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I-GIRIS VE AMAC

Aspergillus’lar dogada yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir. Dogal
yasam ortamlar1 toprak, cliriimiis bitki ortiisii ve organik maddelerdir. Dogada
saprofit olarak yasarlar ve iirettikleri enzimler sayesinde organik maddelerin
ayristirilmasinda gorev alirlar (1,2). Aspergillus cinsi iginde patojen ve firsatci
patojen olan tiirler bulunmaktadir. Mikrobiyoloji laboratuarlarina gelen klinik
orneklerde, en sik izole edilen patojen tiirler basta Aspergillus fumigatus olmak
lizere A. flavus, A. niger ve A. terreus’ tur. Insanlarda ciddi invazif infeksiyonlara

neden olan en 6nemli tiir ise A. fumigatus’ tur (3).

Bitki, hayvan ve insanlarda patojen olabilen Aspergillus’ larin lireme hiz
ve kapasiteleri yiiksek olup havada en yiiksek yogunlukta bulunan hifli
mantarlardan birisidir (4). insanlarda, immiin sistemin durumuna gére degismekle
birlikte zararsiz bir kolonizasyondan, akut invaziv hastaliga kadar degisebilen

farkli klinik goriinlimde infeksiyonlara neden olabilmektedirler (1,2,5).

Immiin sistemi saglam bireylerde solunumla alian Aspergillus konidiyalari,
primer savunma mekanizmalar1 ile zararsiz hale getirilerek hastalik olugmasi
engellenmektedir. Ancak immiin sistemi baskilanmig hastalarda, primer savunma
mekanizmalarinin yetersiz kalmasi1 sonucu yiiksek mortalite ile sonuglanan

invaziv hastaliklara yol agabilmektedirler (1).

Son yillarda solid organ tiimorii ve hematolojik malignensi gibi yogun
kemoterapi gerektiren hastalara, modern immiinsiipressif tedavi protokollerinin
uygulanmasi, immiin sistemi baskilanmis hasta sayisinda artisa neden olmustur.
Bu da firsatc1 patojen olan Aspergillus tiirlerine ait infeksiyon sikligini
arttirmaktadir (5). Hava kaynakli firsat¢1 invaziv infeksiyonlara neden olan kiif

mantarlarinin basinda Aspergillus tiirleri gelmektedir (6).



Sitotoksik tedavi, uzun siireli kortikosteroid uygulamasi, uzamis
notropeniler gibi predispoze faktorler, invazif akciger aspergillozunun gelismesi
icin risk olusturabilmektedirler (3,7,8). iImmiin baskilanmis hastalarda, invazif
aspergilloz olasiligina karst ampirik veya profilaktik antifungal tedavi
uygulanmaktadir. Antifungal tedavilere ragmen, bu hastalarda invazif Aspergillus

infeksiyonlar1 gelisebilmektedir (9).

Amfoterisin B; Aspergillus infeksiyonlarin tedavisinde standart antifungal
ilag olarak kullanilmaktadir. Ancak bu tedaviye ragmen bahsedilen hasta
grubunda mortalitenin yiiksek seyretmesi, Aspergillus tiirlerinin antifungal ilaclara
kars1 direncini akla getirmektedir (10). Erken tani sonrasi etkene yonelik
antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi ve alternatif antifungal tedavi
protokollerinin  uygulanmasmin  hastalik  prognozunu  olumlu  yodnde

etkileyebilecegi diisiintilmektedir.

Normal acik havadaki mantar sporu sayist 10>-10°/m’ bulunurken, kapali
ortamlarda bu sayr 10° mantar sporu/m’’e ¢ikabilmektedir. A. fumigatus igin
normal agik havadaki ortalama spor sayis1 0.2-3.5 spor/m’, filtre edilmemis
havadaki spor sayisi ise 5.0 spor/m’® diir (11,12). Aspergillus tiirleri hastane

kaynakli salginlar yapabilmektedir.

Hava kaynakli firsat¢1 Aspergillus sporlarina maruziyet, riskli hastalarda
morbidite ve mortalitesi yliksek infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu nedenle
hastane ortamlarinda Aspergillus spor yogunlugunu arttiran etmenlerin bilinmesi

ve gerekli onlemlerin alinmasi gerekmektedir (12).

Bu ¢alismada Afyonkarahisar bdlgesindeki merkeze bagli dort hastanenin
on farkli biriminden toplanan hava Orneklerinden Aspergillus cinsi mantar
tiirlerinin aranmasi, izole edilen bu tiirlerin, standart mikrodiliisyon yonteminin
kullanilmasi ile antifungal duyarlilik profillerinin ¢ikarilmasi, ortam sicakligi ve
neminin Aspergillus cinsi mantarlarin {iremesine olan etkilerinin arastirilmasi

amaglanmstir.



II-GENEL BiLGILER

2. 1. TARIHCE VE SINIFLAMA

Aspergillus 'lar tim diinyada dogal ortamlarda bulunan yaklasik 200 tiirden
olusan bir genustur. Aspergillus’ lar ilk kez 1729 yilinda italyan papaz ve biyolog
Pietro Antonio Micheli tarafindan tanimlanmigtir. Mikroskop altinda bu
mantarlarin  gdriiniimii, kutsal su serpmeye yarayan aspergillumun seklini

andirdig1 i¢in bu genus’a Aspergillus ad1 verilmistir (13).

Aspergillus’larin primer olarak etken olduklar infeksiyonlar genel olarak 19.
ylizyilin ortalarindan itibaren bildirilmeye baslanmistir. 1945 yilinda Thom ve
Raper adli arastirmacilar bu tarihe kadar identifiye edilen Aspergillus tiir ve
variyetelerini “Aspergillus’larin el kitab1” adli bir kitapta toplamislardir. Daha
sonraki yillarda da toprak ve dogal ortamlardan bir¢cok Aspergillus tiirii izole

edilmistir (14).

Ik kiiltiir izolasyonlar1 1944 yilinda Culture Collection Unit, Northern
Utilization Research Branch laboratuarlarinda yapilmistir. Thom ve Raper, ilk kez
kendilerinin tarifledigi, hay (saman)-infiizyon agar iizerine, toprak ekimlerini
yaparak kiiltiir izolasyonlarin1 yapmislardir. Daha sonraki izolasyonlar ise agar
substratinin  lizerine kurgulanmig farkli besiyerlerinden ve farkli sicaklik

derecelerinde ki inkiibasyonlarla saglanmistir (14).

Thom ve Raper tarafindan Onerilen agar bazli besiyerini takiben, yeni
izolatlarin karsilastirilarak incelenmesi ve tanimlanan tiirlerin yeniden soylarina
ayrilmasinda, Czapek soliisyonu, high-sugar Czapek’s, malt extract, potato
dextrose, corn meal besiyerleri tanimlanmistir. Kiiltiirel karakteristikler ve detayl
morfolojik 6zellikleri olusturabilme o0zelligindeki Czapek soliisyonu ve malt

extract agar, tlir ve variyetelerin saptanmasinda kullanilmistir (14).



Thom ve Church, ilk defa 1926 yilinda bu genusu 69 tiir ve 11 grup olarak
simiflandirmiglardir. Raper ve Fennell 1945° te bu smiflamayr 80 tiir olarak
bildirmislerdir. Raper ve Fennell, 1965 yilinda ise ilk defa Aspergillus’lar1 18
gruba aymrarak 132 tir ve 18 wvaryeteyi tanimladiklart ilk taksonomiyi
yapmislardir. Daha sonraki yillarda sekonder metabolitlerin kromatografisi ve
deoksiriboniikleikasit (DNA) hibridizasyon gibi yeni tani metodlarinin

kullanilmasi ile tiirler saflastirilmistr (15).

Aym arastirmacilar 1977 yilinda ise Aspergillus’larin tanimlanmasina
yonelik ilk tant protokoliinii olusturmuslardir. Samson, 1979 yilinda bu
taksonomik tabloya 42 tiir ilavesi yapmistir (16). Gams ve Samson 1985’te de,
Raper ve Fennell’in tanimladigr Aspergillus tirlerini tiplendirerek, Aspergillus
telemorflarini olusturmuslardir. Bugiin bu cinsin kabul edilmis 180’ den fazla

tiiri ve 70 telemorfu bulunmaktadir (17).

Insanda ilk aspergilloz olgusu, 1842 yilinda tiiberkiiloz kavitesinde
aspergillom olan bir hastanin, balgaminda etkeni goren Bennett tarafindan
bildirilmistir (18). Immiin sistemi baskilanmis hastalarda goriilen invazif
aspergilloz ise ilk defa 1953 yilinda firsat¢i bir infeksiyon olarak tanimlanmistir
(18). Gairdner 1853’te plevra infeksiyonu, Virchow 1856°da bronsial ve pulmoner
aspergillozlu olgular bildirmislerdir (15).

Henrici 1939 yilinda Aspergillus’larin irettikleri toksinler ile injeksiyon
bolgesinde apse ve nekroza yol agabildiklerini bildirmistir. Cowley 1947 yilinda
nadirende olsa Aspergillus’lara bagl subkiitandz infeksiyon gelisebilecegini
bildirmistir (19). Aspergillus’lara bagli ilk mantar endokarditi 1945°de kronik
lenfositik 10semi’li bir hastanin postmortem otopsisinde saptanmistir (20).
Matthews ve Greevic 1959°da  Aspergillus’lara  bagli deri lezyonunu
bildirmislerdir (19). Oppe, ilk kez 1897’de sfenoid siniisii tutan beyin
aspergillozisini bildirmistir. Watjen, 1928’de, 1931°de ise Egas Moniz ve Loff,
beyin i¢indeki diger kraniyal siniislerinde aspergilloz hastalig1 i¢in primer kaynak

olabileceklerine dikkat ¢ekmislerdir (21).



Bakterilerde oldugu gibi Aspergillus’larda binominal sisteme gore iki
sozciik halinde adlandirilmaktadir. Ilk sézciik cins (genus) adi olup biiyiik harfle
baslar, ikinci sozciik ise tiir (species) adi olup kiiclik harflerle yazilir. Hem cins

hemde tiir adlar italik yazilmaktadir.

Aspergillus tiirleri; Ascomycota filumunda, FEuascomycetes smifinda,
Eurotiales takiminda, Trichocomaceae ailesinde Eurotium, Emericella,
Neosartoria gibi telemorfik (eseyli tireme) formlar1 ve Deuteromycota boliimiiniin
Hyphomycetes smifi, Moniliacea ailesinde yer alan anamorfik (eseysiz iireme)
formlar1 bulunmaktadir. Taksonomik diizenlemede Aspergillus’lar funguslar

aleminde siiflandirilmaktadir (22,23).

2.2. GENEL OZELLIKLER

2. 2. 1. Makroskobik Morfoloji

Mikoloji laboratuarlarinda Aspergillus cinsine ait tiirlerin tanimlanmasinda
genel olarak makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerden yararlanilmaktadir (2,4).
Aspergillus cinsi mantarlarin tiir tanimlanmasinda makroskobik 6zellikler oldukga
onemlidir. Olusturduklar1  kolonin rengi, biiylikligii ve termotoleransi
identifikasyonda yol gosterici olmakta ve tiirlerin tanimlanmasinda kolayliklar
saglamaktadir (24). Koloni yiizeyleri baslangigta beyaz olup bir siire sonra tiirlere
gore sar1, yesil, kahverengi veya siyah renge doniisiirler. Koloni tabani beyaz, sari

veya kahverengi olabilmektedir (25).

Genellikle kolonilerinin yiizeyi pudrali goriiniimdedir. Bununla birlikte
ornegin A. nidulans’sin bazi1 soylarinda koloninin arka yiizii zeytin yesili- mor
renkte veya A. versicolor’da oldugu gibi portakal rengi ile mor renk arasi
olabilmektedir (24). Patojen tiirlerin sporlanmasi genellikle 30-37°C’de 36-48 saat
inkiibasyonda olusurken, bazi tiirlerin sporlanmasi i¢in daha uzun siire
gerekmektedir. 4. fumigatus besiyerlerinde ¢ok hizli ireyebilmektedir.

Termotoleran 6zelligi ile 40°C’ nin iizerinde bile iireyebilmekte ve %0.1’den daha



az O, basinci gibi zor sartlara dayanabilmektedirler. Tablo-I’de baz1 Aspergillus

tiirlerine ait koloni morfolojileri verilmistir (2,26).

2. 2. 2. Mikroskobik Morfoloji

Mikroskobik morfoloji, genelde tiim tiirlerde ayni1 olmakla birlikte
bazilarinda tiire O6zgii olup, identifikasyon igin anahtar rolii oynamaktadir.
Aspergillus’lar hif ve konidiyalar1 yardimiyla seksliel ve aseksiiel lireme
gosterirler. Telemorfik {ireme fazini laboratuar ortaminda gostermek zor oldugu
icin Aspergillus’lar genelde aseksiiel lireme fazindaki anamorfik yapilarinin (hif
ve konidiya) 6zelliklerine gére tanimlanmaktadir (24).

Anamorfik tanimlama da 6nemli olan morfolojik yapilar sunlardir:

Hif (filamant6z uzantilar); duvarlari birbirine paralel, septali ve hiyalinlidir.

Konidiya (spor); aseksiiel evrede iliremeyi saglayan yapidir. Tek hiicreli,
bdlmesiz, yiizeyi diizglin, desenli, pirtikli, dikensi, seffaf yada renkli
olabilmektedir (27).

Konidiyofor; bir konidiyajen hiicre sistemi ve onu tasiyan hifden (gévde-
sap) olusan yapiya konidiyofor (fertil hif) denilmektedir. Rengi ve yiizeyinin diiz,
tirtikli olmast tiirden tiire farkliliklar gostermektedir (24).

Vezikiil; konidiyoforun {ist yarisindaki siskin boliim olup Aspergillus cinsi

icin tipik bir yapidir (24). Sekil-1’de Aspergillus’larin genel yapisi sematize
edilmistir.

Fiyalid; vezikiilii kismen veya tamamen Orten dar boyunlu sisecik bi¢ciminde
ki yapilardir. Vezikiile bitisik olan fiyalid’lerin tek sirali (uniseriate) veya ¢ift
siral1 (biseriate) dizilimleri, tiirden tiire degisiklik gostermektedir (24).

Sterigma; vezikiile bitisik ve konidiya olusumunu saglayan fiyalidlerdir.
Tek sira dizilimli yapilarda birincil sterigma (metula), ¢ift sira dizilimli yapilarda
ise ikincil sterigma konidiya olusumunu saglamaktadir. Sekil-2’de uniseriat ve
biseriate vezikiil sematize edilmistir (17).

Baz1 Aspergillus tiirlerinde Hiille hiicreleri, Siklerotya ve Ask keseleri gibi
0zel yapilara da rastlanmaktadir (24).



Tablo-I’de insanlar i¢in 6nemi olan Aspergillus tlrlerine ait mikroskobik

Ozellikler verilmistir.
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Tablo-1: Aspergillus tiirlerinde makroskobik (koloni rengi)
ve mikroskobik goriiniimler (2)

Tiirler Makroskobik Goriiniim Mikroskobik Goriiniim
(Koloni rengi)
Yiizey Taban Konidiyofor Fiyalid Vezikiil
A. fumigatus | Gri, mavi Bronzdan Kisa Uniseriate | Yuvarlak,
yesil beyaza (<300um), kolumnar
diiz, renksiz bas
veya yesil
A. flavus Sari-yesil Saridan Renksiz, Uniseriate | Yuvarlak,
kirmizi plirtizlii veya radiyal
kahverengiye Biseriate | bas
A. niger Siyah Beyazdan Uzun, diiz, Biseriate | Yuvarlak,
sartya renksiz veya radiyal
kahverengimsi bas
A. terreus Tar¢in, Beyazdan Kisa Biseriate | Yuvarlak,
kahverengine | kahverengine | (<300um),diiz, sik1
renksiz kolumnar
A. versicolor | Baslangigta | Beyazdan Uzun, diiz, Biseriate | Yuvarlak,
beyaz, sonra | sartya veya renksiz dagimik
sari1, bronz, kirmizi mor radiyal
soluk yesil bas
veya pembe

2. 2. 3. Hiicre Yapisi

2.2. 3. 1. Hiicre duvari

Mantar hiicresine seklini veren kuvvetli bir yapiya sahiptir. Bu yapi

mantarin dis c¢evre ile iliskisini saglamakta ve konak hiicreleri ile temasta rol
oynayan enzim ve antijenleri barindirmaktadir. Olduk¢a kat1 bir katman olan
hiicre duvari, migelyum ve konidiyayr fagositik hiicrelerin 6ldiiriicti etkisinden,
ultraviyole 1s1n1, enzimatik yikim, organik solventler, toksik kimyasallar ve
kuruluga kars1 korumaktadir. Yapisinda, polisakkaridler (yaklasik %80) daha
fazla olmak iizere protein (%5-15) ve lipidler (%3-10) bulunmaktadir. Bununla
beraber melanin, inorganik elementler, fosfatlar, aminopolisakkaridler de vardir
(28-30).
Hiicre  duvarinin  fibriler  6zelligini  kitin

olusturur.  Bunlar,

N-asetilglikozamin ve glikoz polimerlerinin B-(1,4) tarzinda birlesmesinden



meydana gelmis diiz zincirlerdir. Glikoz polimerlerinin dalli olmalar1 ve hiicre
duvarinin diger komponentleri ile ¢apraz baglar kurabilme yetenekleri, hiicre
duvariin kuvvetini ve saglamligini arttirmaktadir. Genel olarak kitin, polisakkarit
yapida olup biitliin mantarlarin duvar yapisinda bulunmaktadir. Duvarin dis
ylizeyi, antijenlerin ve aglutininlerin substratlara, konaga ve diger hiicrelere
adezyonunu ve birlesmesini saglayan bir alandir. Duvarin en i¢ tabakasi ise
polisakkaritler, kitin, kitin-glukan kompleksi ve selillozdan olugmaktadir. Duvarda
bulunan baslica polisakkaritler; B-(1-3) glukan, B-(1,6) baglantilar: ile dallanan
B-(1,3) glukan, kitin, kitin- B-(1,3) glukan, a-(1,3) glukan, galaktofuran ve
galaktomannandir (28-30).

Duvardaki proteinler, polisakkaritlere bagli ya da serbest halde bulunurlar.
Serbest olanlardan bazilar1 duvar sentezinde rol oynayan enzimlerdir. Duvar ile
sik1 baglantis1 olan asit fosfatazlar, hiicre biitlinliigiiniin bozuldugu durumlarda
ortama salinan enzimlerdir. Lipidler ise; glikozilseramid ve galaktozilseramidden
olusmaktadir. Bu lipidler normal gelisim siirecindeki esansiyel yapilar
olusturmaktadir (28,29). Septum; hiicre duvarinin i¢ kistmindan orijin alir ve igeri
dogru uzanarak kars1 cidara kadar devam eder. Yapisi, hiicre duvarinin yapisi ile
ayni Ozelligi gosterir. Septumun ortasinda delik (por) yer almaktadir.
Sitoplazmanin, bir kompartimandan digerine gegirmesine izin verirken, ¢ekirdegi

gecirmez (30).

2. 2. 3. 2. Sitoplazma membrani

Sitoplazma membrani, hiicre ve c¢evresi arasindaki iletisimi saglar.
Membrandan iyonlarin gegisi veya kimyasal gruplarin transferinde rol oynayan
ozmoenzimleri barindirmaktadir. Ayni zamanda biyosentezde de rol
oynamaktadir. Intrensik membran proteinleri olan proteaz, fosfolipaz C, protein G
veya fosfoinasitol, sinyal iletimi icin reseptdr gorevi istlenirler. Elektron
mikroskopik incelemelerde sitoplazmik membran 3 tabakadan yapilmistir ve {init
membran Ozelligi gostermektedir. Yapisinda, fosfolipid, protein ve steroller

(ergosterol) bulunur (30).



2. 2. 3. 3. Sitoplazma

Mantar hiicresi, Okaryotik hiicrelere benzer sitoplazma kompozisyonuna
sahiptir. Sitoplazmada bulunan endoplasmik retikulumun etrafi, ¢ift kat {init
membranla c¢evrilidir ve iizerinde ribozomlar bulunur. Protein sentezinde ve
madde tasinmasinda rolleri vardir (30). Vakuol yapilar i¢inde pigment ve amorf
maddeler bulunur ve hiicre duvarina yakin olarak yerlesim gosterirler. Sitoplazma
iginde, hiicre duvarinin sentezinde ve lizisinde etkinlikleri olan enzimleri,
inorganik elementleri, polisakkaridleri ve lipidleri iceren vezikiillerde
bulunmaktadir (30). Sitoplazma iginde hiicrenin enerji merkezi fonksiyonunu
istlenen ¢ok sayida mitokondriyum bulunmaktadir (30). Ayrica protein senteziyle
iligkili ¢ok sayida ribozom da bulunmaktadir. Bunlar, hiicre sitoplazmasinda
serbest veya endoplazmik retikulumlar iizerinde bulunurlar. Okaryotik 6zellik
gosteren mantar ribozomlar1 80S (Svedberg iinitesi) (40 S + 60 S) sedimentasyona

sahiptir (30).

Niikleuslar genellikle 2-3 um boyutlarinda olup normal 1s1k mikroskoplari
ile zor goriiniinrler. Cekirdegin etrafinda c¢ift katli ve delikli bir membran bulunur.
Her hiicrede bir tane ¢ekirdek olmasina karsin, cok genc ve ¢ok cabuk iireyen
hifalarda bazen birden fazla nukleusa rastlanabilir. Cekirdek i¢inde bulunan
kromozom, DNA yapisinda olup, birden fazla sayidadir. Kromozomun yapisi
Okaryotik ve prokaryotik hiicre kromozomlarima benzerlik gosterir. DNA daki
G + C oram1 % 35-65 arast olup tiirler arasinda bu sinirlar ig¢inde farklar
goriilmektedir. Transkripsiyon ve translasyon olgular1 okaryotiklerde oldugu
gibidir. Cekirdek¢ik yapisinda % 80 Riboniikleikasit (RNA) ve protein
bulunmaktadir (30).

