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OZET
ASPERGILLOZ TANISINDA KULLANILAN KONVANSIiYONEL VE
SEROLOJIK YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI

Amag: Aspergillozun erken ve dogru tanisi, tedavinin zamaninda baslamasi ve gereksiz
antifungal kullanimi agisindan Onemlidir. Calismada, konvansiyonel yontemler ile
Aspergillus’a 6zgii bir antijen olan galaktomannan (GM)’in tanidaki degerinin
karsilastirilmas1 amag¢lanmustir.

Materyal ve metot: Temmuz 2016-Mayis 2017 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Kliniklerinde yatmakta olan
hastalardan alinan klinik 6rnekler Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda ¢alismaya dahil
edildi. Konvansiyonel yontemler igin klinik ornekler direkt mikroskobi ve kiiltiir ile
degerlendirildi. Serum ve bronkoalveoler lavaj (BAL) orneklerinde galaktomannan
antijeni (GA) Platelia Aspergillus (BioRad, France) Kiti ile arastirildi.

Bulgular: Invaziv aspergilloz siipheli hastalar “European Organization for Research and
Treatment of Cancer/ Mycoses Study Group” (EORTC/MSG) kriterlerine gore 21° i
yiiksek olasilikli, 6’ s1 diisiik olasilikli olarak siiflandirildi. Kesin IA saptanmadi. IA
olmadigi goriilen 23 hasta da kontrol grubu olarak degerlendirildi. Hasta grubunun %63’
inlin klinik 6rneklerinin direkt mikroskobik incelemelerinde Aspergillus ile uyumlu hif
yapist gozlendi. Kiiltiir incelemelerinin de %77,8” inde Aspergillus tiirleri iredi. Kiiltiirt
pozitif hastalarda GA testi duyarliligi ve 6zgiilliigi sirasiyla %52, %79 olarak belirlendi.
Hastalarin %81,8” inde GA testi pozitifliginin kiiltiir pozitifliginden 5,1 giin 6ncesinde
ortaya ¢iktig saptandi.

Sonuc: Galaktomannan antijeni, IA siipheli hastalarda klinik, laboratuvar ve radyolojik
bulgular saptanmadan once, hastaligin erken doneminde pozitiflesebilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Aspergillus; direkt mikroskobik inceleme; galaktomannan; invaziv
aspergilloz; kiltiir

Gonca YILMAZ, Yiiksek Lisans Tezi,

Ondokuz Mayis Universitesi — Samsun, Temmuz 2017



ABSTRACT

COMPARISON OF CONVENTIONAL AND SEROLOGICAL METHODS
USED IN THE ASPERGILLOSIS DIAGNOSIS

Aim: Not to apply unnecessary treatments, also to cure Aspergillosis in-time and
accurately, early and specific galactomannan antigen (GM) diagnosis seems to play a
crucial role model. This study was performed to reveal this importance by comparison
between convensional and GM testing methods for diagnose.
Material Method: In this study clinical samples were collected from inpatients of
Ondokuz Mayis University Health Care and Research Cencer Clinics from July-2016
upto May-2017; Study was performed in Medical Microbiology Laboratory, OMU,
Samsun, Turkey. Direct microscopic examination and culturing were administrated as
convensional techniques of screening while, serum and bronchoalveolar lavage sample’s
GA ELISA kit assay (Platelia Aspergillus, BioRad, France) examination were used as
mid-tech qualitative method.
Results: Based on “European Organization for Research and Treatment of Cancer/
Mycoses Study Group” (EORTC/MSG) criterias, patients with invasive aspergillus
indication classified into two groups of 21 and 6 patients with high and low prevalence,
respectively. Non were recorded as IA infected patients. 23 patients with no IA infection
indication evaluated as control group. 63% of main study group were found to have
aspergillus hypha structure in their clinical sample during direct microscopic
examination. Meanwhile, sample cultures showed 77,8% posetive aspergillus results with
species variety of sample. For culture positive samples, GA ELISA test were found to be
52% and 79% sensitive and specifity, respectively. For 81,8% of patients, GA ELISA test
positive results were recorded 5,1 days (average) earlier compaired to culturing.
Conclusion: For patients with 1A indication, GA ELISA test can be found posetive
earlier, even before clinical, laboratory and radiologic diagnostic procedures.
Keywords: Aspergillus; direct microscopic examination; galactomannan; invasive
aspergillosis; culture

Gonca YILMAZ, Master Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2017



SIMGELER VE KISALTMALAR

°c : Santigrat derece
o . Alfa
. Beta
pm : Mikrometre
ABPA . Allerjik Bronkopulmoner Aspergilloz
AIDS . Acquired immune Deficiency Syndrome
ALL . Akut lenfoblastik 16semi
AML : Akut myeloid 16semi
BAL : Bronkoalveolar Lavaj
BDG : 1-3 B-D glukan
BHI . Beyin kalp infiizyon agar
BOS : Beyin omurilik s1vis1
BT . Bilgisayarli tomografi
CHSG : Chitin synthase G
DHN . Dihidroksinaftalin
dk : Dakika
DMi . Direkt mikroskobik Inceleme
DNA . Deoksiriboniikleik asit
EDTA : Etilendiamin tetra asetik asit
EIA : Enzyme immunoassay
ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
EORTC : European Organisation for Research on Treatment of Cancer
MSG : Mycoses Study Group
FDA : Food and Drug Administration
g/L : Gram/litre
GHS : GOgiis Hastaliklar1 Servisi
GM : Galaktomannan
GMS . Gomorinin methanamin giimiis boyas1
HKHT . Hematopoietik kok hiicre transplantasyonu
IFAT - Immiin floresan antikor testi

Vi



iA . Invaziv aspergilloz

iPA . Invaziv pulmoner aspergilloz

kDa . Kilodalton

KiT . Kemik iligi transplantasyon
KOAH . Kronik obstriiktif akciger hastalig
KOH : Potasyum hidroksit

KT : Kemoterapi

MB : Mikobiyotik Agar

ng/ml : Nanogram/mililitre

NHL : Non hodgkin lenfoma

nm . Nanometre

NNIS : National Nosocomial Infection Surveillance
NPD . Negatif prediktif deger

oD : Optik Dansite

PAS . Periodicasid-Schiff

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PDA . Patates dekstroz agar

PPD . Pozitif prediktif deger

RiA . Radio immiinassay

RNA . Riboniikleik asit

RNase . Ribonuclease

ROR . Reaktif oksijen radikalleri

rpm . Devir/dakika

RT . Renal Transplantasyon

SDA : Sabouraud-dekstroz agar

SSS : Santral sinir sistemi

Tak . Trakeal aspirat

TZP . Piperasilin tazobactam

YRBT . Yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarli tomografi

vii
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1. GIRIS

Yeryiiziinde farkli iklim ve dogal kosullarda yasamini siirdiiren Aspergillus cinsi
yaklasik olarak 300 tiirden olusan hifli mantarlardir. Ilk kez italyan rahip ve botanist
Pietro Antonio Micheli tarafindan 1729 yilinda tanimlanmistir. Bu mantarlarin
mikroskoptaki konidioforlarinin gériiniimleri, hristiyan ayinlerinde kutsal su serpmeye
yarayan aspergillumun sekline benzemesinden dolay1 bu cinse Aspergillus adi verilmistir
(Denning, 1998). Dogada toprak, ciiriimiis bitki Ortlisii ve organik maddelerde saprofit
olarak yasayarak, iirettikleri enzimler sayesinde organik maddelerin ayristirilmasini
saglarlar (Washinton ve ark., 2006; Denning, 1996). Bu hifli mantarlarin farkl tiirleri
tanimlanmissa da sadece 20 tiirliniin insanlarda hastalik yaptigi bilinmektedir (Latge,
1999).

Aspergillus sporlar1 hava yoluyla yayilarak insanlar tarafindan gerek solunum
gerekse bozulmus deri dokusundan aliabilmektedir. Bagisiklik sistemi normal olan
kisilerde solunum yolu ile alinan sporlar, makrofajlar tarafindan yok edilirken, bagigiklik
sistemi baskilanmis kisilerde invaziv hiflere doniiserek brons ve damarlara invazyon
yapmaktadir (Thompson ve ark., 1995; Won ve ark., 1998). Bdylece Aspergillus
konidyalar1 kolonizasyondan invaziv pulmoner aspergilloza (IPA) kadar degisen klinik
durumlara neden olabilmektedirler (Patterson, 2005).

Son yillarda solid organ tiimorii ve hematolojik malignensili gibi hastalara
uygulanan immiinsiipresif tedavi protokolleri, immdiin sistemi baskilanmis hasta sayisinda
artisa neden oldugu i¢in, firsat¢i patojen olan Aspergillus tiirlerine ait enfeksiyonlarin
arttig1 gézlemlenmektedir (Huffnagle, 2002). Invaziv aspergilloz gelisiminde en énemli
risk faktorleri arasinda derin ve uzamis notropeni olgulart yer alirken, sitotoksik
kemoterapiye bagli mukozal savunma bariyerlerinin bozulmasi, proflaktik ve genis
spekturumlu antibiyotik tedavilerinin uygulanmasi sonucu mikrobiyal floranin bozulmasi
da risk faktorleri arasinda yer almaktadir (Brakhage, 2005). Olgu fatalite hizinin
yiiksekligi sadece risk faktori tasiyan hasta sayisindaki artis ile degil, tamidaki
yetersizliklerle de ilisiklendirilmektedir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2005).

Invaziv aspergillozun erken ve dogru tanisi hastalarin yasamlarini etkileyecek
onemli bir faktordiir. Ancak klinik bulgular 6zgiil olmamakla beraber baska hastaliklar

ile karigabilir. Bu nedenle 6zellikle ndtropenisi olan hastalara uygulanan yaklasim



genellikle uzunca bir stire amprik antifungal tedavi uygulunmasi yoniindedir (Walsh ve
ark., 2008). IA’ un klinik tanisinda altin standart; biyopsi veya igne aspirasyon ile alman
Ornegin, kiiltiiriinde etkenin tretilmesidir (Kantarcioglu ve Yiicel, 2005). Ancak son
yillarda, hastalarda klinik bulgularin belirgin olmamasi, c¢esitli nedenlerle invaziv
yontemlerin uygulanamamasi ve kiiltiir sonuglarinin ge¢ c¢ikmasinin tedavi siirecini
etkilemesi, serolojik ve molekiiler yontemlerle mantar antijenlerinin saptanmasi yoniinde
gelismelere neden olmustur (Arda, 2009).

Bu c¢alismanin amaci invaziv aspergilloz enfeksiyonu diisiiniilen hastalarin
klinik orneklerinde direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir ve serolojik belirteglerin

(Galaktomannan) tanidaki degerini karsilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Mikolojinin kurucusu sayilan italyan botanist Pietro Antonio Micheli 1729'da
Nova Plantarum Genera'da mantarla ilgili arastirmalarin1 yaymlamis ve ilk defa
Aspergillus cinsi mantarlardan bahsetmistir. Aspergillus cinsi ilk defa 1926’da 69 tiir 11
grupta toplanmistir. 1945 yilinda Thom ve Raper adli arastirmacilar bu tarihe kadar
tamimlanmis olan Aspergillus tiir ve alt tiirlerini “Aspergillus’larin el kitab1” isimli bir
kitapta toplamiglardir (Denning, 1998; Patterson, 2010). Daha onceki siniflamalarin
yerini alan 1965 yilinda yapilan siniflamada, Raper ve Fennell Aspergillus’lar1 18 grup,
132 tiir ve 18 varyet olarak tanimlamiglardir. Samson 1979 yilinda bu taksonomik cetvele
42 tir ilavesinde bulunmustur. Gams ve Samson 1985’ te Aspergillus tiirlerini
tiplendirerek, Aspergillus teleomorflart olusturmuslardir. Bugiin bu cinsin kabul edilmis
200’den fazla tiirii ve 70 teleomorfu bulunmaktadir. Genustaki tiirlerin ¢ok azi insanda
enfeksiyon etkeni iken biiyliik bolimii dogada, toprakta ve ciiriimiis bitkiler lizerinde
yaygin olarak bulunan saprofit etkenlerdir (Gams ve Samson,1985).

Insanda ilk aspergilloz olgusu, 1842 yilinda tiiberkiiloz kavitesinde aspergillomu
olan bir hastann balgaminda bildirilmistir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda
goriilen 1A ise ilk defa 1953 yilinda tanimlanmustir. Gairdner 1853°te plevra enfeksiyonu,
Virchow 1856°da bronsial ve pulmoner aspergilloz, Henrici 1939 yilinda Aspergillus’
larin irettikleri toksinler ile apse ve nekroz, Kirschstein ve ark 1945° de ilk mantar
endokarditini, Matthews ve Grcevic 1959 da Aspergillus’ lara bagli deri lezyonu,
Katzenstein ve ark.’da 1983 yilinda alerjik fungal siniizit olgularin1 bildirmislerdir
(Denning, 1998).

2.2. Aspergillus Tiirlerinin Siniflandirmadaki Yeri

Ger¢ek mantarlar, Eumycota filumunda yer alirlar. Bu boliimde dort grup
(Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota) yer alsa da molekiiler,
morfolojik ve fenotipik veriler, mantarlar aleminin Chytridiomycota’dan kdken alan
monofiletik soyagacina sahip oldugunu gostermistir. Zygomycota, Ascomycota ve
Basidiomycota eseyli lireme yapilarina gore adlandirilmislardir. Eseysiz mantarlar ise
Fungi imperfecti veya Deuteromycetes olarak adlandirilan yapay bir smif iginde
toplanmistir (Mitchell, 2005).

65



Aspergillus tiirleri; Ascomycota filumunda, Euascomycetes sinifinda, Eurotiales
takiminda, Trichocomaceae ailesinde Eurotium, Emericella, Neosartoria gibi
teleomorfik (eseyli iireme) cinsler i¢inde yer alir. Aspergillus’larin ¢ogu tiiriiniin,
teleomorfik sekli tanimlanmadigr i¢in, Fungi imperfecti veya Deuteromycetes sinifinda

anamorfik (eseysiz iireme) formlari olarak yer almaktadir (Metin ve Kiraz, 2006).
2.3. Genel Ozellikler

Makroskobik Morfoloji
Aspergillus cinsine ait tiirlerin tanimlanmasinda genel olarak makroskobik ve

mikroskobik 6zelliklerinden yararlanilmakta olup, tiir tanimlamasinda makroskobik
ozellikler oldukca 6nemlidir (Denning, 1996; Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).
Aspergillus’lar rutin mikolojik besiyerlerinde kolayca iiremektedirler (Patterson,
2010). Besiyerinde olusturduklar1 kolonilerin rengi, biiyiikliigli ve termotoleransi
Aspergillus identifikasyonu ve tiir tanimlamasinda yol gostericidir (Richardson ve Kokki,
2003). Koloniler hizl1 gelisirler; renkleri tiirlere ve gelisme kosullarina bagli olarak yesil
beyaz, sar1, kahverengi, siyaha yakin kahverengi veya kirmizi olabilmektedir. Koloni
renkleri daima mikroskobik kompenentlerin (vejatatif hif, konidiyal bas) ve diger
yapilarinin rengine bagli olusur. Ayrica koloni renkleri besiyeri yiizeyinde ve tabaninda
farkli olabilir ve goriiniimleri pudramsidir (Raper ve Fennell, 1965; Samson ve ark.,
1995). Standart sartlarda belirli siirede olusan koloni boyutu, tiirlerin tanimlanmasinda
onemli bir 6zelliktir. Koloni kenarlar1 ince ve diffiiz, kalin ve keskin siirli, yilizeyel veya
batik, diiz veya diizensiz lobiiler olabilir. Bununla birlikte sporlanma genellikle 38-48
saat icinde gerceklesirken, bazi tiirlerin sporlanmasi daha uzun siirede gergeklesmektedir

(Murray ve ark., 2009; Patterson, 2010).

