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IMMUNSUPRESE HASTALARDA MANTAR INFEKSIYONLARI
TANI TESTLERINDE LOKOSIT/NOTROFIL SAYISININ ONEMI

Nilgiin ISIK*, Rosemary BARNES**

OZET

Mantar infeksiyonlar1 6zellikle hematolojik maligniteli hastalar ve transplantasyon hastalar:
gibi immunsuprese hastalarda yaygm olarak gériilmektedir. Infeksiyonun ileri evrelerinde ak-
ciger, bronglar ve kalp dahil birgok organ hizla tutularak, hastalarin kisa siirede kaybedilmeleri
56z konusudur.

Bu caligma Ingiltere'de Wales Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji béliimiinde yapilmis-
tir. Immunsuprese hastalarda éncelikli olarak diisiik 1okosit saysi, notropeni tablosu ve kalici
>38°C atesli olan olgularda mantar infeksiyonlarindan siiphe edilmektedir. Bu nedenle ¢alis-
mamizda mantar infeksiyonlarmin, 16kosit ve ndtrofil sayisi ile iligkisini; hem nétropenik ol-
mayan ve 16kosit sayist yiiksek olan hastalarda bu infeksiyonun tesbit edilip edilemeyecegi,
hem de 16kosit sayisi azliginin yanl negatiflige yol agip agmadig1 arasgtiriimistir, Bu nedenle,
defisik oranlarda Iokosit sayisina sahip kan 6rnekleri incelenmigtir. 30°C'de 72 saat inkiibe
ederek Urettigimiz Aspergillus fumigatus susu kullanilarak, kan drnekleri igine mililitrede 104
CFU (Colony Forming Unit) olacak sekilde mantar siispansiyon serileri hazilanmis; hazirla-
nan bu kan drneklerinden DNA izolasyonu Qiagen kitiyle yapilmigtir. Daha sonra gerceklesti-
rilen PCR'1 takiben mantar DNA'lar1 igerdigi belirlenen 6rneklerin sekans analizleri yapilarak
A fumigatus'a ait genetik materyal icerip icermedikleri aragtirilmig ayrica Real-time PCR ile
DNA miktar tayinleri yapilmigtir. Nétropenik olmayan, >38°C atesli ve mantar infeksiyonlari
agisindan risk grubunda bulunan 50 kigilik hasta grubuna yapilan PCR sonucunda dort hasta-
da, Aspergillus ve Candida infeksiyonlari saptanmigtir. PCR sonuglar1 sekanslama yapilarak
analiz edildiginde, Aspergillus ve Candida infeksiyonlari ayrimi yapilabilmistir. Ayn1 hasta
6rneklerine yapilan mikolojik kiiltiir sonuglari negatif bulunmustur,

Sonuglar degerlendirildiginde, agaroz jelde klasik PCR wve Real-time PCR iiriinleri bantlart
arasinda bir farklilik goriilmemistir, Ayiica kantitatif Real-time PCR sonuglarinda, her 6rnegin
testte kullanilan standartlardan olan 104 CFU/ml'lik degerlere yakin diizeylerde sonug verdigi
bulunmugtur. Boylece yiiksek ve diigiik 16kosit/nétrofil sayisina sahip kan érneklerinin tama-
my, yaptigimiz testlerde pozitif olarak bulunmugtur. Bu durum testlerin giivenilir sonuglar ver-
digini ve 16kosit/notrofil sayisinimn test sonuglarint etkilemedigini gostermektedir. Molekiiler
biyolojik yontemler uygulanarak ndtropenik olmayan hastalarda belirlenen Aspergillus ve
Candida infeksiyonlari g6z Sniine alindiginda; immunsuprese hastalar i¢in, mantar infeksiyo-
nu varligini difgtindiirecek klinik bulgulardan biri olan, ndtropeni durumu olugsmadan, hasta 6r-
neklerinin giivenilir yontemlerle test edilmesi gerektigi saptanmigtir, Ayrica mantar infeksi-
yonlari erken tanisinda klasik PCR gibi Real-time PCR'inda giivenilir erken tan1 testi olarak
kullanilabilecegi anlagilmigtir.