2. 2. 4. Antijenik Ozellikleri

Aspergillus tiirlerinin iki 6nemli antijeni bulunmaktadir.
2. 2. 4. 1. Galaktomannan Antijeni
Mantar hiicresinin duvarinda bulunan ve ekzoantijen olarakta hiicre digina

salgilanabilen bir polisakkarittir. Galaktomannan (GM), dokuda hifal biiylime
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esnasinda salgilanan hiicre duvar polisakkariti olup, ¢6zilinebilir oldugundan idrar,
beyin omurilik sivis1 (BOS), plevral mayi gibi 6rneklerden de saptanabilmektedir
(31). Cekirdek olarak adlandirilan mannan polimerleri ve yan zincir galaktofuran
polimerlerinden olugmustur. Yan zincirde, dallanmig ve diiz olmak {izere iki yap1
vardir. Dtz yap1 B-(1,5) galaktofuranoz ve f-(1,4) galaktopiranozdan
olugmaktadir. Yan zincirdeki dallanmis yap1 ise B-(1,5) ve B-(1,6) galaktofuranoz
dan olugsmaktadir. GM antijeni arama testlerinde kullanilan monoklonal antikorlar,

B-(1,5) galaktofuranoz epitopuna baglanmaktadirlar (28).

2.2.4.2. B- (1-3)- D-Glukan

Bu antijenik yap1 Aspergillus tirleri basta olmak iizere maya ve kif
mantarlarinin hiicre duvar yapisinda bulunan bir molekiildiir. Beta glukan antijeni,
denizde yasayan ve Horseshoe crab olarak bilinen ve ozellikle de Tachypleus
tridentatus ve Limulus polyphemus canlilarinin dogal immiin sistemi tarafindan
taninabilmektedir. Bu canlilardan izole edilen faktér G, (1-3)-B-D-Glukan ile
temas ettiginde kimyasal bir reaksiyon olusturmaktadir. Beta glukan antijenini
saptamaya yonelik testler bu temele dayanmaktadir. Serumdaki Beta glukan
seviyesi, invazif aspergilloz ve diger bircok fungal infeksiyonlarin erken

safhalarinda pozitiflegsebilmektedir (32,33).

2. 2. 5. Viriilans Faktorleri Ve Patojenite

. 5. 1. Is1 toleransi (Termotolerans)
.5. 2. Demir kazanimi

. 5. 3. Katalaz

.5. 4. Pigment

.5.5. Gliotoksin

. 5. 6. Yikici enzimler

A L L A
N R N N I S

. 5.7. Fosfolipaz

Aspergillus’larin konag istila edebilmesi i¢in Oncelikle konak¢i dokuya
tutunmasi ve penetre olmasi1 gerekmektedir. Mantarin, konaga yerlesmesinde ve
infeksiyon olusturmasinda bir¢ok viriilans faktoriine ihtiyag vardir (34).

Hastalik olusmasinda rol oynayan viriilans faktorleri sunlardir:
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2. 2. 5. 1. Is1 toleransi (Termotolerans)

A. fumigatus, 37°C’de hizli lireyebilmekte ve 50°C’ye kadar olan 1silart
tolere edebilmektedir. Genel olarak normal viicut 1sisinda iireyebilen mantarlar
daha patojen olarak bilinmektedir. Patojen ve patojen olmayan tiirlerin ayiriminda

bir kriter olarak kullanilabilmektedir (35).

2.2.5. 2. Demir kazanimi
A. fumigatus’ un konaktaki demiri kullanabilmek i¢in proteinaz ve siderofor
sentezledigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda A. fumigatus'un serum igerikli

besiyerlerindeki demir iyonunu kullanarak daha hizli iredigi gosterilmistir (36).

2.2.5. 3. Katalaz

Alveoler makrofaj ve polimorfoniikleer hiicreler (PMNL), mantarin
oldiiriilmesinde gorev yaparlar. Makrofajlar konidiyalar1 fagosite ederek,
PMNL’ler ise fagosite edilemeyen hifal yapilari, ortama salgiladiklar1 sindirim
enzimleri ile yok etmeye calisirlar (37). Hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit
anyonu gibi reaktif oksijen radikalleri (ROR, konidiyalar icin toksik etkilidir.
Immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan bu enzimlerin zararl etkilerinden
kurtulabilmek i¢in A. fumigatusun 3 farkli katalaz enzimi sentezleyebildigi
gosterilmistir (37).

2.2.5.4. Pigment

A.fumigatus konidiyasi 1,8-dihidroksinaftalen benzeri melanin igermektedir.
Bu melanin pigmenti; radyasyon, enzimatik yikim, oksidanlar ve 1s1
degisikliklerine karsi koruma saglayan hidrofobik yapida, negatif yiikli bir
makromolekiildiir (38,39).

2. 2. 5. 5. Gliotoksin
Hif ¢ogalmasi sirasinda Aspergillus tarafindan olusturulan bir metabolittir.
In vitro yapilan calismalarda, gliotoksinin makrofaj fagositozunu ve PMNL’ in

oksidatif 6ldiirme etkisi yaninda sitotoksik T lenfosit aktivasyonunu inhibe ettigi
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gosterilmistir.  Bu sayede Aspergillus’lar immiin sistem hiicrelerinden

kacabilmekte ve onlarin 6ldiiriicii etkilerinden kurtulabilmektedirler (40).

2.2.5. 6. Enzimler
A. fumigatus, infeksiyon siireci sirasinda dokulardaki protein, elastin ve
kollajeni tahrip etmek icin alkalin serin proteaz, metalloproteaz, aspartik proteaz

ve elastaz gibi litik enzimler salgilamaktadirlar (39).

2.2.5.7. Fosfolipaz

Konak hiicre membraninin en O©nemli bilesenleri fosfolipidler ve
proteinlerdir. Hiicre membranindaki gliserolipidleri hidrolize edebilen fosfolipaz
enzimleri, konak hiicrenin tahrip edilebilmesinde rol oynamaktadirlar. Yapilan
calismalarda A. fumigatus izolatlarinin, fosfolipaz A yaninda B, C ve D

izoenzimlerini de sentezleyebildikleri gosterilmistir (39,41).

2. 2. 6. Patogenez

Aspergillus’lar dogada ve g¢evremizde yaygin olarak bulunan saprofitik,
konidiyalar1 ile ¢ogalan filamant6z mantarlardir. Konidiyalar1 hava yolu ile
yayilarak her yere dagilabilmektedir. Uzak mesafelerden gelen konidiyalar
insanlar tarafindan gerek solunum gerekse biitiinliigli bozulmus deri yolu ile
alinabilmektedir (21). Inhalasyon, derideki catlaklar ve intravendz Kkatater
uygulamasinin yapildig1 bolgeler en énemli giris kapilarini olusturmaktadir (42).
Aspergillus’lar konak viicuduna girdiginde allerjik cevap, hava bosluklarinda
kolonizasyon ve doku invazyonu gibi {i¢ farkli klinik duruma sebeb olmaktadirlar
(4) Aspergillus’larin invazyon, kolonizasyon ve disseminasyonun da ii¢ temel

faktor rol oynamaktadir:(20)

1-Bagisikligr zayiflatan hastaliklarda, hastalarin  fungal infeksiyonlara
duyarlhiliginin artmasi,
2-Deri ve miikoz membranlardaki lokalize lezyonlarin (insizyon, yirtik,

styrik) en onemli giris kapis1 olmasi,
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3-Terapotik amacli cesitli antibiyotik ve hormonal kombinasyonlarin
kullanilmasimin sonucu olarak mantarlar ve bakteriler arasindaki ekolojik

dengenin degismesidir.

Insanlarda hastalifa yol acan en Onemli Aspergillus tiirleri; basta
A. fumigatus olmak tizere A. flavus, A. niger ve A. terreus olmakla birlikte tiim
olgularin %90°dan A. fumigatus sorumludur. Bu nedenle sadece A. fumigatus baz
almarak hastalik patogenezinden bahsedilecektir (2). A. fumigatus sahip oldugu
viriilans faktorleri ile konak hiicreye adezyonunu ve kolonizasyonunu saglamakta,
konagin bagisiklik mekanizmalarini etkisizlestirerek yasamini  siirdiirmeye
calismaktadir. Infeksiyon olusmasinda hem organizmaya hemde konaga ait bir

takim faktorler rol oynamaktadir (4).

2. 2. 6. 1. Organizmaya Ait Faktorler

A. fumigatus konidiyalarmin uygun nem ve 1sida, orijinal hacimlerinin dort
ile sekiz kati siserek genislemesi ve hif olusturmalar1 patojenitede Snemlidir.
Sporun hifal forma doniismesi ile mantar, logaritmik faza gecer ve migel
yapilarii olusturur. Bu sayede yogun konidiya {iretimi yaparak ¢evreye yayilim
gostermektedir. 37°C’de iireme ve koloni olusum hizlar1 patojen ve patojen
olmayan Aspergillus tlrlerini birbirinden ayirabilen 6nemli bir 6zelliklerdir.
Ornegin 4. fumigatus 37°C’de en hizli iireyen tiirdiir (4). Yine A. fumigatus
konidiyalar1 2-5 pm capinda gri-yesil renkte, dikensi ¢ikintilar1 olan yapilardir.
Boyutlarinin kii¢clik olmasi nedeniyle uzun siire havada asili olarak kalabilir,
solunumla alindiklarinda akcigerin en derin noktalarina kadar ulasabilmektedirler

(15, 36, 43).

Konidiyalar olaganiistii bir sekilde atmosferik sartlara dayanabilmektedirler.
Hidrofobik protein katmani hem olumsuz dis ¢evre sartlarina dayanmayi hemde
konak savunmasindan kurtulmayi1 saglamaktadir. Ayrica patojen tiirlerin timi
ozellikle de 4. fumigatus, laminin ve fibrinojeni baglayabilmekte ve bu sayede
invazyon Oncesi hava yollarina adezyonunu saglayabilmektedir (15). Ayrica
konidiyumlar, fibrinojen, laminin, fibronektin, albiimin, kollajen ve surfaktan gibi

proteinleri de baglayabilmektedirler. Bu baglanmada hidrofobik proteinler ve
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karbonhidratlar rol oynamaktadir. Pigmentten yoksun olan A. fumigatus un bazi
kokenleri, yesil konidyumlu kokenlerden daha az patojen olduklari belirlenmistir.
Sahip olduklari melanin pigmenti, mantarlar1 konak savunmasindan korumakta, in

vivo canli kalmada yardimci oldugu tahmin edilmektedir (4).

A. fumigatus’ larn tUrettikleri sekonder metabolitlerden gliotoksin, makrofaj
ve notrofil fagositozunu engelledigi, B ve T hiicre aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayrica toksik etkili 18-kDa riboniikleaz (RNaz) ve 30 kDa
hemolizin iiretmektedirler. Ancak patojenitedeki rolleri tartigmalidir. Mantarin
konak dokusunda ilerleyebilmesi i¢in ¢esitli proteaz, ribotoksin ve fosfolipazlar
salgilamaktadir. Ancak  bunlarinda  patogenezdeki rolleri heniiz
aydmlatilamamistir. Aspergillus’larin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
mannitolde iretebildikleri gosterilmistir. Bu molekiiller mantar1 ROR’dan

koruyabilmektedirler (4).

2. 2. 6. 2. Konaga Ait Faktorler

Solunum yolu ile aliman konidiyalar oncelikle fiziksel bariyerler ve
bronsiyal mukus gibi primer savunma mekanizmalar ile karsilagsmaktadirlar. Bu
mekanizmalar 6zellikle biiyiik konidiyalara kars: etkili olmaktadirlar. Ornegin
A. flavus’un konidiyalar1 yaklagik 5 pm capindadir. Cogunlukla iist solunum
yollarinda yakalandiklarindan dolayr en sik siniizite neden olmaktadirlar.
A. fumigatus ise daha kiiclik konidiyalar1 ile bu bariyerleri kolayca asarak

akcigerlere ulagsmakta ve akciger infeksiyonlarina neden olmaktadirlar (44).

Immiin sistemi saglam bireylerde, muko-silier aktivite ve fagositik alveoler
makrofajlar, solunumla alinan konidiyalar1 fagosite ederek 6ldiirmekte ve hastalik
gelistirmesine engel olmaktadirlar. Makrofaj fagositozundan kurtulan konidiyalar
ise hif yapis1 olusturmaya baslarlar. Bu durum bolgeye notrofil gogiiniin artmasina
neden olur. Notrofiller tarafindan fagosite edilemeyen hif yapilar1 da ortama
sekrete edilen ROR ve vakuol degraniilasyonu ile oldiiriilmektedir. Aspergillozlu
bir hastada histolojik yanit, immiin sistemin durumuna bagli olarak graniilomatoz

cevaptan ciddi nekroza kadar degisebilmektedir (37).
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Immiin sistemi baskilanmis hastalarda bu mekanizmalarin etkin
calisamamas1 ya da yetersiz kalmasit durumunda, solunumla alinan Aspergillus
konidiyalar1 ¢ok sayida dallanan septali hifler olusturmakta, kan damarlarini
invaze ederek enfarkt, tromboz ve nekroza neden olmaktadirlar (45). Hiicre
duvarinda bulunan polisakkarit, protein ve lipidler antifagositer 6zellikte olup,
micelyum ve konidiyanin olumsuz cevre sartlarina dayanmasin1 saglamaktadir.
Proteinlerle birlikte polisakkaritler konak hiicreye tutunmada rol oynarlar ve
infeksiyonun gelismesine katkida bulunurlar (28,29). Hiicre duvarindaki melanin

pigmentide antifagositer 6zellikte olup, ROR’den korunma saglar (46) .

2.2.7. Metabolik Uriinler

Filamantdz mantarlarin insan sagligina zararl olan sekonder metabolitlerine
mikotoksinler denilmektedir. Diisiik molekiil agirlikli olmalar1 nedeniyle immiin
sistemi uyarmazlar (40,47-49). Aspergillus’lar yiyeceklerde bozulma ve ¢iirlimeye
neden olan kiiflerdir. Yaklasik 50 tiiriiniin toksik metabolitler olusturdugu
bilinmektedir. Mikotoksin olusturan belli bagh tiirler; A. flavus, A. parasiticus,
A ochraceus, A. niger ve A. fumigatus’ tur. En 6nemli toksinleri; aflatoksin,
okratoksin, sterigmatosistin, patulin, gliotoksin, sitrinin, siklopiazonik asit, ergot
alkaloidler, fumagillin, helvolik asit, kojik asit, ribotoksiler ve tremorjenik

toksinlerdir (40,50-52).

Aflatoksin ve okratoksin en dnemlileri olup bunlardan aflatoksin, 6zellikle
A. flavus ve A. parasiticus tarafindan tliretilmektedir. Bu toksinin 20’den fazla tiirii
bulunmakla birlikte en toksik olani aflatoksin B, dir. En etkili ve en kanserojen
toksin olarak da bilinmektedir (53). Konakta, hepatotoksisite, hepatokarsinojenite,
nefrotoksisite, teratojenite, mutajenite, DNA, RNA ve protein sentezi inhibisyonu
gibi hastaliklara yol acabilmektedirler. Okratoksin ise ilk kez A. ochraseus’un bir
metaboliti olarak tanimlanmistir. Kuvvetli nefrotoksisteye sahip olup en sik

rastlanan ve en toksik olan1 ise okratoksin A’ dir (49,52).
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2.2. 8. Ureme Sekilleri

Aspergillus 'lar da anamortfik ve telemorfik olmak tizere iki tiirlii tireme sekli
goriilmektedir.

2. 2. 8. 1. Anamorfik iireme

Ureme, farklilasmamis bir hif bdlgesinden ayak hiicresi adindaki yapmin
gelismesi ile baslamaktadir. Bu hiicreden once konidiofor, daha sonra da bu
yapmun apikal kismimin genislemesi ile vezikiil olusur. Olusan vezikiiliin
tizerinden de tomurcuklanma ile fiyalidler ya da primer ve sekonder sterigmata
tabakalar1 gelismektedir. Fiyalidler, zincir seklinde konidiya olusturan hiicrelerdir.
Konidiya olusumu, 1s1, 1s1tk, nem ve besin durumu gibi faktorlerden
etkilenmektedir (27,54,55). Kisa siirede gerceklesir ve olusan aseksiiel sporlar

cevreye dagilarak, hizli bir sekilde su ve hava ile yayilim gosterir (56,57).

2. 2. 8. 2. Telemorfik iireme

Iki uygun ¢ekirdegin ayn1 hiicre icerisinde fiizyonu ile baslamaktadir. Hiicre
icerisindeki iki ¢ekirdek Once mitotik boliinmeye ugrar, daha sonra dikaryotik
hiicrelerin olusumu ve mayoz boliinme gerceklesir. Mayoz boliinme sonrasi askus
keseleri olusur. Her askus i¢inde 8 askospor bulunmaktadir. Askuslar ise
klaystotesyum igerisinde bulunurlar. Askus, askospor ve klaystotesyumlarin sekli,
rengi, sayisi tiir ayriminda onemlidirler. Hiille hiicreleri ise fonksiyonlari tam
olarak bilinmemekle birlikte klaystotesyumlar igin besin kaynagi olduklari
sanilmaktadir (54,58). Daha uzun siirede gergeklesir ve komplike bir olaydir
(27,57). Sekstiel tireme yapilarmin (klaystotesyum, hiille hiicreleri) gelisimini
izleyebilmek i¢in telemorfik tiirlerin uygun besiyerlerinde ve yeterli siirede inkiibe
edilmeleri gerekmektedir. Olusan bu yapilar, zor ¢evre sartlarinda mantarin

canliligin siirdiirmesini saglayan yapilardir (24).

2. 3. KLINIK

Aspergillus tirleri insanlarda, genel olarak (i) opportunistik infeksiyon,

(i1) allerjik hastaliklar ve (iii) toksikozlar olmak iizere ii¢ farkli klinik durumun

17



olusmasinda rol oynamaktadirlar. Insan viicudundaki hemen hemen tiim organ ve
sistemleri tutabilmektedirler (24,59). Tablo-1I’de Aspergillus tiirlerinin neden
oldugu hastaliklar siniflandirilmistir (15).

Allerjik Bronkopulmoner Aspergilloz

(13

Allerjik hastalik, alveolleri etkilediginden “ ekstrensek allerjik alveolitis”
olarakta tanimlanmaktadir. Atopik olmayan bireylerde, kiif mantarina uzun siire
ve yogun sekilde maruz kalinmasi ile gelisir. Maruziyet sonrasi oksiirlik, nefes

darligi, halsizlik ortaya ¢ikar (18,60,61).

Aspergilloma

A. fumigatus’a bagli gelisen ve en sik rastlanan pulmoner aspergilloz
formudur. Bu yapi, iyi drene olamayan akciger alanlar1 veya dnceden gecirilmis
tiiberkiiloz, sarkoidoz, bronsektazi gibi hastaliklarin bir sekeli olarak olusan
kavitelerde Aspergillus konidiya ve hifleri yaninda yangisal hiicreler, fibrin ve

mukustan olusan migel topudur (18,60-62).

Invazif Akciger Aspergilloz

Invazif aspergillozun en sik gériilen klinik tipidir. Ozellikle hematolojik
maligniteleri olan ve yogun kemoterapi altindaki hastalarda yiiksek morbidite ve
mortaliteyle sonug¢lanan bir hastaliktir. Kemik iligi nakli yapilan hastalarda
mortalite daha yiiksek seyretmektedir. Risk faktorleri arasinda derin ndtropeni
(<100 nétrofil/ml), uzun siire yiiksek dozda kortikosteroid kullanimi, graft-versus
host hastaligi, solid organ transplantasyonu sonrast akut rejeksiyonu sayilabilir
(60-63). Aspergillus hiflerinin kan damarlarin1 invaze etme 6zelliginden dolay1
pulmoner aspergillozun degisik formlarida goriilebilmektedir. Bunlar, nekrotizan
bronkopndémoni, pulmoner hemorajik infarkt, kavite i¢i apseler ve granuloma
seklinde olabilir. Klinik olarak baslangic sinsi ve genellikle ilk semptom atestir

(60-63).
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Kronik Nekrotizan Pulmoner Aspergilloz
Hastaligin olusmasinda altta yatan bir predispozan faktér yoktur. Kronik,
kavitasyon ve aspergillomaya neden olan bir durumdur. Kesin tani1 akciger

dokusunda hiflerin gosterilmesi ve kiiltiirde Aspergillus iiremesidir (62).

Dissemine Aspergilloz

Iki veya daha fazla komsu olmayan organin tutulmasidir. Klinik
aspergillozun en agir formudur. Losemi ve kemik iligi transplantasyonu yapilan
vakalarin  yaklastk %30-40’da  major organ infeksiyonunu izleyerek
disseminasyon bildirilmistir. Primer odak genelde akcigerler veya siniislerdir.

Ayrica SSS, GIS, deri, karaciger, bobrekler de tutulabilmektedir (64).

Kulak Infeksiyonlar

Otomikozis dis kulak yolunun mantar infeksiyonu olup tropikal ve
subtropikal bolgelerde sik goriilmektedir. En sik etken A. niger’dir. Timpanik
membrana yakin bolgeden baglayan hif ve konidiyalardan olusan siyah kitle

bliyiiyerek tiim kanali doldurmaktadir (64).

Burun, Siniis ve Goz Infeksiyonlar1

Ozellikle 1hman ve nemli iklimlerde yasayanlarda ve dis hastalarinda
goriilmektedir. Bu hastalarda, kronik siniizit bulgular1 gdsteren noninvazif siniis
aspergillozuna neden olmaktadirlar (60,61). Immiinsiiprese bireylerde ise siniis
duvarinin harabiyeti ile orbitaya ve beyin igerisine yayilim gostererek fulminan
seyreden invazif sinlis aspergillozu gelisebilmektedir. Mortalitesi oldukca

ylksektir (60).

