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OZET: Son yillarda invaziv fungal enfeksiyonlarin sikligi bagisiklik sistemi baskilanmis hasta
sayisindaki artisa paralel olarak artmakta, onemli mortalite ve morbidite nedeni olmaktadir.
Hastalarin prognozunda erken tedavinin etkisi bilinmekle birlikte, mikroskobik inceleme ve kiiltiir
gibi yontemlerin tanidaki yetersizlikleri nedeniyle, genellikle miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle
invaziv fungal enfeksiyonlarin erken tanisina yonelik kiiltiir dist yontemleri igeren g¢aligmalar
gindeme gelmistir. Calismamizda febril nétropenik hematolojik maligniteli hastalarda invaziv
fungal enfeksiyonlarin (IFE) tamisinda in-house polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’nun
degerlendirilmesi amaglanmistir. Ocak 2011-Ocak 2012 tarihleri arasinda hematolojik malignite
nedeniyle hastanemiz Hematoloji Servisi ve Kemik [ligi Transplantasyon Unitesinde takip edilen
IFE acisindan riskli hastalar EORTC/MSG kriterlerine gore proven, probable ve possible IFE
olarak siniflandirildi. Hastalarin serum orneklerinden ticari ekstraksiyon kiti (Qiamp DNA
minikit) ile DNA izolasyonu sonrasinda panfungal primerler kullanilarak amplifikasyon
uygulandi. Elde edilen PCR iriinleri agaroz jelde yiritiilerek goriintiilendi. Toplam 99 hastanin
161 febril nétropenik epizodundan 358 hasta serumu elde edildi, bunlarin 12’sinde (%3.35) fungal
DNA saptanmis olup proven ve probable IFE olarak tanimlanan 18 epizodun 3 (%16.66)’ iinde,
diisiik olasilikhi IFE grubunda 60 epizodun 4’iinde (%6.6) 500-550 baz giftlik bdlgede bant
goriilmiis olup pozitif degerlendirilmistir. Calismamizda diisiik duyarlilik oranlar1 saptanmis olup
amplifikasyon sartlar1 ve PCR reaksiyon miksinde degisiklikler yapilarak yontem tekrarlandiginda
da beklenen sonuglar elde edilemememistir. Bununla Dbirlikte, molekiiler testlerde
standardizasyonun saglanmasi, ¢evre sartlarindan daha az etkilenen, duyarliligi ve ozgilligii
yiiksek standardize ticari kitlerin gelistirilmesi IFE tanisina énemli katki saglayacagindan, benzer
aragtirmalarin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Febril nétropeni invaziv fungal enfeksiyon, in-house PCR, tan.

EVALUATION OF IN-HOUSE POLYMERASE CHAIN REACTION FOR DIAGNOSIS OF
INVASIVE FUNGAL INFECTION

ABSTRACT: The incidence of invasive fungal infection (IFI) has increased over the last years,
especially in immuncompromised patients with high mortality and morbidity rates. Although,
early diagnosis such as conventional approaches, including direct microscopic examination and
cultivation, diagnosis is difficult because these methods low sensitivity rates of diagnosis of IFI. In
recent years, molecular diagnostic techniques have been developed, including polymerase chain
reaction (PCR). Between January 2011 and January 2012; febrile neutropenic patients with
haematologic malignancies followed in haematology and bone marrow transplantation units were
included in the present study. Patients were classified by the European Organization for the
Research and Treatment of Cancer/Mycoses Study Group criteria as proven, probable and possible
IFI. DNA extraction from serum samples was performed using the commercial extraction kit
(Qiamp DNA minikit), after isolation of DNA amplification performed with panfungal primers.
PCR products visualized using agarose gel electrophoresis. This study was conducted with 358
serum samples obtained from 99 patients 161 febrile neutropenic episodes. Of the samples 12
(3.35%) were found positive by PCR. In the results, 500-550 base-paired (bp) bands obtained with

26


http://dx.doi.org/10.20515/otd.55165
mailto:mduzceker@ogu.edu.tr

Osmangazi T1p Dergisi, Ocak 2016 27

universal primers were evaluated as fungal DNA positivity. Episodes with proven and probable IFI
16.66%, possible IFI 6.6% positive results detected. In presented study lover sensitivity rate is
determined, when the PCR amplification conditions and reaction mix changed and method
repeated but expected results are not obtained. However the standardization of molecular tests is
required; such as less affected by environmental conditions and high sensitivity and specificity
rates, and standardized commercial kit will contribute significantly for diagnosis IFI. We think
that, similar large scale evaluations required in future.

