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FEBRIL NOTROPENILI HASTALARDA KANDIDAYA OZGUL TAQ-MAN
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OZET

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde izlenen, 3 giin antibakteriyel tedaviye yanit vermeyen, European Or-
ganisation for Research and Treatment of Cancer/Mycosis Study Group (EORTC/MSG) kriterlerine gore olast ve yiiksek ola-
silikli fungal infeksiyonu diisiiniilen febril notropenik hastalarda, Tag-Man Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (Taq-Man
PZR) ile Candida tiirlerinin varligi arastirilmistir. 2002-2004 yillar1 arasinda 33 hastadan, 8'i pediatrik olmak iizere 34 se-
rum ornegi alinmigstir. Tiim mantar tiirlerinde ortak olan 5.85 ve 28S rDNA"ya yonelik primerler ve tiim Candida tiirlerini
saptamaya yonelik probe (All-CAN-TET) kullamilmigtir. Serum ornekleri, primer ve SYBR Green I boyast kullanilarak ger-
cek zamanli PZR metodu ile tekrar edilmigtir.

Bu yontem ile sadece bir (% 2.9) rabdomiyosarkomlu ¢ocuk hastada Candida DNA's1 saptanmigtir. Hi¢ bir hastanin
kan kiiltiiriinde tireme olmamugtir.

Invaziv kandidozun tanisinda kiiltiir ve serolojik testler ile birlikte hastaligin erken doneminde yapilan Candida ozgiin
PZR testi prognoz ve tedavide yol gosterici olacaktir.

Anahtar sozciikler: Candida albicans, febril notropeni, polimeraz zincir reaksiyonu, Taqg-Man PZR

SUMMARY

The Value of Candida Specific Tag-Man PCR in Diagnosis of Invaziv Fungal Infections of Febrile
Neutropenic Patients

In the febrile neutropenic patients who were not responsive to antibiotic therapy for three days and suspicious of pro-
bable and high risk fungal infection were investigated for the presence of Candida spp. by Polimerase Chain Reaction (PCR)
according to European Organisation for Research and Treatment of Cancer/Mycosis Study Group (EORTC/MSG). Totally
34 serum samples (8 pediatric) from 33 febrile neutropenic patients followed in the University Hospital of Kocaeli University
were collected from 2002 to 2004. Candida DNA was investigated by Taq-Man PCR using common fungal primers that de-
tect 5.8S and 28s rtDNA and a probe (ALL CAN-TET) that detects all Candida spp. All serum samples were also studied by
real-time PCR using primer and SYBR Green I dye. Candida DNA was positive only in one (2.9 %) pediatric patient with
rabdomyosarcoma. There was no growth in blood cultures of patients. In the diagnosis of invasive candidiasis, Candida spe-
sific PCR tests which were carried out at early stages with culture and serologic tests will be helpful in prognosis and treat-
ment.
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GIRIS

Invaziv mantar infeksiyonlari, oOzellikle
transplant ve hematolojik kanser hastalar1 ol-
mak tizere 6nemli morbidite ve mortalite nede-
nidir. Invaziv mantar infeksiyonu etkeni olarak
notropenik hastalarda en sik Candida tirleri
gozlenmektedir®13). Invaziv Candida infeksi-
yonlarmin tanist kan kiiltiirti, serolojik olarak
Candida mannan antijenin gosterilmesi, histopa-
tolojik preperatlarda Candida'ya ait hif, psédohif
veya blastokonidiumlarin gortilmesi, radyolojik
olarak 6zgiil goriintiilerin saptanmasi ve klinik
bulgularin varlig1 ile konmaktadir. Candida tiir-
leri kan kiiltiirlerinin % 8-15'inden izole edil-
mektedir. Son yillarda, kiiltiirde tiretilemeyen
mantar infeksiyonu etkenlerinin molekiiler yon-
temler kullanilarak gosterilmesi 6nemli avantaj-
lar getirmistir.

Bu calismada, hastanemizde yatan invaziv
mantar infeksiyonu siiphesi olan febril nétrope-
nili hastalarda bir gercek zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi olan Tag-Man
PZR ile Candida DNA'simnin gosterilmesi amag-
lanmustir.