Go6z infeksiyonlari i¢in en dnemli predispozan faktor travmadir. Aspergillus’
lar gozde en sik infeksiyona neden olan mantar tiiriidiir. G6z infeksiyonlari,
invazif siniis infeksiyonlarinin komplikasyonu olarak, travmatik keratit veya

postoperatif olarak gelismektedirler (61,64).
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Diger infeksiyonlar

Sinoorbital infeksiyonlarin, immiinstiprese hastalarda dissemine olmasi ile
SSS hastaliklar1 gelisebilmektedir. Tan1 genelde postmortem konulmaktadir (65).
Aym hastalarda kemik aspergillozu goriilebilmektedir (61,64,66). Intravendz
katater giris bolgesi, kol ve bacaga takilan atellerin olusturdugu travma, yanik
bolgelerinde direkt indkiilasyon veya hematojen yayilim sonucunda deri
aspergillozu gelisebildigi de bildirilmistir (64). Acik kalp ameliyati sirasinda
havadan mantarin bulagsmasi sonucu olusan Aspergillus endokarditi, nadiren de
olsa dalak, periton, mikotik aort anevrizmasi, sindirim sistemi, tiroid, testis ve

adrenal aspergillozu goriilebilmektedir (64).
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Tablo-11: Aspergillus tiirlerinin neden oldugu hastahklar (15)

1. Allerjik aspergilloz

a. Allerjik bronkopulmoner aspergilloz

b.Allerjik Aspergillus siniiziti
2. Saprofitik aspergilloz

a. Pulmoner aspergilloma

b. Siniislerde mantar topu( siniis aspergillomu)

3. Yiizeyel aspergilloz

a. Otomikoz

b.Onikomikoz

c. Kutanoz aspergilloz (immiinsiiprese olmayan konakgida)

4. Doku hasar, cerrahi veya yabanci cisimle iligkili infeksiyon

a. Keratit ve/ veya endoftalmit

b. Deri ve yumusak doku infeksiyonu (6r. yaniklarda)

c. Cerrahi alan infeksiyonu (6r. prostetik kapak endokarditi, karaciger
transplantasyonu sonrasi yara infeksiyonu, subdural ampiyem)

d. Yabanci cisimle iligkili (Hickman kateteri veya diger intravendz
kateterler, vaskiiler greft infeksiyonu, stirekli ambulatuar diyaliz kateteri)
5. iImmiinsiiprese konakgida infeksiyon

a. Primer kutanéz veya muk6z membran aspergillozu

b. Pulmoner aspergilloz

1. Akut invazif asapergilloz

ii. Kronik nekrotizan aspergilloz
c. Hava yollar1 aspergillozu

1. Tikayic1 bronsiyal aspergilloz

ii. Invazif Aspergillus trakeobronsiti
d. Nazal veya paranazal siniizit (rinosiniizit)

e. Dissemine aspergilloz, 6zellikle serebral aspergilloz
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2. 4. TANI YONTEMLERI

Aspergillus’lar mantarlar aleminin Hypohomycetes sinifinin Moniliaceae
ailesinde yer alirlar. Eumycetes grubu mantarlardan olup, kiif fazinda iirerler (25).
Glinlimiizde 180’den fazla tiir igeren Aspergillus cinsi mantarlar, insanlarda
firsat¢1 infeksiyonlara yol agarlar. Olgularin %90’ nindan sorumlu olan ve en sik
izole edilen tiirler, A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans ve A. terreus’dur

(1,67,68).

Nadiren infeksiyon olusturan tiirler ise; 4. amstelodami, A. avenaceus,
A. caesiellus, A. candidus, A. carneus, A. chevalieri, A. clavatus, A. glaucus,
A. granulosus, A. oryzae, A. quadrilineatus, A. restricus, A. sydowi, A. ustus,

A. versicolor, A. wentii, Neosartoria fisceri’ dir (4).

Aspergillus tiirlerinin etken oldugu hastaliklarin tanis1 yapilirken, bir takim
zorluklarla karsilasilmaktadir. Bu mantar cinsi dogada cok yaygin olarak
bulunmaktadir. Laboratuarda ki kiiltiir islemleri sirasinda kiiltiir plagin1 ¢cok rahat
kontamine edebilmektedirler. Rutin mikrobiyolojik kiiltiirlerde, Aspergillus tiri
mantar kolonilerine rastlanmasi durumunda; infeksiyon, kolonizasyon ve
kontaminasyon olasiliklar1 ayr1 ayri irdelenmelidir (65,67,69). Bu nedenle
laboratuvara gelen klinik materyallerin direkt veya boyali mikroskobik
incelemeleri biiyiikk 6nem tasimaktadir (70). Aspergillus tanisinda su yontemler

kullanilmaktadir.
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2. 4. 1. Direkt Tan1 Yontemleri

Direkt tan1 yontemleri dort baslikta incelenebilir:

2. 4.1.1. Mikroskobik Inceleme
Nativ preparat hazirlanmasi ve gram boyama dokulardaki Aspergillus

tiirlerini gdstermekte kullanilan metodlardir.

Nativ_preparat hazirlanmasi; Aspergilloz siipheli klinik o6rnekler,

oncelikle lam lamel arasinda %10-25 potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisinde
bekletilerek hazirlanir. Bu yontemle, klinik materyal icerisindeki doku ve hiicre
artiklarinin ~ saydamlastirilarak ~ mantar  elemanlarinin = net  goriilmesi
saglanmaktadir. Bu igleme klarifikasyon denmektedir. Nativ preparatin
mikroskobik incelenmesinde mantar sporlart ve dallanma yapan septali hiflerin

goriilmesi Aspergillus tiirli mantar olasiligini her zaman diistindiirmelidir (65,71).

Kalkoflor ve Blanophor; mantar hiicre duvarini boyayarak goriinmelerini
saglayan maddelerdir. %10-20 KOH ile yapilan klarifikasyon islemi, kalkoflor
beyazi veya Blanophor ile karistirilarak birlikte hazirlanirsa, floresan mikroskopta
hifal yapilar daha net goriiniir hale getirilebilmektedir. Ornek igerisinde
45 derecelik agilanma yapan hiyalen goriiniimlii, septali hiflerin goriilmesi

Aspergillus’lar i¢in tipik ozelliklerdir (65,67,71,72).

Gram boyama; Klinik 6rneklerin rutin bakteriyolojik gram boyasi ile

boyanmasinda Aspergillus’lara ait septali hif ve konidiyalar gram pozitif boyal

olarak goriiniirler (65).

2. 4. 1. 2. Kiiltiir

Direkt mikroskopide goriilen hifal yapilari, aspergillozisle bagdastirabilmek
i¢cin kiltiirde Aspergillus’in izolasyonu gerekmektedir. Balgam, bronkoalveoler
lavaj, sinilis ponksiyon aspirati, akciger doku biyopsisi gibi solunum yolu 6rnekleri
yaninda kan, yara, idrar 6rnekleri kiiltiir ekimleri i¢in kullanilabilecek 6rneklerdir.
Aspergillus larin neden oldugu endokarditlerde, etkenin kan kiiltiiriinde iireme

olasilig1 yiiksektir ve tanida 6nemlidir (70). Laboratuvara gelen klinik 6érneklerden
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izolasyon ve identifikasyon Kkiiltiitleri yapilir. Izolasyon Kkiiltiirlerinde
Aspergillus’larin eseysiz sekillerini, identifikasyon besiyerlerinde ise telemorf
sekillerini gérmek miimkiindiir. izolasyon icin bakteriyel kontaminantlarin
tiremesine engel olmak i¢in gentamisin veya kloramfenikol ilaveli Sabouraud
kanli agar, Sabouraud- dekstroz agar (SDA), Patates-dekstroz agarda (PDA),
inhibitér mould agar kullanilirken; iireyen Aspergillus cinsi mantarin tiiriiniin
belirlenmesinde ise malt-extract agar, corn-meal agar veya Czapek agar’dan birisi

kullanilmaktadir (73).

Klinik 6rneklerin uygun bir izolasyon besiyerine ekimleri yapildiktan sonra
kiiltiir plaklar1 25-30°C’de aerobik olarak, nemli ortamda, dort hafta inkiibasyona
birakilmaktadir. Bu siire sonunda iireme olmazsa kiiltiir negatif olarak
sonuglandirilir (24,59). Hizh iireyen bazi kiif mantarlarinin iiremesini engellemek
ve bir Olciide besiyerinin segiciligini arttirmak icin mantar besiyerlerine ilave
edilen sikloheksimid, Aspergillus tiirlerinin tiremesini inhibe edebilmektedir. Bu
nedenle Aspergillus siipheli 6rneklerin kiiltiir ekimleri, sikloheksimid i¢germeyen

besiyerlerine yapilmalidir (3,59,71).

Genel olarak Aspergillus lar besiyeri yiizeyinde, 36-90 saat i¢inde kadifemsi
veya pamugumsu Ozellikte beyaz, sar1, sari-yesil ve kahverengi veya siyah renkte
koloniler olustururlar. Aspergillus’daki sporulasyon fazi, corn-meal yada PDA’
da, 30-37°C’ de ve 36-48 saatlik inkiibasyonlardan sonra gerceklesmektedir.
Ancak bazi tiirlerde sporulasyonun gergeklesebilmesi i¢in daha uzun siirelere

ihtiyag duyulabilmektedir (59,65,67,72).

Aspergillus tiirleri termotoleran olup, insanlarda hastalik olusturan tiirler,
bircok besiyeri vasatinda hizla iireyerek kolonilerini olusturabilmektedirler.
Ornegin insanlarda invazif infeksiyona neden olan A. fumigatus 45°C’de bile
iireyebilmektedir (3). Olusturduklart 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 yapist ve vezikiiliin iizerini kaplayan fiyalidler ve

bunlarin ucundan ¢ikan konidiyalarin goriilmesi tani agisindan OSnemlidir.
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Mikroskobik  olarak  konidiyum ve konidiyofor &zellikleri tiirlerin
tanimlanmasinda kolayliklar saglamaktadir (24,71). Agir ve wuzun siireli
nétropenisi olan, uzun siire kortikosteroid kullanan ve 16semi hastalarindan alinan
orneklerde Aspergillus izolasyonu, yine tekrarlayan orneklerde ayni etkenin izole
edilmesi ve kiiltiirde ¢ok fazla sayida aymi tip koloni liremesi Aspergillus’larin

etken oldugu invazif aspergillozis lehine bulgular olarak degerlendirilebilir (74).

2. 4. 1. 3. Molekiiler Yontemler

Molekiiler tanida, mitokondriyal ve ribozomal DNA genleri tercih
edilmektedir. Ancak mitokondriyal DNA genleri, ribozomal DNA genlerine gore
daha fazla degiskenlik gostermeleri nedeniyle tiir diizeyindeki tanimlamalar i¢in
uygun gorilmemektedir (75). Molekiiler teknikler, fenotipik ydntemlere gore
tiirleri daha iyi ayirabilmektedir. En ayrintili tanimlamalar (ribozomal riboniikleik
asit) rRNA niikleotid dizilerinin kiiciik subiiniti (18S-SSU) ile biiyiik subiinitinin
(26S-LSU) karsilastirilmast ile elde edilmistir (23). Molekiiler taniya yonelik
literatiirde; klasik PCR (polimeraz zincir reaksiyonu), nested-PCR, Real-time
PCR gibi yontemlerle yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (76,77).

Klasik PCR; hedef organizmanin belirli bir niikleotit dizisini, primerler,
dNTP’ler ve polimeraz enzimini kullanarak, denatiirasyon- yapisma- sentezlenme
sikluslar1 ile ¢ogaltilmasi ve c¢ogaltilan niikleik asitlerin agaroz, poliakriamit jel
elektroforez ya da etidyum bromiirle boyanan jelde gozlenmesini saglayan
molekiiler test yontemidir (78).

Nested-PCR; yiiksek duyarlilik gereken hedefler icin uygulanan PCR
yontemidir. Iki asamada gerceklestirilir. Ilk asamada bolgeye 06zgii primerler
kullanilarak reaksiyon gerceklestirilir. Ikinci asamada ise birinci turda ¢ogaltilan
bolgenin icinde bir bolge hedef alinarak buraya 06zgii primerlerle, PCR’1n
yapildig1 yontemdir (78).

Real-Time PCR; niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig
gosteren floresans sinyalin Olgiilmesiyle kantitatif sonug¢ almabilen PCR

yontemidir (78).
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Aspergillus’lar icin heniiz standardize edilmis bir PCR yoOntemi
bulunmamaktadir. Literatiirde tanimlanmis protokollerde bir standardizasyonun
olmamasi nedeniyle PCR teknigi, European Organisation for Research on
Treatment of Cancer (EORTC) tanimladigi klasik invazif mantar infeksiyon tani

kriterleri arasinda yer almamaktadir (79).

Real Time PCR, infeksiyonun erken sathalarinda mantar DNA’n1 saptamaya
imkan saglayan bir tekniktir. Kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarin
serum Orneklerinde yapilan prospektif ¢alismalarda yiiz giildiiriicii sonuglar rapor
edilmesine ragmen standardizasyonun hala saglanamamis olmasi1 yaygin
kullanimini siirlamaktadir (80). Molekiiler tani i¢in bronkoalveoler lavaj, kan ve
doku 6rnekleri kullanilabilmektedir (76). Molekiiler testlerdeki yalanci pozitiflik
ve yalanci negatiflik problemleri nedeniyle, testlerin tek 6rnek yerine birden fazla

ornekte calisilmasi Onerilmektedir (81).

PCR temelli amplifikasyon yontemlerinin, klinik 6rneklerdeki mantar DNA’
nin 1-10 fg’m saptayabildigi bildirilmektedir (77). Kan orneklerinden real-time
PCR, Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve (1-3)-B-D-glukanin
karsilastiridigi calismada, invazif pulmoner aspergillos tanisi almis hastalardaki

spesifiteler sirasi ile % 92, % 97 ve % 84 olarak saptandigi bildirilmektedir (76).

2. 4. 1. 4. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik boyalarla, doku igerisindeki mantara ait septali hifal yapilar
ve konidiya gibi fenotipik oOzellikleri tanimlamak miimkiindiir Histopatolojik
incelemede biyopsi ornekleri kullanilabilir. Ornekleri Gomori’nin metanamin
giimiis boyasi, Periyodik asit- Schiff (PAS) gibi yontemlerle boyayarak doku
icerisindeki hifal yapilar1 gostermek miimkiindiir (82). Klinik materyallerin
mikroskobik incelemesinde ve doku biyopsi drneklerinden septali hifal yapilarin
goriilmesi ve mantar kiiltlirinde de Aspergillus iiremesi taniy1 desteklemektedir.
Dallanan bakteriler olarak bilinen Nocardia’lar, 6zellikle solunum 6rneklerinde en
cok yanilgiya sebeb olan bakterilerdir. Bu nedenle 6rneklerin modifiye Kinyoun

asit fast ile boyanmas1 yardimc1 olabilmektedir (65,67,69,72).
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2. 4. 2. indirekt Tam Yontemleri

Indirekt tan1 yontemleri, Aspergillus’a ait bir takim antijen yapilariin tesbit
edilmesine yonelik tani testleridir. Aspergillus infeksiyonlarinin direkt tam
yontemleri ile tesbiti her zaman miimkiin olmamaktadir. Bunun nedeni ampirik
yada profilaktik antifungal kullanimi sonucu Aspergillus kiiltiiriiniin negatif
olmasi yada kiiltiirde tireyen Aspergillus tiiriniin gercekten infeksiyon etkeni olup
olmadigmin degerlendirilememesidir. Invazif aspergillozda mortalite oranlarini
diistirmek ve erkenden antifungal tedavi baslamak icin hastalifin erken tanisi

biiylik 6nem arz etmektedir (83).

Antijen saptamaya yoOnelik bircok yontem tanimlanmistir. Ancak
hastalardan ardisitk Ornek alma zorunlulugu bu metodlarin sensitivitesini
siirlandirabilmektedir. ~ Sistemik  Aspergillus  infeksiyonlarinin  tanisinda
kullanilabilecek serolojik testler immiindifiizyon, ELISA, Radio immiinassay
Assay (RIA), Immiin Floresan Antikor Testi (IFAT)’dir (73,84). Antijen
saptamaya yonelik kullanilan ilk test, viicut sivilarinda Aspergillus’larin
ekzoantijeni olan GA saptanmasidir. GA, invazif aspergillozun erken tanisinda bir

tarama testi olarak kullanilabilmektedir (85).

Invazif aspergillozis’in tanis1 icin Invasive Fungal Infections Cooperative
Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses
Study Group (MSG) ve EORTC tarafindan onerilen mikrobiyolojik tani kriterleri
arasinda GA bulunmaktadir. GA, klinik bulgular ortaya c¢ikmadan 5-8 giin
oncesinden pozitiflesebilmektedir (86). Bu antijeni saptamaya yonelik piyasada
rat monoklonal antikorlarinin kullanildig1 sandwich ELISA kitleri bulunmaktadir.

Sensitivitesi oldukca yliksek olan bu yontemle, test edilen serum oOrneklerindeki

GA’nin en az 1 ng/ml’si saptanabilmektedir (80).

Yapilan bir ¢alismada yoOntemin sensitivite ve spesifitesinin sirasi ile
% 50-92.6 ve % 94-99.6 oldugu, eriskin serumlarinda yanhs pozitiflik oraninin
ise % 5.7-14 oldugu bildirilmektedir (31). Sandvi¢ ELISA yonteminin hem ¢ok

duyarli hemde klinik calismalarla uyumlu birliktelikler gosterdigi ve serum
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orneklerinin incelemeler i¢in en iyi 6rnek oldugu bildirilmektedir (87). RIA ve
Lateks Agliitinasyon (LA) testleri de GA saptayan diger metodlardir.
LA, ELiSA’dan daha yiiksek GA degerlerini saptayabilmektedir (31). Hasta
serumlarinda  GA’nin  arandigi  bir ¢alismada sanwich ELISA ile LA
karsilastirilmistir. Diisiik sensitivitesinden dolayr1 LA metodunun giivenilir bir

yontem olmadig bildirilmistir (88).

Serebral aspergillozisli hastalarin  beyin-omurilik sivilarindan ELISA
yontemi ile yapilan GA arastirmasinda, hastalarin BOS’dan yliksek oranda GA
seviyeleri saptandig1 ve serebral aspergilloz tanist i¢in GA’nin kullanilabilecegi
bildirilmistir  (88). Aspergillus’larin  hiicre duvarinda bulunan bir diger
komponentte (1-3)-B-D-glukan’dir. Immiinolojik molekiil olmamasma ragmen
tanida kullanilmaktadir Testin en 6nemli dezavantaj1 belli bir mantar tiiriine 6zgi
olmamasidir (84,89). 1995 yilinda hematolojik maligniteli hastalarda invazif
aspergilloz tanisina yonelik yapilan ¢alismada beta-glukan testinin duyarlilig
%90 ozgiilliigii ise %100 olarak bildirilmistir (90). ELISA ile yapilan bir baska
calismada da B-glukan antijeniyle elde edilen sonuglarin, GA antijeni ile elde

edilen sonuclarla ¢ok yakin parallelik gosterdigi bildirilmektedir (91).

Doku kesitlerindeki mantar hiflerine spesifik olarak baglanan poliklonal
veya monoklonal antikorlarin kullanildigr immiinohistokimyasal yontemler de
kullanilabilmektedir. Ancak kullanilan poliklonal antikorlarin diger mantar tiirleri
ile capraz reaksiyonlar vermesi ve monoklonal antikorlarn ise tanida yetersiz

kalmas1 yontemin en dnemli dezavantajlarini olugturmaktadir (83).

2.5. TEDAVI

Hem oral hemde topikal etkili poliyen grubu antifungal olan nistatin, 1951
yilinda bulunmustur. Poliyen grubundan bir antibiyotik olan amfoterisin B ise
1956 yilinda bulunmus ve sistemik antifungal tedavide doniim noktasi olmustur.
Bir yil sonra sitostatik bir ilag olan flusitozin, mantar hastaliklarinin tedavisinde

kullanilmaya baslanmistir. En son 1980 yilinda genis spektrumlu flukonazol ve
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itrakonazol piyasaya siiriilmiistiir. Tablo-III’de antifungallerin etki mekanizmalari
gosterilmektedir (92,93). Immiin diiskiin bireylerde Aspergillus’ lara bagh gelisen
invazif aspergillozun prognozunun kotii seyretmesi ve %85 varan oranlarda

mortalite ile sonuglanmasi antifungal ilaglarin 6nemini arttirmistir (93) .

Tablo-111: Antifungallerin etki mekanizmalarina gore simflandirilmasi

Etki Tlac

Nikleik asit sentezini inhibe edenler 5-florositozin

Sterol halkasina baglanarak hiicre membranin etkileyenler | Poliyenler

14 o dimetilaz bagimli sitokrom P-450’ yi inhibe edenler Azoller

Squalen epoksidaz inhibitorii (Ergosterol sentezi inhibitorii) | Allilaminler

B-(1-3) D-glukan sentaz inhibitdrii Ekinokandinler

Aspergillus infeksiyonlarinin sagaltiminda temel olarak polyenler, azoller ve

ekinokandinler olmak {izere 3 grup antifungal ila¢ kullanilmaktadir (92).

Poliyen grubu antifungal ajanlar

Hiicre zarindaki ergosterole baglanarak zarin permeabilitesini bozar ve zar
tizerinde porlar olusturarak mantarin 6liimiine neden olurlar. Amfoterisin B bu
grupta yer alir ve invazif mantar infeksiyonlarinin tedavisinde onaylanmig standart
ilagtir. Yeni gelistirilen ilaglarin etkinlikleri ve giivenilirlikleri bu ilagla
karsilastirilarak yapilmaktadir. ilacin nefrotoksik etkisini azaltmak icin lipid bazl
3 farkli formiilasyonu vardir (93). Yiiksek konsantarsyonlarda hiicre duvar
sentezinde goérevli kitin sentaz enziminide inhibe edebilmektedir (94).
A. terreus, amfoterisin B’ ye intrensek direncli bir tiirdiir. Bu nedenle A. ferreus
ile olusan infeksiyonlarda artiglar bildirilmektedir (95). Diren¢ mekanizmasi;
hiicre zarindaki lipid yapisinin degismesi, hiicre duvarinda bulunan B-(1-3) glukan
iceriginin degigsmesi ve artmis katalaz aktivitesi diren¢ gelismesine yol

acgabilmektedir (96).
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Azol grubu antifungal ajanlar

Etkilerini sitokrom p-450 14a lanosterol dimetilaz enzimini (ergosterol
sentezinde gorevli enzim) inhibe ederek hiicre membranmin yapisini bozar ve
hiicre 6liimiine neden olurlar. Azollerle sik karsilagma, ilaca direng gelismesinde
en Onemli risk faktoriidiir. Bu grup igerisinde flukonazol, itrakonazol,

vorikonazol, posakonazol gibi ilaglar bulunmaktadir (93).