Sekil 1. Aspergillus flavus ve Aspergillus niger koloni goriiniimii (URL 1; URL 2)



Mikroskobik Morfoloji

Aspergillus’ larin tiir diizeyinde tanimlanmasinda mikroskobik morfoloji anahtar
rol oynamaktadir. Hifler (filament6z uzantilar) ve sporlar (aseksiiel sporlar; konidiya,
klamidospor vb; seksiiel sporlar; askospor, basidiospor vb) yardimiyla Aspergillus’ lar
asekstliel ve seksiiel olarak iireyebilir. Seksiiel iireme fazini (teleomorf) laboratuar
ortaminda gostermek kolay olmadigindan, besiyerlerinde {iretildikten sonra asekstiel
iireme fazindaki anamorfik yapilarinin (hif ve konidiya) 6zelliklerine gore tanimlama
yapilmaktadir (Samson ve ark, 1995).

Aspergillus tiirlerinde asekstiel tanimlamada (anamorfik yapi) ilk degerlendirme
konidiyanin (spor) olusumuna gore yapilmaktadir. Tek hiicreli, bolmesiz, diizgiin ya da
desenli, sekilli (tliyld, dikensi, piirtiikli vb.), seffaf veya renkli, iiremeyi saglayan yapiya
konidiya denir. Bir konidiyajen hiicre sistemi ve onu tasiyan hiften (gdvde/sap) olusan
yaptya konidiyofor (fertil hif) denilmektedir. Rengi ve yiizeyinin diiz, tirtikli olmasi
tirden tiire farkliliklar gostermektedir. Konidiyoforun tepe kismindaki sigskin kisma
vezikiil adi verilip Aspergillus cinsi igin tipik bir yapidir. Vezikiil {izerinde konidiya
doguran yapilara fiyalid denir. Terminolojide fiyalid yerine ‘sterigma’ adi da
kullanilmaktadir. Fiyalidler direk vezikiil {izerinde bulunabildikleri gibi (tek sirali/
uniseriat) metula (fiyalid tasiyan hiicre) denen yapilar iizerinde de bulunabilirler (gift
sirali/ biseriat). Mikroskobik 6zelliklerin tanimlanmasinda vezikiillerin boyutu ve sekli
yaninda, fiyalid ve metulalarin dizilimi de 6nem tasimaktadir. Bu yapilar durus sekillerine
gore kolumnar/siitunsu ya da radyal/yarim daire goriiniislii dizilim olarak
isimlendirilmistir (Ozyaral, 2006, Kastimur 2010) (Sekil 2).

Aspergillus’ larda baz1 degisik olusumlara da rastlanabilmektedir. Bunlardan bir
tanesi A. nidulans’ da goriilen hiille hiicreleri olup, kalin ve diizgiin kenarli 6zellesmis bir
konidyaya sahiptir. Hiille hiicrelerinin disinda siklerotya ve ask keseleri gibi 6zel yapilara

da rastlanmaktadir ( Kantarcioglu ve Yiicel, 2006; Richardson ve Kokki, 2003).
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Sekil 2. Aspergillus konidiyal gériiniim a: tek sira dizilim b: ¢ift sira dizilim (Samson ve ark.,
1995)

2.3.1. Hiicre Yapisi

Hiicre Duvari

Aspergillus tiirlerinde gevresel etmenlere karsi korunmadan, in vitro kosullarda
ve konak dokusunda ¢ogalmasindan, konakta enfeksiyon ve alerjik tablolarin
olusumundan sorumlu yap1 hiicre duvaridir. Hiicre duvart oldukga sert bir katman olup,
hiicrenin fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere kars1 sekil ve biitlinliiglinii korumasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, hiicrenin ¢evresi ile tiim aligverisi silirecinde bir elek
ve konak hiicreleri ile temas siirecinde rol alan enzimler, antijenler agisindan da bir
kaynak olarak davranmaktadir (Latge, 1999).

Aspergillus hiicresinin yiizeyindeki adezin, lektin ve hidrofobin gibi
biyomolekiiller ¢esitli yilizeylere baglanmayr saglamaktadir. Bu enzimlerin bir kismu,
konak hiicre ve doku yapilarin1 parcalayici etki gostererek, mantarin invazyonunda rol
oynamaktadir (Sentandreu ve ark., 2004).

Mantar hiicre duvar1 biiyiikk oranda polisakkaritlerden (yaklasik %80)
olusmaktadir. Daha az oranda bulunan proteinleri, miktar olarak lipidler, pigmentler ve
inorganik tuzlar gibi diger minoér bilesenler izlemektedir (Bernard ve Latge, 2001).
Baslica polisakkaritler; a-glukanlar (esas olarak a-(1,3) glukan ve az miktarda a-(1,4)

glukan), B-glukanlar (B-(1,3) glukan ve B-(1,6) glukan), kitin ve galaktomannandir. Bazi



mantarlar kendilerini ekstraseliiler membran ile donatmislardir (Fontaine ve ark., 2000;
Latge, 2010; Gastebois ve ark., 2009).

Hiicre duvarimin fibriler 6zelligini kitin olusturur. Bunlar, N-asetilglikozamin ve
glikoz polimerlerinin B-(1,4) tarzinda birlesmesinden meydana gelmistir. Glikoz
polimerlerinin dalli olmalar1 ve hiicre duvarinin diger kompenentleri ile ¢apraz baglar
kurabilme yetenekleri, hiicre duvarimin kuvvetini ve saglamligini arttirmaktadir. Genel
olarak kitin, polisakkarit yapida olup biitiin mantarlarin duvar yapisinda bulunmaktadir.
Duvarin dis ylizeyi, antijenlerin ve aglutininlerin substratlara, konaga ve diger hiicrelere

adezyonunu ve birlesmesini saglayan bir alandir (Levery ve ark., 2002).

Septum: Septum formasyonu genetik bir karakter olup hiicre duvarmin ig¢
kisimindan orijin alir ve igeri dogru uzanarak karsi cidara kadar devam eder. Yapist, hiicre
duvarinin yapist ile ayn1 kimyasal 6zelligi gosterir. Oomycetes ve Zygomycetes sinifi

mantarlar hari¢ olmak tizere, diger flamentli mantarlarda rastlanmaktadir (Arda, 2000).

Sitoplazma Membrani

Elektron mikroskopla yapilan ince kesitlerin muayenelerinde, hiicre duvarinin
altinda 3 tabakadan yapilmis ve tinit membran 6zelligi gosteren bir sitoplazmik membran
bulunur. Hiicre ve ¢evresi arasinda iletisimi saglayan, ayn1 zamanda biyosentezde de rol
oynayan kompenenttir. Intrensik membran proteinleri olan proteaz, fosfolipaz C, protein
G veya fosfoinasitol sinyal iletimi reseptorleridir. Membran yapisinda fosfolipidler,

proteinler ve steroller (ergosterol) bulunmaktadir (Cerikgioglu, 2006).

Sitoplazma

Okaryotik hiicrelere benzer sitoplazma kompozisyonuna sahiptir. Bakterilerden
farkli olarak mantar hiicrelerinin sitoplazmasinda endoplazmikretikulum bulunur. Etrafi,
cift kat unitmembranla gevrilidir ve {izerinde ribozomlar bulunur. Yapilar1 daha ¢ok
lipoprotein karakterde olup, protein sentezi ve madde tasmmasinda gorevlidirler.
Sitoplazmada niicleus ve niicleolus bulunmaktadir. Niicleus 2-3 um boyutlarinda olup,
etrafi cift katli ve delikli bir membran ile ¢evrilidir. Cekirdek i¢inde bulunan kromozom
DNA yapisinda olup, tiire gore G+C oranm1 % 35-65 farklilik gosterebilir. Cekirdekgik
igerisinde %80 RNA ve protein bulunmaktadir (Arda, 2000).



3.3.2. Antijenik Ozellikler
Aspergillus tiirlerinde galaktomannan ve beta glukan olmak tizere iki 6nemli

antijen bulunmaktadir.

Galaktomannan Antijeni
Aspergillus tiirlerinin de i¢inde bulundugu Hyalohyphomycetes grubu kiif
mantarlarinin hiicre duvar yapisinda bulunan spesifik bir polisakkarittir. Galaktomannan
antijeni bir eksoantijendir; in vitro ve in vivo gelisme sirasinda ortama salinmaktadir
(Klont ve ark., 2004). Bir ¢ekirdek (manan polimerleri) ve yan zincirden (galaktofuran
polimerleri) olusmustur. Yan zincir yapisinda B-(1,5) galaktofuranoz ve pB-(1,4)
galaktopiranozdan olusan bir diiz yap1 ile B-(1,5) ve B-(1,6) galaktofuranozdan olusan bir
dallanmig yapi linitesi bulunmaktadir (Latge, 1994). GM antijeni arama testlerinde -(1,5)
galaktofuranoz epitopuna baglanan monoklonal antikorlar kullanilmaktadir (Stynen ve
ark., 1995).
GM antijeni daha ¢ok serumda saptanabilirken, BAL sivisi, beyin omurilik sivisi
(BOS), periton s1visi, idrar ve perikard sivisi gibi viicut sivilarinda da saptanabilmektedir

(Klont ve ark., 2004).

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

(1,3)-p-D-glukan Cryptococcus neoformans ve Zygomycetes sinifi mantarlar
hari¢ bircok maya ve kiif mantarinin hiicre duvar yapisinda bulunan bir kompenenttir.
BDG antijeni, Kuzey Amerika Atlantik sahilindeki bir artropod olan ‘horseshoecrab’dan
piirifiye edilen faktor G ile temas ettiginde kimyasal bir reaksiyon verir. BDG antijenini
saptamaya yonelik testler bu temele dayanmakta olup IA ve sistemik fungal enfeksiyon
sirasinda bu polisakkaridin varligimi gostermek i¢in kullanilabilmektedir (Zeichner-

Ostrosky ve ark., 2005)

3.3.3. Virulans Faktorler

Aspergillus’ lar konak dokusuna girebilmek igin insanin solunum yollari
epitellerine yapisabilmeli ve penetre olabilmeli; etrafindaki hiicreleri 6zellikle konak
savunmasinda rol alan fagositoz yapici hiicreleri etkisiz hale getirmeli ve konak
dokusundaki kosullara uyum saglayip gelisebilmelidir. Bunlar i¢in bir¢ok virulans
faktorlerine ihtiyag vardir (Alp, 2006).

Virulans faktorleri sunlardir:



Sicaklik Toleransi (Termotolerans)
Patojen bir tiir olan A. fumigatus 37°C' de hizli iiremekte ve 50°C’ ye kadar olan
sicakligi tolere edebilmektedir. Bu 6zellik patojen olan ile olmayani ayirt etmede 6nemli

bir faktordiir (Brookman ve Denning, 2000).

Gelisme Hizi

Aspergillus® un gelisme hiz1 hastalik olusturma ve patojenite ile iligkili
gorilmektedir. En hizli gelisen tiir A. fumigatus’ tur. Cimlenme hizi besiyerine baglh
olarak 37°C' de 5 ila 12 saattir. Hiicre duvarimin major bilesenlerinden biri olan N-
asetilglukozamin'in polimerizasyonunu katalizleyen kitin sentetaz enzimi ile ilgili bir gen
olan kitin sentaz G (CHSG)’den yoksun olan bir mutantin radyal gelisme hizinin ve

virulansinin azaldig1 gosterilmistir (Denning, 1998).

Konidyum Boyutu

A. fumigatus’ un diger tiirlere oranla daha patojen olmasinin nedenlerinden birisi
de konidyum boyutunun, akcigerdeki alveollere ulasabilecek kadar kii¢iik olmasidir (2-
3.5 um ¢apinda). A. flavus’ un konidyumlar1 3-6 pm, A. niger’ in konidyumlar ise 4-5
um ¢apindadir (Alp, 2006).

Adezinler

Aspergillus’un konak hiicrede epitel ylizeylere yapismasi kolonizasyonun
baslangicinda ilk ve 6nemli bir adimdir (Bromley ve Donaldson, 1996). Konidiyumlar;
ozellikle fibrinojen, laminin, komplement proteinleri, fibronektin, albumin,
immunglobulinler, kollojen ve surfaktan proteinler gibi kanda dolasan veya konak
membrant ile ilgili olan konak proteinlerine baglanirlar (Latge, 1999).

A. fumigatus 'un yapigsmasini saglayan ilk protein konidial hidrofobin RodA ‘dir
(Aimanianda, 2009). Bu protein yiizeyi hidrofobik hale getirmek ve bagisiklik sistemi
hiicreleri tarafindan BDG’in taninmasin1 6nlemek i¢in, konidyanin yiizeyi iizerinde
diizenli bir rodlet dizisi i¢inde toplanir. RodA'y1 kodlayan gen cikarilarak olusturulan
mutantlarin hidrofilik oldugu, albumin ve kollajene daha az oranda baglandigi, bununla
birlikte laminin ve fibrinojene baglanma yeteneginde azalma olmadigi saptanmistir
(Beauvais ve ark., 2007).

A. fumigatus adezinlerinin in vitro aderens ¢alismalarinda, mantarin

konidyumlariin akciger hiicrelerine 6zgiil olarak baglandig1 gosterilmistir (Latge, 1999).



Pigmentler

Melaninler, hidrofobik yapida makromolekiiller olup, bugiine kadar birgok farkli
melanin tipi tanimlanmistir. En 6nemlileri dihidroksinaftalin (DHN)-melanin ve DOPA.-
melanindir. A fumigatus konidyas1 DHN-melanin yolagini kullanarak mavimsi-yesil
renkte pigment olusturmaktadir. Cesitli ¢aligmalarda pigmentsiz konidya olusturan

mutant suslarda virulansin azaldig1 goriilmiistiir (Tsai ve ark., 1999).