GEREC VE YONTEM

Olgular: Viicut 1s1s1 oral veya aksiller tek
sefer 38.3°C ve tistli veya bir saat siireyle 38°-
38.2°C aras1 olarak olgtilen ve notrofil diizeyi
500/mm3 altinda olan hastalar febril nétropenik
olarak kabul edilmistir. Calismaya alinan hasta-
lar European Organisation for Research and
Treatment of Cancer/Mycosis Study Group
(EORTC/MSG) rehberine gore siiflandirilmig-
tir@. Buna gore; en azindan bir konak kriteri ve
infeksiyon ile iliskili bir klinik kriteri (mikrobi-
yolojik kriter yok) olan hastalar olast veya dii-
siik olasilikli invaziv fungal infeksiyon (IFI) ola-
rak degerlendirilmistir. Bunlardan toplam 34
serum ornegi alinmistir. Kocaeli Universitesi
Etik Kurul Onay1 alinmigtir.

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi Cocuk Hematoloji-Onkoloji Servisi'nde
2002-2004 yillar1 arasinda izlenen, febril notro-
penik atak geciren ve antibiyotik tedavisine ya-
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nit vermeyen 7 hastadan, birinden iki olmak
iizere, 8 kan Ornegi alinmistir. Yedi hastamizin
3'inde akut lenfoblastik 16semi (ALL), 2'sinde
rabdomiyosarkom, birinde akut miyeloblastik
l6semi (AML), birinde non-Hodgkin lenfoma
tanist konmustur. Hastalarin ataklar1 sirasinda
sefepim, karbapenem ve seftazidim, gerektigin-
de glikopeptid ve antifungal kombinasyonlar1
uygulanmuistir.

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji
Servisinde 2002-2004 yillar1 arasinda izlenen
febril notropenik atak gegiren 26 hastadan kan
ornegi alinmistir. Hastalarin 20'sine hematolojik
malignensi, 6'sitna AML tanis1 konmustur. Yir-
mialt1 hastaya febril nétropeni atagi sirasinda
piperasilin/tazobaktam+amikasin, gerektigin-
de glikopeptid ve antifungal kombinasyonlar1
uygulanmusgtir.

Kan kiiltiirii: Ug giin antibiyotik tedavisi
sonunda, atesi halen diismeyen hastalardan an-
tifungal tedaviye baslamadan kan 6rnegi alina-
rak BACTEC (9050 B-D, Maryland, ABD) kan
kiltiir siselerine ekim yapilmistir. Alinan kanin
5 ml'si 15000 g'de 10 dak. santrifiij edilerek seru-
mu ayrilip ¢alisma yapilana kadar -80°C'de sak-
lanmistir. Hemolizli serum 6rnekleri ¢alisma di-
s1 birakilmustir.

DNA izolasyonu: Serumlardan ve pozitif
kontrollerden fenol/kloroform yontemi ile
DNA izolasyonu yapilmigtir!¥. Serum miktari-
na esit hacimde lizis tampon [6 M guanidyum
siyanat 50 mM Tris-HCl (pH:8), % 20 sarkosil, 5
M sodyum asetat] konularak 10 dak. kaynar su
banyosunda tutulmustur. Uzerine fenol kloro-
form/izoamil alkol konmus ve 10 dak. 14000
g'de santrifiije edilmistir. Daha sonra siiperna-
tant alinmis ve lizerine izopropanolol eklenerek
15 dak. oda 1s1sinda beklenmistir. Tekrar 10 dak.
14000 g'de santrifiij isleminden sonra siiperna-
tant atilmistir. Pelet tizerine % 70 alkolden 1 ml
konularak 5 dak. 14000 g'de santrifiije edilmis
ve stipernatant atilmistir. Pelet oda 1sisinda 5
dak. kurutularak 30 ul TE tamponu ile ¢oziil-
mustur .