Anahtar kelimeler: Mantar infeksiyonlari, PCR, 16kosit/nétrofil sayisi

SUMMARY

Importance of the leukocyte/neutrophil count in diagnostic tests for fungal infection in im-
munsuppressed patients. Fungal infections are commonly seen in immunsuppressed patients
such as patients with hematological malignancies and transplantation patients, In further stages
of infection most of the organs are involved such as lung, bronchi and heart and patients may
die in a short period.

This study was done in University of Wales College of Medicine Department of Microbiology
in England. Fungal infections are suspected in immunsuppressed patients who have low leu-
kocyte count, neutropenia and persistent fever over 38°C. For this reason in our study relati-
onship between fungal infections and leukocyte and neutrophil count was investigated. In pati-
ents who are not neutropenic and whose of leukocyte count is elevated, the determination of
this infection and whether low leukocyte count may cause false negativity or not are investiga-
ted. For this reason blood samples of different leukocyte counts are examined. By using A fu-
migatus species produced by incubation for 72 hours at 30°C fungus suspension series of 10¢
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CFU/ml were prepared in to blood samples. DNA isolation from these blood samples was do-
ne by Qiagen kit. Sequence analysis of the positive samples (fungal DNA) was done following
PCR. They were investigated whether they contained genetic material from A.fumigatus or not
and DNA quantitation by Real-Time PCR was done. As a result of PCR performed on a group
of 50 patients who are not neutropenic and have fever over 38°C and at risk of fungal infecti-
ons, Aspergillus and Candida infections was observed in four patients. PCR results were
analyzed by sequencing for discriminating Aspergillus and Candida infections. All sample
results were found negative by mycological culture.

When the results were interpreted there was no difference between classical PCR and Real-Ti-
me PCR product bands in agarose gel. In quantitative Real-Time PCR results, every sample
gave results similar to standards of 104 CFU/ml values, which was used in the test. All of the
blood samples, which have high and low leukocyte/neutrophil count, were found positive in
our tests. This condition shows that the tests gave reliable results and leukocyte/neutrophil co-
unt did not affect test results.

Considering Aspergillus and Candida infection positivities that we have found in non-neutro-
penic patients by using molecular biological methods; for immunsuppressed patients, before
neutropenic condition is established, blood samples of the patients should be tested by reliable
methods. As a result, in early diagnosis of fungal infections, like classical PCR, Real-Time

PCR was found to be valuable as a reliable early diagnostic test.
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GIRIS
Mantarlar dogada ve gevremizde (toprak,

toz, hava, bitki ve besinler) yaygin olarak
bulunan organizmalardir. Dolayisiyla mantar

sans veren Sybr-Green I gibi fluoresan boya-
lar kullanilmaktadir (1:4:6.8,1D),

Bu c¢alismada, immunsuprese hastalarda
mantar infeksiyonlar: tani testlerinde kulla-

infeksiyonlar1 solunum yoluyla; akciger,
bronglar ve kalp dahil bir¢ok organa hizla
yayilarak hastalarin kisa siirede kaybedilme-
lerine sebep olabilmektedir. Immunsuprese
hastalarda, 6zellikle kalict yliksek atesli ve
notropenik olgularda mantar infeksiyonlari,
morbidite ve mortaliteyi arttirmaktadir. Bu
hastalarda erken tani ve uygun tedavinin er-
ken doénemde uygulanmasi ¢cok Snemlidir.
Son yillarda mantar infeksiyonlar: tanisinda,
duyarlilik ve 6zgiilliigii yitkksek olan ve kisa
siirede sonug veren molekiiler biyoloji yon-
temleri kullamima girmigtir. PCR'a dayali bu
tekniklerin en 6nemli 6zelligi incelenen or-
nekteki genetik materyalin ¢ogaltilmasidir.
Incelenen &rnekteki hedef genetik materya-
lin miktarimun bilinmesi bu hastalarmn tedavi-
lerinin diizenlenmesinde gerekli olan bir
bulgudur. Bu amagla gelistirilen kantitatif
PCR sistemleri iginde en yeni ve en ¢ok ter-
cih edilen sistem Real-time PCR'dir. Real-
time PCR'da test sirasinda fluoresansi izle-
yebilen optik bir diizenek ve sadece ¢ift zin-
cirli DNA'ya baglanan ve bu sirada fluore-

