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Amag: Aspergillus tirii mantar enfeksiyonlar1 immiin sistemi baskilanmis hastalarda, yiiksek mortalite ve morbidite
ile sonu¢lanan invazif hastaliklara yol agmaktadir. Bu nedenle hizli ve dogru tanmi konularak uygun antifungal tedavi
baslanmasi invazif aspergillozlu hastalar icin hayati 6neme sahiptir. Giiniimiizde daha hizli, kolay uygulanabilir,
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip yeni tan1 yontemleri tercih edilmektedir. Bu ¢alismada ¢esitli klinik 6rneklerden
izole edilen Aspergillus tiirlerinin; geleneksel yontemler, MALDI-TOF MS sistemi ve DNA dizi analizi yontemi
kullanilarak tanimlanmasi ve bu yontemlerin karsilastirilmasi amag¢lanmistir.

Yontemler: Bu calismada ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen toplam 50 Aspergillus izolati ¢alismaya dahil edildi.
Aspergillus suslarindan 2 tanesi kontaminasyondan dolay: ¢alisma dis1 birakild.

Bulgular: Calismamizda referans tanimlama yontemi olarak kullandigimiz ITS bélgesinin dizi analiziyle, suslarin 25
tanesi A.fumigatus tiir kompleksi (%52,08), 17’si A.flavus tiir kompleksi (%35,42), 3'i A.niger tiir kompleksi (%6,25),
2’si A.terreus tiir kompleksi (%4,17), 1'i A.sydowii tir kompleksi (%2,08) olarak tanimlandi. Altin standart yontemin
dizi analizi oldugu ve geleneksel yontem ile karsilastirildiginda %97,9 uyum oldugu gézlendi. iki farkli yazilm
kullandigimiz MALDI-TOF MS sisteminde ise gilincel IVD (invitro diagnostik) VITEK MS V.2.0 yazilimi ile dogru
tanimlanan koéken 37(%77,1) iken SARAMIS 4.12 RUO yazilimi ile dogru tanimlanan kéken 42(%87,5) olarak
bulundu.

Sonug: Molekiiler yontemler, geleneksel yontemlerin yetersiz kaldigi ve tiir taniminin yapilamadigi durumlarda
tamamlayici yontem olarak kullanilabilir. Zaman ag¢isindan degerlendirildiginde MALDI-TOF ydntemi hizli ve duyarh
bir yontem olmasina ragmen veri tabaninin gelistirilmesi amaciyla sus sayisinin arttirilarak bu tiir ¢alismalarin
tekrarlanmasi gerekir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, MALDI-TOF, Kiitle spektrometri, ITS dizi analizi, konvansiyonel yontem.
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Comparison of Conventional Methods, MALDI-TOF MS and Sequence Analysis Methods for
Identification of Aspergillus Species Isolated from Clinical Samples

Abstract

Objective: Fungal infections associated with Aspergillus species cause invasive diseases leading high mortality and
morbidity as a result of deficiency of primary defence systems in immunosuppressive patients. Therefore, starting
appropriate antifungal treatment after rapid and accurate diagnosis is critically important for invasive aspergillosis
patients. Nowadays, more rapid, easily applicable, having high sensitivity and specifity new diagnostic methods are
required. In this study, identification of Aspergillus spp. isolated from various clinical samples by using conventional
methods, MALDI-TOF MS system and DNA sequence analysis and comparison of the methods are aimed.

Methods: Totally 50 Aspergillus strains were included in this study. Two isolates were excluded from the study due to
contamination.

Results: 25 strains were identified as A.fumigatus species complex (52.08%), 17 strains were identified as A.flavus
species complex (35.42%), 3 strains were identified as A.niger species complex (6.25%), 2 strains were A.terreus
species complex (4.17%) and 1 strain was A.sydowii species complex (2.08%) byITS sequence analysis method used
as reference diagnostic method in this study. The sequence analysis wasthe gold standard method and it was
observed that there was 97.9% compliance compared to the conventional method. Two different software
programmes were used for MALDI-TOF MS system. 37 strains (77.1%) were accurately defined by current IVD (in
vitro diagnostic) VITEK MS V.2.0 whereas 42 strains (87.5%) were accurately defined by SARAMIS 4.12 RUO software
programme.