Toksik Molekiiller

Aspergillus tiirleri hifal tremeleri sirasinda degisik toksik molekiiller
olustururlar. Epipolytiodioksopiperazin (ETP) sinifi toksini olan gliotoksin iizerinde en
cok calisilan metabolittir (Sutton ve ark., 1994). Gliotoksinin insanlarda bagisiklig
baskilayict 6zelliginden dolayr kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda tedavi
amacl kullanilabilmektedir (Brookman ve Denning, 2000). Ayrica gliotoksin in vitro
kosullarda makrofaj fagositozunu, sitotoksik T lenfosit aktivasyonunu inhibe ettigi igin,
Aspergillus’ un immiin sistemden kagisina yardimei oldugu diisiiniilmektedir (Bennett ve
Klich, 2003)

A. fumigatus 'un toksik sekonder metaboliti Asp f1 veya restriktoksin olarak
bilinen 18-kDa'luk RNase'dir. Konidyumlarm hiicre duvarinda bulundugu ve IA’ lu
hastalarin idrarinda ve dokularinda salgilanmakta oldugu, ayrica dokuda fungusun
etrafin1 ¢cevreleyen nekrozlu bolgelerde de bulundugu belirlenmis ve son derecede giiglii

toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (Hogan, 1996).

Enzimler

Aspergillus tiirlerinde, hiicre membran yapisindaki fosfolipid ve proteinlerin
yikiminda rol alan ve hiicre isleyisini bozan ‘ekstraseliiler enzimler’ bulunmaktadir.
Kiifler konak hiicrenin bariyerlerini asabilmek i¢in bu enzimleri kullanmaktadirlar.

Yapilan ¢alismalarda daha ¢ok A. fumigatus iizerine yogunlasilmis ve bu tiire ait
elastinolitik alkalen proteazlar, aspartik (asit) proteazlar ve metallo proteazlar gibi
ekstraseliiler proteazlar ¢alismalarda 6ne ¢ikmistir. Birinci ve ark. (2014)’ lar1 30 A.
fumigatus, 9 A .flavus ve 4 A. niger izolatinda asit proteinaz ve fosfolipaz aktivitelerinin
aragtirmiglar ve A. fumigatus izolatlarinin %76.7’sinde asit proteinaz; %93.3’linde ise
fosfolipaz aktivitesi ve A. niger izolatlariin da %25’ inde fosfolipaz aktivitesi

saptamislardir. Alkalen proteazlar hayvan modeli deneylerinde arastirilmis ve 1A’da
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Oonemleri gosterilememistir fakat akciger dokusuna invazyonunda 6nem tasidigi kabul

edilmistir (Chris ve ark., 1997, Alp, 2006, Cerikgioglu 2012).

2.4. Patogenez

Aspergillus tiirleri dogada, ozellikle toprakta ve clirimekte olan organik
artiklarda yagayabilen saprofit mantarlardir. Aspergillus tiirlerinin enfeksiydz partikiild,
konidiyumdur. Havada yayilan konidyalar, herhangi bir 6zel mekanizma olmaksizin
atmosferde kolayca dagilir ve havada asili kalir. Bunun sebebi konidyumlarin kiigiik (2-
3 um) olmasidir (Yildiran, 1999). Fungal organizmalarda olumsuz g¢evresel kosullarda
fungal genomun korunmasi ve ¢evreye dagilmast konidyumlar araciligr ile olmaktadir
(Osherov ve May, 2001).

Inhalasyon sonucu alinan konidyumlar, bagisiklik sistemi saglam kisilerde
mukosiliyer temizleme ve fagositik savunma mekanizmalariyla elemine edilir (Brokhage,
2005). Alveolar makrofajlar ve nétrofiller A. fumigatus’ un fagositozunda rol alan hiicre
gruplaridir. Makrofajlar, reaktif oksijen radikalleri (ROR) olusturarak konidyalari
oldiiriirlerken, makrofajlardan kagabilen konidyalar ise hif yapist olusturmaya baslayip,
notrofiller tarafindan yakalanirlar. Noétrofiller kendisinden biiyiik olan hifal yapilarin
yiizeylerine yapisir ve ortama ROR salinarak vakuolde graniilasyonu tetiklenmis olur.

Bagisiklig1 baskilanmis olan hastalarda ise bu mekanizmalar etkili olarak
caligmayacagindan, Aspergillus konidyalari germinasyona ugrayarak septali hifler
olusturmakta, kan damarlarim1 invaze ederek enfarkt, tromboz ve nekroza neden

olmaktadirlar (Allam ve ark., 2002).

2.5. Klinik Ozellikler

Aspergillus tiirleri ¢ok ¢esitli klinik tablolara sebep olabilen firsat¢1 mantarlardir.
Olgularin %90’nindan sorumlu olan ve en sik izole edilen tiirleri, A. fumigatus, A. flavus,
A. niger, A. nidulans ve A. terreus tiirleridir (Toscano ve Jarvis, 1999; Hope ve ark.,
2005).

Genel olarak allerjik hastaliklar, opportunistik kolonizasyon ve ylizeyel
enfeksiyonlar ile invaziv enfeksiyonlar olmak iizere {i¢ farkli klinik durumun olusmasinda
rol oynamaktadirlar (Al-Alawi ve ark., 2005). Aspergillus tiirlerinin neden olduklari

hastaliklar Tablo 1’de goriilmektedir.
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Tablo 1 Aspergillus tiirlerinin neden oldugu hastaliklar (Richardson ve Kokki, 2003)

1) Saghkh konakta hastalik
a. Toksikoz veya mikotoksikozlar
b.Alerjik tablolar (alerjik astim, rinit, siniizit; ekstrensek alerjik alveolit; asirt duyarlilik pnémoniti; ABPA)
c.Yiizeyel enfeksiyonlar (deri enfeksiyonu, otomikoz, siniizit, saprofitik bronkopulmoner aspergilloz,
trakeobronsit)
d. Invaziv enfeksiyon (tek organ, goklu organ/yayilim gosteren)
2) Doku hasari veya yabaneci cisim ile iliskili enfeksiyon
a. Keratit ve endoftalmit
b. Yanik yarasi enfeksiyonu
c. Osteomiyelit
d. Prostetik kapak endokarditi
e. Damar greft enfeksiyonu
f. Aspergilloma (mantar topu)
g. Ampiyem veya plevra aspergillozu
h. Peritonit
3) Bagisiklik sistemi bozulmus konakta enfeksiyon
a. Primer deri aspergillozu
b. Sino-orbital enfeksiyon
c. Akciger aspergillozu
i. Invaziv trakeobronsit
ii. Kronik nekrotizan akciger aspergillozu
iii. Akut invaziv akciger aspergillozu
d. Santral sinir sistemi aspergillozu
e. Invaziv (yayilim gosteren) aspergilloz

f. Gastrointestinal infarkt (nadir)

Allerjik Bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA)

Aspergillus tiirleri, 6zellikle de A. fumigatus, doku invazyonu olmaksizin
solunum yollarini kolonize ederek akut veya kronik akciger hastaliklarina yol acabilirler.
ABPA solunum yollar1 mukozasina yerlesen sporlara karsi olusan hipersensitivite
reaksiyonudur. Sporlarin inhale edilmesi tek basina hastalik olusturmamakla beraber,
konak¢inin immiin sistemi ve predispoze faktorler ABPA olusumunda risk faktorleridir

(Zander, 2005; Tillie-Leblond ve Tonnel, 2005).
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Aspergilloma (Mantar Topu)

Aspergilloma ya da mantar topu nadiren Candida ve Mucor tipi mantarlar ile
olusabilse de en sik etkeni Aspergillus tiirleridir (Chatzimichalis ve ark., 1998). Onceden
var olan akciger lezyonlarinin sekonder olarak enfekte olmasi sonucu olusmaktadir.
Lezyonlarda, Aspergillus konidya ve hifleri yaninda, fibrin ve mukustan olusan migel

topu goriilmektedir (Patterson, 2005).

Invaziv Aspergilloz (IA)

Immiin sistemi baskilanmis ya da bozuk kisilerde ortaya cikan firsatc1 bir
infeksiyondur. En sik tutulum akciger olmakla beraber, hematojen yayim ile kalp, beyin
ve bobreklerde tutulum olabilir. IA tan1 konulup tedaviye baslanilsa bile siklikla dliimciil
olarak seyretmektedir (Richardson ve ark., 2003). Invaziv aspergilloz riski altindaki

hastalar Tablo 2 de verilmistir.

Tablo.2. invaziv aspergilloz riski altindaki hastalar (Mutlu, 1999)

Risk derecesi Risk yaratan Primer Hastaliklar

Allojenik kemik iligi transplanti
Allojenik periferik kan kok hiicre transplanti
Akut 16semi
Konik graniilomatdz hastaliklar
Yiiksek Karaciger transplanti
Akciger transplanti
Singenik kemik iligi transplanti
Otolog kemik iligi transplanti

Uzun siireli ndtropeni

Akciger transplanti

Singenik kemik iligi veya Periferik kan kok
Orta hiicre transplant1 (PKKH)

Otolog kemik iligi transplant:

Uzun siireli ndtropeni

AIDS, Renal transplant

Otolog periferik kan kok hiicre nakli
Solid tiimoér veya miyeloma
Diisiik .
Otoimmiin hastaliklar, Intravendz ila¢ bagimlilig
Yaniklar, Kortikosteroid kullanimi

Diyabet, Prematiirite
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Invaziv Pulmoner Aspergilloz (IPA)

Invaziv aspergillozun en sik gériilen tipidir (Patterson, 2005). Genellikle IPA
Aspergillus konidyalarinin inhalasyon sonucu alinmasiyla gelisirse de bazen
gastrointestinal veya cilt kokenli Aspergillus’ larin hematojen yayilimi ile de gelisebilir.
Ozellikle akut lenfoid ve myeloid 16semilerde tedavi sonrast uzamis ndtropenik dénemde
gelismektedir. Yiiksek doz kortikosteroid kullanimi ve uzamis nétropeni en énemli risk
faktorleridir (Doffman ve ark., 2005). Semptomlari nonspesifik olmakla beraber
progresif kuru Oksiiriik, balgam, dispne, ploritik gogiis agrisi, genis spekturumlu
antibiyotik kullanimina ragmen devam eden atestir. Hemoptizi, plevral efiizyon ve
pnomotoraks diger klinik bulgulardir (Soubani ve Chandrasekar, 2002).

Son yillarda IA ‘anjioinvaziv’ ve ‘hava yolu invaziv aspergillozu’ olmak {izere
ikiye ayrilmakta, ancak bu iki formu anatomik yakinliklarindan dolay1 birbirinden
ayirmak pek miimkiin olmamaktadir (Buckingham ve Hansell, 2003).

Aspergillus hifleri pulmoner damarlar1 tutar, trombozis olusur, pulmoner
kanama ve infarkt gelisir. Bu gelismeye anjioinvaziv aspergillozis denir ve invaziv
aspergillozisin % 80°ni olusturur. Hava yollarindaki Aspergillus hava yolu liimenini ve
brongiollerin bazal membrani invaze eder. Bu duruma havayolu invaziv aspergillozisi
veya Aspergillus bronkopnomoni denir. Bazen Aspergillus trakeaya invazyon
yapabilmekte ve psddomembrandz nekrotizan trakeobronsial aspergilloza neden

olabilmektedir (Franquet ve ark., 2001).

Santral Sinir Sistemi Aspergillozu

Santral sinir sisteminin (SSS) Aspergillus enfeksiyonlari, hematojen, orbital ve
paranazal siniislerden yakin komsuluk yolu ile sekonder olarak gerceklesir. Etken
cogunlukla akcigerden hematojen olarak yayilabilmekte veya siniislerden direkt olarak
subaraknoid alana gegebilmektedir. Klinik semptomlar spesifik olmadigi i¢in ¢ogunlukla
hemoraji veya serebralinfarkt diisliniilmektedir. Ates, bulanti, kusma, basagrisi, mental

degisiklikler gibi bulgular goériilebilmektedir (Sundaram ve ark., 2006).

Rinosiniizit (Paranazal siniis aspergillozu)
Aspergillus’larin mantar siniizitlerinin en sik karsilagilan etkeni oldugu
bildirilmektedir. Alerjiye bagli olmaksizin Aspergillus’larin kanserlilerde, kemik iligi

transplantasyonu yapilmis hastalarda, edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu (AIDS)
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olan kisilerde ve diger viicut direnci diiskiin kisilerde invaziv mantar siniizitlerine yol
actig1 olgular bulunmaktadir. En sik izole edilen tiri Aspergillus flavus’ tur
(Kantarcioglu ve Yiicel, 2006).

Kronik NekrotizanPulmonerAspergilloz (KNPA)

Hastaligin olusmasina altta yatan bir akciger hastaligi ve eslik eden
immiinsuprese durum neden olabilmektedir. Gegirilmis bir akciger tiiberkiilozu, kronik
obstriiktif akciger hastaligi, akciger rezeksiyonu veya bronsektazi gibi striiktiiel bir
akciger bozuklugu vardir. Klinikte kronik Oksiiriik, ates, balgam gibi pulmoner
semptomlar goriilebilir Aspergillomaya benzeyen bir enfeksiyondur Aspergilloma’dan
ayrilan ozelligi akciger dokusuna lokal invazyon yapmasi ve dnceden akciger dokusunda
gelismis bir kaviteye gereksinim gostermemesi iken, invaziv aspergillozisten farki aylar
ve yillar igerisinde geliserek, vaskiiler yapilara invazyon gostermeyip, diger organlara da
ilerlememesidir. Hastaligin tanist akciger dokusunda hiflerin gosterilmesi ve balgam
ve/veya BAL Kkiiltiiriinde Aspergillus iiremesidir (Usta ve ark., 2001; Lakadamyali ve
ark., 2007).

2.6. Tam Yontemleri

Immiinsistemi baskilanmis hastalarda invaziv fungal enfeksiyonlar, dzellikle de
IA’ lar 5nemli bir mortalite nedenidir. Hematolojik maligniteli hastalar basta olmak iizere
tiim kanser hastalari, kemik iligi ve organ nakli olan hastalar, kistikfibroz, otoimmun ve
kronik graniilomatéz hastaligi olanlar IA agisindan risk altinda olan hastalardir
(Patterson, 2010). IA’un erken ve dogru tanisi hastalarin yasamlarini etkileyecek dnemli
bir faktordiir ve tan1 genellikle klinik bulgularla, radyolojik ve laboratuvar verilerinin
birlestirilmesine dayanmaktadir. Ancak klinik belirtiler ¢ogunlukla spesifik degildir ve
baska hastaliklarla karisabilmektedir. (Chamilos ve Kontoyiannis, 2006).