nilan orneklerin 16kosit ve notrofil sayilari-
nin, DNA izolasyonu ve PCR sonuglarin: et-
kileyip etkilemediginin aragtirilmasi1 amag-
lanmustir,

MATERYAL ve METOD

Bu ¢alismada mantar elemanlarini icerdigi
bilinen, diisiik ve yiiksek 16kosit/n&trofil sa-
yili kan Orneklerinden yapilan DNA izolas-
yonunu takiben polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) uygulanmis ve sekans analizlerinin
yanisira Real-time PCR ile DNA miktar ta-
yinleri yapilmistir, Sonugta duyarlilik ve 6z-
giilliikleri yliksek olan bu molekiiler biyoloji
yontemleri uygulanarak hem l6kosit ve not-
rofil sayisinmn test sonuglarini etkileyip etki-
lemedigi hem de bu hiicrelerin sayisi yiiksek
olan olgularda mantar infeksiyonlarinin be-
lirlenebilirligi arastirilmigtir. Aym zamanda
mantar infeksiyonlar a¢isindan risk grubun-
da olan ve nétropenik olmayan fakat >38°C
atesli 50 hastada PCR ile Aspergillus infek-
siyonu aragtirilmugtir.
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Mantar Kiiltiirii. Wales Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'ndan
saglanan Aspergillus fumigatus sugu Sabou-
raud Dextroz Agar (SDA)'da 30°C 72 saat
inkiibe edilmigtir, Daha sonra steril tuzlu su
ile 10 ile 10! CFU/m! arasindaki diliisyon
serileri hazirlanmigtir. Bu diliisyonlardan
mantar DNA izolasyonu yapilarak, Real-ti-

me PCR'da standart olarak kullanilmigtir
(7,10).

Kontroller. Testte olugabilecek kontaminas-
yonu tesbit icin steril distile su veya saghkli
goniilliilerden alinan kandan izole edilen
DNA negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Ayrica pozitif kontrol olarak A fumigatus
sugu (>10¢ CFU/ml) kullanilarak izole edilen
DNA kullanilmigtir (7-10),

Resim 1. Klasik PCR ve Real-time PCR sonuglari

Notropenik olmayan hastalar. Notropeni
tablosu olugmamig fakat >38°C atesi olan 50
kigilik hasta grubundan alinan 2 ml EDTA1
kan kullanilarak, mantar infeksiyonlar: PCR
ve Real-time PCR uygulanarak degerlendi-
rilmigtir 6.7.10),

Orneklerin hazirlamgi. Deneylerde 45x103,
25x10°, 12x103, 6x10°%, 3x103, 1.4x10% ve
0.15x103 hiicre/pl oranlarda 16kosit iceren
kan ornekleri ile ¢aligilmigtir. Ayni 6rnekle-
rin nétrofil sayilarn sirasiyla; 39x103,
22x10%, 10x103, 4x103, 2x10%, 1x103
0.05x103 hiicre/pl'dir. Lokosit sayist normal
degeri 4-10.5x103 hiicre/pl ve notrofil sayisi
normal degeri 2-8x103 hiicre/pl'dir. A fumi-
gatus kiiltiirti diltie edilerek, hazirlanan kan
orneklerine 10* CFU/ml olacak sekilde ilave

Siralar Lokosit sayis: (hiicre/(1)
(Normal deger: 4-10.5x103)