Yapilan c¢aligsmalar da uzun siire itrakonazol kullanan hastalarda direngli
klinik izolatlar rapor edilmektedir. Vorikonazol ve posakonazol benzer etkili genis
spekturumlu azol grubu antifungallerdir. Aspergillus’lara kars1 fungusidal etki
yaparlar (93). Diren¢ mekanizmasi; 14a lanosterol dimetilaz enziminde mutasyon,
enzimin fazla eksprese edilmesi, ilacin hiicreye alinmasinda azalma, efluks

pompasi azol grubuna karsi direng gelismesinde etkili faktorlerdir (96).

Niikleik Asit Sentez Inhibitorii antifungal ajanlar
Florositozin bu gruptandir. Hiicre duvarinda S5-florourasile dontiserek
RNA’nin yapisindaki urasilin yerine geger. DNA ve protein sentezini inhibe eder.

Kiif mantarlarina etkisi ¢ok sinirlidir (93).

Alillamin grubu antifungal ajanlar
Etkilerini skualen epoksidaz enzimini inhibe ederek gostermektedirler.

Sonugta ergosterol sentezi inhibe olur (93).

Ekinokandinler grubu antifungal ajanlar

Bu grupta yer alan Kaspofungin, hiicre duvarinda yer alan B-(1-3) glukan
sentetaz enzimini inhibe ederek fungisidal etki gosteren bir ilagtir. 2001 yilinda
FDA tarafindan diger tedavilere yanitsiz veya tolere edemeyen invazif aspergilloz
vakalarinda kullanimi onaylanmistir. Mikafungin ve anidulafungin de benzer

etkinlige sahip diger ilaglardir (93).
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2. 6. EPIDEMIiYOLOJi

Aspergillus’lar, diinyanin 6zellikle kuzey yarim kiiresinde (Antartika dahil)
olmak iizere diinyanin her tarafinda yaygin olarak bulunan kiif tiirii filamantoz
mantarlardir. Hava, toprak, ev tozu, kazi, yikim, yapim ve onarim gibi insaat
islerinin yapildig1 alanlar da bulunurlar. Sahip olduklar1 enzimlerle organik
maddeleri pargalayarak kullanir ve ¢iirlimeye yol acgarlar. Diisiik nem oranlarinda
bile iireyebildikleri i¢in depolanmis tahil ambarlar1 ve unlar gibi ¢ok cesitli gida

ve esyalar lizerinde de bulunabilmektedirler (25,97,98).

Aspergillus’lar  hastane ortaminda da bulunabilmektedir. Yapilan
calismalarda havalandirma sistemleri, yer dosemeleri ve siis bitkilerinden ayrica
hastane i¢i ortam havasindan alinan Orneklerde de bu mantarlar saptanmstir.
Hastane i¢i ve gevresindeki yikim, onarim, bakim gibi insaat islerinin varligi,
ylizeylerde birikmis olan kontamine tozlarin etrafa yayilmasii kolaylastirmakta
ve ortam havasindaki konidiya yogunlugunu arttirmaktadir. Bu durumun, yiiksek
riskli hastalarda gelisen hastane kaynakli invazif aspergilloz hastaligi ile
korelasyon gosterdigi bildirilmektedir (1,99). Bu genus i¢inde 180°den fazla tiir
bulunmaktadir. Bu kiiflerin sadece bir kismi insan ve hayvanlarda hastalik
olusturabilmektedir. Aspergillus’larin neden oldugu hastaliklara aspergillozis adi

verilmektedir (97,98).

Almanya’da ki bir egitim hastanesinde 1978-1992 yillar1 arasinda yapilan
bir postmortem otopsi c¢aligmasinda, %4 invazif aspergilloz saptanmustir.
Japonya’da 1970-1995 yillar1 arasinda yapilan otopsi caligmasinda, invazif
aspergillozis insidansi, %1.4 olarak bulunmustur (15). 1980-1990 yillar1 arasinda
National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) verilerine gore, hastane
kokenli Aspergillus infeksiyon oraninin %1.3 oldugu bildirilmis olsada, kemik
iligi transplantasyonu yapilan {initelerde infeksiyon oraninin %36 oldugu

bildirilmektedir (71).
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Ulkemizde bu giine kadar Aspergillus infeksiyonlar1 ile iliskili direkt,
serolojik, molekiiler tan1 ve kiiltiir caligmalar1 yapilmistir. Tiirkiye'de ilk
aspergilloz olgusu 1923 yilinda, akciger aspergilloz’una iliskin ilk olgu ise 1956
yilinda bildirilmistir. Akciger aspergilloz’ una ait ilk serolojik ¢alisma ise 1972
yilinda yapilmistir. 1991 yilinda yapilan bir calismada otomikozdan Aspergillus
spp. izole edilmistir. 2002 yilinda ise ilk kez otomikoz etkeni Aspergillus tiirlerine
antifungal duyarlilik testleri caligilmistir. Tiirkiye’de hemen hemen tiim
sistemlerle ilgili aspergilloz olgulart bildirilmistir. Yapilan kiiltiir ¢aligmalarinda
basta A. fumigatus olmak tizere cogunlukla A4. niger, A. flavus ve  A. ochraceus

tiirleri izole edilmistir (100).

Aspergillus’lar en fazla hava kaynakli potansiyel patojen olarak
bildirilmektedir. Bu cinsin iiyeleri halen 16semi tedavi merkezlerinde ve solid
organ transplantasyonu yapilan iinitelerde basta gelen Oliim sebebi olarak
bildirilmektedir (99). Kanser hastalarina yogun kemoterapi uygulanmasi, yiiksek
immiinsiiprese ila¢ rejimleri, profilaktik yada ampirik genis spekturumlu
antibiyotiklerin kullanilmasi, uzun siireli parenteral beslenme ve AIDS’in
yayginlagsmasi gibi predispozan faktorler, invazif aspergillozis’li hasta sayisinda

dramatik bir artisa neden olmustur.

Spesifik tan1 metodlarinin ve tedavi rejimlerin hala sinirli olmasi nedeniyle
invazif aspergillozis’te mortalite %30-90 oraninda seyretmektedir (101). Bu
nedenle siirveyans ¢aligmalarinda hastane havasindaki Aspergillus konidiya
yogunlugunu saptayabilmek i¢in belirli araliklarla hastane i¢i hava 6rneklerinin
toplanmas1 gerekmektedir. Invazif aspergilloz hastaliginin olusmasinda spor
konsantrasyonunun esik degeri iizerinde heniiz tam bir fikir birligi yoktur. Ancak
korunmus odalarda ki havada Aspergillus konidiya konsantrasyonun 5 cfu/m’ alt:
(ideal; 0.1’in alt1), havas filtre edilen alanlardaki total mantar spor sayisi i¢inde

azami 15 cfu/m’® olmasi sinir deger olarak kabul edilmektedir (102).
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I1I. GEREC VE YONTEM

Afyonkarahisar ~ bolgesindeki  hastanelerin  on  farkli  {initesinden
Ekim 2006-Eyliil 2007 tarihleri arasindaki sonbahar-kis-ilkbahar ve yaz aylarinda
olmak {iizere periyodik olarak hava 6rneklerinin toplanmasi planlanmistir. Daha
sonra belirlenen giinlerde her hastaneye ait mevcut birimlerden hava 6rnekleri
toplanmistir.  Yaptigimiz c¢aligma sonucunda 11 farkli tlirde toplam 118
Aspergillus susu izole edilmistir. Standart sus Aspergillus niger ATCC 9142 ile
birlikte izole edilen tim Aspergillus izolatlarina antifungal duyarlilik ¢alismasi

yapilmigtir.

3.1. KAYIT ISLEMLERI

Calismamiza Afyonkarahisar bolgesinde Saglik Bakanligina bagh
Afyonkarahisar Devlet Hastanesi (ADH), Kocatepe Devlet Hastanesi (KDH) ve
Afyonkarahisar GoOgiis Hastaliklar1 Hastanesi (GHH) ile Afyon Kocatepe
Universitesi Ahmet Necdet Sezer Arastirma ve Uygulama Hastanesi (ANS
hastanesi) olmak iizere toplam dort hastane dahil edilmistir. Hava 6rneklerinin
toplanacag1 hastane birimleri olarak, hastane disi, hastane i¢i, hastane girisi, acil
servis, poliklinikler koridoru, gogiis hastaliklar1 servisi, ameliyathane girisi,
dahiliye yogun bakim, kardiyovaskiiler cerrahi yogun bakim ve yenidogan yogun
bakim olmak iizere on farkli birim se¢ilmistir. Hastane yonetimleri ile gériismeler
yapilarak calisgmamiz hakkinda bilgilendirmeler yapildi ve gerekli izinler alindi.
Daha sonra her hastane ve o hastaneye ait on farkli birimin adlari ile izole edilen
Aspergillus tiirlinlin, koloni sayisinin ve makroskobik morfoloji 6zelliklerinin

kayit edilecegi tablolar hazirlanmistir.

3.2. ON HAZIRLIK

Gerekli malzemeler; 26°C’ye ayarl etliv, Klass II air flow laminer kabin,
hava toplama cihaz1 (Air/IDEAL 90 mm biocollector/BioMerieux, Fransa), hava

toplama cihazinin filtre aparatini sterilize etmek icin kaynatma kabi, higrograf,
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2 adet 1 litrelik balon joje, beher, toplanacak 6rnek sayisi kadar 90 mm ¢apinda
plastik steril petri kutusu, yeteri miktarda PDA ve Czapek-Dox besiyeri ve
sterilizasyonu i¢in otoklav hazirlandi. Antifungal ¢aligmasi i¢in de yeterli sayida
steril 15 ml’lik plastik falkon tiipli, 10 ml’lik steril cam tiipler, spektrofotometri
cithazi, 96 kuyucuklu steril mikroplate’ler, 100 ul ve 1000 pl’lik pipet ve yeteri
miktarda steril 100 ul ve 1000 pl’lik pipet ucu temin edildi. Inokiiliim hazirlamada
ve antifungal diliisyonlarda kullanilmak iizere ise hazirlanan standart besiyeri
RPMI 1640’1 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany), 20 ml’lik steril plastik
enjektor ve RPMI 1640’1n sterilizasyonu i¢in 0.22 p ¢apli membran filtreler, pH

metre, laktofenol pamuk mavisi ¢ozeltisi, selofan bant, lam temin edildi.

3.3. BESIYERIi HAZIRLANMASI

PDA besiyerini hazirlamak i¢in 39 gram toz PDA hassas terazide tartildi ve
1 litrelik balon joje igine aktarildi. Uzerine 1 litre distile su ilave edilerek su
banyosu igerisinde eriyinceye kadar bekletildi. Tam homojenizasyon saglandiktan
sonra besiyeri 1 atmosfer basing ve 121 °C’ye ayarlanmis otoklavda 20 dakika
beklenerek sterilize edildi. Daha sonra sterilize edilen PDA c¢ozeltisi yaklagik
50 °C’ye kadar soguduktan sonra 2cc gentamisin 40 mg ilave edildi. Daha sonra
steril petrilere 4 mm kalinlik olusturacak sekilde dokiildii ve besiyerinin
katilagmasi beklendi. Katilagan besiyerleri + 4°C’de muhafaza edildi. Czapek-Dox
agar’da ayni sekilde litrede 45.4 gram olacak sekilde hazirlandi. Ancak herhangi

bir antibiyotik ilavesi yapilmadi.

3. 4. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Hava oOrneklerini toplamak icin Air/IDEAL 90 mm biocollector cihazi
kullanildi. Bu cihaz; c¢alistirildiginda 30 saniye ig¢inde 50 litre havay1 aspire
ederek delikli filtre aparatinin altina yerlestirilen PDA besiyerinin {izerinden
gecirebilmektedir. Bu cihazda kullanilan filtre aparati 5 pm’den kiigiik
partikiillerin gegisine izin verecek sekilde tasarlanmistir. Bu sayede ortam

havasinda bulunan 2-5 pm ¢apinda ki mantar sporlarinin bu deliklerden gecerek
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besiyeri ortamina inokiilasyonu saglanmistir. Besiyeri olarak 40 mg gentamisin
ilave edilmis PDA besiyeri kullanilmistir.  Sistematik olarak her hastanenin
onceden planlanmis biitiin boliimlerinden, bu cihaz yardimi ile hava 6rnekleri
toplandi. Olas1 karigikliklari 6nlemek i¢cinde her PDA besiyerinin {lizerine farkli
kodlamalar yapildi. Onceden hazirlanmis toblolara da ayni kodlamalar yazilarak
diizenli kayitlar olusturuldu. Tiim Ornekler toplandiktan sonra biitiin PDA
besiyerleri 26°C’ye ayarl etiiv de bir hafta siireyle, nemli ortamda inkiibasyona

birakildi.

3.5. DEGERLENDIRME VE IDENTIFIKASYON

Inkiibasyon sonrasi iireyen kolonileri saf olarak elde etmek ve izolasyon ve
identifikasyon iglemlerini saglikli yapabilmek i¢in iireyen biitiin kiif kolonilerine
ayr1 ayr1 harf kodlamasi yapilarak her koloniden ¢engel 6ze ile bir miktar 6rnek
alind1 ve uygun harf kodlamasinin yapildigi PDA ve Czapex-Dox agara eszamanli
batirma ekimleri yapildi. Yine ayni koloniden g¢engel 6ze ile 6rnek alindi ve
mantar stogu olusturmak i¢inde, igerisinde 2 ml steril distile su bulunan 5 ml’lik
kapakli cam tiiplere konuldu. Bu sekilde hazirlanan biitiin stok tiipler antifungal
duyarlilik ¢alismasinda tekrar kullanilmak iizere oda 1sisinda bekletildi. Ekimi
yapilan besiyerleri ise 26°C de 5 giin siireyle, nemli ortamda inkiibasyona
birakildi. PDA besiyeri Aspergillus’larin pigment olusumunu ve sporlanmasini
daha 1yi sagladig1 i¢in, Czapek-Dox agar (%3 sukroz) da seksiiel iireme yapilarin
olusturabildigi igin tercih edilmistir. Inkiibasyon sonrasi PDA ve Czapek-Dox
agarda ki koloniler incelendi. Makroskobik degerlendirme c¢iplak gozle normal
151k altinda yapildi. Mikroskobik degerlendirme i¢inde yaklasik 4 cm uzunlugunda
ki selofan band, kiif koloninin {izerine bastirilarak ¢ekildi ve {izerine bir damla
laktofenol pamukmavisi damlatilan lama yapistirildi. Daha sonra mikroskobun
40X objektifi ile inceleme yapildi. Mikroskobik olarak, septali hif, konidyofor,
vezikiil, vezikiil lizerinde tek yada ¢if sira dizilimli fiyalidler ve konidiyumun
rengi, sekli, diiz yada piirtiiklii olmasi ve septa varlig1 gibi mikroskobik 6zellikler
arastirildi.  Makroskobik ve mikroskobik goriiniimlerine gore izole edilen

Aspergillus’lar tiirlerine ayrildi. Biitiin degerlendirme sonuglar1 diizenli olarak
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onceden hazirlanmis tablolara kaydedildi. Kullanilan besiyerleri ve igerikleri

asagidaki gibidir:

Czapek Dox Agar (Oxoid, 45.4 g/L ; CM 97,UK)

Sodium nitrat 2.0 g/L
Potassium chloride 0.5 g/L
Magnesium glycerophosphate 0.5 g/L
Ferrous sulphate 0.01 g/L
Potassium sulphate 0.35 g/L
Sucrose 30.0 g/L
Agar 12.0 g/L
pH 6.8+/- 0.2

Potato Dextrose Agar (PDA - Oxoid, 39 g/L; CM 139,UK)

Potato extract 4.0 g/L
Glucose 20.0 g/L
Agar 15.0 g/L
pH 5.6+/-0.2

Lactophenol Blue Solution (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, France)

3.6. ANTIFUNGAL DUYARLILIK CALISMASI

Filamantéz funguslarin sivi diliisyon antifungal duyarlilik deneyleri icin
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)’nin Onerdigi M38-A’nin
referans bir yontem oldugu kabul edilmektedir. Bu yontem Aspergillus spp. de
dahil Fusarium spp. Rhizopus arrhizus ve Sporothrix schenckii ve digre
opportunistik kiif patojenlerini de iceren ve invaziv fungal infeksiyonlara neden
olan filamentdz funguslarin duyarlilik testleri i¢cin uygun goriilen standart bir
yontemdir. Caligmaya alinan Aspergillus tiirlerinin amfoterisin B (AMB),
flukonazol (FLU), itrakonazol (ITR) ve vorikonazol’e (VOR) kars1 antifungal
duyarlilik deneylerinde, CLSI tarafindan 6nerilen M38-A mikrodiliisyon yontemi
kullanild1 (103). Calismada kalite kontrol susu olarak 4. niger ATCC 9142

kullantlmistir
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3. 6. 1. Antifungal ila¢ Miktarlarinin Tartilmasi

Tim antifungaller standart {linite dozlarda hazirlanmaktadir. Asagidaki
formiiller, standart stok sollisyonu hazirlamak i¢in gerekli olan solvent (¢oziicii)
ya da antifungal ila¢ tozunun miktarin1 hesaplamada kullanilabilmektedir. Biitiin

antifungal ila¢ tartimlar1 hassas terazide yapilmistir.

[Hacim (ml)X Hedef Konsantrasyon (pg/ml)]
Agirlik (mg) =

Potens (pg/mg)

[ Agirlik (mg) X Potens (ng/mg) ]

Hacim (ml)=

Hedef Konsantrasyon (pg/ml)

Amfoterisin B (sigma,U.S.A)

Potens %100 (250 mg’ da 250 mg; 1 mg’da 1000 pg;
potensi 1000 pg/ml)

Stok soliisyon konsantrasyonu 1600 pg/ml

Hacim 10 ml DMSO

Agirlik=(10 x 1600) / 1000 = 16 mg = 0.0016 g

Itraconazol (Neuland Laboratories Ltd.,India)

Potens %100 (100 mg’da 100 mg, 1 mg’da 1000 pg;
potensi 1000 pg/ ml)

Stok soliisyon konsantrasyonu 1600 pg/ml

Hacim 10 ml DMSO

Agirlik=(10 x 1600) / 1000 = 16 mg =0.0016 g
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Flukonazol (Pfizer, France)

Potens %100 (100 mg’da 100 mg, 1 mg’da 1000 pg;
potensi 1000 pg/ml)

Stok soliisyon konsantrasyonu 5120 pg/ml

Hacim 10 ml distile su

Agirlik=(10 x 5120) / 1000 = 51.2 mg= 0. 00512 g

Vorikonazol (Pfizer Inc, U.S.A)

Potens %100 (100 mg’da 100 mg, 1 mg’da 1000 pg;
potensi 1000 pg / ml)

Stok soliisyon konsantrasyonu 1600 pg/ml

Hacim 10 ml DMSO

Agirlik= (10 x 1600) / 1000 = 16 mg = 0.0016 g

3. 6. 2. Antifungal Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Farkli antifungaller i¢in farkli ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Bazi ilaglar
solventlerde bazilarida suda erimektedir. Dimetil siilfoksit, etil alkol, polietilen
glikol ve distile su temelde kullanilan ¢oziiciilerdir. Farkli antifungalleri
¢ozdiirmekte kullanilan solventler Tablo-IV’de gosterilmisgtir.  FLU suda
¢Oziinebilen bir antifungal ilagtir. Bu nedenle FLU’lin hem stok soliisyonlari
hemde c¢ift kat sulandirimlart steril distile su i¢inde gergeklestirildi. FLU’ {in farkl
diliisyonlart i¢in yedi tane steril falkon tiipii alindi, en yiiksek diliisyondan
baslayarak sira ile en diislik diliisyon oranina dogru ayri ayr tiipler kodlandi.
FLUlin 5120 pg/ml konsantrasyonunda ki stok soliisyonu ve ¢ift kat
sulandirimlar1 Tablo-V’e uygun olarak yapildi ve 128-64-32-16-8-4-2 pg/ml’lik
final  konsantrasyonlar1 elde edildi. FLU’in final konsantrasyonun

hazirlanmasinda izlenen yol Sekil-3’te sematize edilmistir.
Suda, stok soliisyonu hazirlanamayan AMB, ITR, VOR gibi antifungaller

icinde ¢oziicii olarak %100 dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma, U.S.A ) kullanildi.
DMSO i¢inde her bir antifungal ilacin 1600 pg/ml konsantrasyonlu stok

38



soliisyonlar1 hazirlandi. AMB, ITR, VOR’iin ¢ift kat sulandirimlari da yine
DMSO i¢inde gergeklestirildi. 1600 ng/ml konsantrasyonunda ki stok soliisyonu
ve ¢ift kat sulandirimlar1 Tablo-VI’e uygun olarak yapildi. Her antifungal ilacin
farkli diliisyonlart i¢in yedi tane steril falkon tiipii alindi, en yiiksek diliisyondan
baslayarak sira ile en diigiik diliisyon oranina dogru biitiin tlipler ayr1 ayri
kodlandi. Daha sonra asagidaki semalara uygun olarak seri dillisyonlar ile once
ara konsantrasyonlar hazirlandi. Daha sonrada bu ara konsantrasyonlarin da
herbiri RPMI 1640 Medium (L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz) besiyeri i¢inde
1/50 oraninda diliie edilerek AMB, ITR, VOR i¢in 8-4-2-1-0.5-0.25-0.125
ug/ml’lik final konsantrasyonlar elde edildi. Suda ¢oziinmeyen antifungallarin

final konsantrasyonlarinin hazirlanmasi Sekil-4’te sematize edilmistir.