Conclusions: Molecular methos are thought to be appropriate to be used as complementary method when
conventional methods are insufficient for identification at the species level. Although MALDI-TOF MS method is rapid
and sensitive method when evaluated in terms of time, it is concluded that such studies should be repeated with more
strains to develop database.

Keywords: Aspergillus, MALDI-TOF, Mass Spectrophotometry, ITS sequence analysis, conventional method.

GIRIS diizeyinde dogru tanimlama ile artmaktadir®.
Son yillarda kimyasal spektroskopik ve kiitle
analizi yontemlerinin mikolojik tanimlamada
kullanimi artmistir’.8. MALDI-TOF MS (Matriks
Aracili Lazer Dezorpsiyon Iyonizasyon- Ucgus
Zamani-Kiitle Spektrometresi) yontemi
mayalarin tanimlanmasi1 amaciyla kullanilan
yluksek duyarlikl,hizli ve maliyeti disik bir
sistemdir?.8-10,

Aspergillus, insanlarda immiin sistemin
durumuna gore zararsiz bir kolonizasyondan,
akut invazif hastalik gibi genis bir yelpazede
farkli klinik enfeksiyonlara neden olabilir?-3.
Invazif Aspergillus enfeksiyonlarinin, 6zellikle
derin notropenik ve hematolojik maligniteli
hastalar olmak {lzere, bagisiklik sistemi
baskilanmis kisilerde yiiksek mortalite ve
morbidite orani nedeniyle erken tani ve MALDI-TOF MS yonteminde,
tedavisi onemlidir’#>.  Aspergillus'un tiir mikroorganizmalara ait proteinlerin lazer
diizeyinde tanimlanmasi, tiirlerin farkll diren¢ atislar1 ile iyonizasyonu yapildiktan sonra
paternleri nedeniyle klinik olarak 6nem arz elektromanyetik ucgus tiiptinden gegirilir.
etmektedir. Rutin laboratuarlarin c¢ogu, kiif Iyonlar kiitleleriyle orantii hiz kazanarak
mantarlarinin tanimlanmasi icin makroskopik detektére farkli zamanda c¢arpmalarn ile
ve  mikroskopik  morfolojik  0Ozellikleri kaydedilen sinyaller  proteinlerin  kiitle
kullanmaktadir. Bu nedenle ¢ogu klinik izolat spektrumlarini olusturur. Goruntilenen
tir kompleksi diizeyinde tanimlanmaktadir. spektrum, mevcut veri tabanindaki
Antifungal tedavinin etkinligi, hizli ve tiir
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spektrumlarla karsilastirilarak, hem cins hem
de tiir bazinda tanimlama yapilir®10.11,12,

MALDI-TOF MS yontemi ilemantarlarin tir
bazinda dogru olarak tanimlanma oranj,
ozellikle Candida cinsinde daha yiiksekken,
dermatofitler, Aspergillus, Penicillium ve
Fusarium «cinsi mantarlar da, referans
spektrum yetersizligi nedeniyle daha az oranda
tanimlandigi bildirilmistir 5,10 Son zamanlarda
MALDI-TOF MS  yoOntemi kullanilarak
Aspergillus  tirleri ile c¢esitli calismalar
yapilarak referans spektrum genisletilmeye
calisiimaktadir451213, Bu calismada ¢esitli
klinik orneklerden izole edilen Aspergillus
tirlerinin, DNA dizi analizi altin standart
yontem olarak alinarak; geleneksel yontemler

ve MALDI-TOF MS sistemi kullanilarak
tanimlanmasi ve bu yontemlerin
karsilastirilmasi amaglanmistir.

YONTEMLER

Bu calismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa
Tip Fakiltesi, Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvar1 ve Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali laboratuarinda ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen toplam 50
Aspergillussusudahil edildi.

Calismada kullanilacak suslar icin Istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesinden
14.03.2014 tarihinde83045809/604/02-6879
sayl numarasl ile etik kurul onay1 alind1.

1. Geleneksel Tani Testleri

Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerinde
tireyen kiif kolonilerini saf olarak elde etmek,
izolasyon ve identifikasyon islemlerini saglikh
yapabilmek icin her koloniden ¢engel 6ze ile bir
miktar ornek alinarak, Malt extractagar ve
Czapek-Doxagara eszamanli batirma ekimleri
yapildi. Yine aymi koloniden c¢engel oze ile
ornek alind1 ve mantar stogu olusturmak icin,
onceden hazirlanan icinde gliserollii brucella
broth besiyeri olan eppendorf tiiplere konuldu.
Bu sekilde hazirlanan biitliin stok eppendorf
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tiipler daha sonra MALDI-TOF MS ve dizi
analizi calismak tizere -20°C’ye kaldirild1.

