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III. OZET

FEBRIL NOTROPENiK HASTALARDA FUNGAL ETKENLERIN
VARLIGININ FARKLI MiKROBIiYOLOJIK YONTEMLERLE

ARASTIRILMASI
Dr.Ahu SONMEZ
Uzmanlik Tezi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Damismant: Dog. Dr. Fahriye EKSI
Mart-2014, 109 sayfa

Notropenik hastalarda fungal enfeksiyonlarin prognozu erken tani ile yakindan
iligkilidir. Bu g¢alismada febril ndtropenik hastalarda fungal etkenlerin arastirilmasi
amaglanmistir. Calismamiza Dahiliye Hematoloji Kliniginde Febril Notropeni tanisiyla
takip edilen hematolojik maligniteli, kemoterapdtik ilag kullanan 101 eriskin hasta (64’1
kadin, 37’si erkek) dahil edildi. Hastalardan en az bir en ¢ok bes olmak iizere, en fazla
199 atak boyunca gonderilen klinik 6rneklerde direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiir
yapildi. Bu hastalarin her ataginda, bir hafta i¢inde ardisik iki kere gonderilen serum
orneklerinde ELISA yontemi ile galaktomannan (GM) antijeni ve plazma drneklerinde
real-time PCR yontemi ile Aspergillus fumigatus ve Candida albicans DNA’s1
aragtirldi. Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Orgiiti/Mantar Calisma Grubu
siniflandirmasina gore takip edilen 199 atagin %1,5’u kesin invaziv aspergilloz (1A),
%4’{i kandidemi olmak iizere, toplam %3,5’u kesin invaziv fungal enfeksiyon (iFI),
%41 yiiksek olasilikli 1A, %41 diisiik olasilikli A olarak tanimlandi. Kalan %86,5’i
IF1 agisindan riskli bulunmadi. Kan kiiltiirii gonderilen 194 atagin %4.1’inde, kateter
kiltlirii gonderilen 12 atagin ise %25’inde Candida spp. lredi. GM antijen testinin
index degeri 0.5ng/ml olarak kabul edildiginde; GM antijeni %86.43 atak boyunca
negatif, %7.03 atakda bir pozitif, %5.52 atak da ardisik iki ve daha fazla pozitif, %1
atakda herhangi iki serumda pozitif bulundu. Hastalarin 199 atagindan %98.5’inde C.
albicans DNA’s1 saptanmazken, %]1’inde bir pozitif, %0.5’inde ardisik iki ve daha fazla
pozitiflik saptandi. Ataklarin %81.9’unda A. fumigatus PCR sonuglar1 negatif,
%16.08’inde bir pozitif, %1’inde herhangi iki serumda pozitif, %1 atakta ise ardisik
pozitiflik saptandi. Kesin IA olarak tanimlanan {i¢ hastanin, GM antijen testi her ii¢
hastada da ardisik pozitif bulundu. A. fumigatus PCR testleri ikisinde negatif, birinde
ardisik pozitif bulundu. Febril nétropenik hastalarda fungal etkenlerin saptanmasi i¢in
konvansiyonel, serolojik ve molekiiler yontemlerin birlikte kullanilmasi gerektigini
diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Febril nétropent, Invaziv fungal enfeksiyon, kiiltiir, GM, PCR



IV. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF FUNGAL AGENTS IN
FEBRILE NEUTROPENIC PATIENTS WITH DIFFERENT
MICROBILOGICAL METHODS

Research Asst. Dr. Ahu SONMEZ
Specialty Thesis, Department of Medical Microbiology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Fahriye EKSI
March-2014, 109 pages

The prognosis of fungal infections in neutropenic patients is closely associated
with early diagnosis. In this study it is aimed to investigate the fungal agents in febrile
neutropenic patients. 101 adult patients, (64 female, 37 male) followed as Febrile
Neutropeny diagnosis in Internal Medicine Hematology Polyclinic with hematological
malignancies and using chemotherapeutic drugs were included to the study. Direct
microscopic investigation and culture were performed in clinical samples during 199
episodes in patients. Galactomannan antigen (GM) was investigated with ELISA and
the DNA of Aspergillus fumigatus and Candida albicans was investigated with real-
time PCR in sequential serum samples sent in a week of all episodes of these patients.
Of the 199 episodes followed by European Organization for Research on Treatment of
Cancer/Mycoses Study Group a total of 5,5% was defined as absolute invasive fungal
infection (AFI), 4% was defined as higher probability 1A, 4% was defined lower
probaility that 1,5% of these are absolute invasive aspergillosis (IA), 4% of are
candidemy. The remaining 86,5% were not at higher risk for AFI. Candida spp was
proliferated in 4.1% of blood cultures (4.1%), and in 25% of catheter cultures. When
GM antigen test index accepted as 0.5ng/ml, GM antigen was found as negative in
86.43% of the episodes, found as one positive in 7.03% of the episodes, found as
sequential two or more positive in 5.52% of the episodes and found as positive in any
two serums in 1% of the episodes. While C.albicans DNA was not determined in 98.5%
of 199 episodes, one positivity in 1% and sequential two and more positiveness were
determined in 0.5% of the episodes. A4.fumigatus PCR results of the 81.9% of the
episodes determined as negative, 16.08% of the episodes determined as positive and
positivity were determined in any two serums in 1% of the episodes and sequential
positivity was determined in 1% of the episodes. GM antigen tests were found
sequential positive in all three patients diagnosed as definite IA. We think that
conventional, serological and molecular methods should be used for the detection of
fungal agents in febrile neutropenic patients.

Keywords: Febrile neutropeny, Invasive fungal infection, culture, PCR, GM
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1.GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde nétropenik hastalarda fungal enfeksiyonlar en 6nemli mortalite ve
morbidite sebepleri arasindadir (1,2). Hematolojik kanser/transplant vakalarinda
ozellikle uzun nétropeni siiresi, organ hasar1 ve dnceden fungal enfeksiyon ve/veya
kolonizasyon oykiisii olan yiiksek riskli hasta gruplarinda Invaziv fungal enfeksiyon
(IFT) gelisme riski %15-25°dir (3,4). Gelisen fungal enfeksiyonlarmn %90’nindan
cogunda Candida ve Aspergillus tirleri etkendir (5), ancak Trichosporon,
Pseudellescheria, Fusarium ve Scedosporium tirlerine bagli nadir goriilen fungal
enfeksiyonlarda da artis gézlenmektedir (6,7).

Notropenik hastalarda Candida enfeksiyonlarinda mortalite %50 (8,9) ve
Aspergillus  enfeksiyonlarda ise %100 (10,11) gibi  yiiksek diizeylerde
seyredebilmektedir. Daha 6nceki ¢aligmalarda ndtropenik hastalarda fungal enfeksiyon
tedavisi ne kadar erken baslanirsa prognozun da o kadar iyi olacagi gosterilmistir. Bu
sebeple bu enfeksiyonlarin erken tani ve tedavisi cok onem tasimaktadir. Giinlimiizde
IFI’lerin erken tanis1 agisindan bize yardimci olacak yeterli hassasiyet ve ozgiilliige
sahip oturmus bir tan1 yontemi heniiz yoktur (12). Tani, genelde klinik ve laboratuvar
bulgularinin birlestirilmesi esasina dayanir. Ancak klinik belirtiler cogunlukla 6zgiil
degildir ve baska hastaliklarla karisabilir (13,14). Tanida kullanilan direkt mikroskobi
ve kiiltiir yontemleri altin standart yontemler olup tanidaki 6nemini korumaktadir.
Ancak hematolojik malignitesi olan hastalarda klinik bulgularin belirgin olmamasi,
trombositopeni gibi nedenlerle invaziv tan1 yontemlerinin yeterince uygulanamamasi ve
kiiltiir sonuglar1 ¢ikana kadar gegen siire tedavide dnemli gecikmelere yol agmaktadir.
Bu nedenle erken tami igin gelistirilen testler Ozellikle kritik hastalarda tedavinin
yonlendirilmesi acisindan biiylik Onem tasimaktadir. Serolojik olarak mantar
antijenlerinin saptanmasi ve molekiiler yontemlerle niikleik asit arastirilmasi tanida

onemli gelismelere neden olmustur (15). Galaktomannan (GM) antijen testi, 1,3 B-D



Glukan (BDG) testi ve molekiiler Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) testleri iizerinde
en ¢ok calisilan yontemlerdir (12).

Bu calismada, IFI riski yiiksek febril ndtropenik hastalarda, direkt mikroskopi,
kiiltiir, GM antijen testi ve real-time PCR yontemlerini kullanarak fungal etkenlerin

aragtirtlmasi ve kullanilan yontemlerin irdelenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Febril Notropeni

Febril nétropeni; nétropenik bir hastada herhangi bir ¢evresel faktér olmaksizin
oral ates Ol¢iimiiniin 38.3°C’den daha yiiksek olmasidir. En az bir saat siire ile atesin
devam etmesi febril konum olarak adlandirilir (16,17). Genellikle nétrofil sayisinin
1000/mm3°den diisiik olmas1 notropeni olarak kabul edilir (18). Ulusal Febril Notropeni
Dernegi Calisma Gurubu’nun hazirladigi kilavuzda ise atesin oral veya aksiler olarak
bir kez 38.3°C’den yliksek veya 1 saat siire ile 38-38.2°C olmasi olarak tanimlanir.
Nétropeni ile nétrofil sayist 500/mm™’den az olmasi veya nétrofil diizeyi 500-1000/mm’
arasinda olup 48 saat i¢inde 500/mm’’iin altma diismesi beklenilen durumlar olarak
ifade edilmistir (19). Notropeni genellikle malign bir hastalik tedavisi sirasinda
kemoterapinin yan etkisine bagli ortaya cikar. Febril notrepenide farkli patojenler
enfeksiy6z komplikasyonlara neden olabilir.

Erken donemlerde siklikla enfeksiyonlardan sorumlu olan patojenler
bakterilerdir. Son 50-60 y1l i¢ersinde enfeksiyondan sorumlu bakterilerin yapisi farklilik
gostermistir. 1950-1960 yillarinda Staphylococcus aureus baglica patojen iken 1960’1
yillarin sonunda Gram negatif bakteriyel ajanlar (Escherichia coli, Klebsiella spp. ve
Pseudomonas spp.) febril nétropeniden sorumlu olmaya baslamistir. 1970-1990 yillari
arasinda ise yeniden Gram pozitif ajanlar ortaya ¢ikmaya baslamistir. 2000’11 yillardan
itibaren tekrar Gram negatif organizmalarin varliglr s6z konusudur (17). Gliniimiizde
febril notropeniden sorumlu olan baglica bakteriyel etkenler; Gram pozitif bakterilerden,
koagulaz-negatif stafilokok, S.aureus ve enterokoklar, Gram negatif bakterilerden ise E.
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. ve P.aeruginosa’dir. Leuconostoc spp.,
Corynebacterium jeikeum, Chryseobacterium meningosepticum, Capnocytophaga spp.,
Rhodococcus equi, Stomatococcus mucilaginosus ve Bacillus cereus febril nétropenik

hastalarda daha nadir olarak goriilen etkenlerdir. Candida ve Aspergillus gibi fungal



enfeksiyonlar notropeninin uzadigi daha ileri donemlerde gozlenir (20). FNH’larda en
stk goriilen viral etkenler DNA viriislerinden; Herpes Simplex Virlis (HSV), Varicella
Zoster Viris (VZV), Cytomegaloviris (CMV), Ebstein Barr viriis (EBV) ve
Adenoviriistiir. RNA viriislerinden ise, Influenza, Parainfluenza, Enterovirus, Hepatit A
(HAV) ve Respiratory Syncytial Virus (RSV)’diir. FNH’da paraziter etkenlerden

Toxoplasma gondii, Strongyloides stercoralis goriilebilir (21).

2.1.1. Notropenik hastalarda klinik 6zellikler

Febril notropenik hastalarin yarisinda gizli veya gosterilmis bir enfeksiyon
varlig1r s6z konusudur. Bakteriyemi sirasinda hastalarin en azindan yarisinda nétrofil
sayisi <100/mm®’diir. Genis spektrumlu antibiyotik kullanilan hastalarda funguslar
sekonder enfeksiyon nedeni olabilecegi gibi primer bir enfeksiyon olarak da ortaya
cikabilirler. Enfeksiyon kaynagi genellikle kemoterapiye sekonder mukozal hasar
olusan gastrointestinal sistemdir. Kateter varligi veya sik enjeksiyon nedeni ile deri
biitlinliigliniin bozulmas1 mikroorganizmalarin deri yolu ile viicuda girisine zemin
hazirlar. Ortaya c¢ikan enfeksiyon bolgeleri; kan dolagimi, gastrointestinal sistem
(enterokolit ve perirektal enfeksiyon), deri ve yumusak doku (damar, kateter giris
yerleri) ve solunum sistemidir (siniizit ve pnomoni). Febril nétropeni tanisi konulan
hasta, en kisa siirede enfeksiyon odaklar1 yoniinden degerlendirilmeli, enfeksiyon
etkenlerini ortaya ¢ikarmak i¢in mikrobiyolojik incelemeler yapilmalidir (17). Bu
hastalarda inflamasyona ait semptom ve bulgular geri planda olabilir. Hastalarda
inflamatuar cevabin olmamasi veya az olmasi enfeksiyonu saptamada giicliik yaratir. Bu
nedenle agiz, farinks, 6zafagus, akciger, perine, goz, deri ve damar kateteri gibi giris
yerleri ¢ok dikkatli bir sekilde degerlendirilmelidir. Hastalarda klinik ipug¢larinin az
olabilmesi nedeni ile mikrobiyolojik ve radyolojik tiim olanaklar kullanilmalidir.
Laboratuvar ¢alismalari, kan kiiltiirlerine ilave olarak mutlaka tam kan, serum kreatinin
seviyesi, kan {ire-nitrojen, transaminaz diizeylerini de igermelidir.

Enfeksiyon odag1 belli ise drnek Gram boyasi ile boyanarak incelenmelidir. Kan
kiltiirii periferik kan ve eger var ise kateterden alinmalidir. Ayrica her enfeksiyon

odagindan kiiltiir alinmahidir. Gerekirse bronkoalveloar lavaj (BAL) yapilmalidir.



Ozellikle antibakteriyel ve antifungal tedaviye cevap vermeyen hastalarda, viral kiiltiir
yada ELISA-PCR-immunfloresan yontemleri ile viral etkenler arastirilmalidir. Daha
sonra radyolojik islemlere gecilmelidir. Semptom olmasa da tiim hastalara akciger
grafisi ¢ekilmelidir. Toraks tomografisi akciger infiltrasyonlarinin tanisinda yardimei
olabilir (Indium-111 sintigrafisi baz1 hastalarda enfeksiyonu lokalize edebilir) (19).

FNH’da giderek artan oranda saptanan fungal enfeksiyonlar i¢in, uzamis
notropeni, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, steroid kullanimi, santral vendz
kateter, total parenteral beslenme ve hiicresel immiinitede bozukluk risk faktorlerini
olusturur (22).

IF1 febril nétropenik hastalarda morbidite ve mortalitenin en énemli nedenidir.
Aspergillus ve Candida tiirleri FNH’larda en sik rastlanilan mantar etkenleridir (23). Sik
karsilagilan klinik tablolar arasinda Candida tiirlerine bagl {ist gastrointestinal sistem
enfeksiyonlari, fungemi, kronik dissemine (hepatosplenik) kandidiyoz, fungal siniizit,
Aspergillus’a bagli pnémoni ve dissemine enfeksiyon sayilabilir Invaziv pulmoner
aspergilloz (IPA), aspergillozun en korkulan ve mortalitesi en yiiksek olan seklidir.
Balgam, idrar, digkr gibi klinik 6rneklerden izole edilen C.albicans’in klinik 6neminin
tartismali olmasia karsilik, tek bir kan Kkiiltiirinde Candida {iiretilmesi onemli bir
problem olarak degerlendirilir. En sik goriilen Candida tiirleri sirast ile C.albicans,
C.tropicalis, C.glabrata, C.parapisilosis’dir. Son yillarda C.krusei, C.lusitaniae,
C.utilis, C.dubliniensis ve C.gulliermondii gibi tiirler artan siklikta goriilmeye
baglanmistir. Daha nadir goriilen diger mantarlar Trichosporon  beigelii,
Blastoschizomyces capitatis, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula, Malassezia
furfur, Pseudoallescheria, Fusarium ve Alternaria’dir. Pneumocytis jirovecii

enfeksiyonu daha cok hiicresel yetersizlikte goriiliir (24,25).

2.1.2. Degerlendirme ve tam

Atesi olan notropenik hastada dncelikle, tam bir fizik muayene yapilmalidir. Bu
sekilde, daha sonraki izlemde fizik muayenedeki degisikliklerin degerlendirilmesi daha
kolay olur. Enfeksiyon odagi olabilecek periodontal alan, farenks, akcigerler, perine ve

antis, deri, kemik iligi aspirasyon bolgesi, gozdibi, damar i¢i kateter giris yerleri ve



tirnak g¢evresindeki dokular dikkatle incelenmelidir. Baslangigta her hastadan tam kan
sayimi, C-Reaktif Protein (CRP), transaminazlar, iire, kreatinin, sodyum ve potasyum
istenmelidir. Bu parametreler her {i¢ giinde bir tekrar edilmelidir. Her hastadan en az iki
ayr1 venden kan alinarak kan kiiltiirii yapilmalidir. Santral vendz kateter varsa, bir 6rnek
perifer venden, digeri ise kateterden alinmalidir. Kateter giris yerinde inflamasyon ve
akit1 varsa Gram boyama ve kiiltiir yapilmalidir. Ishali olan hastalarda oncelikle
Clostridium difficile toksini bakilmalidir. Diski kiiltiirti, ishali olan hastaya yapilmalidir.
Digski kiiltliriiniin  rutin olarak yapilmas1 tartismalhidir. Vankomisine direngli
Enterococcus (VRE) goriilme siklig1 fazla olan hastanelerde tasiyiciligi saptamak i¢in
onerilebilir. Uriner sistem ile ilgili bulgu ve semptomlari olan, idrar sondas1 bulunan
veya anormal idrar tahlil sonucu olan hastalarda idrar kiiltiiri yapilmalidir. Bu hasta
grubunda, idrar yolu enfeksiyonu olsa bile piyliri goriilmeyebilecegi akilda tutulmalidir.
FNH’larda Beyin Omurilik Sivist (BOS) incelemesi rutin olarak oOnerilmez. Ancak
santral sinir sistemi (SSS) ile iligkili enfeksiyon diisiintildiiginde yapilmalidir. Akciger
grafisi solunum sistemi ile ilgili bulgusu olan her hastaya g¢ekilmelidir. Semptomu
olmayan hastalarda da daha sonra gelisebilecek olan bulgularin veya ortaya ¢ikan
infiltrasyonlarin degerlendirilmesi i¢in elde bir akciger grafisinin bulunmasi yararlidir
(16). Atesi, tedavinin 5-7. giinii devam eden olgularda mutlaka yiiksek ¢oziiniirliiklii
bilgisayarli akciger tomografisi istenmelidir. Bu yontem akciger grafisi normal olan
FNH’mn en az %50’sinde pnémoni varligint gostermistir (26). Pndmonik infiltrasyonu
olan ve bir haftalik ampirik tedavi ile yanit alinamayan hastalarda BAL ve
Transbronsial biyopsi (TBB) yapilmalidir. BAL, ek oksijen destegi ile PaO, diizeyi
60mmHg’da tutulabilen, trombosit sayist 20000/mm’ iizerinde olan olgularda
uygulanabilir. Ilave olarak yutma gii¢liigii varsa 6zafagus endoskopisi ve biyopsisi, deri
dokiintiisli varsa mikrobiyolojik ve patolojik inceleme i¢in punch biyopsi yapilmali ve
siniizit yakinmalar1 varsa bilgisayarli tomografi c¢ekilmelidir (16). Fungal enfeksiyon
diisiiniilen olgularda doku tanis1 daha degerli olmakla birlikte Candida enfeksiyonu ve
aspergillozda BDG testi, aspergillozda GM testleri erken donemde tedavi agisindan yol
gosterici olabilir (27). Kan kiiltiirlerinde sonucun alinmasi i¢in 48-96 saat almasi febril
ndtropeni etkenlerinin  mikrobiyolojik tanisinda molekiiler yontemleri 6nemli bir
calisma alanmi haline getirmistir. PCR testi fungal enfeksiyon tanisinda kullanilmakla

beraber heniliz kullanilan primerler ve yontemler standardize edilememistir. Testin



pozitif olarak yorumlanmasi i¢in ardisik iki rnekte pozitiflik tespit edilmesi gerekirken,

negatif hastalifin diglanmasi acisindan 6nemli bulunmaktadir (28).

2.2. invaziv Mantar Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Notropenik hastalarda fungal enfeksiyonlar 6zellikle 1970’11 yillarda ve 1980’11
yillarin baginda dikkati cekmeye baslamustir. Invaziv aspergilloz (IA)’daki artista son
yillarda tanida kullanilan goriintiileme ve laboratuvar yontemlerinin gelismesinin de
pay1 vardir (29) Hematolojik kanser/transplant vakalarinda 6zellikle uzun nétropeni
siiresi, organ hasar1 ve dnceden fungal enfeksiyon ve/veya kolonizasyon Oykiisii olan
yiiksek riskli hasta gruplarinda IFI gelisme riski %15-25dir (3,4). Son birkac¢ yilda
saghik alaninda yapilan gelismeler ger¢ek patojenler ve firsat¢i organizmalarin
olusturdugu yasami tehdit eden enfeksiyonlarin sayisinda beklenmedik bir artig
olmasina yol agcmistir. Bu enfeksiyonlar risk altindaki popiilasyonun artmasina bagh
olarak giderek yayginlasmaktadir. Bu popiilasyonda AIDS’li hastalar, transplant
alicilari, kanser hastalar1 ve immiin baskilayici tedavi alan diger hastalar yer almaktadir.
Transplant yapilan veya malignite tedavisi alan hastalarda yogun ve geleneksel tedaviler
daha derin ve daha uzun siiren immiin yetmezlik durumu olusturmustur. Benzer sekilde
Yogun Bakim Uniteleri'nde (YBU) invaziv izlem ve agresif tedavilerin kullanima
girmesiyle yasami tehdit eden hastaligi bulunan hastalarin sag kalma oranlar1 artmistir.
Ote yandan bu gelismeler, fungal enfeksiyonlar bakimindan risk altindaki insan
sayisinda artis olmasina da katkida bulunmustur. Risk altindaki farkli gruplarda fungal
enfeksiyonlarin insidansinda belirgin degisiklikler yasanmasina yol acan diger
gelismeler, tedavi ve kemoprofilakside azol grubu antifungal ilaglarin artan kullanimi ve
ampirik tedavi i¢in amfoterisin B (AmB)’nin yaygin kullanimi olarak sayilabilir.
Aspergillus fumigatus ve Candida albicans gibi 1yi1 bilinen organizmalara bagl firsatci
mantar enfeksiyonlarinin prevalansinda artisa ek olarak, zararsiz saprofitler olarak
bilinen, gitgide artan sayida mantar da immiin yetmezlikli bireylerde ciddi veya
oldiiriicii enfeksiyon etkeni olarak bildirilmektedir. Ornegin, tinak ve kornea
enfeksiyonlarinin uzun zamandan beri bilinen bir etkeni olan Fusarium tiirlerinin

glinlimiizde notropenik kanser hastalarinda ve kok hiicre nakli alicilarinda 6liimciil



yaygin enfeksiyon etkeni oldugu gosterilmistir. Bu organizmalarin énemli patojenler
olduklarmin ortaya c¢ikmasi hem klinik bulgulart sik goriilen bir hastalik olan
aspergillozu taklit edebildiginden, hem de bu organizmalar, febril nétropenik hastalarda
mantar enfeksiyonundan siliphelenildiginde ampirik olarak kullanilan, AmB’ye
genellikle direngli oldugundan tani ve tedavide onemli sonuglar dogurmustur (30).
Firsatg1 mikozlara sebep olarak en iyi bilinen etkenler C.albicans, Cryptococcus
neoformans ve A.fumigatus’tur, pozitif mantar kiiltiirii saptanan hastalarda ilk sirada
Candida tiirleri daha sonra Aspergillus tirleri gelir (31,32). Endemik mikozlarin
prevalansinin da (Penicillium marneffei, Coccidioides immitis ve Histoplasma
capsulatum) endemik bolgelerdeki duyarl kisilerde ¢evresel maruziyete bagl olarak
hizla arttig1 bildirilmektedir (33). Ayrica yakin zamanda, bir bitki patojeni olarak
bilinen Valsa sordida’ nin bagisik engelli bir 16semi hastasinda fungal siniizite neden
olarak 6liime sebep oldugu yaymlanmistir (34). Bu organizmalar kateter iligkili fungemi
ve peritonit, lokalize enfeksiyonlar (akciger, cilt, paranazal siniisler gibi) ve kan yoluyla
yayilarak gelisen enfeksiyonlar gibi ¢esitli enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar. Bu
funguslarin birgcogunun 6nceden patojen olmadiklar1 bilinirken, glinlimiizde bagisikligi
baskilanmig hastalarda IFI etkeni olduklari bildirilmistir (31). Cok ¢esitli patojenler IFi
ile iligkili olabilmesine ragmen, Candida tilirleri gegmiste en sik sebep olan
organizmalardir. Bununla birlikte, Avrupa’daki IFi epidemiyolojisi son yillarda
Aspergillus tiirlerine kaymistir ve diger kiif mantarlar1 da gittikce 6nemi artan patojenler
haline gelmistir. 1990’lara kadar, kandidoz Avrupa’da immiin yetmezlikli hastalar
arasinda en sik goriilen IFI etkeniydi. O zamandan beri, 1A insidansindaki artistan da
anlagilabilecegi gibi, epidemiyolojide belirgin bir kayma olmustur (35,36). Aym
zamanda son yillarda predominant patojenik Candida tiirii de degismistir. 1990’larin
basinda C.albicans, Candida enfeksiyonlarinin 2/3’{inden sorumlu iken dekad sonunda
bu oran %50’ye inmistir ve C.krusei ve C.glabrata gibi diger tiirlerin oran1 artmistir
(37). C.glabrata ile iliskili mortalite oran1 %49 olarak saptanmistir (38). Bagisik engelli
fungemili hastalarla yapilan karsilastirmali bir ¢alismada C.krusei i¢in mortalite orani

%49 iken C.albicans i¢in %28 bulunmustur (39).



2.3. Mantarlarin Yapisi

Mantarlar bitkilerden farkli olup prokaryotlardan daha yiiksek organizasyon
gosteren Okaryot mikroorganizmalardir. Boyut olarak bakterilerden daha biiytiktiirler
(mayalar 3-10 um, kiifler morfolojilerinden dolay1 kesin olarak bilinmemekle beraber
mayalardan daha biiyiiktiir). Niikleuslar: bir zarla ¢evrili olup birden fazla kromozoma
ve nukleolusa sahiptir. Sitoplazma zarlarinda sterol bulunur, sitoplazmalarinda
mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi aygiti icerirler ve ribozomlar1 80S’tir.
Mantarlarin hiicre duvarlar1 glukan, mannan, kitin ve kitozan acisindan zengindir.
Klorofil igcermezler, heterotrofturlar, aerop ve fakiiltatif anaerop O6zellikli olabilirler
ancak ototrof ve zorunlu anaerop olan bir mantar tlirii heniiz bilinmemektedir. Bazi
mantarlar dimorfizm (¢ift bi¢imlilik) gosterirler; hem maya, hem de kiif seklinde

olabilirler (40).

2.3.1.Hiicre duvari

Mantar hiicre duvari, mantar hiicresinin ¢evreyle iliskisini saglarken hiicreyi
osmotik basingtaki degisiklikler ve diger ¢evresel streslere karst koruyan dinamik bir
yapidir (41). Hiicre duvarinin polisakkarit yapidan zengin ii¢ boyutlu bir yapisi vardir.
Calismalarda mantar hiicre duvarinin primer olarak kitin, glukanlar, mannanlar ve
glikoproteinlerden olustugu gosterilmistir. Mantar hiicre duvar1 esas olarak igerdigi
glukan, kitin, glikoprotein yapilarinin disinda, hiicre tiiriine gore degisiklik gdsteren
ilave mindr hiicre komponentleri de (melanin deriveleri, inorganik elementler, fosfatlar
ve aminopolisakkaritler) igerir. Hiicre duvarinda bulunan glikoproteinler, yaygin olarak
hem N- hem de O- bagli karbonhidratlarla degisiklige ugramistir ve ¢ogu durumda
glikozil-fosfotidil-inositol (GPI) baglar igerir. Glukan komponenti esas olarak uzun
lineer B 1,3 bagh glukozdan yani B-1,3 glukandan (B-glukan) olusur. Kitin, duvarin
glukan ve glikoprotein kisimlarina gore daha az miktarda yer alir ve -1,4 baglh rezidii
N-asetil glikozamin zincirlerinden meydana gelir. Glikoprotein, glukan ve Kkitin
komponentleri, hiicre duvar1 yapisinin temelini olusturan kompleks bir ag olusturmak

tizere siki ¢apraz baglarla bir arada olan komponentlerdir. Cogu mantarda hiicre
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duvarinin en merkezinde p-1-4 bagi ile kitine baglanan dalli, $-1,3 1,6 glukan (kor yap1)
bulunmaktadir. Bu yapisal merkez, farkli mantar tiirlerine bagh olarak farkl sekillerde
olabilir ve genellikle fibrilerdir, alkali uygulamasi sonrasi ortadan kalkan amorf bir yap1

icerisine gizlenmistir (42).

