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OZET

Aslan, M. Febril notropenik hastalardaki invaziv Aspergillus enfeksiyonlariin
tamisinda galaktomannan antijen testi ve PCR’in tamdaki yeri. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Tipta
Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2012. Invaziv aspergilloz (IA) o6zellikle bagisiklig
baskilanmis hasta grubunda son yillarda insidansinda artis goriilen ve yiiksek
mortalite nedeni olan bir mantar enfeksiyonudur. Bu hasta grubunda nétropeni 1A
gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Mevcut yontemlerin erken tanida yetersiz
kalmas1 ve hastaligin hizla ilerlemesi nedeniyle serolojik yontemler (Galaktomannan
antijen testi) ve molekiiler yontemler (polimeraz zincir reaksiyonu) glindeme
gelmistir. Bu calismada, Ocak 2011-Ocak 2012 tarihleri arasinda ESOGU Tip
Fakiiltesi Hematoloji Servisi ve Kemik iligi Transplantasyon Unitesinde takip edilen
hematolojik maligniteli 99 hastadan febril nétropenik olduklart donemde toplam 358
ve kontrol grubuna ait 29 serum 6rnegi elde edilmistir. Prospektif olarak hastalarin
klinik bulgular1 ve laboratuvar verileri izlenmistir. Siiflandirma Avrupa Kanser ve
Mikoz Arastirma ve Tedavi Calisma Grubu (EORTC-MSG) kriterlerine gore
yapilmigtir. Galaktomannan antijen testi ve biri standardize digeri in house olmak
tizere iki farkli real time PCR testi ve geleneksel PCR islemleri uygulanmistir. Bu
yontemlerin herbiri farkli duyarlilik oranlari sergilemis olmakla birlikte, en iyi
performans standardize real time PCR testi ile elde edilmistir. Ayrica yontemlerin
kombine kullanimi ile duyarlilik oranlarinda anlamli yiikselmeler gézlenmistir.
Hastalara uygulanan kemoterapi rejimleri, kullandiklar1 antifungal ve antibakteriyel
tedavi, noétropeni diizeyi, altta yatan hastaligi gibi faktorlerin kullanilan yontemler
tizerine etkisi degerlendirilmis olup nétropeni diizeyi ve antifungal kullaniminin test
performansini etkileyebilecegi saptanmustir. Sonug olarak; [A’un erken tani ve
tedavisinde, klinik bulgularla birlikte GM ve standardize real time PCR testlerinin
birlikte kullaniminin yararli olacagini, PCR’1n rutin kullanima girmesi i¢in daha

genis capli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: PCR, invaziv aspergilloz, febril nétropeni, galaktomannan

Destekleyen Kurum: Eskisehir Osmangazi Universitesi Proje no: 2011/11028
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ABSTRACT

Aslan, M. Diagnostic Potential of PCR and Galactomannan For Invasive
Aspergillosis in Patients with Febrile Neutropenia. Eskisehir Osmangazi
University, Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of
Medical Microbiology, Eskisehir, 2012. The incidence of invasive aspergillosis
(IA) which is associated with extremely high mortality rates, has increased over the
last years especially in immuncompromised patients. Neutropenia is an important
risc factor for IA. Because of difficulties about diagnosing the infection early in the
course of the disease and rapidly progresive clinical outcome; serological(
Galactomannan antigen test, GM) and molecular diagnostic assays (Polimerase
chain reaction) developed in recent years. This study was conducted with 358 sera
samples from 99 patients febril neutropenic episodes who were followed in
haematology and bone marrow tranplantation units of ESOGU faculty of medicine
hospital with suspicious 1A and 29 samples from 29 control patients between January
2011-January 2012. Patients clinical and laboratory findings prospectively observed.
They were classified by European Organisation for the Research and Treatment of
Cancer/Mycoses Study Group criteria. GM antigen test and two different commercial
real-time PCR test; one of them is standardised and the other one is in house real
time PCR and conventional PCR performed. All these assays showed different
sensitivity rates but highest rate of sensitivity obtained from standardised real-time
PCR test. Also sensitivity is increased by using combination of diagnostic methods.
We evaluated impact of chemoterapy regimens, antifungal and antibacterial
treatment, underlying disease, degree of neutropenia on diagnostic tests performance.
We detected that antifungal treatment and the degree of neutropenia may influence
of diagnostic assays performances. In conclusion; we thought that together with
assessment of clinical signs and symptoms, GM antigen test and standardised real-
time PCR tests could be beneficial for early diagnosis and treatment of IA. For
routin usage of PCR as diagnostic assay more larger studies needed in future.

Key Words: PCR, invasive aspergillosis, febril neutropenia, galactomannan

Supported by: Eskisehir Osmangazi University, project no: 2011/ 11028
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1.GIRIS

Invaziv mantar enfeksiyonlar: son yirmi yildir énemli saglik problemleri
icinde 6n plana ¢ikmaktadir. Bu hastaliklarin insidansinda goriilen belirgin artis
risk altindaki popiilasyonla baglantilidir. Bu popiilasyon grubunda, hematolojik
maligniteli hastalar, kok hiicre ya da solid organ transplantasyonu alicilar1 ve diger
bagisikligi baskilanmis bireyler bulunmaktadir [1, 2].

Invaziv mantar enfeksiyonlarina siklikla Aspergillus tiirleri neden olmaktadir.
Aspergillus tiirleri insanda immiin sistemin durumuna gore degismekle birlikte
zararsiz bir kolonizasyondan, akut invaziv hastaliga kadar degisebilen farkli klinik
goriiniimde enfeksiyonlara neden olabilmektedirler. immiindiiskiin bireylerde invaziv
aspergilloz yiiksek mortalite ve morbiditeye yol agmaktadir. Ozellikle uzamus
notropeni epizodlar1 olan hematolojik maligniteli veya allojenik kemik iligi
transplantasyonu yapilmis hastalar, yogun kemoterapi yaklasimlari, steroid
kullanimi, akciger hastaligi ve Graft Versus Host Hastaligi (GVHD) iyi tanimlanmis
risk faktorleridir. Bu faktorlerin varliginda firsat¢1 patojen olan Aspergillus tiirlerine
ait enfeksiyon siklig1 artmaktadir [3, 4].

Invaziv mantar enfeksiyonlarinda tan1 genellikle klinik bulgular, gériintiileme
yontemleri ve laboratuvar taninin birlestirilmesine dayanir. Ancak, 6zgiil olmayan
semptom ve bulgular nedeniyle invaziv fungal enfeksiyonlara erken tani genellikle
konulamamakta bu durum antifungal tedavide gecikme ile beraber mortalite
oranlarinda artigsa neden olmaktadir [2].

Invaziv aspergillozun kesin tanisinda altin standart yontem; steril viicut sivilary
ya da doku orneklerinde mikroskobik olarak mantar elemanlarinin gosterilmesi veya
aynm1 orneklerde patojenin iiretilmesidir. Ancak bu hasta grubunda trombositopeni gibi
nedenlerle invaziv tan1 yontemlerinin genellikle uygulanamamasi ve kiiltiir sonuglari
alinana kadar gecen siire tedavide 6nemli gecikmelere yol agmaktadir. Kan kiiltiirleri
ve  bronkoalveolar lavaj  Kkiiltiirler1  hastaligin  ilerlemis  asamalarinda
pozitiflesmektedir. Doku Orneklerinin zor elde edilmesi, diger klinik Orneklerin
(balgam, lavaj, kan) duyarlilik ve 6zgiilliklerinin yetersizligi, yeni tan1 yontemleri
arayisina yol agmistir. Gorilintiileme yontemlerinden Yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarh
tomografi ile taniy1 destekleyen bulgular (halo, nodiil, kavitasyon gibi) saglansa da

bu belirtiler sadece invaziv aspergilloza spesifik olmayabilir. Bu nedenle 6zellikle bu



grup hastalarda invaziv aspergillozun erken tanisina yonelik invaziv prosediirler
icermeyen hizli, Ozgilligi ve duyarliligi yiiksek tani yontemleri tedavinin
yonlendirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir [5].

Aspergillus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda direkt mikroskobi ve
kiiltiir gibi geleneksel yontemlerin yani sira son yillarda uygulanmaya baglanan
serolojik testler (galaktomannan antijen testi, B glukan testi) ve  molekiiler
yontemlerle mantar antijenleri ve DNA’nin saptanmasina yonelik ¢alismalar tanmida
Oonemli gelismelere neden olmustur.

Calismamizda; invaziv Aspergillus enfeksiyonu riski tasiyan hematolojik
maligniteli hastalarin serum o&rneklerinde enfeksiyonun erken tanisina yonelik
galaktomannan antijen testi ve molekiiler testler (gercek zamanl polimeraz zincir
reaksiyonu ve geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu) kullanilarak bu yontemlerin

mikrobiyolojik tanidaki degerinin arastirilmasi amagland.



2.GENEL BILGILER
2.1 Tarihce

Aspergillus’ lar tiim diinyada dogal ortamlarda bulunan tanimlanmis yaklasik
300 tiirden olusan bir genustur. ilk kez 1729 yilinda Italyan rahip ve biyolog Pietro
Antonio  Micheli tarafindan tanimlanmistir. Mikroskopta bu mantarlarin
konidioforlarinin goriinlimii, kutsal su serpmeye yarayan aspergillumun sekline
benzediginden bu genusa Aspergillus adi verilmistir [6].

Aspergillus’larin primer olarak etken olduklar1 enfeksiyonlar genel olarak 19.
yiizyilin ortalarindan itibaren izlenmeye baslanmistir. 1945 yilinda Thom ve Raper
adli arastirmacilar bu tarihe kadar identifiye edilen Aspergillus tiir ve alt tiirlerini
“Aspergillus’larin el kitab1” adli bir kitapta toplamiglardir. Daha sonraki yillarda da
toprak ve dogal ortamlardan bir¢cok Aspergillus tiirii izole edilmistir [6-8].

[k Kkiiltiir izolasyonlar: 1944 yilinda Culture Collection Unit, Northern
Utilization Research Branch laboratuarlarinda yapilmistir. Thom ve Raper, ilk kez
kendilerinin tarifledigi, hay (saman)-infiizyon agar iizerine, toprak ekimi ile kiiltiir
izolasyonlarini yapmuslardir [6, 8].

Thom ve Church, ilk defa 1926 yilinda bu genusu 69 tiir ve 11 grup olarak
simiflandirmiglardir. Raper ve Fennell 1945°te bu simiflamayr 80 tiir olarak
bildirmislerdir. Raper ve Fennell, 1965 yilinda ise ilk defa Aspergillus’lar1 18 gruba
ayrrarak 132 tiir ve 18 alt tlirli tanimladiklar1 ilk taksonomiyi yapmislardir. Daha
sonraki yillarda sekonder metabolitlerin kromatografisi ve deoksiriboniikleik asit
(DNA) hibridizasyon gibi yeni tanit yontemlerinin kullanilmasi ile yeni tiirler
tanimlanmistir.  Ayn1  arastirmacilar 1977  yilinda ise  Aspergillus’larin
tanimlanmasina yonelik ilk tani protokoliinii olusturmuslardir. Samson, 1979 yilinda
bu taksonomik tabloya 42 tiir ilavesi yapmistir. Bugiin bu cinsin kabul edilmis
yaklagik 300 tirii ve 70 telemorfu bulunmaktadir. Genustaki 40 tiir insanda
enfeksiyon etkeni iken kalan biiyiik boliimii dogada, toprakta ve ¢ilirimiis bitkiler
tizerinde yaygin olarak bulunan saprofit etkenlerdir [6, 9].

Insanda ilk aspergilloz olgusu, 1842 yilinda tiiberkiiloz kavitesinde
aspergillom olan bir hastanin, balgaminda etkeni goren Bennett tarafindan
bildirilmistir. Virchow 1856’da bronsial ve pulmoner aspergillozlu olgular

bildirmislerdir. 1863 yilinda Fresenius A .fumigatus 'u tiir olarak tanimlamistir [6].



Aspergillus’lara bagli ilk mantar endokarditi 1945’de Kirschstein ve
arkadaglari tarafindan kronik lenfositik 16semili bir hastanin postmortem otopsisinde
saptanmistir. 1952°de Hinson, Moon ve Plummer tarafindan allerjik bronkopulmoner
aspergillozis tanimlanmistir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda goriilen invaziv
aspergilloz ise ilk defa 1953 yilinda Rankin tarafindan firsat¢1 bir enfeksiyon olarak
tanimlanmistir.  1955°de Zimmerman yenidoganda invaziv aspergilloz olgusu
bildirmis, 1959 yilinda Finegold, Will ve Murray tarafindan invaziv aspergilloz
siiflandirilmistir [6].

1970°de Young ve arkadaslar1 invaziv aspergillozun (IA) histopatolojik ve
klinik 6zellikleri arasindaki korelasyonu 98 hastalik bir grupta tanimlamislardir.
Katzenstein ve ark’ da 1983 yilinda allerjik siniizit olgularini bildirmislerdir. Akciger
aspergillozuna ait ilk serolojik ¢alisma ise 1972 yilinda yapilmistir [6].

Tiirkiye'de ilk aspergilloz olgusu 1923 yilinda, akciger aspergillozuna iligkin
ilk olgu ise 1952 yilinda Turhan ve ark. tarafindan bildirilmistir. 1991 yilinda yapilan
bir ¢alismada otomikozdan Aspergillus spp. izole edilmistir. 2002 yilinda ise ilk kez
otomikoz etkeni Aspergillus tiirlerine antifungal duyarlilik testleri ¢alisilmistir.
Tiirkiye’de hemen hemen tiim sistemlerle ilgili aspergilloz olgular1 bildirilmistir.
Yapilan kiiltiir caligmalarinda basta A. fumigatus olmak {izere cogunlukla A. niger, A.
flavus ve A. ochraceus tiirleri izole edilmistir [10-12].

2.2 Epidemiyoloji

Aspergilloz, Aspergillus cinsine ait tiirlerin neden oldugu enfeksiyonlar igin
kullanilan genel bir terimdir [13].

Aspergillus’lar, diinyanin 6zellikle kuzey yarim kiiresinde (Antarktika dahil)
olmak iizere yeryiiziinde her yerde toprakta, havada ve suda Ozellikle ¢iiriiyen
organik maddelerde yaygin olarak bulunan kiif tiirii filamant6z mantarlardir. Zengin
enzim sistemleriyle organik maddeleri ayrigtirarak kullanabildikleri ve diisiik
orandaki nem diizeylerinde bile gelisebildikleri i¢in, depolanmis tahillarda, cesitli
gida ve esyalarda ayrica dis ortamda ve hastane ve evlerin i¢ ortamlarindaki havada
asili olarak bulunurlar. Diinya genelinde havadaki tiim sporlarin %0.1-22’sini

olustururlar [14, 15].



Aspergillus’lar hastane ortaminda da bulunabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
havalandirma sistemleri, yer dosemeleri ve siis bitkilerinden ayrica hastane i¢i ortam
havasindan alinan 6rneklerde de saptanmislardir. Hastane ici ve ¢evresindeki yikim,
onarim, bakim gibi insaat islerinin varligi, yiizeylerde biriken kontamine tozlarin
etrafa yayilmasini kolaylastirmakta ve ortam havasindaki konidiya yogunlugunu
arttirmaktadir. Bu durumun, yiiksek riskli hastalarda gelisen hastane kaynakli 1A ile
korelasyon gosterdigi bildirilmektedir. Ayrica hastalik gelismesi igin gerekli
inokulum miktar1 bilinmemekle birlikte immiin yetmezligi olan hastalarda ¢ok azi
yeterli olmaktadir [4, 16].

Aspergillus tiirleri zincirler halinde ¢ok miktarda konidiyum dretirler ve
bunlar olgunlastiklarinda ortama dagilirlar. Konidiyumlar genelde 2-5 pm
capindadirlar ve hava ile taginirlar [17].

Aspergilloz genellikle havadaki konidiyumlarin solunum yoluyla alinmasi ile
bulagirsa da mukokutanéz yiizeylerin cerrahi vb. nedenlerle biitiinliigiiniin
bozulmasiyla dokuyu enfekte edebilmekte ve kontamine aletlerle de viicuda
girebilmektedir. Saglikli bireylerde nadiren deri ve korneadan travmalarla viicuda
girebilmektedir [13].

Hematolojik malignitesi olan hastalarda, otopsi sonuglarina gore, 1017
otopsinin 314 (%31)’linde invaziv fungal infeksiyon saptanmistir ve bu hastalarin
sadece dortte birine dliim &ncesi tanist konulabilmistir. Invaziv fungal enfeksiyon
prevalanst 1989-93, 1994-98, 1999-2003 yillarinda sirasiyla %32, %30, %31 iken,
invaziv kiif enfeksiyon prevalansinin %19, %24, %25 oldugu gosterilmistir. Invaziv
kiif enfeksiyonlarinin en sik etkeni Aspergillus tiirleridir. Bunlarin ¢ogunlugunu A.
fumigatus olusturmakla birlikte, son yillarda A. terreus, A. flavus ve A.ustus gibi
diger Aspergillus tiirleri ile olusan enfeksiyonlarda artis s6z konusudur.1980-1990
yillar1 arasinda National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) verilerine gore,
hastane kokenli Aspergillus enfeksiyon oranmnin %1.3 oldugu bildirilmis olsa da,
kemik iligi transplantasyonu yapilan initelerde enfeksiyon oraninin %36 oldugu
bildirilmektedir. Amerikada 2001- 2006 yillar1 arasinda 23 transplantasyon
merkezinde yapilan bir ¢alismada 875 hematopoietik kok hiicre transplantasyonu
(HKHT) yapilan hastada 983 invaziv mantar enfeksiyonu tanimlamis, bunlarin
%43’iinii 1A olusturmustur [3, 18-20].



IA gelisiminde en 6nemli risk faktorleri arasinda derin (<100 nétrofil/ul) ve
uzamis notropeni ile yiiksek doz kortikosteroid veya diger immiin baskilayici
tedavilerin uygulanmasi yer almaktadir. Sitotoksik kemoterapiye bagli mukozal
bariyerlerde hasar olusmasi, profilaktik ya da genis spektrumlu antibakteriyel
kullanimina bagli mikrobiyal florada bozulma da risk faktorleri olarak tanimlanmistir
[21].

Notropeni siiresi uzadikca IA riski artmaktadir. Notropeni siiresi 10—12
giinden az oldugunda IA nadir goriilmektedir. Notropeninin ilk {i¢ haftasinda IA
gelisme sikliginda her giin %1 oraninda artis beklenirken, besinci haftadan sonra
artis her giin %45 oraninda olmaktadir. Ozellikle hematolojik malignitesi olan,
hematopoietik kok hiicre ya da kemik iligi transplantasyonu (HKHT) yapilan
hastalarda enfeksiyonlarin epidemiyolojisinde degisiklik ve IA insidansinda artis
tespit edilmistir [8, 22].

HKHT sonras1 IA gelisimi erken dénem olarak kabul edilen transplantasyon
sonrast ilk 20 giinde ve ge¢ donem olarak tanimlanan 100’iincii giinden sonra daha
fazla goriilmektedir. En 6nemli risk faktorii ndtropeni ve graft versus host hastalig
(GVHD) dir. Diger risk faktorleri arasinda ise epitel bariyerlerin bozulmasi, monosit
fonksiyonlarin ~ zayiflamasi, hiicresel immiinitede yetersizlige yol acan
transplantasyon islemi, hasta ve hastalikla ilgili o6zelliklerin yani sira gevresel
kosullar da yer almaktadir. Otolog kok hiicre alicilarinda, allojenik kok hiicre
alicilarina gore 1A daha az goriilmekte ve cogunlugu (%86) nétropenik donemde
ortaya ¢ikmaktadir [22, 23].

Diger riskli grubu solid organ transplantasyonu (SOT) yapilan hastalar
olusturmakta olup, bu grupta insidans nakledilen organa gore degismektedir.
Ornegin; allojenik HKHT uygulanan alicilarda insidans %2-26, otolog HKHT
alicilarinda %?2-6, renal transplant alicilarinda %0-4, karaciger transplantasyonunda
%5-15 ve kalp, akciger transplantasyonu yapilanlarda %1-15 iken, kemoterapiye
bagli notropenik hastalarda %70’e kadar ¢ikabilmektedir. Hematolojik hastaligi
olmayan yogun bakim hastalarinda %5.8’e varan oranlar bildirilmektedir. Bagisiklig
baskilanmis hasta grubu disinda, son zamanlarda klasik risk faktorleri bulunmayan

siroz, kronik obstruktif akciger hastalii (KOAH) ve kisa siireli kortikosteroid



kullanim1 olan yogun bakim hastalarinda da A giderek artan oranlarda
bildirilmektedir [24, 25].

IA’ da mortalite, tam1 ydntemlerinin ve tedavi rejimlerin sinirli olmasi
nedeniyle %60-90 oraninda seyretmektedir. Bu nedenle siirveyans c¢alismalarinda
hastane havasindaki Aspergillus konidiya yogunlugunu saptayabilmek igin belirli
araliklarla hastane i¢i hava drneklerinin toplanmasi1 gerekmektedir. IA olusumunda
spor konsantrasyonunun esik degeri ilizerinde heniiz tam bir fikir birligi yoktur.

Ancak korunmus odalardaki havada Aspergillus konidiya konsantrasyonunun 5
3
cfu/m alt1 (ideal; 0.1’in alt1), havasi filtre edilen alanlardaki total mantar spor sayisi

icinde azami 15 c‘fu/m3 olmas1 siir deger olarak kabul edilmektedir [25].

Hastane havasinda Aspergillus konidiyumlar1 igin ¢esitli potansiyel kaynaklar
tanimlanmistir. Bunlardan en belirgin olan1 dis ortamdaki havanin uygunsuz
filtrasyonu ile hava kullanma sistemidir. Hastane yer désemeleri, hasta odalarindaki
saksilar ve sular da enfeksiyon gelisiminde kaynak olabilmektedir. Ozellikle
sonbahar ve yaz mevsiminde goriilen kuru hava ve yiiksek sicakligin havadaki spor
sayisim  etkileyerek, IA insidansinda artisa yol agtifn cesitli ¢alismalarda

gosterilmistir [26, 27].

2.3 Simiflandirma

Aspergilluslar bakterilerde oldugu gibi binominal sisteme gore iki sézciik
halinde adlandirilmaktadir. Ilk sdzciik cins (genus) adi olup biiyiik harfle baslar,
ikinci sozctik ise tiir (species) adi olup kii¢lik harflerle yazilir. Cins ve tiir adlari italik
harflerle yazilmaktadir. Bakterilerin aksine mantarlar igin biiyiik oranda morfolojiye
dayal1 bir siniflama yapilmaktadir.

Aspergillus tiirleri taksonomik diizenlemede; mantarlar (fungi, kingdom)
aleminde Ascomycota filumunda, Euascomycetes sinifinda, Eurotiales takiminda,
Trichocomaceae ailesinde Eurotium, Emericella, Neosartoria gibi telemorfik (eseyli
tireme) formlar1 ve Deuteromycota bolimiiniin Hyphomycetes sinifi, Moniliacea

ailesinde yer alan anamorfik (eseysiz iireme) formlari bulunmaktadir [8, 28].
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Sekil 2.1 Aspergillus tiirlerinin siniflandirilmasi

2.4. Aspergillus Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Aspergillus genusu ¢ok sayida tiir igermekle birlikte az sayida tiiriin insanda
enfeksiyona yol agtig1 gdsterilmistir. Insandaki enfeksiyonlarin %95’inden fazlasinda
3 tiir etkendir. Bunlar A.fumigatus (yaklasik %90°1), A.flavus ve A.niger. Bu tiirlerin
disinda daha nadir goriilen ve invaziv enfeksiyon nedeni olan tiirler:

A. nidulans, A. terreus, A. oryzae, A. ustus ve A. versicolor, A. amstelodami,
A.avenaceus, A. caesiellus, A. candidus, A. clavatus, A. glaucus, A. granulosus, A.

restrictus, A. wentii, A. sydowi’ de etken olarak rapor edilmistir [6].



Tablo 2.1. Sik goriilen Aspergillus tiirlerinin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri

[6]
Tiirler Makroskobik Goériiniim Mikroskobik Goriiniim
Yiizey Taban Konidiofor Fialid  Vezikiil
A. fumigatus Gri,mavi, Bronzdan Kisa diiz, Tek Yuvarlak
yesil beyaza renksiz, yesil sirall Kolumnar
bas
A. flavus Sar1, yesil Saridan Renksiz, Tek veya Yuvarlak
kahverengiye plirtizli iki siralt Radial
bas
A. niger Siyah Beyazdan Uzun,diiz, Iki sirali  Yuvarlak,
sartya renksiz, radial bag
kahverengimsi
A. terreus Targin, Beyazdan Kisa, diiz, Iki sirali Yuvarlak,
kahverengi kahverengiye renksiz Siki,
kolumnar
bas
A. versicolor Once siyah, Bronzdan Uzun, diiz, Iki sirali Yuvarlak,
sonra sariya veya renksiz dagimik,
Sari, bronz veya  Kirmizi mor radial bas

pembe

2.4.1 Makroskobik Morfoloji

Aspergillus cinsine ait tiirlerin tanimlanmasinda makroskobik ve mikroskobik
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Patojenik tiirler, rutinde bakteriler i¢in kullanilan
besiyerlerlerinde kolay ve hizli sekilde {irerler. Mantarlar i¢in kullanilan
besiyerlerinde ise tiremenin %35 daha iyi oldugu belirtilmistir [8].

Besiyerinde olusturduklar1 kolonilerin rengi, biiyilikliigli, termotoleransi
tiirlerin tanimlanmasinda yol gosterici olmaktadir. Koloni yiizeyleri baglangigta
beyaz renkte olup bir siire sonra tiirlere ve gelisme sartlarina gore sari, yesil,
kahverengi veya siyah renge doniisiirler. Koloni rengi; mikroskopik komponentlerin

(vejetatif hif, konidial bas) ve diger yapilarin rengine bagl olarak olusur (Tablo 2.1).
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Ayrica koloninin rengi besiyerinin yiizeyinde ve tabaninda farkli olabilir. Genellikle
kolonilerinin yiizeyi pudrali goriinimdedir.

Tiirleri karakteristik koloni 6zellikleri tasirlar. Standart sartlarda belirli siirede
olusan koloni boyutu 6nemli bir 6zelliktir. Koloni sinirlar1 kalin ve keskin sinirl,
ince ve diffiiz, diiz veya diizensiz lobiiler, yiizeyel ya da batik koloniler olabilir.
Bununla birlikte 6rnegin A. nidulans i bazi soylarinda koloninin arka yiizii zeytin
yesili- mor renkte veya A. versicolor’'da oldugu gibi portakal rengi ile mor renk arasi
olabilmektedir. Patojen tiirlerin sporlanmasi genellikle 30-37°C’de 36-48 saat
inklibasyonda olusurken, bazi tiirler sporlanma icin daha uzun silireye ihtiyag
duymaktadir. A. fumigatus besiyerlerinde ¢ok hizli iireyebilmektedir. Termotoleran

ozelligi ile 40°C’nin lizerinde bile iireyebilir ve %0.1°den daha az O2 basinct gibi zor

sartlara dayanabilmektedir [8, 13].