Aspergillus tir komplekslerinin ayrimi ig¢in
Malt extractagar ve Czapek-Doxagarda ilireyen
kuf kolonileri makroskobik olarak
degerlendirildi. Makroskobik olarak koloninin
dokusu kadifemsi, pamuksu, tozlu veya yiinsii
olabilmektedir. Koloni 6n yiiziiniin rengi tiire
gore degismekle birlikte; yesil, sari, turuncu,
kahverengi veya siyah tonlarinda
goriinebilmektedir. Ureyen kiif kolonilerini
mikroskobik olarak degerlendirmek icin
laktofenollii pamuk mavisi boyasi ile preparat
hazirlandi.

Bu hazirlanan preparat mikroskop altinda
bakilarak sterigmata (konidyojen hiicre) sayisi,
vezikil yapisi, fiyalitlerin tek-cift sirali olusu ve
yerlesimi ayrica konidyoforlarin yapisi ve rengi
gibi ayrintilar1 incelenerek identifikasyonlari
yapilan Aspergillus’lar tiir komplekslerine
ayrildi. MALDI-TOF MS ve molekiiler biyolojik
bir yontem olan ITS1- ITS2 bdlgelerinin dizi
analizi i¢in -20°C’ye kaldirilan stoktaki izolatlar
SDA besiyerine pasajlanarak tanimlama
islemleri gerceklestirildi.

2.MALDI-TOF MS Yéntemi ile identifikasyon

Calisma oncesi Aspergillus izolatlar1 SDA
besiyerinde canlandirildi. Calismada 1,5 ml'lik
eppendorf tiiplerden her birine 50ul
trifluoroaceticacid (Sigma-Aldrich) konulup
tizerine 10 pl'lik plastik steril 6zenin tamamini
kaplayacak sekilde alinan kiifiin sporlarindan
eklendi ve vortekslendi. Bu sekilde 30 dakika
beklendi. Sonra bu karisimin iizerine 450 pl
DNase ve RNasefree su eklenip vortekslendi.
Cihaz i¢in tasarlanmis 48 boliimliik test plagina
her 16 bélimin ortasindaki  boliime
pasajlanmis E. coli ATCC 8739 standart susu
bolim disina tasirilmayarak ince bir film
tabakas1 olusturacak sekilde yayildi. Sonra
diger 48’lik bolime her bir izolat icin taze
hazirlanan karisimlardan 1’er pl eklendi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Kuruyan her bir
béliimiin lzerine matriks ¢cozeltisi olarak 1pL
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VITEK MS-CHCA (=a-cyano-4-hydroxycinnamic

acid) eklendi ve tekrar oda sicakliginda
kurutuldu. Plagin cihaza yiiklenmesinin
ardindan, MALDI-TOF MS kiitle

spektrumlarinda peptit ve protein profili iyi
bilinen, taze pasajlanmis E. coli ATCC 8739
standart susu kullanilarak cihazin otomatik
kalibrasyonu ve kontrolii yapildiktan sonra
degerlendirilme basladi. Plak iizerinde yer alan
48 ornek toplu olarak ¢alisild.

Calismamizda MALDI-TOF MS sistemi olarak
VITEK MS (Biomerieux, France) ticari sistemi
kullanildi. Olgiimler iiretici firmanin énerdigi
ayarlar ile yapildi. Tiim izolatlardan elde edilen
spektrumlar once giincel IVD
(invitrodiagnostik) VITEK MS V.2.0 yazilim
kullanilarak analiz edildi. IVD VITEK MS V.2.0
yazilimi ile tanimlanamayan tiirler i¢in ¢alisma

tekrar edilerek sadece arastirma amach
kullanilan SARAMIS 412 RUO
(ResearchUseOnly) yazilimi kullanilarak
degerlendirildi.