2.4. Mantarlarin Taksonomisi ve Simiflandirilmasi

Bakterilerin smiflandirilmasinda fizyolojik ve biyokimyasal o6zellikler baz
alinmasina ragmen, mantarlarin simiflandirilmasi biiyiik oranda goriiniimlerine dayanir.
Mantarlar mikroskobik yapida spor olusturarak iirerler. Ureme eseysiz (aseksiiel: yalniz
mitoz vardir) veya eseyli (seksiiel: mayozla, 6ncesinde iki hiicrenin ¢ekirdekleri birlesir)
yoldan olabilir. Eseyli sporlar, mantarlarin Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota
olarak siniflandirilmasinda esas teskil eder. Eseysiz form veya anamorfun, (eseyli seklin
veya telemorfun kayboldugu form) cevreye hizla yayilma konusunda, oldukga basarili
oldugu kanitlanmistir. Bu mantarlarin telemorf (eseyli) formlarinin yoklugunda bile,
anamorf formlarin1 (DNA sekanslarina dayanarak) Ascomycota ve Basidiomycota igine
yerlestirmek miimkiindiir. Gegmiste bu eseysiz mantarlar ‘Fungi Imperfecti’(yada
‘form-division Deuteromycota) adi altinda yapay bir grup igerisinde siniflandirilmis ve
eseysiz iireme yapilarinin morfolojik karakteristiklerine gore yapay ‘form-clas’lara
boliinmiistiir. Glinlimiizde, kesinlikle anamorfik oldugu diisiiniilen veya higbir
telemorfunun saptanmadigi bu mantarlar i¢in ayr1 bir resmi gruplama yapilmamaktadir.
T1ibbi 6nemi olan mantarlarin ana gruplarin1 gosteren basitlestirilmis taksonomik sema

Tablo 1°de gosterilmektedir (43).
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Tablo 1. Tibbi 6nemi olan mantarlarin taksonomik siniflandiriimasi (43).

Bolim: Zygomycota
Smf: Zygomycetes
Takim: Mucorales

Takim: Entomophthorales

Absidia, Rhizopus

Basidiobolus, Conidiobolus

Boliim: Basidiomycota
Smif: Basidiomycetes

Takim: Filobasidioles

Filobasidium, Filobasidiella (Cryptococcus tiirlerinin
teleomorflar)

Takim: Agaricales Schizophyllum
Boliim: Ascomycota

Smf: Archiascomycetes

Takim: Pneumocystidales Pneumocystis

Simif: Hemiascomycetes
Takim: Saccharomycetales

Smif: Euascomycetes
Takim: Onygenales

Takim: Eurotiales

Takim: Hypocreales
Takim: Microascales

Clavispora, Debaryomyces, Issatchenkia, Kluyveromyces
(Candida tiirlerinin teleomorflart); Saccharomyces

Arthroderma (Microsporum ve Trichopyton tiirlerinin
teleomorflar1) Ajellomyces (Blastomyces ve Histopasma
tiirlerinin teleomorflar)

Emericella, Eurotium, Neosartorya (Aspergillus tiirlerinin
telemorflari)

Gibberella, Nectria (Fusarium tlrlerinin teleomorflari)
Pseudallescheria (Scedosporium tiirlerinin teleomorflari)

Mantarlarin anatomik lokalizasyonlarina (ylizeyel, deri, deri alti ve sistemik)

gore yaptiklar hastaliklar ise asagidaki gibidir (44):

1)Yiizeyel mantar enfeksiyonlari
Malassezia furfur
Exophiala werneckii
Trichosporon beigelii
Piedraia hortae

2) Kutan6z mantar enfeksiyonlari
Microsporum tiirleri
Trichophyton tiirleri
Epidermophyton floccosum

3
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Candida albicans ve diger Candida tiirleri
3) Subkutan mantar enfeksiyonlari

Sporothrix schenckii

Phialophora verrucosum

Fonsecaea pedrosoi

Pseudallescheria boydii

Madurella mycetomatis

Alternaria, Scedosporium, Curvularia

Lacazia loboi

4) Sistemik mantar enfeksiyonlari

a) Gergek patojen mantarlar
Cocccidioides immitis
Histoplasma capsulatum
Blastomyces dermatitidis
Paracoccidioides dermatitidis

b) Firsat¢1 patojen mantarlar
Candida albicans ve diger Candida tiirleri
Cryptococcus neoformans
Aspergillus fumigatus ve diger Aspergillus tiirleri
Mucor, Rhizomucor, Rhizopus, Absidia tiirleri ve Zygomycetes
Fusarium
Geotrichum
Trichosporon

Pneumocystis jiroveci

2.5. Aspergillus Tiirleri

2.5.1. Taksonomi ve tarihce

Aspergillus’lar tim diinyada dogal ortamlarda yaygin olarak bulunan yaklasik
200 tiirden olusan bir cinstir (45). Aspergillus’larin primer olarak etken olduklari

enfeksiyonlar 19. yiizyilin ortalarindan itibaren bildirilmeye baglanmistir (46).
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Aspergillus’lar mantarlar (fungi, kingdom) aleminde Ascomycota boliimiiniin
Euoscomycetes siifinin Eurotiales takiminin Trichocomaceae ailesinde Emericella,
Eurotium ve Neosartorya telemorf formlar1 olan 200’e yakin tiir igeren bir genustur (47)
Genustaki tiirlerin ¢ok azi insanda enfeksiyon etkeni iken biiylik bolimii dogada,
toprakta ve ¢lirlimiis bitkiler iizerinde yaygin olarak bulunan saprofit etkenlerdir (48).
Ik kiiltiir izolasyonlar 1944 yilinda Culture Collection Unit, Northern Utilization
Research Branch laboratuarlarinda yapildi. Tiir tayininde kiiltiirel karakteristikler ve
detayli morfolojik yapilarmin goriilebildigi Czapek soliisyonu, arpa 6zlii agar ve misir
unlu agar kullanilmaya baslandi (49). insanda ilk aspergilloz olgusu, 1842 yilinda
tiiberkiiloz kavitesinde aspergillomu olan bir hastanm balgaminda bildirildi. Immiin

sistemi baskilanmis hastalarda goriilen IA ise ilk defa 1953 yilinda tanimland1 (46).

MANTARLAR ALEMIi

Basidiomycota
boliimii

Zygomycota
boliimii

A 4

Ascomycota
boliimii

Sinif:
Euoscomycetes

Alile:
Trichocomaceae

AT
AY

Emericella,

Eurotium,
Neosartorya

Sekil 1. Aspergillus cinsinin siniflandiriimasi

Aspergillus, ¢ok biiylik bir genustur ancak az sayida tiirii insan enfeksiyonlariyla

iliskili bulunmaktadir. Insanlarda en sik enfeksiyon etkenleri A.fumigatus, A.flavus,
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A.niger, A.nidulans ve A.terreus’dur. Bunun disinda uzamis ve derin immiin
yetmezlikle birlikte invaziv enfeksiyona neden olan daha nadir goriilen tiirler;
A.amstelodami, A.avenaceus, A.caesiellus, A.candidus, A.carneus, A.chevalieri,
A.clavatus, A.glaucus, A.granulosus, A.oryzae, A.quadrilineatus, A.restrictus, A.sydowi,

A.ustus, A.versicolor, A.wentii, Neosartorya fisherii’ dir (49).

2.5.2. Makroskobik yapisi

Aspergillus cinsi mantarlarin tiir tanimlanmasinda makroskobik 6zellikler
olduk¢a Onemlidir. Olusturduklar1 koloni rengi, biiylikliigii identifikasyonda yol
gosterici olup tiirlerin tanimlanmasinda kolaylik saglar. Koloni ylizeyleri baslangicta
kiiclik beyaz olup bir siire sonra tiirlere ve gelisme sartlarina gore sar1, yesil, kahverengi
veya siyah renge doniisiirler. Koloni rengi; mikroskopik komponentlerin (vegatatif hif,
konidial bas) ve diger yapilarin rengine bagli olusur. Ayrica koloninin rengi besiyerin
ylizeyinde ve altinda farkli olabilir. Genellikle kolonilerinin yilizeyi pudrali goriiniir.
Tiirlerin tanimlanmasinda biiyiime orani onemli karakteristik Ozelliktir. Boylece
standart sartlarda biiylime siirecinde belli zamanlardaki koloni boyutu 6nemli bir
ozelliktir. Koloni sinirlar1 kalin ve keskin siirli, ince ve diffiiz, diiz veya diizensiz

lobiiler, yiizeyel yada batik koloniler olabilir (45).

2.5.3. Aspergillus’larda mikroskobik morfoloji

Mikroskobik morfoloji, genelde tiim tiirlerde ayni olmakla birlikte bazilarinda
tiire 0zgili olup, identifikasyon i¢in anahtar rolii oynar (Tablo 2). Migelyum denilen iyi
gelismis dallanan septali hifalar1 vardir. Hifalar ince ya da kalin ve az ya da cok
sporlanabilirler. Hiicreleri cogu zaman ¢ok ¢ekirdeklidir. Micelyum faz; etkin lireme ve
bol konidiya liretimi ile uzama ve konidiofordan olusan fazdir. Konidiofor ise ayak
hiicresi denilen 6zellesmis hiicrelerden gelisir (45). Aspergillus’lar hif ve konidiyalari
yardimiyla seksiiel ve asekstiel tireme gosterirler. Telemorfik iireme fazini laboratuvar

ortaminda gostermek zor oldugu i¢in Aspergillus’lar genelde aseksiiel ireme fazindaki
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anamorfik yapilarimin (hif ve konidiya) Ozelliklerine gore tanimlanmaktadir (50).
Anamorfik tanimlama da 6nemli olan morfolojik yapilar sunlardir: Hif (filamant6z
uzantilar); duvarlar1 birbirine paralel, septali ve hiyalinlidir. Konidiya (spor); aseksiiel
evrede liremeyi saglayan yapidir. Tek hiicreli, bolmesiz, ylizeyi diizgiin, piirtiiklii,
dikensi, seffaf yada renkli olabilmektedir. Konidiyofor; konidiya tireten hiicreleri
tasiyan Ozellesmis yapiya konidiyofor (fertil hif) denilmektedir. Rengi ve yiizeyinin
diiz, tirtiklt olmas1 septali ve septasiz olmasi, konidiyofor uzunlugunun farkli olmasi
tiirden tiire farkliliklar gosterir. Vezikiil; konidiyoforun iist yarisindaki siskin bolim
olup Aspergillus cinsi igin tipik bir yapidir. Tiirlere gore yiizeyinin belli boliimiinden
konidiyum iiretimi saglayan fiyalid denilen hiicreler ¢ikar. Fiyalid; vezikiilii kismen
veya tamamen Orten dar boyunlu sisecik bicimindeki yapilardir. Fertil hif de denilir.
Vezikiile bitisik olan fiyalidlerin tek sirali (uniseriate) veya cift sirali (biseriate)
dizilimleri, tlirden tiire degisiklik gosterir. Sterigma; fiyalid yerine kullanilan bir baska
terminolojidir. Tek sira dizilimli yapilarda birincil sterigma (metula), ¢ift sira dizilimli
yapilarda ise ikincil sterigma, konidiya olusumunu saglamaktadir. Baz1 Aspergillus
tiirlerinde Hiille hiicreleri ve Ask keseleri gibi 6zel yapilara da rastlanmaktadir

(45,51,52).

Tablo 2. insanlarda en sik patojen olarak izole edilen Aspergillus tiirlerinde makroskobik
(koloni rengi) ve mikroskobik gdriintimleri (53).

) Makroskobik Goriniim Mikroskobik Goriiniim
Tiirler (Koloni rengi)
Yiizey Taban Konidiyofor Fiyalid Vezikiil
. . Kisa (<30um),
. Gri, mavi, Bronzdan - . Yuvarlak,
A.fumigatus . diiz, renksiz Tek siralt
yesil beyaza . kolumnar bag
veya yesil
. Saridan Renksiz, Tek sirali Yuvarlak,
A.flavus Sari-yesil kirmizi I o .
. plirtizlii veya iki siral1 | radiyal bag
kahverengiye
Uzun, diiz,
A.niger Siyah Beyazdan renksiz veya Iki sirali Yuyarlak,
sarlya . radiyal bag
kahverengimsi
Targin, Beyazdan Kisa (<30um), L Yuvarlak,
A.terreus . . " . 1ki siralt siki
kahverengi | kahverengiye | diiz, renksiz

kolumnar

Bagslangigta
beyaz, sonra Beyazdan . Yuvarlak,

. Uzun, diiz, L .
A.versicolor sarl1, bronz, sarlya veya . 1ki siralt dagmik
. renksiz .

soluk yesil kirmizi mor radiyal bag

veya pembe
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2.5.4. Tiir tanimi

Tanimlama da kullanilan 6zellikler sunlardir:
- Konidyal1 baglarin bigimi ve rengi
- Sterigmata (fiyalidler) sayis1
- Vezikiil bigimi
- Konidyoforlarin yapisi ve rengi
- Hiille hiicrelerinin bigimi

Tanim i¢in tarif edilmis standart besiyerleri Czapek Dox agar (%3 sukroz) ve
%2 Malt Oziitii agardir. A.glaucus ve A.restrictus gruplari gibi ozmofilik tiirler tanima
uygun gelisme ve konidya olusturmak icin yiiksek (%20-40) glukoz yogunluguna
gereksinim duyarlar (51,52).

Patojenik Aspergillus tiirleri genis kiiltlir 1s1larinda, birgok besiyerinde hizli ve
kolaylikla tirer. Nadiren kan kiiltiirlerinde de tireme olabilir. 37°C’de iireme ile
patojenik tiirler patojenik olmayanlardan ayrilabilir. 4.fumigatus termotoleran bir tiir
olup 55°C’ye kadar iireyebildigi gibi 70°C’ye kadar da canliligin1 koruyabilmektedir
(45).

2.5.5. Aspergillus tiirlerinin olusturdugu hastahklar

Onceleri ‘aspergillozis’ terimi, Aspergillus ile olusmus herhangi bir hastalig
veya kolonizasyonu tanimlamak i¢in kullanilirdi. Oysa giliniimiizde daha ¢ok invaziv
veya allerjik hastaliklar1 belirtmek i¢in kullanilmaktadir. Coklu organ tutulumu séz
konusu ise, “dissemine aspergillozis” adin1 alir. Aspergillom ise, akciger ve sinus
kavitelerinde meydana gelen mantar toplarini ifade etmektedir. Aspergillus tiirlerinin
normal veya immiin baskilanmis konakta yol actig1 hastaliklar su sekilde
siniflandirilmistir (54):

1. Normal konakta
A. Alerjik aspergillozis
a. Alerjik bronkopulmoner aspergillozis (ABPA)

b. Alerjik Aspergillus siniiziti, riniti veya astim
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c. Eksternal alerjik alveolitis/ hipersensitivite pndmonisi
B. Yiizeyel veya invaziv olmayan enfeksiyon
a. Pulmoner aspergillom
b. Siniis aspergillomu
C. Invaziv enfeksiyon
a. Otomikoz
b. Onikomikoz
c. Kutanoz aspergillozis
2. Doku zedelenmesi, cerrahi veya yabanci cisim iligkili
A. Keratit ve/veya endoftalmit
B. Kutan6z veya yumusak doku enfeksiyonu (yanik v.b.)
C. Cerrahi alan enfeksiyonu (protez kapak endokarditi, karaciger
transplantasyonu sonrasi yara enfeksiyonu, subdural ampiyem)
D. Yabanci cisimle iliskili enfeksiyon (katater, vaskiiler greft )
E. Aspergillom
F. Osteomyelit
G. Ampiyem/Plevral aspergillozis
H. Peritonit
3. Ozellikle immiinsistemi baskilanmis hastalarda
A. Primer kutandz aspergillozis veya mukoza aspergillozisi
B. Sinoorbital aspergillozis
C. Pulmoner aspergillozis
a. Akut invaziv
b. Kronik nekrotizan
c. Invaziv Aspergillus trekeobronsiti
D. Dissemine aspergillozis
E. Santral sinir sistemi aspergillozisi
F. Gastrointestinal enfarkt
Klinik orneklerden izole edilen herhangi bir Aspergillus tiriiniin patolojik
oneminin degerlendirilmesi, pozitif radyolojik bulgularla bile zordur. Ciinkii Aspergillus
tiirleri, rutin olarak solunum yolu, deri ve diger Orneklerden izole edilebilirler.

Aspergilozla ilgili en inandirict kanitlar biyopsi ile alinan akciger dokusu gibi, normalde
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steril olan yerlerden organizmanin izole edilmesi ve histopatolojik olarak
gosterilmesidir. Siniis dokusu, biyopsi Ornekleri, kalp kapaklari ve oftalmolojik
orneklerde  Tlretilebilirler.  Ayrica, operasyon sonrasi cerrahi yara  yeri
enfeksiyonlarindan da etken olarak izole edildikleri bildirilmistir (43,55). Astim, alerjik
siniizit ve alveolit gibi allerjik hastaliklar siirekli olarak Aspergillus konidyasi veya
antijenine maruz kalan insanlarda migel kolonizasyonu olmaksizin ortaya ¢ikar ve
bircok durumda hastalarin ¢evreden uzaklastirilmasi klinik olarak iyilesmeye yol acar.
Bunun tersine Allerjik Bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA), aspergilloma ve IA
enfeksiyonlar1 viicutta migel tiremesi ile iligkili sendromlar olup, ¢ogunlukla tedaviye

ihtiya¢ duyulmaktadir (56).

2.5.6. Patogenez

A.fumigatus, insan aspergilloz enfeksiyonlariin %90’indan izole edildigi i¢in
patogenez arastirmalarinda en ¢ok calisilan tiir olmustur. A.fumigatus ¢evresel karbon
ve nitrojen doniislimiinde onemli rol oynayan saprofit bir mantardir. Dogal olarak
organik yikintilar lizerinde, toprakta {irerler. Bu tiir, diilnyada yaygin olmamasina karsin
hava kaynakli konidiyumlu mantarlar arasinda en yaygin olamidir. Her konidiyal
baslikta binlerce konidiya olusturarak yogun bir bigimde sporlanmaktadir. Havaya
yayilan s6z konusu konidiyumlar akciger alveollerine ulasabilecek kadar kiigiiktiir (2-3
um) A.fumigatus konidiyasinin havaya yayilmasi ¢evresel sartlar ve gii¢lii hava akimina
baglidir. Konidiyalarin kii¢iik olma 6zellikleri, havaya yayildiktan sonra, ev i¢inde veya
ev disinda havada kalmalarini saglamaktadir. Cevresel arastirmalar, tiim insanlarin
giinliik olarak en az yiizlerce A.fumigatus konidiyasin1 inhale ettigini gostermektedir.
Dolayistyla, bir¢ok yatkinlik tasiyan hastada, diger organlara da yayilim goriilmesine
ragmen, hastalik predominant olarak akcigerlerde olugsmaktadir (56). Daha az siklikla
cerrahi yaralar (57), kontamine intravendz kateterler veya kontamine bandaj
uygulamalar1 gibi yollarla ciltten giris sonrasinda kutandz enfeksiyonlar
gelisebilmektedir (58). Bagisiklik sisteminin baskilanmasi sonrasinda inhale edilmis
olan konidiyum genisler, germinasyon sonrasi hif haline dontisiir. Akciger dokusundaki

germinasyonun inkiibasyon siiresi iki giin ile aylar arasinda degisebilir. Organizmanin
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37°C’de iireyebilme yetenegi ve tlireme hizi, etkenin patojenitesini ve olusan
enfeksiyonun ilerleme hizini belirleyici 6zellikler arasindadir. En hizli gelisen tiir

A.fumigatus olup besiyerine bagli olarak germinasyon 5-12 saat i¢inde baglar (59).

2.5.7. Konak savunmasi

2.5.7.1. Dogal immiinite

Aspergillus i¢in 6zgiil olmayan savunma faktorleri; anatomik bariyerler, mukus
tabakasi, silyalarin hareketi ve akciger siirfaktani, fagositik hiicrelerdir. Konidiyalara
karsi ilk hiicresel savunma makrofajlar tarafindan olur. Makrofajlar konidiyalari
Oldiirtirken ayni zamanda salgiladigr sitokin ve kemokinlerle hiicresel direncin
koordinasyonunu da saglar. Makrofajlardan kagan sismis konidiya ve hifler, nétrofiller
ve monositler tarafindan 6ldiiriilmektedir. Bunlarin disinda, trombositlerde Aspergillus
tiirlerine kars1 savunmada rol almaktadir. Hif yapilart komplemani hem alternatif hem
de klasik yoldan, konidiyumlar ise ¢ok zayif olarak alternatif yoldan aktive etmektedir
(56,60,61).

2.5.7.2. Kazanilms immiinite

[A’daki kazamlmis bagisik yanmitlar, Th aktivasyonunun iki  sekli
belirlemektedir. Thl yaniti, inflamatuar sitokinlerden IFNy, IL-2 ve IL-12’nin
tiretimlerinin artis1 ve antifungal effektor hiicrelerin (makrofaj ve PMNL) uyarilmasiyla
birliktelik gosterir. Th2 tipindeki yanit ise, genellikle minimal hiicresel cevap ile
iligkilidir, IL-4, IL-5 ve IL-10 iiretimini arttirir, antifungal effektor hiicre aktivitesinin
baskilanmasmma ve IFNy {retiminin azalmasma yol acar (56). Sonugta, diger
mantarlarda oldugu gibi Thl sitokinlerin liretimi koruyucu olarak goriiliirken, Th2

baskin yanitlar sergileyen konaklarda ilerleyen bir enfeksiyon gelismektedir (62).
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2.5.8. inokulum ve inkiibasyon siireci

IA gelismesi duyarli konagn yeterli inokulumla karsilasmasi sonras1 gelisir.
Enfekte edici inokulum miktarinin konaga bagli oldugu sdylenmektedir. Hastaligin
gelisme siiresi ise tam olarak agiklik kazanmamistir. Notropenik hastalarin birgcogunda
hastanede yatarken Aspergillus kolonizasyonu gelismekle beraber IA’un derin

notropeninin onikinci giinlinden 6nce baglamadigi belirtilmektedir (51).

2.5.9. Invaziv aspergillozis icin risk faktorleri

2.5.9.1. Olasi viriilans faktorleri

Aspergillus  tlrlerinin  hastalik  olusturabilmeleri i¢in, konak dokusuna
tutunmalarini, dokuya penetrasyonlarini ve Ozellikle fagositik hiicreler gibi savunma
elemanlarim1 etkisiz hale getirmelerini saglayan bazi Ozelliklere sahip olmalari

gerekmektedir (63).

Adezinler: Aspergillus konidiyumlar1 fibrinojen, laminin, kompleman, fibronektin,
albumin, immiinglobiilinler, kollajen ve siirfaktan gibi konakta dolasimda veya bazal
membrana bagli halde bulunan c¢esitli proteinlere baglanirlar (63). Bu baglanma 6zgiil
olmayan fizikokimyasal etkilesimlerle ve/veya 6zgiil reseptor-ligand iligkisi araciligiyla
olabilir (56,63). Konidiyumlarin komplemanla veya mannoz baglayan protein ve
stirfaktan gibi diger proteinlerle opsonizasyonu, konak savunmasinin mikroorganizmaya
kars1 etkinligini arttirabilir. Ancak A.fumigatus patojenitesinin artmasini saglayan bir

kompleman inhibitorii salgilar (59).

Pigmentler: Pigmentsiz sokak tipi A4.fumigatus suslarinin, yesil konidiyali susa gore
daha az patojen oldugu gosterilmistir. Dihidroksinaftalen melanin biyosentezinde rol
alan, poliketid sentaz1 kodlayan ALB1 ve sitalon dehidrataz1 kodlayan ARP1 olmak
iizere iki gen klonlanmistir. izojenik pigmentsiz mutantlarla yapilan galigmalarla sokak
tipi pigmentsiz suslardan elde edilen sonuglar uygunluk gostermistir. Beyaz A.fumigatus

konidiyasinin komplemana daha ¢ok baglandigi ve duvarinin daha gecirgen oldugu
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gosterilmigstir. Ancak hemen hemen tiim sokak tipi konidiyalarin yesil ve invaze edici
hiyalinler olmas1 dolayisiyla, bu sonuclarin hastalik kontrolii iizerinde pek fazla anlami
yoktur. Bunun disinda, steroid verilen farelere inokule edilen pigmentsiz konidiyalarin

IA olusturamadig goriilmiistiir (56).

Toksik Molekiiller: A4.fumigatus bir¢ok toksik sekonder molekiil olusturmaktadir. En
yogun olarak calisilanmi ise, epipolitiodioksopiperazin ailesine ait bir metabolit olan,
gliotoksindir. Akut olarak toksik olan bu bilesigin ayn1 zamanda bagigiklik sistemini
baskilayic1 6zelligi vardir (63). Bu 6zelliklerinden dolayi, kemik iligi nakli yapilan
hastalarda bagisiklik sistemini baskilamak i¢in kullanilmistir. Gliotoksin makrofaj
aracili fagositozu inhibe eder ve antifagositik 6zelliginden farkli bir mekanizmayla
makrofajlarda apopitozu indiikler. Ayrica T ve B hiicrelerinin aktivasyonunu ve
sitotoksik hiicrelerin olusumunu da bloke eder. (64). Aspergillus cinsi mantarlar 6zel bir
toksin sinifi olan ribotoksinleri iiretir. Ribotoksinler yaklasik 17 kDa biiytikliiglinde bir
protein sinifidir ve restriktosin, o sarkin ve mitogillin gibi {riinleri igerir. Restriktosin
A.fumigatus ve A.restrictus tarafindan iretilen ve {izerinde en yogun c¢alisilan
ribotoksindir. Okaryot ribozomlar1 iizerine nanomolar konsantrasyonlarda ¢ok toksik
etkili oldugu gosterilmistir. Gliotoksin, fumagillin ve restriktosin gibi metabolitlerin
bagisiklik sistemini baskilayarak mantar biiylimesini kolaylastirdigi diistiniilmektedir
(63). Baska bir toksik madde olan hemolizin ise eritrositlerin par¢alanmasindan
sorumludur (56). Bunlarin disinda A.flavus tarafindan olusturulan aflatoksinin bagisiklik
sistemini baskilayic1 ve karsinojenik etkisinin oldugu, fagositozu, hiicre i¢i dldiirmeyi
ve makrofajlar tarafindan olusturulan spontan siiperoksit iiretimini baskiladig: ileri

stiriilmiistiir (61).

Enzimler: Aspergillus tlirleri kendi besin maddelerini karsilayabilmek igin fosfataz,
peptidaz ve proteazlar gibi ¢ok ¢esitli hiicre dis1 enzimleri iiretme yetenegine sahiptirler.
(63). Proteazlar, proteinlerin peptid baglarin1 (CO-NH) kiran ve peptid veya serbest
aminoasitlerin olusmasina neden olan reaksiyonlar1 katalize ederler. 4.fumigatus’un iki
elastazi, bir serin proteazi ve metalloproteazi klonlanmis ve sekanslanmistir. Elastin
akciger dokusunun %28’ini olusturan ana yapisal bilesenlerinden biridir (59,64). Elastaz

ireten tiirlerin 48-96 saat i¢inde akciger dokularinda hifal gelisim gosterdigi ve alveol
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nekrozuna yol acarak hiicre oOlimiine neden oldugu gosterilmistir. Hiicre dis1
elastinolitik alkalin proteaz olan AFAlp’nin kollajen, fibrin, fibrinojen ve elastini
parcaladigi  gosterilmistir (63). Bir diger enzim grubu olan fosfolipazlar,
gliserofosfolipidlerde  bulunan baglar1  hidrolize ederler. Fosfolipidler hiicre
membraninin ana bilesenlerinden oldugundan doku invazyonu sirasinda fosfolipazlarla
parcalanirlar ve sonucta hiicre 6liimii gergeklesir. Yapilan ¢alismalarda A.fumigatus
izolatlarinin fosfolipaz A, B, C ve D salgiladiklar1 gosterilmistir. Fosfolipazlarin hepsi
37°C’de ekspresse edilmektedir (65). Ayrica A.fumigatus’ta li¢ katalaz ve iki siiperoksit
dismutaz bulunmustur. Bu maddeler mantar1 oksijen molekiiliiniin, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikallerinin ve fagositler tarafindan {iretilen diger serbest radikallerin

hasarindan koruyabilir (51).

2.5.9.2. Hastaya ait risk faktorleri

[A’da en onemli savunma mekanizmasi nétrofil fonksiyonu ve oksidatif
Oldiirmedir. Bu nedenle, Polimorfniikleer I6kositlerin (PMNL) disfonksiyonu olan
AIDS ve kronik graniilomatdz hastalik gibi hastaliklarda IA insidansi artmistir. Son
zamanlarda T hiicrelerin Aspergillus’a kars1 immiin yanittaki rolleri de belirginlesmeye
baslamistir. Notrofillerin uyarisiyla olusan yardimc1 T hiicre yaniti, 6zellikle Thl
fagositik aktiviteyi arttirarak mantar enfeksiyonun smirlandirilmasina yardimci olur.
Bunun yaninda Th2 aktivitesi, 6zellikle IL-4 ve IL-10 araciligiyla, makrofaj ve ndtrofil
aktivitesini baskilayarak invazyonun ilerlemesine yol agabilir. Bu nedenle dokudaki
Th1/Th2 hiicre oran1 Aspergillus enfeksiyonunun prognozunu degistirebilir (66).

Kortikosteroid kullammi IA  agisindan  6nemli  bir risk faktoriidiir.
Kortikosteroidlerin  Aspergillus un biiylimesini invitro sartlarda %30-40 hizlandirdigi
gosterilmistir. Bunun yaninda kortikosteroidler, makrofajlarin ve nétrofillerin antifungal
aktivitelerini bozar (67).

IA insidans1 degisik hasta gruplarinda farkliliklar gdsterir ve ndtropeninin
stiresiyle dogru orantili olarak artar (49). Hematolojik malignansilere veya aplastik
anemiye bagli uzamis nétropenisi olan, allojenik kok hiicre transplantasyonu veya

akciger transplantasyonu yapilmis olanlar, AIDS ve kronik graniilomatdz hastaligi
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olanlar, yanik hastalari, uzun siireli kortikosteroid kullananlar yiiksek risk grubunda yer
alir. Her gegcen giin immiin baskilayic1 tedavi uygulamasinin artmasiyla otoimmiin

hastalig1, multipl myelomu olan hastalarda da IA gériilmeye baslanmistir (66).