IA etkeninin kesin laboratuar tanisi klinik érnekte direkt mikroskobi ve kiiltiirde
iretilerek tiir diizeyinde tanimlanmasi ile konulmaktadir. Ancak mikrobiyolojik 6rnekler,
invaziv islemlerle temin edilebileceginden ¢ogu zaman hastalarin kritik durumlarindan
dolay1 yapilamamaktadir. Bu nedenle erken tant nadiren konulabilmektedir
(Chandrasekar, 2009).

Invaziv fungal enfeksiyonlarla ilgili ¢ok sayida ¢alisma ve yayin olmasina

karsin, bunlarin karsilastirilmasi farkli tanimlar, farkli hasta se¢im kriterleri ve farkl
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degerlendirme yaklagimlari nedeni ile gii¢ olmaktadir. Bu sikintiy1 gidermek amac ile
2002 yilinda diinyanin cesitli bolgelerinden gelen aragtirmacilarin kurdugu iki
organizasyon; Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Organizasyonu (EORTC) ve Mikoz
Calisma Grubu (MSG) bir araya gelerek ortak bir dil kullanilmasini saglayacak
EORTC/MSG fungal enfeksiyon tanim kriterlerini ortaya koymustur. Buna gore invaziv
fungal enfeksiyonlar;

- stipheli (possible), olas1 (probable) ve kanitlanmis (proven) olmak iizere 3 gruba
ayrilmistir (Tablo 3).
Bu tanimlarin gergeklesebilmesi igin ti¢ grup faktor kullanilmaktadir (Tablo 4).

1) Konak faktdrleri

2) Klinik faktorler

3) Mikrobiyolojik faktorler

Kilavuz 2008 yilinda, belirlenmis olan {i¢ grup degismeksizin giincellenmistir. Bu
tanimlar sadece klinik ve epidemiyolojik aragtirmalarda kullanilmakta ve giinliik tip

pratiginde kullanilmamaktadir (Akan, 2009).

Tablo 3. Kesin, yiiksek olasilikli ve diisiik olasilikli hasta gruplarinin siniflamast (Pauw ve ark

2008)
Dokuda histopatalojik, sitolojik ya da direkt
mikroskobik olarak hiflerin gdsterilmesi
Kesin veya dokuda veya normalde steril olan bir
(kamtlanmug/proven) alandan (idrar ve siniis aspirasyonu, BAL

hari¢) liremenin olmasi

En az bir adet konak faktoriin yaninda bir

Yiiksek olasilik (Ol I
iksek olasilik (Olasi/ probable) adet mikrobiyoloji ve bir adet klinik kriter

Bir konak ve bir klinik kriter ya da

Diisiik olasilik (Stipheli/possible) mikrobiyolojik kriter
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Tablo 4. EORTC-MSG invaziv fungal enfeksiyon kriterleri (Pauw ve ark., 2008)

1) Konak faktérleri

Notropeni: 10 giinden uzun siireyle (0,5X109 nétrofil/L)

Allojenik kok hiicre alicis1 olma

Kalitimsal agir immiin yetmezlik sendromlar1 (Kronik granulamatoz hastalik veya agir kombine immiin
yetmezlik)

Son 90 giin i¢inde T hiicre immiinsiipresor tedavi almis olmak (Siklosporin, TNF alfa blokéri, spesifik
monoklonal antikorlar, niikleozid analoglar1 )

Uzun siireli (>3 hafta 0,3mg/kg/giin prednizolon esdegeri kortikosteroid kullanma, ABPA hastalar1
harig)

2) Klinik kriterler

A) Alt hava yollar1 fungal hastaliklar:

Asagidaki BT bulgularindan en az birinin olmast

Nodiil ve/veya halo belirtisi

Hava hilal belirtisi (air crescent), kavite

B) Trakeobronsit

Bronkoskopik analiz sirasinda izlenen iilser, nodiil, psodomembran, plak/krut

C) Sinonazal enfeksiyon

Goriintiilemede siniizit izlenmesi, asagidaki bulgulardan en az birinin varlig

Akut lokalize agr1 (géze dogru yayilan)

Ugzeri siyah krutlu nazal iilser

Paranazal siniislerden orbitay1 da i¢ine alan, kemiksi bariyerleri agan orbitaya genisleme
D) Santral Sinir Sistemi Enfeksiyonu

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

E) Dissemine kandidiyazis

2 hafta icinde kandidemi epizodu ve ardindan en azindan 2 bulgudan biri
Oftalmolojik degerlendirmede progresif retinal eksuda

Karaciger veya dalakta kii¢iik hedef benzeri apseler (boga gozii lezyonu)

3) Mikolojik kriterler

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

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

Kiif mantarini destekleyecek fungal elemanlarin bulunmasi

Kiiltiirde pozitiflik (Aspergillus, Fusarium, Zygomycetes veya Scedosporium tiirleri)
2)indirekt testler

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

Kriptokokkoz / Zygomikoz hari¢ serumda B glukan saptanmasi
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Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Aspergillozun tanisinda klinik orneklerin enfeksiyon odagina bagli olarak
degisik bolgelerden alinmasi gerekir. Solunum sistemi ile ilgili balgam, BAL,trakeal
aspirat, akciger biyopsisi, bunlarin disinda farkli enfeksiyonlar i¢in BOS, plevra, periton,
sinlis ponksiyon aspirati, idrar ve nadiren kan gibi klinik 6rnekler kullanilmaktadir
(Murray ve ark., 2009).

Invaziv aspergilloz tanisinda en anlamli 6rnek akciger doku biyopsisidir. Fakat
ornek alinmasinin  zorlugu, hastanin kritik durumu nedeniyle ender olarak
yapilabilmektedir. Tanida daha ¢ok kullanilan, 6rnegin alinmasi1 daha kolay oldugu icin
siniis biyopsisidir. Ornek almak igin en uygun zaman antifungal tedavi oncesidir. Balgam
Ornegi miimkiinse sabah a¢ karnina alinmali ve silipheli her durumda kiiltiir i¢in {i¢ giin
arka arkaya alinmis iic balgam Ornegi gonderilmesi saglanmalidir. Kan kiiltiirleri
miimkiinse hastanin ateslenmeye basladigi erken bir donemde ve eger antifungal aliyorsa
ilk dozu vermeden Once istenmelidir (Murray ve ark., 2009). Klinik 6rnekler alindiktan
sonra en uygun ve en hizli sekilde laboratuara ulastirilmalidir. Ideal olan1 6rneklerin iki
saat icerisinde gonderilmesidir. SSS Ornekleri hemen kiiltiir yapilmayacaksa oda
sicakliginda, diger drnekler +4°C’ de kisa bir siire saklanabilir. Serolojik ve molekiiler
yontemler i¢in kullanilacak ornekler 72 saat icinde g¢alisilacaksa + 4°C’ de, uzun siire
saklanacaksa -20° C’de saklanmalidir (Inal, 2006).

Aspergillus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda direkt tani ydntemleri
(mikroskobik inceleme, kiiltiir, molekiiler yontemler, histopatolojik inceleme) ve indirekt

tan1 yontemleri (GM, BDG antijen aranmasi gibi) uygulanmaktadir.
2.6.1. Direkt Tam Yontemleri

Mikroskobik Inceleme

Aspergillozlarin tanisinda etkenin dogada yaygin olarak bulunmasi nedeniyle
kolonizasyon-enfeksiyon ayriminin iyi yapilmasi gereklidir. Direkt mikroskobik
inceleme ile 6rnekte Aspergillus elemanlarinin goriilmesi ile hizli 6n tan1 sansi1 elde edilir.
Kiiltiir sonucunun degerlendirilmesine yardimci olup, taniyr desteklemektedir. 1A
tanisinda duyarliligi ve 6zgiilliigii yliksek olmasa da, hizli ve ucuz olmasi en biiyiik

avantajidir. Ayrica Ornegin yetersiz oldugu durumlarda da direkt mikroskobik
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incelemenin duyarlilig: distiktiir ve kiiltiire oncelik verilmelidir. Kiiltiir, kesin tan1 igin
hala altin standarttir (Hope ve ark., 2005).

Direkt mikroskobik inceleme ile tiir ismini kesin olarak belirlemek miimkiin
degildir. Maya yalanci hiflerini kiif hiflerinden ayirmak, Aspergillus tiirleri ve benzer
diger septali hiyalen kiiflerin hiflerini Zygomycetes sinifinda bulunan septasiz kiif
hiflerinden ayirmak ve esmer mantarlara ait hifleri belirlemek direkt mikroskobik

incelemenin en 6nemli yararidir (Verweij ve ark., 2007).

Nativ Preparat Hazirlanmasi

Aspergilloz siipheli 6rneklerin mikroskobik inceleme Oncesi bir dizi islemden
gecirilmesi gerekebilmektedir. En sik kullanilan yontem, lam lamel arasinda %10-25
potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisinde klarifikasyondur. Bu yontemle her tiirlii klinik
ornekteki doku ve hiicresel artiklarin saydamlastirilarak mantar elemanlarinin daha net
goriilmesi saglanmaktadir. Hazirlanan preperatta dikotomik (45° agili), hiyalen
goriiniimlii, septalt hiflerin varligi Aspergillus’lar igin tipiktir (Y1ldiran, 1997; Murray ve
ark., 2009).

Laktofenol Pamuk Mavisi ile Boyama

Ozellikle kiif tarzinda iireyen mantarlardaki hif ve sporlarii incelemek amaciyla
kullanilmaktadir. igeriginde belirli miktarlarda laktik asit, fenol (kristal), gliserin, saf su,
pamuk mavisi (anilin mavisi) bulunmaktadir. Laktik asit kiif yapilarini koruyarak tespit
eder. Fenol oldiiriicii etki gosterir. Gliserol kurumayi onlerken, pamuk mavisi kiif
yapilarini boyayarak daha iyi gériinmesini saglar. Ornekler lam lamel arasinda dogrudan
incelenebilecegi gibi selofan bant yontemi ile de incelenebilmektedir. Aspergillus yapilari
151k mikroskobunda mavinin farkli tonlarinda goriilmektedir (Yildiran, 1997; Murray ve

ark., 2009).

Kalkoflor Beyaz ile Boyama

Kalkoflor ve Blankofor gibi floresan boyalar, mantar hiicre duvarini boyayarak
goriinmelerini saglayan maddelerdir. %10-20 KOH ile yapilan klarifikasyon islemi
kalkoflor beyazi veya blankofor ile karistirilarak birlikte hazirlandiginda, hifal yapilar
floresan mikroskobunda daha net goriilmektedir. Ancak floresan mikroskobu

gerektirmektedir. Ornek igerisinde 45° acilanma yapan hiyalen goriiniimlii, septali
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hiflerin goriilmesi Aspergillus’lar i¢in tipik 6zelliklerdir (Tiimbay, 1983; Hope ve ark.,
2005).

Kiiltiir

Aspergillus tiirlerinin dogada yaygin bulunmasi kiiltiir islemleri sirasinda
laboratuvar bulaslarina neden oldugundan ve bu kiifler insan solunum yollar1 florasinda
da yer alabildiginden, tek basina kiiltiirde Aspergillus spp. iiremesSinin anlamli olmadigi
konusunda konsensus saglanmistir. Ancak steril sartlarda alinan doku veya ince igne
aspirasyon Orneklerindeki iireme veya histopatolojik olarak mantar elemanlarina
rastlanmasi1 kesin invaziv fungal enfeksiyon tanisi koydurmaktadir (Ascioglu ve ark.,
2002)

Kiiltiir i¢in balgam, BAL, akciger doku biyopsisi, siniis ponksiyon aspiratt gibi
solunum yolu 6rnekleri yaninda, kan, BOS, yara, idrar 6rnekleri de kullanilabilmektedir.
Kan, BOS ve kemik iligi 6rneklerinden yapilan kiiltiirlerde Aspergillus nadiren {irer.
Ancak Aspergillus’larm neden oldugu endokarditlerde, etkenin kan kiiltiiriinde tireme
olasilig1 ytiksektir ve tanida 6nemlidir (Karacan ve ark., 2003).

Uygun sartlarda laboratuvara gonderilen klinik 6rneklere izolasyon kiiltiirleri
yapilmaktadir. Izolasyon kiiltiirlerinde Aspergillus’ larin eseysiz yapilarii gérmek
mimkiin olabilmektedir. Genel olarak kiiltiirde kullanilan izolasyon besiyerleri;
gentamisin veya kloramfenikol ilaveli sabouraud kanli agar, sabouraud-dekstroz agar
(SDA), patates dekstroz agar (PDA), beyin kalp inflizyon agar (BHI), inhibitér mould
agar, mikosel ve mikobiyotik agar kullanilmaktadir (Inal, 2006).

Klinik 6rneklerin uygun besiyerlerine ekimleri yapildiktan sonra, kiiltiir plaklar
aerobik olarak, 25-30°C’ de nemli ortamda, {i¢ ila dort hafta inkiibasyona birakilmaktadir.
Ureme kontrolii ilk hafta her giin, sonraki haftalarda haftada iki kez yapilmalidir. Bu siire
igerisinde lireme gozlenmezse kiiltiir negatif olarak sonu¢ verilmelidir. Besiyerlerin
seciciligini arttirmak igin besiyerlerine ilave edilen sikloheksimid Aspergillus tiirlerinin
tiremesini inhibe edebileceginden, siipheli ornekler sikloheksimidsiz besiyerlerine
ekilmelidir (Stevens ve ark., 2000).

Aspergillus’ lar kiiltiirde iiredikten sonra besiyeri plaginda, 36-90 saat igerisinde
kadifemsi veya pamugumsu 0zellikte, beyaz, sari, sari-yesil ve kahverengi, siyah renkte
koloniler olustururlar. Genellikle sporulasyon fazlart PDA’ da, 30-37° C’ de, 36-48
saatlik inkiibasyonda ger¢eklesmektedir (Bouza ve Guinea, 2005; Hope ve ark., 2005).
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Aspergillus tiirleri termotoleran olup, olusturduklari koloninin rengi, bitylikligi
identifikasyonda yol gosterici olmaktadir. Besiyerinde iireyen koloniden hazirlanan
laktofenol pamuk mavisi ile boyanan preperatta, Aspergillus’lara 6zgii septali hif,
konidiyoforun ucunda vezikiil yapisi ve vezikiiliin lizerini kaplayan fiyalidler ve bunlarin
ucundan ¢ikan konidiyalarin goriilmesi tani agisindan énemlidir (McClenny, 2005).

Izole edilen Aspergillus’un etken kabul edilebilmesi i¢in (Mutlu, 2003)

-Direkt incelemede hif yapilarinin goriilmesi,

-izole edilen kiif ile direkt incelemenin uyumu,

-Ayni1 plakta birden fazla ayni tip mantar kolonisinin bulunusu,

-Farkli 6rneklerde ayni kiifiin izolasyonu ve

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

Molekiiler Yontemler

Invaziv mantar enfeksiyonlar1 arasinda invaziv kiif enfeksiyonlar1 ve zellikle
de IA giderek daha siklikla izlenmektedir (Richardson ve Kokki, 1999; Loeffler, 2002).
Yiiksek mortalite oranlar1 ve kotii prognoz, aspergilloz tanisinda basvurulabilecek biitiin
yontemlerin uygulanmasini erken tani agisindan zorunlu kilmaktadir (White ve ark.,
2006).