3. DNA Dizi Analizi ile Tanimlama

a. Genomik DNA Izolasyonu (Ekstraksiyon) :
Orneklerden DNA eldesi Gene]JETGenomik DNA
Piirifikasyon Kiti (Thermo Scientific, ABD) ile
Ureticinin onerileri dogrultusunda yapildi.

b. PCR ile DNA Amplifikasyonu: PCR ile
ribozomal alt uniteye ait ITS1 ve ITS2Z gen
bolgeleri, ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3") ve ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
primerleri kullanilarak ¢ogaltildu.

Reaksiyon, PCR karisimi hazirlanilarak ABI
9700 GeneAmp PCR System (life sciences, USA)
cihazinda gerceklestirildi. PCR sonrasi olusan
trtnler %1,5’'luk agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi. Pozitif bantlar kolon tabanl High
Pure PCR Purification Kit (Roche, Almanya) ile
saflastirild1 ve sonrasinda ¢ift yonli DNA dizi
islemi yapild.

1. Dizi Analizi PCR

DNA dizi analizi reaksiyonu, BigDyeSequencing
kit kullanilarak cift yonli olarak

gerceklestirildi. Dongi icin ABI 9700 GeneAmp
PCR System (life sciences, USA) cihazi
kullanildi.

Dizileme sonrasi olusan iirtinler sephadexG-50
fine ile saflastirildiktan sonra Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer cihazinda,
POP-7 polimeri ve 36 cm’lik Kkapiller
kullanilarak kapiller elektroforez islemine tabii

tutuldu. Elde edilen elektroferogramlarin
analizi Sequencing Analysis programi ile
gerceklestirildi.

Dizi analizi verileri “National Center for
Biotechnology Information (Bethesda, ABD)
BLAST sistemi (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  kullanilarak

analiz edildi ve suslar tliirkompleksi diizeyinde
tanimlandi.

BULGULAR

Klinik orneklerin 23t (%47,9) balgam, 11’i
(%22,9) endotrakeal aspirasyon (ETA), 7’si
(%14,7) bronkoalveolar lavaj (BAL), 4’ (%8,3)
doku, 2’si (4,2) aspirasyon sivisi ve 1'i (%2,8)
stiriintiiden izole edildi.

Geleneksel Yontem ile Tanimlama Sonuglari

Orneklerin geleneksel yontem ile
tanimlanmasinda Aspergillus suslarinin 25'i
(%52,1) A.fumigatus tir kompleksi, 17’si
(%35,4) Aflavus tiir kompleksi, 3'i (%6,3)
A.niger tiir kompleksi, 2’si (4,2) A.terreus tir
kompleksi ve 1'i (%2,1) Aspergillussp olarak
tanimlandi.

Dizi Analizi Sonuglari

Calismamizda  referans yontem  olarak
kullandigimiz ribozomal DNA ITS bdlgesi dizi
analiziyle, = orneklerin  25’'inde  (%52,1)

A.fumigatus tir kompleksi, 17’sinde (%35,4)
A.flavus tiir kompleksi, 3’inde (%6,3) A.niger
tiir kompleksi, 2’sinde A.terreus tiir kompleksi,
1'inde (%2,1) A.sydowii tiir kompleksi olarak
tanimlandi (Tablo 1).
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Tablo 1: Dizi analizi, Geleneksel ve MALDI-TOF MS

Ontemiyle tanimlanan Aspergillus suslarinin dagilimi.
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No DiZi GELENEKSEL | MALDI-TOF
1 A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
2 A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
3 A. niger A.niger Tanimlamadi
4 A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus?
5 A. flavus A. flavus A. flavus

6 A. flavus A. flavus A. flavus

7 A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
8 A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
9 A. flavus A. flavus A. flavus
10 | A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
11 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
12 A. flavus A. flavus A. flavus
13 A. terreus A.terreus A.terreus
14 A. flavus A. flavus A. flavus
15 | A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
16 | A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
17 | A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
18 | A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
19 A. flavus A. flavus A. flavus
20 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
21 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
22 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
23 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
24 A. niger A.niger Tanimlamadi
25 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatusb
26 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
27 | A.fumigatus | A.fumigatus A. fumigatus
28 | A.fumigatus | A.fumigatus A. fumigatus?
29 A. terreus Aterreus A.terreus?
30 A. flavus A. flavus A. flavus
31 A. flavus A. flavus A. flavuse©
32 | A fumigatus | A.fumigatus A. fumigatus
33 A. flavus A. flavus A. flavus
34 A. flavus A. flavus A. flavus

35 | A. fumigatus | A. fumigatus A. sydowii
36 | A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
37 | A. fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
38 A. flavus A. flavus Tanimlamadi
39 A. flavus A. flavus A. flavus

40 A. flavus A. flavus A. flavus
41 A. flavus A. flavus A. flavusa
42 A. flavus A. flavus A. flavus

43 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus?