2.5.9.3. Cevreye ait risk faktorleri

Aspergillus, insanin yasam ortaminda bulunur. Saman yigmnlarinda spor
yogunlugu 10%/mm’’iin iizerindedir. Hastane ortaminda IA i¢in en 6nemli gevresel risk
faktorii havadaki spor yogunlugudur ve 1A gelisimi ile korele oldugu bulunmustur (68).
Spor yogunlugu mevsimsel olarak degistigi gibi, kontamine havalandirma sistemleri ve
hastane insaat1 sonucu da havadaki spor sayisi artar. IA genellikle nozokomiyal
enfeksiyon olarak kabul edilir, ancak ozellikle allojenik kok hiicre translantasyonu
sonrast ge¢ donemde, Graft versus host (GVH) hastaligmna bagl olarak gelisen 1A
olgularinda tan1 genellikle hastane disinda konur ve bu hastalarda enfeksiyonun kaynagi
tartismalidir  (69). IA’un inkiibasyon periyodu bilinmedigi icin bu hastalarin
enfeksiyonu nereden aldiklar1 saptanamaz. Epidemiler sirasinda genellikle havadan ve
kontamine oldugu disiliniilen ylizeylerden ornekler alinir, ancak kisa siireli spor
yayillimima yol agan kontaminasyon kaynaklari bilinmemektedir, bu da enfeksiyon
kontroliinii zorlagtirmaktadir (66). Enfeksiyon kaynaginin ve mikroorganizmanin giris
yerinin her zaman bilinememesi, Aspergillus suslarinin genetik ¢esitliliginin fazla
olmasi ve patojenite ile korelasyonunun saglanamamis olmasi, ¢evrede ayni anda bir
cok tipin bulunabilmesi ve bir hastanin birden fazla genotiple enfekte olabilmesi

nedeniyle IA’larin epidemiyolojisini calismak zordur (66 ).

2.5.10. iA simflandirmasi

Interscience Conference on Antimicrobial Agents’in (ICAAC) 1999 yilinda
yapilan Kongresinde, Belcika’daki Avrupa Kanser Arastirma Organizasyonu Invaziv
Fungal Infeksiyon Calisma Grubu (EORTC-IFICG) ile Bethesta Mantar Calisma Grubu
(NIAID-MSG) bir konsensus olusturmus ve IA tammlar standardize edilmistir.
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Hastalar kesin (proven), yiiksek olasilikli (probable), diisiik olasilikli (possible) olarak 3
grup seklinde tanimlanmistir (70). Daha sonra tani tekniklerinde ilerlemeler ve
tanimlamadaki gereklilikler nedeniyle siiflama revize edilmis ve 2003’den 2005 yilina
kadar siiren toplantilarla yeni bir siniflama protokolii olusturulmus, hastalar yine ig
grup seklinde tanimlanmis ama gruplarin kapsami degistirilmistir (71). EORTC/MSG

kriterlerinin son hali “hastalarin siniflandirilmasi” boliimiinde anlatilmistir.

2.6. Candida Enfeksiyonlar:
2.6.1. Taksonomi

Candida’larla ilgili ilk bilgiler Hippocrates’a kadar uzanmaktadir. Ilk olarak
1665’de Galen ve Peppy pamuk¢ugu gostermis, 1839°da Langenbeck afttan bir mantar
bulmus ancak bunu tifonun etkeni olarak bildirmistir. Pamuk¢ugun mantar yapisinda bir
etkene bagl oldugu 1841 yilinda Berg ve 1844 yilinda Bennet tarafindan ortaya
konulmus, bu mikroorganizmaya 1843 yilinda Rubin Oidium albicans adin1 vermis,
daha sonra 1890 yilinda Zaptin Monilia albicans ve en son Berkhout 1923 yilinda
Candida albicans adin1 kullanmistir (72,73). Candida’lar, Deuteromycetes (fungi
imperfecti) smifininin  Cryptococcales takiminda yer alir. Deuteromycetes simnifi

icerisinde seksiiel fazlar1 gézlenmemis mantarlar bulunmaktadir (73).

2.6.2. Mikrobiyolojik ozellikler

Candida’lar, ince duvarli, oval, kapsiilsiiz, hareketsiz, Gram-pozitif, 1-3x4-6 um
boyutlarinda, lateral tomurcuklanma ile aseksiiel olarak treyen, fakiiltatif anaerop
mayalardir. Maya formu disinda kiiltiir ve dokularda yalanci hif veya gercek hif
olusturabilirler (74). Yalanci hif, arka arkaya tomurcuklanan blastokonidiyumlarin
birbirinden ayrilmayip uzayarak ve aralarinda bogumlar olusturarak yaptiklar1 bir
hiicreler zinciridir. Candida tiirleri arasinda C.albicans ve ¢ok daha seyrek izole edilen
C.dubliniensis ve C.norvegensis gercek hifler de olusturabilirler (75). Gergek hifler ise

apikal uzant1 tarzinda, bélmeli ve diizglin kenarlhidir (74). Candida tiirleri, Sabouroud
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Dekstroz Agarda (SDA) ve kanli agarda oda 1sisinda (22-26°C) ve 37°C’de kolayca
treyebilirler. Kiiltiir icin alinan 6rnekler hem 26°C hem de 37°C’de ayr ayri inkiibe
edildiginde 37°C’de iirememe, saprofitligi ortaya koyan bir 0&zelliktir. Patojen
kandidalarin ¢ogu hem 26°C hem de 37°C’de iirerler. Uretildikleri ortamda neme
ihtiya¢ duyarlar (%30-40). En iyi tireme pH 4.5-5 arasindadir, ancak pH 3-7.5 arasinda
da iireyebilirler. Oda 1sisinda ve SDA besiyerinde 24-48 saatte krem renkli, opak,
diizgiin yiizeyli, 1-2 mm’lik tipik maya kokusu olan S tipi koloniler olustururlar.
Kandida kolonileri, S formundan R formuna kendiliginden doniisebilir. R tipi
kolonilerin olusumu daha ¢ok migellerin miktarinin artmasi ile ilgilidir. C.albicans
bazen ilk izolasyonlarda SDA’da burusuk koloniler olusturabilirler. Bunlar alt
kiiltiirlerinde S tipi kolonilere de doniisebilirler. C.albicans kanli agarda kisa, kenarlari
yildizs1 uzantilar1 olan koloniler olustururlar (72,74).

Candida’larin hiicre duvari, konak ile baslica etkilesimden sorumlu yapidir ve
cesitli molekiillerin i¢-dig ortamlar arasinda gecislerinde rolii vardir. Ayni1 zamanda
maya hiicresinin degisik yiizeylere tutunmasinda (adezyon) dogrudan gorev alir. Ayrica
mantarin maya veya hif formunun karakteristik seklinin korunmasindan sorumludur ve
hiicreyi osmotik, kimyasal ve fiziksel hasarlara kars1 korur (76,77). C.albicans’in hiicre
duvari, hiicrenin kuru agirhginin yaklasik %30’unu olusturur. Hiicre duvarmin ana
bilesenleri (%80-90) karbonhidratlardir. Proteinler (%6-25) ve lipidler (%1-7) mindr
duvar bilesenleri olarak bulunurlar. Karbonhidratlar ise baslica ili¢ temel polisakkarit
yapisinda bulunur: 1) proteinlerle kovalent olarak baglanmig mannoz veya mannan
polimerleri (mannoproteinler). 2) B-1,3 ve B-1,6 baglari iceren dallanmis glukoz
polimerleri olan [-glukanlar. 3) p-1,4 baglart iceren, dallanmamis N-asetil-D
glukozamin (GIcNAc) polimerlerinden olusan kitin (78).

Mikrofibriler polimerler olan [-glukanlar ve kitin, duvarin yapisal
komponentleridir. Hiicreye giiclii fiziksel 6zellikler saglayan sert iskeleti olugtururlar. -
glukanlar, hiicre duvart agirhiginin %47-60’1n1 olusturan ana bilesenidirler. Kitin ise
kiigiik (%0.6-9) ama 6nemli bir komponenttir (78). Diisiik kitin diizeyli mutantlarin,
osmotik olarak hassas oldugu ve anormal morfoloji gosterdigi tespit edilmistir (77). Ote
yandan mannan, yapisal polimerler olan -glukanlar ve kitinin i¢ine gomiildiikleri amorf
matriksi ve hiicre duvar1 karbonhidratlarinin %40’1mn1 olusturur. Bu karbonhidratlar

igcerisinde en 6nemlisi mannan olup, hiicre duvarinin major antijenik komponentidir ve
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mannoprotein yapisinda olan fimbriyalarin epitelyal hiicrelere baglanmada rolleri vardir
(78). Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalara gore Candida’larin hiicre duvari
elektron dansitesindeki farkliliga gore ayrilan ve degisik kalinlikta en az bes tabaka
icermektedir (75,79). Bu tabakalanma, hiicre duvar1 bilesenlerinin (B-glukan, kitin ve
mannan) her tabakada niteliksel olarak degil, nicelik olarak farkli oranlarda
bulunmasindan kaynaklanmaktadir (78,79). Maya hiicresi ve germ tiip (hif) hiicre
duvar1 kompozisyon olarak benzerdir, bununla birlikte rélatif miktarlart morfolojiye
bagl olarak degiskenlik gosterebilir (78). Ornegin, C.albicans hif hiicre duvarinda
mayadakinin ti¢ kati1 kitin bulunur (78,80). Hiicre membrani tasidigi ozmoenzimler
araciligr ile molekiillerin i¢ ve dis ortama gegisinde rol alir. Kitin sentetaz gibi, duvar
bilesenlerinin sentezinde rolii olan enzimler de membranda bulunurlar. Ayrica
C.albicans’ morfogenezi (maya-hif doniisiimii ve hifal u¢tan uzama) i¢in gerekli olan
sinyal iletiminde rol alan fosfolipaz C, adenilat siklaz, proteaz gibi enzimler de
membranda yer alirlar. Candida’larin  hiicre zarinda; fosfatidil kolin, fosfatidil
etanolamin, fosfatidil serin ve fosfatidil inozitol gibi fosfolipidler bulunur. Tim
mantarlarda oldugu gibi, Candida’larin da hiicre membraninda bulunan sterol, membran
lipidlerinin %20’sini olusturur. Steroliin %95°’1 ergosterol formundadir. Ergosterol,

antifungal ilaglar i¢in en 6nemli hedeftir (75).

2.6.3. Epidemiyoloji

Candida tirleri, oOzellikle C.albicans, normal niifusun yaklasik %20’sinin
kommensal florasinda (orofarenks, gastrointestinal sistem, vajen, deri) bulunur (81).
C.albicans, florada en sik bulunan tiir olmakla beraber deri florasinda diger tiirlere gore
daha az yer alir. Ayrica C.albicans ¢evrede de ender olarak bulunur. (75). Candida
tirleri, hafif seyreden, deri ve mukoz membranlar1 tutan yilizeyel enfeksiyonlardan,
hayat1 tehdit edici, invaziv, bircok sistemi tutan enfeksiyonlara kadar degisen bir
spektrumda klinik tablolara neden olur. Candida’nin ¢ogalmasi ve konak savunmasina
kars1 gelebilmesi i¢in bagisiklik sisteminde bazi degisikliklerin meydana gelmis olmasi
gerekir (82). C.albicans tiim kandidozlarda en sik goriilen etkendir. Ancak son yillarda

albicans dis1 tiirler de sistemik kandidoz olgularinda %46’lik bir oranda daha sik
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goriilmektedir. Kandidoz etkeni olarak albicans disi1 tiirlerin artmasi, genis etki alanl

antibiyotik ve antineoplastik ilaclarin kullanimi, damar i¢i kateterizasyon, nétropenik ve

immiinsuprese hastalarin sayica artmasi, flukonazoliin yaygin kullanimi ve ayrica

hastane ortaminda personelden bulagsmaya baglanmaktadir. Kandidoz i¢in predispozan

faktorler Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Kandidoz i¢in predispozan faktorler (83)

Kutanoz ve
mukozal kandidoz

Fizyolojik faktorler: Gebelik, ileri yas, bebeklik

Travmatik faktorler: Maserasyon, yanik, diger enfeksiyonlar
Hematolojik faktorler: Hiicresel immiin yetersizlik, AIDS
Endokrin faktorler: Diabtes mellitus

Iyatrojenik faktorler: Antibakteriyel kullanimi, dogum kontrol hapi

Iyatrojenik faktérler: immiinosupresyon, organ nakli, cerrahi, Steroid
tedavisi, sitotoksik ilaclar, antibakteriyel antibiyotikler, kateterler,
hiperalimantasyon, protez kalp kapagi

Sistemik kandidoz | Hematolojik faktorler: Kronik graniilomatdz hastalik, aplastik anemi,
agraniilositoz, 16semi, lenfoma
Diger faktorler: Malinite, malniitrisyon, travma, intravendz ilag
bagimlilig, periton diyalizi

. Hematolojik faktorler: Hiicresel immiin yetmezlik
Kronik . .. . .o . .
o Endokrin faktorler: Hipoparatiroidizm, demir metabolizmasi
mukokiitanoz
kandidoz bozukluklari
Diger faktorler: Timoma, heredite, A hipovitaminozu
2.6.4. Patogenez

Candida’lar insan organizmasi lizerinde 3 sekilde bulunabilirler:

1) Flora iiyesi olarak: Cesitli Candida tiirleri viicudun belirli bolgelerinde

yerleserek bu bolgelerde bulunan diger flora liyesi mikroorganizmalarla birlikte

denge halinde yasamlarimi siirdiiriirler. Bu denge bozulmadig: siirece hastalik

olusturmazlar.

2) Kolonize olarak: Uzun siire yiiksek dozda antibiyotik, kortikosteroid, immiin

sistemi baskilayic1 ila¢g kullanimi, ¢esitli kronik hastaliklar gibi hazirlayici

faktorlerin varligt sonucu viicudun belirli bolgelerinde az sayida bulunan

Candida’lar sayica ¢ogalarak o bolgeye yerlesirler. Bu duruma kolonizasyon adi

verilir.
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3) Enfeksiyon etkeni olarak: Viicudun belirli bdlgelerinde kolonize olan
Candida’lar, ya bulunduklar1 bolgede ya da gevreye yayilarak enfeksiyon
olustururlar (84). Candida’lar firsat¢1 enfeksiyon yapan mantarlardir (82,84).

2.6.5. Viriilans faktorleri

Adezyon: Candida’larin mukozal epitelyum ve endotel hiicrelerine yapigsmasi
kolonizasyonun da ilk agamasidir ve kandidozun ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir adimdir
(85). Candida’larin adezinleri, integrin analoglari (memelilerdeki CR-2 benzeri olan
C3d reseptorii ve CR-3 benzeri olan iC3b reseptorii), fibronektin reseptorii, adeziv
mannoproteinler (hiicre duvarinin en disinda mannoproteinlerden olusan radyal uzantili
fibriller), N-Acetylglucosamine baglayic1 protein, salgisal asit proteinaz, faktdr 6,
laminin reseptorii ve fibrinojen baglayan protein olarak tanimlanmaktadir (76).

C.albicans aderansi en fazla olan tiirdiir (76,85).

Dimorfizm: Bazi mantarlar, dimorfizm denen, biri kiif evresi digeri maya evresi olmak
lizere, en az iki yap1 Ozelligi gosterirler (86). Candida tiirleri igerisinde miselyum (kiif)
ireterek cogalabildigi bilinen tek tir C.albicans’tir (85). C.albicans, deri ve
mukozalarda kommensal olarak, patojen olmayan morfotipi olan maya hiicreleri
seklinde bulunur. Patojen morfotipe degisimine neden olan en onemli faktorler deri
biitiinliiglinliin bozulmasi, antibiyotik ve oral kontraseptiflerin kullanimina baglh olarak
vajen florasinin degismesi ve cesitli nedenlere bagli olarak konagin bagisiklik

sisteminin baskilanmasidir (87).

Fenotipik degisim: Fenotipik degisim, geri doniisiimlii olan, C.albicans suslarinda
spontan olarak siklikla gdzlenen bir olaydir. Iki sekilde olusabilir; a) Tipik olarak
C.albicans WO-1 susunda gozlenen, yuvarlak tomurcuklanan hiicrelerden olusan beyaz
kubbeli koloniden, biiyiik, uzun, asimetrik tomurcuklanan hiicrelerden olusan gri diiz
koloniye doniisiim, beyaz-opak (w-0) déniisiimii olarak adlandirilir ve 10 siklikta
olusur. b) Koloni morfolojisinde 10%-10* siklikta olusan degisim sonucu, diizgiin

(smooth), tiiylii (fuzzy), diizensiz (irregular), yildiz (star), halka (ring), noktali (stippled)
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ve sapka (hat) koloni morfolojileri ortaya ¢ikabilmektedir. Fenotipik degisimle ilgili
klinik agidan en 6nemli Ozellikler, bu degisimin antifungal ilaclara duyarliligi, konak
hiicreye adezyonu, antijeniteyi, aspartil proteinaz aktivitesinin diizeyini, ndotrofil ve

oksidanlara duyarlilig: etkiliyor olmasidir (75,85,87).

Slime faktor ve biyofilm olusturma: Ilk kez 1982’de Christensen tarafindan
Staphylococcus epidermidis i¢in tanimlanan slime faktorii protein, hekzoaminler, notral
sekerler ve fosforlu bilesikler gibi bir¢ok maddenin olusturdugu karisik bir yapidir. Bu
faktor %40 karbonhidrat ve %27 protein igeren glikokaliks yapisinda, hiicre dis1 bir
maddedir. Slime faktorii mikroorganizmalarin konak hiicreye ve yapay ylizeylere
adezyonundan sorumludur. Bu yiizeylerde fibrin, fibronektin ve slime faktorii ile bir
biyofilm tabakasi olusmakta ve bu biyofilmden olusan mikroorganizma g¢ogu kez
sepsise yol agmaktadir (88).

Tibbi gereclerin implantasyonundan sonra ilk olay, tiikriik, mukus, serum veya
kan gibi gereci ¢evreleyen farkli viicut sivilarindaki cesitli makromolekiillerin
(fibrinojen, fibronektin, kollajen ve laminin vb.) ylizey {lizerinde birikerek “conditioning
film- hazirlayict film” olusturmalaridir. Mikroorganizmalar genellikle ¢iplak gerecin
yiizeyine degil, bu film tabakasma tutunurlar. Ilk adezyon geri déniisiimlii gevsek bir
tutunma tarzindadir. Bu, ekzopolimer iiretimi ile siki bir tutunmaya doniisiir.
Ekzopolimerler, makromolekiillerin olusturdugu film tabakasini saran slime
(glikokaliks) tabakasini olusturur. Mikroorganizmalar, bu slime tabakasi iginde
cogalarak ve ekstraseliiler matriks salgilamaya devam ederek kalin bir film tabakasina
yol agarlar, buna biyofilm denir (89).

Biyofilm matriksinin yapisinda, oranlart Candida tiirtine gore farklilik
gostermekle birlikte, karbonhidrat, protein, heksozamin, fosfor ve uronik asit bulunur
(90). Farkli Candida tirlerinin, hatta farklt C.albicans suslarinin biyofilm olusturma
kapasiteleri farklidir. Bununla birlikte, biyofilm olusumu ile en ¢ok iliskilendirilen tiir
C.albicans’tir (91). Bircok c¢alisma Candida biyofilmlerinin klinik olarak 6nemli
antifungaller olan amfoterisin B, flukonazol, flusitozin, itrakonazol, ketokonazol,
nistatin, terbinafin ve yeni azollere (vorikonazol ve ravukonazol) direngli oldugunu

gostermistir (92). Bununla birlikte amfoterisin B (AMB)’nin lipid formiilasyonlari
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(lipozomal AMB ve AMB lipid kompleks) ve ekinokandinler (kaspofungin ve
mikafungin) biyofilme kars: etkili bulunmustur (89,92).

Salgisal aspartik proteinaz (Sap): C.albicans’in hiicre dis1 proteinaz enzimi ilk kez
1965 yilinda Staib tarafindan bulunmustur (93). Kimyasal o6zelliklerinden dolay1
salgisal asit proteinaz, karboksil proteinaz isimleri de kullanilir (75). Candida asit
proteinazi diisiik pH’ye ihtiya¢ duyar, fizyolojik pH, Candida proteinazinin aktivitesine
engel olur (93,94). Candida’nin asit proteinaz sekresyonu uygun glukoz
konsantrasyonuna baglidir. Glukozun, proteinazi indiikleyen kritik konsantrasyonu
tirler arasinda degisir. Diabetiklerin kandidoza tipik yatkinliginda, yiiksek glukoz
varhiginda fungal proteinazin indiiklenmesinin rolii oldugu distniiliir (93). Enzim,
C.albicans kokenlerinin ¢ogu tarafindan ve daha az oranda C.tropicalis ve
C.parapsilosis kokenlerince tretilir. C.kefyr, C.krusei, C.glabrata, C.guilliermondii ise
nadiren  salgillar  (75,95). Asit proteinazlarin, Candida’larin  mukozalara
kolonizasyonunun erken donemlerinde rol aldig1 gosterilmistir (85,94). Asit proteinazin
mayay1 konagin savunma sistemine karst koruduguna dair bulgular vardir. Proteinaz
salgilayan suglarin, fagositoza ve hiicre i¢i Oldiirmeye karsi daha diren¢li olduklar
gosterilmistir (94). Salgisal asit proteinaz enzim ailesi, 10 farkli gen tarafindan
kodlanmaktadir (SAP 1-10) (95,96). SAP gen ekspresyonunun mantarin mayadan hife
gecisi (dimorfizmi) ve fenotip degisimi ile iliskisi oldugu bulunmustur. SAP1, SAP2 ve
SAP3 genlerinin yalnizca maya hiicrelerinde, SAP4, SAP5 ve SAP6’nin ise hif
hiicrelerinde eksprese oldugu; SAP1’in C.albicans’in opak fenotipinde, SAP2 ve
SAP3’iin ise hem opak hem de beyaz fenotipte eksprese oldugu belirtilmistir (85).

Fosfolipaz: Fosfolipaz (PL) terimi, gliserofosfolipidlerdeki bir ya da daha fazla ester
bagini hidrolize etme yetenegi olan bir grup enzim i¢in kullanilir. Tiim fosfolipazlar
substrat olarak fosfolipidleri kullanmakla birlikte, her enzim spesifik bir ester bagina
etki eder (97). Nitekim fosfolipazlar, fosfolipid molekiiliindeki hedefleri olan spesifik
ester baglarina gére A, B, C ve D seklinde siniflandirilirlar (97) C.albicans tarafindan
salgilanan fosfolipazlar, epitelyal hiicre membranin1 pargalayarak ve hifal yapinin
sitoplazmaya girmesini saglayarak, kandidozdaki konak doku invazyonunda 6nemli bir

rol TUstlenir (98). Son zamanlarda albicans dis1 Candida tiirlerinin de fosfolipaz
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liretimini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Bununla birlikte, C.albicans’a kiyasla,
albicans dis1 tiirlerin salgiladig: fosfolipaz miktar1 belirgin derecede diisiiktiir. Ornegin,

C.krusei’nin fosfolipaz aktivitesi, C.albicans’inkinin yaklasik onda biri kadardir (97).

Esteraz: Esteraz aktivitesi, patojen Candida tiirlerinin biyotiplendirilmesi sirasinda
bulunmustur. Enzimin aktivitesi, yalnizca tek karbon kaynagi olarak Tween 80 ve diger
tweenleri igeren besiyerinde gozlenmektedir. Tween, polioksietilensorbitan
bilesiklerinin bir karigimidir (99). Tween opasite testinde besiyerinde opasite
gbzlenmesi hidrolizin gostergesidir ve Candida tiirlerinin lipolitik enzim iiretimi ile
iligkilidir. Serbest kalan yag asitleri besiyeri igerisinde bulunan kalsiyuma baglanirlar ve
olusan bu kompleks inokiilasyon bolgesinin etrafinda ¢oéziinmeyen kristaller olarak

gortliirler (100).

2.6.6. Candida tiirlerinin yaptig1 enfeksiyonlar

Candida tiirlerinin yapmis oldugu enfeksiyonlar agagidaki gibidir (101):

Hematojen enfeksiyonlar
1-Kandidemi
2-Endoftalmit
3-Vaskiiler katater iligkili enfeksiyonlar
4-Septik trombofilebit
5-Infektif endokardit
6-Artrit
7-Osteomiyelit
8-Menenjit
9-Piyelonefrit
10-Pulmoner kandidiyazis

11-Kronik dissemine kandidiyazis (Hepatosplenik kandidiyazis)
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Non hematojen enfeksiyonlar

A) Yiizeyel enfeksiyonlar
1-Kutan6z kandidiyazis
2-Orofaringial kandidiyazis
3-Vajinit

B) Derin yerlesimli enfeksiyonlar
1-Ozefageal kandidiyazis
2-Sistit
3-Peritonit

4-Trakeit/ bronsit

Kandidemi: Candida tiirleriyle gelisen nozokomiyal fungeminin hastanede yatis
stiresini ortalama 30 giin uzattig1 ve tek basmna %38 mortaliteye neden oldugu
gosterilmistir (102). Kandidemi igin <1 yas ve >65 yas grubunun, kanser hastalarinin,
diyabet hastalarinin ve santral vendz kateter (SVK) tasiyan hastalarin daha fazla risk
altinda oldugu belirlenmistir. Candida’larin kan dolagimina ulasmalar1 baslica
gastrointestinal sistem (GIS) mukozasindan, damar ici kateterler yoluyla, pyelonefrit
gibi lokalize enfeksiyon odagindan olmaktadir (103). Hastanede yatan hastada, hiicresel
bagisiklig1 baskilayan bir enfeksiyon veya travma ile birlikte genis spektrumlu
antibiyotik tedavisi, mukozal yiizeylerde Candida’nin asir1 ¢ogalmasimna neden olur.
Daha sonra nétrofil migrasyon ve mikrobisidal aktivitesinin baskilanmasi ve GIS
mukozasinin biitiinliigiiniin bozulmasi, enfeksiyonun yayilimiyla sonuglanir (103,104).
Ozelikle (santral vendz katater) SVK’li hastalarda, Candida’nin damar ici kateter
ylizeyinde kolonizasyonu da kan dolasimina onemli bir geg¢is yoludur. Caligmalar
gostermistir ki; kandidemi yoOniinden en riskli hastalar “immiin sistemi baskilanmis
hastalar” ve “yogun bakim {iinitesinde yatan hastalar” olmak iizere iki gruptur (103).
Nozokomiyal kandidemili hastalarda yapilan bir caligmada en giiclii risk faktorii olarak
uygulanan antibiyotik sayis1 saptanmustir. Ucten fazla antibiyotik alanlarda kandidemi
riski hi¢ antibiyotik almayan veya en fazla iki antibiyotik alanlara gore 12.5 kat ytliksek
bulunmustur. Aynmi c¢alismada kandan bagka viicut bolgelerinden Candida izole
edilmesi, hemodiyaliz ve “Hickmann” kateteri diger anlamli risk faktorleri olarak

saptanmustir (104).
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Kandidemi etyolojisinde en sik etken olan C.albicans’tir. Ikinci sirada ABD’de
C.glabrata yer alirken, Avrupa’da C.tropicalis veya C.parapsilosis etken olmaktadir.
C.glabrata flukonazoliin profilakside kullanildig1 hastalarda ve yaslilarda artan siklikta
goriilmekte ve bu tiire bagli enfeksiyonlar daha agir ve Oliimciil seyretmektedir.
C.parapsilosis daha ¢ok deri ve mukozadan kaynaklanan kandidemiye yol agmaktadir.
C.tropicalis kandidemileri daha ¢ok notropenisi ve mukoziti olan, 6zellikle flukonazol
profilaksisi almamis olan hastalarda goriilmektedir. C.krusei’ye bagl kandidemiler daha
cok hematolojik malignitesi olanlarda ve/veya kemik iligi ve kan alicilarinda, 6zellikle

flukonazol profilaksisi uygulanan hastalarda goriiliir (103).

Kandidiiri: Candida tirleri icin {iriner sistem kolonizasyonunu, enfeksiyondan
ayiracak basit bir yontem yoktur. Hastanin risk faktorlerini bulundurmasi, semptom ve
fizik muayenede bulgularinin olmamasi ve laboratuvar incelemesinde 1okositozun
bulunmamasi alt iiriner sistem kolonizasyonunu diisiindiiriir. Bakteriyel iiriner sistem
enfeksiyonunda piyiiri varlig1r ve kantitatif idrar analizi kolonizasyon ile enfeksiyon
arasindaki farki ortaya koymasina karsi, piyliri ve lokositoz gibi enfeksiyonu
diisiindiiren bulgular kandidiirinin enfeksiyon tanisinda agik tani kriterleri degildir. Idrar
sedimentinde psodohiflerin varligi veya yoklugu da problemi ¢6zmede yararl
olmamuistir. Idrarda kandida kiiltiirlerinde, kanl1 agar ve SDA gibi ¢esitli besiyerlerinde
iiretilen kandidalarin koloni sayis1 konusu da tartismali olmakla beraber tek Kateter
orneginde veya diizglin alinan orta akim idrarinda 10.000 CFU/ml asan Candida

sayilarinin bobrek enfeksiyonunda 6nemli oldugu gosterilmistir (105,106).