KEYWORDS: Diagnosis, febrile neutropenia, invasive fungal infection, in-house PCR.

1. Giris

Son yillarda invaziv fungal enfeksiyon (IFE)
siklig1 bagisiklik sistemi baskilanmis hasta
sayisindaki artiga paralel olarak artmakta ve
Ozellikle bu hasta grubunda 6nemli mortalite
ve morbidite nedeni olmaktadir. Hematolojik

maligniteli  hastalara uygulanan yogun
kemoterapi  rejimleri ve  kok  hiicre
transplantasyonunu takiben uygulanan

immiinsiipresif tedaviler bu hasta grubunu
invaziv fungal enfeksiyonlar i¢in riskli hale
getirmektedir ve en yliksek risk tasiyan grup
yogun kemoterapi sonrast uzun = siireli
ndtropenisi olan hastalardir. Bu hastalarda,
basta Aspergillus tiirleri olmak {izere,
ozellikle kiif mantarlarina bagli invaziv
enfeksiyonlarin goriilme sikligi artmaktadir
1,2).

Hastalarin  prognozunda erken tanmi ve
tedavinin direkt etkili oldugu bilinmekle
birlikte, mikroskobik inceleme ve kiiltiir gibi
geleneksel yontemlerin tanidaki yetersizlikleri
nedeniyle, genellikle miimkiin olamamaktadir.
Invaziv fungal enfeksiyonlarin kesin tanisinda
altin standart yontem steril viicut sivilar1 ya
da doku o&rneklerinde mikroskobik olarak
mantar elemanlarinin gosterilmesi ve ayni
orneklerde etkenin iiretilmesidir. Ancak bu
hasta grubunda siklikla ortaya ¢ikan
trombositopeni ve genel durum bozuklugu
gibi nedenlerle invaziv tani yontemlerinin
genellikle  uygulanamamasi  ve  kiiltiir
sonuglar1 alinana kadar gegen siire tedavide
onemli aksakliklara yol agmaktadir. Kan
kiiltiirleri ve bronkoalveolar lavaj kiiltiirleri
hastaligin ilerlemis asamalarinda
pozitiflesmektedir. Doku 6rneklerinin zor elde
edilmesi, balgam, lavaj, kan gibi diger klinik
orneklerin  duyarhilik ve Ozgiilliiklerinin
yetersizligi, yeni tan1 yontemleri arayisina yol
acmustir.  Yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarl
tomografi (YRBT) gibi radyolojik
yontemlerle taniy1 destekleyen bulgular (halo,
nodiil, kavitasyon gibi) saglansa da, bunlar
invaziv fungal enfeksiyona 6zgiil degildir. Bu

nedenle 6zellikle bu grup hastalarda invaziv
fungal enfeksiyonlarin erken tanisina yonelik

invaziv  prosediirler  igermeyen,  hizli,
Ozgilligi ve duyarliigi yiiksek tam
yontemleri tedavinin yonlendirilmesi

acisindan biiylik nem tasimaktadir (3).

Son yillarda IFE> nun erken tanisi amaciyla
kiiltiir dis1 tani testleri glindeme gelmis ve
molekiiler yontemlerle mantar DNA’sinin
saptanmasina yonelik c¢alismalarda Onemli
gelismeler gozlenmistir. Niikleik asit tespitine
dayali  molekiiler  yontemlerin  Klinik
kullanimlar1, yiiksek maliyetleri ve deneyimli
personel ihtiyact nedeni ile sinirli olmakla
beraber, bu yontemler giderek Onem
kazanmaktadir 4,5). Bu nedenle
calismamizda hematolojik maligniteli febril
nétropenik hastalarda IFE'un erken tanisinda
polimeraz  zincir reaksiyonu (PCR)nun
degerlendirilmesi amaglanmuistir.

2. Gerec¢ ve Yontemler

Ocak 2011-Ocak 2012 tarihleri arasinda
hematolojik malignite nedeniyle hastanemiz
Hematoloji ~ Servisi ve Kemik iligi
Transplantasyon Unitesinde takip edilen, IFE
acisindan riskli febril nétropenik hastalar bu
caligmaya dahil edildi. Hastalar, Avrupa
Kanser Arastirma Merkezi ve Mantar Calisma
Grubu (EORTC/MSG) kriterlerine  gore
proven (kanitlanmig), probable (yiiksek
olasilikl1) ve possible (diisiik olasilikli) IFE
olmak iizere {i¢ gruba ayrildi.