Tablo-1V: Stok soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan diliientler ve

solventler
Antifungal ilag Solvent Diliient
(Ara konsantrasyon) (Final konsantrasyon)
Amfoterisin B DMSO* Medium**
Ketakonazol DMSO* Medium**
Itrakonazol DMSO* Medium**
Posakonazol DMSO* Medium**
Vorikonazol DMSO* Medium**
Flukonazol Distile su Medium**
Flucytosin Distile su Medium**

*Dimetil siilfoksit, **RPMI 1640
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Tablo-V: Suda coziinebilen antifungal ilaglarin diliisyonlarinin hazirlamasi

Asama Hedef Kaynak Hacim Ara Son Log,
konsantrasyon (ml) Konsantrasyon | konsantrasyon
(ng/ml) + (ng/ml) 1/50 diliisyon
Medium (ug/ml)
(ml)
1 5120 Stok Iml 7 640 pg / ml 128 6
2 640 Asama 1 1.0 | 1.0 320 64 5
3 640 Asama 1 1.0 | 3.0 160 32 4
4 160 Asama 3 1.0 | 1.0 80 16 3
5 160 Asama3 | 0.5 | 1.5 40 8 2
6 160 Asama 3 0.5 | 3.5 20 4 1
7 20 Asama 6 1.0 | 1.0 10 2 0
8 20 Asama 6 05 | 1.5 5 1.0 -1
9 20 Asama 6 | 0.5 | 3.5 2.5 0.5 -2
10 2.5 Asama 9 1.0 | 1.0 1.25 0.25 -3
11 2.5 Asama9 | 0.5 | 1.5 0.625 0.12 -4
12 2.5 Asama9 | 0.5 | 3.5 0.3125 0.0625 -5
Tablo-VI: Suda céziinemeyen antifungal ilaclarin diliisyonlarini1 hazirlanmasi
Asama Hedef Kaynak Hacim Ara Son Log,
konsantrasyon (ml) Konsantrasyon | konsantrasyon
(ng / ml) + (ng / ml) 1/50 diliisyon
Solvent (ug / ml)
(ml)
1 1600 Stok 1600 pg / ml 32 4
2 1600 Stok 0.5 ] 0.5 800 16 3
3 1600 Stok 05 | 1.5 400 8.0 2
4 1600 Stok 0.5 |35 200 4.0 1
5 200 Asama4 | 0.5 | 0.5 100 2.0 0
6 200 Asama4 | 0.5 | 1.5 50 1.0 -1
7 200 Asama4 | 0.5 | 3.5 25 0.5 -2
8 25 Asama7 | 0.5 | 0.5 12.5 0.25 -3
9 25 Asama7 | 05 | 1.5 6.25 0.125 -4
10 25 Asama7 | 0.5 | 3.5 3.13 0.0625 -5
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Sekil-3: FLU’iin final konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Stok Soldsyonu

5120 pgiml
10.240 pgizmil

1ml.

7 ml. Distile Su

1ml.

4

ey
1 ml. Distile Su

1ml.

k 2

3 ml. Distile Su

1ml.

1ml

0.5 ml._:

L 2

0.5 ml. ;

k4

FLUKONAZOL
(Céziicii: Distile Su)

Ara Konsantrasyon

640 pgiml

320 pgiml

160 pgiml

80 pg/mil

40 pgiml

20 pgiml

10 pgiml
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Final Konsantrasyon

(1/50 RPMI + MOPS ile Dillsyon)

L 2

L 2

128 pgiml

64 paiml

32 pgiml

16 paiml

8 pgiml

4 pgiml

2 pgiml



Sekil-4: AMB, ITR ve VOR’iin final konsantrasyonlarimin hazirlanmasi
AMFOTRISIN- B/ ITRAKONAZOL / VORIKONAZOL
(Coziicii: DMSO)

Stok Solldsyonu Ara Konsantrasyon Final Konsantrasyon

(1150 RPMI+ MOPS ile Dildisyon)

1600 pgimi
3200 pgizml
0.5 ml.E
- 400 pgiml o 8 pgiml
1,5 ml. (DMSO)
0.5 ml.
> 200 pgiml 5 4 pgiml
3,5 ml.{DMSO)
0.5 m].
=
Ee 100 pgiml > 2 pgiml
0,5 mlz‘
> 50 pgiml o 1 paimil
1,5 ml. (DMS0)
0,5 ml. 5
2 25 pgiml . 0.5 pgiml
3.5ml. (DMSO)
05ml[ |
s
12,5 paiml = 0.25 pgiml
E"_'_"
0,5 ml. (DMS0O)
0.5 ml.
= - 6,25 pgiml 0,125 pgiml
~
1,5 ml. (DMS0O)
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3. 6.3. RPMI 1640°1n Hazirlanmasi

Filamantéz funguslart c¢ogaltmak ve test etmek icin L-glutamin’li
bikarbonatsiz ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisi iceren sentetik medium
RPMI 1640 tercih edilmektedir. Bizde c¢alismamizda; hem Aspergillus’lar
cogaltmak hemde antifungal ilaglarin diliie edilerek final konsantrasyonlarinin
hazirlanmasinda L-glutaminli, sodyum bikarbonatsiz RPMI 1640 Medium
kullanildi. Bu sentetik besiyerinin i¢erigi Tablo-VII’de gosterildigi gibidir.

Tablo-VII: RPMI-1640 Medium igerigi

Bilesen g/L su Bilesen g/L su
L-arjinin 0.200 Biyotin 0.0002
L-asparaji 0.050 D-pantotenik 0.00025
L-aspartik asit 0.020 Kolin klorid 0.003
L-sistin. 2HCL 0.0652 Folik asit 0.001
L-glutamik asit 0.020 Miyo-inositol 0.035
L-glutamin 0.300 Nikotinamid 0.001
Glisin 0.010 PABA 0.001
L-histidin 0.015 Pridoksin HCL 0.001
L-hidroksiprolin | 0.020 Riboflavin 0.0002
L-izol6sin 0.050 0.00005
L-16sin 0.050 Tiyamin HCL 0.001
L-lizin.HCL 0.040 Vitamin By, 0.000005
L-metiyonin 0.015 Kalsiyum nitrat.H,O 0.100
L-fenilalanin 0.015 Potasyum klorid 0.400
L-prolin 0.020 Magneziyum siilfat 0.04884
L serin 0.030 Sodyum klorid 6.000

L treonin 0.020 Sodyum fosfat;dibazik | 0.800

L triptofan 0.005 D-glukoz 2.000

L tirozin.2Na 0.02883 Rediikte glutatyon 0.001

L valin 0.020 Fenol red, Na 0.0053
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Bir litre RPMI 1640 sivi besiyeri hazirlandi. Bunun i¢in temiz bir beher
icerisine 10.7g RPMI 1640 tozu ve tampon olarak ta 34.53 gr MOPS
(3-[n-morpholino] propanesulphonic acid) (Merck, Germany) ilave edildi. Bu
karisimin {lizerine 1litre steril distile su ilave ederek tozlarin ¢éziinmesi saglandi.
Homojenizasyonu saglamak icin aralikli olarak vorteksle c¢alkalama yapildi.
Hazirlanan besiyerinin kullanilmadan dnce pH’nin 6.9-7.0 olmasina dikkat edildi.
Bunun i¢in 10 N sodyum hidroksit (NaOH) (Merck, Germany) ile pH ayarlamasi
yapildi. Yukarda tariflendigi gibi hazirlanan s1vi besiyerinin 1 litresi i¢in yaklasik
5 ml NaOH gerekmektedir. Bunun i¢in 1 litrelik balon joje igerisine 100 ml distile
su ve icerisine de 40g NaOH eklenerek ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyon
kontrollii bir sekilde besiyerine ilave edildi. pH metre ile besiyerinin pH’s1 6.9-

7.0’ a ayarlandu.

Kontaminasyon olasiligin1 ortadan kaldirmak i¢in tiim islemler Klass II
laminer kabin igerisinde gergeklestirildi. Hazirlanan besiyerinin kullanilmadan
once sterilize edilmesi gerekmektedir. Bu amagla hazirlanan ¢ozelti, 0.22 p ¢aph
membran filtrelerden (Sartorius, Germany) gegirilerek 20cc’lik steril enjektorlere
aspire edildi. Daha sonra bu enjektorler kullanilincaya kadar aseptik kosullarda

+ 4°C’de muhafaza edildi.

3. 6. 4. Inokiiliimiiniin Hazirlanmasi

Aspergillus’larda; nongerminative (¢imlenme fazinda olmayan) konidiyal
yada  sporangiospor  siispansiyonlarmin  spektrofotometrik  6lgiimlerde
kullanilmasimnin  daha gilivenilir oldugu bildirilmektedir. Konidium ve
sporongiospor yapilari, Aspergillus’lar da PDA besiyerinin nemli ortamda ve
35°C’de 7 giin inkiibasyonu ile olugmaktadir. Inokiiliim hazirlamak ic¢in 6nce
stokta bulunan biitiin Aspergillus tirleri, Klass II laminer kabin i¢inde, PDA
besiyeri igeren plaklara inokiile edildi ve 35°C’de 7 giin inkiibasyona birakilarak
subkiiltirleri hazirlandi. Yeterli sporulasyon saglandiktan sonra antifungal
duyarlilik caligmasina alinacak 119 Aspergillus tiirliniin test inokiiliimleri

hazirlandi. Test inokiiliim konsantrasyonlari, yaklasik 0.4 X 10* ile 5 X 10* cfu/ml

44



olacak sekilde ayarlandi. Bunun ic¢in once PDA besiyerinde {iireyen ve
sporulasyonunu tamamlayan Aspergillus kolonisinin iizerine petrinin st kapagi
kaldirilarak steril %0.9 NaCl’den 1ml ve bir damla da Tween 20 eklendi. Petrinin
kapag1 kapatilarak hafif dairesel hareketlerle sivinin koloni iizerinden ge¢cmesi
saglandi. Bu sekilde fungal konidiya, sporangiyospor ve hifal yapilar iceren bir
stispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyon steril pastor pipeti yardimiyla kapakli
steril bir cam tiipe aktarildi. 15sn. vortekslendikten sonra partikiiler yapilarin dibe
cokmesi icin 5 dakika beklendi. Daha sonra bu silispansiyon, optik dansitesi
0.09 ile 0.11 araligina ayarlanmis spektrofotometre ile yogunluk ayarlamasi
yapildi. Hazirlanan bu siispansiyonlar standart medium RPMI 1640 ile 1/50
oraninda dilue edilerek, ihtiya¢ duyulan 0.4 X 10* -5 X 10* cfu/ml. dansiteye
uygun 2x diliisyonu elde edildi. Inokiiliimiin kantitasyonu; mililitredeki colony
forming {init’i saptamak i¢in SDA besiyeri lizerine test inokiiliimiiniin 1:100
diliisyonunun 0.01 ml’si ilave edilerek yapildi. Bu plaklar 26 °C’de inkiibasyona

birakildi. Gozle koloni olugumlarinin varlig1 ve sayisi izlendi.

3. 6. 5. Mikrodiliisyon

Steril, polistren bos 96’lik mikropleytlerinin uzun kenar1 suslari, kisa
kenarida yukardan asagiya dogru antifungal ilacin en yiiksek final
konsantrasyonundan baglayarak en kii¢iik konsantrasyonlar1 gosterecek sekilde
kodlandi. Bu sekilde 119 sus ve her antifungal i¢in 9 steril mikroplate hazirlandi.
Oncelikle her antifungalin farkli konsantrasyonlarda hazirlannms final
konsantrasyonlar1 yiiksek konsantarsyondan baslayarak en diisiik konsantrasyona
dogru, kendilerine uyan siradan baglayarak biitiin kuyucuklara 0.1ml olarak

dagitildi.

Her sus i¢in hazirladigimiz inokiiliim silispansiyonundan, ayni sus i¢in
ayrilan yedi kuyucuga yiizer mikrolitre pipetlendi. Inokiiliim siispansiyonunun
ilavesi ile antifungal ilag yogunlugu 1/2 diliie olmus oldu. Bu basamakta,
inokiiliim yogunlugu ve solvent seyreltilmesi ile arzu edilen final konsantrasyona

ulagilmis olunmaktadir. Sekizinci, son kuyucukta tireme kontrol kuyucugu olarak
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ayrilmistir. Ureme kontrol kuyucugu, diliie edilmis inokiiliim siispansiyonunun
0.1ml’si ile antifungal ila¢ icermeyen ila¢ ¢oziiciisiiniin 0.1ml’sini icermektedir.
Tiim mikrodiliisyon plaklar ¢alkalayicisiz olarak 35°C’de 46-54 saat (ortalama 50
saat) inkiibe edildi. Sonuglarin okunmasi; gorsel olarak ¢ift gozle yapild.
Organizma iiremesinin inhibe oldugu, antifungal ilacin en diisiik konsantrasyonu
Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degeri olarak kabul edildi. Uremenin
olmadig1 kuyucuklardan yapilan kiiltiir ekimleriyle de bulunan MIiK degerleri
dogrulandi. Yanlis pozitif ve negatif okumalara engel olmak icin her bir MIiK
kuyucugu, iireme kontrol kuyucugu ile karsilastirilarak okumalar yapildi. Her bir
mikrodiliisyon kuyucugunu degerlendirirken asagidaki skorlama kullanildi.

0) Gorsel ve kiiltiir ekimlerinde liremenin olmamasi

1) Zayif lireme veya lireme kuyucugunun yaklasik %25°1 yogunlugu

2) Uremede belirgin azalma veya iireme kontrol kuyucugunun yaklasik
%50’s1 yogunlugu

3) Uremede hafif azalma veya iireme kontrol kuyucugunun yaklasik %75’
yogunlugu

4) Uremede azalmanin hi¢ olmamasi.
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IV. BULGULAR

Bir yillik siirede 3 aylik periyodlar halinde Afyonkarahisar bolgesindeki
4 biiylik hastaneden hava toplama cihazi ile toplanan hava orneklerinin inokiile
edildigi PDA besiyerleri hastanemiz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD.’
na bagli mikoloji laboratuarinda 1 hafta siireyle 26°C*de inkiibasyona birakildi.
Kiiltiirler giin asir1 kontrol edilerek iiremeler izlendi. Hizli tireyen kif
kolonilerinin gelismekte olan diger kolonilerin {izerini Orterek tanida yanilgilara
yol agmasina meydan vermemek i¢in yavas iireyen kolonilerden ilave yeni

pasajlar yapildi.

Fotograf-1: PDA besiyeri (alttan ve tistten g6riiniim)

Bir haftalik inkiibasyon sonrasinda plaklarin tiimii degerlendirmeye alindi.
Ayrica her koloniden yeni Ornekler alinarak icerisinde steril, 2 ml distile su
bulunan siyah kapakl tiiplerde mantar stogu olusturuldu. Inkiibasyon sonrasi hava
orneklerinin ilk inokiile edildigi plaklarin {istten ve alttan goriiniimii Fotograf-1’de
gosterilmistir. Tiir identifikasyonu i¢in ekimlerin yapildig1 besiyerleri, bir haftalik
inkiibasyondan sonra degerlendirmeye alindi. Makroskobik ve mikroskobik
incelemeler ile Aspergillus tiir identifikasyonu yapildi. Tez ¢alismasi boyunca on

bir farkli tiirde toplam 118 Aspergillus susu identifiye edilmistir.
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Fotograf-2: A. fumigatus’ un PDA besiyerindeki
gorilintlisi. AKU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji AD.© 2007
Toplam 70 A. fumigatus identifiye edildi. 4. fumigatus’larm total

Aspergillus igerisindeki orant %59 olarak bulunmustur. Fotograf-2’de identifiye

edilen A. fumigatus tiiriiniin PDA besiyerindeki tisttten goriintiisii verilmistir.

Fotograf-3: 4. niger’ in PDA besiyerindeki
goriintiisii. AKU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobivoloii AD.© 2007

On dort A. niger tiri identifiye edildi. A. niger’in total Aspergillus
icerisindeki orant %12 olarak hesaplanmistir. Fotograf-3’de identifiye edilen

A. niger tiirlinlin, PDA besiyerindeki iistten goriintiisii goriilmektedir.
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Fotograf-4: A. versicolor, Cezapek agardaki
goriintiisii. AKU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji AD. © 2007

On dokuz tane A4. versicolor tiirii identifiye edildi. A. versicolor’un tiim
Aspergillus lar igerisindeki oran1 %16°dir. Fotograf-4’de A. versicolor kolonisinin

Cezapek agarda ki {istten goriintiisii verilmigtir.

Fotograf-5: A . terricola, Cezapek agardaki
goriintiisii. AKU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji AD. © 2007

A. terricola tiriinden bes tane identifiye edildi. Total Aspergillus sayisi
icerisindeki oran1 %4’diir. A. ferricola kolonisinin Cezapek agarda ki {istten

goriintiisii Fotograf-5’de verilmistir.
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Fotograf-6: 4. fischer,i Cezapek agar goriintisii. A. sydowi Cezapek agar
goriintiisii. AKU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD.© 2007

Sadece bir 4. fischeri ve bir tanede A. sydowi identifiye edildi. 4. fischeri ve
A. sydowi’nin total Aspergillus icerisindeki oranlari her biri i¢in %1 dir.
Fotograf-6’da identifiye edilen 4. fischeri ve A. sydowi kolonilerinin Cezapek

agardaki listten goriintiileri verilmistir.

Fotograf-7: PDA besiyeri 4. flavus Cezapek agar; A. carneus
AKU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD.© 2007
Calismamizda bir 4. flavus ve iki tane de A. carneus identifiye edildi.
A. flavus ve A. carneusun 118 Aspergillus icerisindeki oranlar1 4. flavus i¢in %1,
A. carneus i¢in ise %2’dir. A. flavus'un PDA’daki ve A. carneusun Cezapek

agarda ki tistten goriintiisii Fotograf-7’de verilmistir.
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Identifiye edilen Aspergillus’larin 70°i (%59) A. fumigatus, 14’ (%12)
A. niger, 19°u (%16) A. versicolor, 5’1 (%4) A. terricola, biri (%1) A. flavus, biri
(%1) A. parvulus, biri (%1) A. ochraceus, biri (%1) A. sydowi, biri (%])
A. fischeri, 3’10 (%2) A. aureolatus, 2’si (%2) A. carneus’tur. Caligmalarimiz
siiresince identifiye edilen Aspergillus tiir ve sayilar ile her tiiriin toplam sus

icerisindeki ylizde oranlar1 Tablo-VIII’de gosterilmistir.

Tablo-VIII: izole edilen Aspergillus tiirleri ve yiizde oranlari

g | S 3 *§ % 3 : 2
= Q ~ = Q g = g
0% s 2T |E|E g 8| |
5 S |5 | 2 |8 3 S [ S 3 S [
= S | = S 3 S 3 S |8 | & S, o
= ~ ~ < ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ <
n
70 19 14 5 3 2 1 1 1 1 1
(118)
Oran
59 16 12 4 2 2 1 1 1 1 1
(%)

Tim Aspergillus’larin 14’1 (%12) KDH, 19’u (%16) ADH, 24’i (%20)
GHH, 61’1 (%52) ANS hastanesinden elde edilen hava Orneklerinden izole
edilmistir. Hastanelere gore izole edilen Aspergillus’larin say1 ve ylizde dagilimi

Grafik-1"de verilmisgtir.
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Grafik-1: izole edilen Aspergillus’ larin hastanelere gore dagilimi

Kocatepe
Devlet Hastanesi

12% B Afyonkarahisar

A‘l 6% Devlet Hastanesi

Gogiis
0,
52% u Hastaliklar1 Hastanesi

0,
20% Ahmet Necdet Sezer
Aragtirma ve
Uygulama Hastanesi

Izole edilen Aspergillus suslarinm 21’1 (%18) kis, 57’si (%48) sonbahar,
22’s1 (%19) ilkbahar, 18’de (%15) yaz doneminde yapilan ¢aligmada saptanmustir.

Mevsim ortalamasina gore Aspergillus sayilart ve ylizde dagilimlar1 Grafik-2’de

verilmigtir.
Grafik 2: izole edilen Aspergillus sayilarinin
mevsimlere gore yiizde dagilimi
60%
50% 0O 48%
0
& 40% @ Sonbahar
o Ki
8 3% .ilki h
N m 18% 019% 0 likbahar
S 20% 015% | ova
10% | .
0%
Sonbahar Kis ilkbahar Yaz
Mevsimler

Yaptigimiz c¢aligma sirasinda her hastanenin hastane disi, hastane ici ve
mevcut yogun bakimlarindan higrogram yardimi ile ortam nemi de 6l¢iildii. Her
mevsim i¢in, drneklerin toplandigi hastanelere ait nem oranlar1 ve en sik izole
edilen A. fumigatus, A. niger ve A. versicolor ile daha nadir izole edilen diger
Aspergillus’larin sayilar1 ve total Aspergillus igerisindeki oranlar1 Tablo-IX’da

verilmigtir.
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4.1. ILKBAHAR DONEMIi

Ilkbahar déneminde 4 hastaneden 3 farkli tiirde olmak {izere toplam
22 Aspergillus susu izole edilirken, izolatlarin %14’ KDH, %45°1 ADH, %27’si
GHH, %14’ ANS hastanesinden izole edilmistir. Bunlarinda 14’4 (%63)
A. fumigatus, 7°si (%32) A. versicolor, biride (%5) A. aureulotus’ dur. A. niger bu
donemde izole edilememistir. A. fumigatus ve A. versicolor ile daha nadir izole
edilen diger Aspergillus’larin sayilar1 ve total Aspergillus icerisindeki oranlari

Tablo-I1X"da verilmistir.