Molekiiler testlerin avantaji, birden fazla etkenin neden oldugu enfeksiyonlarda
organizmalari tiir diizeyinde tanima yetenekleridir. Ayrica, kan ve idrar gibi invaziv
olmayan yontemlerle alinan 6rneklerde niikleikasidi belirleyerek biyopsi ve BAL gibi
invaziv yontemlere olan ihtiyaci azaltmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi, niikleik asitlerin in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir. Duyarligi
ve Ozgilligl yiiksektir. Ancak klinik 6rneklerde mantar DNA ve RNA’sin1 ekstrakte
edici standart prosediirlerin olmamasi testin duyarliligini azaltmaktadir (Patterson, 2010).

Molekiiler tanida genellikle mitokondriyal ve ribozomal DNA genleri gibi
genler tercih edilmektedir. Ancak mitokondriyal genler DNA genlerine gore daha ¢ok
degiskenlik gosterebildigi icin tiir ve cins diizeyindeki tanimlamalar i¢in uygun
goriilmemektedir (Kanbe ve ark., 2002).

Aspergillozun molekiiler tanisiyla ilgili literatiirde, klasik PCR, nested PCR,
real-time PCR, PCR-EIA, insitu hibridizasyon gibi bir¢ok yonteme bagvurulmustur
(Yamakami ve ark., 1996; Sanguinetti ve ark., 2003; Scotter ve Chambers, 2005;

Bolehovska ve ark., 2006). Standart bir PCR yontemi heniiz mevcut olmamasi nedeniyle,
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EORTC-MSG’nun tanimladig klasik invaziv mantar enfeksiyon tani kriterleri arasina
alimmamaistir (Donnelly, 2006).

Molekiiler yontemlerde yalanci pozitif ve negatifliklere rastlanilmaktadir. Hava
ortaminda konidyumlarin yogun olarak bulunmasindan dolay1 yanlis pozitiflikler ortaya
cikmaktadir. Saglikli kisilerden alinan BAL 6rneklerinin %25 kadar1 PCR yontemiyle
pozitif ¢ikabilmektedir (Latge, 1999; Zeichner, 2012). Bu nedenle DNA izolasyonunda
negatif kontrol eklenmesi, otomatik ekstraksiyon yontemleri kullanilmasi ve
amplifikasyonda ger¢cek zamanli PCR yontemi tercih edilmesi onerilmektedir (White ve
ark., 2006)

Molekiiler testlerin bir tek drnek yerine birbirini izleyen birden fazla Grnelte
yapilmasi onerilmekte ve haftada iki kez ¢alisilmasi gerektigi ifade edilmektedir (Saracli,
2006).

Bu yontemlerle IA’ un 6-8 saat iginde tanisi saglanabilmektedir. Ancak
calismalarda smirli sayilardaki hastalardan alinan ornekler degerlendirilebilmistir. Bu
nedenle PCR’ nunun tanisal degerini saptamak i¢in prospektif calismalara ihtiyag

duyulmaktadir (Richardson, 2003).

Histopatolojik inceleme

Invaziv  aspergillozun  diisiiniildiigii ~ durumlarda  mantar  boyalari
uygulanmaktadir. Hifler hematoksilen-eozin ile iyi boyanmamaktadirlar. Bu amagla
kullanilan 6zel boyalar, histolojik kesitler ve yaymalarda kullanilan Gomori’nin
methanamin giimiis boyasi (GMS), Periodicasid-Schiff (PAS) ya da PAS ile kombine
boyalardir (Mcclenny, 2005). PAS kombinasyonlu boyalar, drnegin ‘lightgreen’ PAS,
doku yanitin1 ve histolojik detay1 daha iyi segmeye yararken, GMS ile zemin detaylari
kaybolmasina karsin mantarin daha ince detaylar1 goriilebildiginden, bu iki boya
birbirinin yerine degil birlikte kullanilmas1 uygun olan boyalar oldugu diisiiniilmektedir

(Chandler, 1997).

2.6.2. Indirekt Tam Yontemleri

Aspergillus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda direkt mikroskobi ve kiiltiir
gibi konvansiyonel yontemlerin yani sira mantar antijenlerinin tesbitine yonelik serolojik
testler (galaktomannan antijen testi, beta glukan testi) kullanilmaktadir. Direkt tani

yontemleri i¢in 6rnekler invaziv islemlerle temin edilirken, antijen tarama testleri invaziv
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olmayan tanm1 yontemleridir (Silveira ve Paterson, 2005). Sistemik Aspergillus
enfeksiyonlarmin tanisinda kullanilabilecek serolojik testler immiindifiizyon, enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), radio immiinassay (RIA), immiin floresan antikor
testi (IFAT)’ dir (Walsh ve Chanock, 1998).

Galaktomannan Antijen Testi

Galaktomannan Aspergillus tiirlerinde hiicre duvarinda bulunan ve ayrica
ekzoantijen olarak da salinabilen bir polisakkarittir. Galaktomannan p-(1,5)-D
galaktofuran zincirlerine kars1 olusturulan monoklonal antikorlar araciligiyla ELISA
yontemiyle tespit edilmesi IA tanisinda kullanilmaktadir (Verweij ve ark., 1998)

Galaktomannan antijeni IA tanisinda basta serum olmak iizere BAL, BOS ve
idrar gibi farkli orneklerde aranmaya baglanmis; 1999 yilinda Avrupa’da EIA Kiti
(Platelia Aspergillus; Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Fransa) haline
getirilmis ve 2003 yilinda ise Food and Drug Administration (FDA) tarafinda IA tanisinda
serumda kullanilmak tizere onay almistir (Maertens ve ark., 1999;Wheat, 2003).
Sandwich ELISA prensibiyle ¢alisan bu kit, en diisiik 0.5ng/ml GM tespit edebilmektedir.
IA agisindan testin haftada iki kez yapilmasi ve ardisik drneklerde pozitiflik bulunmasi
anlamli kabul edilmektedir (Steynen ve ark., 1992).

Serumda GM saptanmasi i¢in ELISA testi standardize edilmis olmakla birlikte
BOS, idrar ve BAL gibi diger viicut sivilarinda da antijen saptanmasina yonelik
caligmalar mevcuttur. BAL oOrnekleri ile yapilan arastirmalarda yiiksek duyarlilik ve
ozgilliik oranlar1 bildirilmektedir. Ancak bu 6rnekler i¢in belirlenmis standardize optik
dansite indeksi bulunmamaktadir. Solunum yollarinin  Aspergillus spp ile
kolonizasyonunun potansiyel yanlis pozitiflige yol acabilecegi ihtimali de géz Oniinde
bulundurulmalidir (Viscoli ve ark., 2002).

Galaktomannan antijen testi i¢in 300 uL serum gerekmektedir ve yaklagik 4 saat
icinde sonug elde edilmektedir. Test sonucu GM indeksi olarak ifade edilir. Pozitif sonug
icin esik (cut-off) deger olarak 1,5, 1, 0,7 ve 0,5 degerleri kullanilmakta; FDA tarafindan
tek serum Orneginde GM indeksi 0,5 pozitif deger olarak kabul edilmektedir (Yildiran,
1999; Stynen, 1995; Maertens, 2005).Yine FDA verilerine gére, EORTC-MSG kriterleri
dikkate alindiginda kitin Ozgiillik ve duyarliligi sirasiyla %80,7 ve %89,2 ifade
edilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda 6zgiillik ve duyarliliklar %23-100 gibi ¢ok farkli
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araliklarda bulunmaktadir (Verweij ve ark., 1995; Swanink ve ark., 1997; Maertens ve
ark., 1999; 2002; Kawazu ve ark., 2004).

Calismalarda ortaya ¢ikan duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerinin farkliligi, alinan
Ornegin sayisit ve tipine (tek veya seri drnek alimi, kan, BAL), enfeksiyonun hangi
zamanda alindigina, profilaktik ya da ampirik antifungal tedavi alip almadigina ve kabul
edilen cut-off degerlerinin farkli olmasina bagl olarak ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Marr
ve ark., 2004)

Yalanci pozitifligin en 6nemli nedenlerinden biri, 6zellikle gastrointestinal
sistem mukozasinda hasar olan hastalarda diyetle almman galaktomannanin
translokasyonudur (Wheat, 2003). IA acisindan riskli yogun kemoterapi alan hastalarda
bu hasar sik karsilasilan bir durum olmaktadir. Bunun disinda siklofosfamid, piperasilin-
tazobaktam gibi ila¢ kullananlarda yalanci pozitiflikler ortaya ¢ikmaktadir (Sulahian ve
ark., 2003) Ayrica pediatrik hastalarda ve yeni doganlarda yiiksek oranda yalanci
pozitiflikler elde edilmis ve bu nedenle kit FDA tarafindan ¢ocuk yas grubu icin onay
almamistir (Sulahian ve ark., 2001)

Beta Glukan Antijen Testi

(1-3)- B-D-glukan Zygomycetes ve Cryptococcustiirleri disinda bir ¢ok saprofitik
ve patojen mantar ve Aspergillus 'un da dis hiicre duvarinda bulunan, immiinojen olmayan
bir molekiildiir (Odabasi ve ark., 2004). Immiinojen olmamasina ragmen tamda
kullanilmaktadir. Denizde yasayan ve horseshoecrab olarak bilinen bir canlidan izole
edilen faktor G ile beta glukanin kimyasal etkilesimini temel alarak gelistirilmis bir testtir
(Marty ve Koo, 2009).

Beta glukan testi 2004 yilinda invaziv mantar enfeksiyonu teshisi i¢cin FDA
tarafindan onaylanmis ve 1A tanis1 igin EORTC-MSG tarafindan dnerilen mikrobiyolojik
tan1 kriterleri arasinda bulunmaktadir (Pauw ve ark., 2008)

Ik gelistirilen test Japonya orjinli Fungitec-G beta glukan testidir (Seikagaku
Corporation, Tokyo, Japan). 1995’ te yapilan bir galisma ile testin duyarliligi ve
ozgilligii sirastyla, %90 ve %100 olarak bulunmustur (Obayashi ve ark., 1995).

Avrupada BDG saptanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan test Fungitell
(Associates of Cape CodlInc. East Falmount, MA)’ dir. Testin klinik degerlendirmelerde
Ozgiilliik ve duyarlilik degerleri ¢ok 1yi bulunmustur (6zgiilliikk %87-94, duyarlilik %77-
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89). Ardisik orneklerde testin 6zgiilliigiiniin arttigr goriilmiistiir (Odabasi ve ark., 2004;
Marty ve Koo, 2009; Zeichner 2012)

Testin en énemli dezavantaji belli bir mantar tiiriine 6zgii olmamasidir. 1A
tanisinda ozgiilliigl kisitlmaktadir. Ayrica seliilloz membran ile hemodiyaliz yapilanlarda,
siroz hastalarinda, albiimin ya da immiinglobiilin {iriinleri alanlarda ve abdominal cerrahi

sonrast yanlig pozitiflikler bildirilmistir (Marty ve Koo, 2009).

2.7. Radyolojik Tan1

IA olgularinin tanis1 ve yonetilmesinde radyolojik bulgular kullanilmaktadir.
Fakat hem klinik semptomlar hem de radyolojik bulgular erken donemde nonspesifik
olabilmektedir. Bu yiizden direkt akciger grafilerin 6zgiil olmayan bulgular ve diisiik
duyariligi nedeniyle tanidaki degeri sinirlidir (Thomas ve Patterson, 2005). Enfeksiyon
alaninin radyolojik olarak goriintiilenmesinde yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarli tomografi
(YRBT) diiz grafiye kiyasla daha duyarli bir yontemdir (Georgiadou ve ark., 2011).

Aspergillus’ larin akciger parankimindeki kiigiik ve orta ¢apli damarlari invaze
ederek, iskemik nekroz alanlarina neden olmaktadir. Nekroz alanimin santrali nodiil,
cevresindeki hemoraji alanlar1 buzlu cam alanlar1 (halo bulgusu) olarak
degerlendirilmektedir. Halo bulgusu nétropeni siirecindeki hastalarda 1A’ y1 gdsteren
onemli bir bulgudur. Nétropenik hastalarda 1A ‘nin diger bir radyolojik bulgusu hava-hilal
belirtisidir. Hava-hilal belirtisi nodiilde nekroz ve nekrotik akciger dokusunun komsu
akciger parankiminden ayrilmasiyla nodiil i¢inde hilal seklinde saydam alan olusumuyla
karakterizedir. Genellikle ge¢ dénem bulgusudur. Hava-hilal bulgusu da IA igin spesifik
bir bulgu degildir (Caillot ve ark., 2001).

Bu radyolojik 6zellikler riskli hasta grubunda invaziv aspergillozu oncellikle
diistindiirmekle birlikte invaziv akciger aspergillozu teshis edici nitelikte olmamaktadir

(Greene ve ark., 2007).

2.8. Epidemiyoloji

Aspergillus spp hemen her yerde 6zellikle toprak, su ve ¢iirimekte olan organik
materyalde bulunabilen filament6z mantarlardir. Bununla birlikte bu mantarlar; tahil, un,
findik, fistik, pamuk, piring, deri ve tekstil {iriinleri, i¢ ve dis ortam havasi, hastanelerde
filtre edilmemis hava, havalandirma sistemleri, gibi ¢ok sayida kaynakta bulunmaktadir

(Laudon ve ark., 1996; Richardson, 1998; Kantarcioglu ve Yiicel, 2003).
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Aspergillus tiirlerinin  kolaylikla solunum yolu ile alinabilen, hidrofobik
konidyalar1 bulunmaktadir. Bazen bu konidyumlar, mukokiitandz yiizeylerin doku
biitiinliiklerinin bozulmasi ile dokuyu enfekte edebilmekte ve kontaminan aletlerle de
viicuda girebilmektedir (Mutlu, 2003). Hastalik etkeni olarak en sik izole edilen tiirler A.
fumigatus ve A. flavus iken A. niger ve A.terreus daha seyrek izole edilmesine karsin
kemik iligi alicilarinda daha sik etken olarak goriilmektedirler (Walter ve Bowden, 1995).