Caligmaya dahil edilen tiim hastalardan febril
notropenik epizodlar1 boyunca haftada iki kez
olmak iizere kan Ornekleri toplandi,
serumlarina ayrnistirilarak PCR uygulanmak
iizere -70°C’de saklandi. Ayn1 6rneklerden es
zamanli olarak galaktomannan antijen testi de
calisildi.  Serum  Orneklerinden  DNA
izolasyonu, ticari bir ekstraksiyon kiti (Qiamp
DNA minikit) ile kit protokoliine uygun
olarak yapildi. Panfungal universal primerler
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(5-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG ve
5’-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG)
kullanilarak thermal cycler (Veriti, Applied
biosystems) cihazinda amplifikasyon
uygulandi. PCR karigimi, toplam hacim 25 ul
olacak sekilde; 1 pul (~1 ng) DNA, 20 mM
tris-HCI (pH: 8.4), 25 mM MgCI2, dNTP (her
biri i¢in 0.25 mM, dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0.5 pmol primer ve 0.5 U Taq
polimeraz ile hazirlandi. PCR dongiisii
95°C’de 2 dakika (1 dongii), 95°C’de 60
saniye, 55°C’de 45 saniye, 72°C’de 90 saniye
(40 dongili) ve 72°C’de 5 dakika (1 dongii)
olarak gerceklestirildi. Elde edilen PCR
driinleri %1°lik agaroz jelde elektroforetik
olarak 100 volt altinda yaklasik 30 dakika
yiiriitiildii ve bantlar 312 nm dalga boyunda
151k veren UV-transliiminatoriinde
goriintiilendi.

3. Bulgular

Ocak 2011- Ocak 2012 tarihleri arasinda
Eskisehir ~ Osmangazi  Universitesi  Tip
Fakiiltesi Hematoloji servisi ve Kemik iligi
transplantasyon iinitesinde takip edilen ve IFE
agisindan riskli toplam 99 hastanin 161 febril
nétropenik epizodu izlenmis ve toplam 358
serum Ornegi elde edilmistir. EORTC/MSG
kriterlerine gore IFE acisindan bu epizodlar

siniflandirilmustir; 1 epizod kamitlannus IFE,
17 epizod yiiksek olasilikli IFE, 60 epizod
diisiik olasihkli IFE ve 83 epizod IFE
olmayan (kontrol) olarak simiflandirilmistir.

Antifungal tedavi (ampirik/preemptif); 106
(%65.8) febril notropenik atakta mevcut
antibakteriyel tedaviye sonradan eklendi. Yedi

atakta kaspofungin, 13 atakta lipozomal
amfoterisin B kullanilirken 3  atakta
amfoterisin B deoksikolat, 22 atakta

vorikonazol tedavisi bagland.

Tim hasta Orneklerinin 12’sinde (%3.35)
fungal DNA (tek oOrnekte) saptanmis olup,
kanitlanmis ve yiiksek olasilikli IFE olarak
siniflandirilan 18 epizodun 3 (%16.66)’iinde,
diisiik olasiikli IFE epizodlarmin 4’iinde
(%6.6) fungal DNA saptanmistir. Fungal
DNA saptanan 5 epizod ise IFE olmayan
grupta yer almaktaydi. Buna gore duyarlilik %
8.97, ozgiilliik % 93.97, PPD % 58.33, NPD
% 5234 ve dogruluk % 52.79 olarak
saptanmistir. Sekil 1°de 4 farkli hastanin 4
epizodundan elde edilen serum o&rneklerinin
jel elektroforez islemi sonrasi olusan bantlar
goriilmektedir. Orneklere ait jel goriintiisiinde
yaklasik 500-550 baz cift (bp)’lik bolgede
bant goriilmesi pozitif olarak

degerlendirilmistir.

500-550 bp

Sekil 1. Jel elektroforez goriintiisii M, 100bp DNA marker, 1, Diisiik olasilikli IFE;
2, Kanmitlanmus IFE; 3 ve 4, Yiiksek olasilikly IFE.
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4. Tartisma

Mantarlar, immiin diigskiin konakta gelisen
invaziv enfeksiyonlarin en onemli
etkenlerinden olup, yiiksek riskli hematolojik
maligniteli hastalarda yiiksek mortalite ve
morbiditeye neden olmaktadir. Bu hastalarda
erken tan1 hayati onem tasir ve tanida klinik
bulgular, histopatolojik inceleme,
goriintiileme yontemleri ile mikrobiyolojik
testler birlikte degerlendirilmelidir.