44 | A fumigatus | A. fumigatus A. fumigatus
45 A. niger A. niger Tanimlamadi
46 A. sydowii Aspergillussp. A. fumigatus
47 A. flavus A. flavus A. flavus
48 A. flavus A. flavus A. flavus

aSARAMIS 4.12 RUO Yazilimi ile tanmimlandi, b A.
fumigatus/oryzae olarak tanimlandi, ¢ A. flavus/oryzae
olarak tanimlandu.

MALDI-TOF MS ile Tanimlama Sonuclari

MALDI-TOF MS sisteminde giincel IVD VITEK
MS V.2.0 yazilim1 kullanilarak 48 koken
calisildi. Calisilan 48 kokenin 39'u (%81,2)
tanimlanirken 9'u  (%18,8) tanimlanamadi.
Tanimlanan 39 ornekten 2 koken (%5,1) tir
bazinda DNA dizi analiz sonucu ile uyumsuz
bicimde yani yanlis tanmimlandi. Kalan 37
ornekten 2 koken de yine DNA dizi analiz
sonucu ile opsiyonlu olarak (A.flavus/oryzae ve
A.fumigatus/oryzae) tanimlandi ve dogru
tanimlandig1 kabul edildi. Yani VITEK MS V.2.0
yazilimi ile dogru tanimlanan kéken 37 (%77,1)
olarak bulundu (Tablo 1).

IVD VITEC MS V.20 yazilm ile
tanimlanamayan 9 koken yanlis tanimlanan 2
koken ve opsiyonlu olarak tanimlanan 2 kdken
icin calisma, daha genis kiitiiphaneye sahip ve
arastirma igin tasarlanmis olan SARAMIS 4.12
RUO yazilimi tekrar edilerek degerlendirildi.
VITEC MS V.2.0 yazilimi ile yanlis tanimlanan 2
koken ve opsiyonlu olarak tanimlanan 2 kdken
ile de ayn1 sonuglar elde edildi. SARAMIS 4.12
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RUO yazilimi; tanimlanamayan 9 kokenden 4
kokeni hi¢ tanimlayamazken 5 kokeni dizi
analizi ile uyumlu olarak tanimladi.

MALDI-TOF MS sisteminde her iki yazilimla 2
koken A.flavus/oryzae ve A.fumigatus/oryzae
olarak opsiyonlu tanimlanirken; 3 A.niger ve 1
A flavus kokeni tanimlanamadi ve 2 koken DNA
dizi analizi ile karsilastirinca  yanls
tanimlandi(Tablo I).

Geleneksel yontem ve DNA dizileme sonuglari
karsilagtirildiginda  %97,9 uyum  oldugu
gozlenmesine karsin MALDI-TOF MS
sisteminde her iki yazilim kullanilarak 4 kokeni
(%8,3) tanmimlanamazken 44 koken (%91,6)
tanimlandi. MALDI-TOF MS sisteminin her iki
yazilim kullanilarak tanimladig1 44 kokenden
2’sinin (%4,5), altin standart olarak kabul
edilen dizi analizi sonuglari ile
karsilastirildiginda uyumsuz oldugu goruldii.
MALDI-TOF MS sistemi ile tanimlamasi yapilan
48 kokenden 42’sinin (%87,5) DNA dizi analiz
sonuglar1  ile  karsilastirildiginda  dogru
tanimlandigi gozlendi (Tablo 1).

TARTISMA

Immunyetmezlikli hastalarda sistemik mantar
enfeksiyonlarinin mortalite oranin ytksek
olmast nedeniyle erken tam1 ve tedavi
onemlidirl416, Riskli hasta gruplarinda mantar
enfeksiyonlarinin tanisinda direkt mikroskobik
inceleme, boyal1 preparatlar ve kiltir
yontemleri tanidaki 6nemini koruyan standart
geleneksel yontemlerdirl2.