2.7. Cryptococcus Cinsi

Cryptococcus cinsi ¢ok sayida tiir icerir bunlardan bazilari; C.neoformans,
C.albidus, C.laurentii, C.luteolus, C.terreus, C.uniguttulatus. Bunlar arasinda tek insan
patojeni olarak kabul edilen C.neoformans’tir, ancak C.albidus ve son zamanlarda
tanimlanan C.adeliensis’de olmak iizere birkac diger tiir, ender de olsa, ileri derece de
diiskiin hastalarda etken olarak saptanmistir. Cryptococcus, sekli yuvarlaktan ovale

kadar degisebilen maya benzeri bir mantardir. Biiyiikliigii degisken olup ¢ap1 3,5-8 um
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veya daha fazladir. Tek tomurcuklanma gosterir ve yavru hiicre ana hiicreden dar bir
boyunla ayrilir. Bazen birden ¢ok tomurcuklanma ve yalanci hif olusumu gosterebilir.
Karakteristik olarak polisakkarit (galaktoksilomannan) bir kapsiilii vardir; kokene ve
kullanilan besiyerine bagli olarak kapsiil, hiicre ¢evresinde, genisle c¢ok zor
goriilebilecek bir incelik arasinda degisebilen capta ve agik renkte bir alan olarak
saptanir. Cini miirekkebi ile yapilan direkt preparasyonlarda veya polisakkariti saptama
amaciyla miisikarmin ile boyanmis doku preparasyonlarinda kapsiil kolaylikla
goriilebilir. Kapsiil maddesinden 6tiirii, kolonileri tipik olarak mukoid olup zamanla
kuru ve mat bir goriiniim alirlar. Cok ince kapsiillii kdkenler, Candida kolonilerine
benzer goriinimde olabilirler. Cinsin tiim iiyeleri iireaz olusturur, ¢esitli
karbonhidratlar1 kullanir ve nonfermentatiftirler (43). C.neoformans, 6nemli insan
patojeni mantarlar arasinda, Heterobasidiomycetes sinifindan bir maya olarak identifiye
edilen ilk mantardir. C.neoformans’n belirlenmis en az bes serotipi vardir: A, B, C, D
ve hibrid bir serotip olan A/D. A ve D serotipleri telemorfik evre olan Filobasidiella
neoformans olustururken, B ve C serotipleri ise baslangicta Filobasidiella bacillispora
olarak tanimlanmis telemorfik evreyi olustururlar. A ve D serotipleri bagisikligi
bozulmus bireylerde hastalik yapmalar1 nedeniyle firsat¢ci patojenler iken, B ve C
serotipleri ise bagisikligi saglam bireylerde hastalik olusturmalart nedeniyle primer
patojenlerdir.  Serotipler standart laboratuar testleri ile ayirt edilemezler.
C.neoformans’in farkli serotiplerinin epidemiyolojileride farklidir. C.neoformans var.
grubii ve C.neoformans var. neoformans (sirasiyla A ve D serotipleri ) tiim diinyada
yaygin olan serotiplerdir. C.neoformans’in ¢evreden ilk izolasyonu, 19.ylizyilin
sonlarinda Sanfelice’nin mayay1 seftali suyunda saptamasi ile olmustur. Bu tarihten
sonra, C.neoformans var. grubii ve C.neoformans var. neoformans’n en sik olarak kuru
giivercin (ve diger kus) diskist ve bu diski ile kontamine toprakla iliskili oldugu
bulunmustur. Primer kriptokok enfeksiyonu, mantarin solunum yolundan akcigerlere
girmesiyle baglar. Bunun ardindan, genellikle enfeksiyon kan yolu ile beyin ve
meninkslere yayilir. Deri, kemik ve eklemlere de yayilim olabilir. Insan bagisik
yetmezlik virlisii (HIV) enfeksiyonu olmayan kisilerdeki kriptokokkoz, ozellikle de
kriptokok menenjiti; lupus eritamatozus, sarkoidoz, losemi, lenfoma ve Cushing
sendromu gibi altta yatan bir hastalik varliginda ortaya ¢ikar. Kriptokokkoz, AIDS
hastalarinin yaklasik %45°1 i¢in AIDS’i ilk tanimlayan hastalik olarak bildirilmistir.
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AIDS’de goriilen kriptokok menenjitinde, kriptokok antijen titrelerinin saptanmasi ile
kan ve beyin omurilik sivis1 (BOS) kiiltiirlerinin yapilmasi taninin konulmasinda yararl
olmaktadir. Cryptococcus tiirlerinin tiimii nonfermentatif aeroblardir. Tiirlerin ayrimi
cesitli karbonhidratlarin asimilasyonu ve KNOs; indirgenmesine gore yapilir. Fikse
edilmis dokuda ayirimi Fontana-Masson boyasi ile yapilabilir. Bu boya hiicre
duvarindaki melanin prekiirsorlerini saptar. Miisikarmin boyasida kapsiilii boyar ve
boylece Cryptococus tirlerinin benzer morfolojiye sahip mayalardan ayriminda

yardimci olur (43).

2.8. Fusarium Tirleri

Fusarium tiirleri insan ve hayvanlarda enfeksiyon ve toksikoz olusturabilen,
karmagsik yapili toprak saprofiti ve fakiiltatif bitki patojenidirler. Insanlarda gozlenen
enfeksiyonlarin en sik karsilasilan etkeni  F.solani’dir. Ancak F.oxysporum,
F.moniliforme,  F.verticillioides,  F.proliferatum,  F.napiforme,  F.nygamai,
F.subglutinans ve F.sacchari gibi diger Fusarium tiirleri de enfeksiyon etkeni olabilir.
F.solani mantar keratitinin en yaygin nedenidir. Fusarium tiirleri tarafindan olusturulan
ve insanlarda hastalifa neden olan cok sayida toksin ve metabolit vardir. Ozellikle
kontamine olmus gida {riinlerinin tiiketilmesiyle hastalik olusturur. Fusarium’un
olusturdugu invaziv enfeksiyon sik goriilmemesine karsin, hematolojik kanserli
notropenik hastalarda, solid organ transplant alicilarinda ve allojenik kemik iligi
alicilarinda yaygin enfeksiyon insidansinin arttigi goriilmektedir. Bu hastalarda
prognozun kotli sonuglanmasiyla iligkili en 6nemli faktorler, kalict seyreden ndtropeni
ve kortikosteroid kullanimidir. Solunum yolu, gida ve travmatik inokiilasyon One
stirilmesine ragmen, invaziv enfeksiyon geligsmis bir ¢ok olguda giris yolu bilinmez.
Bazi hastalarda enfeksiyon onikomikozun ardindan gelisebilir ve siklikla da seliilit ile
iliskilidir. Bagisiklik yetmezIligi olan hastalarda, hastane su sistemi de bir enfeksiyon
kaynag olarak bildirilmistir. Hastalik keratit, onikomikoz, yanik, nekrotik deri dokusu
ve ilserlerin kolonizasyonu, siniizit, migetom dahil derin doku enfeksiyonu,
endoftalmit, peritonit, endokardit, osteomiyelit, artrit, deri alt1 ve beyin abseleri seklinde

kendini gosterebilir. Yayilim gostermis Fusarium enfeksiyonlarinin sik goriilen klinik
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bulgular1 deri lezyonlari, fungemi, rinoserebral tutulum, pnémoni veya bunlarin
kombinasyonlaridir. Deri lezyonlarmimn biyopsisi tamida yardimci olabilir. Invaziv
Aspergillozlu olgularda, Aspergillus tiirlerinin kan kiiltiirlerinde diisiik oranda izole
edilmesinin aksine, yayilim gosteren Fusarium enfeksiyonunda kandan yliksek bir
izolasyon orani (%60) vardir. Direkt incelemede, Fusarium tiirlerinin hifleri; biiytiklik
(3-6 um), septum olusumu, dallanma tarzi ve damar invazyonuna egilim gostermeleri
bakimindan Aspergillus, Paecilomyces veya Scedosporium tiirlerine benzer. Hifler, hem
invaziv Aspergillozda yaygin bir sekilde goriildiigii gibi birbirine esit kalinlikta ikiye
dallanma (45°’lik agiyla dallanarak ) hem de dik aciyla dallanma sergilerler. Fiyalitlerin
yanisira mikrokonidyumlar, nadiren makrokonidyumlar ve tomurcuklanan hiicreler kan
damarlarinin =~ limenlerinde  veya  oksijenlenen  dokularda  bulunabilirler.
Immiinohistokimyasal yontemler bazi hiyalen kiiflerin olusturdugu enfeksiyonlarin
ayiriminda yardimci olabilirler, fakat capraz reaksiyon sorun olusturur, bu nedenle
serolojik testlerin kullanimi yaygin degildir. Kesin tani i¢in mantarin izolasyon ve

identifikasyonunun yanisira, mantar elemanlarinin dokuda gosterilmesi gerekir (43).

2.9. Hastalarm Simiflandirilmasi

IF’li hastalarin komplike olmasi, tanilarmin ayni sekilde karmagsik olmast,
caligmalara degisik hasta gruplari alinmasi ve verilerinin toplanmasindaki giicliikler
nedeniyle 2000 yilinda Avrupa’dan bir grup ve ABD’den bir grup bir araya gelerek
klinik arastirmalarda ortak bir dil konusulmasini saglamak i¢in bir uzlasma metni
olusturmaya karar verdiler. Avrupa tarafint EORTC (Avrupa Kanser Arastirma ve
Tedavi Organizasyonu), ABD tarafin1 ise MSG (Mikoz Calisma Grubu) olusturmakta
idi. Cesitli toplantilarin ardindan 2002 yilinda EORTC/MSG Invazif Fungal
Infeksiyonlar Tanimlar1 yaymland: (70). Bu tanimlar ya da bu kilavuz 2008 yilinda
yenilendi (71). Ilk kilavuz ile son kilavuz arasinda en 6nemli farklar, ilk kilavuz
hematolojik kanser ve kok hiicre nakli ile ilgili iken, son kilavuzda buna solid tiimor ve

immunsupresse hastalar da eklenmistir. Son kilavuzda, stipheli fungal enfeksiyon tanimi1
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daraltilirken, olas1 fungal enfeksiyon tanimi genisletilmistir. Ates bir host faktorii
olmaktan ¢ikmis, radyolojik bulgular genisletilmistir. Bu uzlagsma metnine goére invaziv
fungal enfeksiyon olasiligini arttiran durumlar 3 alt baslikta incelenmektedir:
1. Host (konaker1) faktorleri
2. Klinik faktorler
3. Mikrobiyolojik faktorler.
Konak faktorleri:
- 10 giinden fazla devam eden <500/mm?’ nétropeni
- Kortikosteroid kullanimi (3 haftadan fazla)
- Immiinsupresif ajan kullanim1 (90 giin igerisinde)
- Herhangi bir immiin yetmezlik hastalig1 olmasi
- KIT uygulanmasi
Klinik faktorler:

- Alt solunum yolu enfeksiyonu ( Radyolojik olarak, halo sign bulunan ya
da bulunmayan 1iyi sinirli mantarla uyumlu dens alan, air cresent bulgusu,
kavite)

- Sinonazal enfeksiyon (Siniizite ek olarak, paranasal bariyerleri asarak
orbitaya yayilim, goze vuran akut agri, siyah skari bulunan iilser
bulgularindan birinin varligi)

- SSS enfeksiyonu
- Dissemine Kandidiyazis

Mikrobiyolojik faktorler:
- Direkt: Sitolojik, direkt mikroskobik ya da kiiltiir pozitifligi.
- Indirekt: GM antijen testi, BDG testi pozitifligi.
Bu faktorlerin varligina gore hastalar 3 grup seklinde tanimlanmistir
1. Kesin (proven)
2. Yiiksek olasilikli (probable)
3. Diisiik olasilikl1 (possible)
Kesin IFi:
Kesin invaziv fungal enfeksiyon diyebilmek i¢in etkenin goriilmesi sarttir. Buna

gore doku faktorleri olarak da tanimlayabilecegimiz:
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a. Histopatolojik, sitopatolojik veya dogrudan mikroskopik inceleme ile igne
aspirasyonunda veya biyopsi 6rneginde hifa olusumuna eslik eden doku hasari
(mikroskopik veya goriintiileme ile infiltrat ya da lezyon)

b. Normalde steril olan, ancak klinik veya radyolojik olarak enfeksiyon ile uyumlu
anormal bir bolgeden alinan kiiltiirden kiif iiretilmesi (BAL, siniis kavitesi ve
idrar harig) varsa buna kesin IFI demek miimkiindiir. Kan kiiltiirii ise Aspergillus
i¢cin gecerli degilken, Fusarium igin gegerlidir.

Mayalarda ise,

Maya veya psodohif gosteren mukoza dis1 alanlarin biyopsi/igne aspirasyonu,

b. Normalde steril olan, ancak klinik veya radyolojik olarak enfeksiyon ile uyumlu
anormal bir bolgeden alinan kiiltiirden maya tiretilmesi,

c. Uyumlu klinik bulgu ve belirti olanlarda kan kiiltiiriinden Candida ve diger
mayalarin {iretilmesi kesin IFI tanis1 igin gegerlidir.

Bunlar olmadig1 zaman, dogrudan (sitoloji, mikroskopi veya kiiltiir) balgamda,
BAL’da, brong fir¢alama orneginde veya siniis aspiratinda kiif o6rnegi, yani kif
mantarina isaret eden fungal yap1 ya da kiiltiir ile kiif mantar1 (Aspergillus, Fusarium,
Zygomycetes veya Scedosporium spp.) gosterilmesi veya dolayl testlerle (antijen ya da
hiicre duvari yapisi saptanmasi) plazma, serum, BAL veya BOS’ta GM ile aspergilloz
tanisi, serumda BDG ile kriptokok ve zigomikoz dis1 IFI tanis1 konabilir. Ancak bu
testlerin hicbiri kesin IFi tamis1 koymak igin yeterli olmayip, olas1 iFi hastalarinin

tanimi i¢in gegerlidir

Yiiksek olasilikh IFi:
- En az bir konak faktoriiniin yaninda, bir mikrobiyolojik ve bir klinik
faktor varlig1.
Diisiik olasihkh IFi:
- Bir konak faktoriiniin yaninda, bir klinik veya mikrobiyolojik faktor

varlig (70,71).
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2.10. Tam1 Yontemleri

Giliniimilizde nétropenik hastalarda mantar enfeksiyonlari en 6nemli mortalite ve
morbidite sebepleri arasinda sayilmaktadir (1,2). Hematolojik kanser/transplant
vakalarinda 6zellikle uzun nétropeni siiresi, organ hasar1 ve dnceden fungal enfeksiyon
ve/veya kolonizasyonu Oykiisii olan yuksek riskli hasta gruplarinda IFI gelisme riski
%15-25’dir (3,4). Gelisen fungal enfeksiyonlarin %90’indan ¢ogunda Candida ve
Aspergillus tiirleri etkendir (5). Notropenik hastalarda Candida enfeksiyonlarinda
mortalite %50 (8,9) ve Aspergillus enfeksiyonlarda ise %100 (10,11) gibi yiiksek
diizeylerde seyredebilmektedir. Daha Onceki caligmalarda nétropenik hastalarda fungal
enfeksiyon tedavisi ne kadar erken baslanirsa prognozun da o kadar iyi olacagi
gosterilmistir (107). Bu sebeple bu enfeksiyonlarin erken tan1 ve tedavisi ¢ok 6nem
tagimaktadir.

Giiniimiizde IFI’lerin erken tanisi acisindan bize yardimci olacak yeterli
hassasiyet ve Ozgiilliie sahip oturmus bir tani yontemi heniiz yoktur (12). Halen
hastalardan almman doku Orneklerinde mantar hiicrelerinin gdosterilmesi veya bu
orneklerin kiiltiirlerinde etken mantarin iiretilmesi tanida altin standarttir. Oysa febril
notropeni grubu hastalarda, trombositopeni ve genel durum bozukluklari sebebi ile
biyopsi ve derin doku drneklemeleri genelde pek miimkiin olmamaktadir (12). IFI’ler de

tan1 klinik bulgular, radyolojik ve laboratuvar tanisinin birlestirilmesine dayanmaktadir

(13,108).

2.10.1. Mikrobiyolojik tani

Gliniimiizde firsatgr mantar enfeksiyonlarinin rutin tanisindaki algoritmay1
konvansiyonel yontemler ve bu yontemlere eslik edecek sekilde uygulanmasi 6nerilen

serolojik ve molekiiler yontemler olusturmaktadir (109).
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2.10.1.1. Ornek alimi ve saklanmasi

Mikrobiyolojik tani i¢cin 6rnek alinan bolge, kiiltiiriin duyarlilik ve 6zgiilliglinii
belirleyen en 6nemli faktdrlerdendir. Bununla ilgili en tipik &rnek, invaziv Pulmoner
Aspergillozlu (IPA) olgularda tani i¢in en basarili 6rnegin balgam degil, doku drnegi
olmasidir. Ancak bu olgularda uygun ve steril orneklerin alinmasi, ¢esitli nedenlerden
Otlirii her zaman miimkiin olmamakta, ornekteki mantar miktarinin azlig1 ve bilgi,
deneyim eksikligi gibi faktorler de konvansiyonel yontemlerin tanidaki duyarliliginm
distirebilmektedir (32).

Ideal olani, asir1 sicak ve soguklardan etkilendigi goz oniinde bulundurularak
orneklerin 2 saat i¢inde oda sicakliginda saklanmasi ve gonderilmesidir. Ornegin mantar
kiiltiir i¢in isleme alinmasi gecikecek ise Santral Sinir Sistemi (SSS) 6rnekleri 30°C’de,
diger o6rnekler +4°C’de kisa bir siire saklanabilir. GM, BDG antijenleri ile Aspergillus
DNA’sinin arandigi PCR testi i¢in gonderilen Ornekler 72 saat i¢inde calisilacaksa

+4°C’de, daha uzun siire saklanacaksa —20°C’de saklanmalidir (110).

2.10.1.2. Konvansiyonel yontemler

Glinlimiizde mikrobiyolojide kullanilan konvansiyonel tan1 yontemleri, invaziv
firsatct mikozlarin kesin tanisindaki yerini korumaktadir. Erken taniya yardimci
olabilecek bazi serolojik testlerin (GM, BDG) ve molekiiler yontemlerin de (PCR)
rutinde konvansiyonel yontemlere eslik edecek sekilde uygulanmasi onerilmektedir

(109).

Konvansiyonel yontemler: Konvansiyonel yoOntemler asagidaki gibi iki gruba
ayrilmaktadir:
a) Mikroskobik inceleme

b) Kiiltiir

Mikroskobik inceleme: Klinik 6rnegin direk mikroskopik incelemesi, hizl1 olasi 6n

tan1 saglamasi ve Ozellikle daha sonra kiiltiirde bir kiif mantar1 tiremesi durumunda
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kiiltiir sonucunun degerlendirilmesine yardimci olmasi nedeniyle degerli bir yontemdir.
Bu amagla, c¢ini miirekkebi, potasyum hidroksit gibi 1slak preparat hazirlama
yontemlerinin yani sira, Gram ve kalkoflor beyazi gibi boyama yontemleri kullanilarak
mantarlara ait ¢esitli yapilar goriilebilir (32).

Doku 6rneklerinde ise gomori metenamin giimiis boyasi ile en iyi goriintiileme
saglanir. Periyodik asit schiff boyasi ile septali hifler goriilebilir. Hemotoksilen eozin ile
canli doku bazofilik, 6lii doku eozinofilik izlenebilir ancak glivenilir degildir (111).
Ayrica, mikroskobik incelemede tomurcuklanan hiicreler ve yalanci hifler, boyal
preparatlarda ise Gram pozitif boyanan 8-10 um boyutunda oval veya yuvarlak Candida
hiicreleri goriilebilir. Preparatlarda yalanci hiflerin goriilmesi Candida’nin  doku

igerisine girdiginin, bagka bir deyisle enfeksiyonun isareti olarak kabul edilir (84).

Kiiltiir: Konvansiyonel yontemlerin temelini olusturan kiiltiir ise, kesin tan1 i¢in altin
standarttir. En Onemli avantajlari, cins ve tlir diizeyinde tanimlama ve olast direng
tahmini sanst tanimasi ve etken sus icin antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasina
olanak saglamasidir. Kiiltiiriin, 6zellikle kiif mantarlarina bagli gelisen enfeksiyonlarda
uzun inkiibasyon siiresi gerektirmesi, erken tantya yardimeci olamamasi, kontaminasyon
sorunu nedeniyle Ozgiilliigiiniin diisiik olabilmesi en Onemli dezevantajlarini
olusturmaktadir (32). Ayrica iFI’lerde kan kiiltiirleri her zaman pozitif olmayabilir,
Candida ve Fusarium enfeksiyonlarinda %50, Aspergillus enfeksiyonlarinda ise en
fazla %S5 civarinda pozitif olabilmektedir (112). Notropenik olmayan vakalarda
solunum yolu sekresyonlarinda mantar iiretmenin ¢ok fazla bir anlami olmamakla
birlikte sigara Oykiisu olmayan, notropenik vakalarda fungal iireme anlamli kabul
edilmelidir (113,114). Losemi, kok hiicre transplant alicilar1 gibi ciddi immiin sistem
baskilanmasi olan riskli hastalardan alinan 6rneklerde goriilen tiremelerin %80-90’n1

invaziv hastalik gostergesidir (115).

2.10.1.3. Serolojik yontemler

Aspergillus enfeksiyonlarinda, hastanin 6rnek verememesi nedeniyle direkt tani

yontemleri ile tespitinin her zaman miimkiin olmamasi, ampirik yada profilaktik
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antifungal kullanimi sonucu Aspergillus kiiltiiriiniin negatif olmasi, 1A’da mortalite
oranlarinin yiiksek olmasi, erken tani ve tedavi baglamanin gerekliligi, serolojik testlerin
Onemini ortaya ¢ikarmaktadir (116). Aspergillus antijenlerine kars1 antikorlarin serolojik
olarak gosterilmesi, bagisik engelli olmayan hastalarda goriilen iki aspergilloz formu
olan aspergilloma veya Alerjik Bronkopulmoner Aspergillozis’in (ABPA) tanisinda
faydali olmaktadir. Her iki tabloda da mantarlarin dokuda iireme yetenekleri ¢cok smirl
olmasia karsin, organizmaya karsi giiclii bir humoral yanit goriilmektedir. ABPA’l1
hastalarin serum Orneklerinde devamli olarak yiiksek diizeyde IgG ve IgE antikorlar
bulunmaktadir. Aspergillomal1 hastalarin serum 6rneklerinde de 6zellikle IgG1 ve 1gG2
alt tipleri saptanmaktadir (56,117). Sistemik Aspergillus enfeksiyonlarinin tanisinda
kullanilabilecek serolojik testler immiindifiizyon, ELISA, Radio Immiin Assay (RIA),
Immiin Floresan Antikor (IFA) testidir (118). Bagisiklik sistemi saglam konaklarin
tersine, bagisik engelli hastalarda dokularda A.fumigatus tiremesi ile anti-Aspergillus
antikor titresinin artimi arasinda bir korelasyon yoktur. Gergekten, bagisik engelli
kisilerde Aspergillus tiirlerine kars1 antikorlarin varhigi, invaziv bir enfeksiyondan c¢ok
bagisik baskilayici tedavi oncesi olusan antikorlar1 gostermektedir. Antikor titresindeki
artis [1A’da iyilesmeye isaret ederken, antikorun olmamasi veya azalan bir antikor
diizeyinin gozlemlenmesi kotii prognozu diisiindiirmektedir. Dolayisiyla, 1A’da antikor
diizeyinin gosterilmesi tanisal olmayip prognozu degerlendirmek amaciyla kullanilabilir

(56).

Antijen Aramaya Yonelik Serolojik Testler

Galaktomannan: Aspergillus’un hiicre duvarma 06zgii bir polisakkarittir. Yapist a-
mannoz rezidiilerinden olusan bir temel zincir ve kisa [(1,5)-galaktofuranoz
rezidiilerinden meydana gelen yan zincirlerden olusmaktadir (119). GM, IA’nin erken
tanisinda bir tarama testi olarak kullanilabilir (54). Food and Drug Administration
(FDA) onayi ile 2003 yilinda {A’nin tanis1 i¢in European Organization for Research and
Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group/Mycoses Study
Group (EORTC/MSQG) tarafindan onerilen mikrobiyolojik tani kriterleri arasinda GM
bulunmaktadir. GM, klinik bulgular ortaya c¢ikmadan 5-8 giin Oncesinden

pozitiflesebilmektedir (120). Galaktomannan varligininin arastirilmasima dayali
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metodlardan biri, Platellia Aspergillus—Enzim Immuno Assay (PA-EIA) (Platellia
Aspergillus BioRad, Fransa) ve digeri de Lateks agliitinasyon (LA) (LA, Pastorex
Aspergillus, BioRad, Fransa) testidir. Calisma sonuglari, LA ydntemleriyle
karsilagtirildiginda  Iml  kandaki  galaktomannanin 10 kat daha  disiik
konsantrasyonlarin1 tesbit edebilen PA-EIA yonteminin daha basarili oldugunu
gostermistir (121). Stynen ve arkadaslarinca gelistirilen sandvi¢ ELISA yontemi rat
monoklonal antikoru Eb-A2’yi kullanmaktadir (Platelia Aspergillus BioRad, Fransa)
(122). ELISA testi serolojik bir test olup isaretli kat1 faz yontemlerinden biridir. Ortak
mekanizma, reaktiflerden birisinin (antijen veya antikor) kat1 bir faza baglanarak
hareketsizlestirilmesi ve daha sonra 6zgiil birlesmenin isaretli bir reaktif (konjugat)
kullanilarak gosterilmesidir. Konjugati isaretlemek i¢inde enzimler kullanilir. Yéntemin
saptama sinir1, sandvi¢ enzim immun assay ile 0,5-1 ng galaktomannan/ml serum
seklindedir. Bu test 2003 yilinda FDA tarafindan tani amaciyla kullanilmak iizere
onaylanmistir. Sonuglar Galaktomannan Indeksi (GMI) olarak belirtilir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde onaylandigi sekliyle GMI degeri 0,5 ve iizerinde ise pozitif
kabul edilir. Avrupa ve diger iilkelerde bu sinir (esik) 0,5-1,5 arasinda degismekte olup,
bu iilkelerde de son yillarda 0,5 ve {izerindeki indeks degeri daha ¢ok kabul
gormektedir. Bu yontemde en az %90 dogruluk elde edebilmek igin riskli hastalarda
testin en az haftada iki kez yapilmasi gerektigi bildirilmistir (123) Serolojik tan1 BAL,
idrar, serum gibi sivilarda GM aranmasima dayanir. A icin riskli olan agir immiin
yetmezlikli hastalar A.fumigatus’a karst yeterli antikor cevabi olusturamazlar, bu
nenenle tanida dolasimdaki GM antijenine karst olusmus poliklonal antikorlar veya
monoklonal antikorlar kullanilir. Sistemik mantar enfeksiyon varliginda bu antijenler
kanda gecici siire bulunurlar ve karacigerde kupfer hiicreleri tarafindan endositoz
yoluyla immiinkompleksler sekliyle elimine edilirler. Birbirini takip eden iki pozitif
sonucun varhig: IA igin dogrulayici olmaktadir. Bu durumda duyarhilik ve 6zgiilliigii
yaklasik %90°dir. Enfeksiyonlarin 2/3’ilinde, pozitif galaktomannan sonucu klinik
semptomlarin, radyolojik degisikliklerin veya diger tan1 yontemlerince pozitif sonucun
elde edilmesinden Once saptanir. Diger taraftan bazi ¢aligmalarda, galaktomannan
tesbitinde PA-EIA platellia Aspergillus testinin yiiksek ozgilliigline ragmen, bazi
zamanlarda diisiilk duyarlilik gostermesinin alt1 ¢izilmektedir (121). PA- EIA platellia

Aspergillus testi sistemik viicut sivilarinda enfeksiyon olmamasina ragmen yalanci
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pozitif reaksiyon vererek (%1-18) Aspergillus antijeni saptayabilir. Yalanci pozitif
sonuglar 6zellikle intestinal bariyerlerinin biitlinliiliniin tam gelismemis olmasindan
dolayr yeni doganlar ve bebeklerde antijen ile kontamine yiyeceklerden
galaktomannanin alinmasi ile olur. Anne siitiinde ve formiill mamalarda yiiksek
konsantrasyonda bulunan Bifidobacterium bifidum’un ¢arpraz reaksiyonu ile de yalanci
pozitiflik olabilmektedir. Eriskinlerde ise kemoterapi alanlarda gastrointestinal sistemin
hasarlanmasi sonucu diyetteki galaktomannanin absorbsiyonunun artmasi ile de yalanci
pozitiflik gozlenebilir. Ayrica fungal orjinli ilaglar, 6rnegin; antibiyotikler (ampisilin-
sulbaktam, piperasilin-tazobaktam, amoksisilin-klavulanik asit) yalanct pozitif
sonuclara yol agmaktadir. Aspergillus galaktomannan antijeni ile Penicillium spp.,
Paecilomyces variotii ve Alternaria tiirleri arasinda ¢apraz reaksiyon gosterilmistir.
Fakat bu mantar tiirleri nadir insan patojenleri olduklarindan, klinikle ilgileri énemli
goriilmemektedir. Ayn1 zamanda bakteriyemili hastalar ve otoreaktif antikorlar1 olan
hastalarda da yanlis pozitif reaksiyonlar gozlenmistir (14). GM antijen testlerinde
yalanci negatif test sonu¢ oran1 %5’in altindadir. Yalanci negatif sonug i¢in sebeplerden
biri anti- Aspergillus antikorlarinin yiiksek titresidir. Bu antikor yiiksekligi antijenin
EbA 2’ye baglanmasini engelleyerek maskeleme yapmaktadir. Bu yiizden serumun
immiin komplekslerinin inaktive edilmesi i¢in 100°C’ye 1sitilmast Onemlidir. Bu
olgularda testin esik degerinin disiiriilmesi yalancit negatifli§i azaltmaktadir (124).
Serum i¢in FDA onay1 alan bu test, BAL 6rneklerinde de kullanilmis ve 6zgiilliikk %87
olarak belirlenmistir. Bu 6rnek grubu i¢in onay alinmamis olmasina karsin, arastirma
sonuclarma gore, IA riskli immiin siiprese hastalarda bronkoskopi yapilmasi
durumunda, BAL’da da bu testin ¢alisilmas1 nerilmektedir (123).

GM antijen testinin duyarlili1i enfeksiyonun durumuna baghdir. IPA gibi
lokalize enfeksiyonlarda, sistemik enfeksiyonlara goére dolasan antijenlerin
saptanmasinda duyarlilik diiser. GM seviyelerindeki diisme iyi prognazla ilgilidir. Fakat
antijenin yoklugu enfeksiyonu dislamaz. GM varlig1 antifungal tedaviye cevap ile de
koreledir. Serum Orneklerinin devamliligi, antifungal tedavide kullanilan ilaglara
cevabin degerlendirilmesinde, alternatif tedavilerin gerekliliginin belirlenmesinde
faydalidir. Notropenik hastalarda IA taranmasi igin arastirmacilar antijenin kandaki
gecici varhigindan dolayr giinde bir ve haftada en az iki defa bakilmasini Onerirler.