2.4.2 Mikroskobik Morfoloji

Mikroskobik morfoloji, genelde tiim tiirlerde ayni olmakla birlikte bazilarinda
tiire Ozgii olup, identifikasyon igin 6nemli rol oynamaktadir. Aspergillus’lar hif ve
konidiyalar1 yardimiyla seksiiel ve aseksiiel iireme gosterirler. Telemorfik lireme
fazin1 laboratuvar ortaminda gostermek zor oldugu ig¢in Aspergillus’lar genelde
asekstiel lireme fazindaki anamorfik yapilariin (hif ve konidiya) 6zelliklerine gore
tanimlanmaktadir [29].

Asekstiel tanimlamada, ilk degerlendirme konidiyanin olusumuna gore
yapilmaktadir. Konidiya (spor); tek hiicreli bolmesiz, diizgiin ya da iizeri desenli,
sekilli (purtikli, tiyli, dikensi, vb), seffaf ya da renkli aseksiiel iireme evresinde
tiremeyi saglayan yapidir. Konidiyofor (=fertil hif), Aspergillus basini tasiyan
ozellesmis hiftir. Aspergillus’larin konidiyoforu diizenli bir yapilanma igerisindedir.
Bu konidiyoforlar apikalde genisleyerek diizgiin veya diizensiz, hiyalin veya
pigmentli vezikiil olusturur. Vezikiil iizerinde konidiya doguran yapilara fiyalid denir
ve fiyalidler direk vezikiil iizerinde bulunabildikleri gibi (tek sirali/uniseriat) metula
(fiyalid tastyan hiicre) denen yapilar iizerinde de bulunabilirler (gift sirali/biseriat).
Fiyalidlerin ucunda yuvarlak, oval, pigmentli konidiya zincirleri olugur. Mikroskopik

ozelliklerin tanimlanmasinda, vezikiillerin sekil ve boyutu yaninda fiyalid ve
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metulalarin  diizeni de Onemlidir. Bu yapilar kolumnar veya radyal dizilim

gosterebilirler. Sekil 2.2°de bu yapilar gorilmektedir [29, 30].

Konidiyofor |
i| Holumnar Radyal
|

IJ L'I__ Avyak hiicresi ti_ j

Sekil 2.2 Aspergillus tiirlerinde mikroskobik goriiniim

2.4.3 Hiicre Yapisi

Hiicre duvari: Yapisinda, polisakkaridler (yaklasik %80) daha fazla olmak
tizere protein (%5-15) ve lipidler (%3-10) bulunmaktadir. Bununla beraber melanin,
inorganik elementler, fosfatlar, aminopolisakkaridler de vardir. Hiicre duvarmin
fibriler 6zelligini kitin olusturur. Bunlar, N-asetilglikozamin ve glikoz polimerlerinin
B-(1,4) tarzinda birlesmesinden meydana gelmis diiz zincirlerdir [31].

Sitoplazma membrani: 3 tabakadan yapilmistir ve iinit membran 6zelligi
gostermektedir. Yapisinda, fosfolipid, protein ve steroller (ergosterol) bulunur [29].

Sitoplazma

Mantar hiicresi, Okaryotik hiicrelere benzer sitoplazma kompozisyonuna
sahiptir. Sitoplazmada bulunan endoplazmik retikulumun etrafi, ¢ift kat {init
membranla c¢evrilidir ve ftizerinde ribozomlar bulunur. Vakuol yapilart iginde
pigment ve amorf maddeler bulunur. Sitoplazmada enzimler, inorganik elementler,
polisakkaridler ve lipidleri iceren vezikiiller de bulunmaktadir. Sitoplazma iginde
serbest veya endoplazmik retikulumlar tizerinde ¢ok sayida mitokondri ve ribozom
bulunmaktadir. Okaryotik &zellik gdsteren mantar ribozomlar: 80S sedimentasyona

sahiptir [29].
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Niikleus icindeki kromozom, DNA yapisinda olup, birden fazla sayidadir.
Kromozomun yapist Okaryotik ve prokaryotik hiicre kromozomlarma benzerlik
gosterir. DNA da G + C oran1 % 35-65 arasi olup tiirler arasinda bu oran degisiklik
gostermektedir. Cekirdek¢ik yapisinda %80 riboniikleikasit (RNA) ve protein
bulunmaktadir [29].

B-(1,6)-D-glucan

\;‘L ~

Fungal

duvar

Ergosterol

Sekil 2.3 Fungal hiicre duvari [32]

2.4.4 Antijenik Ozellikler

Aspergillus tiirlerinin iki 6nemli antijeni bulunmaktadir.

Galaktomannan Antijeni

Mantar hiicresinin duvarinda bulunan galaktomannan (GM); Aspergillus’lar
icin spesifik ve ekzoantijen olarak da hiicre disina salgilanabilen bir polisakkarittir.
GM, mantarin gelismesi esnasinda salgilanan hiicre duvar polisakkariti olup
¢ozilinebilir oldugundan idrar, beyin omurilik sivisi (BOS), plevral sivi, bronko
alveoler lavaj gibi 6rneklerden de saptanabilmektedir [33].

Immiinojenik olmayan mannan i¢ yapist ve g¢esitli uzunluklardaki
immiinojenik yan galaktofuranozil initelerden meydana gelir. Yan zincirde,
dallanmis ve diiz olmak tizere iki yap1 vardir. Diiz yap1 B-(1,5) galaktofuranoz ve f-

(1,4) galaktopiranozdan olusur. Yan zincirdeki dallanmis yapr ise B-(1,5) ve B-(1,6)
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galaktofuranozdan olugmaktadir. GM antijeni arama testlerinde kullanilan

monoklonal antikorlar, p-(1,5) galaktofuranoz epitopuna baglanir [33].

(1,3)-B-D-Glukan (BDG)

Bu antijenik yapi1 Aspergillus tiirleri basta olmak iizere maya ve kif
mantarlarinin hiicre duvar yapisinda bulunan bir molekiildiir. BDG antijeni, denizde
yasayan ve Horseshoe crab olarak bilinen ve o6zellikle de Tachypleus tridentatus ve
Limulus polyphemus canlilarinin dogal immiin sistemi tarafindan taninabilir. Bu
canlilardan izole edilen faktor G ile BDG temas ettiginde kimyasal bir reaksiyon
olusturur. BDG antijenini saptamaya yonelik testler bu temele dayanabilir.
Serumdaki beta glukan seviyesi, invaziv aspergilloz ve diger birgok fungal

enfeksiyonlarin erken donemlerinde pozitiflesebilir [34, 35].

2.5. Patogenez

Aspergillus fumigatus insanlarda Aspergillus enfeksiyonlarinin %90’indan
izole edildigi i¢in patogenez arastirmalarinda en ¢ok calisilan tiir olmustur.

Aspergillus fumigatus cevresel karbon ve nitrojen doniisiimiinde 6nemli rol
oynayan saprofit bir mantardir. Dogal olarak organik yikintilar {izerinde, toprakta
tirerler. Bu tiir, diinyada yaygin olmamasina karsin hava kaynakli konidiyumlu
funguslar arasinda en yaygin olamidir. Her konidiyal baglikta binlerce konidiya
olusturarak yogun bir bigimde sporlanmaktadir. Aspergillus tiirlerinin enfeksiyoz
partikiilii, Kkonidiyumdur. Havaya yayilan konidiyumlar akciger alveollerine
ulasabilecek kadar kiiciliktiir (2-3 um). Konidyalarin havaya yayilmasi gevresel
sartlar ve hava akimina baghdir. Konidiyalarin kiigiik olmalari, havaya yayildiktan
sonra, ev icinde veya disinda havada asili kalmalarmi saglamaktadir. Cevresel
aragtirmalar, insanlarin giinde yiizlerce A. fumigatus konidiyasini inhale ettigini
gostermektedir. Dolayisiyla diger organlara da yayilim goériilmesine ragmen, hastalik
predominant olarak akcigerlerde olusmaktadir. Daha az siklikla cerrahi yaralar,
kontamine intravendz kateterler veya kontamine bandaj uygulamalar: gibi yollarla
ciltten giris sonrasinda kutandz enfeksiyonlar gelisebilmektedir [36, 37].

Bagisiklik sisteminin baskilanmasi sonrasinda inhale edilmis olan konidiyum

genigler, germinasyon sonrasi hif haline doniisiir. Akciger dokusundaki
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germinasyonun inkiibasyon siiresi iki giin ile aylar arasinda degisebilir.
Organizmanin 37°C’ de lireyebilme yetenegi ve iireme hizi, etkenin patojenitesini ve
olusan enfeksiyonun ilerleme hizini belirleyici 6zellikler arasindadir. En hizli gelisen
tir A. fumigatus olup besiyerine bagli olarak germinasyon 5-12 saat i¢inde baslar
Enfeksiyon damar invazyonu ve akcigerde infarkt ile sonuglanir [6].

Invaziv aspergilloz immiin kompetan konakta nadiren goriiliir. Normal
pulmoner savunma mekanizmalar1 sonucunda enfeksiyon Onlenir. Aspergillus’a karsi
ilk savunma siliyer hareketle organizmanin hava yollarindan temizlenmesidir.
A.fumigatus’un diger tiirlere gore daha patojen olmasinin nedenlerinden birisi de
konidyum boyutunun kii¢iik olmasidir (2-3.5 um ¢apinda). A.flavus’un konidyumlari
3-6 um, A.niger’in konidyumlar1 ise 4-5 um c¢apindadir. Konidyum, alveollere
ulastiktan sonra pulmoner makrofajlar Aspergillus konidyumlarini fagosite eder ve
oldiiriir. Hifal germinasyondan sonra ise polimorfoniikleer 16kositler hem
konidyumlarn hem de hiflerin yok edilmesinde rol oynar. Trombositlerin
A.fumigatus hiflerinin hiicre duvarina tutunarak aktive oldugu ve duvari harap ettigi

gosterilmistir [38].

2.5.1. Konak Savunmasi faktorleri

Dogal immiinite: Aspergillus i¢in 6zgiil olmayan savunma faktorleri;

Anatomik bariyerler; Mukus tabakasi, silyalarin hareketi ve akciger
siirfaktani,

Fagositik hiicreler; Konidiyalara karsi ilk hiicresel savunma makrofajlar
tarafindan olur. Makrofajlar konidiyalar1 6ldiiriirken ayn1 zamanda salgiladig: sitokin
ve kemokinlerle hiicresel direncin koordinasyonunu da saglar.

Makrofajlardan kacan sismis konidiya ve hifler, nétrofiller ve monositler
tarafindan oldiirilmekte ancak nétrofiller primer olarak hiflerin yok edilmesinden
sorumlu tutulmaktadir.

Salgisal faktorler; Hif yapilar1 kompleman: hem alternatif hem de klasik
yoldan, konidiyumlar ise ¢ok zayif olarak alternatif yoldan aktive etmektedir [36].

Kazamlmis immiinite; [A’daki kazanilmis bagisstk  yanitlarn  Th

aktivasyonunun iki sekli belirlemektedir. Thl yaniti, inflamatuar sitokinlerden IFNy,
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IL-2 ve IL-12’nin iiretimlerinin artis1 ve antifungal effektor hiicrelerin (makrofaj ve
PMNL) uyarilmasiyla birliktelik gosterir.

Th2 tipindeki yanit ise, genellikle minimal hiicresel cevap ile iliskilidir, 1L-4,
IL-5 ve IL-10 dretimini arttirir, antifungal effektdor hiicre aktivitesinin

baskilanmasina ve IFNy iiretiminin azalmasina yol acar [36].

2.5.2. inokulum ve Inkiibasyon Siireci

IA gelisimi icin yeterli inokulum miktarimin konaga bagli oldugu
sOylenmektedir. Hastaligin gelisme siiresi ise tam olarak acgiklik kazanmamistir.
Notropenik hastalarin birgogunda hastanede yatarken Aspergillus kolonizasyonu
gelismekle beraber I1A’un derin nétropeninin onikinci giiniinden &nce baslamadig

belirtilmektedir [17].

2.5.3. Olas1 Viriilans Faktorleri

Aspergillus tiirlerinin hastalik olusturabilmesi igin, konak dokusuna
tutunmay1, penetrasyonu ve ozellikle fagositik hiicreler gibi savunma elemanlarin
etkisiz hale getirmesini saglayan bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir.

Adezinler: Aspergillus konidiyumlar1 fibrinojen, laminin, kompleman,
fibronektin, albumin, immiinglobiilinler, kollajen ve siirfaktan gibi konakta
dolasimda veya bazal membrana bagli halde bulunan ¢esitli proteinlere baglanirlar
Bu baglanma 6zgiil olmayan fizikokimyasal etkilesimlerle ve/veya 6zgiil reseptor-
ligand iliskisi araciligiyla olabilir. Yapilan son arastirmalara gore, mantar hiicre
duvarinda yeni saptanan antijenik bir yap1 olan galaktozaminogalaktan,
immunosupresif olarak davranmaktadir. Bu yapisal komponent 6zellikle nétrofillerde
apopitozu indiiklemektedir Konidiyumlarin komplemanla veya mannoz baglayan
protein ve silirfaktan gibi diger proteinlerle opsonizasyonu, konak savunmasinin
mikroorganizmaya karsi etkinligini arttirabilir. A. fumigatus patojenitesinin artmasini
saglayan bir kompleman inhibitorii salgilar [38-40].

Pigmentler:  Melaninler, hidrofobik  yapida ve negatif yikli
makromolekiillerdir. ~ Funguslarda  bulunan en o6nemli melanin tipleri
dihidroksinaftalen (DHN) melanin ve DOPA-melanindir. A.fumigatus sporlarinin

hiicre duvarinda bulunan DHN melanin, yesil-koyu gri renk olusturur. Melanin;



16

ultraviyole 1sinlarina, enzimatik lizise, asir1 1s1 derecelerine ve infeksiyon sirasinda
reaktif oksijen tiirevlerine karsi koruyuculuk saglar. A. fumigatus'un pigmentten
yoksun olan yabani tiirleri, yesil sporlara sahip suslardan daha az patojenik oldugu
gosterilmistir [36, 39, 40].

Toksik Molekiiller: Aspergillus tiirleri hifal ireme sirasinda degisik
metabolitler olustururlar. En fazla olusan metabolitlerden biri gliotoksindir. Akut
olarak toksik olan bu bilesigin bagisiklik sistemini baskilayic1 6zelligi vardir. Bu
Ozelliklerinden dolayl, kemik iligi nakli yapilan hastalarda bagisiklik sistemini
baskilamak i¢in kullanilmistir. Gliotoksin makrofaj aracili fagositozu inhibe eder ve
antifagositik 6zelliginden farkli bir mekanizmayla astrosit ve ndronal apopitozu
indiikler [40].

Aspergillus cinsi mantarlar 6zel bir toksin sinifi olan ribotoksinleri iiretir.
Ribotoksinler yaklasik 17kDa biiyilikligiinde bir protein siifidir ve restriktosin, o
sarkin ve mitogillin gibi {irlinleri igerir. Restriktosin A. fumigatus ve A. restriktus
tarafindan {iretilen ve iizerinde en yogun galisilan ribotoksindir. Okaryot ribozomlari
lizerine nanomolar konsantrasyonlarda ¢ok toksik etkili oldugu gosterilmistir.
Gliotoksin, fumagillin ve restriktosin gibi metabolitlerin bagisiklik sistemini
baskilayarak fungal biiyiimeyi kolaylastirdigi disiiniilmektedir. Baska bir toksik
madde olan hemolizin ise eritrositlerin par¢alanmasindan sorumludur [36, 41].

Enzimler: Aspergillus tiirleri kendi besin maddelerini karsilayabilmek igin
fosfataz, peptidaz ve proteazlar gibi ¢ok cesitli hiicre dis1 enzimleri iiretme
yetenegine sahiplerdir. A.fumigatus’un iki elastazi, bir serin proteazi ve
metalloproteazi klonlanmis ve sekanslanmistir. Elastin ve kollajen akciger
dokusunun %30’unu igeren ana yapisal bilesenlerinden biridir. Elastaz iireten tiirlerin
48-96 saat icinde akciger dokularinda hifal gelisim gosterdigi ve alveol nekrozuna
yol agarak hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir. Hiicre dis1 elastinolitik alkalin
proteaz olan AFAIlp’ nin kollajen, fibrin, fibrinojen ve elastini parcaladig:
gosterilmistir.

Bir diger enzim grubu olan fosfolipazlar, doku invazyonu sirasinda hiicre
membraninin ana bileseni olan fosfolipidleri parcalar ve Sonugta hiicre Oliimii
gerceklesir. Yapilan ¢alismalarda Aspergillus fumigatus izolatlarinin fosfolipaz A, B,

C ve D salgiladiklar1 gosterilmistir. Fosfolipazlarin hepsi 37°C’de eksprese
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edilmektedir. Klinik izolatlarin, ¢evresel izolatlara gore fosfolipaz C aktivitesinin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [40].

Immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan hidrojen peroksit ve siiperoksit
anyonu gibi reaktif oksijen radikalleri, konidiyalar igin toksik etkilidir. Bu
maddelerin zararli etkilerinden kurtulabilmek i¢in A. fumigatus’un 3 farkl katalaz ve

2 siiperoksid dismutaz sentezleyebildigi gosterilmistir [38].

2.6. Aspergillus Enfeksiyonlarinda Klinik

Aspergillus tiirleri insanlarda, genel olarak allerjik hastaliklar, asemptomatik
kolonizasyon ve yiizeyel enfeksiyonlar ile invaziv enfeksiyonlar olmak flizere ii¢
farkli klinik durumun olusmasinda rol oynamaktadirlar. Aspergillus tiirlerinin neden
olduklar1 hastaliklar Tablo 2.2°de goriilmektedir.
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Tablo 2.2. Aspergillus tiirlerinin neden oldugu hastaliklar [6]

1. Allerjik aspergilloz

. Allerjik bronkopulmoner aspergilloz
. Allerjik Aspergillus siniiziti

. Saprofitik aspergilloz

. Pulmoner aspergilloma

. Siniis aspergillomu

. Yiizeyel aspergilloz

. Otomikoz

o Qo w o @ N T o

. Onikomikoz

o

. Kutanoz aspergilloz (immiinsiiprese olmayan konakta)
. Doku hasari, cerrahi veya yabanci cisimle iliskili infeksiyon

. Keratit ve/veya endoftalmit

o o A

. Deri ve yumusak doku enfeksiyonu (6r. yaniklarda)
c. Cerrahi alan enfeksiyonu (6r. prostetik kapak endokarditi,
karaciger transplantasyonu sonrasi yara enfeksiyonu, subdural ampiyem)
d. Yabanci cisimle iliskili ( intravendz Kateterler, vaskiiler greft infeksiyonu,
stirekli ambulatuar diyaliz kateteri)
5. Immiinsiiprese konakta infeksiyon
a. Primer kutan6z veya mukdz membran aspergillozu
b. Pulmoner aspergilloz
i. Akut invaziv aspergilloz
ii. Kronik nekrotizan aspergilloz
c. Hava yollar1 aspergillozu
1. Tikayici bronsiyal aspergilloz
ii. Invaziv Aspergillus trakeobronsiti
d. Nazal veya paranazal siniizit (rinosiniizit)

e. Dissemine aspergilloz, 6zellikle serebral aspergilloz

Aspergillus enfeksiyonlart i¢in temel giris noktasit ve primer enfeksiyon
odagi alt solunum yolu sistemidir ancak deri, periton, bobrek, kemik, goz ve

gastrointestinal sistem gibi diger giris yollar1 da belirtilmistir. Bundan baska




19

operasyon sonrasi cerrahi yara yeri enfeksiyonlarindan da Aspergillus tiirleri etken
olarak izole edilmislerdir [21].

Kolonizasyon oldugunda:

Saglikli birey: Hastalik gelismez

Kaviter akciger: Aspergilloma

Kronik akciger hastaligi:Kr. nekrotizan Aspergilloz

Astim: Allerjik Bronkopulmoner Aspergilloz

Immiinsiipresif: Invaziv Pulmoner aspergilloz

2.6.1. Allerjik Bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA)

Immiin sistemi baskilanmamus kisilerde ortaya ¢ikan Aspergillus tiirlerine
kars1 gelisen bir hipersensitivite durumudur. Atopik, astim veya kistik fibrozlu
kisilerde siklikla goriiliir. Akciger bulgularinin patofizyolojisi tam anlasilamamis
olmakla birlikte Aspergillus’un hava yollarinda kronik kolonizasyonuna karsi
gelismis immiinolojik bir reaksiyondur. Sporlarin inhalasyonunu takiben hifler brong
limeninde mukus i¢inde ¢ogalir ve Th2 CD4(+) T hiicreleri cevabi ve IgE ve IgG
antikorlarinin olusumu ile bagisik yanit gelisir [42].

ABPA, Tip I, Il ve IV asir1 duyarlilik reaksiyonlar ile karakterizedir. Tip I
reaksiyon sonucu bronkospazm, kan ve balgamda eozinofili ve ani ortaya ¢ikan cilt
reaksiyonlar1 goriliir. Pulmoner infiltratlar ve bronsektazinin Tip III reaksiyon
sonucu (Arthus ya da immiin kompleks bagimli) gelisen, dolasan ya da presipitan
antikor komplekslerine bagli olarak gelistigi diistiniiliirken Tip IV reaksiyon sonucu
ise mononiikleer infiltasyon ve graniilomlar olusmaktadir. TLR 2, TLR 4 ve TLR 9
polimorfizminin ve spesifik HLA-DR molekiillerinin (DR-2 ve DR-5) ABPA
gelisimi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir [43, 44].

ABPA’nm uzun dénem prognozu iyidir. Ilaca direngli astim veya bronsial
destriiksiyon varliginda kalict hava yolu obstriikksiyonu gelisebilir. Oral
kortikosteroidler, antifungal ajanlardan itrakonazol veya anti IgE antikoru tedavide
kullanilabilir [42].
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2.6.2. Aspergilloma (micetoma, fungus topu)

Doku invazyonu olmadan gelisen aspergilloz enfeksiyonudur. Akciger
parankimindeki bir kavite veya brons iginde fungal hif, mukus ve hiicresel artik,
fibrin ve inflamatuvar hiicrelerin birlesmesi ile gelisir. Siklikla altta yatan bir
enfeksiyon vardir. Tiiberkiiloz gibi altta yatan akciger hastaligina bagli olarak

oksiiriik, dispne, sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin gelisimi ile ates de goriilebilir

[8].

2.6.3. Rinosiniizit (Paranazal siniis aspergillozu)

Benign, noninvaziv formdan invazyon gosteren forma kadar degisen
spektrumda akut ve kronik olabilir [45].

Nazal polipler, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar ve kronik rinit fungal
enfeksiyon gelisimine yatkinlik yaratabilir. Notropenik hastada odagi bulunamayan
uzamig ates, epistaksis, burun tikaniklig1 gibi lokal bulgular, burun ve maksiller
siniise ait patolojik bulgular goriilebilir. Kronik formu ise diyabet hastalarinda, asiri
alkol alanlarda ve AIDS’lilerde siktir. En sik izole edilen etken Aspergillus flavus’
tur [45].

Tedavinin yoOnlendirilmesi ve prognozun belirlenmesi i¢in goriintiileme
yontemleri, mukor ve timor gibi kitlelerden ayirimda patolojik inceleme gereklidir.
Siniis endoskopisi sirasinda alinan biyopsi materyalinde etkenin izole edilmesi tanida

altin standarttir. Tiir diizeyinde tanimlanip, antifungal duyarlilik belirlenmelidir [45].

2.6.4. Hava Yollar Aspergillozu

Immiin sistemi baskilanmis hastalarda (6zellikle AIDS ve akciger
transplantasyonu alicilar1) Aspergillus’un esas olarak hava yollarini invaze etmesiyle
gelisir. Hafif trakeobronsitten iilseratif veya psddomembrandz trakeobronsite kadar
degisen klinik tablolar gortilebilir. Larinks aspergillozu ve epiglottit nadirdir. Siklikla
okstiriik, ates ve dispne, daha nadir gégiis agris1 ve hemoptizi goriilebilir. Direk grafi
baslangigta normaldir, ilerleyen donemde konsolidasyon, BT’de peribronsial
konsolidasyon, sentrilobiiler nodiiller, lober konsolidasyon, buzlu cam dansitesi
izlenebilir. Kesin tan1 histopatolojik olarak konulur. Hava yolu obstriiksiyonu veya

disseminasyon sonucu mortal seyredebilmektedir [6, 8]
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2.6.5. Akut Invaziv Aspergilloz

Akciger, patojenin giris yolu oldugundan en sik tutulan bolge olmakla
beraber hemen hemen tiim viicut bolgelerine yayilabilir ve gercek yayilim bolgeleri
cogunlukla sadece otopside tespit edilebilir. Akut invaziv pulmoner aspergilloz IA
olgularinin en sik goriilen klinik tipidir. Son yillarda invaziv enfeksiyonlarin gesitli
formlarinin oldugu olgu sayilar1 belirgin olarak artmistir. IA hemen daima immiin
yetmezligi olan bireylerde goriiliir, tan1 konulup tedaviye baslanilsa bile siklikla
oliimciil olarak seyretmektedir [7].

Hastalarin %25-30’unda baslangigta klinik belirti yoktur. En erken belirti
¢ogu zaman ates ve Oksiiriiktiir. Ploretik veya 6zgiil olmayan gogiis agris1 siktir,
genellikle minimal balgam {iretimi olur, nadiren hemoptizi goriiliir.

Invaziv aspergillozun risk derecesi hasta gruplarinda farklilik gdstermektedir.
Notropeni diizeyi ve siiresi en dnemli predispozan konak faktoriidiir. Aspergilloz
gelisimi notropeninin ilk iki haftasi sirasinda diisiik orandayken, ikinci ve {igiincii
haftadan sonra artmaktadir. Hiicre bagimli bagisik yetmezlik (kemik iligi
transplantasyonu yapilmis ya da kortikosteroid tedavili hastalar gibi) da diger bir risk
faktoriidiir. Tanimlanan belli bagli risk faktorleri Tablo 2.3’de goriilmektedir [22].

Hematolojik maligniteli hastalardaki aspergillozda solunum yetmezligi ve
akcigerlerde radyolojik olarak bilateral tutulum olmasi kotii prognozla iliskili
bulunmustur. Notropenik hastalarda en yaygin klinik tablo 5-7 giin genis spektrumlu

antibakteriyel tedaviye ragmen diismeyen atestir [7].