Klinik ve radyolojik bulgularin  6zgiil
olmamasi, kiiltir ve mikroskobi gibi
gelencksel yontemlerin duyarhiliginin  diisiik
olmas: yiiksek mortalite ile seyreden IFE’nun
erken tanisinda yasanan Onemli sorunlardir.
Bu nedenle 6rnek almak i¢in invaziv prosediir
gerektirmeyen, duyarliligt ve Ozgilligi
yiiksek, hastalig1 erken dénemde
saptayabilecek hizli tan1 yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir.

Bu amagla son yillarda mantar antijenlerinin,
metabolik {irlinlerinin ya da DNA’smin
saptanmasina yonelik serolojik ve molekiiler
tan1 yontemlerine olan ilgi artmistir (6,7).

Enfeksiyon tanisinda kullanilmak {izere cesitli
molekiiler yontemler bulunmakla birlikte,
amplifikasyona  dayanan PCR  temelli
teknikler, klinik 6rneklerde bulunabilecek az
miktardaki (1-10 fentogram / 1-5 cfu/ml)
mantar DNA’sim1 bile saptayabildiklerinden
IFE tamisinda daha fazla ilgi cekmektedirler.
Duyarliligin yiiksek olmasi ve kisa siirede
sonu¢ vermesi agisindan PCR’in  gesitli
formatlart bu amagla kullanilmigtir. Molekiiler
yontemlerin en 6nemli avantajlarindan biri de,
yaklasik 4-6 saat i¢inde sonug
verebilmeleridir (6). PCR’nin kullanimim
degerlendiren calismalarda ornek tipi (serum,
BAL, tam kan), ekstraksiyon protokoli
(enzimatik, mekanik, otomatize, ticari kit vb),
amplifikasyon sistemi (nested, in-house),
protokol (gercek zamanli, kantitatif ve in
house), hedeflenen gen bolgesi (18S rRNA,
28S rRNA vb) ya da pimer segimi (tiire 6zgiil,
genusa 0zgiil ya da panfungal) gibi ¢ok sayida
faktorde biiytik ¢esitlilik gozlenmektedir (6,8).
Sonu¢ olarak, fungal niikleik asitlerin
saptanmasina yonelik testler, simdilerde en
fazla ilgi ¢ceken ve neredeyse en hizli ilerleme
kaydeden fungal tanisal alani olusturmakla
birlikte, bu alanda hala belirli sinirlamalara
sahiptir ve heniiz higbir molekiiler test,

EORTC/MSG invaziv fungal enfeksiyon tani
kriterleri arasinda yer alamamaistir.

Khot ve Fredricks (9) 1999-2009 yillart
arasindaki 10 yillik donemde fungal
enfeksiyonlarin tanisi i¢in yapilmis PCR’a
dayali caligmalari degerlendirdikleri
yazilarinda duyarlilik ve 6zgiilliik araliklarini
invaziv aspergilloz i¢in %55-100 ve %63.5—
100 ve invaziv fungal enfeksiyonlar igin
%75-100 ve  %70-98  bildirmislerdir.
Ulkemizde Kalkanci ve arkadaslar1 (10) ise
ndtropenisi olan 49 hastanin kan 6rneklerinde
PCR ile mantar DNA’s1 arastirmislar, 7
(%14.2)’sinde panfungal primerlerle ve 5
(%10.2)’inde Candida primerleriyle olumlu
sonug bildirmislerdir. Susever ve
arkadaslarinin caligmasinda panfungal
primerler ile yapilan PCR sonucunda,
orneklerin  %54’tinde  mantar DNA’s1
saptanmistir  (11). Babouee ve ark. 23
hastadan elde edilen 34 Kklinik biyopsi
ormegini  degerlendikleri  ¢aligmada  ise
panfungal PCR’m  duyarliligmi = %69
Ozgilligini %62.5 olarak bildirilmiglerdir
(12). Klinik érneklerde mantarlarin molekiiler
tanist ile ilgili yapilan bircok caligmada da,
PCR temelli yoOntemlerin duyarhilik ve
Ozgiillik oranlan ile ilgili bildirilen farkli
sonuclara ragmen, geleneksel yontemlere gore
daha yiiksek oldugu konusunda goriis birligi
vardir (13-15).