4.2. YAZ DONEMI

Yaz doneminde ise tiim hastanelerden 4 farkl tiirde toplam 18 Aspergillus
susu izole edilmis olup, izolatlarin %17’si KDH, %50’si GHH, %33’de ANS
hastanesinden izole edilmistir. Bu donemde ADH’den herhangi bir Aspergillus
izole edilememistir. 1zole edilen suslarm 3i (%17) 4. fumigatus, 3’ (%17)
A. niger, 11’1 (%61) A. versicolor, biride (%5) A. aureulotus’tur. En sik izole
edilen 4. fumigatus, A. niger ve A. versicolor ile daha nadir izole edilen diger
Aspergillus’larin sayilar1 ve total Aspergillus icerisindeki oranlar1 Tablo-1X’da

verilmigtir.

4. 3. KIS DONEMI

Kis doneminde yaptigimiz caligmada ise; tiim hastanelerden 6 farkli tiirde
toplam 21 Aspergillus susu izole edildi. Suslarin % 19°u KDH, %19’u ADH,
%33’ GHH, %29’u ANS hastanesinden izole edilmistir. Bunlarin 8’1 (%38)
A. fumigatus, T’st (%33) A. niger, biri (%5) A. versicolor, 2°si (%9) A. carneus,
1’1t (%5) A. ochraseus, 2’si (%10) A. terricola’dir. En sik izole edilen
A. fumigatus, A. niger ve A. versicolor ile daha nadir izole edilen diger
Aspergillus’larin sayilar1 ve total Aspergillus icerisindeki oranlar1 Tablo-IX’da

verilmistir.
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4. 4. SONBAHAR DONEMIi

Sonbahar doneminde yapilan ¢alismada, 8 tiirde toplam 57 Aspergillus susu
izole edilmis olup suslarin %7°si KDH, %9’u ADH, %3’ii GHH, %81°de ANS
hastanesinden izole edilmistir. Bunlarinda 45’1 (%79) A. fumigatus, 4’i (%6)
A. niger, 3’1 (%5) A. terricola, 1’1 (%2) A. flavus, 1’1 (%2) A. aureulotus,1’1 (%2)
A. sydowi, 1'i (%2) A. parvulus, 1’de (%2) A. fischeri’dir. Izole edilen
A. fumigatus, A. niger ve A. versicolor ile daha nadir izole edilen diger
Aspergillus’larin sayilar1 ve total Aspergillus icerisindeki oranlar1 Tablo-1X’da

verilmistir.
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Tablo-IX: En Sik izole Edilen Aspergillus Tiirlerinin Hastanelere ve Mevsimlere
Gore Dagilimi, Total Aspergillus Icindeki Yiizde Oranlari ile Nem Degerleri

ILKBAHAR YAZ SONBAHAR KIS
2 £
& 3 Tiir o T Z T e B 7 e B 7S I 7
e Q (say1) (say1) (say1) (say1)
A.fumigatus 2 1.6 2 1.6 3 2.5 1 0.8
A. niger 2 1.6
A.versicolor 1 0.8 1 0.8 1 0.8
= | Diger Tiirler 1 0.8
@ Toplam 3 2.5 3 2.5 4 3 4 3
g~ Hastane I¢i 40 (n=2) 22 (n=1) 38 (n=3) 40
2 & | Hastane Digt 42 24 (n=2) 48 38
Yogun Bakim 38 (n=1) 24 50 (n=1) 43 (n=4)
A.fumigatus 7 5.9 1.6 2 1.6
A. niger 1 0.8 2 1.6
A.versicolor 3 2.5
E Diger Tiirler 2 1.6
<« | Toplam . 10 8 5 4 4 3
£~ Hastane I¢i 34 (n=4) 23 40 (n=2) 40 (n=1)
2 X | Hastane Dist 32 (n=3) 24 46 (n=3) 44
Yogun Bakim 33 (n=3) 24 34 38 (n=3)
A.fumigatus 5 4.2 1 0.8 3 2.5
A. niger 1 0.8 3 2.5
A.versicolor 1 0.8 9 7.6
E Diger Tiirler 1 0.8
© | Toplam . 6 5 9 7.6 2 1.6 7 6
£~ Hastane I¢i 36 (n=4) 27 (n=9) 48 45(n=4)
£ X | Hastane Dist 36 (n=2) 25 48 (n=2) 42(n=3)
Yogun Bakim 35 26 42 46
A.fumigatus 2 1.6 1 0.8 40 33.8 2 1.6
= | 4. niger 3 2.5 2 1.6
2 | Aversicolor 1 0.8
8 | Diger Tiirler 1 0.8 1 0.8 4 3 4 3
& | Toplam 3 2 6 5 46 38 6 5
= o _ | Hastane ici 30 (n=1) 23 (n=5) 38 (n=26) 39 (n=6)
Z 2 X | Hastane Dist 38 25 56 (n=12) 43
< Yogun Bakim 34 (n=2) 26 (n=1) 47 (n=8) 42
Genel Toplam | 22 | %19 | 18 | %15 | 57 | %48 | 21 | %I8
4.5. HASTANE BOLUMLERI

Izole edilen Aspergillus suslarmin hastane béliimlerine gére dagilimlari su

sekilde saptanmustir; hesaplamalar yapilirken hastane girisi, hastane i¢i, acil

servis, gogiis hastaliklar1 hasta odasi, poliklinikler koridoru, ameliyathane

koridoru ve diyaliz {initesi hastane i¢i olarak kabul edilmistir. Ayrica yenidogan

yogun bakim, dahiliye yogun bakim ve kardiyovaskiiler cerrahi yogun bakimlari
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da hesaplamalar sirasinda, yogun bakimlar ana basliginda degerlendirilmistir.
Buna gore;

Toplam 4 hastanenin, hastane disindan 12 (%17), hastane i¢inden 26 (%37),
gogiis servisi hasta odasindan 11 (%16), yogun bakimlardan 19 (%27), diyaliz
tinitelerinden 2 (%3) A. fumigatus iretildi. On dort A. niger susunun; 5’1 (%36)
hastane disindan, 4’4 (%29) hastane icinden, geriye kalan 5’1 (%35) diger
boliimlerden izole edilirken, 19 A. versicolor susunun; 12’si (%63) hastane
icinden, 6’s1 (%32) yogun bakimlardan, 1’1 (%5) gogiis hastaliklar1 servisi hasta
odasindan saptanmustir. Bes A4. terricola susunun; 2’si (%40) hastane disindan,
2’si (%40) diyaliz iinitesinden, 1 taneside yogun bakimlardan, toplam 3
A. aureolatus susunun; 1’si (%33) hastane iginden, 1 tanesi (%33) gogiis
hastaliklar1 servivinden, 1 taneside (%33) yogun bakimlardan, 2 A. carneus
susunun 1’1 (%50) hastane icinden, 1 taneside (%50) gogiis hastaliklar1 servisi

hasta odasindan izole edildi.

Hastane disindan bir 4. flavus ve bir tanede A. parvulus, diyaliz {initesinden
birer tane A4. fischeri ve A. ochraceus, hastane i¢inden de bir tane A. sydowi izole
edilmistir. Hastane digindan toplam 21 Aspergillus izole edildi, total Aspergillus
sayist igerisindeki orani ise %18 olarak bulundu. Hastane i¢i ortam havasindan
45 (%38), gogiis hastaliklar servisi hasta odasindan 17 (%14), yogun bakimlardan
28 (%24), diyaliz iinitelerinden ise toplam 7 (%6) Aspergillus susu izole edildi.
Tablo-X’da izole edilen Aspergillus tirlerinin hastane boliimlerine goére say1 ve

izole edilen toplam tiir i¢indeki yiizde oranlar1 verilmistir.
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Tablo-X: izole Edilen Aspergillus Tiirlerinin Hastane Béliimlerine Gore
Dagilimi ve Oranlar:
Tir Hastane Boliimleri
(n=say1) | Hastane | Hastane | Gogiis Yogun | Diyaliz
(%) Dis1 ici servisi | Bakimlar
A.fumigatus (70) 12 26 11 19 2
(%) 17 37 16 27 3
A. niger (14) 5 4 3 1 1
(%) 36 29 21 7 7
A.versicolor (19) 12 1 6
(%) 63 5 32
A.flavus (1) 1
(%) 100
A.fischeri (1) 1
(%) 100
A.ochraceus (1) 1
(%) 100
A.carneus (2) 1 1
(%) 50 50
A.terricola (5) 2 1 2
(%) 40 20 40
A.parvulus (1) 1
(%) 100
A.sydowi (1) 1
(%) 100
A.aureolatus (3) 1 1 1
(%) 33 33 33
Toplam say1 21 45 17 28 7
(%) 18 38 14 24 6

4. 6. ANTIFUNGAL DUYARLILIK SONUCLARI

Yapilan antifungal duyarlilik ¢calismasinda Aspergillus suslarmin tiimii test
edildi. Calismamizda 4 farkli antifungal ilag kullanildi. Bunlar poliyen grubundan;
amfoterisin B, azol grubundan; itrakonazol, vorikonazol ve flukonazol
antifungalleridir. Tim suslarda AMB, ITR, VOR i¢in en yiksek ilag
konsantrasyonu 8 pg/ml en diislik ila¢ konsantrasyonu da 0.125 pg/ml olacak
sekilde FLU i¢inde en yiiksek 128 pg/ml en diisiik ila¢ konsantarsyonu da 2 pg/ml
olacak sekilde test edildi. Tiim suslarda, iiremenin %90 ninin inhibe oldugu en
diisiik antifungal ilag konsantrasyonuna gére MIK araliklar1 saptandi. Identifiye

edilen tim Aspergillus suslari, FLU >64 pg/ml ila¢ konsantrasyonlarinda direngli
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olarak saptanmustir. Aspergillus tiirlerinde antifungal ilaglara kars1 saptanan MIK
araliklar1 ve ylizde oranlar1 asagida sirasi ile verilmistir. Tiim tiirlerde, ¢alisilan

antifungallere gore saptanan MIK araliklar1 Tablo-XI’da toplu olarak verilmistir.

Tablo-XI: Antifungal ilaclar icin saptanan MIK (ug/ml ) arahklar
Tiirler AMB ITR VOR FLU
A. fumigatus 4-0.5 0.5-0.125 2-0.125 >64
A. niger 2-0.5 4-0.25 4-0.5 >64
A. versicolor 4-0.062 1-0.062 2-0.125 >64
A. carneus 2-0.062 0.25-0.062 1 >64
A. terricola 4 1-0.25 4-0.5 >64
A . aureolatus 4-2 0.25 0.5-0.125 >64
A. flavus 2 0.25 0.5 >64
A. fischeri 2 0.25 1 >64
A. ochraceus 4 0.5 0.5 >64
A. parvulus 0.5 0.062 0.125 >64
A. sydowi 4 1 2 >64

4. 6. 1. Amfoterisin B

Saptanan MIK (pg/ml ) araliklar; A. fumigatus igin 4-0.5 pg/ml, A. niger
suglarinda 2-0.5 pg/ml, 4. versicolor’da 4-0.062 ng/ml, 4. carneus’ ta 2-0.062
pg/ml, A. terricola 4 ng/ml, A. aureolatus’ ta ise 4-2 pg/ml olarak saptandi. Tek
sus olarak izole edilenlerden A. flavus ve A. fischeri’de 2 pg/ml, A. ochraceus’ ta
4 ug/ml, A. parvulus’ta 0.5 pg/ml, A. sydowi’de ise 4 ng/ml olarak saptanmistir.
Tablo-XI’da AMB’ye kars1 tiim suslarda saptanan MIK degerleri ayrmtili olarak

verilmistir.

MIK (pg/ml ) degerlerinin yiizde dagilimlari; 4. fumigatus’ ta 70 susun
2’sinde (%3) 4 pg/ml, 68’inde (%97) MIK 2 pg/ml ve altinda saptanmustir.
A. niger de ise 14 susun 1°de (%7) 2 pg/ml, 13°de (%93) ise 1 pg/ml ve altinda
saptanmistir. A. versicolor igin 19 susun 2°de (%11) 4 pg/ml, 17°de (%89)
2 pg/ml ve altinda saptanmistir. 4. aureolatus’da ise toplam 3 susun 2’sinde

(%67) 4 pg/ml, 1’de ise (%33) 2 pg/ml, 4. carneus’ da 2 susun %50°si 2 pg/ml,

58



%50’de 0.06 pg/ml, A. terricola’ da ise 5 susun tamami (%100) 4 pg/ml olarak
saptanmistir. Tek sus olarak izole edilen A. flavus ve A. fischeri’de 2 pg/ml,
A. ochraceus’da 4 pg/ml, A. parvulus’da 0.5 pg/ml, A. sydowi ‘de 4 pg/ml,
Standart susda ise 0.06 upg/ml olarak saptanmustir. Tiirlere gére AMB, MIK’

lerinin dagilimi1 Tablo-XII"de verilmistir.

4. 6. 2. itrakonazol

Saptanan MIK (ug/ml) araliklari; A. fumigatus’ ta 0.5-0.125 pg/ml, A. niger’
de 4-0.25 pg/ml, A. versicolor’da 1-0.062 pg/ml, A. carneus’ta 0.25- 0.062
pg/ml, A. terricola 1-0.25 ng/ml, A. aureolatus’ da ise 0.25 pg/ml, A. flavus ve
A. fischeri’de 0.25 pg/ml, A. ochraceusta 0.5 pg/ml, A. parvulus’ta
0.062 ng/ml, A. sydowi’de ise 1 pg/ml olarak saptanmistir. Tablo-XI"da ITR’ye

kars1 tiim suslarda saptanan MIK degerleri ayrintili olarak verilmistir.

MIK (ug/ml) degerlerinin yiizde dagilimlari; A. fumigatus’da toplam
70 susun tamaminda (%100) MiK 0.5 pg/ml ve altinda saptanmistir. 4. niger’de
14 susun 1°de (%7) 4 pg/ml, 13’de ise (%93) 1 pg/ml ve altinda saptanmustir.
A. versicolor suslarmin MiK’leri ise 19 susun 3’de (%16) 1 ug/ml, 16°da (%84)
ise 1 pg/ml altinda saptanmistir. A. flavus ve A. fischeri; izole edilen her bir sus
icin 0.25 pg/ml, A. carneus’ta 2 susun tamaminda 0.25 upg/ml ve altinda,
A. terricola’da 5 susun tamami (%100) 1 pg/ml ve altinda saptanmustir.
A. ochraceus; tek sus 0.5 pg/ml, 4. parvulus tek sus 0.06 pg/ml, A. sydowi tek sus
1 pg/ml, 4. aureolatus’da ise toplam 3 susun tiimiinde (%100) MiK 0.25 pg/ml,
standart susta ise 0.06 pg/ml olarak saptanmistir. Tiirlere gére ITR, MiK’lerinin
dagilimi Tablo-XII’de verilmistir.
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4. 6. 3. Vorikonazol

Saptanan MIK (pg/ml) araliklari; A. fumigatus’ ta 2-0.125 ug/ml, A. niger’
de 4-0.5 pg/ml, A. versicolor’da 2-0.125 pg/ml, A. carneus’ ta 1 pg/ml,
A. terricola 4-0.5 pg/ml, A. aureolatus’ta ise 0.5-0.125 ug/ml, 4. flavus
0.5 pg/ml, A. fischeri’de 1 pg/m, A. ochraceus’ta 0.5 pg/ml, A. parvulus’ ta 0.125
pg/ml, A. sydowi’de ise 2 pg/ml olarak saptanmistir. Tablo-XI’da VOR’e kars1

tiim suslarda saptanan MiK degerleri ayrintil1 olarak verilmistir.

MIK (ug/ml) degerlerinin yiizde dagilmlary; A. fumigatus’ta 70 susun
2’sinde (%3) MIK 2 pg/ml, 68’de ise (%97) 1 ug/ml ve altinda saptandi. 4. niger’
de toplam 14 susun 1’i (%7) 4 pg/ml, 1’1 (%7) de 2 pg/ml, 12°de (%86) 1 pg/ml
ve altinda saptandi. A.versicolor; 19 susun 4’de (%21) 2 pg/ml, 15°de (%79)
1 pg/ml ve altinda saptanmistir. A. terricola’da ise 5 susun 1’inde (%20)
4 pg/ml, 4°de (%80) 1 pg/ml ve altinda saptanmustir. 4. flavus; izole edilen tek
sus 0.5 ug/ml, A. fischeri; tek sus 1 pug/ml, A. ochraceus; tek sus 0.5 pg/ml,
A. carneus; 2 susun %100°0 1 pg/ml, A. parvulus tek sus olarak 0.125 pg/ml,
A. sydowi tek sus 2 pg/ml, A. aureolatus; 3 susun timii (%100) 0.5 pg/ml ve
altinda saptanmustir. Standart sus; tek sus 0.06 pg/ml olarak saptanmistir. Tiirlere
gore VOR, MiK ’lerinin dagilimi1 Tablo-XII’de verilmistir.

4. 6. 4. Flukonazol

Biitiin  Aspergillus tiirleri >64 pg/ml’de flukonazole direngli olarak
bulunmustur. Tiirlere gére FLU, MiK’lerinin dagilimi Tablo-XII’de verilmistir.
Amfoterisin B itrakonazol, vorikonazol ve flukonazol’e Kars1 118 Aspergillus

susunda saptanan duyarliliklarin dagilimi. Tablo-XIII’de toplu halde sunulmustur.
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Tablo-XIII: Amfoterisin B, Itrakonazol, Vorikonazol ve Flukonazol’ e Kars1 118 Aspergillus

Susunda Saptanan Duyarhhklarin Dagilimi.

Tiir (n=say1) Saptanan Kiimelesmenin MIK >1 pg/ml
MIK Arahg Oldugu olan suslarin
(ng/ml) MIK Arahg Oran (%)
(ug/m)/(%)
A. fumigatus (70)
Amfoterisin B 2-1 2 (%89) 99
Itrakonazol 0.5-0.25 0.25 (%89) 0
Vorikonazol 1- 0.25 1-0.5 (%77) 43
A. niger (14)
Amfoterisin B 2-0.5 1(%86) 93
Itrakonazol 1-0.5 0.5-0.25(%72) 28
Vorikonazol 1-0.5 1-0.5(%86) 85
A. versicolor (19)
Amfoterisin B 4 -0.062 2(%46) 69
Itrakonazol 1- 0.062 0.5(%42) 16
Vorikonazol 2-0.5 1-2(%68) 68
A. terricola (5)
Amfoterisin B 4 4 100
Itrakonazol 1-0.25 0.25(%60) 20
Vorikonazol 2-0.5 0.5(%60) 40
A. aureolatus (3)
Amfoterisin B 4-2 4(%67) 100
Itrakonazol 0.25 0.25 100
Vorikonazol 0.5-0.125 0.5-0.125 100
A . carneus (2)
Amfoterisin B 2-0.062 2-0.06 (%100) 50
itrakonazol 0.25 - 0.062 0.25-0.06(100) 0
Vorikonazol 1 1 100
A. flavus (1)
Amfoterisin B 2 2 100
Itrakonazol 0.25 0.25 100
Vorikonazol 0.5 0.5 0
A. parvulus (1)
Amfoterisin B 0.5 0.5 100
Itrakonazol 0.062 0.06 100
Vorikonazol 0.125 0.125 0
A. sydowi (1)
Amfoterisin B 4 4 100
Itrakonazol 1 1 100
Vorikonazol 2 2 100
A. ochraceus (1)
Amfoterisin B 4 4 100
Itrakonazol 0.5 0.5 100
Vorikonazol 0.5 0.5 0
A. fischeri (1)
Amfoterisin B 2 2 100
Itrakonazol 0.25 0.25 100
Vorikonazol 1 1 100
Standart sus (1)
Amfoterisin B 0.062 0.06 100
Itrakonazol 0.062 0.06 100
Vorikonazol 0.062 0.06 100

Biitiin Aspergillus tiirleri >64 pg/ml konsantrasyonda flukonazol’e direngli

olarak bulunmustur.
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V-TARTISMA

Aspergillus’lar  yasadigimiz dogal ¢evrede yaygin olarak bulunan
mantarlardir. Toprak, ciirliyen bitkiler ve organik maddeler, dogal yasam
alanlarin1 olusturmaktadir (104,105). Bazi kaynaklarda ¢iirtimiis bitki Ortiisiiniin,
insanlarda en sik aspergilloz hastaligima yol acan A. fumigatus i¢in kaynak

olusturdugu da belirtilmektedir (21,1006).

Immiin sistemi baskilanms hasta sayisindaki artisa paralel olarak yogun
bakim, transplant ve yanik {nitelerinde yatan hastalarda, invazif aspergilloz
insidansinin arttig1 bildirilmektedir (107,108). Aspergillus’lar immiin diskiin
hastalarda, primer kutan6z aspergilloz, rinosiniizit, trakeobronsit, pulmoner
aspergilloz, serebral aspergilloz ve dissemine aspergilloz gibi genis bir yelpazede
hastalik  olusturabilmektedirler (109). Klinik semptomlar, infeksiyonun
lokalizasyonuna, konak¢min bagisiklik yanitina goére degismekle birlikte

genellikle nonspesifiktir ve progressif bir seyir izlemektedir (104).

Hastaligin erken tanisi, ¢cogu zaman siiphelenilmedigi i¢in gecikmeli olarak
yapilmaktadir. Bu durum ise hastalarin prognozunu olumsuz yonde etkilemekte ve
%80’leri asan mortaliteyle sonuc¢lanmaktadir (110). Aspergillus tiirlerinin neden
oldugu invazif hastaliklarin tedavisinde amfoterisin B altin standarttir (111).
Vorikonazol, itrakonazol ve kaspofungin gibi antifungal ilaglarda tedavide
kullanilan diger ajanlardir (112). Aspergillus konidiyalarinin ortama yayilmasinda
ve invazif hastaliklarin olusmasinda g¢evrenin rolii biiyiiktiir (113). Aspergillus
konidiyalarinin ¢evreye yayilmasinda ve insanlara bulasmasinda hava ve su

onemli rol oynamaktadir (104).