Tablo 2.3 Invaziv aspergilloz igin risk gruplari [22]

Yiiksek risk Orta diizeyde risk Diisiik risk
Hematolojik malignite (6zellikle Solid organ transplantasyonu Diabetes mellitus

AML)

Uzamisg nétropeni ALL, KLL Otolog HKHT

Allojenik HKHT Altta yatan akciger hastaligi, KOAH Kistik fibrozis
GVHD Siroz, malniitrisyon 1V ilag bagimhlig

Yogun bakimda yatis Bag doku hastaliklari
HIV enfeksiyonu

GVHD:graft versus host hastaligt ~ ALL: Akut lenfoblastik 16semi AML: Akut myeloblastik 16semi
HKHT: Hematopoietik kok hiicre transplantasyonu KLL: Kronik lenfosittik 16semi
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Risk faktorleri

IA icin dnemli risk faktdrleri hastanin immun sisteminin durumu, organ hasarinin
varligi ve derecesi, mikrobiyal maruziyet (kolonizasyon, gevresel faktorler, 6nceden
enfekte olma) olarak 6zetlenebilir.
1. Nétropeni: Ozellikle remisyon-indiiksiyon tedavisi alan veya HKHN hastalarinda
erken pre-engrafman déneminde en 6nemli risk faktorii ndtropenidir. Notropeninin
siiresi ve siddeti IA igin 6nemli bir belirleyicidir. U¢ haftadan daha kisa siiren
notrofil sayisinin  100-500/mm3 oldugu durumlarda orta derecede bir riskten
bahsedilebilir. Absolii nétrofil sayisinin 500°tin altinda gegtigi siire 5 hafta ve
tizerindeyse bu durum ytiiksek risk olarak kabul edilebilir. Notropeniye ilave olarak,
kullanilan kemoterapi rejimi (yiiksek doz sitozin arabinosid gibi) ve altta yatan
hastaligin tipi de (AML) risk faktorleri olarak sayilabilir.
2. Hematopoietik kok hiicre nakli: Allojeneik kok hiicre nakli yapilan hastalarda,
otolog kok hiicre nakline oranla IA riski daha yiiksektir. Bunun nedeni de, allojeneik
kok hiicre nakli yapilan hastalarda immunsupresyonun daha agir ve uzun siireli
olmasidir. Allo-HKHN hastalarinin ¢ogunda, Aspergillus enfeksiyonlart 6zellikle
notrofil sayisinin diizeldigi ve GVHD’nin 6nlenmesi amaciyla immiinsiipresan
tedavinin uygulanmaya bagladigi déneme rastlar. Engrafman sonrast donemde A
icin risk belirgin olarak artmigtir. Burada da; 6zellikle T hiicre ayiklanmig iiriin
kullanimi, CD34 seleksiyonu yapilmasi, steroid kullanimi, nétropeni, lenfopeni,
GVHD, CMV enfeksiyonu varlig1 gibi faktorler dnemli rol oynar. Steroidler nétrofil
fonksiyonunu dogrudan etkiledigi gibi, in vitro olarak A.fumigatus iiremesini de
uyarmaktadirlar. Yapilan c¢alismalarda, steroid kullannmmin A riskini iki kat
arttirdigl gosterilmistir. IA igin diger 6nemli bir risk faktorii de kullanilan steroid
dozudur. Bu doz 2 mg/kg’dan 3 mg/kg’a ¢iktiginda risk de 2 kat artmaktadir [22, 46].
Aspergillus hiflerinin kan damarlarin1 invaze etme Ozelliginden dolay
pulmoner aspergillozun degisik formlar1 goriilebilmektedir. Bunlar, nekrotizan
bronkopnémoni, pulmoner hemorajik infarkt, kavite i¢i apseler ve granuloma
seklinde olabilir. Histolojik olarak iki formu vardir. Birincisi nodiiler formudur,
digeri ise pulmoner embolidekine benzer sekilde pulmoner infaktlara neden olan
vaskiiler hasar yaptigi hastalik formudur. Klinik olarak baslangic sinsi olup

genellikle ilk semptom atestir [8].
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Progresif kuru oOksiiriikk, nefes darligi, ploretik tipte gogiis agrisi, genis
spektrumlu antibakteriyel ajan kullanimina ragmen yiiksek atesin devam etmesi
durumunda IA’dan siiphelenilir. Ates en sik goriilen bulgu olmasina ragmen yiiksek
doz steroid kullanan hastalarda ates baskilanabilir. Hemoptizi ve gogiis agrisi ise
major bir damar hasar1 ve Oliimciill kanamanin habercisi olabilir. Erken tani bu
hastalarda uygun ve giiclii tedavi ile basarili bir netice almak i¢in 6nemlidir. Fakat
hem klinik semptomlar hem de radyolojik bulgular erken donemde nonspesifiktir.

Bilgisayarli tomografi direkt radyografiye tercih edilir [7].

2.6.6 Kronik Nekrotizan Pulmoner Aspergilloz

Kronik diiskiinliik yaratan hastalik, diyabet, malniitrisyon, alkolizm, ileri yas,
uzamig kortikosteroid tedavisi gibi durumlar yatkinlik yaratmaktadir. Kronik
oOksiiriik, ates, balgam, hemoptizi goriilebilir. Radyolojik bulgular1 tek ya da iki
tarafli konsolidasyon bolgeleri, plevral kalinlasma ve opasitesi artmigs nodiiler
bolgelerdir [8].

2.6.7. Santral Sinir Sistemi Aspergillozu

Akcigerlerden kan yoluyla yayilim sonucu gelisen ve IA olgularinin %10-
20’sinde goriilen en agir klinik tablodur. Genellikle allojenik kemik iligi naklinden
sonra ve bazen de beyin ameliyatlarindan sonra goriilebilir. Konfiizyon, kisilik
degisiklikleri, arteriyel tromboz sonrasi gelisen infarktiise bagli fokal noérolojik,
bulgular, fel¢ ve BOS basincinda artis olabilir. Cogunlukla mantar BOS’dan
tiretilemez. Tanida bilgisayarli tomografiden yararlanilabilir. Ancak bulgular 6zgiil

olmayip tam genellikle postmortem konulur [8].

2.6.8. Kutanoz Aspergilloz
Primer IA’nin hematojen yayilimi1 sonucu ortaya ¢ikar. Cerrahi yara ve yanik
enfeksiyonu sonrasinda da gelisebilir. Lezyonlar genellikle ekstremitelerde yerlesir.

Eritematdz papiil, piistiil Gistii siyah skarla kapli tipik lezyonlar olusur [6]
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2.6.9. Goz Aspergillozu

Travmayla sekonder keratit gelisebilir. Endoftalmit nadiren goriilen bir
tablodur. ila¢ bagimlilari, endokarditliler ve organ nakli yapilanlarda ya da direkt
travmaya bagli olarak veya hematojen gelisebilir. G6zde agri, fotofobi ve gérme
kayb1 seklinde belirtiler gortilebilir.

Bunlarin disinda prostetik kapagi olanlarda ya da kalici intravendz kateteri
olanlarda ve ila¢ bagimlilarinda endokardit, kronik graniilomat6z hastalig1 olan
cocuklarda osteomiyelit, karaciger, bobrek, dalak, gastrointestinal sistem

enfeksiyonlar: gelisebilir [6].

2.7. Tam Yontemleri

Invaziv aspergillozun genellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda
gelistigi goriilmektedir. Bu nedenle erken tani1 ve ardindan baglanacak tedavi 6nem
tasimaktadir.

Akut enfeksiyonda hastalarin %25-33"{inde hicbir semptom goriilmeyebilir.
Klinik belirtiler ¢ogunlukla 6zgiil degildir ve baska hastaliklarla karigabilir. Erken
laboratuvar tan1 genellikle konulamamaktadir [47].

Kesin laboratuvar tanisi, etkenin klinik Ornekte direkt mikroskobi ve
histopatolojik olarak goriintiilenmesi ve kiiltiirde {retilerek tiir diizeyinde
tanimlanmasi ile konulmaktadir. Tam ve dogru bir laboratuvar tani i¢in, klinik tani
ile uyumlu orneklerin uygun zamanda ve uygun yerden alinarak uygun kosullarda
laboratuvara hemen ulastirilmasi gerekir [47].

Ancak mikroskobik inceleme ve kiiltiir i¢cin bu 6rnekler, invaziv islemlerle
temin edilebilir. Tanisal iglemler cogu zaman hastalarin sitopenilerinden veya kritik
durumlarindan dolayr yapilamaz. Bu nedenle mantar yilikii artmadan ve hasta
6lmeden once nadiren tani konulabilir [18, 48].

Tani i¢in klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik kriterlerden yararlanilmaya
calisilmaktadir. Ancak standardizasyon eksikligi merkezler arasindaki karsilagtirmay1
zorlagtirmaktadir. 2000 yilinda yapilan ICAAC (Interscience Conference on
Antimicrobial Agents) kongresinde, Belgika’daki Avrupa Kanser Arastirma
Organizasyonu Invaziv Fungal Infeksiyon Calisma Grubu (EORTC-IFICG) ile
Bethesta Mantar Calisma Grubu (NIAID-MSG) bir konsensus olusturmus ve bunun
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sonucu 2002 Yilinda invaziv fungal enfeksiyon tanimlari yaymlanmigtir. Bu
tanimlar ya da klavuz 2008 yilinda giincellenerek standardize edilmistir [49].

Tanimlamada ti¢ grup (P-P-P) olusturulmustur:

1) Kanitlanmig (proven)

2) Yiiksek olasilikli (probable)

3) Diisiik olasilikli  (possible) invaziv fungal enfeksiyon.

Bu klavuza gore invaziv fungal enfeksiyon olasiligini arttiran durumlar 3
genel baslikta incelenir [50];

1) Konak faktorleri

2) Klinik faktorler

3) Mikrobiyolojik faktorler

Kamtlanmus (proven) IA; Steril klinik 6rnegin histopatolojik, sitopatolojik
veya direkt mikroskobik incelemesinde Aspergillus hiflerinin goriilmesi veya steril
viicut bolgelerinden alinan 6rnegin kiiltiiriinde tireme olmast

Yiiksek olasiikhi (probable) IA; Konak faktorlerinden en az biri, klinik
kriterlerden en az biri ve mikolojik kriterlerden en az birinin bulunmasi

Diisiik olasihkh (possible) TA ise; Konak faktorlerine ek olarak klinik
kriterleri olan ancak mikrobiyolojik kriterlere sahip olmayan olgular1 ifade
etmektedir.

Bu tanimlar sadece klinik ve epidemiyolojik aragtirmalarda kullanilmaktadir.

EORTC-MSG (Avrupa Kanser Arastirma Organizasyonu-Mantar Caligsma
Grubu)’nin 2008’de giincelledikleri invaziv fungal enfeksiyon kriterleri Tablo 2.4’de

gorilmektedir.
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1) Konak faktorleri
Nétropeni: 10 giinden uzun siireyle (0,5X10° nétrofil/L)

Allojenik kok hiicre alicisi olma

Kalitimsal agir immiin yetmezlik sendromlart (Kronik granulamatoz hastalik veya agir

kombine immiin yetmezlik)

Son 90 giin i¢inde T hiicre immiinsiipresor tedavi almis olmak (Siklosporin, TNF o blokérii,

spesifik monoklonal antikorlar, niikleozid analoglari )

Uzun siireli (>3 hafta 0,3mg/kg/giin prednizolon esdegeri kortikosteroid kullanma, ABPA

hastalari harig)
2) Klinik kriterler
A) Alt hava yollar: fungal hastalhiklar:
Asagidaki BT bulgularindan en az birinin olmasi
Nodiil ve/veya halo belirtisi
Hava hilal belirtisi (air crescent), kavite
B) Trakeobronsit
Bronkoskopik analiz sirasinda izlenen iilser, nodiil, psédomembran, plak/krut
C) Sinonazal enfeksiyon
Goriintiilemede siniizit izlenmesi, asagidaki bulgulardan en az birinin varlig
Akut lokalize agr1 (goze dogru yayilan)

Ugzeri siyah krutlu nazal iilser

Paranazal siniislerden orbitay1 da i¢ine alan, kemiksi bariyerleri asan orbitaya genigleme

D) Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonu

Goriintiilemede fokal lezyon ve/veya MR/BT’de meningeal kalignlasma

E) Dissemine kandidiyazis

2 hafta icinde kandidemi epizodu ve ardindan en azindan 2 bulgudan biri
Oftalmolojik degerlendirmede progresif retinal eksuda
Karaciger veya dalakta kiiciik hedef benzeri abseler (boga gozii lezyonu)

3) Mikolojik kriterler

1)Direkt testler ( sitoloji, direk mikroskobi, kiiltiir)

Balgam, BAL, brons fir¢a ve siniis aspirat drneklerinde mantar goriilmesi

2> Kiif mantarini destekleyecek fungal elemanlarin bulunmasi

—>Kiiltiirde pozitiflik (Aspergillus, Fusarium, Zygomycetes veya Scedosporium tiirleri)

2)indirekt testler

Aspergillozis (Plazma, serum, BAL veya BOS’da galaktomannan antijeni saptanmast)

Kriptokokkoz / Zygomikoz hari¢ serumda  glukan saptanmasi
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Invaziv aspergilloz genellikle immiin yetmezligi olan hastalarda geliserek
mortalite ve morbiteyi artirmaktadir. Bu nedenle erken tani, uygun tedavinin en kisa
siirede baslanmasi i¢in &nemlidir. Invaziv aspergillozda tani; klinik bulgular,
radyolojik ve laboratuvar verilerinin birlestirilmesine dayanmaktadir [18, 47].

Kesin tanisi, etkenin klinik 6rnekte direkt mikroskobi ve histopatolojik olarak
goriintiilenmesi ve kiiltiirde iiretilerek tiir diizeyinde tanimlanmasi ile konulmaktadir.
Ancak hematolojik maligniteli hastalarda, trombositopeni, hipoksi ve genel durum
bozuklugu nedeniyle biyopsi veya derin doku Orneklemesi genelde miimkiin

olmamaktadir [49].

Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

IA laboratuvar tanisinda balgam, BAL, trakeal aspirat, akciger biyopsisi gibi
solunum sistemi ile ilgili 6rnekler, bunlarin diginda enfeksiyon odagina yonelik BOS,
plevra, periton, siniis ponksiyon aspirati, yara, idrar ve nadiren kan gibi Kklinik
ornekler de kullanilir. Kan kiiltiiri Aspergillus’larin neden oldugu endokarditlerde
anlamlidir [13].

IA tamisinda akciger dokusu en degerli ornektir. Alinmasinin zorlugu hasta
profili nedeniyle ¢ok sik kullanilmaz. Siniis biyopsisi yapilmasinin daha kolay olmasi
nedeniyle tamida daha sik kullanilir. Almman Ornekler laboratuvara hizla
ulastirilmalidir. Ideal olani &rneklerin 2 saat iginde oda sicakliginda saklanmasi ve
gonderilmesidir. Klinik ornekten hemen kiiltiir yapilamayacaksa SSS o6rnekleri
30°C’de, diger ornekler +4°C’de kisa bir siire saklanabilir. GM, BDG antijenleri ile
Aspergillus DNA’sinin arandigi PCR testi i¢in gonderilen drnekler 72 saat ig¢inde
calisilacaksa + 4°C’de, uzun siire saklanacaksa —20°C’de saklanmalidir [13].

Aspergillus enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda mikroskobik inceleme,
kiiltiir, histopatolojik inceleme, GM, BDG antijen aranmasi gibi serolojik testler ve

molekiiler yontemler uygulanmaktadir.

2.7.1. Mikroskobik inceleme

Direkt mikroskobik yontemlerin duyarlilig1 yiiksek ve kiiltiire gére daha hizl

ve diisiik maliyetli olmalarma karsin ozgiilliikkleri de disiiktiir. Diger filament6z
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mantarlardan  (Penicillium, Fusarium, Acremonium ve Scedosporium gibi)

Aspergillus’un kesin olarak ayirdedilememesi dezavantajidir [47].

Nativ preparat hazirlanmasi

Aspergilloz siipheli klinik 6rnekler, oncelikle lam lamel arasinda %210-25
potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisinde bekletilerek hazirlanir. Bu yontemle, klinik
materyal igerisindeki doku ve hiicre artiklarinin saydamlastirilarak mantar
elemanlarinin  net goriilmesi saglanmaktadir. Taze preparatin mikroskobik
incelenmesinde mantar sporlart ve 45 derecelik agilanma yapan hiyalen, septali

hiflerin goriilmesi Aspergillus’lar igin tipik 6zelliklerdir [13, 37].

Laktofenol pamuk mavisi ile boyama

Laktofenol pamuk mavisi (LFPM) hem bir kaplama soliisyonu hem de bir
boyadir. Ozellikle kiif mantarlarindaki hif ve sporlarin incelenmesi amaciyla
kullanilir. Laktik asit temizleyici ajan olarak gorev yapar ve kiif yapilarin1 koruyarak
tespit eder. Fenol oldiiriicii etki gostermektedir. Gliserol kurumayi 6nler ve pamuk
mavisi kiif yapilarini boyayarak daha iyi gériilmesini saglar. Mantar yapilart mavinin
farkli tonlarinda boyanarak goriiliir. Ornekler dogrudan lam-lamel aras

incelenebildigi gibi selofan bant yontemi ile de incelenebilmektedir [13, 37].

Kalkoflor beyazi ile boyama

Floresan boyalardan ‘Calcoflour White’, ‘Uvitex 2B’ ve ‘Blankophor’
renksiz ve suda ¢oziinebilen boyalardir. Bu boyama yontemleri frozen kesitlerde
parafinle kaplanmis dokularda, bronkoalveolar lavaj, korneal kazint1 gibi taze klinik
orneklerde kullanilabilir. Kalkoflor beyazi, mantar hiicre duvarindaki glukan ve Kitini
boyayarak goriinmelerini saglayan maddelerdir. %10-20 KOH ile kalkoflor beyazi
karistirtlarak birlikte hazirlanirsa, floresan mikroskopta hifal yapilar daha net

goriiniir hale gelir [47, 51].
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Gram boyama
Klinik 06rneklerin rutin bakteriyolojik gram boyast ile boyanmasinda

Aspergillus’lara ait septali hif ve konidiyalar gram pozitif boyali olarak goriiniirler
[13].

2.7.2. Histopatolojik Inceleme

Sitolojik boyalar, mantar boyalar1 ve floresan boyama yontemlerinin kullanilmasinin
mikroskobik incelemenin duyarliligmi artirdi@i  gosterilmistir.  Histopatolojik
boyalarla, doku igerisindeki mantara ait septali hifal yapilar ve konidiya gibi
fenotipik Ozellikleri tanimlamak miimkiindiir Histopatolojik incelemede biyopsi
ornekleri kullanilabilir. Ornekleri Gomori’nin metanamin giimiis boyast (GMS),
Periyodik asit-schiff (PAS) gibi yontemlerle boyayarak doku icerisindeki hifal
yapilart gostermek miimkiindiir. GMS ile mantar elemanlarin1 daha iyi boyamakla
birlikte, PAS konak doku yapisini, hiicresel yapiy1 daha iyi gostermektedir, birbirinin
tamamlayicist olarak kullanilmaktadir [52, 53].

Klinik materyallerin  mikroskobik incelemesinde ve doku biyopsi
orneklerinde septali hifal yapilarin goriilmesi ve mantar kiiltiirinde de Aspergillus
tiremesi tan1y1 desteklemektedir [47, 54].

Doku kesitlerindeki mantar hiflerine spesifik olarak baglanan poliklonal veya
monoklonal antikorlarin kullanildigi immiinohistokimyasal, immuno floresan ve in
situ hibridizasyon yontemleri de diger yardimci tan1 yontemleridir. Ancak poliklonal
antikorlarin diger mantar tiirleri ile capraz reaksiyonlar vermesi ve monoklonal
antikorlarin ise tamida yetersiz kalmasi yontemin en Onemli dezavantajlarini
olusturmaktadir [51].

Mantar tiirleri kiiltiirde tiretildiginde etkenin, kontaminasyon ve kolonizasyon
olasiliklar1 degerlendirilmelidir. Etkenin biyopsilerin histopatolojik incelemesinde de

gosterilmesi enfeksiyonu kanitlar [6, 13].

2.7.3. Kiiltiir

Mikroskobik bulgularin kiiltirde etkenin izolasyonu ile dogrulanmasi
gerekmektedir. Konidyumlar havada ¢ok miktarda bulundugundan kontaminasyon

riski olmasi nedeniyle iiremeler dikkatle degerlendirilmelidir [55, 56].
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Balgam, bronkoalveoler lavaj, siniis ponksiyon aspirati, akciger doku
biyopsisi gibi solunum yolu 6rnekleri yaninda kan, yara, idrar 6rnekleri kiiltiir igin
kullanilabilecek orneklerdir. Kan, beyin omurilik sivist (BOS) ve kemik iligi
orneklerinden yapilan kiiltiirlerde Aspergillus nadiren trer. Aspergillus tiirleri
anjioinvaziv olmalarina ragmen tiim IA olgularmin %10’undan azinda kan kiiltiirii
tiremesi mevcuttur. Solunum yolu kiiltiirleri ge¢ donemde pozitiflesir ve duyarlilig
diisiiktiir. Balgam Orneklerinin ancak %8-34’linde, BAL Orneklerinin ise %45-
62’sinde tireme gozlenmektedir [35, 47].

Laboratuvara gelen klinik drneklerden izolasyon ve identifikasyon kiltiirleri
yapilir. Izolasyon kiiltiirlerinde Aspergillus’larin eseysiz sekillerini, identifikasyon
besiyerlerinde ise telemorf sekillerini gérmek miimkiindiir. Izolasyon islemlerinde
bakteriyel kontaminantlarin iiremesine engel olmak ig¢in gentamisin veya
kloramfenikol ilaveli Sabouraud kanli agar, Sabouraud dekstroz agar (SDA), Patates-
dekstroz agar (PDA), beyin kalp infiizyon agar (BHI) inhibitér mould agar, mikosel
ve mikobiyotik agar kullanilirken; tireyen Aspergillus cinsi mantarin tiiriniin
belirlenmesinde ise malt-extract agar, corn-meal agar veya Czapek agar’dan biri
kullanilmaktadir [4].

Klinik 6rneklerin uygun bir izolasyon besiyerine ekimleri yapildiktan sonra
kiiltiir plaklar1 25-30°C’de aerobik olarak, nemli ortamda, 3-4 hafta inkiibasyona
birakilmaktadir. Ilk hafta her giin, sonraki haftalarda haftada 2 giin {ireme kontrolii
yapilmalidir. Bu siire sonunda iireme olmazsa kiiltiir negatif olarak sonug¢landirilir
Hizli tireyen bazi kiif mantarlarinin tiremesini engellemek ve besiyerinin segiciligini
arttirmak i¢in besiyerlerine ilave edilen sikloheksimid, Aspergillus tiirlerinin
tiremesini inhibe edebilmektedir. Bu nedenle Aspergillus siipheli 6rneklerin kiltiir
ekimleri, sikloheksimid icermeyen besiyerlerine yapilmalidir [4, 5].

Genel olarak Aspergillus’lar besiyeri yiizeyinde, 36-90 saat iginde kadifemsi
veya pamugumsu Ozellikte beyaz, sari, sari-yesil ve kahverengi veya siyah renkte
koloniler olustururlar. Aspergillus’daki sporulasyon fazi, corn-meal ya da PDA’ da,
30-37°C’ de ve 36-48 saatlik inkiibasyonlardan sonra ger¢eklesmektedir. Ancak bazi
tiirlerde sporulasyonun gergeklesebilmesi i¢in daha wuzun siirelere ihtiyag

duyulabilmektedir [36, 47].
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Aspergillus tiirleri termotoleran olup, insanlarda hastalik olusturan tiirler,
birgok besiyeri vasatinda hizla iireyerek kolonilerini olusturabilmektedirler. Ornegin
insanlarda invaziv infeksiyona neden olan A.fumigatus 45°C’de bile
iireyebilmektedir. Olusturduklar1 kolonin rengi, biiyiikliigii ve termotoleransi
identifikasyonda yol gosterici olmaktadir. Kiiltiirde iireyen koloniden hazirlanan
laktofenol pamuk mavisi preparatinda Aspergillus’lara spesifik septali hif,
konidiyoforun ucunda vezikiil yapis1 ve vezikiiliin iizerini kaplayan fiyalidler ve
bunlarin ucundan ¢ikan konidiyalarin goriilmesi tani1 acisindan Onemlidir.
Mikroskobik olarak konidiyum ve konidiyofor 6zellikleri tiirlerin tanimlanmasinda
kolayliklar saglamaktadir [46].

Izole edilen Aspergillus’ un etken kabul edilebilmesi i¢in [57]:

-Direkt incelemede hif yapilarinin goriilmesi,

-Izole edilen kiifle direkt incelemenin uyumu,

-Ayni1 plakta birden fazla ayni tip mantar kolonisinin bulunusu,

-Farkl1 6rneklerde ayni kiiflin izolasyonu ve

-Izole edilen kiifiin 37 °C’ de iireyebilmesi gereklidir.

2.7.4. Serolojik Yontemler

Aspergillus’a ait antijen yapilarinin tesbit edilmesine yonelik tani testleridir.
Aspergillus enfeksiyonlarinin direkt tani yontemleri ile tesbiti her zaman miimkiin
olamamaktadir. Bunun nedeni ampirik ya da profilaktik antifungal kullanim: sonucu
Aspergillus kiiltiiriiniin negatif olmas1 ya da kiiltiirde tireyen Aspergillus tiiriiniin
gergekten enfeksiyon etkeni olup olmadiginin degerlendirilememesidir. Antijen
saptamaya yonelik birgok yontem tanimlanmistir.  Sistemik  Aspergillus
enfeksiyonlarmin tanisinda kullanilabilecek serolojik testler immiindifiizyon, ELISA,
radio immiinassay (RIA), immiin floresan antikor testi (IFAT) dir [58].

Ancak hastalardan ardisik 6rnek alma zorunlulugu bu metodlarin duyarliliginm
siirlandirabilmektedir. Ayrica atmosferden devamli inhale edilen konidiyalarin
inhalasyonuna bagli olarak Aspergillus tiirlerine karsi tespit edilebilir diizeyde
antikorlarin olustugu diisiiniilmektedir [36, 58].

Invaziv aspergillozun serolojik tanisi; serum, idrar ve BAL gibi biyolojik

stvilarda dolasimdaki antijenlerin gosterilmesine dayanmaktadir. IA’lu hastalarin
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serumundaki antijenlerin varlig1 ilk kez 1979 yilinda gosterilmis olmasina ragmen,

bugiine kadar tanimlanan farkli antijen sayisi az sayidadir [36].

Galaktomannan Antijen Testi

Galaktomannan; deneysel olarak enfekte edilen hayvanlardan ve IA’ lu
hastalardan elde edilen ilk antijen olup, dokuda Aspergillus tiirlerinin {iremesi
sirasinda dolasima salinan bir hiicre duvar polisakkarididir. Stynen ve arkadaslarinca
gelistirilen sandvig ELISA yontemi rat monoklonal antikoru EB-A2’yi
kullanmaktadir (Platelia Aspergillus Bio-Rad, Marnes La-Coquette, France) [59].

Aspergillus enfeksiyonlart nétropenik hastalarda invaziv seyreder, ozellikle
damarsal yapilara kars1 afinitesi vardir. Aspergillus’a ait hifal yapilar ¢evre damarlari
invaze eder, iliredigi ortama GM antijeni salgilanir. GM antijeninin saptanmasi,
sicanlarda GM’ye kars1 gelistirilmis antikorlar sayesinde mimkiin olmustur. Bu
antikorlarin hem tutucu hem de isaretleyici olarak kullanilmalari ile testlerin GM’yi
yakalama esikleri disiiriilmiistiir. Monoklonal anti-galaktomannan antikoru EB-A2,
Aspergillus GM’sinin (1—5)-8-D galaktofuranozid yan zincirini tanir. Bir GM
molekiiliinde bir ¢ok (1—5)-8-D galaktofuranozid epitopu olmasindan yola ¢ikarak,
monoklonal EB-A2 antikorunun hem yakalayici hem de peroksidaz ile isaretleyici
olarak iki tarafli kullanildig1 sandvi¢ ELISA yontemi (Platelia® Aspergillus; Bio-
Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Fransa) gelistirilmistir. Sekil 2.4’de GM
antijeninin ELISA ydntemiyle saptanmas1 goriilmektedir [31].