Aspergillus’ lar hastane ortaminda da bulunabilmektedir. Hastane i¢i ve
cevresindeki yikim, onarim, bakim gibi insaat islerinin varhi§i, yiizeylerde biriken
kontamine tozlarin etrafa yayilmasini kolaylastirmakta ve ortam havasindaki konidiya
yogunlugunu arttirmaktadir. Bu durumun, yiiksek riskli hastalarda gelisen hastane
kaynakli A ile korelasyon gosterdigi bildirilmektedir. Ayrica hastalik gelismesi igin
gerekli inokulum miktar1 bilinmemekle birlikte immiin yetmezligi olan hastalarda ¢ok az1
yeterli olabilmektedir (Overberger ve ark., 1996; Vonberg ve Gastmeier, 2006). National
Nosocomial Infection Surveillance (NNIS)’in 1980-1990 yillar1 arasindaki verilerine
gore, hastane kokenli Aspergillus enfeksiyonlart %1.3 oraninda iken, kemik iligi
transplantasyonu yapilan {initelerde bu oranimin %36 oldugu bildirilmektedir (Bilezikgi

ve ark., 2002).

2.9. Tedavi

Invaziv aspergilloz olgularinda tedavinin basaris1 erken tami, erken agresif
sistemik antifungal tedavi ve bagisik yetmezligin diizeltilmesine baglidir. Aspergillus
tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar ve izlenen in-vitro direng ya da klinik direng biiyiik
onem tagimaktadir (Eliopoulos ve ark., 2002).

Tedavi yaklasimlar ise;

1. Etkenin tanimlanmasini gerektiren “direk terapi*

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

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

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

Genel olarak direk terapi, diger tedaviler baslandiktan sonra giindeme
gelmektedir. Proflaksi 6zellikle uzamis notropenisi olan veya Hematopoietik kok hiicre

transplantasyonu (HKHT) yapilan hastalarda uygulanmaktadir. Ampirik tedavide ise,
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gercekte enfeksiyonu olmayan hastalarin antifungal tedavi alma riski mevcuttur. Fakat
klinisyen genellikle bu tedaviyi tercih etmektedir. Preemptif tedavi gereksiz antifungal
kullanimini azaltirken ayni1 zamanda daha az maliyet, yan etki ve toksisiteyi hedefler.
Ates olmadiginda da erken tedavi olanagi saglar.

Etki spektrumu Aspergillus tiirlerini kapsayan antifungaller:

1.Poliyenler

2.Azoller

3.Alilamin

4.Ekinokandin grubudur (Arikan ve Rex, 2003)

Tablo 5°de antifungallerin etki mekanizmalar1 gosterilmektedir (Dismukes, 2000;
Somer, 2007) Immiin diiskiin bireylerde Aspergillus’ lara bagh gelisen 1A’ un un
prognozunun kot seyretmesi ve %85 varan oranlarda mortalite ile sonuglanmasi

antifungal ilaglarin 6nemini arttirmistir (Somer, 2007) .

Tablo 5. Antifungallerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmas: (Dismukes, 2000; Somer, 2007)

Etki ila¢

Niikleik asit sentezini inhibe edenler 5-florositozin
Sterol halkasina baglanarak hiicre membranini etkileyenler Poliyenler

14 o dimetilaz bagimli sitokrom P-450’ yiinhibe edenler Azoller
Squalenepoksidaz inhibitorii (Ergosterol sentezi inhibitorii) Allilaminler
B-(1-3) D-glukansentaz inhibitorii Ekinokandinler
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3. MATERYAL ve METOT

Calismamiz “Aspergilloz tanisinda kullanilan konvansiyonel ve serolojik
yontemlerin karsilastirilmas1’” basligi ile Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 04.05.2015 tarihinde, 211 sayili karar ile onaylandi
ve Temmuz 2016-Mayis 2017 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapildi.

3.1. Hastalar ve Ornekler

Invaziv aspergilloz acisindan risk tasiyan immiin yetmezlikli, hematolojik
malignitesi olan, ndtropenik, immiinsiipresif ila¢ kullanim1 olan hastalar ¢alismaya dahil
edildi. 1A’ u diisiindiiren klinik bulgusu olmayan hastalar ise kontrol grubu olarak kabul
edildi.

Konvansiyonel yontemler igin hastalardan klinik 6rnek olarak balgam, BAL ve
trakeal aspirat alindi. GA testi i¢in serum 6rnekleri tam kandan ayristirilarak -20 °C ° de
mikrosantrifiij tiiplerinde saklandi.

Calismaya alinan hastalara ait demografik bilgiler, 1A icin risk faktorii olan altta
yatan hastaliklar1, uygulanan kemoterapi rejimi, antifungaller, kok hiicre nakli varligi gibi
veriler sorgulandi.

Klinik olarak hastalarin simiflandirilmasinda EORTC-MSG (Pauw ve ark.,
2008)’ nin belirledigi kriterler kullanildi. Bu kriterlere gore hastalar kesin (proven),

yiiksek olasilikli (probable) ve diisiik olasilikli (possible) olmak iizere 3 gruba ayrildi.

3.2. MATERYAL

3.2.1. Besiyeri ve Boya Hazirlanmasi

Patates Dekstroz Agar (PDA) Hazirlanmasi

PDA Toz Bilesimi: Patates inflizyonu 4,0 g/L; D(+) Glikoz 20,0 g/L; Agar-agar
15,0 g/L.

PDA besiyerini hazirlamak i¢in 39 g toz PDA hassas terazide tartildi ve 1 litrelik
balon joje icine 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 15 dakika beklenerek sterilize edildi. Daha

sonra sterilize edilen PDA c¢ozeltisi yaklasik 50 °C’ ye kadar soguduktan sonra 2cc
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Gentamisin 40 mg ve 0,8cc Penicilin G 40 mg ilave edildi. Daha sonra steril tiiplere yatik
sekilde dokiildii ve besiyerinin katilasmasi beklendi. Katilasan besiyerleri +4 °C’ de

muhafaza edildi.

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) Hazirlanmasi

SDA Toz Bilesim: Peptone 10,0 g/L; D(+) Glikoz 40,0 g/L; Agar-agar 15,0 g/L

SDA besiyerini hazirlamak i¢in 47 gram toz SDA 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 15 dakika beklenerek sterilize
edildi. Daha sonra sterilize edilen SDA ¢ozeltisi yaklasik 50 °C’ ye kadar soguduktan
sonra 2cc Gentamisin 40 mg ve 0,8 cc Penicilin G 40 mg ilave edildi. Daha sonra steril
tiiplere yatik sekilde dokiildii ve besiyerinin katilagsmasi beklendi. Katilasan besiyerleri
+4°C’ de muhafaza edildi.

Mikobiyotik Agar (MB) Hazirlanmasi

MB Toz Bilesim: Pancreatic Digest of Soybean Meal 10,0 g/L; Dekstroz 10,0
o/L; Siklohekzimid 0,4 g/L; Kloramfenikol 0,05 g/L; Agar-agar 15,0 g/L

MB besiyerini hazirlamak i¢in 35,5 gram toz MB hassas terazide tartild1 ve 1
litrelik balon joje icine aktarildi. Uzerine 1 litre distile su ilave edilerek su banyosu
icerisinde eriyinceye kadar bekletildi. Tam homojenizasyon saglandiktan sonra besiyeri
1 atmosfer basing ve 121 °C’ ye ayarlanmis otoklavda 15 dakika beklenerek sterilize
edildi. Daha sonra steril tiiplere yatik sekilde dokiildii ve besiyerinin katilagmasi beklendi.

Katilagan besiyerleri + 4°C° de muhafaza edildi.

Potasyum Hidroksit (KOH)
Potasyum hidroksit (%20’lik)

Laktofenol Pamuk Mavisi (Aman's Soliisyonu)

Bilesim: Fenol (kristal) 20.0 g, Laktik asit 20.0 g, Gliserin 40.0 g, Pamuk mavisi
(anilin mavisi) 0.05 g, Distile su 20.0 ml.

Fenol distile suya katild1 ve eritildi. Sonra diger maddeler ilave edilerek iyice

karistirildi. Uzun siire saklanabilmektedir.
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3.3. METOT
3.3.1. Orneklerin Mikolojik Incelemesi

Mikroskobik Inceleme
Hastalardan alinan balgam, BAL ve trakeal aspirat oOrneklerinin direkt

mikroskobik incelemeleri yapildi. Ornekler lam iizerine yerlestirilip, iizerine bir damla
%20’ lik potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi damlatilip lamel ile kapatildi. Hazirlanan
preperatlar 20-30 dakika oda 1sisinda bekletilip, 151k mikroskobunda 10x, 20x ve 40x” ik

bliylitmede mantar elemanlar1 olup olmadigi arastirildi.

Kiiltiir

llgili hastalardan alinan balgam, BAL ve trakeal aspirat ornekleri klas II
biyogiivenlik kabininde SDA, PDA ve MB tiiplerine yuvarlak uglu 6ze ile ekimleri
yapildi. Ekimleri yapilan SDA tiipleri 37 °C’ lik, PDA ve MB tiipleri 26°C’ lik etiivlerde
nemli ortamda, 3 hafta inkiibasyona birakildi. Daha sonra iireme kontrolii ilk hafta her

giin, sonraki haftalarda haftada iki kez yapildu.

Mantarin Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Kiiltiirde tireyen kolonilerin makroskobik ve mikroskobik morfoloji olarak
tanimlanmasi yapildi.

Aspergillus oldugu diisiiniilen kolonilerin makroskobik olarak degerlendirilmesi
ve tiir diizeyinde tanimlanmas i¢in besiyerlerinde tireyen kolonilerin su 6zelliklerine
bakildi: konidiyal renk, koloni ¢api, migel renk, pigmentasyon, koloni arkasi rengi ve
sklerotia.

Koloniler mikroskobik degerlendirmesi ve tiir diizeyinde tanimlanmasi igin
laktofenol pamuk mavisi ile su sekilde muamele edildi:

Temiz ve kuru bir 1amin ortasina bir veya iki damla laktofenol pamuk mavisi
soliisyonu damlatildi. Steril igne ile koloninin bir ka¢ yerinden materyal alarak, bu
soliisyon iizerine konuldu. Uzeri temiz bir lamelle kapatilip, hazirlanan preparat dnce,
10x ve sonra da 40x’ lik biiylitme ile mikroskop altinda incelendi. Alinan kolonilerin

tiiplin kenarlarindan ve geng kolonilerden olmasina dikkat edildi.
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3.3.2. Serolojik Test

Galaktomannan Antijen Arama

Platelia Aspergillus kiti (Biorad, Fransa) serumda galaktomannani saptayabilen
immiino enzimatik sandvi¢ mikrokaplama yontemidir.

Testte tavsan monoklonal antikorlar1 EBA-2 ELISA c¢ukurlarinda kaplanmis
olarak ve peroksidazla isaretlenmis olarak bulunur. Test 0,5-1 ng/ml galaktomannani

saptayabilecek hassasliktadir.

1. Testin Basamaklari

o Serum i¢indeki immun kompleksleri ayirmak i¢in %4 EDTA ile birlikte serumlar
sitilir.

o Monoklonal antikorlarla kapli cukurlara serum ve konjugat eszamanli olarak
konulur. Eger serumda Aspergillus antijeni varsa galaktomannan-monoklonal
antikor/peroksidaz kompleksi olusturur.

o Substrat eklenince yikamadan sonra mAb-Ag-mAb kompleksi olusur.

o 30 dakika oda 1s1sinda bekletildikten sonra siilfirik asitle reaksiyon durdurulur ve

450/620 nm dalga boyunda sonuglar degerlendirilir.

2. Testi Uygulamadan Once Yapilan Islemler ve i¢erik

o ELISA cukurcuklart aliiminyum folyo kapli paketinden ¢ikarildi ve oda 1sisinda
15-20 dakika bekletildi.

o Yikama soliisyonu (TrisNaC pH 7,4 buffer, %1 Tween 20 ve %0.01 sodyum
metiolat) distile su ile 10 kat sulandirildu.

o Pozitif, negatif ve esik serumu kullanilmaya hazirdu.

o Konjugat (peroksidaz ile bagl anti-galaktomannan monoklonal antikorlari)
%0.01 meiolat icerir ve kullanilmaya hazirdi.

. Serum isleme soliisyonu (EDTA asid solusyonu) kullanilmaya hazirdi.

o Substrat buffer (sitrik asit, sodyum asetat, pH5.2 % 0.009 hidrojen peroksit ve %4
dimetilstilfoksit) kullanilmaya hazirdi.

. Kromojen soliisyonu tetrametil benzidin igerir ve kullanilmaya hazirdi.

. Reaksiyonu durdurma soliisyonu 1,5 N siilfirik asit i¢erir ve kullanilmaya hazirdi.
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3. Testin Uygulamisi
Steril mikrosantrifiyj tiipiine 300ul serum ve 100ul serum isleme soliisyonu (%4
EDTA) konuldu.
Iyice karistirtlip benmari usuli 120°C’de 6 dakika bekletildi.
10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi ve iistteki sivi boliim ¢alisildu.
Ayni iglemler kontrol serumlari i¢in de yapildi.
ELISA c¢ukurlarinda birinci ¢ukur pozitif, ikinci ¢ukur negatif, {i¢c ve dordiincii
cukur esik deger kontrol ¢ukuru olarak kullanildi.
Serumlarin tstteki sivi boliimiinden 50ul ve konjugattan 50ul ¢ukurlara konuldu.
Ayni1 sekilde kontrol ¢ukurlarina da 50ul kontrol serumlari ve konjugat konuldu.
ELISA plagimin tizeri yapiskan film ile kaplandi.
37°C’ lik etlivde 90 dakika bekletildi.
ELISA plagindan yapistirict film ¢ikarilip yikama soliisyonu ve otomatik yikama
ile bes kez yikandi.
ELISA plaginda yikama soliisyonun kalmamasina dikkat edildi.
Hizli  bir sekilde ve direkt 1siktan korunarak substrat kromojen
(tetramethylbenzidin) solisyonundan 200 pl eklendi.
Karanlik bir alanda oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi.
Her cukura esit zamanli olarak 100 pl reaksiyon durdurma soliisyonundan (1.5 N
stlfiirik asit) eklendi.
Son olarak da 450 nm (referans araligi 620nm) dalga boyunda optik okuyucuda

sonuglar okundu.

4. Sonug¢larin Hesaplanmasi ve Yorumlanmasi

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

Her serum i¢in indeks hesaplandi:

Orneklerin optik dansitesi

Indeks= _ - ——
Esik serumun optik dansitesi

Indeks: <0,5: negatif, >0,5: pozitif indeks olarak degerlendirildi.
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c- Testi gecerli saymak i¢in asagidaki sonuglarin gerceklesip gerceklesmedigine
bakildi.

Cut-off kontrol (OD): Her kontrol serumun cutoff degeri

OD kontrol esik serum 0,3 -0,8 arasinda

OD pozitif kontrol

T — >115
Pozitif indeks OD esik kontrol serumu

OD negatif kontrol

peoatif igdgis = OD esik kontrol serumu

< 0,50

3.3.3. Istatiksel Analiz

Nitel veriler %100 olarak tanimlandi. Tani kriteri olarak duyarlilik ve 6zgiilliik
degerleri hesaplandi. Testler arasindaki istatiksel farkliliga McNemar testi kullanilarak
bakildi. Yontemler arasindaki tan1 koyma siiresi agisindan farkliliga Wilcoxon Signed
Ranks Testi ile bakildi. Anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

Temmuz 2016 - Mayis 2017 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi kliniklerinde yatmakta olan 27 hasta EORTC-
MSG smiflandirmasina gore invaziv aspergilloz agisindan risk tasiyan hastalardi. Bu
simiflamanin disinda kalan Aspergillus enfeksiyonu diisiiniilmeyen 23 hasta ise kontrol

grubu olarak kabul edildi.