Aspergilloz tedavisi altindaki hastalarda da antijenin iki haftalik araliklarla takibi



45

oOnerilir. Pratikte aspergilloz i¢in yiiksek riskli hastalarin takibinde haftada iki kez
galaktomannan bakilmalidir (123,125). Hayvan modelleri ve insanlardaki caligsmalar,
GM degerlerinin Aspergillus fungal yiikii ile korele oldugunu ve IA seyri agisindan

prognostik marker olarak islev gorebilecegini gostermistir (126).

1,3-B-D-glukan (Beta Glukan): Aspergillus’larin hiicre duvarinda bulunan bir diger
komponentte (1-3)-B-D-glukan’dir. B-glukanlar dogada yaygin olarak bulunurlar.
Fungal B-glukanlar hem ¢6ziinebilir hem de partikiillii formda olabilirler. Coziinebilir
formdaki B-glukan, monositlerin fagositozunu inhibe edebilir. Bunu fagositler iizerinde
B-glukanlar i¢in bulunan reseptdrleri bloke ederek yaparlar. Beta Glukan tan1 metodu,
‘horseshoe crab’dan (Kuzey Amerika Atlantik sahilindeki bir Artropod) piirifiye edilen
proteolitik koagiilasyon kaskadinin aktivasyonuna dayalidir. BDG’nin gosterilmesi i¢in
renk esasli yontem tanimlanmistir. Bu deneyin komponentleri, 6zgiil olarak BDG
duyarli hemolenf pihtilastirict yolu tetikleyen faktdr G ve bu proteolitik kaskadin son
komponenti tarafindan pargalanan kromojen Leu-Gly-Arg-pNA tripeptidden
olugmaktadir. Bu deney BDG’nin pikogram diizeyinde miktarin1 ol¢ebilmekte ve
sistemik fungal enfeksiyon sirasinda bu polisakkaridin varligin1 gostermek icin
kullanilabilmektedir. Tanida kullanilabilen tiim ticari testlerin (Fungitec-G; Glucatell; -
glukan test Wako WAKO; B-glukan Test Maruha) duyarlilik ve 6zgiilliikleri farklidir.
Gelistirilen bu testlerin ilki (Fungitec-G Test) Limulus faktér G’nin glukana afinitesini
kullanir. Koagiilasyon kaskadinin Faktor-G’sini aktive edebilme yetenegi sayesinde
tespit edilir. G-faktoriin 6zellikle o subunitine baglanir ve serin proteaz B subunitini
aktive eder. Bu testte kromojenik substratdan p nitroanilidini (pNA) ag¢iga cikarir.
Salman pNA 450nm absorbsiyonda saptanir. Yapilan c¢alismalarda C.albicans’in
migelyal formunun yiiksek Limulus faktér-G aktive edebilme yetenegi ve insan kaninda
B-glukanin gosterilmesinin derin yerlesimli mikozlarin erken tanisi i¢in énemli oldugu
gosterilmistir. Testin duyarliligit %90, 6zgilligli %84-100 arasinda bulunmustur ve
20pg/mL ve lstl diizeyde B-glukan varlig1 pozitif olarak kabul edilmistir. Fungitec-
G’dekine benzer olarak Glucatell metodu da Limulus enzimini kullanir. Bu yontem
Limulus ameobocyte lysate (LAL)’dan B-glukan icin spesifik olan bakteriel endotoksin
faktor-C’nin ayrigtirilmasi esasina dayanir. 2004 yilinda FDA onay1 almis Glucatell testi
icin Onerilen sinir deger 80 pg/ml olup, yaymlarda 60 pg/ml kabul edilmekle birlikte,
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baz1 c¢aligmalarda bu deger 120pg/ml olarak belirlenmistir. 60 pg/ml’nin sinir deger
olarak kabul edildigi ¢calismalarda, 6rnek sayisi ile degismekle birlikte, testin duyarliligi
%65-100, 6zgiilliigii ise %87-96’dir. Bu testin duyarlilign Candida tiirleri i¢in %383,
Aspergillus tiirleri icin %80, Fusarium tiirleri icin ise %100 olarak belirlenmistir. 1A
sliphesi olan hastalarda haftada 2 defa ¢alisildiginda duyarlhilik ve 6zgiilliigiin arttigt
bulunmustur. Arastirmacilar p-glukan ve galaktomannanin beraber tespitinde
ozgilligiin %100’e ulastigin1 bildirmektedirler. Es zamanli ¢alisildiginda her iki
antijenin pozitif olmas1 IA igin degerliyken testlerden sadece birinin pozitif olmasi
yalanc1 pozitiflik olarak kabul edilmelidir (127,128). Testin en 6nemli dezavantaji belli
bir mantar tiiriine 6zgii olmamasidir. IA tanis1 icin EORTC/MSG tarafindan 6nerilen

mikrobiyolojik tani kriterleri arasinda B-glukan antijen arama testi de bulunmaktadir

(71).

Mannan ve Antimannan Testleri: Glukanlar gibi mannanlar da C.albicans hiicre
duvarinin major bilesenidir, fakat glukanlarin aksine, mannanlar hiicre yiizeyine non-
kovalent sekilde baglanmistir. Mannan immiin modiilatér 6zellikleri olan oldukga
immiinojenik bir polisakkarit antijendir. Mannan, kandidanin hiicre duvarinin kuru
agirligiin %30’unu olusturur. Sistemik kandidoz i¢in riskli hastalarda dolagan mannan
antijeni ve antimannan antikorlarinin takibi tanida Onemlidir (125). Mannan ve
antimannan arastirilmasmin IK icin yiiksek riskli olgularin erken tanisinda 6zellikle
kiiltiirlerin ve histopatolojinin negatif oldugu veya oOrneklerin alinamadigi olgularda

kullanilabilecegi belirtilmistir (129).

2.10.1.4. Molekiiler yontemler

Direkt tam1 ve kiiltlirii iceren konvansiyonel tani yontemleri ile mantarin
tiretilmesi altin standart iken Kkiiltiir yontemlerinin zaman alici olmasi, enfeksiyon
bolgesinden 6rnek almanin zor, invaziv olmasi, alinan drneklerde kiiltiir pozitifliginin
sinirli olmasi, tanida yeni yontem arayisi ihtiyacint dogurmustur (45).

Rutin mikrobiyolojik tanida PCR y6nteminin kullanim amaci, hastalardan alinan

ornekler icinde, hastalik etkeni mikroorganizmanin niikleik asit diizeyinde
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saptanmasidir. PCR yontemi, niikleik asitlerin in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan bir
yontemdir. Duyarlig1 ve 6zgiirliigii yiiksektir. Ancak klinik 6rneklerde mantar DNA ve
RNA’sm1 ekstrakte edici standart prosediirlerin olmamasi testin duyarliligini azaltir
(45). Molekiiler taniya yonelik literatiirde klasik PCR, nested-PCR, Realtime PCR, RT-
PCR (Reverse Transcriptase PCR) ve Multiplex PCR gibi yontemlerle yapilan bircok

calisma bulunmaktadir.

Klasik PCR: Hedef organizmanin belirli bir niikleotit dizisini, primerler, dNTP’ler ve
polimeraz enzimini kullanarak, denatiirasyon-yapisma-sentezlenme sikluslar1 ile
cogaltilmasi ve ¢ogaltilan niikleik asitlerin agaroz, poliakrilamit jel elektroforez ya da
etidyum bromiirle boyanan jelde gézlenmesini saglayan molekiiler test yontemidir ve

duyarlilig1 diger testlere gore daha diisiiktiir.

Nested-PCR: Yiiksek duyarlilik gereken hedefler icin uygulanan PCR ydntemidir. Iki
asamada gerceklestirilir. Ilk asamada bolgeye 6zgii primerler kullanilarak reaksiyon
gerceklestirilir. Ikinci asamada ise birinci turda cogaltilan bdlgenin icinde bir bolge

hedef alinarak buraya 6zgii primerlerle, PCR’1n yapildig1 yontemdir.

Rep-PCR: Bu yontem genom igerisinde tekrar eden kodsuz DNA fragmanlarinin
(amplikon) ¢ogaltilmasina dayanir. Bu teknik bakteri veya mantarlarin sus seviyesinde

ayrilmasini saglar.

RT-PCR: Bu yontem RNA hedeflerini cogaltilmast i¢in kullanilir. Hedef RNA
oncelikle revers transkriptaz enzimi ile ¢cDNA’ya cevrilir. Bundan sonraki asamada

cDNA kullanilarak normal PCR ile ¢cogaltma islemi yapilir.

Multiplex PCR: Bu yontemle iki veya daha fazla hedef bolgeye 6zgiil primerlerin

kullanilmasiyla farkli ¢ogaltma tirtinlerin elde edildigi yontemdir.

Real-Time PCR: Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren

floresans sinyalin Ol¢iilmesiyle kantitatif sonug¢ alinabilen PCR yontemidir (130).
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Enfeksiyonun erken sathalarinda mantar DNA’sin1 saptamaya imkan saglayan bir
tekniktir. Molekiiler tani icin BAL, kan ve doku 6rnekleri kullanilabilir (131).

Son yillarda IFi’lerin tanisinda kullanilabilecek panfungal veya fungusa 6zgii
PCR teknikleri gelistirilmistir. Bu yontemlerin direkt baki ve kiiltiire gore duyarlilii
daha yiiksek olmasina ragmen, kolonizasyon veya subklinik enfeksiyonlarda da pozitif
sonuclar alinabilmektedir. Bunun yaninda gelistirilen kalitatif ve kantitatif PCR
yontemlerinin protokollerindeki farklilik, standardizasyon sorunu ortaya ¢ikarmaktadir.
Bu yontemlerde hedef bolge olarak mantar niikleer rRNA’sindan ii¢ gen bdolgesi
secilebilmektedir. Bunlar 26S veya 28S, 18S ve 5.8S geni ile aralarindaki ITS
bolgeleridir. Amplifikasyon iiriinlerinin belirlenmesinde DNA problari, mikroarray,
floresan in situ hibridizasyon ve pirosekanslama kullanilabilmektedir. Bunlarin yaninda
hizli amplifikasyon ve kantitatif degerlendirme saglayan gercek zamanli PCR da
uygulamaya girmistir. Onemli olarak, gercek zamanli PCR teknolojileri, firsatgi
mantarlarin genus ve tiirlere 6zgiil olarak tanimlanmasi i¢in spesifik DNA sekanslarinin
amplifikasyonu sonrasinda hizli ve etkili bir yontem sunmaktadir (6rnegin 18S
ribozomal alt {initelerin ITS1 bolgeleri). Ayrica kontaminasyona daha az yatkin olan
gercek zamanli PCR protokolleri, DNA ekstraksiyonu i¢in otomatik sistemlerle birlikte
mevcut PCR testlerinin gilivenirliliginin standardizasyonuna ve gelismesine yonelik
onemli bir adim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ger¢ek zamanli PCR dolagimdaki fungal
DNA miktarinin saptanmasina olanak saglamasi nedeniyle, antifungal ilaclarla
tedavinin izlemi sirasinda fungal yiikiin indirekt bir parametresi olarak da kullanilabilir
(132-134). Gergek zamanli PCR, PCR amplifikasyonunu goriiniir hale getirme olanagi
saglayan floresan isaretli problar veya selat edici boyalarin kullanildigi, floresanin
olusan DNA ile dogru orantili oldugu aninda izlenebilen bir ¢ogaltma yontemidir
Gergek zamanli PCR hata olasiligini azaltir, kantitatif sonug verir, pozitif/negatif
sorusunu hizla yanitlar. Reaksiyonun optimizasyonu daha kolaydir, jel hazirlama, jele
yiikleme gibi basamaklari ortadan kaldirir. Belirleme yontemi olarak 6zel boyalarla
isaretli problarin kullanildigi Tagman®, molekiiler beacons, FRET®, Scorpions®,
AmplifluorTM gibi yontemler ya da SYBR Green®, etidyum bromiir gibi 6zgiil
olmayan selat edici boyalarin kullanildig1 yontemler mevcuttur (135).

Molekiiler tanida hem yalanci pozitifliklere hem de yalanci negatifliklere

rastlanilmaktadir. Konidiyumlarin solunum havasinda yogun olarak bulunmasindan
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dolay1 yanlis pozitiflikler ortaya ¢ikabilir. Gegekten de saglikli kisilerden elde edilen
BAL o6rneklerinin %25 kadar1 PCR ile pozitif ¢ikabilmektedir (56). Kan 6rneklerinin
steril kosullarda hava gecirmeyen tiiplere alinmasi gerekmektedir. Ancak laboratuar
ortaminda amplikonlara bagli kontaminasyonlarda gelisebilmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 DNA eldesi sirasinda negatif kontrolle calisilmasi otomatik ekstraksiyon
yontemlerinin kullanilmas1 ve amplifikasyon i¢in ger¢ek zamanli PCR yodnteminin
tercih edilmesi onerilmektedir (136). Yalanci negatiflikler, Aspergillus DNA’sinin bes
dakikadan daha az olan yar1 6mrii, DNA’nin ge¢ici olarak kanda bulunmasi, antifungal
profilaksi nedeni ile fungal yiikiin azalmasi, ekstraksiyonun etkinligi, amplifikasyonun
basarisizlig1 gibi nedenlerden kaynaklanabilmektedir. Ayrica sonuglarin yorumlanmasi

da ¢ok onemli olmaktadir (137).

2.11. Antifungaller

Yirminci ylizyilin basinda mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecek
uygun antifungaller bulunmamaktaydi. 1951 yilinda bulunan polien bir antibiyotik olan
nistatin oral ve topikal, 1956’da bulunan diger bir polien antibiyotik olan AmB sistemik
tedavide kullanilmaya baslanmistir. 1957°de sitostatik madde olarak sentezlenen
flusitozin tek basmna kullanildiginda diren¢ gelisimine sebep oldugundan, AmB ile
birlikte kullanilmaya baglandi. 1958°de griseofulvin yiizeyel mikozlarin oral tedavisinde
etkili bulundu. 1960’11 yillardan itibaren antifungal etkili azol tiirevleri, sirasiyla
benzimidazol, klotrimazol, mikonazol, ekonazol, ketokonazol, flukonazol ve
itrakonazol kullanima girdi. Son yillarda yeni gelistirilen antifungaller iki grup i¢inde
yer almistir. Bunlar, azol bilesikleri olan vorikonazol, posakonazol, ravukonazol,
albakonazol, isovukonazol ve ekinokandinler i¢cinde yer alan kaspofungin, mikafungin
ve anidulafungindir (138).

Antifungal ilaglar toksik etkilerini, mantar hiicresinin zarma, duvarina,
sitoplazmasina, mikrotiibiiler proteinlerine baglanarak gosterirler. Bu etki “fungustatik”
(iremeyi durdurucu) veya “fungusit” (Oldiiriicii) olabilir. Azoller lanosteroliin
ergosterole doniisiimiinde gerekli enzim olan sitokrom P-450 enzimine bagimh C-14

alfa demetilaz enzimini inhibe ederek etkisini gosterir. Ergosterol fungal plazma
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membraninda bulunan baslica steroldiir. Basta hiicre zarmin akiskanligi, biitiinligi,
kitin sentezi gibi zarda bulunan enzimlerin fonksiyonunun diizenlenmesi gibi hiicresel
olaylarda 6nemlidir. Bir niikleozit analogu olan flusitozin disindaki antifungal ilaglar,
ya AmB gibi hiicre zarindaki ergosterole baglanarak veya azoller gibi ergosterol
biyosentezinin ¢esitli basamaklarini inhibe ederek etkilerini gosterirler.
Antifungal ilaglar etki mekanizmalaria gore kisaca 6zetlersek;
1. Antifungal antibiyotikler:
a) Polienler: Bu grup antifungaller mantar hiicresinin sterol halkasina baglanip,
mebran 6zelligini bozarlar.
- Amfoterosin B
- Nistatin
b) Griseofulvin: Duyarli fungus hiicresinde mikrotiibiil proteinine baglanarak
mitozu inhibe etmek suretiyle fungistatik etki yapar. Dermatofit mantarlarin
yaptig1 yiizeyel enfeksiyonlara kars: etkilidir (139).
2. Azoller: Tiim azol bilesikleri, lanosterol demetilaz enzimini inhibe ederek antifungal
etki gosterir. Bu enzim, lanosterolden ergesterol sentezinde rol alan bir enzimdir.
Ergesterol sentezinin inhibisyonu mantar hiicre membran sentezinin sonlanmasiyla
sonuglanir.
- Flukonazol
- Itrakonazol
- Vorikonazol
- Posakonazol
- Ravukonazol
- Ketokonazol
3. Primidinler (Niikleozit Analogu): Niikleik asit sentezini inhibe ederler. Bunlar
primidin metabolizmasini bozar ve bdylece mantar hiicresindeki DNA, RNA ve protein
sentezini engelleyerek antifungal etki gosterir.
- 5-Flusitozin
4. Ekinokandinler: Genis etki spektrumuna sahip lipopeptit yapisindaki bilesiklerdir.
Ekinokandinler glukan sentezini inhibe ederek mantarin hiicre duvari sentezini inhibe
ederler.

- Caspofungin
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- Anidulafungin

- Mikafungin
5. Alilamin tiirevleri: Skualen epoksidazi selektif bir sekilde inhibe ederek ergosterol
sentezini erken bir basamakta bloke ederler. Ayrica, bu inhibisyon sonucu hiicre i¢inde
asir1 miktarda toplanan skualen araciligiryla fungus hiicre membrani fonksiyonunu ve
hiicre duvari sentezini bozarlar.

- Terbinafin

- Natftifin (139)



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar ve Ornekler

Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’larinda yapildi. Bu calismanin yapilabilmesi i¢in Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun 13.03.3012/129 sayili karart ile etik kurul onay1 alind1.

Calismamiza Nisan 2012-Temmuz 2013 tarihleri arasinda Gaziantep
Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Dahiliye Hematoloji
Kliniginde Febril Notropeni tanisiyla takip edilen 101 hasta dahil edildi. Hastalarimizin
64’1 (%63.4) kadin, 37’si (%36.6) erkek, yas ortalamalar1 44.6+£16.828 idi. Hastalar
hematolojik malignitesi olan, kemoterapotik ilag kullanan, nétrofil sayist <500/mm’
olup aynm1 zamanda Olgililen oral ve/veya axiller atesleri >38.3°C olan erigkinlerden
olugmaktaydi. Bu hastalarin 49°u (%48.5) Akut Miyelositik 16semi (AML), 13’1
(%12.9) Akut Lenfositik Losemi (ALL), 10’u (%9.9) Multipl Myelom (MM), 8’i
(%7.9) Non Hodgkin Lenfoma (NHL), 3’ii (%3) Miyelodisplastik Sendrom (MDS), 3’1
(%3) Santral Sinir Sistemi (SSS) Lenfomasi, 3’1 (%3) Aplastik anemi, 3’1 (%3) Mantle
Cell Lenfoma, 2’si (%2) Folikiiler Lenfoma, 2’si (%2) Periferik T Cell Lenfoma, 1’i
(%1) Anaplastik Large Cell Lenfoma, 1’1 (%1) Hodgkin Lenfoma, 1’1 (%1) Kronik
Lenfositik Losemi (KLL), 1’1 (%]1) Anjioimmunoblastik Lenfoma, 1’1 (%]1) Burkit
Lenfoma hastasiydi. Febril notropeni tamisiyla takip edilen 101 hastanin 42’sine
(%41.6) KIT yapilmis, 59’una (%58.4) KIiT yapilmamisti. KIT yapilan hastalardan
20’sine (%47.62) Allojenik kemik iligi transplantasyonu (AKIT), 21’ine (%50) Otolog
kemik iligi transplantasyonu (OKIT), 1’ine (%2.38) ise AKIT+OKIT uygulanmisti. Bu
hastalarin en az bir, en fazla bes ataklar1 IFi acisindan takip edildi. Birinci atakta 101
hasta’dan, ikinci atakta 61 hasta’dan, {i¢ilincii atakta 29 hasta’dan, dordiincii atakta 7
hasta’dan ve besinci atakta 1 hasta’dan laboratuarimiza gonderilen Ornekler

degerlendirildi.
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Hastalardan GM antijen testi, A.fumigatus PCR ve C.albicans PCR testleri
calismak icin 199 atak, kan kiiltiiri i¢in 194 atak, idrar kiiltiirii i¢in 61 atak, balgam
kiltlirii icin 34 atak, katater kiiltiirii i¢in 12 atak, TRA icin iki atak, BAL, bogaz
slirlintlisli, yara, beyin biyopsi materyali ve plevra materyali kiiltlirii ic¢in birer
ataklarinda laboratuvarimiza gonderilen klinik Ornekleri c¢alisma kapsamina alindi.
Kiiltir amaciyla gonderilen klinik 6rnek sayilari 443 kan, 229 idrar, 40 balgam, 20
kateter, iki trakeal aspirat (TRA), bir BAL, bir bogaz siiriintiisii, bir yara siiriintiisti, bir
beyin biyopsi materyali ve bir plevra 6rneginden olustu. Solunum yolu 6rnekleri ve yara
stirlintli 6rneklerine direkt mikroskobik degerlendirme ve kiiltiir, gonderilen diger klinik
orneklere ise kiiltlir yapildi. Bu hastalarin her bir ataginda, bir hafta i¢inde ardisik iki
kere gonderilen 813 serum 6rneginde ELISA yontemi ile GM antijeni ve 818 plazma
orneginde A.fumigatus, 749 plazma Orneginde C.albicans DNA’s1 real- time PCR

yontemi ile arastirildi. Calismaya alinan hastalar EORTC kriterlerine gore gruplandirildi

(71).

3.2. Orneklerin Mikolojik Incelenmesi

3.2.1. Direkt mikroskobik inceleme

Hastalardan gonderilen solunum yolu o6rnekleri, yara siirlintii 6rnegi ve beyin
biyopsi ornegi’ne direkt mikroskobik inceleme yapildi. Ornekler %10’ luk KOH ile
muamele edilip lam lamel arasinda 151k mikroskobunda x20-40’lik objektifle

incelenerek mantar elamanlari arastirildi.

3.2.2. Kiiltiir

Hastalardan gonderilen kan kiiltiirii disindaki klinik 6rnekler %35 koyun kanlh
agar (bioMerieux, Fransa) ve Eozin Metilen Blue (EMB) agar (bioMerieux, Fransa) ve
iki adet SDA (bioMerieux, Fransa) besiyerine ekildi. Kanli agar ve EMB besiyerleri 24-
48 saat, SDA besiyerinden biri 37°C’de digeri de 25°C’lik etiivlerde 3 hafta inkiibe
edildi. Haftada 3 defa iireme olup olmadigi degerlendirildi. Idrar kiiltiirlerindeki



54

iiremelerde, 10°CFU/ml anlamli kabul edilerek (105,106), idrar ve diger kiiltiirler de
ireyen kolonilere Gram boyama yapildi. Gram (+) boyanan krem-sar1 renkli,
hamurumsu-mukoid yapida, kendine 6zgii maya kokusu veren koloniler, germ tiip
(¢imlenme borusu) testi, Misir unu-Tween 80 agar besiyerinde mikroskobik goriiniim
acisindan arastirildi. Bu kolonilerin ayni zamanda Vitek 2 (bioMerieux, Fransa)
otomatize sistemi ile biyokimyasal Ozelliklerine gore identifikasyonlar1 yapildi. Bu
calismada kalite kontrol i¢in C.albicans ATCC 14053 ve C.lusitaniae ATCC 34449

suslar1 kullanildi.

Kan Kiiltiirii: BacTAlert (bioMerieux, Fransa) otomatize kan kiiltiirii sisteminde
tireme gosteren kan kiiltiirii siselerinden, %5 koyun kanli agar (bioMerieux, Fransa) ve
Eozin Metilen Blue (EMB) agar (bioMerieux) besiyerlerine yapilan ekimler etiivde 24-
48 saat inkiibe edildi. Gram boyasinda, Gram (+) boyanan maya hiicreleri saptanan
kiiltiirlerden SDA besiyerine pasaj yapildi. Inkiibasyon sonunda krem-sari renkli,
hamurumsu-mukoid yapidaki, kendine 06zgli maya kokusu veren kolonilerin

konvansiyonel ve otomatize sistemle identifikasyonu yapildi.

3.2.3. identifikasyonu

3.2.3.1. Germ tiip (cimlenme borusu) testi

Test edilecek olan maya kolonisinden 6ze ile bir miktar alinarak 0.5 ml insan
serumu igerisinde silispansiyon yapildi. 37°C’de maksimum 3 saat inkiibe edildikten
sonra siispansiyonundan bir damla alinarak lam-lamel arasinda 1s1k mikroskobunda
x40’lik biiylitmede incelendi. Maya hiicresinden ¢ikan, maya hiicresinin yaris1 kadar
geniglikte, 3-4 kati uzunlukta olan, baslangic noktasinda bogumlanma olmayan ve
uzunlugu boyunca belirgin kabariklik gostermeyen filament seklindeki uzantilar germ
tiip olarak degerlendirildi. Germ tiip olusturan maya suslar1t C.albicans olarak

tanimlandi.
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Resim 1. C.albicans germ tiip goriintlisli (¢alismamizdan)

3.2.3.2. Misir unu-Tween 80 agar besiyerinde mikroskobik goriiniimiin
incelenmesi

Misir unu-Twen 80 agara Dalmau teknigine uygun olarak ekim yapildi. Bunun
icin saf maya kolonilerinden igne uglu 6ze ile bir miktar alinarak birbirine paralel olarak
dort ¢izgi seklinde, besiyerini yirtmadan ve 6zeyi dibe kadar batirmadan ekim yapildi.
Ekim ¢izgilerinin iizerine lamel kapatilarak 26°C’de 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonunda ekimler 151k mikroskobunda 10x ve 40x objektif ile incelendi.

3.2.3.3. Otomatize identifikasyon yontemi

Suglarin  biyokimyasal ozelliklerine goére identifikasyonu i¢in Vitek 2
(bioMerieux, Fransa) otomatize sistemi kullanildi. Inkiibasyon sonunda krem-sari
renkli, hamurumsu-mukoid yapidaki, Gram (+) maya hiicreleri saptanan kiiltiirlerden, 2
McFarland bulanikliginda siispansiyon hazirlandi. Hazirlanan siispansiyonlar YST
kartlarina onerilen sekilde dagitildi ve cihaza yerlestirildi. Vitek 2 sistemi tam otomatik

bir identifikasyon sistemidir. Ayn1 zamanda mikrodiliisyon prensibine gore antibiyotik
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duyarlilik testleride yapilabilmektedir. Boyu 5.5 ¢cm, eni 9 cm boyutlarinda, iizerinde 64
adet kuyucuk ve her kuyuda, liyofilize yapida, bir metabolit veya farkli
konsatrasyonlarda antibiyotik i¢eren 6zel plastik kartlar seklindedir (Resim 2). Bakteri
inokiilumunun vakum prensibine dayali bir dagitict ile dagitilmasinin ardindan, herbir
kuyucuk mikrolitre boyutunda doldurulmus olur. Bu kartlarda barkodlama sistemi ile
seviyelendirilmis ve cihaza girmeden once kartlar1 alip tanimlayan “smart tasiyicili”
bilgisayar ¢ipi kullanmaktadir. Kartlar dolum yerinden okuyucu inkiibatore tasinir ve

testin sonunda otomatik olarak bir kutuya atilmaktadir.

Resim 2. Vitek 2 YST Identifikasyon Paneli

Vitek YST identifikasyon karti
1) L-Malate asimilasyonu

2) L-Lysine Arylamidase

3) Leucine Arylamidase

4) Arginine GP

5) Erythritol asimilasyonu

6) Glycerol asimilasyonu

7) Tyrosine Arylamidase

8) Beta-N-Acetyl-Glucosaminidase

9) Arbutine asimilasyonu

24) L-Sorbose asimilasyonu

25) L-Rhamnose asimilasyonu

26) Xylitol asimilasyonu

27) D-Sorbitol

28) Saccharose/Sucroseasimilasyonu
29) Urease

30) Alpha-Glucosidase

31) D-turanose asimilasyonu

32) D-Trehalose asimilasyonu



10) Amygdaline asimilasyonu

11) D-Galactose asimilasyonu

12) Gentiobiose asimilasyonu

13) D-Glucose asimilasyonu

14) Lactose asimilasyonu

15) Methyl-A-D-Glucopyranoside asimilasyonu
16) D-Cellobiose asimilasyonu

17) Gamme-Glutamyl-transferase

18) D-Maltose asimilasyonu

19) D-Raffinose asimilasyonu

20) PNP -N-Acetyl-Galactosaminidase 1
21) D-Mannose asimilasyonu

22) D-Melibiose asimilasyonu

23) D- Melezitose asimilasyonu

3.3. Serolojik Testler
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33) Nitrate asimilasyonu

34) L-arabinose asimilasyonu

35) D-Galacturonate asimilasyonu
36) Esculin hydrolyse

37) L-Glutamate asimilasyonu

38) D-Xylose asimilasyonu

39) DL-Lactate asimilasyonu

40) Acetat asimilasyonu

41) Citrate asimilasyonu
42)Glucuronate asimilasyonu

43) L-Proline asimilasyonu
44)L-Keto-D-Gluconate asimilasyonu
45)N-acetyl-Glucosamine asimilasyonu

46) D-Gluconate asimilasyonu

Serolojik test olarak ELISA yontemi ile 101 febril ndtropeni hastasmin 199 atagi

boyunca toplam 813 serumda GM antijeni arastirildi.

3.3.1. Galaktomannan antijen arama

3.3.1.1. Testin prensibi

Platelia Aspergillus (Platelia Aspergillus, BioRad, Fransa) kiti serumda GM’1

saptayabilen enzim bagli kati faz yontemidir. Testte tavsan monoklonal antikorlar

ELISA ¢ukurlarinda kaplanmig olarak ve peroksidazla isaretlenmis olarak bulunur.
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3.3.1.2. Yontem

ELISA gukurcuklart aliminyum folyo kapl paketinden ¢ikarildi ve oda 1sisinda
15-20 dakika bekletildi.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

Yikama soliisyonu (Tris NaCl pH 7.4 buffer,%1 Tween 20 ve %0.01
sodyum metiolat) distile su ile 10 kat sulandirildu.