Bu yontem i¢in 300 pL serum gereklidir ve yaklasik 4 saat i¢inde sonug
verilir. Test sonucu GM indeksi olarak ifade edilir. Pozitif sonug i¢in esik (‘cut-oft”)
deger olarak 1.5, 1, 0.7 ve 0.5 degerleri kullanilmis; ABD Gida ve Eczacilik Kurumu
(FDA) tarafindan tek serum 6rneginde GM indeksi 0.5 pozitif deger olarak kabul
edilmistir [35, 59, 60].
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Rat monoklonal
antikor Kmmo]en

EB-A2-peroksidaz

Rat monoklonal
antikor EB-A2

Sekil 2.4. ELISA yéntemiyle GM antijen saptanmasi

ELISA disinda, RIA ve Lateks Agliitinasyon (LA) testleri de GM saptayan
diger yontemlerdir. RIA ve LA testlerinde tespit limitleri (5-15 ng/ml) nedeni ile

rutin kullanimlar1 sinirli kalmistir. ELISA prensibi ile ¢alisan ve sensitivitesi oldukca
yiiksek olan yontemle, test edilen serum orneklerindeki GM’nin 0,5-1 ng/ml’si

saptanabilmektedir [61].

Serumda galaktomannan saptanmas: igin ELISA testi standardize edilmis
olmakla birlikte BOS, idrar ve bronkoalveoler lavaj (BAL) gibi diger viicut
sivilarinda da antijen saptanmasina yonelik caligmalar mevcuttur. BAL ornekleri ile
yapilan arastirmalarda yliksek duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar1 bildirilmektedir. Ancak
bu ornekler i¢in belirlenmis standardize optik dansite indeksi bulunmamaktadir.
Solunum yollarinin  Aspergillus spp ile kolonizasyonunun potansiyel yanlig
pozitiflige yol agabilecegi ihtimali de gézoniinde bulundurulmalhidir [62].

Kullanim sikliginin artmasiyla yanlis pozitif sonuclar da ortaya ¢ikmustir.
Yalanci pozitiflik orani yetiskinlerde %5-14 arasinda degisirken, yenidoganlarda
%80 civaridir. Pediatrik hastalarda ve yeni doganlarda yiiksek yalanci pozitiflik
nedeni anne siitinde ve formiila mamalarda yiiksek konsantrasyonda bulunan
Bifidobacterium bifidum’un ¢apraz reaksiyonu ya da onlarin salgiladig: lipoglikan
(galaktofuranoz kalintilar) ile iliskili olabilecegi belirtilmistir [63, 64].

Yogun kemoterapi nedeniyle barsak endotelyumundaki hasar sonucu

diyetteki GM absorbsiyonu artabilir. Platelia Aspergillus GM ile Penicillium spp
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arasinda da g¢apraz reaksiyon gosterilmistir. Fakat Penicillium tiirleri nadir insan
patojenlerinden oldugundan klinikle ¢ok az ilgili olarak goriilmektedir. Ayrica fungal
orjinli ilaglar 6rnegin; antibakteriyeller (ampisilin sulbaktam, piperasilin-tazobaktam,
amoksisilin-klavulanik asit) de yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir.
Paecilomyces variotii ve Alternaria spp. gibi diger mantarlarla da capraz reaksiyon
gbzlenmistir. Bakteriyemik hastalar ve reaktif otoantikorlar1 olan hastalarda da yanlis
pozitif reaksiyonlar gézlenmistir. Plazmalit (sodyum glukonat) elektrolit soliisyonun
intravendz uygulanmasi, siklofosfamid kullanimi, GVHD, hemodiyaliz hastalar1 ve
karaciger transplantasyonu yapilan hastalarda yanlis pozitif antijenemi nedeni olarak
kisa siire 6nce rapor edilmistir [47, 61, 65, 66].

Galaktomannan antijen testinin pozitifligi IA tams1 icin EORTC-MSG
tarafindan Onerilen mikrobiyolojik tani kriterleri arasinda bulunmaktadir. Bu testin
kullanimi FDA tarafindan 2003 yilinda onaylanmistir [47].

Birgok ¢alismada farkli duyarlilik ve 6zgiilliikte oldugu bildirilmistir. FDA’e
gore 0zgiillik ve duyarlilik sirastyla %80.7 ve %89.2°dir. Ancak bir¢ok calismada
ozgillik ve duyarliliklar %?23-100 gibi farkli araliklarda bulunmustur. Bu
farkliliklar; aliman Ornegin sayist ve tipi (seri Ornek alinmasi, kan, BAL)
enfeksiyonun hangi zamaninda alindigi, kabul edilen esik degerlerin farkli olmasi,
profilaktik yada ampirik antifungal tedavi ile iliskilendirilmistir [61].

Testin performansi hasta poplilasyonuna ve altta yatan patolojiye gore
degisebilir. Kronik graniilomatéz hastalik ve solid organ transplantasyonu gibi
durumlarda duyarlilik daha diistiktiir. Notropenik olmayan hastalarda testin
duyarhilig1 tipik olarak distiktiir (%15-30). Bu durumun dolasimdaki GM diizeyinin
diisiik olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir. Duyarliligin degisken olmasinin
ikinci sebebi, profilaktik ya da ampirik antifungal tedavinin fungal yiikii azaltarak
duyarlilikta azalmaya yol agmasidir. Yetersiz drnekleme stratejileri klinik duyarlilig
diigiirebilir. IA igin risk altinda olan hastalarda genelde haftada iki kez antijen
diizeyinin degerlendirilmesi 6nerilmektedir [47, 67].

Genel olarak testin NPD’nin (%95in iizerinde) yiiksek oldugu ve IA tanisinin
dislanmasinda kullanilabilecegi soylenebilir. GM testi klinik ag¢idan iki konuda
yardimcidir. Yiiksek riskli hastalarda haftada iki kez serum Orneklerinde GM

antijeninin saptanmasi 1A’a erken tan1 konmasin1 saglayabilir. Dolasimdaki GM, 1A
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klinik bulgularindan ortalama 5-8 giin 6nce saptanabildigi, yiiksek rezoliisyonlu
bilgisayarli tomografi (YRBT)’de patolojik bulgular saptanmadan ortalama 7.2 giin
once GM pozitifliginin saptanabildigi bildirilmistir. Aspergillus menenjitli bir
hastada kiltiir pozitifliginden 45 giin 6nce BOS GM’nin pozitiflestigi bildirilmistir.
Testin diger yarar1 ise negatif sonug elde edildiginde IA’ya benzer klinik bulgular:
olan hastalarda, aspergillozun geri planda diisiiniilmesini destekleyici veri
saglamasidir. Bu durumda, kesin taninin konabilmesi i¢in invaziv tan1 yontemleri
giindeme gelmelidir [68, 69].

GM antijeni serumdan kisa siirede uzaklastirildig: i¢in haftada iki veya daha
fazla siklikta bakilmasi onerilmektedir. Iki veya daha fazla ardisik serum &rneginin
pozitif olmasi testin duyarliligini artirmaktadir. Test erken tanida oldugu kadar
antifungal tedaviye klinik yanit ve prognozun takibinde de yararlidir. Dolagimdaki
GM konsantrasyonu fungal doku hasartyla uyumludur ve klinik yanitin oldugu
olgularda antijen titresi azalmaktadir [70, 71].

Beta glukan antijen testi

Zygomycetes ve Cryptococcus tiirleri disinda bir ¢ok saprofitik ve patojen
mantar ve Aspergillus’un da dis hiicre duvarinda bulunan yap1 (1-3)-8-D-glukan’dir.
Immiinojen bir molekiil olmamasina ragmen tanida kullanilabilir. Bununla birlikte
IA ve kandidozda ayrica Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces ve Acremonium
tiirlerinin sebep oldugu daha az goriilen fakat bagisik engelli hastalarda 6nemli olan
tiirlerin tespitinde de etkili bulunmustur [72].

Piyasada bulunan 3 ticari kitin de tan1 sistemi, ‘horseshoe crab’dan (Kuzey
Amerika Atlantik sahilindeki bir artropod; atnali yengeci) hemolenfinden
kaynaklanan amebositlerde koagiilasyon kaskadini aktive etme yetenegidir. 1,3 p-D
glukanin gosterilmesi i¢in kolorimetrik yontem tanimlanmistir. Bu deneyin
komponentleri, 6zgiil olarak 1,3 B-D glukan duyarli hemolenf pihtilastirict yolu
tetikleyen faktor G ve bu proteolitik kaskadin son komponenti tarafindan pargalanan
kromojen Leu-Gly-Arg-pNA tripeptidden olusmaktadir. Bu deney p-glukanin
pikogram diizeyinde miktarin1 Slgebilmekte ve IA sirasinda bu polisakkaridin
varhigim1 gdéstermek i¢in kullanilabilmektedir. GM’nin tersine normal olarak fungal

hiicreden salinmazlar [73].
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Avrupada BDG saptanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan test Fungitell
(Associates of Cape Cod Inc. East Falmount, MA)’dir. Bu kit disindaki BDG
testlerinin hematolojik maligniteli hastalarda kullanimi ile ilgili bilgi kisithdir.
Fungitell testi i¢in esik degerinin 60 veya 80pg/mL olarak tanimlanmasi dnerilmistir.
Testin klinik degerlendirmelerde o6zgiillik ve duyarlilik degerleri ¢ok iyi
bulunmustur (6zgiilliik %87-94, duyarlilik %77-89). Ardisik 6rnekler kullanildiginda
testin Ozgiilliigliniin arttig1 gorilmiistiir. Pozitif test sonuglar1 elde edildiginde
dogrulama ve fungal patojenin tanimlanmasi i¢in diger yontemlerin uygulanmasi
gerekmektedir [35, 72, 73].

Testin en Onemli dezavantaji Aspergillus tiirleri disinda Candida spp,
Fusarium spp, Acremonium spp, ve Pneumocystis jiroveci gibi benzer hasta
grubunda sik karsilagilabilen invazif fungal infeksiyona neden olabilen bazi tiirlerin
duvar yapisinda da bulunmasi, IA tanisinda 6zgiilliigii kisitlamasi ve kit iceriginin
rutinde az sayida hasta i¢in kullanima imkan vermemesidir. Ayrica seliiloz membran
ile hemodiyaliz yapilanlarda, siroz hastalarinda, albiimin ya da immiinglobiilin
tirtinleri alanlarda ve abdominal cerrahi sonrasi yanlig pozitiflikler bildirilmistir [73].
Test 2004 yilinda invaziv mantar enfeksiyonu teshisi igin FDA tarafindan
onaylanmis ve IA tamisi i¢in EORTC tarafindan &nerilen mikrobiyolojik tani

kriterleri arasinda bulunmaktadir [73].

Aspergillus tiirlerine karsi olusan antikorlarin saptanmasi

Aspergillus antijenlerine kars1 antikorlarin serolojik olarak gosterilmesi, iki
aspergilloz formu olan aspergilloma veya ABPA’un tanisinda faydali olmaktadir.
Her iki tabloda da mantarlarin dokuda tireme yetenekleri ¢ok sinirli olmasina karsin,
organizmaya karst giiglii bir humoral yanmit gorilmektedir. Bu amagla, klinik
laboratuvarlarda en ¢ok ¢ift yonli immindiffiizyon, counter immiinelektroforez,
ELISA ve RAST yontemleri kullanilmaktadir. Kronik pulmoner aspergillozun
tanisinda Aspergillus’lara karsi spesifik antikor tanimlanmasi kullanilabilir. Ancak
akut IA tamsinda deger tasimadigim gosteren calismalar mevcuttur. Kanitlanmis

invazif aspergillozlu hastalarin sadece 1/3’iinde antikor saptanabilmektedir [36].
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Aspergillus metabolitlerinin saptanmasi
Aspergillus’lar neden olduklart infeksiyonlar sirasinda g¢esitli metabolitler iiretirler.
Bunlardan en iyi bilinenler metalloproteazlar, fosfolipazlar, D-mannitol ve
gliotoksindir. Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan ve en eski bilinen D-mannitol
Ol¢iim yonteminin zorlugu klinik kullanimini smirlamaktadir. Mikotoksin basta

olmak iizere diger metabolitler aragtirma asamasinda olan yontemlerdir [41, 47].

2.7.5. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Direkt mikroskobi ve kiiltiirli iceren geleneksel tan1 yontemleri ile mantarin
tiretilmesi altin standart iken kiiltiir yontemlerinin zaman alic1 olmasi, enfeksiyon
bolgesinden Ornek almasinin zor invaziv islemler gerektirmesi, alinan Orneklerde
kiiltiir pozitifliginin sinirhh sayida olmasi, antijen tespiti ile iliskili duyarlilik
problemlerinden dolayr IA tamisinda yeni ydntem arayislarina yol agmustir. Bu
nedenlerle niikleik asit tespitine dayali molekiiler yontemler giindeme gelmis, klinik
kullanimlar1 maliyet ve deneyimli personel ihtiyact nedeni ile sinirli olmakla beraber
bu yontemler giderek 6nem kazanmaktadir [7, 8].

Molekiiler yontemler kan ve idrar gibi invaziv olmayan yontemlerle alinan
orneklerde niikleik asidi belirleyerek biyopsi ve bronkoalveoler lavaj gibi invaziv
yontemlere ihtiyact azaltir.

Fungal DNA’nin saptanmasi, antikor saptayan testlere gére immiin sistem
fonksiyonundan bagimsizdir ve antikor yaniti olusmadan once erken taniyi
saglayabilir. Molekiiler testlerin diger bir avantaji, birden fazla etkenin neden oldugu
enfeksiyonlarda organizmalar tiir diizeyinde tanimlayabilmeleridir.

PCR, niikleik asitlerin in vitro olarak gogaltilmasini saglayan bir yontemdir.
Duyarh@ ve ozgiirliigi yiiksektir. IA tamsinda duyarliliginin =~ %79-100,
ozgilligiiniin %81-93 oldugu bazi ¢alismalarda bildirilmektedir [81,82].

Molekiiler yontemler sadece klinik 6rnekten mantar1 tanimlamak i¢in degil
ayrica tiir tayini, ila¢g direnci ve epidemiyolojik tiplendirme amaciyla da
kullanilmaktadir. Ancak klinik 6rneklerde mantar DNA ve RNA’sin1 ekstrakte edici
standart prosediirlerin olmamas1 testin duyarliligmi azalttigi bazi yaymnlarda

bildirilmektedir.
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Molekiiler tanida, hedef bolge i¢in mitokondriyal ve ribozomal DNA genleri
gibi ¢ok kopya sayili genler daha fazla tercih edilmektedir. Ancak mitokondriyal
DNA genleri, ribozomal DNA genlerine gore daha fazla degiskenlik gostermeleri
nedeniyle tir ve cins diizeyindeki tanimlamalar i¢in uygun goriilmemektedir
Molekiiler teknikler, fenotipik yontemlere gore tiirleri daha iyi ayirabilmektedir [74].
Invaziv fungal infeksiyonlar1 igeren calismalarda degisik hedefler kullanilmis
olmakla birlikte, son yillarda ribozomal DNA gen bdlgesi iimit veren bir hedef olarak
goriilmektedir. Ribozomal DNA gen bolgesi 18S geni, 5.8S geni ve 28S geninden
olusur ve bunlar sirastyla ITS1 (internal transcribed spacer 1) ve ITS2 bolgeleri ile
birbirlerinden ayirilirlar. Biitiin mantarlarda ortak 18S ve 28S rRNA geninin
korunmus dizisi i¢in spesifik pan-fungal primerler klinik orneklerde patojen
mantarlarin tespitinde kullanilmaktadir. Literatiirde 18S rRNA gen bdlgesini hedef
alan ¢alismalara daha sik rastlanilmaktadir [75, 76] .

Sekil 2.5. Fungal PCR’da kullanilan rRNA bdlgeleri [77]

IA’un molekiiler tanisina yonelik literatiirde klasik PCR, nested PCR, gercek
zamanh PCR, PCR-EIA, RT-PCR (Reverse Transkriptaz PCR), Multiplex PCR ve
insitu hibridizasyon gibi birgok yonteme basvurulmustur [78].

PCR’in gerceklesmesi igin reaksiyon tiipiinde aranan mikroorganizmaya
0zgiil primer dizileri, DNA zincir sentezinde kullanilacak niikleotitler (A, G, C, T),
niikleotitlerin komplementer baglanmasi icin bir ko-faktér olan MgJ'2 iyonlari, Taq
polimeraz enzimi ve enzimin tamponu bulunmali ve niikleik asit aranacak ornek de
eklenmelidir. In vitro DNA ¢ogaltmasi igin gerekli sicaklik kontrolii “thermal cycler”

denilen otomatize 1s1 kontrol cihazlarinda gergeklestirilmektedir. PCR ii¢ degisik
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sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir dongli halinde tekrarlanmasi ile gerceklestirilir
[79].

Ik basamak denatiirasyondur ve 94°C’ye 1sitilan DNA’nin iki zinciri
birbirinden ayrilir. Ikinci basamak birlesmedir (annealing). Sicakligin diisiiriilmesi
ile primerler c¢ogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgiil dizileri
tantyarak hidrojen baglar ile baglanirlar. Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi i¢in
kullanilan sicaklik genellikle 50-70°C arasindadir. Ugiincii basamak polimerizasyon
ya da sentez asamasidir. Reaksiyon karigimi sicakliga direngli DNA polimerazin
calistig1 optimum sicaklik olan 72°C’ye getirildiginde, primerlere baglanan enzim
molekiilleri dizinin 3’ ucuna kalip DNA’ya uygun niikleotitleri ekleyerek DNA
sentezi yaparlar. Bu ii¢ basamak bir dongiiyii olusturur ve her tekrarlanista iki primer
arasinda kalan 6zgiil DNA parcasinin birer kopyas1 ¢ikartilarak baslangictaki DNA
miktar1 her donglide geometrik olarak ¢ogaltilir.

Cogaltilan DNA parcalarmin (amplikon) gosterilmesi i¢in agaroz ya da
poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) yapilir. Elektroforez ile boylarina gore
ayristirtlan DNA dizileri etidyum bromiir gibi ¢ift zincirli DNA boyalan ile
boyanarak mordtesi 151k altinda goriintiilenir.

Elektroforez agamasinin ortadan kaldirilarak islem siiresinin kisaltilmasi ve
PCR’m kapal1 bir sistem i¢inde daha az kontaminasyon riskine maruz birakilmasi
amaciyla yar1 otomatize sistemler gelistirilmis ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Bu sistemde cihaz iginde isaretli primerler
ile gerceklestirilen PCR sonrasi ¢ogaltilan {iriinler ELISA formatiyla saptanmaktadir.

Geleneksel PCR ve PCR+ELISA formatlarinda yapilan kantitasyon “end-
point kantitasyon” seklindedir. Bu yontem ilk 6rnekteki mikroorganizma miktarini
saptamakta ¢ok saglikli bir yaklasim degildir. Saglikli kantitasyon yapmak,
kontaminasyonu en aza indirgemek, hizla sonuca ulasmak, 6zgiilligi yiikseltmek ve
ayni anda ¢ok sayida klinik Ornegi ¢alisabilmek i¢in real-time PCR ydntemi
gelistirilmistir [79].

Real-time PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak
artis gosteren floresan sinyalinin Slgiilmesiyle, kantitatif sonug¢ alinabilen bir PCR
yontemidir. Sicaklik dongiileri ve floresan okunmasi ayni cihaz i¢inde ve ayni tiipte

gerceklesmektedir. Hedeflenen bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire
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icinde saptanabilmektedir. Ayni cihaz igerisinde hem ¢ogaltma isleminin, hem de
cogaltilan iiriinleri saptama isleminin yapilabilmesi, bu yontemi pratik bir yontem
haline getirmis, kontaminasyon riski de azalmistir. Kantitatif sonug verir,
reaksiyonun optimizasyonu kolaydir.

Real-time PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen tirlin varligimin
saptanmast cesitli sekillerde yapilabilir. Bunlardan birincisi 6zgiil olmayan bir
yontem olan ¢ift zincirli DNA boyalarinin kullanilmasidir. Bu amagla en sik
kullanilan boya SYBR Green I’dir.

Primerlerin baglanmasini takiben gerceklestirilen polimerizasyon asamasinda
hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar1 artar ve
buna bagli olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenir. Elde edilen floresansin
istenen hedef bolgenin amplifikasyonuyla mi1 olustugu, yoksa non-spesifik bir {iriin
mi oldugunu anlayabilmek i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilir.

Cogaltilan hedefin 06zgiil olarak saptanmasi amaciyla isaretli problar
kullanilir. Belirleme yontemi olarak o6zel boyalarla isaretli problarin kullanildig:
FRET (Fluorescens Resonance Energy Transfer), Tagman ve “Molecular Beacons”,
Scorpions®, AmplifluorTM gibi yontemler ya da SYBR Green®, etidyum bromiir
gibi 6zgiil olmayan selat edici boyalar kullanilir [79].

Molekiiler yontemlerde plazma, serum, doku ornekleri, BAL, balgam gibi
cok cesitli Klinik ornekler kullanilmistir. ilk ¢alismalar DNA’nin BAL’dan elde
edilmesine yoneliktir

Molekiiler tanida hem yalanci pozitifliklere hem de yalanci negatifliklere
rastlaniimaktadir. Konidiyumlarin havada yogun olarak bulunmasindan dolay: yanls
pozitiflikler ortaya ¢ikabilir. Saglikli kisilerden elde edilen BAL o6rneklerinin %25
kadari PCR ile pozitif ¢ikabilmektedir. Kan orneklerinin steril kosullarda hava
gecirmeyen tiplere alinmasi gerekmektedir. Ancak laboratuvar ortaminda
amplikonlara bagli kontaminasyonlar da gelisebilmektedir [35, 36]. Bu nedenlerden
dolayr DNA eldesi sirasinda negatif kontrolle calisilmas: otomatik ekstraksiyon
yontemlerinin kullanilmas: ve amplifikasyon icin ger¢cek zamanli PCR yonteminin
tercih edilmesi 6nerilmektedir [80].

Prospektif calismalarda olumlu sonuglar rapor edilmesine ragmen

standardizasyonun hala saglanamamis olmasi yaygmn kullanimini smirlamaktadir.
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Yalanci negatiflikler Aspergillus DNA’sinin bes dakikadan daha az olan yar1 omri,
DNA’nin gegici olarak kanda bulunmasi, antifungal profilaksi nedeni ile fungal
yiikiin azalmasi, ekstraksiyonun etkinligi, kullanilan amplifikasyon yonteminde
basarisizhk  gibi  nedenlerden  kaynaklanabilmektedir.  Ayrica  sonuglarin
yorumlanmasi da deneyim gerektirmektedir [80].

PCR temelli amplifikasyona dayanan teknikler klinik 6rneklerde genellikle 1-
10 fentogram (1- 5 cfu/ml) mantar DNA’s1m1 saptayabilmektedir. Molekiiler testlerin
yalanci pozitiflik ve negatiflik problemleri nedeniyle birden fazla 6rnekte yapilmasi
ve sikliginiin da haftada iki kez olmasi gerektigi vurgulanmistir. Klinik bulgular
olusmadan ortalama 9 giin 6nce pozitiflestigi bildirilmektedir [81, 82].

Literatiirde tanimlanmis  protokollerde standardizasyonun olmamasi
nedeniyle PCR teknigi, EORTC/MSG’nin tanimladigi klasik invaziv mantar
infeksiyon tani kriterleri arasinda yer almamaktadir.

Molekiiler yontemlerin en 6nemli avantajlar1 yaklasik 4-6 saat icinde sonug
verebilmeleridir [35] .

Standardizasyon eksikligine, bildirilen farkli duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarina
ragmen molekiiler yontemler erken taninin &nemli oldugu IA tamisinda 6nemli bir
yere sahip olacak gibi gériinmektedir

Bununla birlikte c¢esitli kiif mantarlarin1 hedefleyen yeni molekiiler
yontemlerin de Oniimiizdeki yillarda rutinde laboratuvarlarda uygulanmasi
beklenmektedir. Hibridoma teknolojisini kullanan Aspergillus spesifik monoklonal
antikorlarin  kullanildig1 yontemle beta glukan ve GM antijen testine benzer

duyarlilik ve 6zgiilliik oranlari bildirilmistir [56].

2.7.6. Radyolojik Tam Yontemleri

IA’da etkenin giris yeri genellikle akciger olmasina ragmen akciger grafisi
cogunlukla yeterli bilgi vermez ve ¢ogu zaman normal olabilir. Akut Aspergillus
bronkopnoémonisinde kii¢iik yama seklindeki infiltratlar akciger grafisi ile tespit
edilemeyebilir.

Enfeksiyon alaninin radyolojik olarak  goriintiilenmesinde  yiiksek
rezollisyonlu bilgisayarli tomografi (YRBT) direk grafiye oranla daha duyarli bir

yontemdir. AKciger, siniis ve beyinde IA’dan siipheleniliyorsa, tanmin diisiiniildiigii
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andan itibaren yapilan YRBT veya magnetik rezonans goriintiileme (MR) yontemleri
ile tan1 i¢in gegen zaman azaltilabilir. MR 6zellikle serebral aspergillozda kullanilir
[83].

[A’da erken BT bulgular1 tek veya ¢oklu nodiil ve halo belirtisidir. Nodiil ve
¢evresinde kanama alanina bagli olarak ortaya ¢ikan, nodiilden daha az yogunlukta
infiltrasyonla ¢evrili alanin olmasi (buzlu cam alani olarak tanimlanan halo belirtisi)
erken tani1 ve tedavide 6nemlidir. Halo belirtisi semptomlar baslamadan yaklasik 10
giin 6nce saptanabilmektedir Erken donem bulgularindan yaklasik bir-iki hafta sonra
kavitasyon ve hava-hilal belirtisi goriilmektedir [84].

Hava-hilal belirtisi (air crescent sign) nodiilde nekroz ve nekrotik akciger
dokusunun komsu akciger parankiminden ayrilmasiyla nodiil i¢inde hilal seklinde
saydam alan olusumuyla karakterizedir. Hava-hilal belirtisi genellikle nétropeniden
¢ikis doneminde artmis inflamatuar yanitla birlikte gorilir ve ge¢ donem
bulgusudur. Uzun siireli nétropenik atesi olan hastalarda erken donemde rutin olarak
cekilen YRBT’ler ile IA’nmn erken donemde saptanabilecegi ve baslanacak etkili
antifungal tedavi ile mortalitenin azaltilabilecegi gosterilmistir [60].

Yapilan caligmalarda halo belirtisinin goriillme sikligt  %25-95 arasinda
degismektedir. Bu radyolojik bulgular 1A’y 6ncelikle diisiindiirmekle beraber sadece
bu hastaliga 6zgii degildir. Pseudomonas aeruginosa ve Nocardia tiirlerinin yani
sira, Zygomycetes, Fusarium ve Scedoporium tiirleri gibi diger anjioinvaziv
filamentli mantarlara bagli enfeksiyonlar da halo isaretine ve aspergilloz igin
tanimlanan diger radyolojik goriintiilere yol agabilir. YRBT nin radyasyon dozu riski
hastalarin IA siiphesi ve yontemin faydasi gdzoniine alindiginda daha az 6nemli
olmaktadir [83-85].