Taq-Man PZR yontemi: Tiim mantar tiir-
lerinde ortak olan 5.8S ve 285 rDNA'ya yonelik
primerler ITS3 (5'GCATCGATGAAGAACG-
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CAGC-3") ve ITS4 (5'TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC-3)18) ve tiim Candida tiirlerini sapta-
maya yoOnelik prob AIl-CAN-TET (5'TET-AGG-
GCATGCCTGTTTGAGCGTC3'-P-TAMRA)(15)
kullanilarak Tag-Man PZR (Techne, Quantica)
yontemi ile Candida DNA's1 arastirilmigtir. Her
kuyucuga 5 pl 6rnek DNA'sy, 25 ul Tag-Man
PZR karisimi konmustur. Her reaksiyonda C.al-
bicans ATCC 90028, C.krusei ATCC 6258 ve C.pa-
rapsilosis ATCC 22019 suglar1 100 hiicre/ml'den,
10! hiicre/ml'e kadar seri sulandirilmis ve bu
sulandirimlardan izole edilen DNA'lar standart
olarak kullanilmustir. Saglikli kisilerin serumu-
na, kontrol suglarinin diliisyonlar: direkt olarak
konmustur. Her reaksiyonda negatif kontrol ek-
lenmistir. Tiim 6rnekler, primer ve SYBR-Green
I boyasi kullanilarak gercek zamanli PZR meto-
du ile tekrar calisilmistir. PZR sonuglart kan
kiiltiir sonuglari ile karsilastirilmistir.

BULGULAR

Calismamiza alinan hastalarin  34'4
EORTC/MSG rehberine gére olasi IFI olarak
degerlendirilmistir. Rabdomiyosarkomlu bir ¢o-
cuk hastada Tag-Man PZR ve SYBR-Green ile
gercek zamanli PZR yontemiyle Candida DNA's1
saptanmustir (% 2.9). Bu hastada mutlak nétrofil
sayis1 10/mm3 olarak bulunmus, akciger maye-
nesinde raller duyulmus ve Streptococcus pneumo-
nige bakteriyemisi saptanmistir. Hasta teikopla-
nin ve lipozomal amfoterisin-B tedavisi gorerek
sifa ile taburcu edilmistir. Tag-Man PZR ile kon-
trol suslarinin diltisyonlar1 direkt kondugunda
103 hiicre/ml'ye kadar porzitiflik gozlenirken,
DNA izolasyonu sonrasi 104 hiicre/ml'e diis-
mustur.

Hicbir hastanin kan kiiltiiriinde {ireme
saptanmamugtir.

TARTISMA

Invaziv mantar infeksiyonlari, bagisiklik
sistemi baskilanmig hastalarda morbidite ve
mortaliteyi arttirmaktadir. Bu nedenle, bu hasta
grubunda mantar infeksiyonlarinin erken tani
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ve tedavisi hayat kurtarici olmaktadir. Invaziv
mantar infeksiyonlariin etkeni olan mantarlar,
siklik sirasia gore Candida ve Aspergillus ve di-
morfik mantar tiirleridir. Invaziv mantar infek-
siyonlarinin tanisinda geleneksel yontemler
olan mikroskobik inceleme, kan kiiltiirii, antijen
veya antikor tayini gibi yontemler kullanilmak-
tadir412). Ayrica, biitiin infeksiyon hastaliklari-
nin tanisinda oldugu gibi mantar infeksiyonla-
rinda da molekiiler yontemler kullanilarak
onemli gelismeler kaydedilecegi vurgulanmis-
tir(D. Bununla birlikte, molekiiler yéntemler ge-
leneksel yontemleri tamamlayic teknikler ola-
rak kabul edilmektedir. Candida PZR yontemi
tan1 amagli olarak az sayida bazi tiniversite has-
tanelerimizde kullanilmaktadir.

1990'arin basindan itibaren, immunsiipre-
se hastalarda Candida infeksiyonlarin tanisinda
kullanilan molekiiler yontemler aragtirma labo-
ratuvarlarin deneyimi olarak sunulmaya bas-
lanmistir. Yapilan bir ¢alismada, pozitif kan
kiltiir siselerinde uygulanan PZR-EIA (Enzim
Immun Assay) yontemi ile Candida pozitifligi %
42.4 oraninda bulunmustur(1®. Hematolojik
maligniteli hastalarin febril nétropenik ataklar:
sirasinda alman serum oOrneklerinde restriksi-
yon enzim analizine dayanan PZR yontemi ile
% 43 oraninda Candida pozitifligi bulunmus-
tur(3). Bu yontemin yiiksek negatif prediktif
degeri bulunmustur (% 97.5). Baska bir ¢alisma-
da ise invaziv mantar infeksiyonu olan 36 hasta-
nin 214 serum orneginde % 14.9 oraninda Candi-
da gercek zamanli PZR pozitifligi (duyarlilig:
% 95, dzgiilligii % 97) bulunmustur(1”). Einsele
ve ark.® Candida ile kolonize olan hastalarda,
285 rRNA'ya yonelik molekiiler prob kullanila-
rak PZR ile % 1.5 oraninda pozitiflik saptamis-
lardir. Bu yontemin duyarliigr % 100, 6zgiillii-
gl % 98 olarak belirlenmistir. Ger¢ek zamanl
PZR yontemleri kisa siirede sonug vermesi ve
fungal yiikiin saptanmasi ile tedavinin izlenme-
si acisindan 6nemlidir(10). Ayrica gercek zaman-
1 PZR ile yapilan bir calismada Candida spp. i¢in
amplifikasyonun % 100 spesifik oldugu belirtil-
migtir®. Ulkemizde yapilan bir calismada ger-
¢ek zamanli PZR ile bagisiklik sistemi baskilan-
mis 50 hasta serumunun % 26'sinda fungal pa-
tojen pozitifligi saptanmistir®. Isik ve ark.?
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gercek zamanli PZR yontemi kullanarak SYBR-
Green I boyas: ile hastalarin % 25'inde DNA
miktarmin arttigini gozlemislerdir.

