
rilen Oorneklerin sekans analizleri incelenerek, hastala-
rin hangi tiir mantar infeksiyonlu olduklari tespit edil-
mistir. Orneklerin sekans analizi icin 6ncelikle Qiagen
purifikasyon kiti kullanilarak, miktarlart 6l¢iilen PCR
iirtinlerinin bes kati oranda alkol serileri ile muamele
edilmis ve ozel filtreleri bulunan kolonlardan siiziilen
DNA’lar saflastirilmigtir. Saflagtirilmis DNA’lar Qia-
gen Dye Ex kiti kullanilarak fluoresans veren boyalar-
la isaretlenmistir. Bunun icin spektrofotometrede mik-
tarlar1 6l¢iilen 6rnekler, primerler, kit icinden ¢ikan ve
degisik renklerle isaretlenmis baz dizileri iceren termi-
nator soliisyonuyla birlikte inkiibe edilerek isaretleme
yapilmustir. Son asamada sekans analizleri ABI Prism
377 (Perkin Elmer) aletiyle yapilmigtir. Bilgisayarda
BLAST programi kullanilarak sekans degerlendir-
meleri yapilmistir (9).

BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz DNAzol ve Qiagen
ekstraksiyon teknigi karsilastirma sonuglar tablo 1
ve Sekil 1’de gosterilmistir.

Calismamizda bagisiklik yetersizligi olan 120 kisilik
hasta gruplarindan yapilan ekstraksiyon ve PCR’1 ta-
kiben Qiagen teknigi ile Aspergillus infeksiyonlu 20
pozitif 6rnek bulunmustur. Pozitifliklerin %35’inin
A.niger, %60’1mnin A.fumigatus ve %35’ inin mikst in-
feksiyon (A.niger/A.fumigatus) oldugu, sekans ana-

68

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 33: 66-70

Resim1. Qiagen teknigi agaroz jel goriintiise

Siralar:M: Molekiil agirlik stahdérdl (PCR M:dl‘klr)

1. Birinci hasta 4. Dordiincii hasta
2. Ikinci hasta 5. Negatif kontrol (steril distile su)

3. Uglincit hasta ¢ pogitif kontrol (>100 CFU/ml A.fumigatus)

Resim 2. DNAzol teknigi agaroz jel goriintiisii

Siralar:M: Molekiil agirlik standardi (PCR Markir)
1. Birinci hasta 4. Dordiincii hasta

2. Ikinci hasta 5. Negatif kontrol (steril distile su)
3. Uglincii hasta ¢ pogitif kontrol (>100 CFU/ml A.fumigatus

Tablol1. Ekstraksiyon tekniklerinin karsilagtirilmasi

Method Siire Test basina maliyet

QIAmp Tissue (Qiagen) 4 saat 2.5 (USD)

DNAzol 4 saat 1 (USD)
Method Diliisyonlar (CFU/ml)

3 2 1 0

10 10 10 10

B
10

QIAmp Tissue (Qiagen) — — —_

DNAzol —

Sekil 1. Ekstraksiyon sonrasi yapilan PCR’da iiriinlerin 10*ile 10°
CFU/ml arasindaki A. fumigatus diliisyonlarindaki band verileri.
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lizleri yapilarak dogrulanmistir. DNAzol teknigi ile
yalnizca beg kiside A.fumigatus infeksiyonu saptan-
muigtir.

DNAzol ve Qiagen tekniklerinde pozitif buldugu-
muz dort ornek ile negatif ve pozitif kontroliimiiziin
agaroz jeldeki goriintiileri ise resim 1 ve 2’de goste-
rilmistir.

Resim 1’de goriildiigii gibi Qiagen tekniginde dort
hastanin agaroz jeldeki band goriintiileri kuvvetlidir,
oysa ki resim 2’de DNAzol tekni8i ile ayn1 hastala-
rin band goriintiileri zayiftir.