Ayrica IA’da tabami plevraya oturmus kama seklinde konsolidasyonlar
izlenebilir. Nadiren mantar damarlari invaze etmeden hava yolunu tutabilir. Bazal
membran derinlerine ilerleyen enfeksiyon sonucunda sentrilobiiler nodiiller,
konsolidasyonlar (lober, segmental, subsegmental, peribronsial), buzlu cam
dansiteleri goriilebilir. YRBT deki patolojik goriintiilerin IA’a 6zgiil olmayabilecegi

de gbzoniinde bulundurulmalidir [83].
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2.7.7. Hayvan Modelleri

Invaziv aspergilloz fareler, tavsanlar, sicanlar, domuzlar, inekler, rdekler ve
maymunlarda gosterilmistir. Aspergillus ¢alismalarinda hayvan modelleri, antifungal
ilaglarin  etkinliginin test edilmesi, tan1 yontemlerinin degerlendirilmesi ve

enfeksiyonlarin patogenezinin arastirilmasi amaciyla kullanilmaktadir [86].

2.8. Tedavi

Invaziv aspergilloz olgularinda tedavinin basaris1 erken tani, erken agresif
sistemik antifungal tedavi ve immiin yetmezligin diizeltilmesine baglidir. Aspergillus
tiirleri arasinda antifungal ajanlara diren¢ giderek artmaktadir. ilag seciminde en
onemli kriter fungisidal veya fungistatik ajanlarin segimidir [87].

Tedavi yaklasimlari ise;

1. Etkenin tanimlanmasini gerektiren “direk terapi’

2. Yiiksek riskli hastalarda hastanin semptom, bulgu ve laboratuar verilerine dayanan
“preemptif terapi”

3. Yiiksek riskli hasta gruplarinda genis spektrumlu anibakteriyel tedaviye ragmen
diismeyen ates varliginda “ampirik terapi’

4. Yiiksek riskli hasta grubunda IA 6nlenmesine yonelik “profilaksi’

Genellikle direk terapi, diger tedaviler baslandiktan sonra gilindeme
gelmektedir. Proflaksi ozellikle uzamis ndtropenisi olan veya HKHN yapilan
hastalarda uygulanmaktadir.

Ampirik tedavide ise, gercekte enfeksiyonu olmayan hastalarin antifungal
tedavi alma riski mevcuttur. Fakat klinisyen genellikle bu tedaviyi tercih etmektedir.
IDSA 2011 klavuzunda da preemptif yaklasim yiiksek riskli ndtropenik olgular igin
ampirik tedaviye alternatif olabilir denilmektedir. Preemptif tedavi gereksiz
antifungal kullanimin1 azaltir. Daha az maliyet, yan etki ve toksisiteyi hedefler. Ates
olmadiginda da erken tedavi olanagi saglar.

IA tedavisinde kullanilabilecek ilaglar; amfoterisin B, lipid kombinasyonlar,
azol tiirevleri ve ekinokandin tiirevleridir (kaspofungin, mikafungin ve
anidulafungin)

Poliyen grubu ilaglardan amfoterisin B deoksikolat 1950’11 yillarda kullanima

girmis, 1A tedavisinde onaylanmis standart ilactir. IA igin dnerilen tedavi dozu 1-1.5
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mg/kg/giindiir. Basarili tedavi i¢in ilk iki hafta yiiksek doz verilmesi, cevap
alinamazsa bagka bir ilaca ge¢ilmesi onerilmektedir. Amfoterisin B’ye bagli gelisen
toksisiteyi azaltmak icin amfoterisin B’nin lipid ve lipozomal formiilasyonlari
kullanilmaktadir. Bu ajanlar daha az nefrotoksiktir fakat maliyetleri daha yiiksektir
[88].

Azol tiirevlerinden vorikonazol Aspergillus’a karsi fungisidal etkilidir. En
onemli yan etkisi siklosporin, takrolimus ve sirolimus gibi bagisiklik sistemini
baskilayan ilaglar arasinda goriilen etkilesim ve vorikonazol kullanan hastalarin
yaklagik %30’unda ortaya c¢ikan gorme bozukluklaridir. Mayis 2002°de FDA
tarafindan IA’da baslangi¢ tedavisi olarak onay almistir Bir diger azol tiirevi olan
itrakonazol ve yeni azol tiirevlerinden posakonazoliin IA’da kurtarma tedavisinde
yaklasik %40 civarinda etkin oldugu gosterilmistir. 2006°da FDA onayi almistir.

Ekinokandin grubundan kaspofungin asetat intravendz olarak giinde tek doz
kullanilan fungisidal etkili ilagtir. Subat 2001°de FDA tarafindan diger tedavilere
yanitsiz veya tolere edemeyen IA olgularinda kullanimi onaylanmustir [89].

IA’ un yiiksek mortaliteye sahip olmas1 ve eldeki ilaglarla tam olarak tedavi
edilememesi nedeniyle kombine ila¢ kullanimi giindeme gelmistir. Azol ve
ekinokandinler hiicrenin farkli bolgelerini (hiicre membrani ve hiicre duvari) hedef
aldiklarindan  vorikonazol ve kaspofungin kombinasyonu bazi olgularda
kullanilmaktadir [90].

Nétropeni, IA igin en énemli predispozan faktorlerden biridir ve hastaligin
prognozunu olumsuz ydnde etkiler, ancak IA’u olan notropenik hastalarda bagisiklik
sisteminin diizeltilmesi i¢in koloni stimiilan faktér kullanimi veya I6kosit
transflizyonu uygulanmasi rutin kullanimi onerilen yaklagimlar degildir. IDSA
klavuzu genel olarak minimum 6-12 haftalik bir tedavi siiresini Onermekte,
immiinsupresyon devam ettigi miiddetce, lezyonlar tamamen gerileyene kadar

tedavinin devamini gerekli gormektedir [89].

2.9. Mortalite
Tan1 ve tedavideki yeni gelismelere ragmen aspergilloz halen mortalitesi
yiiksek bir hastaliktir. Genel mortalite oranlar1 %60-90 arasinda olup, bu oran altta

yatan hastaliga, enfeksiyon bolgesine, antifungal tedavi etkinligine bagli olarak
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degismektedir. Son yillarda Avrupa ve Amerika’daki hematoloji ve KIT servislerde

6liim nedenlerinin baginda gelmektedir [20].

2.10. Ekonomik Yiik

Hastanede yatisin uzamasi, ampirik olarak verilen ya da gerekmedigi halde
uygulanan antifungal tedavi ve yan etkileri ekonomik agidan ek yiik olusturmaktadir.
Bir caligmada erken saptanmis aspergilloz ile ortalama hastane masrafinda azalmanin
62426 $ oldugu, farkli bir ¢alismada ise primer veya sekonder aspergilloz tanisi
almis hastalarda ortalama hastane masrafinin 96731 $§ oldugu belirtilmistir. Bu
veriler de IA’un erken tanmisinin ve uygun zamanda etkili antifungal tedavinin hem

klinik hem de ekonomik agidan yararini géstermektedir [48].

2.11. Korunma

IA enfeksiyonlarinda mortalite ve morbidite oranlar1 yiiksek oldugundan risk
altindaki hastalarin Aspergillus sporlar1 ile temas etmesinin onlenmesi hastaliktan
korunmada esastir.

Notropenik hastalarda amfoterisin B nazal spreyi siniis ve solunum yolu
kolonizasyonunu 6nlemede yararli bulunmustur. 2003 ve 2007 yillarinda “Centers
for Disease Control and Prevention (CDC)”, nozokomiyal Aspergillus
enfeksiyonlarini 6nlemek icin bir enfeksiyon kontrol stratejisi 6nermistir. Bu strateji,
sadece ciddi noétropenisi olan HKHT alicilarinin ‘koruyucu ortam’ (protective
environment, PE) olarak adlandirilan tek kisilik pozitif basingli odalarda
yatirilmasini 6nermektedir. Bu odalarda HEPA filtresine sahip ve > 12/saat hizinda
hava degisimi yapan havalandirma sisteminin bulundurulmasi ve toz birikimini
azaltmak i¢in daha sik ¢evresel temizlik yapilmasi Onerilmektedir. Ayrica HKHT
alicilarina, ingsaat c¢alismalar1 sirasinda koruyucu ortamin disina ¢iktiklarinda,

solunum 6nlemleri ( N95 maske kullanimi) uygulanilmasi 6nerilmektedir [24, 91]
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan 31.05.2011 tarihinde, 07 sayili karar ile onayland1 ve Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildi.

3.1. Hastalar ve Ornekler

Ocak 2011-Ocak 2012 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hematoloji Servisi ve Kemik iligi Transplantasyon Unitesinde takip
edilen invaziv aspergilloz agisindan risk tasiyan hematolojik malignitesi olan febril
notropenik hastalar ¢alismaya dahil edildi. Bu hastalardan ndtropenik olduklari
donemde ates yiikselmeye basladiginda ve ates devam ettigi siirece haftada iki kez
olmak tizere periferik kan 6rnekleri toplandi.

Nétropenik olgular: Nétrofil sayisinin 500/ mm®’iin altinda olmasi notropeni
(O,5X109/ L), 100/m m%’iin altinda olmas1 derin nétropeni olarak tanimlandi

Febril notropeni: Notropenik bir hastada atesin bir kere 38,3°C’nin {izerine
c¢ikmasi ya da 1 saat siireyle 38°C ya da lizerinde ates olmasi olarak tanimlandi.
Prospektif olarak ¢alismaya alinan hastalara ait demografik bilgiler, 1A igin risk
faktorii olan altta yatan hastaliklari, uygulanan kemoterapi rejimi, antibakteriyeller,
antifungaller, kok hiicre nakli varligi gibi veriler sorgulandi. Hasta ziyaretleri ile
hastalarin vital bulgulari, yeni gelisen belirtileri, klinik ve laboratuvar bulgular
izlendi. Klinik 6rneklerindeki iiremeler ve goriintiileme yontemleriyle elde edilen
sonuglar kaydedildi. Hasta izlemi c¢alismamiz siiresince hastalarin eksitus veya
taburcu olmalarina kadar siirdiiriildi (Ek 1, EK 2).

Klinik olarak hastalarin siniflandirilmasinda EORTC’nin belirledigi Kriterler
kullanildi. Bu simiflamaya girmeyen ve 1A agisindan risk faktorii tagtyan hastalar ise
IA agisindan riskli grup olarak tanimlandi. IA’u diisiindiiren klinik bulgusu, ates ve
notropenisi olmayan hematolojik maligniteli veya anemili hastalar ise kontrol grubu
olarak kabul edildi.

Bu kriterlere gore hastalar kanitlanmis (proven), yiiksek olasilikli (probable)
ve diisiik olasilikl1 (possible) olmak iizere 3 gruba ayrildi.

Hastalardan almman kan ornekleri serumlarina ayristirilarak galaktomannan

antijen testi uygulandiktan sonra PCR uygulanmak {izere -70°C’de saklandi



3.2.Kullanilan Arag ve Geregler
3.2.1. Kullanilan Cihazlar

Etiv

Sinif I biyogiivenlik kabini
Hassas terazi

Distile su cihazi
Sogutmali mikrosantrifiij
Vortex

Is1 blogu

-80°C’lik derin dondurucu
+4°C’lik sogutucu

Isik mikroskobu

Dijital fotograf makinesi
Yatay c¢alkalayici

pH metre

Mikrodalga firmn

Mikropipet seti ve pipet uglari

Real-time PCR cihaz1 (Rotorgene Q, QIAGEN, ABD)
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Veriti '™, ABD)
Elektroforez tanki

Elektroforez gii¢ kaynagi

Spekrofotometre (EIx800, BioTek, ABD)

3.2.2. Kullamlan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

Tris-hidroklorid

Etilen diamin tetra asetik asit disodyum salt dihydrate (EDTA)

Etanol

10x PCR Buffer

a7
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=  dNTP set

= Tag DNA Polimeraz

= DNA, RNA icermeyen su

= Agaroz

= Steril Distile su

= 100 bp Molekiiler Agirlik Standardi ( size marker)
= Orange G

= Etidyum bromid

= Panfungal primerler (ITS 1 ve ITS 4)
» Platelia® Aspergillus kiti (Biorad, Fransa)
= Fungal DNA ekstraksiyon kiti (Qiamp DNA mini kit, QIAGEN)
» Real-time PCR kitleri
(Myconostica MycAssay Aspergillus PCR, UK

Primer design™ Genesig kit, Southampton, UK)

3.2.3.Elektroforez i¢cin Kullanilan Soliisyonlar
10X Tris Asetik asit EDTA (TAE) Tamponu Stok Soliisyonu

Tris Base 24.2 g

Glasiel asetik asit 5.71 ml

0,5MEDTA 10 ml

Kimyasallar tartilarak distile su ile eritilmis ve pH 8,0’¢ ayarlanmistir. Distile

su ile 500 mI’ye tamamlanarak, oda sicakliginda saklanmustir.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1X TAE)
10x TAE tamponu stok soliisyonundan alinarak distile su ile diliie edilip 1X
TAE tamponu haline getirilmistir, elektroforez yiiriitme tamponu olarak elektroforez

tankinda kullanilmustir.
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3.3. ELISA Yéntemi ile Aspergillus Antijeninin Aranmasi
(Galaktomannan Antijen Testi)
Platelia®Aspergillus  kiti (Biorad, Fransa) serumda galaktomannani
saptayabilen immiinoenzimatik sandvi¢ mikrokaplama yontemidir. Testte tavsan
monoklonal antikorlart EBA-2 kullanilir. Test 0.5-1 ng/ml galaktomannani

saptayabilecek duyarliliktadir.

3.3.1. Testi Uygulamadan Once Yapilacak Islemler

a-ELISA mikropleyti paketinden c¢ikarilip oda 1sisinda 15-20 dakika
bekletildi.

b-Yikama soliisyonu (Tris NaCl Ph 7,4 buffer, %1 Tween 20 ve %0.01
sodyum metiolat) distile su ile 10 kat sulandirildu.

c-Kontrol serumlart (pozitif, negatif ve esik serumu) | ml steril su ile
sulandirilip iyice karistirildi.

d-Konjugat (peroksidaz ile isaretlenmis anti-galaktomannan monoklonal
antikorlar1) kullanima hazir haldeydi.

e-Serum isleme soliisyonu (EDTA asit soliisyonu) kullanilmaya hazir
haldeydi.

f-Substrat buffer (sitrik asit, sodyum asetat, pH 5.2, %0.009 hidojen peroksid
ve %4 dimetilsiilfoksit) kullanima hazir haldeydi.

g-Kromojen soliisyonu tetrametilbenzidin icermektedir ve substrat buffer ile
50 kat seyreltildi.

h-Reaksiyonu durdurma soliisyonu 1.5 N siilfirik asit icermektedir ve

kullanilmaya hazir haldeydi.

3.3.2. Testin Uygulamsi

a-Steril ependorf tiiplerine 300 pl serum ve 100 pl serum isleme soliisyonu
konulduktan sonra iyice karistirildi ve 100°C’ de 3 dakika bekletildi.

b-10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra ve tstteki sivi kisim
isleme alindi.

c-Ayni islemler kontrol serumlari i¢in de yapildu.

d-Serumlarin iistteki sivi boliimiinden 50 pl ve konjugattan 50 pl ¢ukurlara

konuldu.
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e-ELISA plaginin iizeri yapiskan film ile kaplandu.

f-37°C’ lik etiivde 90 dakika bekletildi.

g-ELISA plagindan yapistirict film ¢ikarilip yikama soliisyonu ile bes kez
yikandi.

h-ELISA plaginda yikama soliisyonunun kalmamasina dikkat edildi.

I-Hizli bir sekilde ve direk 1siktan korunarak daha Once karigimi yapilan
substrat-kromojen soliisyonundan 200 pl eklendi.

j-Karanlik bir alanda oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi.

k-Her ¢ukura esit zamanli olarak 100 pl reaksiyon durdurma soliisyonundan
eklendi.

I-Sonuglar 30 dakika igerisinde, 450 nm (referans araligi 620 nm) dalga
boyunda optik okuyucuda okundu. (EIx800, BioTek, ABD).

3.3.3. Sonuclarin Hesaplanmasi ve Yorumlanmasi

a-Cut-off degeri esik kontrol serumunun optik dansitesi olarak belirlendi.

b-Her serum i¢in indeks hesaplandi:

Indeks=6rneklerin optik danitesi/esik serumun optik dansitesi

Indeks > 0,5 pozitif olarak degerlendirildi.

c-Testi  gegerli saymak ig¢in asagidaki  sonuglarin  gergeklesip
gerceklesmedigine bakildi.

0.3 < OD kontrol esik serum < 0.8

Pozitif indeks=OD pozitif kontrol/OD kontrol esik serum>2

Negatif indeks=OD negatif serum/OD kontrol esik serum<0.4

3.4. Aspergillus DNA’simin PCR ile Arastirilmasi

1) Ilk asamada toplanan drneklerden DNA izolasyonu yapild.

2) Iki farkli real-time PCR testi;
Aspergillus DNA’sim1 tespit etmek iizere standardize edilmis bir ticari real-
time PCR Kkiti (Mycassay Aspergillus PCR) ile Primer Design firmasi
tarafindan in-house olarak hazirlanmis bir real-time PCR mixi ile elde edilen
DNA’ya real-time PCR uygulandi.

3) Ekstrakte edilen DNA termal cycler’da c¢ogaltilarak jel elektroforez islemi
uygulandi.
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4) Bu yontemlerle serum 6rneklerinde Aspergillus DNA’s1 varligr arastirildi.

3.4.1. Ticari Kit ile DNA Izolasyonu
Qiagen firmasma ait Qiamp DNA Mini kit DNA izolasyonu igin

kullanilmistir. DNA izolasyonu kii¢lik modifikasyonlarla kit protokoliine uygun

olarak yapildi.
On Hazirliklar:

1.

Is1 blogu 56°C'ye ayarlandi.

2. Ornek sayis1 kadar adet ependorf, gruplar halinde numaralandirildi.

3. Calisma adedi kadar spin kolon ¢ikarildi.

4. Yikama soliisyonu 1 (AW-1)'a 160 ml etanol, yikama soliisyonu 2 (AW-2)'ye
125 ml ethanol eklenerek, hazir hale getirilir. Kapaklari isaretlenir

5. Ornekler vortexlenir,

Calisma:

1. 200'er pl 6rnek, ilk ependorflara alinir.

2. Orneklerin iizerlerine 200'er ul Buffer AL (Lysis Buffer) ve 20'ser pl
proteinaz K eklendi.

3. Ependorflarin kapaklari kapatilip, 3-5'er sn. vortexlenip, spin santrifiijlendi.

4. Santrifiijlenen 6rnekler, 1s1 blogunda (56°C'de) 15 dk inaktivasyona birakilip.
1s1 blogundan alinan 6rneklerin {izerlerine etanolden 200 pl ilave edildi.

5. Vortex ve spin santrifiij yapildu.

6. Daha sonra, ependorflardaki karisimlarin tamami spin kolonlara aktarildi.

7. Tim spin kolonlar, 8000 Rpm'de 1 dk santrifiijlendi.

8. Bu sirada yeni bos koleksiyon tiipler dizildi.

9. Spin kolonlarin alt kisimlar atilip, tstteki filtreler bos spin kolonlara alindi.

10. AW-1'den 500 pl filtre kisimlarina eklenip, 8000 Rpm'de 1 dk ¢evrildi.

11. Bu sirada yeni bos koleksiyon tiipler dizildi.

12. Santrifiijden ¢ikan tiiplerin alt kisimlari atilip, istteki filtreler bos spin

kolonlara alindi.

13. Filtre kisimlarinin iizerlerine 500'er ul AW-2 eklendi.

14. Tiim spin kolonlar, 14.000 Rpm'de 3 dk santrifiij edilir. Bu sirada yeni bos
koleksiyon tiipleri dizildi.
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15. Spin kolonlarin alt kisimlar atilip, tstteki filtreler bos spin kolonlara alindi.
16. Tim spin kolonlar, 14.000 Rpm'de 1 dk bos olarak santrifiij edilir. Bu sirada
yeni bos ependorflar dizildi.

17. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplerin alt kisimlar1 atilip, yeni ependorflara filtre
kisimlart yerlestirildi.

18. Tiiplerin filtre kisimlarina 50 pl Eliisyon Buffer (Buffer AE) ilave edildi.

19. Tiim ependorflar, (kapaklan ige gelecek sekilde) santrifiije dizilerek, 8000
rpm'de 1 dk ¢evrildi.

20. Santrifiijjden sonra bu kez iist (filtre) kisimlar1 atilip, alttaki sivi (DNA)
iceren ependorflarin agizlari kapatildi.

21. Elde edilen tiim DNA 6rnekleri PCR uygulanana kadar -20°C’de saklandi.

3.4.2. Real-time PCR
2 farkli test kullanildi.

a) MycAssay Aspergillus real-time PCR testi

Kit icerigi
Tiip 1 (66ul dNTPler
MgClI2
DNA polimeraz kompleksi igeren buffer soliisyonu
Tiip 2 (66ul <0.01% Primers
<0.01% Molecular Beacons
<0.0001% Internal amplifikasyon kontrol
(Internal amplifikasyon kontrol; rekombinant
plazmid DNA igerir)
Tiip3 (25ul) Negatif kontrol
Su
Tiip 4 (25ul) Pozitif kontrol

<0,0001 pozitif kontrol DNA
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(Aspergillus hedef sekansi igeren rekombinant

Plazmid)
Tris HCI buffer
Testin Yapilist:
1. Ekstrakte edilen DNA’lar oda 1sisina ¢ikarildi (tiim islemler biyogiivenlik

10.

11.

12.

13.
14.

kabini i¢inde gergeklestirildi).
Test edilecek 6rnek basina bir 0,2 ml’lik PCR tiipii ve pozitif ve negatif kontrol
icin iki ek PCR tiipii, sogutucu blok iizerine yerlestirildi.
Tip 1 ve tip 2’deki icerik 1,5 ml’lik ependorf tiipiinde esit miktarda
birlestirilerek elde edilen karisim once vortekslendi, sonra da spin santrifiij
uyguland.
Bu karisimdan 15°er pl, her bir 6rnek i¢in numaralandirilmig steril 0,2 ml’lik
PCR tiiplerine dagitildi.
Sogutucu blok tizerindeki tiiplere 10’ar pL. DNA ilave edildi.
Aym sekilde pozitif ve negatif kontol igeren Tiip 3 ve Tiip 4’den de PCR
tiiplerine 10’ar pl konularak tiipler kapatildi.
Kalan reaksiyon karigimi gerekirse daha sonra kullanim igin -20+5°C’de
donduruldu.
Tipler cihaza yiiklemeden 6nce bir ¢alisma protokolii olusturuldu.
Calismay1 baglatmadan 6nce 6rnekler i¢in tanimlama parametreleri girildi.
Orneklerdeki niikleik asit asagidaki sikluslar uygulanarak ¢ogaltildi

95°C 10dk ———» denatiirasyon 1 siklus

95°C 10 saniye

55°C 55 saniye 40 siklus

72 °C 20 saniye
Cihaza ornekler yerlestirildi ve kapagi kapatildi. Calisma baglatildi (113 dakika
stireli).
Amplifikasyon islemi, sinyallerin saptanmasi ve yorumlanmasi Rotorgene Q
cihazi ile yapildi.
Olusan floresan egrileri Rotorgene software 2.0 ile degerlendirildi.

Sonuglarin degerlendirilmesi, Tablo 3.1 ’de yer alan kriterlere gére yapildu.



Tablo 3.1. Real time PCR sonuglarinin yorumlanmasi
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Ornek Real time Internal kontrol Ct Yorum Yapilacaklar
PCR Ct***
Negatif kontrol 39 veya 28.4-35 *NK uygun Hasta sonuglari
saptanmadi gecerli
Negatif kontrol 39 veya <28.4 veya >35 NK uygun degil Calisma
saptanmadi tekrarlanir
Negatif kontrol <39 28.4-35 kontaminasyon Calisma
tekrarlanir
Pozitif kontrol 15-20 aras1 Uygulanabilir degil **PK uygun Hasta sonuglari
gecerli
Pozitif kontrol <15 veya Uygulanabilir degil PK uygun degil Calisma
>20 tekrarlanir
Hasta 39 veya 28.4-35 Aspergillus Aspergillus spp.
saptanmadi negatif saptanmadi.
Hasta <39 Uygulanabilir degil Aspergillus Aspergillus spp
pozitif saptandi.
Hasta <39 veya <28.4 veya Internal kontrol Test basarisiz,
saptanmadi basarisiz inhibitor, diger

nedenler

*NK:negatif kontrol **PK: pozitif kontrol ***C.Saptama esigi

b) Primer Design ™" genesig; Aspergillus real-time PCR testi

Kit Icerigi

1) Aspergillus spesifik primer/prob mix
2) Pozitif kontrol

3) Internal extraksiyon kontrol DNA

4) Internal extraksiyon kontrol primer/prob mix
5) RNA/ DNA icermeyen su

Testin yapilist:

1.Ekstrakte edilen DNA’lar oda 1sisina ¢ikartildi (tiim islemler biyogiivenlik kabini

icinde gerceklestirildi).

2.Test edilecek ornek basina bir 0,2 ml’lik PCR tiipii ve pozitif ve negatif kontrol

icin iki ilave PCR tiipii, sogutucu blok iizerine yerlestirildi.

3.Liyofilize haldeki tiipler diliie edilmeden 6nce spin santrifiij uygulandi.



55

4.Primer /prob mixlerine 165 pl, kontrollere 500 ul DNA/ RNA i¢cermeyen saf su
eklendi, votekslendi ve spin santrifiij uygulandi.

5.Her 6rnek igin

Master mix 25ul )

Internal kontrol primer prob 1ul

Aspergillus primer prob 1ul  #0pul mix ve 10 pl DNA eklendi.
Internal kontrol DNA Tl

DNA RNA i¢ermeyen su 12ul )

6.Ayn1 sekilde pozitif ve negatif kontol i¢in de sirasiyla 40ul mix ve 10 pl pozitif
kontrol ve 10 pl su konularak 50ul’lik bir karisim olusturularak PCR tiipleri
kapatildi. Tiipler cihaza yiiklemeden 6nce bir ¢aligsma protokolii olusturuldu.
7.Calismay1 baglatmadan 6nce ornekler i¢in tanimlama parametreleri girildi
8.0rneklerdeki niikleik asit asagidaki sikluslar uygulanarak ¢ogaltildi

95°C 10dk  ————d®natiirasyon 1 siklus

95 °C 15 saniye 45 siklus

60 °C 60 saniye

9. Cihaza ornekler yerlestirildi ve kapagi kapatildi. Calisma baglatild1 (113 dakika
stireli).

10.Amplifikasyon islemi, sinyallerin saptanmasi ve yorumlanmasi Rotorgene Q
cihazi ile yapildi.