Kontrol Gruplarinin Sonuclari

Kontrol grubu hastalarindan alinan balgam orneklerinin direkt mikroskobik
incelemeleri ve Kkiiltiirlerinde mantar elemanlarina rastlanmamistir. Tek serum
orneklerinde galaktomannan antijen diizeyleri cut-off: <0,5 oldugu i¢in negatif olarak

tespit edilmistir.

4.1. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen IA siipheli hasta grubunun yas ortalamalar1 67,8 (= 11,1)
ve cinsiyetlerine gore dagilimlart 20 (%74) si erkek ve 7 (%26) si kadin hastalardi.
Kontrol grubunun yas ortalamasi 46,3 (+ 12,7), erkek ve kadin oranlar1 ise sirasiyla 19
erkek (%83) ve 4 (%17) kadin hastalar idi.

IA siipheli hasta grubunun 16’ s1 hematololoji servisinde (HS), 6’ s1 gdgiis
hastaliklar1 servisinde (GHS), 3° i enfeksiyon servisinde (ENF) ve 2’ si de yogun bakim
iinitesinde (YBU) yatmakta olan hastalardan, kontrol grubunun ise tamami hematoloji
servisinde yatmakta olan hastalardan olugmaktadir.

IA siipheli hasta grubunun altta yatan hastaliklar1 8 inde Akut Miyeloid Losemi
(AML), 4’tinde Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), 3’inde Non Hodgkin Lenfoma (NHL)
, 1’ inde Aplastik Anemi (AA)’ dir. iImmiinsiipresif hastalarda ise 7 hastada Kronik
Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), 2 hastada Renal Transplantasyon (RT), 1 hastada
Hepatoseliiler Karsinoma (HC), 1 hasta da Meme Kanseri (MCA) oldugu goriildii.
Kontrol grubunda ise altta yatan hastalik olarak 9 hastada AML, 6 hastada NHL, 5 hastada
mulltipl myelom (MM) ve 3 hastada ALL gériildii (Tablo 6).

Konak risk faktorleri degerlendirildiginde; 10 hastada nétropeni, 11 hastada
kemoterapi (KT) kullanimi, 6 hastada steroid kullanimi oldugu goriildii. Ayni zamanda 3

hasta kok hiicre nakli yapilmis kemik iligi transplantasyon (KIT) hastasi idi.
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Tablo 6. Hasta grubuna ait demografik dzellikler ve altta yatan hastaliklar

Hasta Bilgileri IA Siipheli
Hasta Grubu
(n=27)
Cinsiyet

Kadn 7 (%26)
Erkek 20 (%74)
Yas (ortalamasi) 67,8 £11,1

Servis

HS 16 (%59,2)
GHS 6 (%222)
ENF 3 (%l1,1)
YBU 2(7,4)

Altta Yatan Hastalik
Hematolojik Maligniteli
AML 8 (%29,6)
ALL 4 (%14,8)
AA 1 (%3,7)
NHL 3(%11,1)
Non-hematolojik-immiinsiipresif Hasta Grubu
KOAH 7 (%26,0)
Renal Transplant 2(7,4)
Meme CA 1(%3,7)
Hepatoseliiler CA 1(%3,7)
Notropeni 10 (%37,1)
Kemoterapi 11 (%40,7)
Steroid Tedavisi Alanlar 6 (%22,2)

Tim bu veriler 1s518inda EORTC-MSG (Pauw ve ark., 2008) kriterlerine gore
siniflandirma yapildiginda siipheli A’ lu 27 hastanin 21(%77.8) i yiiksek olasilikli, 6
(%22.2)’ s1 diisiik olasilikli olarak degerlendirilmistir. (Tablo 7).
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Tablo 7. Hasta grubunun genel 6zellikleri

Konak

Antifungal

Hasta A'}tlt:s;if” Risk Rgsmlogirk Tedavi |DMi| Kiitir | M E_C,\)ARSEC
Faktori
1 NHL Nétropenik + Vorikonazol | + |A. flavus + YO
2 RT Notropenik + Amp B + | A fumigatus | + YO
3 KOAH | Nétropenik + Vorikonazol | + |A. fumigatus | + YO
4 KOAH | Steroid - Yok + | A. fumigatus | + YO
5 AML KT + Vorikonazol | + |A. flavus + YO
6 AA Nétropenik + Vorikonazol | + |A. fumigatus | + YO
7 AML KT + Vorikonazol | + |A. flavus + YO
8 RT Nétropenik - Amp B - | A fumigatus | + DO
9 AML Notropenik + Amp B + | A fumigatus | + YO
10 AML Notropenik + Vorikonazol | + | A. niger + YO
11 ALL Notropenik + Kaspofungin| - |Candidaspp. | + YO
12 KOAH | Steroid Yok Yok + | A. fumigatus - DO
13 AML Notropenik + Amp B + | A fumigatus | + YO
14 AML KIiT + Amp B - | A fumigatus - YO
15 NHL Notropenik + Amp B + | A flavus - YO
16 NHL KT + Amp B - - + DO
17 ALL KT + Amp B - | A fumigatus - YO
18 KOAH | Steroid + Vorikonazol | + | A. fumigatus - YO
19 KOAH Steroid + Vorikonazol | + | A. fumigatus - YO
20 KOAH | Steroid + Vorikonazol | + |A. fumigatus - YO
21 AML KT - Flukonazol - | Candida spp. + DO
22 ALL KT + Kaspofungin| - |- + YO
23 AML KT Yok Amp B + | A. fumigatus - DO
24 KOAH | Steroid + Yok + | A. fumigatus - YO
25 MCA KT Yok Yok - | A flavus - DO
26 HK KT + Kaspofungin| - |- + YO
27 ALL KT + Amp B - | Candida spp. + YO

YO: Yiiksek olasilikli DO: Diisiik olasilikli
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4.2. Hasta Grubunun Direkt Mikroskobik inceleme (DMI) ve Kiiltiir

Sonuc¢larn

DMIi Sonuclari

IA siipheli olan hasta grubundan (n=27) 18 balgam, 6 BAL, ve 3 trakeal aspirat

TAK) ornegi isleme alindi. Hastalarm 17 (%63)° sinin klinik Orneklerinin direkt
( giis

mikroskobik incelemelerinde Aspergillus ile uyumlu hif yapisi (45° C’ lik a¢1 yapmis

septali hifler) goriiliirken, 10 (%37) 6rnekte goriilmemistir (Sekil 3). Klinik 6rneklerdeki

DMI sonuglar1 Tablo 8 de gosterilmektedir.

Tablo 8..Klinik érneklerde direkt mikroskobik inceleme (DMI) sonuglari

Ornek Tiirii (n=27) DMi (+) DM () Toplam

Balgam 10 (%37,1) 8 (%29.6) 18 (%666,7)
BAL 4 (%14,8) 2 (%7.4) 6 (%22,2)
TAK 3 (%11,1) - 3 (%11,1)

Sekil 3. %20’ lik KOH ile Aspergillus’ un direkt mikroskobik incelemede hifal goriintiisii
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Kiiltiir Sonuclar:

IA siipheli hasta grubunun kiiltiir incelemelerinde, érneklerin 21 (%77,8) inde
Aspergillus tiirleri, 3 (%11,1)’ inde Candida tiirleri tiremistir. Diger 3 (%11,1)' {iniin
kiiltiirtinde tireme olmamustir.

Izole edilen Aspergillus tiirleri 6rneklerin %71,4° {inde A. fumigatus, %23,8
inde A. flavus ve %4,8’ inde de A. niger olarak saptanmistir. Hasta grubunun klinik

orneklerinde tireyen Aspergillus tiirleri Tablo 9 da gosterilmektedir.

Tablo 9. Hasta grubunun klinik 6rneklerinin kiiltiir incelemeleri

Tiir Balgam BAL TAK Toplam
A. fumigatus 8 (%38,1) 4 (%19,0) 3 (%14,3) 15 (%71,4)
A. flavus 4 (%19,0) 1 (%4,8) 5 (%23,8)
A. niger 1 (%4,8) 1 (%4,8)

Kiiltiirde tireyen Aspergillus tiirlerinin makroskobik goriintiileri ve mikroskobik
morfolojileri s0yleydi:

A. fumigatus’ un makroskobik olarak besiyerindeki rengi donuk gri-yesil
tonlarda, kadifemsi yapida goriilmiistiir. Mikroskobik incelemede konidiyal bas tek sirali,
kolumnar ve konidialart yesil renkli, piiriizlii olarak goriilmektedir (Sekil 4).

A. flavus besiyerinde sari-kahverengi tonlarinda, mikroskobik incelemede
konidiyalar1 genellikle cift sirali ya da tek sirali, radiyal, renksiz ve piiriizlii olarak
gorilmiistiir.

A. niger ise makroskobik olarak siyah tonlarda, konidyal bas ¢ift sirali kiire

seklinde, konidiyalar1 siyah ve diizgiin sekilde goriilmiistiir (Sekil 4).

Sekil 4. A. fumigatus ve A. niger’ in laktofenol pamuk mavisi preperasyon goriiniimii
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4.3. Antifungal Kullanim

Hasta grubunun 23 (%85,2)’ iinde antifungal kullanimi1 olup, 4 (%14,8) hasta
antifungal tedavi almamustir. Antifungal olarak hastalarin 10 (%43,5)' unda amfoterisin
B, 9 (%39,1)' unda vorikonazol, 3 (%13,1)' iinde kaspofungin ve 1 (%4,3)" inde flukanazol

kullanildig1 goriilmiistiir.

4.4. Radyolojik Bulgular

Hasta grubunun akciger grafileri ve/veya yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarli
tomografi (YRBT) goriintiileri incelendiginde; 27 hastanin 21 (%77.8)’ inde nodiil,
kavitasyon ve buzlu cam gibi goriintiiler oldugu belirlendi. Diger 3 hastada radyolojik

bulgulara rastlanmazken, 3 hastanin da goriintiileme bilgilerine ulasilamamuistir.

4.5. Galaktomannan Antijeni Test Sonuclar:

IA siipheli 27 hastada galaktomannan antijeni arandi. Serum 6rnekleri haftada
iki kez olmak iizere, ardisik olarak ¢alisildi.

Orneklerin 17 (%63)’sinde GM (cut- off >0,5 ng/ml) pozitifligi saptandi.
Bunlardan 2’si BAL 6rnegi idi. Diger 10 (%37) 6rnek ise (cut- off <0,5 ng/ml) negatif
olarak saptandi. Negatif saptanan 6rneklerden bir tanesi BAL 6rnegi idi.

GM testini farkli cut- off degerlerine gore inceledigimizde, cut- off 1ng/ml iken
pozitifligi 12; ardisik iki serum 6rneginde cut- off 0,5 ng/ml iken pozitifligi 15; tek
ornekte cut- off 0,5 ng/ml iken pozitifligi 17 olarak belirlendi. GM testinin farkli cut-off
degerlerindeki duyarlilik ve ozgiillik degerleri hesaplanmig ve Tablo 10’ da

gosterilmistir.

Tablo 10. GM cut-off degerlerine gore duyarlilik , 6zgiilliik, pozitif prediktif ve negatif prediktif degerleri

GM /Cut-off Duyarhlik (%) Ozgiilliik (%) PPD (%) NPD (%)
20,5 ng/ml 52 79 64.7 69.6

>0,5 ng/ml * 52 82 66.6 71.8
>1 ng/ml 38 86 66.6 65.7

*GM c¢ift 6rnekte cut-0ff=0,5 ng/ml
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4.6. Direkt Mikroskobik Inceleme ve Kiiltiir Sonuclarinin Degerlendirmesi

IA siipheli hasta grubunda 17 (%63) érnekte hem DMI hem de kiiltiir sonuglari
pozitif olarak bulundu. DMI negatif olup kiiltiiriinde Aspergillus tiirleri iireyen 4 (%14,8)
ornek olup, bunlardan biri BAL 6rnegi idi.

DMI ve kiiltiir birlikte negatif olarak tespit edilen drnek sayisi 6 (%22,2) olarak
bulunurken, DMI pozitif olup kiiltiirii negatif olan 6rnege rastlanmadi (Tablo 11).

Tablo 11.Direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiir sonuglarinin degerlendirilmesi

Hasta (n=27) Ornek Tiirii DMi Kiiltiir

1 Balgam + A. flavus

2 BAL + A. fumigatus
3 Balgam + A. fumigatus
4 Balgam + A. fumigatus
5 BAL + A. flavus

6 Balgam T A. fumigatus
7 Balgam + A. flavus

8 BAL - A. fumigatus
9 TAK + A. fumigatus
10 Balgam + A. niger

11 Balgam - Candida spp.
12 BAL + A. fumigatus
13 TAK + A. fumigatus
14 Balgam - A. fumigatus
15 Balgam + A. flavus

16 BAL - -

17 Balgam - A. fumigatus
18 Balgam + A. fumigatus
19 BAL + A. fumigatus
20 TAK + A. fumigatus
21 Balgam - Candida spp.
22 Balgam - -

23 Balgam + A. fumigatus
24 Balgam + A. fumigatus
25 Balgam - A. flavus

26 Balgam - -

27 Balgam - Candida spp.
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4.7. Kiiltiir ve Galaktomannan Antijeni Test Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Kiiltiir ve GM birlikte pozitif olarak tespit edilen 6rnek sayis1 11 (%51,9) di.

Kiiltiirti negatif olan 6 (%11,1) hastanin GM antijen testi sonuglari pozitif olarak bulundu.

Kiiltiri pozitif olan 10 (%37,7) hastanin GM antijen testi sonuglar1 negatif olarak
bulundu.

Kiiltiir ile GM sonuglart karsilagtirildiginda istatiksel agidan fark saptanmadi

(p<0.05). GM antijen testi ile kiiltiir sonug¢larinin karsilastirilmasi Tablo 12’ de

gosterilmistir.

Tablo 12..Calisma grubunda GM ve kiiltiir sonuglarinin karsilagtirilmasi

GALAKTOMANNAN
POZITIF NEGATIF P
POZITIF 11 (%51,9) 10 (%37)
KULTUR p > 0.05
NEGATIF 6 (%11,1) _

GM cut- off 1ng/ml iken kiiltiir pozitifligi 8, ardisik iki serum 6rneginde cut- off
0,5 ng/ml iken kiiltlir pozitifligi 10, tek 6rnekte cut-off 0,5 ng/ml iken ise 11 hastada
kiltir pozitifligi tespit edilmistir. Kiiltiirii pozitif hastalarda GM duyarhiliklarinin
degerlendirilmesinde cut-off (1, ardisik 0,5, 0,5) sirasiyla (%38,0, %47,6, %52,3) olarak
saptanmugtir (Tablo 13).