TARTISMA

Mantar infeksiyonlar1 bagigiklik yetmezligi olan has-
ta gruplarinda morbidite ve mortalite oranlarini art-
tirmaktadir. Mantar infeksiyonlari tanisi igin kullani-
lan yontem olan kiiltiir i¢in her zaman &rnek elde
edilmesi kolay degildir. Altta yatan hastaliga veya si-
totoksik kemoterapiyle hiicresel immunitenin zayif-
lamasiyla gelisen trombositopeni, derin dokularda
biyopsi ile kiiltiir i¢in 6rnek alinmasini giiglestirmek-
te, ayrica sonuglar her zaman yonlendirici olmamak-
tadir. Tan1 konulmasindaki bu giicliikler tedavinin
optimal diizeyde verilmesini engellemektedir. Son
yillarda PCR’1in mantar infeksiyonlar1 tanisinda uy-
gunlugunu destekleyen bir¢cok arastirma yapilmis ve
duyarlilik ve 6zgiilliikklerinin diger yontemlere gore
yiiksek oldugu bildirilmistir (10,11).

Tanida bu denli umut verici goriinen PCR c¢aligmala-
rinda, duyarlilik ve 6zgiilliigiin en {ist sinirda tutul-
masl i¢in, kontaminasyona neden olabilecek tiim ay-
rintilara dikkat edilmesinin yan1 sira, DNA’y1 en saf
olarak elde edebilecegimiz ekstraksiyon yontemleri-
nin se¢ilmesi de dnemlidir. Ayrica zaman ve maliyet
acisindan da uygun olan ve duyarlilik ve 6zgiilltigii
en yiiksek ekstraksiyon yontemleri kullanilmalidir
(8). Bu nedenle calismamizda mantar infeksiyonlari
tanisinda DNA izolasyonunda kullanilan iki farkli
ekstraksiyon yontemi karsilastirilmistir. Sonugta ma-
liyeti biraz daha yiiksek olan fakat duyarligi daha
yiiksek olan Qiagen teknigi kullanilarak bagigiklik
yetmezligi olan 120 hastanin 20’sinde Aspergillus
infeksiyonu saptanmigtir. DNAzol teknigi kullanildi-
ginda ise yalnizca bes kiside Aspergillus infeksiyonu
tespit edilmigtir. Bu ¢aligmaya benzer sonuglar, Loff-
ler ve arkadaglarinin ¢aligmasinda da bildirilmistir

(8).

Calismamizda Qiagen teknigiyle daha 6zgiil ve du-
yarlt sonuglar alinmigtir. PCR ¢aligsmalarinda en uy-
gun ekstraksiyon tekniklerinin secilmesinin bir diger
onemi de, muayene maddelerinde ¢ok diisiik miktar-
da hedef molekiil bulunmasi durumudur (12). Bu ne-
denle PCR sonrasit yapilan amplifikasyon sonuglari
degerlendirildiginde; Qiagen teknigi ile en son 102
CFU/ml’lik DNAzol tekniginde ise 10* CFU/ml’lik
A fumigatus diliisyon serisinde pozitiflik saptanmis-
tir. Boylece ekstraksiyonun Qiagen teknigiyle yapil-
masma karar verilmistir. Aspergillus infeksiyonlari
tespit edilen orneklerimizin sekans analizleri de de-
gerlen-dirildiginde, sonuglarin A.fumigatus ve A.ni-
ger tiirlerine ait gen dizilerine sahip olduklar1 goriil-
miigtiir.

Bu bulgulara gore; ekstraksiyonda en giivenilir so-
nuglarin Qiagen teknigiyle alindigi, Qiagen teknigin-
de 20 kisi, DNAzol tekniginde ise sadece bes kiside
Aspergillus infeksiyonu bulunmustur. Sonugta %35
A.niger, %60 A.fumigatus, %5 mikst (A.niger/A.fu-
migatus) infeksiyonlar: tespit edilmis ve mantar in-
feksiyonlar1 icinde Aspergillus infeksiyonlarinin
azimsanmayacak oranda oldugu saptanmustir.
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