11. Olusan floresan egrileri Rotorgene software 2.0 ile degerlendirildi.

12. Sonuglarin yorumlanmasi tablo 3.2° ye gore yapildi.



Tablo 3.2. in house Real-time PCR sonuglarmin degerlendirilmesi

Hedef DNA internal Negatif Pozitif kontrol Yorum
kontrol kontrol
Pozitif Pozitif Negatif Pozitif Aspergillus saptandi
Pozitif Negatif Negatif Pozitif Aspergillus saptandi
Negatif Pozitif Negatif Pozitif Aspergillus saptanmadi
Negatif Negatif Negatif Negatif Calisma basarisiz
Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Calisma basarisiz

3.4.3. Geleneksel PCR

PCR reaksiyon karisimi tablo 3.3°de goriildiigli sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3.3. Geleneksel PCR reaksiyon karigimi

Son konsantrasyon Son hacim

Saf su 1X 11,7 ul
10X PCR tamponu 1X 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 2,5mM 2,5 ul
dNTP mix (100mM) 2,5mM 2 ul
ITS-1 primeri 2,5 uM 2,5 ul
(100uM)

ITS-4primeri (100uM) 2,5 uM 2,5 ul
Taq DNA polimeraz SU/ul 0,3ul
DNA 1 ul
Toplam hacim 25 ul
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PCR igin kullanilan primer ve prob dizileri ise panfungal primerler olup 18 S rRNA

gen bolgesini hedef almaktadir.
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5’-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG (F)
5°-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG (R)

Hazirlanan PCR reaksiyon karigimi vortekslendikten sonra, her bir 6rnek igin
numaralandirilmis steril 0,2 ml’lik PCR tiiplerine 24 ul dagitilip, klinik 6rneklerden
ekstrakte edilen DNA 6rneginden 1 ul eklenerek termal cycler cihazina yerlestirildi.
DNA’lar1 cogaltmak i¢in kullanilan PCR amplifikasyon sartlar1 tablo 3.4’de

gorilmektedir.

Tablo 3.4. Geleneksel PCR amplifikasyon sartlari

Reaksiyon basamagi Sicaklik(°C) Siire Dongii sayis1
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 2 dakika 1

( 6n 1s1tma)

Denatiirasyon 95 1 dakika

Primer baglanmasi( annealing) | 55 45 saniye 40

Zincir uzama (elongasyon) 72 90 saniye

Son uzama ( post elongasyon) 72 5 dakika 1

Muhafaza 4

Agaroz jel elektroforez asamasi
PCR sonrast olugan {iriinlerin, hazirlanan jelde yiiriitiilmesi ile DNA’larin bant
biyiikliikleri, belli DNA fragmentlerini igeren DNA size marker ile
karsilastirilararak saptandi.

1) 1 gram agaroz hassas terazide tartildi. 100 ml 1xTAE igeren erlenmayer
icerisine ilave edildi.

2) Mikrodalga firinda agaroz tamamen ¢6ziinene kadar 1sitildi.

3) Agaroz tamamen ¢oziindiikten sonra biraz sogumasi beklendi.

4) Jel elektroforez tanki i¢indeki kaliba dokiilmeden Once igine 2,5ul etidyum
bromid (renklendirici DNA boyasi) eklendi. Etidyum bromidin kanserojen etkisi
nedeniyle ciltle temas etmemesine, olusan buharlasmaya dikkat edildi. Bu asama

biyogiivenlik kabininde gergeklestirildi.
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5) Jel tank i¢ine yavasca dokiilerek taraklar yerlestirildi.

6) Yaklasik 30 dakika sonra jel donduktan sonra taraklar ¢ikarildi.

7) Olusan kuyucuklara 6rnek yiiklerken yiikkleme tamponu olarak Orange G
kullanildi.

8) Yiikleme icin aliminyum folyo iizerine her 6rnek i¢in 3 pl orange G
dagitildi. Termal Cycler’da ¢ogaltilan DNA 6rneginden 9 ul alindi, orange G ile
pipetaj yapilarak karistirildi.

9) Elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi.

10) Bir kuyucuga ise elektroforez sonrasi olusacak DNA parcalarinin bant
biiyiikliiklerini tanimlamada yol gdsterecek; belli DNA fragmentlerini igeren DNA
size marker yiiklendi.

11) Elektroforez tankinin kapaginda bulunan elektrotlar yerlestirilerek gii¢
kaynagina baglandi.

12) Gii¢ kaynag1 90 Volt ve 60 mA olacak sekilde ayarlanarak calistirildi.

13) Yiikleme tamponunun jel lizerinde yiiriimesi takip edilerek yaklagik 45—
50 dakika jelin 3/4’lik kismimi yiirlimesi beklenerek elektroforez islemi
sonlandirildi.

14) Jel, elektroforez tankindan gikarilarak 312 nm dalga boyunda 1s1k veren

UV-transliminatorinde incelendi.

3.5. istatistiksel Analiz

Calismanin verileri ‘SPSS for Windows, Version 15.0° paket programi kullanilarak
analiz edildi. Caligmanin verileri, oOrtalama deger + standart sapma (xSD), say1 ve
yiizde degerler ile verildi. Gruplar arasinda ortalamalarin karsilagtiritlmasinda bagiml
orneklerde paired-t testi, bagimsiz 6rneklerde t testi, frekanslarin karsilastirilmasinda
Ki- kare testi veya Fisher's Exact Test kullanildi. Ki-kare testinin uygun olmadigi
durumlarda Kolmogorof-Smirnov testi uygulandi. Normal dagilim gostermeyen
verilerin ortalamalariin karsilastirilmasinda Mann-Whitney-U testi ve bagimlh
orneklerin karsilastirilmasinda Wilcoxon testi kullanildi.

Istatistiki degerlendirmede elde edilen p degerinin 0.05 degerleri’nden kiigiik

olmas1 anlamli kabul edildi.
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Invaziv aspergillozu belirlemede ¢esitli yontemlerin PCR testine gore
prediktif degerlerin hesaplanmasinda asagidaki tanimlamalar esas alindi:

Duyarlilik; yontemin gergek hastalar icinden hasta ayirt edebilme yetenegidir.
Gergek pozitiflerin, gercek pozitif ve yalanci negatif toplamina bolliniip ylizle
carpilmastyla elde edildi.

Ozgiilliik; yontemin gercek saglamlar iginden saglam ayirt edebilme
yetenegidir. Gergek negatiflerin, gercek negatif ve yalanci pozitf toplamina boliiniip
yiizle ¢arpilmasiyla elde edildi.

Pozitif kestirim degeri; testin pozitif (hasta) sonucu verdigi zaman, olgunun
gercekten hasta olmast durumunun kosullu olasiliginin  Olglisiidiir.  Gergek
pozitiflerin, gercek pozitif ve yalanci pozitif toplamina boliiniip yiizle carpilmasiyla
elde edildi.

Negatif kestirim degeri; testin negatif (saglikli) sonucu verdigi zaman,
olgunun gercekten saglikli olmasi durumunun kosullu olasiliginin 6l¢iisiidiir. Gergek
negatiflerin, gergek negatif ve yalanci negatif toplamina boliintip yiizle ¢arpilmasiyla
elde edildi.

Dogruluk degeri; gergek pozitif ve gergek negatiflerin toplaminin 6rneklem

toplamina boliinmesiyle ve yiizle ¢arpilmasiyla elde edildi.



60

4. BULGULAR

Ocak 2011- Ocak 2012 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hematoloji servisi ve Kemik iligi transplantasyon {initesinde takip
edilen ve invaziv aspergilloz siiphesi olan toplam 99 hasta ¢alismaya dahil edilmis
olup, bu hastalarin 161 febril nétropenik epizodu izlenmistir. Avrupa Kanser
Arastirma Merkezi (EORTC) siniflamasina gére bu epizodlar tanimlanmustir. Invaziv
aspergilloz sliphesi olmayan 29 hasta ise kontrol grubu olarak kabul edilmistir.
Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalar1 sirasiyla 50.77
+15.91 ve 48.79 + 17.67 idi. Hasta grubu 59 erkek ve 40 kadindan olugmaktadir.
Hasta grubununu 89’u hematololoji servisinde 10’u kemik iligi ve transplantasyon
linitesinde yatan hastalar olusturmustur. Calisma grubuna ait demografik bilgiler

tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Hasta grubu Kontrol
n=99 n=29
Cinsiyet Erkek 59 7
Kadin 40 22
Yas yil (xtSD) 50.77+£15.91 48.79+17.67
Ortanca 54 52
Yatilan servisler | Servis 89 29
KIT iinitesi 10 -
Yatis siiresi (x£SD) 29,72+14,88 15,59+2,15
Ortanca

Hastalarin 161 febril notropenik epizodundan 358 serum ornegi elde
edilmistir. Hastalardan 61’inin tek febril notropenik epizodu izlenirken, 22 hastanin
iki, 11 hastanin ii¢, 2 hastanin dort, 3 hastanin bes febril notropenik epizodu
izlenmistir. Ayn1 hastanin tekrar yatigindaki febril nétropeni epizodu yeni bir epizod
olarak degerlendirmeye almmustir. Bu hastalarin  6zellikleri tablo 4.2’de

goriilmektedir.
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Hasta grubunda en sik altta yatan hastalik %39.4 ile AML olarak
goriilmiistiir. 99 hastanin 38’1 (%38) yeni tant almis iken, 42° si (%42.4) tedavi
goren, 19°u (%19.1) ise tedavi sonrasi relaps olan hastalardan olusmaktaktadir.

EORTC-MSG tani kriterlerine goére yapilan smiflamada bir hastada
kanitlanmis (proven) IA saptanmistir. 24 yasinda daha énce bilinen kronik hastalik
Oykiisii bulunmayan erkek hastada akut invaziv rinosiniizit gelismistir. Tan
maksiller sinilisten elde edilen operasyon materyalinin mikrobiyolojik ve
histopatolojik olarak degerlendirilmesi ve ardindan etkenin (A.flavus) kiiltiirde izole
edilmesiyle konulmustur. Hasta yatisindan 39 giin sonra kaybedilmistir. Sekil 4.1°de
hastadan izole edilen A.flavus goriilmektedir.

Sekil 4.1 Kanitlanmis 1A olgumuzda izole edilen A.flavus

izlenen 161 epizodun; 1°i kamtlanmis 1A, 17’si yiiksek olasilikli 1A, 60’1 diisiik
olasilikli TA, 83°ii ise IA riski tastyanlar olarak smiflandirilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Hasta grubuna ait 6zellikler

Ozellikler Hasta diizeyinde Epizod diizeyinde
n (%) n (%)
Risk diizeyleri
Diisiik olasilikl1 1A 39 (39.4) 60 (37.2)
Yiiksek olasilikli TA 11 (11.1) 17(10.5)
Kanitlanmus TA 0 1 (0.6)
IA agisindan riskli 49 (49.5) 83(51.5)
Tam
AML 39 (39,4) 75(46.5)
ALL 17(17,2) 26(16.1)
HL 15 (15,2) 17(10.5)
AA, MDS, immiin nétropeni 12 (12.1) 19(11.8)
NHL 6 (6.1) 12(7.4)
MM 6 (6.1) 6(3.7)
KLL, KML 4 (4.0) 6(3.7)
Eslik eden hastahk *
Hipertansiyon 17(45.94) 25 (46.3)
DM 13(35.13) 18 (33.3)
KOAH, kr.bronsit 5(13.5) 8 (14.8)
Prostat, mesane Ca 2 (0.5) 3(0.5)

AML,; akut myeloblastik 16semi, AA: Aplastik anemi, ALL; akut lenfoblastik 16semi,
KML; kronik myelositer 16semi, NHL; non hodgkin lenfoma, DM; diabetes mellitus,
MDS; myelodisplastik sendrom, MM; multiple myelom * birden fazla eslik eden hastalik olabilir.

4.1. Olgularm Kiiltiir Uremeleri

161 epizodun 31’inde (%19.25) bakteremi ve 3’linde de kandidemi
saptanmistir. Kan kiiltlirlinde en sik iireyen bakteri koagulaz negatif stafilokoklar
olmustur. Hastalarin kan, idrar ve balgam kiiltiirlerinden izole edilen
mikroorganizmalarin dagilimi tablo 4.3’de goriilmektedir. Kanitlanmis A olan tek
hasta disinda hastalarin higbirinin kan, idrar ve balgam kiiltiirlerinden Aspergillus

tiirleri ve diger filamantdz mantarlar izole edilmemistir.
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Tablo 4.3 Klinik 6rneklerden izole edilen mikroorganizmalarin dagilim1

Kan Kiiltiirii Sayr (n) Frekans (%)
E.coli 4 12.9
Koagulaz negatif stafilokok 14 45.1
K.pneumoniae 4 12.9
S.aureus 1 3.2
Enterococcus sp. 3 9.6
A.baumanni 2 6.4
C.albicans 1 3.2
C.glabrata 1 3.2
C.kefyr 1 3.2
Idrar Kiiltiirii
E.coli 5 62.5
K.pneumoniae 2 25
E.faecalis 1 12,5
Balgam Kiiltiirii
E.coli 1 20
Pseudomonas sp. 2 40
S.maltophilia 2 40

4.2.Antibakteriyel ve Steroid Kullanim
Epizodlarin 157 (%97.5)’sinde genis spektrumlu antibakteriyel ve 16’sinda
da (%9.93) 1 mg/kg’in {lizerinde steroid kullanilmistir. En sik kullanilan

antibakteriyel ajanlar piperasilin-tazobaktam ve imipenem olarak goriilmistiir.

4.3. Antifungal Kullanim

161 epizodun 106’sinda (%65.83) antifungal kullanilmistir. EORTC tam
kriterlerine gore kanitlanmis ve yiiksek olasilikli IA’s1 olan hastalarm tamaminda
antifungal tedavi baslandig1 goriilmiistiir. Diisiik olasilikli {A olarak tanimlanan
epizodlarin 54’{inde (%90) 1nda, IA riski olan grupta ise 34’iinde (%40.9) antifungal

kullanimi varken, siklikla kullanilan antifungaller amfoterisin B ve vorikonazol
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olarak goriilmustiir (30’unda amfoterisin B, 28’inde vorikonazol, 14’iinde

Amfoterisin B ve vorikonazol).

4.4. Goriintiilleme Yontemleri Bulgular

161 epizodun 121’inde (%75.15) en az bir kez YRBT ¢ekilmistir.12 epizotta
ayn1 yatis sirasinda 2 kez, 2 epizotta 3 kez, 1 epizotta da 4 kez YRBT ¢ekilmistir.

2 hastada paranazal BT, 2 hastada paranazal MR goriintiileme yontemi olarak
kullanilmistir. Cekilen YRBT’lerde en sik gbzlenen patolojik goriiniim erken donem
bulgularindan olan nodiil ve/veya buzlu cam (%31.9) goriinimii olmustur.

Gorilintiileme yontemlerinde izlenen bulgular tablo 4.4’de goriilmektedir.

Tablo 4.4. Goriintiileme yontemlerindeki bulgular

YRBT (n=121) Goritilme siklig1 (%)
Patoloji olmayan 19 (15.7)
Nonspesifik nodiil, atelektazi 17 (14)
Nodiil 4 (3.2)
Buzlu cam 15 (12.3)
Nodiil ve buzlu cam (halo) 26 (21.4)
Plevral s1vi 10 (8.2)
Kavite 2 (1.6)
Konsolidasyon 2 (1.6)
Paranazal Siniis BT (n=4)

Yumusak doku dansitesi 4 (3.2)
Mukozal kalinlagma 4 (3.2)

4.5. Galaktomannan Antijen Testi Bulgular

Degerlendirmeye alinan 99 hastanin 161 febril ndtropenik epizodundan 358
serum Ornegi ve kontrol grubundaki 29 hastadan 29 serum 6rnegi elde edilmistir.
Toplam 387 serum 6rneginde ELISA ydntemiyle GM antijeni aranmistir

Optik dansite indeksinin 0.5 ve {lizerinde olmas1 pozitif kabul edilerek 161

epizodun 26’sinda (%16.14), 358 serum Orneginin 32’sinde (%8.9) GM antijen
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pozitifligi saptanmistir. Kontrol grubu serumlarinin tamami negatif bulunmustur.
Pozitif bulunan GM antijen indeks degerleri 0,50 ile 7,71 arasida degismekteydi.
EORTC smiflamasina gore kanitlanmis ve yiiksek olasilikli 1A olarak

tanimlanan hastalarin GM diizeyleri ile ilgili bilgiler tablo 4.5’ de goriilmektedir.

Tablo 4.5. Olgularin galaktomannan diizeyleri

EORTC simfi Cins/yas Altta yatan | Serum GM diizeyleri (en
hastalik Ornegisayist | diisiik-en yiiksek)
Kamitlanmis iA E/ 24 Aplastik anemi 8 0.14-0.60
K/32 AML 3 0.22-0.93
E/59 Lenfoma 4 0.16-0.52
K/21 AML 3 0,11-0.56
K/44 Lenfoma 2 0.38-1.99
E/45 ALL 8 0.20-0.53
K/58 AML 7 0.10-0.76
E/41 Lenfoma 3 0.28-0.75
Yiiksek . E/38 AML 3 0.20-0.59
olasiikh IA
E/50 AML 10 0.09-2.03
E/34 Lenfoma 8 0.13-0.62
E/37 ALL 3 4.66-7.71
K/32 AML 3 0.18-0.53
K/21 AML 6 0.11-0.66
E/33 Lenfoma 5 0.21-1.09
K/46 AML 10 0.08-0.62
E/33 ALL 3 0.28-1.90

Tim epizodlar degerlendirildiginde (kanitlanmus, yiiksek olasilikli, diisiik
olasilikli 1A ve IA riski olan) GM antijen testinin duyarlihig %16.14, 6zgiilliigii
%100, pozitif prediktif degeri (PPD) %100, negatif prediktif degeri (NPD) %17.68
ve dogrulugu % 28.94 olarak hesaplanmustir.
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EORTC’ye gore IA olarak smiflandirilan grupta (kanitlanmus, yiiksek
olasilikly, diisiik olasilikli IA) duyarlilik %23.07, 6zgiilliik %100, PPD %100, NPD
%32.58 ve dogruluk %43.92 olarak saptanmustir.

4.6.Real-time PCR Testi Bulgulari

Serum orneklerinde Aspergillus DNA’simi tespit etmek iizere standardize
edilmis bir ticari real-time PCR Kiti (Mycassay Aspergillus PCR) ile Primer Design
firmasi tarafindan in-house olarak hazirlanmis bir real-time PCR mixi olmak tizere

iki farkli test uygulanmistir.

4.6.1. Real-time PCR Sonuclar:

Tiim epizodlarin 86’sinda (%53.41) ve 358 hasta serumunun 125’inde
(34.91) pozitiflik saptanmis olup kontrollere ait tiim serum ornekleri negatif
bulunmustur.

EORTC kriterlerine gore kanitlanmus, yiiksek olasilikli ve diisiik olasilikli IA
olarak tanimlanan 78 epizodun 51°(%65.4) inde pozitiflik ,

Kanitlanmis ve yiiksek olasilikli A olarak tanimlanan 18 epizodun 9°(%50)
unda pozitiflik,

IA acisindan riskli olan grupta ise 83 epizodun 35’inde (%42.16) pozitiflik

saptanmuistir.

Tablo 4.6. Real-time PCR testinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

Real time PCR
Hasta grubu Pozitif Negatif p degeri
Kanitlanmig+YO+DO 51 (%65.4) 27(%34.6)
1A riskli 35 (%42.2) 48( %57.8) < 0,05

EORTC’ye goére tamimlanan grup ve IA riski olan grup real-time PCR
yontemi agisindan karsilastirilmistir. Bu test i¢in 2 grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.6).
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Tim epizodlar degerlendirildiginde real time PCR testinin duyarliligi
%353.41, ozgilligi %100, PPD’1 %100, NPD’i %27.88 ve dogrulugu sirasiyla %
60.52 olarak saptanmuistir.

EORTC’ye gore 1A olarak simiflandirilan grupta duyarlilik %65.38, 6zgiilliik
%100, PPD %100, NPD %51.78 ve dogruluk %74.76 olarak saptanmistir.

0,4-
Pozitif
Lansea 1 \
0,3
o
5
S
g0,2- pozitif
5 7
= 7
0,1
Threshod| Negati
- = — .
5 10 15 20 25
Cycle

Sekil 4.2. Real-time PCR goriintiisii

4.6.2. In House Real-time PCR Testi Bulgular

Tiim epizodlarin 18’inde (%11.1), 358 hasta serumunun 22’inde (%6.14)
pozitiflik saptanmigtir. 28 kontrole ait serum 6rneginde pozitiflik saptanmazken, 1
kontrol serumunda pozitiflik saptanmistir.

Kanitlanmis ve yiiksek olasilikli IA olarak tanimlanan 18 epizodun 4
(%22.2)’linde pozitif sonu¢ bulunmustur.

Diisiik olasilikli IA grubunda 60 epizodun 5’inde (%8.3), IA agisindan riskli
olan grupta ise 83 epizodun 9’unda (%10.8) pozitiflik saptanmuistir.
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Tablo 4.7. In house real-time PCR testinin gruplar arasinda karsilastiriimas:

In house Real time PCR
Hasta grubu Pozitif (%) Negatif (%) Toplam
Kanitlanmis 1A, 4 (22.2) 14 (77.7) 18
YO grup
DO grup 5(8.3) 55 (91.6) 60
IA riskli grup 9(10.8) 74 (89.1) 83
Kontrol grubu 1(3.4) 28 (96.6) 29

YO: Yiiksek olasilikli, DO: Diisiik olasiliklt

Tim epizodlar degerlendirildiginde testin duyarliigit %11.18, ozgilligi
%96.55, PPD %94.73, NPD %16.37 ve dogrulugu %24.21 olarak hesaplanmistir.
EORTC’ye gore smiflandirilan grupta duyarlilik %11.53, ozgiillik %96.55, PPD
%90, NPD %28.86 ve dogruluk %34.57 olarak saptanmuistir.

4.6.3. Geleneksel PCR Testi Sonuclar:

Tim epizodlarin 9’unda (%5.59), 358 hasta serumunun 12’sinde (%3.35)
pozitiflik saptanirken, kontrollere ait tiim serum Ornekleri negatif olarak
belirlenmistir.

Kanitlanmis ve yiiksek olasilikli IA olarak tanimlanan 18 epizodun 3
(%16.66)’ linde pozitiflik,

Diisiik olasilikli IA grubunda 60 epizodun 4’iinde (%6.6), IA agisindan riskli
olan grupta ise 83 epizodun 2’sinde (%2.4) pozitiflik saptanmistir.

Tim epizodlar degerlendirildiginde yontemin duyarlilign %5.59, o6zgiillik
%100, PPD % 100, NPD %16 ve dogruluk %20 olarak hesaplanmaistir.

EORTC’ye gore siniflandirilan grupta ise duyarlilik %8.97, 6zgiillik %100,
PPD %100, NPD %29 ve dogruluk % 33.64 olarak saptanmustur.
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Sekil 4.3. Panfungal primerler ile Jel elektroforez goriintiisii
M: 100bp DNA marker,

1: Diisiik olasilikli TA 2:Kanitlanmis TA
3: Yiiksek olasilikli A  4:Yiiksek olasilikli TA
Sekil 4.3°de 4 farkli hastanin 4 epizodundan elde edilen serum 6rneklerinin
jel elektroforez islemi sonrasi olusan bantlar goriilmektedir. Orneklere ait jel
goriintiisiinde yaklasik 500-550 baz ¢ift (bp)’lik bolgede bant goriilmesi pozitif

olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.8. GM antijen testi, real-time testleri, geleneksel PCR, YRBT nin tek basina
veya birlikte duyarlilik, 6zgilliik, dogruluk, pozitif ve negatif prediktif

degerleri
TESTLER GM Real-time in Geleneksel  YRBT GM+ GM+ GM+
PCR house Real-time i .
(%) (%) por  PCR(%) (%) SR hotljlse Real-time
(%) (%) PCR PCR+
) YRBT (%)
Duyarhhk 16.14 53.41 11.18 5.59 45.34 61.49 24.84 73.91
Ozgiilliik 100 100 96.55 100 100 100 96.55 100
PPD 100 100 94.73 100 100 100 97.56 100
NPD 17.68 27.88 16.37 16.0 24.78 31.86 18.79 40.84

Dogruluk  28.94 60.52 24.21 20 53.68 67.36 35.78 77.89
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Epizodlarin tiimiinde yontemlerin birlikte kullanilmasiyla duyarlilik, NPD ve
dogruluk oranlarinda artis goriilmiistir. GM, real-time PCR ve YRBT birlikte
degerlendirildiginde duyarlilik %73.91, 6zgiilliik %100, PPD %100, NPD % 40.84
ve dogruluk oranlar1 %77.89 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.9. EORTC’ye gore siniflandirilan grupta GM, real-time PCR testleri,
geleneksel PCR, YRBT’nin tek basina veya birlikte duyarlilik,
ozgiillik, dogruluk, pozitif ve negatif prediktif degerleri

TESTLER GM real-time in Geleneksel YRBT GM+ GM+ GM+

(%) PCR house PCR (%) real-time In real-time
(%) PCR (%) PCR house PCR+
(%) (%) PCR YRBT (%)

(%)

Duyarhlik  23.07 65.38 11.53 8.97 935 73.07 29.41 98.72

Ozgiilliik 100 100 6.55 100 100 100 96.55 100
PPD 100 100 90 100 100 100 95.86 100
NPD 32.58 51.78 28.26 29 74.3 58 33.73 96.66

Dogruluk  43.92 74.76 34.57 33.64 95.3 80.3 47.66 99.06

Yontemlerin  duyarlik, o6zgiillik, PPD, NPD ve dogruluk oranlar
hesaplanirken diisiik olasilikli ve IA riski olan grup da IA olarak kabul edilip kontrol
grubuyla karsilastirilmistir.

Yontemlerin birlikte kullanilmasiyla EORTC’ye gore smiflandirilan grupta
da duyarlilik, NPD ve dogruluk oranlarinda artis gortilmiistiir. GM, real-time PCR
birlikte degerlendirildiginde duyarlilik %73.07, 6zgiillik ve PPD %100, NPD % 58
ve dogruluk oranlar1 %80.3 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.9).

4.7. GM Antijen Testi, real-time PCR, in house PCR ve Geleneksel PCR
Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Epizod diizeyinde yontemler birbirleriyle karsilagtirilmustir.

4.7.1. GM Antijen Testi ve real-time PCR Testi Karsilastirilmasi

13 epizodda (12 epizod yiiksek olasilikli ve kanitlanmis A, 1 epizod IA
acisindan riskli) hem GM antijen testi hem de real-time PCR testiyle pozitif sonug

alinmustir.
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13 epizodda ise GM antijeni pozitif iken real-time PCR ile negatif olarak,

73 epizodda real-time PCR ile pozitiflik saptanirken GM antijeni negatif
saptanmistir.

91 epizodda ise GM antijen testi ve real-time PCR testi negatif olarak
belirlenmis olup 2 test karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamastir (p>0.05).

EORTC’ye gore siiflandirilan grupta ; 12 epizodda iki testte de poziflik, 21
epizodda iki testte de negatiflik saptanirken, 39 epiodda GM antijen testi negatifken
real time PCR pozitif, 6 epizodda ise real time PCR testi negatifken GM antijen testi
pozitif olarak saptanmistir. Real-time PCR ile GM antijen testleri bulgulari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

( p>0.05).

4.7.2. Real time PCR Testlerinin Karsilastirilmasi

Real time PCR (Mycassay Aspergillus PCR) ve in house real time PCR
testlerinin bulgular1 karsilagtirildiginda, 2 test ile de 13 epizodda pozitiflik
saptanmustir.73 epizodda real-time PCR ile pozitif sonu¢ alinirken in house PCR ile
negatif olarak belirlenmistir. 5 epizodda ise in house PCR ile pozitif sonug¢ alinirken
real-time PCR yontemi ile negatiflik saptanmistir. 2 test arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulunmustur (p<0.05).