Son yillarda mantar hastaliklarinin sikliginin
giderek  artmast1 ve  ampirikantifungal
kullaniminin yayginlasmasi, direncli mantar
suslarinin  ortaya c¢ikmasina ve direng
oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle tiir diizeyinde identifikasyon o6nem
tasimaktadir. Identifikasyon icin,direkt
mikroskopi, histopatoloji ve kiiltiir siddetle
tavsiye edilmektediré17.

Erken tani icin giinimiizde daha hizli, kolay
uygulanabilir, yiiksek duyarlilik ve ozgiillige

sahip yeni tam
duyulmaktadir?>.18,

yontemlerine ihtiyag
Yapilan c¢alismalarda, pozitif mantar Kkiltiri
saptanan hastalarda invazif Aspergillusen
feksiyonlarinin, Candida enfeksiyonlarindan

sonra, en sik saptanan fungal enfeksiyonlar
oldugu bildirilmistirs.1°.

Hastane kaynakli aspergilloz olgularindan
genellikle A.fumigatus ve A. flavus ‘un izole

edildigi, son yillarda A. niger ve A.
terreusenfeksiyonlarinda artis oldugu
bildirilmistir!. Aspergillus enfeksiyonlarinda

solunum yolu orneklerinde daha ¢ok A.
fumigatus, yara yeri enfeksiyon orneklerinde
Aflavus ve kulak oOrneklerinde A.niger
goruldugi bildirilmistirl. Calismamizda da
benzer olarak ornekler ¢ogunlukla solunum
yolundan alinmis olup siklikla A. fumigatus
tredigi gorulmustir.

Geleneksel yontemlerin gerek zaman alic
olmasi, gerekse her zaman net sonug
verememeleri, bazi mantar tlrlerinin zor
yorumlanmasi ve ek testlere gereksinim
duyulmasi nedeniyle son yillarda molekiiler
yontemlere egilim artmigtirl20,

Molekiiler yontemlerle tanimlamada yontemin
basarisi hedeflenen dizi veya gene bagh olarak
farklilik gostermektedir. ITS1 ve ITS2 bolgesi
tirler arasinda farkhilik gosterdigi icin tiir
ayriminda yaygin olarak kullanilmaktadir!21,

Calismamizda c¢esitli klinik 6rneklerden izole
ettigimiz Aspergillus tilrlerinin timiing, ITS1-
ITS2 gen bolgesini hedef alarak DNA dizi
analiziyle tlir kompleksi diizeyinde tanimladik.
Geleneksel yontemle tanimladigimiz tiim
Aspergillus  tirlerini, DNA dizi analizi
yontemiyle karsilastirdigimizda %97,9 uyumlu
bulduk. Geleneksel yontemlerin basarisinin
degerlendiricinin bilgi ve tecriibesiyle orantili
olarak arttig1 gozlemlendi.

Molekiiler yontem olarak kullanilan ITS dizi
analizi, tamamlayici yontem olarak
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kullanilabilir olmasinin yani sira altin standart
olarak kabul edilmektedir.

MALDI-TOF MS yonteminin temeli,
mikroorganizmanin protein parmak izinin
(fingerprint) cikarilmasi ve bunun 6nceden iyi
tanimlanmis, veri  tabani  olusturulmus
kutiiphanelerdeki  referans  spektrumlarla
karsilastirilmasi esasina dayanmaktadir. Tibbi
onemi olan mikroorganizmalarin ayriminda ve
tirler arasl karsilastirmada etkili
bulunmusturll,

Alanio ve arkadaslari, MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics) ile 140 Aspergillus tiiriini
incelemisler ve yontem ile 138 (%98,6) izolati
dogru bir sekilde tanimlanirken 2 izolatin
tanimlanmas1 yapilmamasina ragmen yanlis
tanimlanan izolat olmadig1 bildirilmistir.
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) yonteminin
ozgulligini %100 olarak belirtmislerdir 22.
Fransa’da ¢ok merkezli yapilan bir ¢alismada
DNA dizi analizi baz alinarak 625 filamentoz
mantar ornegi, geleneksel yontem ve MALDI-
TOF MS yontemi ile degerlendirilmistir.
Calismada 58 tir tanimlanmistir. Dogru
tanimlama orani, geleneksel yontemle %80
(501 izolat) iken MALDI-TOF MS ile %89 (556
izolat) oldugu gorulmiistiir. MALDI-TOF MS ile
65 izolat (%10,4) tanimlanamazken 4 izolat
(%0,6) yanhis tanimlanmistir. MALDI-TOF MS
ile geleneksel tanimlama karsilastirildiginda;
MALDI-TOF MS’in klinik laboratuvarlarda izole
edilen kiiflerin tanimlanmasini daha da
gelistirdigi belirtilmistir23. MALDI-TOF yontemi
ile yapilan bircok calismada, geleneksel
yontemlere gore daha hizhh ve gilivenilir
sonuglar verdigi gosterilmistir>1014.24,