1¢ PCR sonuclary

Notrofil sayisi (hiicre/(1)  A.fumigatus diliisyonu
(Normal deger: 2-8x103)

39x108 104 CFU/ml
22x103 104 CFU/ml
10x108 104 CFU/ml
4x103 104 CFU/ml
2x103 104 CFU/ml
1x103 104 CFU/ml
0.05x103 104 CFU/ml
>106 CFU/ml

lile 10 45x10°

2ile 11 25x108

3ile 12 12x108

4ile 13 6x103

Sile 14 3x103

6ile 15 1.4x103

7ile 16 0.15x103

8ile 17 Pozitif kontrol (A fumigatus)

9ile 18 Negatif kontrol (Steril distile su)

M: Molekiil agirlik standardi (PCR Marker)




edilmigtir. Daha sonra bu 6rneklerden DNA
izolasyonu yapilmagtir.

DNA izolasyonu. Kan orneklerinin, negatif
kontroliin, pozitif kontroliin ve Real-time
PCR'da kullanilacak standartlarin DNA izo-
lasyonu Qiagen kitiyle (Qiagen, Germany)
de, kit protokoliine uygun olarak yapilmisgtir,
DNA izolasyonu i¢in Once eritrositlerin lizi-
si (10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 10 mM NaCl
sollisyonuyla), sonra 16kositlerin lizisi (10
mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl ve
200 pg proteinaz K soliisyonuyla) yapilmis-
tir. Ornekler 300 pg/ml'lik lyticase enzimi
ile inkiibasyondan sonra Qiagen kit kolonla-
rindan stizlilmiigtiir. DNA'lar ependorf tiiple-
rine toplanarak PCR ve Real-time PCR'lar1
yapilmugtir (6.7:10),

PCR. PCR i¢in mantar tiirlerine 6zgii 18S
TRNA genine spesifik primerler se¢ilmistir,
PCR miksi icine en son orneklerin ilavesin-
den sonra termal cyclerde 35 dongiiliik (30
sn 94°C, 1-dk 62°C, 2-dk 72°C) PCR yapil-
mustir. Agaroz jelde mantar iiriinlerine ait
500 bp'lik band veren PCR iiriinlerinin varl-
g1 pozitif sonucu géstermistir 11,

Real-time PCR. Sistemde 1s1y1 cabuk ileten
cam kapiller tiipler kullanilmistir. Amplifi-
kasyonun her dongiisii bilgisayarda goriintii-
lenmektedir. Ayrica alette fluoresans: dlge-
bilen optik bir diizenek bulunmaktadir. Test-
te Sybr-Green I boyas1 kullamilmigtir ve re-
aksiyon hacmi 10 pl'dir. 35 dongiiliik ampli-
fikasyon programini takiben sonuglar 30
dk'da alinabilmistir. PCR sonras: iiriinler
agaroz jelde goriintiillenmistir ©),

BULGULAR

Calismamizda degisik oranlarda 16kosit ice-
ren kan Ornekleriyle A.fumigatus susu kulla-
nilarak yapilan 10* CFU/ml'lik mantar siis-
pansiyon serilerinden, DNA izole edilmisgtir.
Daha sonra yapilan PCR'1 takiben tiim or-
nekler agaroz jelde goriintiilenmistir. Jelde
tiim 6rneklerin pozitif band olarak kabul edi-
len, mantar tiirlerine 6zgli amplifikasyon
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tirtinlerine ait 500 bp'lik band1 verdikleri
saptanmustir. Orneklerin Real-time PCR so-
nuclari ise testte kullanilan standartlarla kar-
silagtiriidiginda, tiim Orneklerin beklenildigi
tizere 10* CFU/ml'lik standarda yakin diizey-
de sonug verdigi saptanmigtir. Ayrica nétro-
penik olmayan 50 kisilik grupta ise 4 hasta-
da mantar infeksiyonu saptanmistir. Bunla-
rm 3'inde Ajfumigatus 1'inde ise C.albi-
cans infeksiyonu tespit edilmigtir. Real-time
PCR ve klasik PCR sonuglar resim 1'de
gosterilmistir. Ayrica sekil 1'de Real-time
PCR standart egrisi ve grafigi, sekil 2'de ise
tiim ornek sonuglar standart grafigi tizerinde
gosterilmistir. Tiim 6rnek sonuclart gekil
2'de goriildiigl gibi 10* CFU/ml!'lik standar-
da yakm sonuglar vermistir,