EORTC’ye gore siniflandirilan grupta iki yontemle de 7 epizodda pozitif
sonu¢lanmistir. 44 epizodda real-time PCR testi ile pozitif sonu¢ alinirken in house
PCR testi negatif saptanmistir. Real-time PCR testi ile in house real-time PCR’1n
bulgular1 karsilastirnlldiginda iki test arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamastir (p>0.05).

Real-time PCR ile pozitif saptanan 125 serum 6rneginin ortalama Ct degeri
(esik degeri) 34.66 + 2.62 iken in house PCR i¢in bu deger ortalama 39.69 + 2.61
olarak hesaplanmig olup 2 testin Aspergillus DNA’sin1 saptama esik degerleri
arasinda istatistiksel olarak da anlamli fark saptanmigtir. Real time PCR testi ile in
house olarak hazirlanmis mixe gore daha erken sikluslarda pozitiflik saptanmistir

(p<0.05).
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4.7.3. Real-time PCR ve Geleneksel PCR Testleri Bulgular1 Karsilastirilmasi

Real-time PCR ve geleneksel PCR testleri bulgular karsilagtirildiginda, iki
yontem ile de 8 epizodda pozitiflik saptanmistir. 78 epizodda real time PCR testi ile
pozitif sonu¢ alinirken geleneksel PCR ile negatif sonu¢ alinmistir, 1 epizodda ise
geleneksel PCR ile pozitiflik saptanirken real-time PCR testi ile negatif olarak
belirlenmistir. 103 epizod ise 2 test ile de negatif sonuglanmigtir. 2 test arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

EORTC’ye gore smiflandirilan grupta real-time PCR ve geleneksel PCR
yontemlerinin bulgulari karsilagtirildiginda da iki yontem arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0.05). iki yéntem ile de 7 epizodda pozitiflik
saptanmustir. 44 epizodda real-time PCR testi ile pozitif sonu¢ alinirken geleneksel

PCR ile negatif sonu¢ alinmustir.

Testlerin birlikte pozitif saptandiklar1 epizodlar ise
e 2 real time PCR testi ve geleneksel PCR ile pozitiflik saptanan 3
epizod (1 yiiksek olasilikli 2 diisiik olasilikli),
e Real time PCR testi, GM ve geleneksel PCR ile pozitif saptanan 2
epizod ( 1 yiiksek olasilikl1 IA, 1 kanitlanmus iA),
e 2 real time PCR testi, geleneksel PCR ve GM antijen testi ile pozitif

saptanan yiiksek olasilikli A tanisi alan 1 epizod olarak belirlenmistir.

4.8. Hasta Ozelliklerinin Yontemler Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi
Hastalarin tanilari, aldiklar1 antifungal, antibakteriyel tedavi, kemoterapi
rejimi, notrofil diizeyleri ve molekiiler yontemlerde kullanilan serum miktarinin

yontemler lizerine etkisi degerlendirilmistir(Tablo 4.10).

4.8.1. GM Antijen Testi

Hastalar  epizod  diizeyinde altta yatan  hastaliklart  acisindan
degerlendirildiginde GM antijeni pozitif saptanan hastalardan 11’1 (%42.3) AML
hastasiydi. Hastalarin altta yatan hastaliklart ve GM antijen yontemi arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
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Hastalar antibakteriyel kullanimi agisindan degerlendirildiginde 161 epizodun
157’sinde antibakteriyel kullanimi1 mevcuttu. Bu 157 epizod piperasilin tazobaktam
icerenler ve icermeyenler olarak ikiye ayrildi. Piperasilin-tazobaktamin tek basina
veya diger antibakteriyellerle kullanildigi 141 epizod (%89.80) ve piperasilin
tazabaktam kullanilmayan 16 epizod (%10.2) vardi. GM pozitifligi 141 epizodun
23’{inde (%16.31), 16 epizodun ise 3’iinde (%18.7) saptanmamistir. Antibakteriyel
kullannmi ile GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamustir (p>0.05).

Hastalar antifungal kullanimi acgisindan degerlendirildiginde 161 epizodun
106’sinda (%65.83) antifungal ajan kullanim1 vardi. Bu 106 epizod tek antifungal
kullanimi1 olan 65 epizod (%61.3), iki ve iizeri antifungal (kombine ya da ardisik)
kullanim1 olan 41 epizod (%38.6) olarak ikiye ayrilarak degerlendirilmistir. GM
pozitifligi tek antifungal kullanim1 olan 8 (%12.3) epizodda, iki ve iizeri antifungal
kullanim1 olan 11 epizodda (%26.8) saptanmistir. Tek veya iki ve iizeri antifungal
kullanimi1, GM antijen testi arasinda ya da antifungal kullanan ve kullanmayan grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar notropeni diizeyleri acisindan degerlendirildiginde 161 epizodun
91’inde (%56.5) ndtrofil sayist 100/mm’ iin altinda, 70’inde (%43.4) 100-500/mm?®
arasindaydi. Notrofil sayist 100/mm3°tin altinda olan 91 epizodun 17’sinde
(%18.68), 100-500/mm3 olan 70 epizodun 9’unda (%12.8) GM antijen pozitifligi
saptanmistir. Derin notropenik olan grupta pozitiflik fazla olsa da nétropeni diizeyi
ille GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamstir
(p>0.05).

Hastalar aldiklart kemoterapi rejimi agisindan degerlendirildiginde 161
epizodun 145’inde (%90) kemoterapotik tedavi veya kok hiicre nakli tedavisi
yapilmisti. 145 epizodun 45’inde (%31) remisyon indiiksiyon tedavisi, 59’unda
(%40.6) konsolidasyon tedavisi, 29’unda (%20) relaps/rezistan tedavi, 12’sinde
(%8.2) otolog veya allojenik kok hiicre nakli yapilmisti. Relaps/rezistan tedavi goren
hastalarda 11/29 (%37.93) GM pozitifligi en yiiksek oranda saptanmistir. Alinan
tedavi tipi ve GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamastir (p>0.05).
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4.8.2. Real-time PCR Testi

Hastalar  epizod  diizeyinde altta yatan  hastaliklari1  agisindan
degerlendirildiginde real-time PCR yoOntemi ile pozitif saptanan hastalardan 43’
(%50) AML hastasiydi. En yiiksek pozitiflik oran1 17/26 (%65.3) ile ALL tanili
hastalarda goriilmiistiir. Hastalarin altta yatan hastaliklar1 ve real-time PCR yontemi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar antibakteriyel kullanimi agisindan degerlendirildiginde; piperasilin
tazobaktam ve/veya diger antibakteriyellerin kullanildigi 141 epizodun 75’inde
(%53.1), TZP kullanilmayan 16 epizodun ise 11’inde (%68.7) pozitiflik saptanmistir.
Antibakteriyel kullanimi ile real-time PCR ydntemi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar antifungal kullanimi a¢isindan degerlendirildiginde; tek antifungal
kullanim1 olan 65 epizodun 43’iinde (%66.1) iki ve iizeri antifungal kullanim1 olan
41 epizodun 21’inde (% 51.2) real-time PCR ile pozitiflik saptanmistir. Tek veya iki
ve lizeri antifungal kullanimi, real-time PCR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p<0.05).

Antifungal kullanan ve kullanmayan grup karsilastirildiginda, pozitiflik
saptanan epizodlarin 64°l (% 74.4) antifungal ajan kullaniyordu. Real-time PCR ile
antifungal kullanma durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05).

Hastalar notropeni diizeyleri acisindan degerlendirildiginde; 100/mm*iin
altinda nétrofil sayisi olan 91 epizodun 59’unda (%64.8), 100/mm’iin iizerinde
notrofili olan 70 epizodun 27’sinde (%38) real-time PCR pozitifligi saptanmistir.
Derin nétropenik olan grupta testin pozitiflik oran1 daha fazladir. Notropeni diizeyi
ile real-time PCR yOntemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05).

Hastalar aldiklar1 kemoterapi rejimi agisindan degerlendirildiginde, tedavi
alan 145 epizod i¢in remisyon indiiksiyon tedavisi goren hastalarda 31/45 (% 68.8) st
real-time PCR pozitifligi en yiiksek oranda saptanmigtir. Uygulanan kemoterapi
rejimi ve real-time PCR yoOntemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamastir (p>0.05).
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Yontemlerin  uygulamasi sirasinda  kullanilan  serum miktarlar1  da
kaydedilmistir. Buna goére 161 epizodun 66’sinda (%40.9) isleme alinan serum
miktart 500uL’nin altinda iken, 95 epizodda (%59) 500uL’nin iizerinde olarak
belirlenmistir. Buna gore 500uL altindaki 66 epizodun 23’iinde (%34.8) pozitiflik
saptanirken 500pL’den fazla serum kullanilan 95 epizodun 63’iinde (%66.3) pozitif
sonu¢ alinmistir. Kullanilan serum miktar1 ve real-time PCR yontemi rasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

4.8.3. In house real-time PCR Yéntemi

Hastalar  epizod  dilizeyinde altta yatan  hastaliklar1  agisindan
degerlendirildiginde Primer Design real-time PCR yontemi ile pozitif saptanan
hastalardan 11’1 (%61.1) AML hastasiydi. En yiiksek pozitiflik oran1 11/75 (%14.6)
ile AML’li hastalarda saptanmistir. Hastalarin altta yatan hastaliklar1 ve in house
real-time PCR yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p>0.05).

Hastalar antibakteriyel kullanimi agisindan degerlendirildiginde; piperasilin
tazobaktam ve/veya diger antibakteriyellerin kullanildigi 141 epizodun 15’inde
(%10.6), TZP kullanilmayan 16 epizodun ise 3’linde (%18.7) pozitiflik saptanmistir.
Antibakteriyel kullanimi ile in house real-time PCR yontemi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar antifungal kullanimi agisindan degerlendirildiginde; tek antifungal
kullanimi olan 65 epizodun 9’unda (%13.8) iki ve lizeri antifungal kullanimi1 olan 41
epizodun 5’inde (%]12.1) in house real-time PCR ile pozitiflik saptanmistir. Tek
antifungal kullaniminda pozitiflik oran1 daha fazla olmasina ragmen, istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar nétropeni diizeyleri agisindan degerlendirildiginde; 100/mm®iin
altinda nétrofil sayist olan 91 epizodun 10’unda (%10.9), 100-500/mm?® iin iizerinde
nétrofili olan 70 epizodun 8’inde (% 11.4) In house real-time PCR pozitifligi
saptanmig olup ndtropeni diizeyi ile in house real-time PCR yoOntemi arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar aldiklar1 kemoterapi rejimi acisindan degerlendirildiginde, tedavi

alan 145 epizod i¢in konsolidasyon tedavisi goren hastalarda 8/59 (% 13.5) in house
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real-time PCR pozitifligi en yiiksek oranda saptanmistir. Alinan tedavi tipi ve in
house real-time PCR yontemi rasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p>0.05).

Kullanilan serum miktar1 agisindan yontem degerlendirildiginde; 500uL
altindaki 66 epizodun 4’iinde (%6) pozitiflik saptanirken 500pL’den fazla serum
kullanilan 95 epizodun 14’iinde (%14.7) pozitif sonu¢ alinmigtir. Kullanilan serum
miktar1 fazla olan epizodlarda pozitiflik orani fazla olsa da serum miktari ile in house
real-time PCR yontemi rasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p>0.05).

4.8.4. Geleneksel PCR Y 6ntemi

Hastalar  epizod  diizeyinde altta yatan  hastaliklari  agisindan
degerlendirildiginde geleneksel PCR yontemi ile pozitif saptanan hastalardan 5’i
(%55.5) AML hastasiydi. Altta yatan hastalik ve geleneksel PCR yontemi arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir (p>0.05).

Hastalar antibakteriyel kullanimi agisindan degerlendirildiginde; piperasilin
tazobaktam ve/veya diger antibakteriyellerin kullanildigi 141 epizodun 8’inde
(%5.6), TZP kullanilmayan 16 epizodun ise 1’inde (%6.2) pozitif olarak
belirlenmigtir. Antibakteriyel kullanimi ile geleneksel PCR yontemi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar antifungal kullanim1 agisindan degerlendirildiginde; tek antifungal
kullanimi olan 65 epizodun 4’iinde (%6.1) iki ve lizeri antifungal kullanimi olan 41
epizodun 3’lnde (% 7.3) geleneksel PCR ile pozitiflik saptanmistir. Antifungal
kullanim1 ile geleneksel PCR yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir (p>0.05).

Hastalar nétropeni diizeyleri agisindan degerlendirildiginde; 100/mm®iin
altinda nétrofil sayist olan 91 epizodun 8’inde (%8.7), 100-500/mm?*iin iizerinde
nétrofili olan 70 epizodun 1’inde (%1.4) geleneksel PCR pozitifligi saptanmustir.
Notropeni diizeyi ile geleneksel PCR yoOntemi arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p<0.05).

Hastalar aldiklar1 kemoterapi rejimi ag¢isindan degerlendirildiginde, tedavi

alan 145 epizod icin relaps/rezistan tedavisi goren hastalarda 3/29 (%10.3)
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geleneksel PCR pozitifligi en yiiksek oranda saptanmistir. Tedavi tipi ve geleneksel
PCR yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir ( p>0.05).
Kullanilan serum miktar1 agisindan yontem degerlendirildiginde; 500uL
altindaki 66 epizodun 1’inde (%1.5) pozitiflik saptanirken 500puL’den fazla serum
kullanilan 95 epizodun 8’inde (%8.4) pozitif sonu¢ alimmistir. Kullanilan serum
miktar1 fazla olan epizodlarda pozitiflik orani fazla olsa da serum miktar ile
geleneksel PCR yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p>0.05).



Tablo 4.10. Epizod diizeyinde hasta 6zelliklerinin ve kullanilan serum miktarinin
yontemler {lizerine etkisinin degerlendirilmesi

Galaktomannan Real-time PCR In house PCR Geleneksel PCR
+ - + - + - + -
Tam
AML 11 64 43 32 11 64 5 70
ALL 3 23 17 9 3 23 0 26
HL 4 13 6 11 1 16 2 15
digerleri 8 35 20 23 3 40 2 41
P degeri 0.704 0.170 0.749* 0.391
Antibakteriyel
kullanim
kullanmayan 0 4 0 4 0 4 0 4
TZP igeren 23 118 75 66 15 126 8 133
TZP’siz 3 13 11 5 3 13 1 15
P degeri 1.000* 0.752* 0.828* 0.965*
Antifungal
Kullanim
yok 7 48 22 33 4 51 2 53
Tek 8 57 43 22 9 56 4 61
Iki ve iizeri 11 30 21 20 5 36 3 38
P degeri 0.098 0.016 0.935* 0.716*
Notrofil diizeyi
<100/mm® 17 74 59 32 10 81 8 83
>100/mm® 9 61 27 43 8 62 1 69
P degeri 0.319 0.001 0.930 0.044**
Tedavi tipi
Remisyon indiiksiyon 6 39 31 14 6 39 4 41
konsolidasyon 6 53 35 24 8 51 2 57
Relaps rezistan 11 18 14 15 3 26 3 26
OKHN-AKHN 2 10 2 10 0 12 0 12
Kemoterapi almayan 1 15 4 12 1 15 0 16
P degeri 0.256* 0.323* 1.000* 0.752
Serum miktari
<500 pl 23 43 4 62 1 65
>500 pl 63 32 14 81 8 87
P degeri 0.000 0.086 0.083**
*Kolmogorov Smirnov testi, ** Fisher’s exact test
EORTC’ye gore simflandirilan grupta da hastalarin  aldiklart  antifungal,

antibakteriyel tedavi, kemoterapi rejimi, notrofil diizeyleri ve molekiiler yontemlerde

kullanilan serum miktarinin yontemler {izerine etkisi degerlendirilmistir (Tablo 4.11).
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EORTC’ye gore siniflandirilan grupta da serum miktari ile real-time PCR
testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.05).

Antibakteriyel kullanimi, antifungal kullanimi, altta yatan hastalik, tedavi
sirasinda kullanilan kemoterapi rejiminin de bu grupta real time PCR, in house PCR,
geleneksel PCR ve GM antijen testi iizerine etkinligi degerlendirilmis, istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamamaistir (p>0.05).

4.9. Kamitlanmis ve Yiiksek Olasihkh IA grubunda GM, real time PCR ve
YRBT’de Pozitiflesme Zamanlarimin Karsilastirilmasi

Kanitlanmis IA olgumuzda GM antijen testi YRBT ve Paranazal siniis BT den 12

giin once pozitif sonu¢ vermis, serumda PCR pozitifligi ise GM ve gorlintiileme

yontemlerinden 30 giin 6nce saptanmistir.

Yiiksek olasilikl IA’lu bir hastada ise PCR pozitifligi YRBT den 23 giin 6nce, GM

antijen testinden ise 38 giin Odnce gorilmiistiir.



Tablo 4.11. EORTC’ye gore siniflandirilan grupta hasta 6zelliklerinin ve kullanilan

serum miktarinin yontemler iizerine etkisinin degerlendirilmesi

Galaktomannan Real time PCR  inhouse PCR  Geleneksel PCR
+ - + - + - + -
Tam
AML 8 31 26 13 5 34 4 35
ALL 3 10 9 4 1 12 0 13
HL 2 4 4 2 0 6 1 5
digerleri 5 15 12 8 3 17 2 18
p degeri 0.910 0.946 0.737 0.610
Antibakteriyel
kullanim
kullanmayan 0 0 0 0 0 0 0 0
TZP igeren 15 52 44 23 9 58 6 61
TZP igermeyen 3 8 7 4 0 11 1 10
p degeri 0.722 0.895 0.196 0.988
Antifungal
Kullanim
yok 0 6 5 1 0 6 1 5
Tek 7 33 28 12 5 35 3 27
Iki ve {izeri 11 21 18 14 4 28 3 29
p degeri 0.091 0.300 0.634 0.761
Notrofil diizeyi
<100/mm? 12 35 34 13 6 41 6 41
>100/mm? 6 25 17 14 3 28 1 30
p degeri 0.526 0.112 0.676 0.149
Tedavi tipi
Remisyon indiiksiyon 5 21 19 7 4 22 3 23
konsolidasyon 4 23 18 9 2 25 2 25
Relaps rezistan 8 9 12 5 2 15 2 15
OKHN-AKHN 1 2 1 2 0 3 0 3
Kemoterapi almayan 0 5 1 4 1 4 0 5
p degeri 0.077 0.146 0.814 0.871
Serum miktari
<500 pl 14 14 2 26 1 27
>500 pl 37 13 7 43 6 44
p degeri 0.033 0.363 0.212
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5.TARTISMA

Son yillarda 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda Aspergillus
tirlerinin etken oldugu enfeksiyonlar basta olmak tizere hayati tehdit eden invaziv
fungal enfeksiyonlarin insidansinda artis goriillmektedir.

Hematolojik maligniteli hastalara uygulanan yogun kemoterapi rejimleri ve
kok hiicre transplantasyonunu takiben uygulanan immiinsiipresif tedaviler bu hasta
grubunu invaziv fungal enfeksiyonlar i¢in riskli hale getirmektedir. Ancak en yiiksek
risk tagiyan grup yogun kemoterapi sonrasi uzun siireli notropenisi olan hastalardir.
Bu hasta grubunda mantar enfeksiyonlarinin 6zellikle de kiif mantarlarinin goriilme
sikligr artmaktadir. Bu hasta grubunda invaziv mantar enfeksiyonlarinin siklikla
goriilen etkenleri Aspergillus tiirleridir [4, 13].

Notropenik hastalardaki atesin siklikla nedeni bakteriyel enfeksiyonlar ve
kullanilan ilaglar olmakla beraber, bu hastalarin yaklasik %5-10"unda etken mantar
enfeksiyonlaridir [92]. Invaziv Aspergillus enfeksiyonlarinin 6zgiil klinik belirtileri
bulunmadigindan olgular genellikle ge¢ tanimlanirlar ve hizla ilerleme gosterirler.
Bazi olgularda tani ancak postmortem yapilabilmektedir. Dolayisiyla hastalarin
prognozu olumsuz yonde etkilenmekte, uzun yatis siireleri, yliksek maliyetli tedaviler
ve %380’leri asan mortaliteyle sonuglanmaktadir.

Invaziv fungal enfeksiyonlarin kesin tanisinda dokudaki mantarmn mikroskobi
ve kiiltiir ile izolasyonu halen altin standart tan1 yontemi olma degerini korumaktadir.
Ancak ¢ogunlukla genel durumu bozuk, trombositopenisi olan hastalarda biyopsi ve
BAL gibi Orneklerin alinmasi invaziv islemler gerektirdiginden nadiren
uygulanabilmektedir. Kan, balgam, siirlintii gibi klinik 6rneklerin kiiltiirlerinin
duyarliligmin diisiikliigii ve sonuglarin alinmasi i¢in gecen siire dezavantajlaridir
[87].

Goriintilleme yontemlerinden yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarlt tomografi
(YRBT)’de halo belirtisi veya makronodiil gibi erken patolojik bulgular saptanabilir.
Bu bulgular uzamis nétropenisi olan riskli hasta grubunda invaziv aspergillozu (1A)
desteklemekle birlikte sadece 1A’a dzgiil degildirler [85].

Klinik ve radyolojik bulgularin 6zgiil olmamasi, kiiltir ve mikroskobi gibi
geleneksel yontemlerin duyarliliginin diisiik olmasi yiiksek mortalite oranlar1 ile

seyreden 1A’un erken tanisinda yasanan 6nemli sorunlardir. Bu nedenle 6rnek almak
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icin invaziv prosediir gerektirmeyen, duyarliligi ve 6zgilliigii yliksek, hastaligi erken
donemde saptayabilecek hizli tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla
son yillarda Aspergillus antijenlerinin ya da DNA’sinin saptanmasina yonelik
serolojik ve molekiiler tan1 yontemlerine olan ilgi artmustir [35, 60].

Galaktomannan (GM), IA’lu hastalarda Aspergillus tiirlerinin {iremesi
sirasinda dolagima salinan bir hiicre duvar polisakkaritidir. Hastalarin Serum ve diger
viicut sivilarinda ELISA, lateks agliitinasyon, RIA gibi yontemler ile
saptanabilmektedir.  Yapilan ¢alismalarda nétropenik  hastalardaki  IA’un
saptanmasinda hastalardan ardisik sekilde alinan orneklerde GM antijen testinin
yararli oldugu gosterilmistir [93].

Bizim c¢alismamizda, EORTC’ye gore smiflandirilan olgularin tiimiinde
(kamitlanmus 1A, yiiksek olasilikli IA ve diisiik olasilikli IA) GM antijen testi igin
duyarlilik %23.07, 6zgiilliik %100, PPD %100, NPD %32.58 ve dogruluk %43.92
olarak saptanmistir. Sonuglarimiz benzer ¢alismalarla uyumlu olmakla birlikte GM
antijen testinin duyarhiligindaki diisiikliik dikkat ¢ekicidir. Buna neden olarak asagida
siralanan olasiliklar diisiintilmiistiir.

GM salinim kinetiginin degisken olmasi nedeniyle, diizenli olarak ardisik
serum Ornegi alinamayan hastalarda GM pozitifligi saptanamamis olabilir [67].

Serum anti Aspergillus antikorlarinin GM antijeni ile baglanarak yalanci
negatiflige yol agabilecegi bildirilmistir. Hedeflenen riskli popiilasyonda Aspergillus
ile 6nceden karsilagsma ve antikor gelisimi sézkonusu olabilir [63].

Antifungal proflaksi ve/veya tedavinin GM salinimini azaltabilecegi ¢esitli
yayinlarda bildirilmistir. Cogunlugunu antifungal kullanan hastalarin olusturdugu
caligsma grubumuzda GM negatifliginin nedeni antifungal kullanim1 olabilir [94].

Calisma grubumuzdaki kanitlanmis ve yiiksek olasilikli IA’lu hasta sayisinin
azlig1 da saptadigimiz duyarlilikta etken olabilir. Ciinkii bu hasta grubunda genellikle
daha yiiksek duyarlilik oranlar elde edilmektedir.

FDA verilerine gore GM antijen testinin duyarlilifi %80.7, 6zgulligi %89.2
dir. Bununla birlikte farkli merkezlere gore duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla %33-100
ve %65-100 arasinda degismektedir. Duyarliliktaki ve ozgiilliikkteki bu farkliligin

hastanin klinigine, antifungal tedavi alimina, Ornek sayisina, tipine, Ornegin
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enfeksiyonun hangi zamaninda alindigina, kabul edilen esik degerlerine gore
degisebilecegi bildirilmistir [61, 95].

Tanriover ve arkadaslarinin, hematolojik malignitesi olan 45 hastada GM
diizeylerini inceledikleri bir galismada, ‘European Organisation for Research on
Treatment of Cancer-Mycoses Study Group’ (EORTC-MSG) kriterlerine gore bir
kanitlanmis ve dort yiiksek olasilikli IA tanisi alan hasta yer almaktaydi. Bu
caligmada esik degeri 0.5 olarak kabul edildiginde duyarlilik %60, 6zgiillik %21
bulunmus ve testin bir¢ok faktorden etkilenebilecegi, her merkezin kendi durumuna
gore testin yararliligini degerlendirmesi gerektigi belirtilmistir [96].

Leeflang ve arkadaslarinin 30 ¢alismanin incelendigi bir meta-analizinde, esik
degerinin 0.5 olarak belirlendigi yedi ¢alismada (901 hasta), duyarlilik %78 ve
ozgiilliik %81 bulunmustur [97]. Tanridver ve arkadaslar tarafindan, IA siiphesi olan
87 hastanin incelendigi bir baska c¢alismada, hastalarin 57’si (ii¢ti kesin, 33’1 yiiksek
olasilikli ve 21°i diisiik olasiliklr) IA tanisi almis, GM antijen testi i¢in esik deger 0.5
olarak kabul edilmistir. Bu durumda duyarlilik %38, 6zgiillik %95, PPD %95 ve
NPD %44 olarak bulunmustur [98]. GM testinin tanisal degerinin arastirildigi
Pfeiffer ve arkadaglarinin 27 ¢alismayi iceren metaanalizinde, kanitlanmis ve yiiksek
olasilikli IA’da duyarliligin %61, ozgiilliigiin ise %93 oldugu belirlenmistir.
Prospektif bir calismada GM testinin duyarliligi ve ozgilligi sirastyla %33.3,
%98.6 oldugu bildirilmistir [68, 99]. Herbrecht ve arkadasglar1 hematolojik
maligniteli hastalarla yaptiklari 31°i kanitlanms, 67’si yiiksek olasilikli ve 55°i de
diisiik olasilikli olarak siniflandirilmis hasta grubunda GM antijen testi duyarliliklar
gruplara gore sirasiyla % 64.5, %16.4, %25 olarak bildirilmistir. Delibalta ve
arkadaglarimin yaptiklari ¢alismada duyarlilik %43, 6zgiilliik % 55, NPD %94 olarak
saptanmigtir [100, 101].