Kontrol serumlar1 (pozitif, negatif ve esik serumu) 1 ml steril su ile
sulandirilip iyice karistirildi.

Konjugat (peroksidaz ile bagli anti-galaktomannan monoklonal
antikorlar1) %0.01 meiolat igerir ve kullanilmaya hazird.

Serum isleme soliisyonu (EDTA asid solusyonu) kullanilmaya hazirdi.
Substrat buffer (sitrik asit, sodyum asetat, pH 5.2 %0.009 hidrojen
peroksid ve %4 dimetilsiilfoksit) kullanilmaya hazird1.

Kromojen soliisyonu tetrametilbenzidin igerir ve subsrat buffer ile 50 kat
seyreltildi.

Reaksiyonu durdurma soliisyonu 1.5 N silfirik asit igerir ve
kullanilmaya hazirdu.

Steril eppendorf tiipiine 300 pl serum ve 100 pl serum isleme soliisyonu
(%4 EDTA) konuldu.

Iyice karistirilip ependroflarda 1s1 blogunda 120°C’de 6 dakika bekletildi.
10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi ve tistteki s1v1 boliim ¢aligildi.
Ayni iglemler kontrol serumlari i¢in de yapildi.

ELISA c¢ukurlarinda birinci ¢ukur pozitif, ikinci ¢ukur negatif, iic ve
dordiincii cukur esik deger kontrol ¢ukuru olarak kullanildi.

Serumlarin iistteki s1vi boliimiinden 50ul ve konjugattan 50ul g¢ukurlara
konuldu.

Ayni sekilde kontrol ¢ukurlarina da 50ul kontrol serumlar1 ve konjugat
konuldu.

ELISA plaginin lizeri yapiskan film ile kaplandi.

37°C’lik etiivde 90 dakika bekletildi. ELISA plagindan yapistirict film
c¢ikarilip yikama soliisyonu ve otomatik yikama ile bes kez yikandi.

ELISA plaginda yikama soliisyonun kalmamasina dikkat edildi.
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19.
20.

21.

3.3.1.3.
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Hizli bir sekilde ve direkt 1siktan korunarak daha 6nce karigimi yapilan
substrat kromojen (tetramethylbenzidin) soliisyonundan 200 pl eklendi.
Karanlik bir alanda oda 1sisinda 30 dakika bekletildi.

Her c¢ukura esit zamanli olarak 100 pl reaksiyon durdurma
sollisyonundan (1.5 N siilfiirik asid) eklendi.

Son olarak da 450 nm (referans araligi 620 nm) dalga boyunda optik

okuyucuda sonuglar okundu.

Sonuclarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

a) Indeks degeri esik kontrol serumunun optik dansitesi olarak belirlendi.

b) Her serum i¢in indeks hesaplandi:

Indeks =

Orneklerin optik dansitesi

Esik serumun optik dansitesi

Indeks: <0.5: negatif

>0.5 ve pozitif indeks olarak degerlendirildi

c) Testi gecerli saymak icin asagidaki sonuglarin gerceklesip geceklesmedigine

bakildi
Indeks kontrol

(OD): Her kontrol serumun cut off degeri

OD kontrol esik serum 0.3 -0.8 arasinda

Pozitif Indeks = oD 'p021t1f kontrol >1.50
OD esik kontrol serumu
Negatif Indeks = OD‘nega‘uf kontrol <0.4 olmasi gerekiyordu.
OD esik kontrol serumu

d) Calismamizda, GM >1 pozitif indeks kabul edilerek de sonuglar hesaplandi ve

istatistiksel degerlendirmelerde kullanildi.

3.4. Molekiiler Yontemler

Hastalardan 199 atak boyunca gonderilen 818 plazma 6rneginde A4.fumigatus un,

749 plazma Orneginde C.albicans’in niikleik asit izolasyonu i¢in MagNA Pure L.C
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(Roche, ABD) kiti kullamilarak kit prosediiriine uygun olarak calisildi. Izole edilen
DNA’lardan A.fumigatus ve C.albicans saptamak i¢in ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi (Real Time PCR) ile Light Cycler 2.0 cihazinda LightMix Kit
(Roche, ABD) kullanilarak arastirildi.

3.4.1. izolasyon kit icerigi

[zolasyon kit igerigi Tablo 4°de goriilmektedir.

Tablo 4. izolasyon kit igerigi

Reaktifler I¢erik/Fonksiyon
Her biri 100 mI’lik 2 sise
Wash Buffer I PCR inhibitorlerini uzaklastirma
Wash Buffer 11 H.er biri 60 ml m.( 2 315¢
Tuz, protein ve benzerlerini uzaklastirma
Lysis/Binding Buffer 100 mI'lik 1 sise

Hiicre lizisi ve DNA’nin baglanmasi

6 cam flakon, liyofilize

Proteinaz K . . :
Proteinlerin sindirilmesi

Magnetik Cam Partikiiller (MGPs) 6 cam flakon, MGP siispansiyonu
Siispansiyonu DNA’nin baglanmasi
100 mI’lik 1 sise
DNA Eliisyonu

Elution Siispansiyon . .
u uspanstyonu Proteinaz K’nin yeniden sulandirilmasi

Eliisyon diliisyonu

3.4.2. Test prensibi

[zolasyon prosediirii manyetik mikropartikiil teknolojisine dayanmaktadir.
Numuneler kaotropik tuz ve Proteinaz K iceren 6zel bir tamponla inkiibe edilerek
parcalanir. Manyetik Cam Partikiiller (MGP’ler) eklenir ve DNA bunlarin yiizeyine
baglanir. Baglanmayan maddeler c¢esitli yikama adimlariyla uzaklastirilir ardindan
saflagtirllan DNA diisiik tuz tamponuyla eliisyona tabi tutulur. MagNA Pure LC DNA
izolasyon prosediiriiniin temel adimlar1 sunlardir:

1) Numune, Numune Kartusunun kuyucuklarina yerlestirilir.
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2) Lizis/Baglanma Tamponu numuneye eklenir bdylece tam hiicre lizisi ve
niikleik asitlerin salinmasi gerceklesir. Niikleazlar denatiire olur.

3) Numunelere Proteinaz K eklenir ve proteinler sindirilir.

4) Kaotropik tuz sartlari, izopropanol ve yiiksek iyonik giicler sayesinde
DNA, manyetik cam partikiillerin (MGP) silika yiizeyine baglanir,

5) DNA baglanmis MGP'ler manyetik olarak artik parcalanmis numuneden
ayrilir

6) DNA baglanmig MGP’ler baglanmamis maddeleri uzaklastirmak, 6rnegin
proteinler (niikleazlar), hiicre membranlar1 ve heparin veya hemoglobin
gibi PCR inhibitorleri ve kaotropik tuz konsantrasyonunu azaltmak icin
yikama tamponuyla tekrar tekrar yikanir

7) DNA baglanmis MGP'ler manyetik olarak arttk numune debrisi iceren
yikama tamponundan ayrilir

8) Saflastirllmig DNA Eliisyon Kartusunun kuyucuklarinda MGP’lerden eliie

edilir, MGP’ler Reaksiyon sonunda tutulur ve atilir.

3.4.3. Proteinaz K’nin hazirlanmasi

Her bir Proteinaz K flakonu 6nce 3.0 ml Eliisyon tamponu ekleyerek
sulandirildi. Flakonu kapatip liyofilizati tamamen ¢6zmek igin vorteks ile iyice
karistiririldi. Tamamen ¢oziindiikten sonra, 5.0 ml final konsantrasyonuna ulagsmak igin

ilave olarak 2,0 ml Eliisyon Tamponu ekleyip tekrar vorteks ile karigtirildu.

3.4.4. Testin uygulanisi

Ornekler calismadan once 15-25°C oda sicakligina getirildi. 300 ul MPLC Lysis
binding buffer alinip Sample Cartridge i¢ine pipetleme yapildi. Uzerine 200 ul numune
ilave edildi. MPLC cihaz1 kullanilarak test prosediiriine uygun olarak c¢aligildi. Elde
edilen DNA ekstrakti Light Cycler 2.0 cihazinda LightMix Kiti (Roche, ABD)
kullanilarak hedef bolge ¢cogaltildi.
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3.4.5. DNA amplifikasyonu

Hastalarin plazma 6rneklerinde DNA belirlenmesi i¢in real-time PCR uygulandi

3.4.5.1. LightMix kit

LightMix Kit, bir niikleik asit ekstaksiyonunda fungal DNA varligin1 gosteren
fungal 18s RNA bolgesini tespit eder. C.albicans genomunun 490 bp ve A.fumigatus
genomunun 504 bp’lik uzun parcasi primerlerle amplifiye edildi ve LightCycler Red
640 ile etiketlenmis spesifik problarla tespit edildi.

3.4.5.2. Kit icerigi

LightMix Kit, C.albicans ve A.fumigatus’un her bir 32 PCR reaksiyonu i¢in
onceden karistirlmis liyofilize edilmis primer ve problari igermektedir. Kit ayrica 10’
hedefe denk C.albicans ve A.fumigatus kontrol DNA’s1 da icermektedir. Bu reaktiflerle
LightCycler 1.x/2.0 Cihaz1 ile LightCycler FastStart DNA Master HybProbe
kullanilarak 10 C.albicans ve A.fumigatus DNA kopyasi tespit edildi. LightMix Kit
kullanilarak yapilan amplifikasyon islemlerinin tamami, A.fumigatus ve C.albicans igin
ayrt ayri spesifik primer ve problar kullanilarak yapildi. Asagida A.fumigatus igin
calisma prensibi anlatildi. Tiim prosediir C.albicans PCR ¢aligmasi i¢inde ayni sekilde

uygulandi, bu nedenle tekrar anlatilmadi.

3.4.5.3. Light Cycler A.fumigatus ¢ahisma MMX’inin ve kapillerlerin

hazirlanmasi

1) izolasyonu yapilan numune sayis1 + Negatif kontrol + Pozitif Kontrol ile birlikte
gerekli mix sayist hesaplandi. Gerekli mix miktart pipetlerin durumuna gore +1

veya +2 eklenek hesaplandi.
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2) Total sayiya yetecek miktar i¢in gerekli Aspergillus ve Candida miksi ayri bir
ependorf tiipte ayarlandi.

3) Uygun sayida Light Cycler Kapilleri Carousel Centrifuge Adapter’iine (2-
8°C’de duran Cooling Blok) yerlestirildi.

4) Hazirlanan c¢alisma mastermix’inden 15 pl uygun Light Cycler kapillerlerine
yuklendi.

5) Uygun kapillerlere Sul 6nceden hazirladigimiz ekstraktlardan ilave edildi. Her
bir ilave sonrasi kapillerlerin kapaklar: kapatildi.

6) Kapillerler 500-1000 rpm’de 5-10 saniye santrifiij edildikten sonra mix ve
ekstraktin dibe ¢okmesi saglandi.

7) Light Cycler cihazina yiikleme yapildi.

3.4.5.4. M Mix

1) 1lasoliisyon: Lightcycler Fast Start Enzyme

2) 1b soliisyon: Lightcycler Fast Start Reaction Mixt Hyb Probe (Fast Start Taq
DNA Polimeraz, Reaction Buffer dNTP mix ile dUTP ya da dTTP, 10mM
MgCl2)

3) 25 M MgCl12

4) dH20

3.4.5.5. Testte kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

1. 1b soliisyonda 60 pl alinip 1a iginde karistirilarak Mix M hazirlandi.
2. Primer-prob igine 66 pl, standartlara 40 ul PCR-grade su eklendi ve hazirlandi.
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3.4.5.6. DNA amplifikasyon karisim

2L M mix

2UL probe-primer karigim
LOUL o, 25 mM MgCI2

94 L o dH,O

Her hasta i¢in toplam 15 pL hazirlanan mix tizerine 5 pL. DNA izolatlar1 eklendi

3.4.5.7. Testin uygulanmasi

Amplifikasyon i¢in kullanilacak M mix i¢in Lightcycler Fast Start Reaction
Mixt Hyb Probe’dan 60 pL alip 1 Lightcycler Fast Start Enzyme icine konup
karnigtirildi. Hazirlanan M mix iizerine MgCl,, Primer-prob karisimi ve distile su
calismada hasta sayisina uygun miktarlarda eklenerek PCR amplifikasyon karisimi
hazirlandi. Ornek sayisi, pozitif ve negatif kontrol sayist kadar PCR amplifikasyon
karigimi tek ependorf tiipiine hazirland1 ve kapillere 15 pL dagitildi. Standartlar, negatif
kontrol, pozitif kontrol ve hasta drneklerinden elde edilmis DNA izolatlarindan 5’er pLb
kapillere dagitildi. LightCycler 1.x/2.0 (Roche) PCR cihazina yerlestirildi. Orneklerdeki
niikleik asit ‘light cycler’ cihazinda agagidaki sikluslar uygulanarak ¢ogaltildi (Tablo 5).

Tablo 5. Niikleik asitlerin light Cycler cihazindaki sikluslari

Denatiirasyon 1 siklus 95°C’de 10.00 dakika
95°’de 5 saniye
Amplifikasyon 45 siklus 62°C’de 15 saniye

72°C’de 25 saniye

95°C’de 20 saniye

Melting 1 siklus 40°C’de 20 saniye
85°C’de 00 saniye
Cooling 1 siklus 40°C’de 30 saniye

Olusan floresan egrileri LightCycler software version 4.1 ile degerlendirildi.

Kalite kontrol i¢in; kit igerigindeki pozitif kontrol kullanilirken, negatif kontrol i¢in su
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kullanildi. LightCycler 1.x/2.0 cihazi ile 60 dakika igerisinde (45 dongii ve erime egrisi)
elde edildi.

Amplification Curves
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Sekil 2. A.fumigatus PCR pozitif hastamizin yer aldig1 calismada amplifikasyon egrisi
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Sekil 3. C.albicans pozitif bulunan hastamizin yer aldig1 ¢caligmada amplifikasyon egrisi

3.5. Histopatolojik Inceleme

Hastalara ait histopatolojik degerlendirme sonuclar1 hasta dosyalarindan elde edildi.
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3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Kategorik degiskenler arasindaki iliski ki-kare analizi ile test edildi. Altin
standart ile karsilastirilan yontemler igin spesifite degerleri ve %95 giiven araliklari
hesaplandi. Ayrica yontemler arasindaki uyuma KAPPA istatistigi ile bakildi. Tanitici
istatistik olarak frekans, yiizde ve ortalama + std.sapma degerleri verildi. Istatistiksel
analizler i¢in SPSS for Windows version 11,5 paket programi kullanildi ve P<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Caligmamizda yaptigimiz istatistiksel
degerlendirmelerde hasta ve oOrnek sayisi kullanilmadan hastalarin ndtropenik atak

sayilar1 esas alinarak yapildi.



4. BULGULAR

Calismamizda, Dahiliye Hematoloji Klinigi’nde Febril Notropeni tanisiyla takip
edilen 101 hastanin 199 atagir arastirildi. Bu ataklardan 11’1 (%5.5) EORTC
siniflandirmasina  gére kesin IFI olarak tanimlandi. Kesin IFI olarak tanimlanan
ataklardan {i¢iinde (%1.5) hastalarin beyin biyopsi materyalinde histopatolojik olarak
hifal elemanlar tesbit edilerek kesin 1A, sekiz atakta (%4) ise kandidemi tespit edildi.
Takip edilen 199 atagin sekizi (%4) yiiksek olasilikli 1A, sekizi (%4) diisiik olasilikli
IA olarak tanimlanirken, bu smiflandirmanin disinda kalan 172 (%86.5) atak ise IFI

acgisindan riskli bulunmadi.

4.1. Direkt Mikroskobi ve Kiiltiir Sonuclari

Laboratuvarimiza gonderilen, 40 balgam, iki TRA, bir BAL, bir bogaz
stirlintlisti, bir yara siiriintiisii, bir plevra ve bir beyin biyopsi Orneginde direkt
mikrokobi ile mantar elemanlari arandi. Ancak direkt mikroskopi yapilan klinik
orneklerde mantar elemanlarina rastlanmadi.

Calismamizda takip edilen 101 hastanin 194 febril nétropeni ataginda toplam
443 kan kiiltlirii laboratuvarimiza gonderildi. Toplam 194 ataktan 124’iinde (%63.9)
kan kiiltiiriinde tireme olmazken, 62’sinde (%32) bakteriyel etkenler, yedisinde (%3.6)
cesitli Candida tiirleri iiredi. Ureyen Candida tiirlerinin dordii C.glabrata, biri
C.parapsilosis, biri C.albicans, biri de C.tropicalis olarak identifiye edildi. Hastalarin
bir (%0.5) ataginda ise C.parapsilosis ve bakteriyel etken olmak {lizere miks enfeksiyon
tespit edildi. Kan kiiltliriinde Candida tiirleri ireyen dort hastadan, tigli AML, biri NHL,
bir ataginda kan kiiltliriinde, diger ataginda kateter kiiltiiriinde Candida tirl iireyen
hasta ise NHL hastasiydi.

Hastalardan 61 atak boyunca 229 idrar 6rnegi gonderildi. Toplam 61 ataktan
54’tiinde (%388.5) iireme goriilmedi, dordiinde bakteriyel etkenler (%6.55), iiclinde
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(%4.9) Candida tiirleri iiredi. Ureyen Candida tiirlerinin ikisi C.glabrata ve biri
C.albicans olarak identifiye edildi. Bu tli¢ hastanin ikisi NHL, biri MDS’lu hastalardi.

Hastalardan 34 atak boyunca 40 balgam Kkiiltiiri gonderildi. Toplam 34 ataktan
25’inde (%73.5) lireme tesbit edilmedi, yedisinde (%20.6) bakteriyel etkenler, ikisinde
(%5.9) Aspergillus spp. liremesi saptandi. Balgam kiiltiirlerinde goriilen Aspergillus
spp. iiremesi, tek kiiltiirde olup hastalarin takip edilen diger balgam kiiltiirlerinde iireme
goriilmedi.

Hastalardan 12 atak boyunca 20 kateter kiiltlirii gonderildi. Toplam 12 ataktan
altisinda (%50) iireme olmazken, {iciinde (%25) bakteriyel etkenler, ikisinde (%16.6)
Candida tiirleri, birinde (%8.3) ise Candida tiirii ve bakteriyel etken birlikte iiredi. Bu
Candida tirleri ikisinde C.albicans ve birinde C.tropicalis olarak identifiye edildi.
Sadece kateter kiiltiiriinde Candida tiremesi goriilen hasta Aplastik anemi hastasiydi.

Gonderilen iki TRA, bir BAL, bir yara, bir bogaz, bir plevra, bir beyin biyopsi

materyali kiiltlirlerinde herhangi bir iireme saptanmadi. Hastalardan gonderilen

orneklerin atak sayilarina gore kiiltiir sonuglarinin dagilimi ise Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 6. Hastalardan gonderilen 6rneklerin atak sayilaria gore kiiltiir sonuglarinin dagilimi.

Bakteri
.. ve
Urﬁll?e Bakteri Casndtda Casndtda Aspsergtllus Toplam
Ornek yn n I:IP- I:lp' I:lp' atak sayisi
(1) 0,
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Kan 124 62 1 7 0 194
(63.9) 32) (0.5) (3.6) (100)
. 54 4 3 61
Tdrar (88.5) (6.6) 0 (4.9) 0 (100)
25 7 0 2 34
Balgam | 455, (20.6) 0 (5.9) (100)
6 3 1 2 12
Kateter (50) (25) (8.3) (16.6) 0 (100)
N 7 0 7
Diger (100) 0 0 0 (100)

Diger; iki TRA, bir BAL,

bir yara, bir bogaz, bir plevra, bir beyin biyopsi materyali.
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4.2. Galaktomannan Antijen Bulgular:

101 febril nétropeni hastasinin 199 atagi boyunca, her atakta haftada iki defa,
ortalama bes serum 6rnegi olmak tizere toplam 813 serumda GM antijeni arandi. Testin
index degeri 0.5ng/ml olarak kabul edildiginde; GM antijeni 172 (%86.43) atak
boyunca negatif, 14 (%7.03) atakda bir pozitif, 11 (%5.52) atakda ardisik iki ve daha
fazla pozitif, iki (%]1) atakda herhangi iki serumda pozitif ( 6nce pozitif, sonra negatif,
daha sonra pozitif) bulundu. Testin index degeri >1.0 ng/ml olarak kabul edildiginde
ise; 190 (%95.47) atakda tiimii negatif, alt1 (%3) atakda bir pozitif, ii¢ (%1.5) atakda
ardisik iki serumda pozitif olarak bulundu. Testin Index degeri >0.5 ng/ml ve 1 ng/ml

kabul edildiginde GM sonuclarinin dagilimi Tablo 7°de gosterildi.

Tablo 7. Testin index degeri >0.5ng/ml ve >Ing/ml kabul edildiginde Galaktomannan
sonuglarmin dagilima.

. Ardisik iki ‘.
Tuml.l Bir pozitif ve daha Herhal.lg.l tkd Toplam
negatif o pozitif
n n fazla pozitif n n
% n Y%
(%) ( 0) (%) (%) ( 0)
Galaktomannan 172 14 11 2 199
index> (0.5ng/ml (86.43) (7.03) (5.52) (1) (100)
Galaktomannan ( 915927) 6 3 0 199
index 21 ng/ml ’ 3) (1.5) (0) (100)

GM index degeri >0.5 ng/ml ve 1 ng/ml kabul edilerek sonuglar karsilagtirildi.

Buna gore her iki index degerinde ataklarin 172’si negatif, dordii bir pozitif, {i¢ii ardisik
pozitif olarak tespit edildi. GM index >05ng/ml kabul edildiginde, bir pozitif bulunan
12 atak, index 1ng/ml kabul edildiginde negatif, ardisik pozitif bulunan alt1 atak negatif,
ardigik pozitif bulunan iki atak bir pozitif bulunmustur. Bu sonuglara gére, GM index
degeri >0.5 ng/ml ve >1 ng/ml kabul edilerek karsilastirildiginda, index degerleri
arasindaki fark orta diizey uyumlu bulundu (Kappa = 0.414, p=0.000). Testin index
degerini >0.5 ng/ml ve >1 ng/ml kabul edilerek galaktomannan sonuglarinin

karsilastirilmasi Tablo 8’de gosterildi.
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Tablo 8. Testin index degeri >0.5 ng/ml ve >1 ng/ml kabul edildiginde galaktomannan
sonuglarinin karsilastirilmasi.

Galaktomannan
(index=05ng/ml) Toplam
Tiimii 1 pozitiflik Ardisik 2 ve daha
negatif P fazla pozitiflik
Tiimii negatif |N 172 12 6 190
%| 100.0 75.0 54.5 95.5
Galaktomannan 1 pozitiflik N 0 4 2 6
(index 21ng/ml) % 0 25.0 18.2 3.0
Ardisik 2 ve daha | N 0 0 3 3
fazla pozitiflik |o; 0 0 273 1.5
N 172 16 11 199
Toplam
%| 100.0 100.0 100.0 100.0

Tablo 7°’de GM index degeri >0.5 ng/ml kabul edilerek yapilan degerlendirmede
ortaya ¢ikan “herhangi iki pozitif” degerleri, Tablo 8’de “1 pozitiflik” kategorisi i¢erisine dahil

edildi, iki index degerinin karsilastirmasi bu dogrultuda yapildi.

4.3. PCR Bulgulan

Arastirma kapsamina alman 101 febril ndtropeni hastasindan 199 atak boyunca,
her atakta haftada iki kere olmak fiizere C.albicans DNA’s1 arastirmak icin 749,
A.fumigatus DNA’s1 aragtirmak i¢in 818 plazma 6rnegi gonderildi. Hastalarin takip
edildigi 199 atak boyunca 196’sinda (%98.5) C.albicans DNA’s1 saptanmadi. Ikisinde
(%1) bir pozitiflik saptanirken, birinde (%0.5) ardisik iki ve daha fazla pozitiflik
saptand1. Tiim ataklardaki C.albicans PCR sonuglar1 Tablo 9°da gosterildi.

Tablo 9. Tiim ataklardaki C.albicans PCR sonuclari.

C.albicans PCR N %
Tiimii negatif 196 98.5
Bir pozitif 2 1
Ardisik iki pozitif 1 0.5
Toplam 199 100

Hastalarimizin 199 atagindan 163’linde (%81.9) A.fumigatus PCR sonuglari
negatif, 32’sinde (%16.08) bir pozitif, ikisinde (%1) herhangi iki pozitif, iki (%1) atakta




71

ise ardigik pozitiflik saptandi. Tiim ataklardaki A4.fumigatus PCR sonuglar1 ise Tablo
10°da gosterildi.

Tablo 10. Tiim ataklardaki 4.fumigatus PCR sonuglari.

A.fumigatus PCR N Y%
Tiimii negatif 163 81.9
Bir pozitif 32 16
Herhangi iki pozitif 2 1
Ardisik iki pozitif 2 1
Toplam 199 100

4.4. Kiiltiir Sonuclariyla PCR Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Calismamizda 194 atak boyunca kan kiiltiirii gonderildi. Bu ataklarin 192’sinde
es zamanl C.albicans PCR’lar1 ¢alisildi. Ataklarin 183’{inde her iki test negatif, 1’inde
ise her iki test de pozitif bulundu. Ataklarin altisinda kan kiiltiiriinde Candida spp.
tiremesi goriiliirken C.albicans PCR testi negatif, ataklarin ikisinde ise kan kiiltliriinde
Candida spp. tiremesi goriilmezken C.albicans PCR’lar1 pozitif bulundu. Bu sonuglar
dogrultusunda testin spesifitesi %98.92 (% 95 GA, 96.15-99.87), negatif prediktif
degeri (NPD) % 96.83 (%95 GA, 93.22-98.83) olarak saptandi. Amplifikasyon igin
kullandigimiz real-time PCR kiti sadece C.albicans DNA’sin1 tespit edebilmektedir.
Bizim aragtirmamizda kan kiiltiirlerinde lireyen Candida’larin dordi C.glabrata, ikisi
C.parapsilosis, biri C.albicans, biri de C.tropicalis olarak identifiye edildi. Kan
kiiltiiriinde tireyen C.albicans susunun C.albicans PCR ile de tespit edildigi goriildii.
Kan kiiltiirti ile C.albicans PCR sonuglarinin karsilastirilmasi Tablo 11°de gosterildi.

Tablo 11. Kan kiltiirii ile C.albicans PCR sonuglarmin karsilagtirilmasi.

Kan kiiltiirii negatif | Kan kiiltiirii pozitif Toplam
n n n
(%) (%) (%)
. 183 6 189
PCR negatif (98.9) (85.7) (98.4)
. 2 1 3
PCR pozitif (1.1) (14.3) (1.6)
Toolam 185 7 192
P (100) (100) (100)
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Hastalardan 12 atak boyunca 20 kateter kiiltlirii gonderildi. Ataklarin 3’iinde
(%25) Candida tirleri tiredi. Bunlarin ikisi C.albicans ve biri C.tropicalis olarak
identifiye edildi. C.albicans PCR sonuglarini, Kkateter kiiltlirii sonuglar1 ile
karsilastirdigimizda testin spesifitesi %100 (%95 GA, 66.37-100), NPD %81.82 (%95
GA, 48.22-97.72) olarak tespit edildi. Amplifikasyon i¢in kullandigimiz real-time PCR
kiti C.albicans DNA’sma spesifik bir kit olmakla beraber kateter kiiltiiriinde saptanan
iki C.albicans’dan birini tespit edebildi. Kateter kiiltiirii ile C.albicans PCR sonuglarinin
karsilastirilmas: Tablo 12°de gosterildi.

Tablo 12. Kateter kiiltiirii ile C.albicans PCR sonuglarinin karsilagtirilmasi.

Kiiltiir negatif Kiiltiir pozitif Toplam

n n n

(%) (%) (%)
. 9 2 11

PCR negatif (100) (66.7) 91.7)
.. 0 1 1

PCR pozitif 0) (33.3) (8.3)
Toplam 9 3 12

P (100) (100) (100)

Idrar kiiltiirii génderilen 61 ataktan iigiinde Candida spp. iiremesi goriildii.
Bunlarm ikisi C.glabrata biri C.albicans olarak identifiye edildi. Idrar kiiltiiriinde
C.albicans iremesi olan hastanin kan ve kateter kiiltiiriinde de C.albicans iredigi
saptandi. C.albicans PCR sonuglar1 idrar kiiltiiri ile karsilagtirildiginda, spesifite
%98.28 (%95 GA, 90.76-99.96), NPD %96.61 (%95 GA, 88.29-99.59) olarak saptandi.
Idrar kiiltiiriinde iireyen C.albicans susunun C.albicans PCR ile de tespit edildigi
goriildii. Idrar kiiltiirii ile C.albicans PCR sonuglarmin karsilastirilmas: Tablo 13°de

gosterildi.



Tablo 13. idrar Kiiltiirii ile C.albicans PCR sonuclarimn karsilastirilmasi.
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Idrar Kkiiltiirii
Candida spp. |Candida spp. Toplam
negatif pozitif
. n 57 2 59
Negatif % 98.3 66.7 96.7
PCR
Pozitif n ! 1 2
% 1.7 33.3 3.3
Toplam n 58 3 61
% 100 100 100
4.5. A. fumigatus PCR ile GM (index >0.5 ng/ml) sonuclarmn

karsilastirilmasi

Hastalarimizin takip edilen 199 atagindan 145’inde her iki testde negatif, 2

atakta her iki testde bir pozitif, sadece bir atakta her iki testte ardisik pozitif sonug verdi.

GM ile negatif ¢ikan 27 atagin, 26’sinda A.fumigatus PCR’da bir pozitiflik, birinde

herhangi iki serumda pozitiflik saptandi. GM ile ardisik pozitiflik tespit edilen 11

ataktan, ikisi 4.fumigatus PCR ile negatif, licii bir pozitif, biri ise A4.fumigatus PCR’da

da ardisik pozitif bulundu. GM index >0.5ng/ml kabul edildiginde ¢ikan sonuglar ile

A.fumigatus PCR sonuglarinin karsilastirilmasi Tablo 14’de verildi.