Aspergillus tirleri, uygun 1s1 ve nem kosullarinda organik maddeler
tizerinde cogalarak migeliyal yapilar olustururlar. Gelistirdikleri konidiyoforlar
aracilig1 ile havaya bol miktarda konidiya salinmasina neden olurlar. Sporlar,
ortamdaki hava hareketlerine bagl olarak bulunduklar1 yerlerden havaya karisarak

uzak bolgelere taginabilmektedirler (114). Hem tanis1 hemde tedavisinde zorluklar
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yasanan Aspergillus tiirlerinin ¢evremizdeki kaynaklarinin anlasilmasi ve hangi

yollarla hastalara bulastiginin bilinmesi 6nem tagimaktadir (104).

Bu calismada hastane i¢i (acil servis, hastane girisi, poliklinikler koridoru,
ameliyathane giris koridoru) ve hastane dis1 basta olmak {izere yogun bakimlar
(Yenidogan yogun bakim, Kardiyovaskiiler Cerrahi yogun bakim, Dahiliye yogun
bakim), gogiis hastaliklart servisi ve diyaliz {nitelerinden hava ornekleri
toplayarak, ortamdaki Aspergillus tiirlerini ve bu tiirlere ait birim alandaki
ortalama spor sayilarini saptamaya ¢alisildi. Bunun i¢in, bir yillik siireyi kapsayan
ticer aylik periyodlar (sonbahar-kis-ilkbahar-yaz donemi) halinde bir calisma
planlandi. Calisma i¢in Afyonkarahisar ilindeki merkeze bagli dort biiyiik hastane
secildi.

Ortamdaki Aspergillus tirlerinin saptanmasinda; siv1 i¢inde yakalama, kati
ylizeye carpma tuzaklari, sedimentasyon, filtrasyon, sentrifiigasyon, elektrostatik
presipitasyon, termal presipitasyon olmak iizere 7 farkli grupta mikrobiyolojik
hava ornekleme yontemleri kullanilmaktadir (115,116). Yaygin olarak baslica
plak acma yontemi ve kisa siirede yiiksek hacimde hava toplayabilen hava
ornekleme cihazlart kullanilmaktadir (117). Calismamizda, 30 saniye iginde
50 litre havayir aspire ederek, delikli filtre aparatindan 5 pm’den kiigiik
partikiillerin gegisine izin veren, Air/IDEAL 90 mm biocollector (bioMerieux,
Fransa) cihaz1 kullanilmistir. Hava Ornekleme cihazi ile toplanan o6rneklerden,
11 farkli tliirde toplam 118 Aspergillus susu izole edilmistir. A. fumigatus,
%359 orani ile en fazla izole edilen tiir olmustur. A. versicolor ve A. niger ise sirasi
ile %16 ve %]12’lik oranlar ile izole edilen diger tiirlerdir. Internet tabanli
http://www.bioline.org.br/request?oc00173 Web sitesinde, 4. fumigatus’un, diger
tirlere oranla dogada daha yaygin bulundugu ve en sik aspergilloz hastaligina

neden olan tiir oldugu belirtilmektedir (104,105).

Tavora ve arkadaslari, hastane ortam havasinda mikoflora arastirmasi
yapmiglardir. Hava ornekleri, dogal yontemlerle havalandirmasi yapilan, renal
transplant iinitesi, karaciger transplant odasi, hematoloji servisi, dahiliye servisi,

idari birimler koridoru gibi bdliimlerden toplanmistir. Mikolojik incelemelerde
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Penicillium tiirlerinden sonra Aspergillus tiirlerinin ikinci sirada en yiiksek hifli
mantar tirli oldugu saptanmustir (118). Latge JP’nin; yaptigi bir reviwe
calismasinda da, A. fumigatus’ un havadaki saprofitik mantarlarin basinda geldigi
belirtilmektedir (89). Yapilan bir¢ok klinik ¢calismada da, klinik materyallerden en
fazla bu tiirlin saptandigr goriilmektedir (119,120). Yapilan c¢alismada basta
A. fumigatus olmak lizere, A. niger, A. versicolor, A. terricola en sik izole edilen
tiirler olmustur. Calismamizda en fazla A. fumigatus tiiriiniin saptanmasi, ¢evre ve

klinik 6rneklerle yapilan bir¢ok ¢alisma ile paralellik gostermistir (121).

Bir yillik ¢aligmamiz sirasinda, Devlet Meteoroloji Genel Miidiirliigiinden
alinan iicer aylik ortalama 1s1 ve bagil nem degerleri sirasiyla, sonbahar donemi
i¢in; 12.3 °C ve % 70 nem, kis donemi i¢in; 1.0°C ve %73 nem, ilkbahar donemi
igin; 11 °C ve %54 nem, yaz donemi i¢in; 25 °C ve %41 nem seklindedir. Tim
Aspergillus’im  %A48’1 sonbaharda, %18’1 kis aylarinda, %19’u ilkbaharda,
%15°de yaz aylarinda yapilan calismalarda izole edilmistir. En sik izole edilen
A. fumigatus tiriniin %64’ sonbahar, %4’de yaz aylarinda saptanmustir.
A. versicolor'un %53’i yaz aylarinda izole edilirken, sonbahar aylarinda
saptanmamustir. 4. niger’in %50’si de kis aylarinda izole edilirken, ilkbahar
déneminde saptanmamuistir. Izole edilen suslarm %13’nii de diger Aspergillus
tiirleri olusturmaktadir. Bunlarin da %353’{i sonbahar aylarinda, %7’si yaz, %7’si

de ilkbahar aylarinda saptanmustir.

Mantarlar, genel olarak 0-60°C 1s1 araliginda iireyebilme yeteneklerinde
olup iiremeleri i¢in nemli ortamlara gereksinim duyarlar. Kif tiirli mantarlar ise
cogunlukla oda 1sisinda 20-25°C iireyebilmektedirler. Aspergillus’lar icin
oksijenli ve %90-100 nem oranlar1 en uygun ortam olup, 12-45°C gibi genis bir
1s1 araliklarinda iireyebilmektedirler (122,123). Patojen tiirlere ait sporlarin uygun
nem ve sicaklikta 4-8 kat siserek hif formuna dondiikleri ve 36-48 saat i¢inde
sporulasyon fazina gectikleri belirtilmektedir (21). Guinea ve arkadaslarinin
Ispanya’da yaptiklar1 bir ¢alismada; ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis aylarinda
olmak {izere, kirsal ve kentsel bolgelerden 332 hava ve 148 su Ornegi
toplamiglardir. Bu caligmada 200 tanesi A. fumigatus olmak iizere toplam 369

Aspergillus tirii izole edilmistir. Ayrica sonbahar aylarinda, diger mevsimlere
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oranla daha fazla Aspergillus izole edildigi bildirilmektedir (121). Tirkiye’de
cevredeki Aspergillus tiirii mantar sporlar ile ilgili az sayida calisma mevcuttur.
Yapilan ¢aligmalarin biiyiik kismi ¢evreden kiif tiirli mantar aranmasi tarzindadir.
Simsekli ve arkadaslarinin, 1995-1996 tarihleri arasinda Isparta ilinde yaptiklar
bir calismada, bolgenin alerjen fungus tiirleri saptanmaya calisilmis ve %2.2
oraninda Aspergillus tiirleri saptanmistir (124). Otken ve arkadaslarinin, 2002
yilinda Edirne’de yaptiklar1 ¢evresel fungus sporlari arastirmasinda ise %6

oraninda Aspergillus tiirii izole edilmistir (125).

Vural ve arkdasglarinin Diyarbakir’daki baharat¢ilardan topladiklari,
karabiber, kimyon, yenibahar, toz biber, kirmiz1 ve siyah pul biber 6rneklerindeki
kiif mantar1 kontaminasyonu ¢alismasinda sirasi ile %70, %80, %90, %90, %60,
%30 oraninda kiif kontaminasyonu saptamislardir. Tiim baharatlarda A. flavus,
A. fumigatus ve A. niger tiri kiifler izole edildigini bildirmislerdir (126). Aziz ve
Youssef, et iirlinlerinde kullanilan ¢esitli baharatlarda yaptiklar1 ¢alismada ise
A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinin yaygin olarak saptadiklarini bildirmislerdir

(126).

Cetinkaya ve arkadaglari, 2001-2002 yillar1 arasinda Afyon bdlgesinde
yaptiklar1 ev i¢i kiif mantar1 sporlart arastirmasinda, %18 oraninda Aspergillus
tiiri saptamiglardir. Bu c¢alismada uygun cevre sicakliginin ve yiiksek nem
oranlarinin bolge havasindaki fungal spor sayisim1 ve cesitliligini arttirdig
vurgulanmistir (127). Calismamizda, Aspergillus spor yogunlugunun, ortamin
nemi ve 1sisina bagl olarak sonbahar ve ilkbahar aylarinda arttigi, yaz aylarinda
ise en diislik seviyeye indigi goriilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda sonbahar
mevsiminde elde ettigimiz Aspergillus sayisindaki artiglar literatiir bilgileri ile

uyumlu bulunmustur.

Bir yillik siirede izole edilen 118 Aspergillus susunun 61’1 (%52) ANS
hastanesinden saptanmistir. Sonbahar dénemindeki 57 Aspergillus tliriiniin 46’s1
(%81) da ANS hastanesinden, 2’si (%3) GHH’den izole edilmistir. ANS
hastanesinden izole edilen Aspergillus tiirlerinin 8’1 (%17) YB’dan, 11’1 (%24)

hastane disindan, 22’de (%48) hastane i¢inden izole edilmistir. Yaz doneminde

66



izole edilen 18 Aspergillus susunun 9’u (%50) GHH’si, 6’s1 (%33) ANS
hastanesinden alinan hava orneklerinde saptanmistir. Sonbahar ve yaz aylarinda
heriki hastanede yapilan ¢aligmalarda toplam 63 (%53) sus izole edilmistir. Izole
edilen tiim suslarin 61’1 (%52) ANS hastanesi, 24 taneside (%20) GHH’den
saptanmistir. Bu bulgulara gore izole edilen tiim suslarin 85’1 (%72) ANS
hastanesi ve GHH hastanelerinden saptanmasi dikkat c¢ekici olmustur. Hem
mevsimsel oranlarin yiiksekligi hemde bir yillik calismada, bu iki hastaneden
yiiksek oranda Aspergillus saptanmasi havadaki Aspergillus spor yogunlugunu

arttiran diger risk faktorlerini akla getirmistir.

Calismalarimiz siiresince ANS hastanesi ve GHH de, gerek hastane i¢inde
ve gerekse hastane c¢evresinde restorasyon ve rekonstrilksiyon gibi ingaat
aktiviteleri yapilmaktaydi. S6z konusu hastanelerdeki ek bina ihtiyaci nedeniyle
stirdiiriilen insaat c¢aligmalarinin hastanemiz ve GHH ki Aspergillus spor
yogunlugunu arttirdigi tahmin edilmektedir. Literatiir taramalarinda hastane ici ve
disindaki insaat ¢alismalarinin, ortamdaki spor yogunlugunu arttirdigina iliskin

cok sayida yayin bulunmaktadir (1,36,102).

Warris ve arkadaslari; bina igerisindeki restorasyon caligmalar1 ve bina
etrafindaki ¢evre diizenlemeleri sirasinda toz toprak veya clirimiis organik
maddelerin karistirilmasinin, ortam havasindaki Aspergillus spor yogunlugunu
arttirdigim1  bildirmislerdir.  Ayrica rutin temizlik sirasinda birikmis tozlarin
cevreye yayilmasi, su sizintilar1 ve nem birikimi gibi ¢evresel risk faktorleri de,
spor yogunlugunu arttiran diger nedenler arasinda siralanmistir (104). Wanke ve
arkadaslari; benzer sekilde hastane i¢i ve disindaki ingaat aktiviteleri ile hastane
kaynakli invazif aspergilloz salginlar arasinda yakin iliskiler oldugunu
vurgulamaktadirlar ~ (105,114).  Nozokomiyal  salginlarin  olusmasinda,
hastanelerdeki havalandirma sistemlerinin yetersiz olmasi, vakumlu temizlik
sistemleri ve pencere tipi klima, nemli ahsap malzeme kullanimi, asma tavan ve

siis bitkilerinin de kolaylastirici rol oynadigi bildirilmektedir (128-130).

Faure ve arkadaglari; Fransa’daki bir hastanenin 17 farkli biriminden, 8 yil

boyunca toplam 3822 ylizey 0rnegi toplayarak mikolojik arastirma yapilmislardir.
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Orneklerin mikrobiyolojik incelemelerinde, 42 (%4) A. fumigatus ve 83’de (%8)
diger Aspergillus tiirleri izole edilmistir. Yapilan istatistiki analizler sonucunda,
dogal yollarla ortam havalandirilmasi yapilan pediatrik hematoloji servisinin A.
fumigatus ile kontamine oldugu saptanmistir. Bu kontaminasyonun daha once
hastane i¢inde yapilan insaat ¢alismalarindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir

(131).

Lee ve arkadaslart; Kore’de, yiiksek risk tasiyan binalarda oturan apartman
sakinlerinin bioaerosollere maruziyetini arastirilmislardir. Bu ¢alismada, bina i¢i
dosemelerin, mevsimsel degisikliklerin ve yagis durumunun bioaerosol
olusumunu etkiledikleri vurgulanmistir. Oda i¢i ve oda dis1 bioaerosol
konsantrasyonlarinin yaz mevsimine oranla kis mevsiminde, yagish dénemlerde
yagissiz doneme kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Bu dénemlerde oturma
ve yatak odasinda yapilan dlgiimlerde Aspergillus tlirleri hakim mantarlar olarak

saptanmugtir (132).

Aktif hava 6rnekleyici cihazlar, belli bir miktar havay1 toplayarak, uygun
besiyeri ilizerine piiskiirtiirler. Sonuglar belli bir hacimdeki koloni olugturan {init
(cfu/m’) olarak verilmektedir. izolasyon odalar1 ve ameliyathanelerde kabul
edilebilir sinir; < 5 cfu/m’, ideal sinir ise; 0.01 cfu/m’, filtre edilmemis havada;
1-15 cfw/m’, filtre edilmis hastane havasinda ise 0.01 cfu/m’ olarak

belirtilmektedir (117).

Sonbahar doneminde ANS hastanesinin yogun bakimlarindan toplam
160 cfu/m’ hastane digindan 220 cfu/m’, hastane icindeki bolimlerden de
440 cfu/m® Aspergillus susu izole edilmistir. Yaz déneminde Aspergillus spor
yogunlugunun artis gosterdigi GHH’ nin, hastane igerisinden ise 180 cfu/m’
Aspergillus susu izole edilmistir. Bu degerler li¢ aylik Olglimlerin toplamini
yansitmaktadir. Bu degerlerin 3 aylik ortalamasi g6z oniine alindiginda elde edilen
degerlerin, filtre edilmemis havanin m>’de bulunmasi gereken azami spor sayisi
olan 1-15 cfu/m’*iin ¢ok iizerinde oldugunu gdstermektedir. Bu bulgulara gére her
iki hastanenin de yapilan insaat calismalar1 sirasinda Aspergillus sporlar ile

yogun bir sekilde kontamine oldugunu gostermektedir.
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Spor yogunlugu ile ilgili olarak Durmaz ve arkadaglarimin iilkemizde
yaptiklar1 bir ¢alismada; hastane yogun bakimlarindan alinan 77 hava 6rneginin
%18.2 de Aspergillus saptanmistir. Genel cerrahi hasta odasinda 20 cfu/m’
A. flavus, aymi servisin yogun bakim iinitesinde ise 60 cfu/m’ A. niger, anestezi
yogun bakiminda 20 cfu/m® Aspergillus spp. ve 20 cfu/m’® A. niger saptamuslardir
(133).

Bina i¢i ve disindaki mevcut yapim, onarim, kazi gibi insaat aktivitelerinin,
ortamda atil olarak bulunan Aspergillus sporlarin1 hareketlendirerek ANS
hastanesi ve GHH’ki spor yogunlugunu arttirdigr sdylenebilir. S6z konusu
hastanelerin 1sitma yada sogutma yapan merkezi havalandirma sistemleri de
bulunmamaktadir. Hastane bdliimlerinin havalandirilmasi genellikle acik kapi-
pencere gibi dogal yontemlerle saglanmaktaydi. Bu faktorlerinde dis ortam havasi
ile direkt iliski saglayarak, hastane i¢indeki spor yogunlugunun artmasina katkida
bulundugunu tahmin edilmektedir. Bu ongdriimiiz, benzer bir¢ok makaledeki

bilgilerle de uyumluluk gostermektedir (1,36,102).

Invazif aspergilloz, ampirik yada profilaktik AMB ve azollerin kullanimina
ragmen yine de olusabilmektedir. Tedavi edilmeyen invazif aspergillozlu bazi
hasta gruplarinda mortalite %100’ken, AMB’le tedavi edilen hastalarda bu oran
%34 olarak bildirilmektedir (134) . Agir komplikasyon ve mortalite gelismesinde,
Aspergillus’larda ki antifungal ilaglara karst diren¢ artisinin sorumlu oldugu
tahmin edilmektedir. Daha 6nce ampirik yada profilaktik antifungal kullanimu,
Aspergillus tiirlerinde direng sikligini arttirdigina dair goriislerde bulunmaktadir.
Ozellikle FLU kullannminin AMB direncini arttirdigini  savunan raporlar
yaymlanmistir (135). Son yillarda Aspergillus tiirleri arasinda azoller ve AMB’nin
duyarhilik paternlerin de degisiklikler oldugu bildirilmektedir. Ozellikle
A. terreus’un AMB’ye karst ¢ogunlukla diren¢li oldugunu bildiren ¢ok sayida
yayinlanmis raporlar vardir (136). Dogal antifungal direnci bulunan tiirlerin sebep
oldugu invazif aspergilloz’lar, agir komplikasyonlara neden olmaktadirlar. Bu
nedenle izole edilen Aspergillus’in tiir seviyesinde identifiye edilerek antifungal

duyarlilik testlerinin yapilmas1 gerektigi goriisii agir basmaktadir (119,137).
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Bu ¢alismada izole ettigimiz tiim Aspergillus suslarinda, CLSI’1n filamant6z
mantarlar i¢in 6nerdigi M38-A prosediiriinii kullanarak FLU, AMB, VOR ve ITR
antifungalleri ile duyarlilik ¢aligmasi yapilmistir. Aspergillus tiirii mantarlarin
mikrodiliisyonla antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasinda CLSI tarafindan
onerilen M27-A, M38-P, M38-A gibi metodlar kullanilabilmektedir (112).
Antifungal duyarlilik ¢alismalarinin yapildigi ideal metodun; kolay uygulanabilir
olmasi, iireticiliginin iyi olmasi, kesin sonug¢ vermesi ve maliyetinin diigiik olmasi
tercih nedeni olmaktadir. Filamantdz funguslarin antifungal duyarlilik testi i¢in
CLSI M38-A metodunu altin standart prosediir olarak bildirilmektedir. CLSI
tarafindan gelistirilen M38-A protokolii, ¢ok fazla 6rnegin calisildig: laboratuarlar
icin uygun bir yontem olmakla birlikte olduk¢a zaman alic1 ve prosediirii uzun bir

metod olarakda bilinmektedir (138).

Yapilan literatiir taramalarinda, hastane i¢i ve hastane disindan hava
ornekleri toplayarak izole edilen Aspergillus’larin antifungal duyarlilik testlerinin
calisildigr benzer bir caligmaya ulasilamamistir. Yapilan antifungal duyarlilik
caligmalarinin ¢ogunda ya klinik 6rneklerden izole edilen Aspergillus’lar ya da
hem klinik hem de c¢evresel oOrneklerden izole edilen Aspergillus tiirleri
kullanmilmistir. Cevremizdeki Aspergillus tiirlerinin duyarhilik paterneleri ile ilgili

¢ok az calisma bulunmaktadir.

Bu calismada, izole edilen 11 farkl tiirde 118 Aspergillus susuna, CLSI’1n
Aspergillus tirii kiif mantarlar1 icin 6nerdigi M 38A prosediirii kullanilarak
amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol ve flukonazol’e karsi duyarliliklari
arastirildi (103). Antifungallerdeki duyarlilik ve direnglilik sinirinin ne oldugu
konusunda heniiz tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Ancak bu konuda ¢alisma
yapan birgok yazar, genellikle kendi deneyimlerine dayanarak antifungal MIK
degerinin 1 pg/ml’nin altinda olmasini, duyarlilik sinir1 olarak kabul etmektedirler

(107).

Araujo ve arkadagslari; M38-A metodunu kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada,
A. niger ATCC kontrol susunda AMB, ITR, VOR antifungallerine kars1 MiK
degerini 1 pg/ml’nin altinda bulmuslardir (107). Yaptigimiz duyarlilik
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calismasinda ise A. niger ATCC 9142 kalite kontrol susunun; AMB, VOR ve ITR
antifungallerine kars1 MIK degeri 0.06 pg/ml olarak bulunmustur. Elde ettigimiz
bu sonu¢ makalede belirtilen duyarlilik sinirinin altinda ¢ikarak literatiirle uyumlu

bulunmustur. Yaptigimiz antifungal duyarlilik ¢aligmasinda;

Itrakonazol i¢in; tiim suslarin %99°da MIK < 1 pg/ml sadece tek bir 4. niger
izolatinda MIK 4 pg/ml olarak bulunmustur. 4. fumigatus suslarinin %100’ niin
MIK’i < 1 pg/ml olarak saptanmustir.

Vorikonazol igin; tiim suslarin sadece %2’de MIK 4 pg/ml, %7°de MIK 2
ug/ml, %92°dei se MIK degeri < 1 pg/ml olarak bulunmustur. 4. fumigatus
suslarinin %3°de MIK 2 pg/ml, %97°de ise MIK < 1 pg/ml olarak saptanmustir.
Aspergillus tiirlerinde azol direnci nadir goriilen bir durumdur. Ancak son yillarda
bazi Aspergillus tiirlerinde, antifungallere karsi direncin arttiina dair raporlar
yaymlanmaktadir. 4. fumigatus’ta ITR direnci ilk kez 1997 yilinda Denning ve
arkadaslar tarafindan bildirilmistir (139).