TARTISMA

Gilinlimiizde mantar infeksiyonlarinin, 6zel-
likle yogun ilag tedavileri uygulanan, kemik
iligi nakli yapilmis hastalar, kanserli hastalar
ve immun sistemi baskilanmis hastalarda da-
ha stk goriildiigii bilinmektedir. Immunsup-
rese hastalarda, 6zellikle nétropenik ve kali-
ct atesi olan vakalarda mantar infeksiyonla-
rindan siiphe edilmektedir. Bu hastalarda
morbidite ve mortaliteyi arttiran mantar in-
feksiyonlarmin erken tamsi ve boylelikle er-

Sekil 1. Real-time PCR standart egrisi ve grafigi (106-
10! CFU/ml)
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Sekil 2. Real-time PCR standart grafigi iizerinde tiim
ornek sonuclari

{ Step1: Baselne | Step 2 NokssBand | Step 3 Analsis |
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ken tedavi ¢cok onemlidir. Son yillarda man-
tar infeksiyonlarmin tanisinda da duyarlik ve
ozgiilliiklerinin ytiksek oldugu bildirilen mo-
lekiiler biyolojik teknikler kullanilmaktadir
23.12), Kawamura ve arkadaglarim © yap-
tiklar1 bir ¢aligmada, Aspergillus infeksiyon-
larinin tanisinda ELISA ve galaktomannan
testleri ile PCR kargilagtirildiginda, PCR'in
erken tani icin daha etkili yontem oldugu
bildirilmigtir. Diger bir caligmada ise, yine
PCR'n diger klasik kiiltiir tekniklerinden
cok daha duyarli ve 6zgiil oldugu bildiril-

~mektedir ©), Biz de ¢alismamizda mantar in-

feksiyonlar1 tanist amaciyla klasik PCR ve
Real-time PCR tekniklerini kullandik. Test-
lerin glivenilir sonuglar verdigini gérmek
amactyla Aspergillus igerdigi bilinen 6rnek-
ler (10* CFU/ml) test edilmistir ve tiim so-
nuclar pozitif bulunmustur. Bu bulgular kla-
sik PCR ve Real-time PCR tekniklerinin er-
ken tanida kullanilabilecegini ve yalanci ne-
gatif sonu¢ vermedigini gostermektedir. Ay-
rica 16kosit ve notrofil sayisinin test sonugla-
r1 tizerine etkisi arastirilmigtir. Bu amagla
degisik oranlarda lokosit ve nétrofil sayisina
sahip kan Ornekleri test edilmis sonugta yiik-
sek ve diiglik 18kosit/notrofil sayisinin test
sonuglarim etkilemedii saptanmistir. Ayri-
ca notropenik olmayan hastalarda eger in-
feksiyon varsa bunun PCR ve Real-time
PCR'la tespit edilebilecegi anlagilmigtir.
Notropenik olmayan grubumuzdaki Asper-
gillus ve Candida infeksiyonlar1 varligini

da godzoniine aldigimizda, mantar infeksiyo-
nu riski tagiyan hastalarda hastanede kalig
stireleri iginde, nétropeni durumu olugmasa
da eger yiiksek ategli iseler, mantar infeksi-
yonlar: erken tanisi ve buna bagli olarak da
erken tedavi protokollerinin diizenlenmesi
amaciyla bu hastalara belirli araliklarla test-
lerin yapilmasi ve bu tiir ¢alismalarin sayila-
riin arttirilmasi gerektigi sonucuna varil-
migtir.
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