Tablo 14. GM, index >0.5 ng/ml kabul edildiginde ¢ikan sonuglar ile A.fumigatus PCR

sonuclarinin karsilastirilmasi.

Galaktomannan (index 0.5 ng/ml )
Tiimii 1 Herhangi 2 | Ardisik 2 ve daha |Toplam
negatif | pozitiflik | pozitiflik fazla pozitiflik
Tiimii negatif n 145 1 1 7 164
%| 84.3 78.6 50.0 63.6 82.4
1 pozitifiik - 12 61 1 j ! > 32
PCR Z 5. 3 50.0 27.3 16.1
Herhangi 2 n 1 1 0 0 2
pozitiflik %| 0.6 7.1 0 0 1.0
Ardisik 2 ve daha |n 0 0 1 1
fazla pozitiflik 0| ] 0 9.1 5
n 172 14 2 11 199
Toplam
%| 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
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A.fumigatus PCR ve Galaktomannan (index >0.5ng/ml) sonuglarm tek pozitif
deger anlamli kabul ederek karsilastirdigimizda, ataklardan 145’inde iki testin sonucu
da negatif, sekizinde ise pozitif bulundu. Ataklardan 27’sinde GM negatif, A4.fumigatus
PCR pozitif, 19’unda GM pozitif, 4. fumigatus PCR negatif bulundu. A4.fumigatus PCR,
GM ile karsilastirildiginda spesifite %84.30 (%95 GA, 77.99-89.39), NPD ise %88.41
(%95 GA, 82.50-92.88) olarak saptandi. Iki yontem uyumluluk agisindan
degerlendirildiginde, testler arasinda zayif uyum saptandi (Kappa = 0,124, p=0,077).
A.fumigatus PCR ve Galaktomannan (Index >0.5ng/ml) sonuglarmi tek pozitif deger
anlamli kabul ederek karsilastirilmasi Tablo 4.15°de gosterildi.

Tablo 15. A.fumigatus PCR ve Galaktomannan (index >0.5 ng/ml) sonuglarmi tek pozitif deger
anlamli kabul edilerek kargilagtiriimasi

Galaktomannan
index >0.5 ng/ml Toplam
Negatif Pozitif
n 145 19 164
Negatif o
A.fumigatus PCR r/f 8;&3 7%4 83254
Pozitif % 15.7 29.6 17.6
Toblam n 172 27 199
P % 100.0 100.0 100.0

A.fumigatus PCR’daki herhangi bir pozitifligi, GM’daki (Index >0,5 ng/ml)
ardisik pozitifliklerle karsilastirdigimizda, ataklardan 156’sinda her ikiside negatif,
5’inde her ikiside pozitif bulundu, 30 atakda GM negatif, A.fumigatus PCR pozitif,
sekiz atakda GM pozitif 4.fumigatus PCR negatif bulundu. Bunun sonucunda testin
spesifitesi %83.87 (%95 GA, 77.78-88.85), NPD 9%95,12 (%95 GA, 90.61-97.87)
olarak bulunurken, iki test arasinda zayif uyum (Kappa=0.125, p=0.041) saptandi.
A.fumigatus PCR sonuglarinin, Galaktomannan (Index >0,5ng/ml) ardisik pozitif
degerleri ile karsilastirilmast Tablo 16’da gosterildi.
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Tablo 16. A.fumigatus PCR sonuglarinin, Galaktomannan (Index >0,5ng/ml) ardisik pozitif
degerleri ile karsilastirilmast.

Galaktomannan (index 0.5
ng/ml) ardisik pozitif
Negatif Ardigik foplam
g pozitif

. n 156 8 164

PCR Negatif )/ 83.9 61.5 82.4

Pozitif n 30 > 35

% 16,1 38.5 17.6

Toolam n 186 13 199
P % 100,0 100,0 100,0

4.6. Histopatolojik Sonuclarla, Galaktomannan ve A. fumigatus PCR

Sonuclarimin Karsilastirilmasi.

Histopatolojik olarak beyin biyopsisinde hifal elemanlar tespit edilen 3 hastanin
gonderilen kiiltiirlerinde herhangi bir fungal iireme tespit edilmedi. Bu hastalarin GM
sonuclar1 index degeri >0.5 ng/ml kabul edildiginde tigiinde de (%100) ardisik pozitiflik
bulundu. index degeri 1 ng/ml kabul edildiginde ise iki (%66.7) hastada bir pozitiflik,
bir hastada (%33.3) ardisik pozitiflik bulundu. Bu hastalarin ikisinde (%66.7)
A.fumigatus PCR sonuclar1 negatif, birinde (%33.3) PCR sonucu ardisik pozitif
bulundu. Histopatolojik inceleme altin standart olmasina ragmen, tiim hastalarimiza

uygulanamadigi i¢in karsilastirilan testlerde sensitivite ve spesifite hesaplanamadi.



5. TARTISMA

Nétropeni, nétrofil sayismm  500/mm™iin altinda oldugu veya kisa siire
icerisinde 500/mm’’iin altina diismesi beklenen durumlar; ates ise viicut 1sisin tek
Olctimde 38.3°C ve ilistiinde veya birer saat arayla yapilan iki 6lgiimde 38.0-38.2°C
arasinda olmasi olarak tanimlanmistir (28). Kemoterapotik ilaglarin kemik iligini
baskilamas1 sonucu ortaya ¢ikan nétropeni, malignitesi olan hastalarda enfeksiyona
zemin hazirlayan en onemli faktordiir. Enfeksiyonun sikligi ve siddeti ndtropeninin
derinligi ve uzamasi ile iligkilidir. Trombositopeni, hastanin beslenme durumu, diyabet
gibi altta yatan hastaliklar da enfeksiyon riskini arttiran diger risk faktorleridir (22). Bu
hastalarda yiizeyel ve derin firsatgr mantar enfeksiyonlar: siktir. Orofarengeal
kandidiyazis, Ozefageal, sinopulmoner, rinoserebral, hepatosplenik ve SSS
enfeksiyonlar1 bunlarin baslhicalaridir. En sik Candida tiirleri olmak {izere, ikinci sirada
Aspergillus tiirleri izler. Zygomycetes smifinda bulunan mantarlar (Rhizopus spp.,
Mucor spp.), C.neoformans ve son yillarda mantar olarak tanimlanan Pneumocystis
Jjiroveci daha seyrek olarak firsat¢i mikozlara yol agar. Ancak dogada bulunan her tiirlii
mantarin bu enfeksiyonlara neden olabilecegi unutulmamalidir (18).

Erken ve dogru tanmi febril notropeni tedavisinde kritik 6neme sahiptir. Uygun
tedavi alan febril notropenik hastalarda bile mortalite oraninin %5’e ¢ikabildigi
bildirilmigtir (28). Ldsemi hastalari, solid tiimoér ve lenfoma hastalarina gore,
notropeninin uzun siirmesi nedeniyle enfeksiyon agisindan daha ytiiksek risk altindadir
(140). Bizim caligmamiza dahil ettigimiz hastalarin tamami hematolojik malignitesi
olan, kemoterapoétik ilag kullanan hastalardi. Hastalarimizin 49°u (%48.5) AML, 13’1
(%12.9) ALL, 10’u (%9.9) MM, sekizi (%7.9) NHL, 21’1 (%20.8) diger hematolojik
maligniteler olmak iizere ilk sirada AML, ikinci sirada ALL yer almaktaydi. Hormet Oz
ve ark. (141) immiin yetmezlikli 57 hastada IA arastirdiklar1 calismalarinda, bu
hastalarin 49’unun hematoloji hastasi oldugunu, bunlarin da 28’inin AML, dokuzunun

ALL hastast olmak iizere AML ve ALL’nin en ¢ok hasta grubunu olusturdugunu
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bildirmiglerdir. Akin ve arkadaslarmin (142) 119 febril ndtropeni hastasinda yaptigi
calismada, altta yatan hastaliklar 86 hastada AML, 22 hastada ALL, iki hastada KIiT,
yedi hastada lenfoma, iki hastada diger hematolojik maligniteler olarak bulunmustur.
Koéroglu ve ark. (143) 2010-2013 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada, 108 febril
notropeni hastasinin, eslenik hematolojik malignitelerini, 64 (%60) NHL, 22 (%20)
AML ve 22 (%20) hastada ALL oldugunu bildirmislerdir. Tanrikulu ve ark. (144)
yaptiklar1 ¢alismada 37 febril notropeni hastasindan 25’inin AML, 22’sinin ise ALL
hastas1 oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, kan kiiltiirinde Candida iiremesi goriilen dort hastadan, {igii
AML, biri NHL hastasi, kan kiiltiirii ve kateter kiiltiriinde Candida iiremesi goriilen
hastanin NHL, sadece kateter kiiltiirlinde Candida iiremesi goriilen hastanin ise Aplastik
anemi hastas1 oldugu tespit edildi. Pagano ve ark. (145) yaptiklar1 ¢alismada mantar
gelisiminin en sik %12 ile AML’de, %6.5 ile ikinci siklikta ALL hastalarinda
goriildiigiinii bildirmislerdir.

Mantar enfeksiyonlari, febril notropenik hastalarda Onemli bir sorun
olusturmaktadir ve bu enfeksiyonlarin tanisi hala zordur (28). Mantar enfeksiyonlarinda
goriilen klinik bulgular etkene 6zgli olmadigindan taniya katkilari smirli olmakta,
histopatolojik ve radyolojik bulgular taniya iliskin 6nemli ipuglar1 saglayabilmekte
ancak kesin tani mikrobiyolojik yoOntemlerle konmaktadir. Ancak konvansiyonel
yontemler tanida yeterli duyarlilia sahip degildir. Altin standart olarak kabul edilen
histopatolojik inceleme ve derin dokulardan alinan kiiltiir yontemlerinin uygulanmasi
cogunlukla bu hastalarin genel durumlarindaki bozukluklardan veya trombositopeniden
dolay1 miimkiin olamamaktadir (32). Bizim ¢aligmamizda 194 atakta 443 kan,61 atakta
229 idrar, 34 atakta 40 balgam, 12 atakta 20 kateter, yedi atakta TRA, BAL gibi diger
ornekler aragtirma amaci ile laboratuvarimiza gonderildi. Gonderilen 6rnek sayilarindan
da anlagilacagi gibi, bu hastalarin febril ndtropeni ataginda maligniteli hastalar olmasi
ozellikle solunum yolunun invaziv Orneklerinin ¢ok az sayida elde edilebilmesi ile
sonuglandi. IA tanisinda direkt dokudan alinan &rnekte patolojik ve kiiltiir yontemi ile
mantarin gosterilmesi altin standart yontem olarak kabul edilir. Direkt bakinin kiiltiire
gore daha duyarli ve hizli tam1 degeri vardir. Ancak Aspergillus hifleri Fusarium,
Penicillium, Scedosporium tiirleri ve daha bircok kiiflin  goriintlisii  ile

karistirilabilmektedir (14,52). Calismamizda Dahiliye Hematoloji Klinigi’nde Febril
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Notropeni tanisiyla takip edilen 101 hastanin 199 febril notropenik atag: takip edildi.
Takip edilen ataklardan 11°i (%5.5) EORTC smiflandirmasina gére kesin IFI olarak
tanimland1. Kesin IFI tanis1 alan ataklardan ii¢iinde (%1.5) hastalarin beyin biyopsi
materyallerinde histopatolojik olarak hifal elemanlar tesbit edilerek kesin 1A, sekiz
atakta (%#4) ise kandidemi tespit edildi.

Kandidemiler invaziv Candida enfeksiyonlarinin %350-70’ini  olusturur.
Kandidemilerde en sik etken C.albicans olmakla birlikte albicans-dis1 tiirlerin goriilme
siklig1 da giderek artmaktadir. Hastane enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalar
icinde Candida’larin dordiincii siraya yerlestigi belirtilmektedir ve kandideminin
hastanede kalis siiresini ortalama 30 giin uzattig1 ve mortalite oraninin ise %40-60
arasinda oldugu bildirilmektedir. Candida cinsi i¢inde ¢ok sayida tiir olmakla birlikte
hastalarin ¢ogunda etken olarak bes tiir (C.albicans, C.parapsilosis, C.tropicalis,
C.glabrata ve C. krusei) izole edilmektedir. C.albicans tim bolgelerde en fazla izole
edilen tiir olmakla beraber goriilme sikligi bolgelere gore degismektedir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) ve Kanada’da C.glabrata, C.albicans’dan sonra kandidemi
etkeni olarak ikinci siklikta izole edilen tiir iken, Kuzey Amerika hari¢ diger bolgelerde
C.parapsilosis, C.albicans’dan sonra ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemizden
bildirilmis kandidemi olgularinda, ¢esitli merkezlerden farkli oranlar (%37-65)
verilmekle beraber C.albicans birinci sirada yer almaktadir. C.parapsilosis ise farkl
oranlar (%12-32) verilmekle beraber ikinci sirada yer almaktadir (146). Bizim
calismamizda, kan kiiltiirleri takip edilen hastalarin 124 ataginda (%63.9) iireme olmadi,
62’sinde (%32) bakteriyel etkenler, yedisinde (%3.6) ¢esitli Candida tiirleri, birinde
(%0.5) ise bakteriyel etken ve Candida tiirii birlikte {iredi. Izole edilen Candida tiirleri,
dordiinde  C.glabrata, ikisinde C.parapsilosis, birinde C.albicans, birinde
C.tropicalis’di. Bizim ¢alismamiz sonucunda kandidemisi olan hastalarda non-albicans
Candida tirlerinin siklikla etken olabildigi goriilmektedir. Calismamizda hastalarimizin
kateter kiltlirlerinde ise 12 ataktan altisinda (%50) iireme olmazken, {iclinde (%25)
bakteri, ikisinde (%16.6)) Candida, birinde (%8.3) Candida ve bakteriyel etken birlikte
tiredi. Candida tirleri iki kiiltiirde C.albicans ve bir kiiltiirde C.tropicalis olarak
identifiye edildi. Hilmioglu ve ark. (147), kandidemi etkeni olarak birinci sirada
C.tropicalis’1 (%36.7) bulurken C.albicans’1 ikinci sirada (%31.8) bulmuslardir. Atalay
ve ark. (146) yaptiklar1 c¢alismada kandidemi etkeni olarak 99 Candida susu
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tiretmiglerdir. Bu suslarin 66’sin1 (%68) C.albicans, 14’ini (%14.5) C.parapsilosis,
dokuzunu (%9.3) C.glabrata, dordinii (%4.1) C.krusei, tigiinii (%3.1) C.tropicalis ve
birini (%1) C.pelliculosa olarak tanimlamislardir.

Sahin ve ark. (148) yaptiklar1 calismada 40 yiiksek riskli febril nétropenik
olguda 88 Candida cinsi maya izole etmislerdir. Candida iireyen Orneklerin 29 unun
kan, 19’unun idrar, 25’inin balgam, dordiiniin vaskiiler kateter, altisinin yara, dordiiniin
bogaz ve birinin diski oldugunu bildirmislerdir. Kokenlerin ise 39’unu (%44.3)
C.albicans, 49’unu (%55.7) non-albicans Candida tiirleri olarak bulmuslar. Ozellikle
C.parapsilosis kan kiiltlirlerinden siklikla izole edilen tiir (%41.3) olmustur.

Wisplinghoff ve ark. (149)’nin 1995-2002 yillar1 arasinda yaptig1 bir ¢alismada,
nozokomiyal septisemilerde Candida tiirlerinin oraninin arttii, izole edilen
Candida’larin %54 uniin C.albicans, %46’smin non-albicans Candida tiirleri oldugu
gozlenmis, kandidemi gelismesi i¢in gecen siirenin ortalama 22 giin oldugu
bulunmustur. Kandidemilerin n&tropenik hastalarda diger hasta gruplarina oranla
yuksek oldugu ve izole edilen Candida tiirlerinin non-albicans olmasimin mortaliteyi
artirdigi bildirilmistir (149).

Ulkemizde yapilan calismalardan, Otag ve ark. (150) 2003-2005 yillar1 arasinda
klinik 6rneklerden 873 maya susu izole ettiklerini ve kan 6rneklerinde C.parapsilosis’in
%51.8 oraninda izole edildigini bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan bir diger ¢alismada
(151); hematolojik maligniteli nétropenik hasta 6rneklerinin %23.2’sinden C.albicans,
%76.8’inden non-albicans Candida tiirleri izole edilmis; non-albicans Candida’larin
dagilimi %38.4 C.krusei, %29.7 C.glabrata, %3.6 C.kefyr, %3.6 C.tropicalis ve %1.5
C.parapsilosis olarak bulunmustur. Susever ve ark.’min (152) c¢alismasinda,
immiinsiipresif 50 hastaya ait 24 BAL, 14 kan, bes periton, dort plevra ve bir perikard
stvist, bir BOS, bir idrar drnegini incelemislerdir. Calisilan 50 6rnegin 17 (%34)’sinde
tireme saptanmis olup 12 BAL, {i¢ kan ve bir idrar 6rneginde C.albicans, bir kan
orneginde C.parapsilosis tespit etmislerdir.

Bizim hastalarimizin idrar kiiltiirlerinde takip edilen 61 ataktan, 54’{inde
(%88.5) tlireme goriilmedi, 4’linde bakteri (%6.6), 3’linde de (%4.9) Candida tiirleri
iiredi. Izole edilen Candida tiirleri, ikisinde C.glabrata ve birinde C.albicans olarak
identifiye edildi. Uriner sistemden Candida izolasyonu genellikle perirektal veya genital

bolgeden kontaminasyon, uzun siireli kateterizasyon sonucu mesanenin kolonizasyonu
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veya diyabet gibi mesanenin tam bosalmasini engelleyen hastaliklarda goriiliir.
Candida’nin idrarda hizla ¢ogalabildigi diistiniiliirse, idrar kiiltiiriinde yiiksek sayida
Candida tiremesi kontaminasyon veya kolonizasyonu enfeksiyondan ayirt ettirmez.
Buna karsihik, doku invazyonu olan hastalarda 10°CFU/ml Candida spp. ireyebilir
(104). Piyiiri genellikle enfeksiyonun bir gdstergesi olarak kabul edilir, ancak kateterli
bir hastada enfeksiyon olmadan da kateterin mekanik etkisiyle piyiiri gelisebilir.
Asemptomatik kandidiiride temel yaklasim, risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasidir.
Genel olarak, immunkompromize hastalarda kandidiiri ¢ok nadiren kandidemiye neden
olmaktadir. Mesanede kateteri bulunan asemptomatik kandidiirili hastalarin tedavisi
onerilmemektedir, kateterin ¢ikarilmasi veya degistirilmesi yeterlidir. Antifungal tedavi
ile kandidiiri ortadan kaldirilabilir, ancak tedavi bitiminden iki hafta sonra tedavi alan
ve almayanlar arasinda kandidiiri siklig1 agisindan bir fark saptanamamistir. Ancak
renal transplantasyon yapilmis hastalarda, diisiik dogum agirlikli bebeklerde, ndtropenik
hastalarda ve iirolojik bir girisim yapilacak olanlarda sistemik bir enfeksiyonu dnlemek
i¢in antifungal tedavi uygulanmalidir (104).

Bizim calismamizda idrar kiiltiiriinde C.albicans liremesi olan hastanin kan ve
kateter kiiltiirlerinde de C.albicans iiremesi tespit edildi. Bu hastalarin plazmalarinda
PCR ile C.albicans DNA’s1 arandi. Sonugta bu hastalardan ikisinde C.albicans negatif
bulunurken, idrar kiiltiiriinde C.albicans saptanan hastanin C.albicans PCR sonucu da
pozitif bulundu. Biz hastalarimiz1 EORTC/MSG kriterlerine gore siniflandirdigimiz igin
idrar kiiltiirii pozitifligini IFI tanisinda kullanmadik. Ancak hastalarrmizdan birinde
idrar kiiltiiriinde C.albicans tremesi ve bu hastanin C.albicans’a spesifik PCR
sonucunun da pozitif olmasi, bize idrar kiiltiiriinde Candida iiremesinin notropenik
hastalarda anlamli olabilecegini ve dikkatli degerlendirmek gerektigini diisiindiirdii.

IA erken tam konulup tedavi edilmedigi takdirde ¢ogu zaman &liimle
sonuglanabilen ciddi bir hastaliktir. Mortalite orani altta yatan hastali§a, enfeksiyon
bolgesine antifungal tedaviye gore degismektedir. Son yillarda Avrupa ve Amerika’daki
hematoloji ve KIT servislerinde &liim nedenlerinin basinda gelmektedir. Immiin
yetmezligi olan hastalarda mortalitenin %60-90 arasinda olmasi1 tedaviye erken
baslanmasinin Onemini ortaya koymaktadir (2,153). Erken tam1 ve tedavi 6zellikle
notropenik hastalarda progresyonda Onemlidir. Notropenik ve immiin yetmezlikli

hastalarda direkt akciger grafilerinde herhangi bir degisiklik olmasada bilgisayarli
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tomografi énemli bir tan1 aracidir. Toraks bilgisayarli tomografisinde bir nodiil veya
halo isareti, anjioinvaziv mikroorganizmalar agisindan anlamlidir ve uzamis nétropeni
durumunda IA’u kuvvetle destekler. Ancak akcigerdeki bu goriintiiler ventilatorle
iliskili pndmoniler, atelektaziler, ventilatdre bagl olusan plevral sivi olusumu, Candida,
herpes simpleks ve CMV enfeksiyonlari, tiiberkiiloz, mukormiikoz, Wegener, kaposi
sarkomu, hemarojik metastaz gibi durumlarda da goriilmektedir. Klinik takipte,
antifungal tedavinin yeterli olup olmadigini degerlendirmede de ¢ok onemlidir. Ancak
patognomonik degildir (154).

Kiiltiir ile degerlendirmenin iireyen Aspergillus tiirlerinin sensitiviteleri ve
amfoterisin B’ye dogal direngli A.terreus ve A.nidulans gibi suslarin tanimlanmasinda
onemli katkilar1 olurken, daha yavas ve daha az duyarli olmasi ise Kkiiltiiriin
dezavantajlaridir. Ayrica kiiltiirde patojen tiirlerin 37°C’de saprofit tiirlere gére daha
hizli1 (24-48 saat i¢inde) iiredigi de unutulmamalidir (14). Bizim ¢alismamizda, daha
oncede bahsettigimiz gibi bu hastalarda invaziv solunum yolu Orneklerinin alinma
zorlugundan dolay1 BAL yada TRA gibi 6rneklerin sayisi oldukca sinirli kaldi. Nispeten
daha kolay alinabilen balgam Ornekleri hastalarin 34 ataginda takip edilebildi.
Gonderilen balgam kiiltiirlerinin 25’inde (%73.5) lireme olmazken, yedisinde (%20.6)
bakteri, ikisinde (%35.9) Aspergillus spp. iredi. Ancak bu iiremeler tek balgam
kiiltiirtinde tespit edilip, hastalarin takip edilen diger balgam kiiltiirlerinde herhangi bir
tireme goriilmedi. Bu nedenle anlamli kabul edilmeyip, tiir diizeyinde tanimlama
yapilmadi. Diger klinik 6rneklerimizin higbirinde Aspergillus spp. liremesi goriilmedi.
Bu durum A tamisinda kiiltiir ve kiiltiir dis1 tan1 yontemlerinin birlikte kullanilmasinin
onemini ortaya koymaktadir. Yapilan bir calismada (141), IA olan 57 hastanin 31’inin
(%52) ¢esitli klinik orneklerinden kiiltlir yapilmis ve bu hastalarin 16’sinin kiiltiir
sonucu pozitif bulunmugstur. Kiiltiirlerinde iiremesi olan 16 hastanin 21 Orneginin
sekizinin balgam, yedisinin BAL, ikisinin endotrakeal aspirat, birinin plevral mayi,
birinin paranazal siniis, ikisinin de akciger biyopsi Ornegi oldugu bildirilmistir.
Orneklerde iireyen Aspergillus tiirlerinin 18’1 A.fumigatus, biri A.niger, ikisi A.flavus
olarak tanimlanmustir.

Hedayati ve ark. (155) yaptign calismada, YBU’ne bagvuran 818 hastadan
kriterlerine uygun 36’smm1 (%4,4) c¢alismalarina dahil edip, bunlari EORTC/MSG

kriterlerine gore siniflandirmislar. Bunlardan da dokuzu yiiksek olasilikli, dordii diistik
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olasilikli olmak iizere toplam 13 (%36.1) hasta IA acisindan degerlendirmeye almmustir.
Degerlendirmeye alinan hastalar, notropenik, hematolojik maligniteli veya Kronik
Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH)’li hastalarindan olugsmustur. Bu hastalardan
alinan toplam 21 BAL 6rnegi, mikroskobik ve mikrobiyolojik yontemler kullanilarak
analiz edilmis. Yapilan BAL kiiltiir sonucunda, dokuz yiiksek olasilikli A riski tasiyan
hastanin ii¢li negatif bulunurken, iiclinde A.fumigatus, diger ugiinde ise A.flavus
{iremistir. Diger dort diisiik olasihikli IA riski tasiyan hastanin ise {i¢iinde iireme
olmazken, birinde A.fumigatus liremesi goriilmiistiir. Tortorano ve ark. (156) yaptiklar
prospektif bir ¢alismada, 27 Italyan hastanesinin toplam 38 YBU’sinde Aspergillus
tiirleri ile enfeksiyon oraninit %0.631 olarak bulmuslardir.

Kan orneklerinin kiiltiir sonuglari nadiren pozitif ¢iktig1 i¢in hastalarin
kanlarindan mantar saptamada yiiksek duyarlikli yontemler gerekli hale gelmistir.
Konvansiyonel yontemlerin temelini olusturan kiiltiir, kesin tani igin altin standart
olmakla beraber zor ve zaman alic1 olmaktadir (32). Giiniimiizde IFI’ lerin erken tanisi
acisindan gerek serodiagnostik yontemler gerekse goriintiileme yontemleri lizerinde
yogun calismalar yapilmaktadir. Galaktomannan antijen testi, B-glukan testi ve PCR
testleri lizerinde en ¢ok calisilan yontemlerdir (124). Anti-Aspergillus antikorlarini
belirlenmenin nétropenik hastalarda ve hematopoetik kok hiicre transplant hastalarinda
aspergilloz tanist bakimindan yeri yoktur. Ciinkii bu hastalar uygun antikor yaniti
iiretemezler. Serumda ve daha nadiren BAL ve diger viicut sivilarinda GM antijeninin
saptanmasit IA’nmn 6n tanisinda onem kazanmaktadir. Aspergillus Platelia enzim
immunassay (EIA) bir galaktofuranoz epitopa karst monoklonal antikorla sandvig
EIA’de GM belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu testin laboratuvar igi ve
laboratuvarlar aras1 tekrarlanabilirligi altt {iniversite hastanesi laboratuvarinin
katilimiyla ve altist IA’l1 12 nétropenik hastadan alman 20 serum 6rnegi ile sekiz kor
EIA negatif serum Ornegi kullanilarak arastirilmig ve iretici firmanin onerdigi sinir
(Index) degerinin negatif drnekler icin 1.0’dan 0.8’e ve pozitif olanlar igin 1.5°den 1.0’a
disiiriilebilecegi bildirilmistir. Halen, Avrupa’da kullanilan EIA kiti i¢in 1.0 degeri
belirsiz ve 1.5 degeri pozitif kabul edilmektedir. Buna karsin, Mayis 2003°den bu yana
Amerika’da Food and Drug Administration (FDA) onay1 olan kitin sinir degeri 0.5’tir
(157). Bu testin bildirilen duyarlilik ve 06zgiilliik oranlar1 hasta populasyonu, tanida

kullanilan yontemler ve IA tanimlamasi icin kullanilan kriterlere gore %30-100
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oraninda degisebilmektedir. Notropenik atesi olan ve akciger tomografisinde silipheli
infiltrat1 bulunan hastalarda, bu duruma neden olabilecek Aspergillus enfeksiyonu veya
diger patojenlerin aymriminda GM testinin nasil bir yarar sagladigimi degerlendiren
birgok calisma bulunmaktadir (158). Platelia galaktomannan EIA testiyle yapilan
calismalar olumlu sonuglar ortaya koymus, birgok prospektif calismada sensitivite ve
spesifite  %29’lardan  %99’lara kadar degiskenlik gostermistir (159). Bizim
calismamizda, 199 febril nétropeni atagi boyunca haftada iki kez olmak iizere her
hastanin ortalama bes serum &rneginde GM antijeni arastirildi. Index degeri >0.5ng/ml
olarak kabul edildiginde; GM antijeni 172 (%86.43) atak boyunca negatif, 14 (%7.03)
atakda bir pozitif, 11 (%5.52) atakda ardisik iki ve daha fazla pozitif, iki (%]1) atakda
herhangi iki serumda pozitif bulundu. index degeri >1.0 ng/ml olarak kabul edildiginde
ise; 190 (%95.47) atakda tiimii negatif, alt1 (%3) atakda bir pozitif, ii¢ (%1.5) atakta
ardisik iki serumda pozitif olarak bulundu. Calismamizda, GM testi ¢alisilan her
hastadan anlamli kiiltiir degerlendirmesi olamadigi i¢in sensitivite ve spesifite
hesaplamasi yapilamadi. Calismamizda, GM index degeri >20.5 ng/ml ve 1 ng/ml kabul
edilerek sonuclar karsilastirildi, index degerleri arasindaki fark orta diizey uyumlu
bulundu (Kappa = 0.414, p=0.000). Yao ve arkadaslar1 (160) 141 invaziv aspergillozlu
hastanin serum galaktomannan seviyelerini incelemisler ve antifungal tedavi oncesi ve
tedavi sirasinda serum galaktomannan seviyelerinin iyi bir gosterge oldugunu ortaya
koymuslardir. Pteiffer ve arkadaglarinin (120) 27 c¢alismay1 degerlendirdigi meta-
analizlerinde GM testinin sensitivitesi %71, spesifitesi %89 olarak bulunmustur. NPD
%95-98 arasinda iyi bir sonug¢ verirken, PPD 9%26-53 arasinda degisen oraniyla diisiik
kalmistir. Demirhan Delibalta ve ark. (159) yaptiklari, 109 olguya ait 126 febril
notropeni atagini inceleyen bir ¢calismada birinde kanitlanmas, ikisinde yiiksek olasilikli,
dordiinde olas1 olmak {izere toplam yedi (%6) hastada EORTC/MSG kriterlerine gore
invaziv aspergilloz tanimlamislardir. Galaktomannan sinir OD indeksi 0.5 olarak
alindiginda sensitivite %43’te, spesifite %55’te kalmis fakat NPD %94 olarak
bulunmustur. Sinir degerler yiikseltildikge spesifite artmis, OD indeksi 1 ve {izerine
ciktiginda spesifite %75’e, 2 ve lizerine ¢iktiginda %92’ye yiikselmis, dogruluk %88
olarak hesaplanmistir. Burada en 6nemli bulgu galaktomannan siir degeri 0.5 olarak

alindiginda bile NPD’nin ytiksekligidir.
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Maertens ve ark. (161) tarafindan yapilan bir c¢alismada, uzamis febril
notropenik hastalarda postmortem bulgulara gore galaktomannan testi sinir deger
Ing/ml olarak degerlendirildiginde sensitivite %89.7, spesifite %98.1, PPD %87.5, NPD
%98.4 olarak bulunmustur.