Howard ve arkadaslari; yaptiklar1 bir klinik ¢alismada, uzun siire ITR ve
VOR ile tedavi edilen kronik kaviter Aspergilloz ve aspergillomali hastalarda,
A. fumigatus izolatlarinda ITR ve VOR’le karst eszamanli direng saptadiklarini
bildirilmislerdir (140). Denning ve arkadaslari; 4. fumigatus’ un etken oldugu ve
tedavisinde basarisizlik yasanan ii¢ klinik izolatin, yapilan hayvan deneylerinde
klinik direncinin oldugu ve ITR; MIK degerinin >8 pg/ml iizerinde oldugu
bildirilmistir (141). Dannaoui ve arkadaslari;; ITR tedavisine yanit alinamayan

dort A. fumigatus klinik izolatinda MIK>16 pg/ml olarak saptamislardir (142).

Veweij ve arkadaslari; 130 klinik 20 ¢evresel toplam 150 A. fumigatus
susunda AMB, ITR, VOR i¢in agar diliisyon yontemi ile duyarlilik c¢alismasi
yapilmislardir. Biitiin suslarda ITR MIK’ i 0.25-0.5 pg/ml arasinda bulunmustur.
Klinik ve g¢evresel suslarin duyarhiliklarinda 6nemli farkliliklar saptanamamistir
(143). Guinea ve arkadaslari; 175’1 hastane disindan, 135’ de hastane i¢inden ve
286 klinik Aspergillus susu ile birlikte toplam 596 Aspergillus susuyla, M38-A

prosediiriine uygun olarak antifungal duyarlilik c¢alismalari yapmislardir. Bu
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calismada VOR, en aktif ila¢ olarak bulunmustur. Tiim suslarda azollerin
MIK’i <2 pg/ml olarak saptanmustir. Elde edilen sonuglara gére ¢evresel ve klinik

izolatlarin antifungal duyarliliklari arasinda 6nemli farklar bulunmamistir (144).

Meneau ve arkadaglari; klinik ve ¢evre kokenli 400 A. fumigatus susunda
azollere diren¢ arastirmasi yapmiglardir. 10°u klinik, 36’da cevre kdkenli toplam
46 A. fumigatus susunda azollere kars1 yiiksek MIK saptadiklarini bildirmislerdir
(145). Verweij ve arkadaslari; 23 farkli tip merkezinde 53 yil siiresince izole
edilen 170 A. fumigatus klinik izolatinda in vitro antifungal duyarlilik ¢alismasi
yapmuslardir. Sadece ii¢ 4. fumigatus susunda yiiksek ITR direnci saptadiklarini,
tiim suslarda ise VOR MIK lerinin duyarli bulundugunu bildirilmislerdir (146).
Lionakis ve arkadaglari; standart test metodu M38-A prosediiriinii kullanarak 105
klinik Aspergillus izolatinda antifungal duyarlilik c¢alismasi yapmiglardir.
Izolatlarm %50°de VOR MIK’i 0.5 pg/ml, ITR MIK’i 1 pg/ml olarak
bulunmustur. 4. niger’in  %83’de, A. fumigatus’m %28’de, A. flavus’un
%11°de ITR direnci saptadiklarini bildirmislerdir (135). Chandrasekar ve
arkadaglar1; 593 klinik izolat {izerinden yaptiklar1 duyarlilik ¢calismasinda en fazla
izole edilen tiir olarak A. fumigatus’ta AMB i¢in; 0.5 pg/ml, ITR i¢in; 1 pg/ml,
VOR igin; 0.5 pg/ml MiK degerlerini bulmuslardir. A. fumigatus ve diger tiirlerin
antifungal duyarhiliklarinda 6nemli bir fark bulmamiglardir (147).

Duyarlilik smir1 < 1 pg/ml olarak kabul edildiginde, ¢alismamizda ITR i¢in;
suslarin %99°da, VOR ig¢in; suslarin %92’de, AMB i¢inde; suslarin %25’in de
MIK degeri < 1 pg/ml olarak saptanmustir. Invazif aspergilloz hastaligina yol agan
en 6nemli tiir olan A. fumigatus suslarmin %100°de ITR MIK’i < 1 pg/ml
saptanirken, suslarin %97°de ise hem VOR hemde ITR MIiK’i < 1 ug/ml olarak

bulunmugtur. Bu haliyle bulgularimiz azol grubu antifungaller i¢in yukarda

yapilan ¢alisma sonuglartyla uyumlu ¢ikmustir.

Amfoterisin B igin; tiim Aspergillus suslarinin %75°de MIK >2 pg/ml
olarak bulunmustur. 4. fumigatus suslarmin %91 nin AMB MIK’i > 1 pg/ml
olarak saptanirken, A. fumigatus disindaki tim suslarm %52’de ise MIK >2

pg/ml olarak bulunmustur.
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Lass-Florl ve arkadaslari; 4. terreus infeksiyonlarinin artis gosterdigi ve in
vitro olarak AMB’ye direngli A. terreus soylar1 saptadiklarini rapor etmislerdir
(135,148). Torres ve arkadaslari; 4. fumigatus ve diger tiirlerin etken oldugu
invazif aspergillozun klinik seyri ile AMB ve ITR’nin in vitro korelasyonlarini
karsilastirdiklar1 bir calismada A4. fumigatus’a oranla diger tiirlerde AMB’ye daha
yiiksek MIK oranlar1 saptadiklarini bildirmislerdir (137). Cevresel ve klinik 596
Aspergillus susuyla yapilan calismada suslarm 9’da (%1.5) AMB MIK’i
> 4 pg/ml saptanmugtir (144).

Lass-Florl ve arkadaslari; A. fumigatus, A. flavus ve A. terreus’un etken
oldugu bir klinik ¢alismada amfoterisin B’nin MIK degerinin 2 pg/ml’den yiiksek
oldugu ve tedavideki basarisizhigin nedeni olarak yiiksek MIK degerlerini
gostermislerdir. Ayni arastirmacilar A. fumigatus veya A. flavus infeksiyonlu
notropenik hastalarda hayatta kalim siiresi ile AMB MIK’nin <2 pg/ml olmasi
arasinda pozitif koroleasyon oldugunu, AMB direncinin tedavide basarisizliklara

yol actigin1 bildirmislerdir (149).

Yapilan antifungal duyarhilik ¢calismasinda; ¢cevre kdkenli 4. fumigatus larda
AMB MIK’i > 1 pg/ml olanlarin oram %91, A. fumigatus dist tiirlerin %52°de ise
MIK >2 pg/ml olarak bulunmustur. Klinik ¢alismalarda elde edilen yiiksek AMB
MIK’ i, bizim ¢evre kaynakli 4. fumigatus suslarmda saptadigimiz yiiksek AMB

MIK" leri ile paralellik gdstermesi, literatiire ile uyumlu bulunmustur (137).

Ingroff-Espinel ve arkadaglari; sekiz laboratuardaki A. fumigatus ATCC
sugslarinda, M38-A prosediirii kullanilarak yapilan antifungal duyarlilik
sonuclarint derledikleri ¢alismalarinda, A. fumigatus’ ta AMB ig¢in; 1-4 pg/ml,
ITR i¢in; 0.06- 0.5 ug/ml, VOR igin; 0.0015- 0.12 pug/ml MiK aralig
kullanilmastir. A. fumigatus’ un direngli ATCC susunda AMB MIK’ i
suslarin %98.7 > de 0.5-4 pg/ml, ITR MIK’i suslarin %95.7°de 0.25-2 pg/ml,
VOR %100’de 0.25-1 pg/ml olarak bulunmustur (150).

Yapilan antifungal duyarlilik deneylerinde; AMB, ITR ve VOR i¢in daha
genis MIK araligi olarak, 8-0.125 pg/ml smrlart kullanilmistir. Cevresel
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Aspergillus izolatlarindaki olasi en yiiksek MIK araligini saptayabilmek amaciyla
bu sinirlar tercih edilmistir. Bu ¢alismada, A. fumigatus’ ta; AMB ig¢in 4-0.5
pg/ml, ITR icin 0.5-0.125 pg/ml, VOR icinde 2-0.125 MiK araliklar1 saptannmustir.
A. fumigatus ' %100°de AMB icin 0.5- 4 pg/ml, ITR i¢in %100’de 0.125- 0.5
pg/ml, VOR igin % 100°de 0.125- 2 pg/ml MIK araligi bulunmustur. Yukardaki
makale baz alindiginda 4. fumigatus icin saptadigimiz MIK araliklar1 literatiirle

uyumlu bulunmustur.

Flukonazol i¢in; identifiye edilen tiim Aspergillus suslari, FLU >64 nug/ml
ilag konsantrasyonlarinda direngli olarak saptanmistir. Aspergillus tiri
mantarlarda flukonazol’e intrensek bir diren¢ s6z konusudur. Flukonazol ve
ketokonazol’iin, Aspergillus’lara kars1 etkisiz oldugu bildirilmektedir (149,151).
Bizim g¢alismamizda kullanmilan 118 Aspergillus susunun tamaminin yiiksek doz

FLU’e direngli ¢ikmasi literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Balajee ve arkadaslari; immiin yetmezligi bulunan hastalardan izole edilen
128 A. fumigatus’ ta ITR, VOR ve AMB kars1 duyarlilik c¢aligmas1 yapmislardir.
Sadece on izolatta ITR MiK’i > 1 ug/ml, yedi susta VOR MIK’i > 2 ug/ml olarak
saptanmistir (152). Araujo ve arkadaslari; yogun bakim iiniteleri ve 17 farkh
birimlerinden 4 yil boyunca toplanan hava ve su drneklerinden 307 cevresel ve
hastalardan izole edilen 139 klinik Aspergillus susunda antifungal duyarlilik
calismas1 yapmuslardir. Bu ¢alismada cevresel kaynakli bir 4. niger ITR MIK > 4
ug/ml ve A. nidulans susunda ITR MIK > 2 pg/ml, ii¢ A. terreus susunda AMB
MIK’i >4 pg/ml olarak bulunmustur. Cevresel ve klinik suslar mukayese
edildiginde, A. fumigatus dis1 klinik soylarda ITR ve AMB MIK degerlerinde
onemli yiikseklikler saptanmustir (107).

Yapilan duyarlilik ¢alismasinda, ¢evre kaynakli bir 4. niger susunda ITR
MIK > 4 pg/ml, bir 4. flavus susunda AMB MIK’i >2 pg/ml olmas1 ve
A. fumigatus'm % 100°niin ITR’ye, %97°nin VOR’e duyarl ¢ikmas: literatiir ile
uyumlu bulunmustur.

Guinea ve arkadaslarinin, 279 klinik 4. fumigatus izolat1 ile yaptiklar1 bir
calismada ise, sirasi ile VOR, ITR ve AMB en etkili antifungallar olarak
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bulunmustur. 273 susta AMB MIK’i; 2 pg/ml, ITR; 1 pug/ml, VOR; 0.5 ug/ml
olarak saptanmistir (153).

Yapilan antifungal duyarlilik deneylerinde ise sadece c¢evresel kaynakli
yetmis A. fumigatus susu kullamlmustir. 4. fumigatus suslarinda saptanan MiK
degerleri su sekildedir; AMB i¢in suslarin %97°de < 2 pg/ml, ITR i¢in suslarin
%100°de < 0.5 pg/ml, VOR i¢inde izolatlarin %97°de < 1 pg/ml dir. Cevresel
A. fumigatus ve A. flavus suslarinda ITR direnci saptanmamistir. Klinik izolatlarin
antifungallere daha direncli olduklarini ve ITR ve VOR i¢in MIK oranlarmi
yiiksek saptayan calismalarda vardir (152). Klinik izolatlardaki bu direng
yiiksekligi goz onilinde bulunduruldugunda elde edilen bu bulgular, yukardaki

makalelerle uyumlu ¢ikmuistir.
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VI. SONUC VE ONERILER

Bir yillik stirede, Afyonkarahisar Devlet Hastanesi, Afyon Kocatepe Devlet
Hastanesi ve Afyonkarahisar Gogiis Hastaliklar1 Hastanesi ile Afyon Kocatepe
Universitesi Ahmet Necdet Sezer Arastirma ve Uygulama Hastanesine ait on
farkli bolimiinden, sonbahar-kis-ilkbahar ve yaz aylarinda olmak {izere periyodik
olarak hava ornekleri toplandi. Calisma sonucunda 11 farkli tiirde toplam 118
Aspergillus susu izole edildi. Tiim suslardan, altin standart M38-A mikrodiliisyon

metodu ile antifungal duyarlilik calismasi yapildi.

Tim Aspergillus’larin 14’1 (%12) KDH, 19°u (%16) ADH, 24’1 (%20)
GHH, 61’1 de (9%52) ANS hastanesinden elde edilen hava orneklerinden izole
edilmigtir. Tiim suslarin 85’1 (%72) Kocatepe {iniversitesi aragtirma ve uygulama
hastanesinden ve gogiis hastaliklar1 hastanesinden izole edilmistir. Mekan
genigletme ve ek bina ihtiyaci ic¢in insaat calismalarinin yapilmasi, bu

hastanelerdeki Aspergillus spor yogunlugunun artmasina sebep olmustur.

Izole edilen Aspergillus’m 21 (%18) kis, 57°si (%48) sonbahar, 22’si (%19)
ilkbahar, 18 (%15) yaz doneminde yapilan ¢aligmalarda saptanmistir. Sonbahar
aylarinda Olgiilen ortalama hava sicakligi ve nem oram sirast ile, 12.3 °C ve
%70°dir. Ayrica A. fumigatus’im %64°1, diger Aspergillus tirlerinin de %53’
sonbahar aylarinda saptanmistir. Bu bulgular, uygun ortam sicakligi ve yiiksek

nem oraninin Aspergillus’in iiremesine katki da bulundugunu gostermektedir.

Yapilan antifungal duyarlilik ¢calismasinda Aspergillus suslarinin tiimii test
edildi. A. fumigatus n tamaminda ITR MIK’i < 0.5 pug/ml, VOR MIK’i <2 pg/ml,
68’de (%97) ise AMB MIK’i < 2 pg/ml olarak saptanmistir. Tek bir 4. niger
susunda ITR MIK’i 4 upg/ml saptanirken, A. fumigatus dis1 2 susta (4. niger ve
A. terricola) VOR MIK’i 4 pg/ml, 9 susta ise AMB MIK’i 4 pg/ml olarak
saptanmistir. Bu da bize, ¢evre kaynakli A. fumigatus dis1 tiirlerde AMB’ye
direncli suslarin olduklarin1 gostermektedir. Tiim suslarda FLU direngli olarak

saptanmistir.
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Hastane i¢i ve c¢evresindeki yikim, onarim, bakim gibi insaat islerinin
varligi, yiizeylerde birikmis olan tozlarin etrafa yayilmasimi kolaylastirmakta ve
ortam havasindaki spor yogunlugunu arttirmaktadir. Bu durum, yiiksek riskli
hastalarda, hastane kaynakli invazif aspergilloz hastaligi gelisimine sebep
olabilmektedir. Bu cinsin iiyeleri halen 16semi tedavi merkezlerinde ve solid organ
transplantasyonu yapilan {initelerde basta gelen Oliim sebebi olarak
bildirilmektedir. Spesifik tan1 metodlarinin ve tedavi edici rejimlerin hala sinirl
olmas1t nedeniyle invazif aspergillozis’te mortalite %30-90 oraninda

seyretmektedir.

Bu nedenle tarama caligmalarinda hastane havasindaki Aspergillus spor
yogunlugunu saptayabilmek icin belirli araliklarla hastane i¢i hava 6rneklerinin
toplanmas1 gerekmektedir. Hastane disinda ve hastane icinde ve Ozelliklede
yiiksek risk tagiyan immiin siiprese hastalarin bulunduruldugu servis ve odalarin
periodik olarak hava Orneklerinin alinarak, mikolojik incelemelerinin yapilmasi
gerekmektedir. Hastanelerdeki ingaat, onarim, yikim ¢alismalar1 gibi yiiksek riskli
durumlarda mantar spor yogunlugu monitdrize edilmelidir. Hava kaynakl
biyolojik partikiillerin dagilimmi, yayilimini azaltmak i¢in hava kontrol
Ol¢iimlerinin yapilmasi onemlidir. Yiiksek riskli hastalarmn yatirildigi hastane
odalarinin pozitif basingli olmasi, odalarda yiiksek derecede hava filtre edebilen

HEPA ve LAF filtrelerinin kullanilmasi dnerilmektedir.

Aspergillus cinsi mantarlarda 6zellikle de ¢evre kokenli 4. fumigatus dist
tiirlerde antifungal diren¢ artmaktadir. En 1iyi alternatif antifungal tedavinin
secilebilmesi ve mevcut laboratuar metodlarini kullanarak antifungal direncin
onceden tahmin edilmesi, hastalik prognozu agisindan 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle Aspergillus’m tir diizeyinde tanimlanmasi ve standart metodlar

kullanarak in vitro antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi zorunludur.
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VII-OZET

Aspergillus’lar, diinyanin 6zellikle kuzey yarim kiiresinde, Antartika dahil
olmak {izere diinyanin her tarafinda yaygin olarak bulunan kiif grubu filamant6z
mantarlardir. Bu cins iginde patojen ve firsat¢1 patojen olan tiirler bulunmaktadir.
Ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda, yiiksek mortalite ile sonuglanan
invaziv hastaliklara yol acabilmektedirler. Calismamizda Afyonkarahisar
bolgesinde, merkeze bagli dort hastanenin on farkli {initesinden hava o6rnekleri
toplayarak, ortamda bulunan Aspergillus tirleri ile 1s1 ve nem gibi c¢evre
sartlarinin Aspergillus spor yogunlugu iizerine olan etkilerinin arastirilmasi, izole
edilen Aspergillus’larin  CLSI M38-A mikrodiliisyon yontemiyle antifungal

duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmistir.

Hava ornekleri, Air/IDEAL 90 mm biocollector (BioMerieux, Fransa) cihazi
kullanilarak toplanmistir. Bu orneklerin ilk kiiltiirleri 40 mg Gentamisin ilaveli
PDA ve subkiiltiirleri ise Czapex-Dox agarda gergeklestirilmistir. Mikolojik
yontemler ile toplam 118 Aspergillus susu [%59u A. fumigatus, %12’si A. niger,
%16’s1 A. versicolor, %41 A. terricola, %1°1 A. flavus, %1°1 A. parvulus, %1°1
A. ochraceus, %1°1 A. sydowi, %1°1 A. fischeri, %2’1 A. aureolatus, %?2’de
A. carneus] izole ve identifiye edilmistir. Calismamizda A. fumigatus, A. niger ve

A. versicolor en sik izole edilen tirlerdir.

Tim Aspergillus suslarinin %72°si ANS Arastirma ve Uygulama Hastanesi
ve GoOglis Hastaliklar1 Hastanesinden izole edilmistir. Aspergillus’in %48’
sonbahar, %15’1 de yaz doneminde izole edilirken, A. fumigatus’larin %64’
sonbahar, A. versicolor’larin %53’ti de yaz donemindeki c¢aligmalarda
saptanmistir. Sonbahar doneminde, 8 farkli tiirde, 57 Aspergillus susu izole
edilmistir. Hastane boliimlerinde yapilan caligmalarda, tiim izolatlarin %381
hastane i¢inden, %14’ gogiis hastaliklar servisi hasta odasindan, %24’ yogun

bakimlardan ve %6’da diyaliz iinitelerinden saptanmistir.
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Izole edilen tiim suslarda, itrakonazol, vorikonazol, flukonazol ve
amfoterisin B’ye kars1 antifungal duyarlilik ¢alismasi yapilmistir. Duyarlilik sinir1
<2 pg/ml kabiil edildiginde tiim suglarn %100t flukonazol’e direngli
saptanmigtir. Sirastyla itrakonazol, vorikonazol ve amfoterisin B en etkili

antifungaller olarak bulunmustur.
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VIII-SUMMARY

Aspergillus are mould group filamentous fungus that are found on every part
of the earth including Antarctica and especially on Northern hemisphere. In this
genus, there are patogen and opportunistic patogen species. Especially in
immunocompromised patients, it can lead to invasive illnesses caused in high
mortality. In this study air samples were collected from ten different units of four
hospitals in Afyonkarahisar region. The aim of the study was investigation of
Aspergillus species found in the environment, the effects of humidity and heat on
the Aspergillus spor density and the detection of antifungal susceptibility of
Aspergillus by CLSI M 38-A microdilution method.

Air samples were collected by using AIR/IDEAL 90 mm biocollector
(BioMerieux, France). First cultures of these samples were inoculated in 40 mg
Gentamicin added PDA and their subcultures were inoculated in Czapex-Dox
agar. Totally 118 Aspergillus strain [%59 A. fumigatus, %12 A. niger, %16
A. versicolor, %4 A. terricola, %1 A. flavus, %1 A. parvulus, %1 A. ochraceus,
%1 A. sydowi, %1 A. fishcheri, %2 A. aureolatus, %2 A. carneus] were isolated
and identified by mycologic methods. In our study, 4. fumigatus, A. niger and

A. versicolor were the most isolated species.

Total of %72 Aspergillus strains were isolated from Afyon Kocatepe
University hospital and Chest Diseases Hospital. While %48 of all Aspergillus
were isolated in the autumn and %15 in the summer, %64 of A. fumigatus were
detected in the autumn and %53 of 4. versicolor were detected in the summer
periods. In the autumn period, 57 Aspergillus strain in § different species were
isolated. In the studies carried out in the hospital units, %38 of all isolates were
detected inside the hospital, %14 of the isolates from chest diseases ward room,

%24 from the intensive care unit and %6 from the dialysis units.

In all the strains which were isolated, itraconazol, voriconazol, fluconazol,

amfoterisin B, antifungal susceptibility study were performed. In case of
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susceptibilty threshold accepted < 2pg/ml, %100 of all the strains were detected
resistant to fluconazol. It was found that itraconazol, voriconazol and amfoterisin

B are the most effective antifungals, respectively.
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