Atalay ve arkadaslarinin yaptifi benzer bir
calismada Aspergillus tiirlerini tanimlama da
geleneksel yontem ile rep-PCR ve MALDI-TOF
yontemlerinde anlamli bir uyum oldugu
belirtilmistir?.

Verwer ve arkadaslar1 tarafindan morfolojik
olarak birbirine benzer olan 16 A.fumigatus ve
16 A.lentulussuslarini tanimlama i¢in VITEK MS
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RUO, Raman spektroskopy ve PCR yontemlerini
karsilastiran bir c¢alisma yapilmistir. Suslari
dogru tanimlama oranlar1 Raman spektroskopy
ile %78 (25/32), PCR ve VITEK MS RUO ile
%100 oraninda dogru tanimlandig1
bildirilmistir. Zaman acisindan
degerlendirildiginde ii¢ yonteme Kkiiltiir zamani
eklenince tanimlanma siiresi, Raman
spektroskopy ile 100 saat, PCR ile 57 saat ve
VITEK MS RUO ile 50 saat siirdiigi
gorilmustiirs.

Calismamiz ile diger calismalar
karsilastirildiginda MALDI-TOF MS in dogru
tanimlama ylizdesinin uyumlu oldugunu
goriiyoruz. Calismamizda geleneksel yontem ve
DNA dizileme sonuclar1 karsilastirildiginda
%97,9 uyum oldugu gozlenmesine Kkarsin
MALDI-TOF MS sistemi 4 kokeni (%8,3)
tanimlayamadigi saptandi. Altin standart olarak
alinan dizi analizi sonug¢larina gére MALDI-TOF
MS sistemi tanimladig1 44 sustan 2’sinin (%4,5)
uyumsuz oldugu gorildi. MALDI-TOF sistemi
ile tanimlamasi yapilan 48 kokenin 42’si
(%87,5) geleneksel yontem ve DNA dizi analiz
sonuglart ile uyumlu geldi. Calismamizda
givenilir olmayan yanlis sonuglarin nedeni;
cihazi1 calistirma hatalari, teknik problemler,
test edilen mantarin cihazin kiitiiphanesinde ve
veri tabaninda bulunmamasi, cihazin rutin

kalibrasyonunun diizglin yapilmamasindan
kaynaklanabilir.
Sonu¢ olarak; geleneksel yontem/dizileme

sonuglarinin tiir kompleksi diizeyinde uyumlu
oldugu (geleneksel yontem Kkendi sinirlari
icinde basarili) ve MALDI-TOF MS’in tir
diizeyinde sonu¢ verebilmesi nedeniyle
geleneksel yonteme goére avantajli olabilecegi
ancak calisilan az sayida sus arasinda kriptik
tirlerin bulunmamasi nedeniyle bu avantaj
saptanamayabilmektedir.

MALDI-TOF MS yontemi zaman acisindan
degerlendirildiginde hizlh ve duyarh bir
yontemdir. Ancak kullanilan cihazin daha dogru
ve giivenilir sonug¢ vermesi icin veri tabaninin
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gelistirilmesi gerekmektedir. MALDI-TOF MS
yonteminin veri tabaninin gelistirilmesi i¢in bu
tir c¢alismalarin sus sayisinin arttirilarak
tekrarlanmasi gerekmektedir.

Yakin zamanda molekiiler  yontemler
geleneksel yontemlerin yerini alacak gibi
goziilkmektedir. Fakat pahali bir yontem olmas,
tecriibeli ekipman gerektirmesi gibi
nedenlerden dolay: rutin laboratuarlarda degil
ancak arastirma laboratuarlarinda
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calisma, 2014 yilinda Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim  Dali  Uzmanhk Tezi olarak
sunulmustur.
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