Calismamizda GM antijen test performansi {izerine antifungal kullanimi,
antibakteriyel kullanimi, nétropeni diizeyi, altta yatan hastalik ve kemoterapi
rejimlerinin etkileri de degerlendirilmistir. Hasta grubumuzda tek veya iki ve lizeri
antifungal (kombine veya ardigik) kullanimi ile GM antijen testi arasinda ya da
antifungal kullanan ve kullanmayan grup arasinda GM testi duyarliligi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamaistir (p>0.05). Bu nedenle antifungallerin

GM testine etkinligini degerlendirecek daha ileri calismalar gerektigi diisiiniilmiistiir.
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Mc Culloch ve arkadaslarinin 2012°de yaptiklar1 deneysel calismada, 1A
olusturulmus ve antifungal tedavi uygulanan ratlarda GM ve kantitatif PCR’m [A’u
saptamasi arastirilmistir. Amfoterisin B ve kaspofungin uygulanan ratlarda GM
saptanmasinda  gecikme olmazken, Posakonazol uygulananlarda gecikme
saptanmugtir. Ozellikle fungistatik etkili antifungallerin ydntemleri negatif ydnde
etkiledigi ve sonuglarin antifungal kullanim1 dikkate alinarak yorumlanmasi gerektigi
vurgulanmustir [102].

Marr ve arkadaglar1 ise serum Orneklemesinden onceki onbes giin i¢inde
itrakonazol, vorikonazol veya amfoterisin B gibi antifungal kullanan hastalarda,
antifungal kullanmayanlara gore testin duyarliliginin anlaml sekilde diisiik oldugunu
bildirmislerdir [94]. Sonug olarak antifungal kullaniminin GM testi {izerine etkisi ile
ilgili farkli sonuglar bildirilmekle birlikte, teorik olarak antifungal ilaglarin testi
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bizim calismamizla benzer sekilde Luong ve
arkadaglarinin BAL o6rnekleri ile yaptiklart ¢aligmada antifungal kullaniminin GM
antijen testi tizerine etkisi olmadigini bildirmislerdir [103]. Nyugen ve arkadaslari
BAL oOrneklerinde GM antijen testi ile antifungal kullanimini degerlendirdikleri
calisgmada 3 gilinden daha kisa siireli antifungal kullaniminin GM testini
performansini etkilemedigini bildirmislerdir [104].

Antibakteriyel ~ kullanimi1  o6zellikle  piperasilin-tazobaktam  (TZP),
ampisilin/sulbaktam, amoksisilin/klavulonat gibi mantarlardan elde edilen
antibakteriyeller yanlis pozitifligin en 6nemli nedenleri arasinda gosterilmektedir
[66]. Bununla birlikte ¢alismamizda TZP igeren veya icermeyen antibakteriyel
kullanimi1 arasinda GM testi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p>0.05).

Aubry ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada farkli hematolojik maligniteler
nedeniyle izlenen hastalarda TZP uygulamasi ile GM yanlis pozitifligi arasinda
belirgin bir iligki bulunmustur. Hastalarin %90’inda 3 giin i¢ginde GM odlgiilebilir
diizeye ulasirken, ortalama GM indeksi 3.65 olarak saptanmistir [105]. Gerlinger ve
arkadaglarinin 2012°de yaptiklar1 calismada TZP’ye bagli GM yalanci pozitif
sonuglarin iireticilere baglh oldugu ve TZP flakonlarmin tedavi 6ncesi GM degerleri
acisindan test edilmesi gerekliligi vurgulanmistir [66]. Calismamizla benzer sekilde

Mikulska ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise hematopoietik kok hiicre
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transplantasyonu  yapilmis hastalardan elde edilen 2223 serum O&rnegi
degerlendirilmis, TZP kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda GM testi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir. Rastgele secilen TZP siselerinde de
GM pozitifligi saptanmamustir [106].

Calismamiz notropeni derinliginin GM test performansi iizerine etkisi
acisindan degerlendirildiginde; nétrofil sayist 100/mm3’tin altinda olan hastalarda
GM pozitifligi sayisal olarak fazla olmakla birlikte notropeni diizeyi ile GM
pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).

Cordonnier ve arkadaglar1 tarafindan hematoloji hastalarinda antijen diizeyi
ile nétropeni siddeti arasinda anlamli bir iliski oldugu gosterilmistir; notrofil sayisi
<100 olan hastalarda nétrofil sayis1 daha yiiksek olan hastalara gére anlamli sekilde
yiiksek GM seviyeleri tespit edilmistir [107]. Delibalta ve arkadaglarinin yaptigi
calismada da notropeni diizeyi ile GM pozitifligi arasinda anlamli iligki bulunmustur
[101].

Calismamiz altta yatan hastalik acisindan degerlendirildiginde; AML
hastalarinmn 11°inde (%42.3) GM antijeni pozitif olarak saptanmustir. IA gelisimi icin
risk faktorlerinin degerlendirildigi ¢alismalarda hematolojik maligniteler arasinda
AML diger malignitelere gore IA gelisimi acisindan daha yiiksek riskli olarak
bildirilmektedir. Sayisal olarak calismamizda AML’li hastalardaki GM pozitifligi
fazla olarak saptansa da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05) [22].

Alinan yogun kemoterapi tedavilerinin de IA gelisimi igin risk olusturdugu
bildirilmektedir. Kemoterapi rejimlerinden &zellikle hasta tani aldiktan sonra
uygulanan remisyon indiiksiyon tedavisi doneminde diger protokollere gore daha
fazla oranda IA gelisim oranlar1 bildirilmistir [22].

Calisma grubumuzda GM pozitifligi ile kemoterapi rejimi arasindaki iliski
degerlendirildiginde relaps-rezistan tedavi gorenlerde pozitiflik oransal olarak daha
fazla goriilmiistiir. Calismamizda uygulanan kemoterapi rejimlerinin GM antijen testi
tizerine etkisi istatistiksel olarak saptanmamugtir (p>0.05).

Calisgmamizda GM testi performans: tiizerine antibakteriyel kullanimi,
kemoterapi rejimleri, altta yatan hastalik etkisi ile ilgili istatistiksel olarak anlaml
etki saptanmamis olmakla birlikte benzer caligmalarla birlikte degerlendirildiginde

bu faktorlerin test iizerine etkisinin arastirilmasina yonelik ileri ¢alismalara ihtiyag
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oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle GM test sonuc¢larinin degerlendirilmesinde bu
ve benzeri bir¢ok faktdriin gozoniinde bulundurulmasi yararl olacaktir.

Nétropenik atesin erken déneminde ve YRBT ile yapilan goriintiilemede 1A u
akla getiren halo isareti, hava hilal belirtisi vb goriilebilir. Ancak bu patolojik
goriintiilerin invaziv aspergilloza 6zglil olmadigi unutulmamalidir. Greene ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmis genis kapsamli ¢alismada hematolojik malignitesi
olan ve AKHN yapilmis hastalarin ¢ogunda halo isareti ve/veya makronodiil varlig
gosterilmistir [84]. Maertens ve arkadaslart GM’nin YRBT ile birlikte kullaniminin
yararini arastirmislar ve klinisyene antifungal tedaviye baslama kararinda yol
gosterici  olabilecegini  bildirmislerdir. Epizodlarin  %7’sinde invaziv fungal
enfeksiyon gelismedigi halde antifungal tedavi baslandigini bu c¢aligmada
gostermiglerdir [60]. Calismamizda YRBT ve GM ‘nin birlikte kullanilmasiyla
duyarlilik oranlarinin artacagi goriilmiistiir (sadece YRBT %45, GM ile birlikte
%68). Cesitli calismalarda GM ile YRBT ‘nin beraber kullaniminin YRBT nin tek
basima kullanilmasina goére daha iyi duyarliik ve dogruluk oranlar1 sagladig
bildirilmistir [60, 108].

Invaziv aspergilloz tamsindaki giicliikler molekiiler tan1 ydntemlerini
giindeme getirmis ve farkli PCR tekniklerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Buna ragmen halen standardize edilmis ve EORTC tani kriterlerine dahil edilmis bir
molekiiler yontem bulunmamaktadir.

Melchers ve arkadaslar1 ¢ok kopya sayili 18S rRNA genini kodlayan
primerleri kullanarak bagisikligi baskilanmis hastalarda Aspergillus tiirlerine ait
DNA’nin gosterilmesinde PCR yontemini aciklamiglardir. Daha sonra ¢ogu PCR
deneyinde hedef olarak bu gen se¢ilmistir [109]. Calismamizda kullandigimiz 2 real-
time PCR testinde de 18S rRNA gen bolgesi hedeflenmistir.

PCR’ nin kullanimini degerlendiren ¢aligsmalarda 6rnek tipi (serum, BAL, tam
kan), ekstraksiyon protokolii (enzimatik, mekanik, otomatize, ticari kit vb),
amplifikasyon sistemi (nested, geleneksel), protokol (gercek zamanli, kantitatif ve
geleneksel), hedeflenen gen bolgesi ( 18S rRNA, 28S rRNA vb) ya da pimer se¢imi
(Aspergillus ya da tiim kiiflere 6zgiil, panfungal) gibi ¢ok sayida faktorde biiyiik
cesitlilik gozlenmektedir [81].
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Kan ve 6zellikle fungal DNA’nin serbest olarak dolastig1 serum 6rneklerinin
kullanilmasi,  gerektiginde  girisimsel bir isleme ihtiyag  duyulmadan
alinabileceginden en kolay ulasilabilir 6rnek olarak degerlendirilmektedir. Martinez
ve arkadaslarinin tam kan ve serum 6rneklerini karsilastirdigi ¢alismasinda iki 6rnek
arasinda duyarlilik farki olmadigi belirtilmistir. Tam kan 6rneklerini ekstraksiyon
asamasinda EDTA ile muamele etmek gerektigi ve bunun da PCR reaksiyonlarindaki
inhibitdr etkisi olabildigi vurgulanmistir. BAL 1 kan 6rneklerine gore IA’un erken
tanisinda yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugu bazi yayinlarda bildirilse de,
hava kaynakli sporlarin inhalasyonu ve akcigerde kolonizasyonu gibi nedenlerle
BAL ve balgam 6rneklerinde yanlis pozitif PCR sonuglari da goriilebilmektedir [76,
81].

Calismamizda kullandigimiz Mycassay Aspergillus PCR kiti serum ornekleri
icin standardize edilmis ticari bir kittir ve Eyliil 2010’dan itibaren kullanilmakta olup
Avrupa’ya uygunluk (CE) onayr almistir. Mycassay Aspergillus PCR testinin
duyarliligt EORTC’ye gore smiflandirilan grupta % 65.38, ozgiilligi ise %100
olarak bulunmustur. Bunun yaninda Primer Design firmasi tarafindan in-house
olarak hazirlanmis real-time PCR testinde beklenen performans elde edilememistir.
In house real-time PCR mixi ile ilk ¢alismalarda istenilen sonuglar elde edildigi
halde, kit igerigi iiretici firmanin onerileri dogrultusunda uygun saklama kosullarina
uyulmasina ragmen, sonraki c¢aligmalarda ayni performansi gdsterememistir. PCR
mixinin standardizasyonunda sorun olabilecegi, zamanla mix i¢indeki enzim
aktivasyonunun azaldig1 tahmin edilmektedir.

Gelencksel PCR asamasinda ise ilk uygulamalarda termal siklus sartlarinin
olusturulmasiyla ilgili sorunlar yasanmis olup farkli denemelerle optimizasyon
saglanmaya calisilmistir. Amplifikasyon sartlar1 ve PCR reaksiyon karigimi
iceriginde degisiklikler yapilarak yontem tekrarlanmistir. Fakat beklenen sonuglar
elde edilemememistir.

Geleneksel PCR’1mn real-time PCR’a gore daha ucuz olmasi, cihaz ve kit
bagimliligi gerektirmemesi gibi avantajlar1 yaninda kontaminasyon riskinin
yiiksekligi, emek yogun olmasi, daha uzun zamanda sonug¢lanmasi, saglikli
kantitasyon yapilamamasi, analitik 6zgilliigiiniin diisiikliigii ve ¢ok sayida hasta

Oorneginin ayn1 anda caligilamamasi Onemli dezavantajlaridir. Bu yonden
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degerlendirildiginde standardize edilmis bir real-time PCR yOnteminin rutin
laboratuvar uygulamalarinda tant amaglhi kullanim i¢in daha uygun olacagi
diisiincesindeyiz.

Bu giine kadar yayinlanan ¢alismalarda farkli o6rnek tipleri i¢in farkli
duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar1 bildirilmistir. Mengoli ve arkadaglarinin 2009 yilinda
16 calismay1 iceren metaanalizlerinde IA agisindan yiiksek risk altindaki 1618
hastadan 10000 kan, serum veya plazma 6rnegi degerlendirilmistir. Tek pozitif PCR
sonucu i¢in duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlar1 %88 ve %75 olarak, 2 ve ilizeri pozitif
PCR sonucunda ise %75 ve %87 olarak bildirilmistir.[110] Reinwald ve
arkadaslarinin ¢calismasinda 29 kanitlanmis ve yiiksek olasilikli hastada BAL PCR’1n
duyarlilig1 %59, 6zgilliigi ise % 87 olarak bildirilmistir [111].

Hebart ve arkadaslari febril ndtropenik hematolojik maligniteli veya KIT
hastalarinda yaptiklari ¢alismada panfungal primerler kullanarak prospektif 92
epizod degerlendirmisler. Bu epizodlarin 48’i yiiksek olasilikli ve kamitlanmis 1A
olan hastalardan olusmaktaydi. In house PCR’m duyarlilik ve dzgiilliigiinii sirasiyla
%100 ve %73 olarak bildirmislerdir [112]. Halliday ve arkadaslar1 febril ndtropenik
epizodlari olan hematolojik maligniteli ve kemik iligi tranplantasyonu yapilmis
hastalarda prospektif olarak kan orneklerinde nested PCR uyguladiklar1 ¢alismada
kamtlanmis ve yiiksek olasilikli IA grubunda %100 duyarhilik, %75 ézgiilliik oranlari
bildirmislerdir [113].

White ve arkadaslarinin serum 6rneklerinde ticari Aspergillus PCR yontemi
(Mycassay Aspergillus PCR ) ve in house real-time PCR yontemini karsilastirdiklari
calismada Mycassay Aspergillus PCR’in duyarliligi %70, 6zgilligi %90.5 iken in
house PCR’mn ozgiilliigii %80, duyarliligi %100 olarak bildirilmistir [114]. Torelli
ve arkadaglarinin BAL 6rneklerinde GM ve real-time PCR (Mycassay Aspergillus
PCR) ve in house PCR’1 degerlendirdikleri calismada kanitlanmig ve yiiksek
olasilikli hastalarda real-time PCR’in duyarliligi %94, ozgilligii %98 olarak
bulunmustur [115].

Loeffler ve arkadaglarinin ¢alismasinda 68 kan kiiltiir 6rneginin higbirinde
Aspergillus fumigatus saptanmazken, PCR ile 68 ornekten 17°sinde (%25)
Aspergillus DNA” s1 tespit edilmistir. Millon ve arkadaslarinin serum orneklerinde

mitokondriyal ve ribozomal DNA bolgelerini hedef alan ve real-time PCR ydntemi
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uyguladiklart ¢alismada duyarlilik %57, 6zgillik ise %94 olarak bildirilmistir [74,
116]. Mahallawy’nin yiiksek riskli pediatrik hastalarda 91 febril nétropenik epizod
degerlendirilerek ve panfungal primerler kullandiklar1 ¢alismada %75 duyarhilik ve
%92 0zgiillik oranlar1 bildirilmistir [117]. Doksanbir epizodun 42’si yiiksek
olasilikli ve kanitlanmis epizotlardan olusmaktaydi. Calismadaki hasta grubunun
cogunlukla yiiksek olasilikli ve kanitlanmis IA’lu hastalardan olusmasi saptananan
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliigiin nedeni olabilir.

Invaziv aspergillozda sporlar inhale edildikten sonra akciger alveollerinde
birikmekte ve hif formu gelismektedir. Fungal DNA (sporlar ve/veya hifler) bu
evrede dolagima salinabilmektedir. Aspergillus’un kandan i¢ organlara yayilimi
klinik belirtilerin baglamasindan ¢ok 6nce gelisebilir. Akut I6semili veya hematolojik
kok hiicre nakli yapilan hastalarin  prospektif caligmalari sonucunda klinik
belirtilerden yaklasik bes giin 6nce, PCR en erken invaziv fungal enfeksiyon
belirleyicisi olarak degerlendirilmistir [112]. Calismamizda kanitlanmis IA olan bir
hastada PCR pozitifligi GM pozitiflesmeden 30 giin énce, YRBT den ise 12 giin
once saptanmustir. Yiiksek olasilikli IA olan bagka bir hastada ise PCR pozitifligi
GM antijen testinden 38 giin dnce, YRBT den 23 giin 6nce saptanmistir. Seri real-
time PCR, GM ve YRBT’yi beraber degerlendirdikleri ¢alismada Cuenca Esterella
ve arkadaslar1 kanitlanmis IA’ lu hastalarinda GM pozitifliginden 65 giin 6nce,
YRBT’ den ise 67 giin 6nce PCR pozitifligi bildirmislerdir [118].

Mevecut kiiltiir dig1 tam ydntemlerinin higbirisinin IA’lu hastalar icin yeterli
duyarliliga sahip olmamalarindan ve her testin enfeksiyonun farkli zamanlarinda
pozitiflesmesinden dolayr testlerin birarada kullanilmasinin performanslarini
arttiracagi diigiincesi kabul gormiistiir. GM ve PCR testlerinin birlikte duyarliliginin
karsilastirildigi  caligmalarda farkli oranlarda duyarhiliklar  bildirilmektedir.
Calismamizda da GM antijen testi ve real-time PCR (Mycassay Aspergillus PCR)
testinin birlikte kullanimi ile duyarliligin %73’e yiikseldigi gortilmiistiir.

Millon ve arkadaslar1 GM pozitif olan serum Orneklerine real-time PCR
uyguladiklarinda duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarinda artis oldugunu bildirmislerdir
[119]. Reinwald ve arkadaslart BAL orneklerinde GM ve PCR’1 degerlendirdikleri
calismada GM ve PCR’mn birlikte kullanimiyla duyarlilik %83’e¢ NPD %89’a
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yiikkselmistir. Buna benzer calismalarda GM ve PCR testinin birlikte kullanimi
onerilmektedir [120].

IA’lu hastalarda Aspergillus DNA’sin1 saptamaya yonelik yapilan real-time
PCR testi iizerine antifungal kullanimi, nétropeni diizeyi, altta yatan hastalik ve
uygulanan kemoterapi rejimlerinin etkisi de bu ¢alismada degerlendirilmistir.

Antifungal tedavi ekstraksiyon iizerinde etki yapmasa da PCR’nin saptadigi
tespit limitini diisiirerek negatif PCR sonucuna yol acabilecegi, etkili bir ekstraksiyon
yonteminin ve daha fazla miktarda Ornek kullanilmasinin antifungal etkiyi
engelleyebilecegi belirtilmistir [80].

Calismamizda ise antifungal kullanan grupta real-time PCR yontemiyle
pozitiflik arasindaki iligski degerlendirildiginde tek antifungal kullananlarda daha
fazla pozitiflik orami goriilmiis, ardisik veya kombine iki ve flizeri antifungal
kullaniminda yontemin duyarliliginda azalma oransal olarak gortilmistiir. Antifungal
kullanimi ile real-time PCR yoOntemi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmustir (p<0.05).

Reinwald ve arkadaslar1 BAL 0&rneklerinde PCR uygulanan hastalarda
antifungal kullaniminin PCR’na etkilerini degerlendirdikleri bir ¢alismada birden
fazla sayida antifungal kullanimiyla PCR duyarlilik oranlarinda azalma gorildigi
bildirilmistir. Mc Culloch ve arkadaslarmin yaptiklari deneysel calismada IA
olusturulmus ve antifungal tedavi uygulanan ratlarda GM ve kantitatif PCR’mn IA’u
saptamasi arastirtlmistir. Antifungal tedavinin PCR’mn duyarliligini anlamli sekilde
azalttigini bildirmislerdir [102,120].

Calismamizda <100/mm3 notrofil sayist olan grupta real-time PCR ve
geleneksel PCR yonteminin duyarlili§i daha yiiksek saptanmis ve istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Risk faktorlerinin degerlendirildigi bir calismada
<100/mm3 notrofil sayistnin HRCT’deki bulgularla iligkisi oldugu belirtilmektedir.
Notropeni diizeyinin PCR {izerine etkisinin arastirildigi calismaya rastlanmamaistir.

Antibakteriyel kullanimi, altta yatan hastalik, tedavi sirasinda kullanilan
kemoterapi rejiminin de PCR {izerine etkisi degerlendirilmistir. Bu agidan
uyguladigimiz testler degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark elde

edilememistir (p>0.05).
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Fungal yiikiin az oldugu 6rneklerde 6rnek hacmini arttirmanin ekstraksiyon
etkinligini arttiracag1 diisiiniilebilir. Bununla birlikte bu hasta grubu icin bu kadar
fazla hacimde kan 6rneklerinin elde edilmesinin zorlugu unutulmamalidir.

Bu verileri dikkate alarak c¢alismamizda kullanilan serum miktarinin PCR
tizerine etkinligi de arastirilmistir. Kit prospektiisiinde onerilen 500 pL’nin altindaki
serum Orneklerinde duyarlilik orami 500 pL {izerindekilere gore daha disiik
bulunmus olup, istatistiksel olarak belirgin fark saptanmistir (p<0.001). Suarez ve
arkadaglar1 da 100 pl ve 1000 pl hacimlerde serum orneklerinde real-time PCR
duyarliligimi degerlendirdikleri calismalarinda artan serum miktariyla PCR’in
duyarliliginin artacagini bildirmiglerdir [121].

2010°da Avrupa Aspergillus PCR Insiyatif Grubu (EAPCRI) Avrupa’daki
farkli merkezlerin kan 6rneklerindeki PCR sonuglarini1 ve performanslarini igeren bir
rapor yaymlamislardir. Bu rapora goére PCR’in amplifikasyon asamasindan
ekstraksiyonla ilgili ©neriler bulunmaktadir. Onerilerden en &nemli olam
calismamizdaki verilerle benzer olarak yiiksek 6rnek hacimleri kullanilmasidir. Kan
icin 3 ml’den fazla 6rnek kullanimi, negatif ve pozitif ekstraksiyon kontrolleri ile
internal kontrollerin kullanilmasi ve ekstraksiyon son asamasinda DNA eliisyon
hacminin 100 uL’den az olmasi 6nerilmistir [122].

GM antijen testi ve molekiiler yontemler ile yapilan ¢alismalarda elde edilen
sonuglar duyarlilik ve 6zgiillik agisindan farkliliklar gosterse de invaziv olmayan
tam yontemleri olarak erken tanida oldukga {imit vaad edicidir. Ozellikle A
acisindan yliksek riskli hasta gruplarinda bu testler i¢in daha yiiksek duyarlilik ve
ozgulliik oranlar bildirilmektedir. Erken tani ile etkili antifungal tedavi uygulamak,
kotli prognozu iyilestirerek, yiiksek mortaliteyi azaltmak amaciyla serolojik ve

molekiiler yontemlerin kullanimi gézoniinde bulundurulmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Immiin diiskiin konakta gelisen invaziv mantar enfeksiyonlarmin en énemli
etkenlerinden biri Aspergillus tiirleri olup, yiiksek riskli hematolojik maligniteli
hastalarda yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olmaktadir. Bu hastalarda erken
tan1 hayati Onem tasir ve tamida klinik bulgular, histopatolojik inceleme,
gorlintiileme yontemleri ile mikrobiyolojik testler birlikte degerlendirilmelidir.

Invaziv aspergilloz olgularinda erken tani konulmasinin giigliigii ve altin
standart olan kiiltiirde etkeni liretme asamasinda tani/tedaviye gec¢ kalinmasindan
hareketle ¢alismamizda serolojik ve molekiiler testleri degerlendirmeyi amacladik.

Galaktomannan (GM) antijen testi olduk¢a hizli sonuglanan invaziv olmayan
bir serolojik tan1 yontemi olmakla birlikte duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlar ile ilgili
farkli sonuclar bildirilmektedir. Bu testin hasta veya klinik ornekle ilgili bir¢cok
faktorden etkilenebilecegi bilinmektedir. Caligmamizda serolojik tani1 amaciyla GM
antijen testi kullanilmis olup duyarlilik ve negatif prediktif degerleri diisiik
saptanmistir. Bu diisiikliiglin nedeninin GM salimim kinetiginin degiskenligine,
antifungal proflaksi veya tedavi alan hastalarin grubumuzda fazla olmasina,
kanitlanmis veya yiiksek olasilikli IA olgularimizin azligina bagli olabilecegini
diistinmekteyiz. Bu faktorler g6z oOnilinde bulundurularak GM antijen testi
sonuclarinin  hastanin  klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilmesi gerektigi
kanaatine varilmistir.

Aspergillus DNA’smin tespitine yonelik molekiiler galigmalarda ise farkli
yontemler kullanilmaktadir. Calismamizda da kullandigimiz geleneksel PCR’mn
optimizasyon zorlugu, kontaminasyon riski, fazla emek gerektirmesi ve uzun
zamanda sonu¢ vermesi, diisiik duyarlilik ve 6zgiillik oranlari nedeniyle hizli tam
amagch kullanima uygun olmadig1 gortilmiistiir.

Real-time PCR ise hizli sonug veren, kapali sistemlerde ¢alisildigindan
kontaminasyon riski daha az olan, ¢ogalan DNA’y1 saptayan ve kantitasyon
yapilabilen bir yontemdir. Ancak real-time PCR yonteminin de standardizasyon
sorununun asilmasi gerekmektedir.

In house real-time PCR yontemiyle de kullanilan ornek tipi, primerler ve
hedeflenen gen bolgesi se¢imi gibi degiskenlere bagli olarak ¢esitli yaymlarda farkl

duyarlilik ve ozgiilliikk oranlar1 bildirilmistir. Calismamizda standardize real time
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PCR testi olan Mycassay Aspergillus PCR testi ile Primer design firmasi tarafindan
hazirlanmis in house real time PCR testine gore daha yiiksek duyarlilik ve 6zgiillik
oranlari elde edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz kiiltiir dis1 tam1 yontemleri tek basina invaziv
aspergilloz tanisi i¢in yeterli duyarlilik géstermemistir. Bununla birlikte yontemlerin
birlikte kullanilmasi ile duyarlilik oranlarinin arttigi goézlenmistir. Bu yaklagim
maliyeti arttirabilir ancak Ozellikle riskli hasta grubunda erken tani hayati onem
tasimaktadir. Hastalar, tanidaki gecikmeler veya yetersizlikler nedeniyle
kaybedildiginden, IA agisindan riskli hasta grubunda mevcut ydntemlerin birlikte
kullanimi 6nem kazanabilir. Her zaman ve her kosulda mikrobiyolog ve klinisyenin
isbirliginin 6nemi tekrar vurgulanmalidir.

Ayrica GM, PCR, radyoloji ve klinik bulgular birlikte degerlendirilirse etkin
ve dogru tanit ve tedavi yaklasimi agisindan umut verici sonuglar alinacaktir.
Dolayisiyla erken tani ile IA olmayan hastalarda maliyeti yiiksek ve toksik etkileri
fazla olan antifungal tedavinin gereksiz kullanim1 da engellenebilecektir.

Invaziv aspergillozda erken tamy1 ve preemptif tedaviyi yonlendirmek
amacityla GM ve standardize edilmis real time PCR testleri, Ozellikle birlikte
kullanildiklarinda, énemli bir yere sahip olacak gibi goriinmektedir. Bunun yaninda
molekiiler testlerin rutin kullanima girebilmesi i¢in bu testlerin duyarliliklarinin
arttirtlmasina ve iyi belirlenmis hasta gruplari ile daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag

oldugunu diisiinmekteyiz.
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