Pinel ve arkadaslar1 (162) yaptiklar1 ¢alismada, Hematoloji ve YBU nde A riski
tastyan 807 hastanin 3327 serum Orneginde Platelia Aspergillus testi ile GM antijen
diizeylerini arastirmiglardir. Pozitif indeks, {iretici firma tarafindan 6nerilen 1.5 olarak
kabul edilmis. GM antijenemisini, 34 hastanin 106 serumunda pozitif, 773 hastanin
3221 serumunda negatif bulmuslardir. Testin sensitivitesi %99.6, PPD %485.0, NPD
%96.8 olarak bulunmustur. Kanitlanmis ve yiiksek olasilikli IA’da spesifite ise %50
olarak bulunmustur.

Fransa’da iki yillik bir slirede 135 hematoloji hastasindan 195 nétropenik epizod
sirasinda 507 Ornek toplanarak yapilan bir siirveyans ¢aligmasinda GM EIA testinin
sensitivitesinin %69, spesifitesinin %96 olarak belirlendigi ancak bu testin IA’un erken
taniminda rol oynamadigi, sadece yliksek olasilikli ve diisiik olasilikli aspergilloz 6n
tanisina katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir. (163)

Herbrecht ve ark. (164) hematoonkolojik hastalarla yaptiklar1 calismada, klinik
olarak 31’1 kesin, 67’si yliksek olasilikli ve 55’1 de diisiik olasilikli olarak
siniflandirilmistir. Calismada hastalarin klinik siniflamasina goére GM sensitivitesi
sirastyla %64.5, %16.4, %25 olarak bildirilmistir.

Maertens ve ark. (165) tarafindan yapilan bir galismada nétropenisi olan IA
stipheli 104 hematolojik hasta 16’s1 kesin, 13’ yiiksek olasilikli ve 20’si diisiik
olasilikli olarak siniflandirilmistir. GM testinin farkli index degerlerindeki sensitivite ve
spesifitesinin degerlendirildigi bu caligmada, kesin ve yiiksek olasilikli hasta grubunda
GM testi index degeri 1.5 iken sensitivite ve spesifite %82.7 ve 100, index degeri 0.5
iken %96.5 ve %85.1 ve index degeri 0.5 iken ardisik Ornekte sensitivite ve spesifite
%96.5 ve %98.6 olarak bildirilmistir.

Ulkemizde, Hormet Oz ve ark. (141) yaptiklar1 calismada 1A’ hastalardan 114
serum, bir BAL, bir plevra dérneginde GM antijeni arastirmiglardir. Toplam 57 hastanin
index degeri 1ng/ml iken pozitifligi %28; ardisik iki 6rneginde index degeri 0.5ng/ml
iken pozitifligi %38; tek Ornekte index degeri 0.5ng/ml iken pozitifligi %49 olarak
bildirmislerdir. Sadece kesin ve yiiksek olasiliklt 36 hastada index Ing/ml iken
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pozitifligi %38; ardisik iki drneginde index 0.5ng/ml iken pozitifligi %44; tek 6rnekte
index 0.5 ng/ml iken pozitifligi %55 olarak bildirmislerdir. Kiiltiirii pozitif 16 hastada
index degerlerine gore GM sensitivitenin %50 ile %68 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada GM antijen sensitivite ve spesifitenin hem index degerinin
0.5ng/ml alinmasiyla, hem de kesin, yiiksek olasilikli ve kiiltlir pozitif hasta grubunda
calisilmasiyla degistigi bildirilmistir.

Bagisikligi baskilanmis hastalarda mantar kolonizasyonunun enfeksiyondan
ayirt edilmesi gii¢ olmakla birlikte kolonizasyonun hizla enfeksiyona doniigsebilecegi ve
viicuda yayilma egilimi gosterebilecegi dikkate alinarak risk altindaki hastalarin serum
orneklerinde haftada iki kez antijen aranmasi Onerilmektedir (51). GM antijen varlig
serum, BAL, plevral mayi, BOS ve akciger dokusunda da arastirilabilir (166,167). Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada balgam orneklerinin de GM antijen belirlemede
duyarli olabilecegi bildirilmektedir (168). Yogun bakim hastalarinda yapilan bir
calismada kesin IA olan hastalarin BAL ve serum &rneklerinin karsilastirmasinda BAL
GM degerlerinin serum Orneklerine gore duyarliliinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (169).

Kegeli Ozcan ve ark. (158) tarafindan yapilan bir ¢aligmada da 48 febril
notropeni hastasinin 181 serum Orneginde GM antijeni aranmig, ardisik alinan 169
serum Orneginin 31’inde (%18.3) GM pozitif saptanmis, tek serum 6rnegi caligilan 12
hastada ise GM negatif bulunmustur. Ardisik alinan 6rneklerde indeks 0.5 ve iizeri
oldugunda, tek serum orneklerinde indeks 0.7 ve iizeri oldugunda pozitif kabul edildigi
belirtilmistir. Yapilan bu ¢calismada GM testi ile daha saglikli sonuglar elde edebilmek
i¢in olgularm IA agisindan histopatolojik ve kiiltiir ile kanitlanmasinin saglanmasi ve
yalanci pozitifliklere neden olacak etkenlerin gozoniinde tutulmasi gerektigi kanisina
varilmistir.

Immiin yetmezlikli hastalarda mantar enfeksiyonlarinin aniden baslamasi ve
hizli seyir gostermesi, mikroskobik incelemenin duyarliliginin diisiik olmasi, antijen ve
metabolit tarayan testlerin timit verici olmakla beraber altin standart olmamasi niikleik
asit tespitine dayali tani testlerini giindeme getirmistir (170).

IK igin yapilan bir metaanaliz calismasinda (171), 16 vaka kontrol, 36 prospektif
kohort ve iki retrospektif kohort olmak iizere toplam 54 calisma ve 4694 hasta

incelenmistir. Bu hastalardan 963 {iniin kanitlanmuis, ytliksek olasilikli ve diisiik olasilikli
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IK oldugu bildirilmistir. Kandidemili hastalar i¢in, PCR sensitivite ve spesifitesi %100,
siipheli IK olgularinda ise, PCR igin sensitivite %95 ve spesifitesi %92 olarak
bildirilmistir. Kanitlanmis ve yiiksek olasilikli 1K olgularinda ise kan kiiltiirleri %38,
PCR pozitiflik oran1 %85 olarak bildirilmistir.

Bizim ¢alismamizda, C.albicans DNA’s1 ataklarin %98.5’inde negatif, %1’inde
bir pozitif, %0.5’inde ardisik pozitif olarak bulundu. Yine caligmamizda hastalarin 192
notropenik ataginda es zamanli kan kiiltiirii ve C.albicans PCR testleri ¢alisildi. Bu
ataklarin 183’linde her iki test negatif, birinde ise her iki test de pozitif bulundu.
Ataklarin altisinda kan kiiltlirtinde Candida spp. liremesi goriiliirken PCR’lar1 negatif,
ataklarin ikisinde ise kan kiiltiirlinde Candida spp. iiremesi goriilmezken PCR’lari
pozitif bulundu. Bu sonuclar dogrultusunda testin spesifitesi %98.92, NPD ise %96.83
olarak saptandi. Amplifikasyon i¢in kullandigimiz real-time PCR kiti sadece C.albicans
DNA’sin1 tespit edebilmektedir. Bizim arastirmamizda kan kiiltiirlerinde {ireyen
Candida’larin  dordi  C.glabrata, ikisi C.parapsilosis, biri C.albicans, biri de
C.tropicalis olarak identifiye edildi. Kan Kkiiltiirlinde iireyen C.albicans susunun,
C.albicans PCR ile de tespit edildigi goriildii. Ayrica hastalarimizdan 12 atak boyunca
20 kateter kiiltiirii gonderildi. Ataklarin {i¢iinde (%25) Candida tiirleri tiredi. Bunlar
ikisinde C.albicans ve birinde C.tropicalis olarak tespit edildi. C.albicans PCR
sonuglarini, kateter kiiltiirii sonuclar ile karsilastirdigimizda testin spesifitesi %100,
NPD %81.82 olarak tespit edildi. Amplifikasyon i¢in kullandigimiz real-time PCR kiti
sadece C.albicans DNA’sina spesifik bir kit olmakla beraber kateter kiiltiirlinde
saptanan iki C.albicans’dan birini tespit edebildi. Caligmada kullandigimiz PCR kitinin
sadece C.albicans DNA ‘sim1 saptama 06zelliginin olmasi testin sensitivitesinin diisiik
olmasi ile sonuglandi. Son yillarda kandidemi olgularinda non-albicans Candida
suslarmin yiiksek oranlarda saptandigir goriilmektedir, bu nedenle kit se¢iminde bu
hususun g6z 6niinde bulundurulmasi gerektigi diistiniildii.

IK olgularinda real time PCR, 1,3 B-D Glukan ve kan kiiltiiriiniin tan1 degerini
arastiran bir calismada (172) ise, PCR’1n diger tan1 yontemlerinden daha duyarli oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada hastalarin %82’sinde PCR ve kan kiiltiirtinde ayn1 Candida
tiirlerinin tespit edildigi, kan kiiltiirii ile PCR ortak kullanildiginda duyarliligin %98
oldugu belirtilmistir. Ger¢ek zamanli PCR yoOntemleri kisa siirede sonu¢ vermesi ve

fungal yilikiin saptanmasi ile tedavinin izlenmesi agisindan onemlidir (173). Ayrica
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gercek zamanli PCR ile yapilan bir ¢alismada (174) Candida spp. i¢in amplifikasyonun
%100 spesifik oldugu belirtilmistir.

Budak ve ark. (175) yaptiklar1 bir calismada febril nétropenili olgulardan IFi
olan 34 hastada PCR ile Candida DNA’s1 arastirildig1 ve sadece bir hastada Candida
DNAs1 saptayabildiklerini ve bu hastalarin higbirinde kan kiiltiiriinde Candida tiremesi
goriilmedigini bildirmislerdir.

Molekiiler yontemlerin, konvansiyonel yoOntemlere alternatif yontem olarak
duyarli, giivenli ve kisa siirede sonug¢ verebilmesi agisindan olduk¢a 6nemli oldugu
bildirilmektedir (176). Niikleik asit belirlenmesinin gelecekte primer tani yolu olacagi
tahmin edilmekle birlikte (170) baz1 ¢alismalarda Aspergillus enfeksiyonlarinin PCR’a
dayali taniminin gii¢ oldugu belirtilmektedir. Kan ve serumda Aspergillus DNA’sinin
belirlenmesinin ancak konvansiyonel yontemleri tamamlayici olarak kullanilmasi
gerektigi vurgulanmaktadir (51). Bircok bolgeyi hedef alan ¢ok farkli yontemlerle PCR
yapilabilmektedir. PCR’1n kullanilan bu yontemlere gore sensitivitesi degismektedir. In
house calisilan PCR’da sensitivite real time PCR’a gore daha diisiiktiir. Real-time PCR
yontemi kantitatif 6zelliklere de sahip oldugundan hem tani hem de tedaviye yaniti
izlemede onemlidir (177). Calismamizda, A.fumigatus DNA’s1 ataklarin %81.9’unda
negatif, %16’sinda bir pozitif, %1’inde herhangi iki pozitif, %1’inde ardisik pozitif
bulundu.

Khot ve ark. (178)’nin yaptig1 bir ¢alismada akciger invaziv aspergillozu olan
kesin ve yiiksek olasilikli olarak simiflandirilmis 13 hastanin BAL 6rneklerinde
%76.9’unun PCR testinin pozitif oldugu kaydedilmistir.

Musher ve ark. (179) yaptig1 baska bir calismada kesin ve yiiksek olasilikl1 1A
olarak siniflandirilan 49 hastanin BAL 6rneginde PCR testinin sensitivite ve spesifitesi
sirastyla %67 ve %100 olarak bildirilmektedir.

Silva ve ark. (180) yaptiklar1 g¢aligmalarinda, 2000-2003 yillar1 arasinda,
notropenik 172 hastanin ardisik 1311 serumunda PCR, 2005-2008 yillar1 arasinda yine
notropenik 169 hastanin ardisik 806 serum orneginde GM antijeni bakilarak IA
arastirilmistir. Bu ¢alismada PCR icin sensitivite ve spesifite oranlar1 %75.0 ve %91.9,
GM icin sensitivite ve spesifite %87.5 ve %93.1 olarak bildirilmistir ve IA tanis1 igin iki
ve daha fazla ardisik serum Orneginde her iki testinde belirleyici oldugu kanisina

varilmstir.
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Son zamanlarda yapilan cesitli calismalarda GM, PCR testlerinin birlikte
kullanildiginda farkli duyarlilik oranlar1 bildirilmektedir. Becker ve ark. (181) yaptiklar
bir hayvan deneyinde hem kan hem de BAL orneklerinde in house PCR ve GM
testlerinin duyarlilig1 sirastyla %62, %18 olarak belirlemislerdir. Challier ve ark (182)
A.fumigatus’a spesifik PCR ve GM testlerini birlikte yaptiklar1 bir ¢alismada, 26’s1
kesin ve yiiksek olasiliklt IA olan immiinsupresif hastalarin %84.6’sinda PCR pozitif
iken GM testinin %76.9’unda pozitif oldugunu rapor etmislerdir. Costa ve ark. (183)
tarafindan 20 IA tanis1 almis hastanin 109 serum 6rneginde gergek zamanli PCR ve GM
yontemleriyle Aspergillus arastirilmig; 109 6rnegin %52’sinde GM pozititken %45’ inde
PCR antijeni pozitif bulunmustur. GM’m daha duyarli oldugu ve testin birlikte
kullaniminin duyarliligr artiracagi bildirilmistir. Buna benzer yapilan calismalarda
(184,185) GM ve PCR testinin birlikte kullanimi Onerilmekte ve bunun duyarlilig
yiikselttigi vurgulanmaktadir.

Tiirkiye’den Hormet Oz ve ark. (141) yaptiklar1 ¢alismada da GM ve PCR
testinin birlikte kullanimi ile duyarliligin %50.8 yiikseldigini bildirmislerdir. Kawazu ve
ark. (186) GM, BDG ve PCR testlerini birlikte kullandiklar1 bir ¢calismada 1A igin risk
altindaki 96 hematolojik maligniteli hasta grubunda GM testinin duyarliliginin PCR ve
BDG’a gore daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda, PCR ile GM
her iki testde de bir pozitif deger anlamli kabul edilerek karsilastirildiginda A. fumigatus
PCR’1n sensitivitesi %32, spesifitesi %84.3, GM’nin ardisik pozitif degerleri anlaml
kabul edilerek karsilagtirildiginda A.fumigatus PCR’1n sensitivitesi %40, spesifitesi ise
%83.51 olarak bulundu. Boylece ¢alismamizda GM ardisik pozitif bulunan hastalarda
PCR duyarliliginin daha ytiksek oldugu tespit edildi. EORTC ve NIH Mycosis Study
Group hematopoietik kok hiicre transplantli ve onkoloji hastalarinda GM antijeninin
wisrarla bulunuyor olmasini bu hasta grubu icin yliksek olasilikli invaziv mikozun
mikrobiyolojik kriterleri arasinda saymustir (71). Galaktomannan oldukc¢a immiinolojik
bir antijendir. A.fumigatus ve diger Aspergillus tirlerinde (A4.flavus, A.niger,
A.versicolor, A.terreus, A.nidulans, A.oryzae) varlig1 gosterilmistir (121). Ancak bizim
calismamizda kullandigimiz real-time PCR kiti sadece A.fumigatus’a spesifik bir kit
olmasi nedeni ile testin sensitivitesini etkiledigini diisiiniiyoruz.

Khan Zu ve ark. (187) yaptiklar1 vaka sunumunda, 60 yasinda, 30 yildir DM ve

buna baglh cesitli komplikasyonlar gelismis olan erkek hastada, hallusinasyon gibi
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ndrolojik semptomlar nedeniyle yapilan beyin biyopsisi ve serum orneklerinde A.flavus
spesifik DNA tespiti ile serebral aspergillozis tanis1 koyduklarini bildirmislerdir. Bunlar
beyin biyopsisinde septali hifal yapilar géormiisler ancak kiiltiirde iiretilememistir. Bu
calismada kiiltiiriin Aspergillus’u izole etmekte yetersiz kaldig1 goriisiine varilmistir.
Bizim ii¢ hastamizda beyin biyopsisinin histopatolojik incelemesi sonucunda mantar
elemanlar tespit edildi. Bu hastalarin sadece birisinden beyin biyopsi materyali kiiltiir
incelemesi i¢in gonderildi ve fungal lireme saptanmadi. Gonderilen diger kiiltiirlerinde
de fungal lireme saptanmadi. Bu hastalarin GM sonuglari, her ii¢linde de (%100) ardisik
iki ve daha fazla pozitif olarak bulundu. 4.fumigatus’a spesifik PCR sonuglari ise iki
hastada (%66.7) negatif, bir hastada (%33.3) pozitif bulundu. Patolojik olarak IFi
oldugu kanitlanmis olan bu hastalarda, PCR pozitifliginin diisiik olmasini, kullanilan

PCR kitinin A4.fumigatus DNA’sina spesifik olmasindan kaynaklandigini diisiiniiyoruz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamiza Dahiliye Hematoloji Klinigi’nde Febril Notropeni tanisiyla takip
edilen 101 hasta dahil edildi. Bu hastalardan 101 hastanin bir atagi, 61 hastanin iki, 29
hastanin ii¢, yedi hastanin dort, bir hastanin ise bes atagi olmak iizere toplam 199
nétropenik atagr IFI agisindan arastirildi. Takip edilen ataklardan 11°i (%5.5) EORTC
smiflandirmasina gére kesin IFI olarak tanimlandi. Kesin IFI tanisi alan ataklardan
ticiinde (%1.5) hastalarin beyin biyopsi materyallerinde histopatolojik olarak hifal
elemanlar tesbit edilerek kesin IA olarak, sekiz atakta (%4) ise kandidemi tespit edildi.
Takip edilen 199 atagin sekizi (%4) yiiksek olasilikli 1A, sekizi (%4) ise diisiik
olasilikli A olarak tanimlanirken bu siiflamanin disinda kalan 172 (86.5) atak ise IFi
acisindan riskli bulunmadi.

Calismamizda takip edilen 101 hastanin 194 febril nétropeni ataginda toplam
443 kan kiiltiirii laboratuvarimiza gonderildi. Toplam 194 ataktan 124’iinde (%63.9)
kan kiiltiiriinde tireme olmazken, 62’sinde (%32) bakteriyel etkenler, yedisinde (%3.6)
cesitli Candida tiirleri, birinde (%0.5)bakteriyel etken ve Candida tiirii birlikte {iredi.
Ureyen Candida tiirlerinin dordii C.glabrata, ikisi C.parapsilosis, biri C.albicans, biri
de C.tropicalis olarak identifiye edildi.

Hastalardan 61 atak boyunca 229 idrar kiiltiirii gonderildi. Toplam 61 ataktan
54’tiinde (%88.5) iireme goriilmedi, dordiinde bakteri (%6.55), ligiinde de (%4.9)
Candida iiremesi saptandi. Ureyen Candida tiirlerinin ikisi C.glabrata ve biri
C.albicans olarak identifiye edildi.

Hastalardan 34 atak boyunca 40 balgam kiiltiirii gonderildi. Toplam 34 ataktan
25’inde (%73.5) iireme tesbit edilmedi, yedisinde (%20.6) bakteri, ikisinde (%5.9)
Aspergillus spp. iremesi saptandi. Balgam kiiltlirlerinde goriilen Aspergillus spp.
tiremesi, tek kiiltiirde olup hastalarin takip edilen diger balgam kiiltiirlerinde lireme
goriilmedi ve kontaminasyon olarak degerlendirilerek tiir diizeyinde tanimlama

yapilmadi.
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Hastalardan 12 atak boyunca 20 kateter kiiltlirii gonderildi. Toplam 12 ataktan
altisinda (%50) tireme olmazken, tiglinde (%25) bakteri, ikisinde (%16.6) Candida
tiirleri, birinde (%8.3) bakteriyel etken ve Candida tirii birlikte iiredi. Bu Candida
tiirleri ikisinde C.albicans ve birinde C.tropicalis olarak saptandi.

Gonderilen iki TRA, bir BAL, bir yara, bir bogaz, bir plevra, bir beyin biyopsi
materyali kiiltiirlerinde herhangi bir ireme saptanmadi.

Hastalarimizin 199 atagi1 boyunca, haftada iki kere gonderilen serumlarinda, her
atakda ortalama bes serum 6rnegi olmak tizere toplam 813 serumda GM antijeni arandi.
Testin index degeri 0.5ng/ml olarak kabul edildiginde; GM antijeni 172 (%86.43) atak
boyunca negatif, 14 (%7.03) atakda bir pozitif, 11 (%5.52) atakda ardisik iki ve daha
fazla pozitif, iki (%1) atakda herhangi iki serumda pozitif bulundu. Testin index degeri
>1.0 ng/ml olarak kabul edildiginde ise; 190 (9%95.47) atakda tiimii negatif, alt1 (%3)
atakda bir pozitif, ii¢ (%]1.5) atakda ardisik iki serumda pozitif olarak bulundu.

Calismamizda her atakta yine haftada iki kere olmak iizere, C.albicans DNA’s1
arastirmak i¢in 749, A.fumigatus DNA’s1 arastirmak i¢in 818 plazma 6rnegi gonderildi.
Hastalarin takip edildigi 199 atak boyunca 196’sinda (%98.5) C.albicans DNA’s1
saptanmadi. Ikisinde (%]1) bir pozitiflik saptanirken, birinde (%0.5) ardisik iki ve daha
fazla pozitiflik saptandi. Ataklarin 163’iinde (%81.9) tiim A.fumigatus PCR sonuglari
negatif, 32’sinde (%16.08) sadece biri pozitif, ikisinde (%1) herhangi iki pozitif, iki
(%]1) atakta 1se ardisik pozitiflik saptandi.

Hastalarimizin nétropenik ataklarindan 192’°sinin es zamanli kan kiiltiiri ve
C.albicans’lan ¢alisildi. Ataklarin 183’iinde her iki test negatif, birinde ise her iki test
de pozitif bulundu. Ataklarin altisinda kan kiiltiiriinde Candida spp. iremesi goriiliirken
PCR’lar1 negatif, ataklarin ikisinde ise kan kiiltiriinde Candida spp. tremesi
goriilmezken PCR’lar1 pozitif bulundu. Bu sonuglar dogrultusunda Testin spesifitesi
%98.92 (9%96.15-9%99.87), NPD ise 96.83 (%93.22-%98.83) olarak saptandi. Ancak
amplifikasyon i¢in kullandigimiz real-time PCR kiti sadece C.albicans DNA’sin1 tespit
edebilmektedir. Bizim arastirmamizda kan kiiltiirlerinde iireyen Candida’larin dordii
C.glabrata, ikisi C.parapsilosis, biri C.albicans, biri de C.tropicalis olarak identifiye
edildi. Kan kiiltiiriinde iireyen C.albicans susunun C.albicans PCR ile de tespit edildigi

goriildii.
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Hastalardan 12 atak boyunca 20 kateter kiiltlirii gonderildi. Ataklarin 3’iinde
(%25) Candida tiirleri tiredi. Bunlar ikisinde C.albicans ve birinde C.tropicalis olarak
tespit edildi. C.albicans PCR sonuglarmi, kateter Kkiiltiiri sonuglar1 ile
karsilagtirdigimizda testin spesifitesi %100, NPD 9%81.82 olarak tespit edildi.
Amplifikasyon i¢in kullandigimiz real-time PCR kiti sadece C.albicans DNA’sina
spesifik bir kit olmakla beraber kateter kiiltiiriinde saptanan 2 C.albicans’dan birini
tespit edebilmistir.

Idrar kiiltiirii gonderilen 61 ataktan {iciinde Candida iiremesi goriildii. Bunlar;
ikisinde C.glabrata birinde C.albicans olarak tespit edildi. Idrar kiiltiirinde C.albicans
tiremesi olan hastanin, kan ve kateter kiiltiirlerinde de C.albicans iiredigi saptandi.
C.albicans spesifik PCR sonuclar idrar kiiltiirii ile karsilastirildiginda spesifite %98.28,
NPD %96.61 olarak saptandi. Idrar kiiltiiriinde {ireyen C.albicans susunun C.albicans
PCR ile de tespit edildigi goriildii.

A.fumigatus PCR ile GM (Index >0,5 ng/ml) sonuglarmi karsilastirdigimizda,
hastalarimizin takip edilen 199 atagindan 145’inde her iki testde negatif, iki atakta her
iki testde bir pozitif, sadece bir atakta her iki testde ardisik pozitif sonug verdi. GM ile
negatif ¢ikan 27 atagin, 26’sinda PCR’da bir pozitiflik, birinde herhangi iki serumda
pozitiflik saptandi. GM ile ardisik pozitiflik tespit edilen 11 ataktan, ikisi PCR ile
negatif, {icli bir pozitif, biri ise PCR’da da ardisik pozitif bulundu. 4.fumigatus PCR ve
Galaktomannan (Index >0.5 ng/ml) sonuglarim tek pozitif deger anlamli kabul ederek
karsilastirdigimizda, ataklardan 145’inde iki testin sonucu da negatif, sekizinde ise
pozitif bulundu. Ataklardan 27’sinde GM negatif PCR pozitif, 19’unda GM pozitif PCR
negatif bulundu. A.fumigatus PCR, GM ile karsilagtirildiginda spesifite %84.30, NPD
ise %88.41 olarak saptandi. ki ydéntem uyumluluk acisindan degerlendirildiginde,
testler arasinda zayif uyum saptandi (Kappa = 0.124, p=0.077).

Histopatolojik olarak beyin biyopsisinde hifal elemanlar tespit edilen 3 hastanin
bu dénemdeki diger kiiltiirlerinde fungal ilireme goriilmedi. GM sonuglart ise index
degeri >0.5 ng/ml kabul edildiginde iiciinde de (%100) ardisik pozitiflik bulunmustur.
Index degeri 1 ng/ml kabul edildiginde ise iki (%66.7) hastada bir pozitiflik, bir hastada
(%33.3) ardisik pozitiflik bulundu. Bu hastalarin ikisinde (%66.7) A.fumigatus PCR
sonuglart negatif, birinde (%33.3) PCR sonucu ardisik pozitif bulunmustur.
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Histopatolojik inceleme sonuglart altin standart olmasina ragmen, tiim hastalarimiza
uygulanamadig i¢in karsilastirilan testlerde sensitivite ve spesifite hesaplanamadi.
Febril nétropeni gibi immiin  yetmezligi olan hastalarda, mantar
enfeksiyonlarinin mortalitesi olduk¢a ytiksektir. Bu hastalarda tedaviye ne kadar erken
baslanirsa, prognozunda o kadar iyi olacagi daha Once yapilan c¢aligmalarla
gosterilmistir. Ancak bu mantar enfeksiyonlarinin tanisi olduk¢a zor ve sikintilidir.
Tanmida klinik, radyolojik ve laboratuvar bulgular1 birlikte degerlendirilmelidir.
Notropenik hastalarda klinik, radyolojik bulgular net degildir ve baska hastaliklarla
karisabilir. Histopatolojik tani, direkt mikroskobi ve kiiltiir altin standart olmakla
beraber, bu hastalarda var olan trombositopeni nedeniyle uygulanmalar1 gii¢ ve zaman
alicidir. Bu nedenle bu hastalarda erken tanida kolaylik saglayacak, BDG, GM gibi
serolojik testlerin ve molekiiler yontemlerin klasik yontemlerle birlikte kullanilmasi
gerekir. Bizde calismamizda, histopatolojik, direkt mikroskopi, kiiltiir gibi klasik
yontemlerle, serolojik ve molekiiler yontemleri karsilagtirdik. Bu ydntemlerin hig
birinin immiin yetmezIlikli hastalarda mantar enfeksiyonlar1 tanisinda yeterli olmadig,
tanida yeni yontemler gelistirmek ve var olan yontemlerin iyilestirilmesi i¢in daha ¢ok
calismaya gereksinim oldugu, PCR i¢in C.albicans ve A.fumigatus spesifik
amplifikasyon kitinin kullanilmasinin tanida basariyr diislirdiigli, panfungal kit
kullanilmasiyla daha dogru sonuclar elde edilebilecegi kanisina vardik. Ayrica
hastalarimizin riskli hasta grubunda bulunmasi, febril ndtropeniye girdikleri zaman
profilaktik veya ampirik olarak antifungal tedavi baslanmasi kiiltiir duyarliliklarini
diistirmektedir. Bu nedenle serolojik ve molekiiler tan1 yontemlerinde duyarlilig1 yiiksek
kitlerin gelistirilmesi ve bu hastalarin tanmisinda kullanilmasinin hastalarda mortalite

oranlarini diisiirecegine inanmaktay1z.
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