Calismamizda ise amplifikasyon agamasinda
ilk uygulamalarda termal siklus sartlarinin
olusturulmasiyla ilgili sorunlar yagsanmis olup
farkli denemelerle optimizasyon saglanmaya
calisilmistir. Amplifikasyon sartlari ve PCR
reaksiyon karigimi igeriginde degisiklikler
yapilarak yontem tekrarlanmis olmakla
birlikte beklenen sonuglar elde edilememis,
saptanan diisiik duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar
nedeniyle IFE’un hizli tamisinda bu sartlarda
kullanima uygun olmayabilecegi
diistintilmiistiir. Bununla birlikte ¢alismamiz,
kanitlanmig ve yiiksek olasilikli epizodlarin
sinirhh sayida olmasi ve tiir ya da genus
spesifik primerlerin kullanilmamis olmasi gibi
sinirlamalara sahiptir. Panfungal primerlerin
kullanimi herhangi bir fungal enfeksiyonun
saptanabilmesi acisindan yeterli performansa
sahip olmakla birlikte, spesifik bir etkenin
saptanmas1 agisindan  yetersizdir. Invaziv
kandidoz tamisinda PCR’m  kullaniminin
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degerlendirildigi bir analizde, kandideminin
kanit diizeyine gore duyarlilik ve 6zgiilliik
oranlarinin degiskenlik gosterdigi
bildirilmektedir (16).

IFE tanis1 ile ilgili calismalarin bircogu
kamtlanmis ya da yiiksek olasiikli IFE
hastalarimi kapsadigindan, bizim
sonuclarimizdaki diisiik performans
sonuglarinin kanit diizeyi diisiik hastalarimizin
sayica fazla olmasindan kaynaklandigi
distiniilmistiir.  Ayrica  in-house  PCR
testlerinde, mantar DNA’sinin kisa yar1 6mrii,
DNA’nin gecici olarak kanda bulunmasi,
antifungal profilaksi nedeni ile fungal yiikiin
azalmasi, ekstraksiyonun etkinligi, kullanilan
amplifikasyon yonteminde basarisizlik gibi
nedenlerle yalanci negatiflikler
gozlenebilmekte, testlerin uygulanmasi ve
sonuclarin  yorumlanmast da  deneyim
gerektirmektedir (17). In house PCR’1n real-
time PCR’a gore daha ucuz olmasi, cihaz ve
kit bagimlilig1 gerektirmemesi gibi avantajlari
yaninda kontaminasyon riskinin yiiksekligi,
emek yogun olmasi, daha uzun zamanda
sonuc¢lanmast, saglikli kantitasyon
yapilamamasi, analitik Ozgiilliigliniin
disiikliigii ve ¢ok sayida hasta d6rneginin ayni
anda calisilamamasi 6nemli dezavantajlaridir.
Bunun yaninda, real-time PCR testlerinin
kullanildig1 ¢aligmalarda belirgin olarak ¢ok
daha yiiksek performans oranlari
bildirilmektedir (18). Bu yonden
degerlendirildiginde standardize edilmis bir
real-time PCR testinin rutin laboratuvar
uygulamalarinda tan1 amagh kullanim ig¢in

daha uygun olacagi diisiincesindeyiz. Bu
konuda en Onemli gayreti Avrupal
arastirmacilar  gostermislerdir; Aspergillus-
PCR testlerinin standardizasyonuna yonelik
ISHAM biinyesinde 2006 yilinda “European
Aspergillus  PCR  Initiative  (EAPCRI)”
calisma grubu olusturulmus ve son yillarda
testlerin standardizasyonuna yonelik Onemli
ilerlemeler kaydedilmistir.

Antifungal tedavi ekstraksiyon {izerinde etki
yapmasa da, fungal yiikii azaltarak yalanci
negatif PCR sonucuna yol agabilecegi, etkili
bir ekstraksiyon yontemi ve 6rnek miktarinin
arttirtlmas1  ile antifungalin test {izerine
etkisinin azaltilabilecegi bildirilmistir (17).
Caligmamizda antifungal kullanimi1 olmayan 6
epizodda in-house PCR pozitifligi saptanmaz
iken, tek antifungal kullanimi olan 40
epizodun 3’iinde, iki ve fizeri antifungal
kullanimi olan 32 epizodun 4’iinde PCR
pozitif olarak belirlenmistir. ~ Antifungal
kullanim1 ile PCR pozitifligi arasinda

istatistiksel ~ olarak anlamli  bir iligki
saptanmamustir (p=0.634).

Molekiiler  testlerin  rutin  kullanima
girebilmesi i¢in bu testlerin
standardizasyonunun saglanmasi,

duyarliliklarinin arttirilmasi ve iyi belirlenmis
hasta gruplari ile daha kapsamli ¢alismalarin
yapilmasi gerekmektedir. Cevre sartlarindan
daha az etkilenen, duyarlihgi ve Ozgilligi
yiiksek molekiiler yontemlerin gelistirilmesi
I[FE° nin  tamisma  6nemli  Katkilar
saglayacagindan, benzer aragtirmalarin gerekli
oldugu diisiiniilmektedir.
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