Calismamizda Candida'ya 6zgiin prob ve
mantarlara yonelik primerler ile Tag-Man PZR
yontemi calisildiktan sonra primerlerle SYBR-
Green I boyasi kullanilarak ornekler tekrar cali-
silmistir. Her iki yontemle de rabdomiyosar-
kom tanili febril notropenili bir (% 2.9) pediatrik
hastada pozitiflik bulunmustur. Calismamizda-
ki bu diisiik pozitiflik orani, belki hasta sayimi-
zin az olusu; hastalarimizdan dogru zamanda
ornek alinamamasi veya antifungal tedaviye er-
ken baslanmasi veya kiiltiir pozitifliginin olma-
mas1 nedeniyle olabilir. Ayrica hasta sayisini
arttirmak 6zellikle yiiksek olasilikli IFI hasta
grubunu calismaya almak bize yol gosterici ola-
caktir. Diistik pozitifligin bir baska nedeni de,
ornek olarak serumun tercih edilmesi olabilir.
Yapilan bir calismada, kandidemi tanisinda kul-
lanilacak klinik 6rnegin serum veya kan mi ola-
cagl konusunda farkli goriisler bulunmakta-
dir®. Buna gore, yapilan bazi calismalarda; tam
kan orneginde, hiicre iceren pelet hazirlanarak
mantar DNA'sinin arastirilmasimin daha duyar-
I oldugu gosterilmistir(®). Bunun diginda has-
tamizda ornek alinmasi sirasinda deriden kon-
taminasyon, laboratuvarda calisilan ortamda
kullanilan laboratuvar malzemelerinden dolay1
yalanc pozitiflik de s6z konusu olabilir. Morace
ve ark.(13'nin calismasinda bu oran % 25 olarak
bulunmusgtur. Bunun icin negatif kontrol sayisi-
n1 artirmak ve malzemeleri ultraviyoleye tut-
mak gereklidir.

Gilintimiizde molekiiler yontemlerin kul-
laniminda bazi standardizasyon sorunlar1 ya-
sanmaktadir. Bunlarin ilki uygulanan yontemin
dogrudan kendisinin zayif yonlerinden, digeri
ise Candida'min genom yapisindan kaynakla-
nir1D. Gergek zamanli PZR yontemi, ancak ta-
nisal molekiiler biyoloji laboratuvarinda yapila-
bilmektedir ve bu konuda egitim almis eleman-
lara gereksinim vardir. Ayrica, Okaryotlarda go-
rillen dogal rekombinasyonlardan dolay1 olu-
san allelik degiskenlikler sonucu ve Candida'la-
rin dimorfik yapida olmalarindan kaynaklanan
sorunlar vardir. Bunun yaninda gercek zamanl
PZR yontemi ile uyumlu olan gesitli ticari man-
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tar DNA izolasyon yontemleri vardir(1D.

Erken tan1 ve tedavinin prognoza etkisini
izlemek invaziv mantar infeksiyonu olan hasta-
larda hayat kurtaricidir. Taninin erken yapilma-
st sonucu toksik yan etkileri olabilen antifungal
tedaviye karar vermek daha gergekgi olacaktir.
Invaziv kandidozun tanisinda kiiltiir ve serolo-
jik testler ile birlikte hastaligin erken donemin-
de yapilan Candida 6zgiin PZR testi prognoz ve
tedavide yol gosterici olacaktir.
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