Tablo 13. Kiiltiirii pozitif hastalarin GM cut-off degerlerine gore duyarliliklar1 (n=11)

cut-off 1 ng/ml cut-off 0,5* ng/ml cut-off 0,5 ng/ml

KULTUR 8 (%38,0) 10 (%47,6) 11 (%52,3)
(+)

*ardisik orneklerde

4.8. Galaktomannan ile Radyolojik Bulgularin Karsilastirilmasi

GM pozitif 17 hastanin radyolojik bulgulari incelendiginde, 14 (%82,3) hastanin
IA ile uyumlu akciger grafi ya da YRBT goriintiilerinin oldugu tespit edildi. Bunlardan
10 (%58,8) tanesinin GM pozitifligi radyolojik bulgularindan daha o6nce ortaya
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cikmaktaydi. 3 hastanin da GM degerleri pozitif oldugu halde IA ile uyumlu radyolojik
bulgusunun olmadig1 goriildi (Tablo 14).
GM negatif (10 hasta) olup radyolojik bulgular1 IA ile uyumlu olan 7 hasta olup

3 hastanin da goriintiileme bilgilerine ulasilamamustir (p > 0.05).

Tablo 14. GM ile radyolojik bulgularin karsilastiriimasi

RADYOLOJIK BULGULAR
POZITIiF NEGATIF p
POZITIF 14 (%52) 3 (%11,1)
GALAKTOMANNAN p >0.05
NEGATIF 7 (%26) -

*3 hastanin radyolojik bulgularina ulagilamamuistir.

4.9. Galaktomannan ile Kiiltiiriin Tan1 Koyma Siiresi A¢isindan
Karsilastirnlmasi

Galaktomannan antijen testinin pozitiflestigi siire ile kiltiirin pozitif oldugu
stireyi karsilagtirdigimizda, hastalarin 9 (%81,8)° unda GM pozitifliginin kiiltiir
pozitifliginden ortalama 5,1 giin 6ncesinde ortaya ¢iktigi saptandi (p < 0.05) (Sekil 5).
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Sekil 5. Galaktomannan pozitif bulunan hastalarin konvansiyonel yontemlere gore tani

stirelerinin degerlendirilmesi
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4.10. Galaktomannan Pozitifligi ile Konvansiyonel Yontemlerin Tam
Koyma Acisindan Karsilastirilmasi

Galaktomannan pozitifligi ile konvansiyonel yontemlerden herhangi birinin
pozitiflikleri karsilastirildiginda GM antijen testinin duyarliligi % 61,5 olarak saptandi.

GM degeri ardigik serum Orneklerinde cut-off >0,5ng/ml bulunan 1 hastanin
direkt mikroskobi, kiiltiir incelemeleri negatif ve radyolojik goriintiileme bulgular
uyumsuz oldugu i¢in yalanci pozitif olarak degerlendirildi (Tablo 16).

GM degeri cut-off <0,5ng/ml bulunan 10 hastanin 7’sinin kiiltiir incelemelerinde
Aspergillus tiirleri iiredi ve ayn1 zamanda radyolojik goriintiileme bulgular1 da uyumlu

bulundu. Bu hastalar da yalanci negatif olarak kabul edildi.

Tablo 16. GM ile konvansiyonel yontemlerin karsilastiriimasi

KONVANSIYONEL
YONTEMLER
POZITIiF NEGATIF p
POZITIF 16 (%59,3) 1 (%3,7)
GALAKTOMANNAN p > 0.05
NEGATIF 10(%37,0) -
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5. TARTISMA

Aspergillus tiirleri hemen hemen her yerde yaygin olarak bulunabilen, su ve
organik madde igeren tiim yiizeylerde hizla gelisip c¢ogalabilen, dogadaki her tiirlii
maddeyi substrat olarak kullanip iireyerek ortami istila edebilen saprofitik mantarlardir
(Ozyaral ve ark., 2006).

Birgok Aspergillus tiiriiniin inhalasyon yoluyla kolaylikla alinabilen, hidrofobik
konidyumlar1 bulunur. Bu konidyalar ¢ok kii¢iik ¢apli, kuruluga dayanikli, hava i¢inde
asili damlaciklar seklinde durabilmektedir. Havadaki partikiillerde asili duran sporlar
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Ozellikle hastane ortamindaki g¢evresel ingaat
caligmalari, firsat¢1 invaziv aspergilloz i¢in eksternal risk faktoriidiir (Krasinski ve ark.,
1985). A. fumigatus havadaki saprofitik mantarlarin basinda gelmektedir (Latge, 1999).

Inhalasyonla, giinde yiizlerce Aspergillus sporu alinsa da saglikli kisilerde
hastalik olusturabilmekte ve immiin sistemi baskilanmis kisilerde de alerjik
hastaliklardan, invaziv hastaliklara kadar degisen farkl tablolar gelisebilmektedir (Ener,
2011). Invaziv aspergillozlar énemli bir mortalite nedenidir. Ozellikle hematolojik
maligniteli hastalara uygulanan yogun kemoterapi rejimleri ya da kok hiicre naklini
takiben uygulanan immiinsiipresif tedaviler invaziv aspergilloz riskinde artisa sebep
olmaktadir. Ayrica en yiiksek risk tasiyan grup yogun kemoterapi sonrasi uzun siireli
ndtropenisi olan hastalardir (Washinton ve ark., 2006).

Aspergilloz hematolojik maligniteli hastalarda, altta yatan hastalik olarak en sik
AML, ikinci olarak da ALL hastalarinda goriilmektedir. Pagano ve ark.(2006)' nin yapmus
oldugu bir ¢alismada sistemik mantar enfeksiyonlarinin en sik %12 ile AML’de, %6,5 ile
ikinci siklikta ALL hastalarinda oldugunu vurgulamaktadir. Yine Perkhofer ve ark.
(2010)" nin yaptig1 ¢cok merkezli prospektif bir ¢calismada AML hastalarinin %34 ile
invaziv mantar enfeksiyonlarin yiiksek risk grubunu olusturmakta oldugunu
belirtmislerdir. Bizim calismamizda da IA siipheli hematolojik maligniteli hastalarin,
altta yatan hastaliklar1 en stk AML (%29,6) olarak saptanmustir.

Literatiirde hafif immiin yetmezlik (DM, reaktif tiiberkiiloz, diisiik doz steroid
kullanim1 vb.) ve hatta bagisikligi yeterli kisilerde bile sistemik mantar enfeksiyon
olgular1 tamimlanmaktadir (Kristan ve ark., 2002). Dimopoulos ve ark. (2003) otopsi
sonuglarini ele aldig1 galismalarinda, 6 hastada IA saptanmus, bu hastalarin 5’inin KOAH

nedeniyle mekanik ventilasyon ve steroid tedavisi almakta oldugu bildirilmistir.
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Calismamizda IA riski tasiyan hastalarin %26,0° st KOAH’ li olup steroid tedavisi alan
hastalard.

Invaziv Aspergillus enfeksiyonlarinin 6zgiil klinik belirtileri bulunmadigindan
olgular genellikle ge¢ tanimlanirlar ve hizla ilerleme gosterirler. Bazi olgularda tani ancak
postmortem yapilabilmektedir. IA' un kesin ve erken tanisina ulasmanin tek yolu ve altin
standart, biyopsi veya igne aspirasyon ile alinan 6rnegin direkt mikroskobik incelenmesi
ve/veya histolojik inceleme ile kiiltiir sonucunun birlestirilmesidir (Kantarcioglu ve
Yiicel, 2005).

Kan ve doku biyopsi kiiltiirleri invaziv hastaliklarin tanisinda en degerli 6rnekler
olmakla beraber, kan kiiltiirlerinin duyarliligl ¢ok diisiik (<%35) olup, doku biyopsisi
almak trombositopeni nedeniyle zor olmaktadir (Kontoyiannis ve Bodey, 2002;
Simoneau ve ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda IA tanisinda solunum yolu drneklerinin
(balgam, trakeal aspirat, sinlis ponksiyon aspirati gibi) duyarliligi %15-77 arasinda
degismekle beraber BAL o6rnegi kullanilirsa bu oran % 45-62’ye yiikselmektedir
(Nalensik ve ark., 1980; Kahn ve ark., 1986; Horvath ve Dummer, 1996; Perfect ve ark.,
2001). Hematolojik maligniteli hastalarda ve kemik iligi nakli olanlarda solunum yolu
orneklerinde IA tanisindaki iiremelerinin, pozitif prediktif degeri %70-80 civarinda olup,
aksi ispatlanana kadar tiim pozitif 6rneklerin anlamli kabul edilmesi 6nerilmistir (Yu ve
ark., 1986; Wald ve ark., 1997; Perfect ve ark., 2001). Calismamizda IA siipheli olan 27
hastanin 13’1 balgam, 5’1 BAL ve 3’i TAK 6rnegi olmak iizere toplam 21 (%77.7)’ inde
Aspergillus cinsi tireme saptanmistir.

Aspergillus cinsinde insanlarda hastalik yapici oldugu bildirilen 33 tiirden
bahsedilmektedir ve en sik goriilen Aspergillus tiirleri A. fumigatus, A. flavus, A. niger ve
A. terreus tiirleridir (Hope ve ark., 2005). Agca ve ark. (2014), nétropenik ve ndtropenik
olmayan hastalarda BAL Orneklerinde GM ve Kkiiltiir sonuc¢larini karsilastirdigr bir
calismada, 134 6rneginin 84 (%60.9)” tinii Aspergillus fumigatus olarak izole etmistir.
Bizim calismamizda literatiirle uyumlu olarak, klinik 6rneklerden en fazla A. fumigatus
(%71.4) izole edilmistir.

IA tanisinda direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiir, standart konvansiyonel
yontemlerdir. Klinik bulgular ¢ogunlukla 6zgiil degil ve baska hastaliklarla
karisabilmektedir. Klinik bulgularin belirgin olmamas1 ve kiiltiir sonucu ¢ikana kadar

gecen siire, tedavide 6nemli gecikmelere neden olmaktadir. Radyolojik olarak IA bulgusu
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saptandiktan sonra tedaviye baslansa bile, basarili sonuglar almak c¢ogu zaman
gecikebilmektedir (Kiraz, 2010). Kesin taniya ulagsmadaki gii¢liik nedeniyle hastalarin
bliyiik bir kismina amprik antifungal tedavi baslanmakla beraber olduk¢a maliyetli ve
toksik olup, olgularin ¢ogunda gereksizdir. Bu islemlerin yerine drnek almasi kolay, daha
hizli, klinik ve radyolojik bulgularin ortaya ¢ikmasindan once kullanilacak, giivenilir
testlerin geregi ortaya c¢ikmistir, bdylelikle tanida serolojik testler kullanilmaya
baslanmustir (Latge, 1999; Maertens ve ark., 2005).

GM ekzoantijen olup IA’l1 hastalarin serum ve viicut sivilarindan ELISA,
(Lateks Agliitinasyon) LA, (Radio Immiin Assay) RIA gibi yontemler ile
saptanabilmektedir (Stynen ve ark., 1995). GM testi dolasimdaki Aspergillus' a ait
galaktomannan antijenini saptamaya yarayan ve 2003 de FDA tarafindan onay alan
antijen testidir (Platelia Aspergillus EIA=Bio-Rad). Kit tek basamakli sandwich ELISA
prensibi ile calismaktadir. IA tamisinda serum GM antijeninin ardisik &rneklerdeki
pozitiflik bulunmasinin anlamli olacagi ifade edilmektedir (Swanink ve ark., 1997).

FDA’ e gore, EORTC-MSG kriterleri dikkate alindiginda kitin duyarlilik ve
ozgullugii sirastyla % 80,7 ve % 89,2 dir. Bununla beraber yapilan ¢alismalarda duyarlilik
ve Ozgiilliikkler %23-100 arasinda degismektedir (Marr ve ark., 2004).

Maertensve ark. (1999) IA acisindan siipheli 71 hastanin otopsi, kiiltiir ve
histolojik degerlendirmeleri sonucu 27’si kesin IA tanisi alan 27 hastada GM testinin
duyarliligr ve 6zgilligii cut-off 0,6 iken sirasiyla %92,6 ve %95,4 olarak bulundugunu,
testin hematolojik maligniteli hastalarda duyarli oldugunu ve ampirik tedavi
gereksinimini azalttigini bildirmislerdir.

GM testinin tanisal degerinin arastirildigi Pfeiffer ve ark. (2006) 27 ¢alismay1
iceren meta analizinde, EORTC-MSG kriterlerine gore kanitlanmig ve yiiksek olasilikli
IA tanisi alan hastalarda, duyarlihigin %61, 6zgiilliigiin ise %93 oldugu belirlenmistir.

Tannéver ve ark. (2010) hematolojik malignitesi olan 45 hastada GM
diizeylerini inceledikleri bir ¢alismada, EORTC-MSG kriterlerine gore 1 kanitlanmis ve
4 yiiksek olasilikli A tanist alan hasta yer almaktadir. Bu ¢alismada cut-off degeri 0,5
olarak kabul edildiginde duyarlilik %60, 6zgiilliik %21 bulunmus ve testin bir¢cok
faktorden etkilenebilecegi, testin yararhiligini her merkezin kendi durumuna gore
degerlendirmesi gerektigi vurgulanmistir. IA siipheli 87 hastanin incelendigi bir baska

calismalarinda da, hastalarin 57 si IA tamis1 almis, yine GM cut-off degeri 0,5 kabul
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edilmis ve bu durumda da duyarlilik %38, 6zgiilliik %95 olarak saptanmistir (Tanriover
ve ark. 2008).

Galaktomannanin tanisal degerinin arastirildign Oz ve ark. (2014) ¢alismasinda
IA siipheli 87 hastanin 57" si IA' I1 bunlarin 3'i kesin, 33'ii yiiksek olasilikl1 ve 21'de diisiik
olasilikli olarak bulunmus ve IA' i 57 hastanin %38'inin GM testi pozitif bulmuslardir.
Kiltiiri pozitif 16 hastanin GM testinin duyarliliklarint (cut off >0,5) ise %49 olarak
tespit etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda EORTC-MSG kriterlerine gore siiflandirma yapildiginda
sipheli IA> 11 27 hastanin 21’ i yiiksek olasilikli, 6’ s1 diisiik olasilikli olarak
degerlendirilmistir. Kesin IA olgusuna rastlanmamustir.

GM cut- off 1ng/ml iken pozitifligi %45, ardisik iki serum &rneginde cut- off 0,5
ng/ml iken pozitifligi %55, tek Ornekte cut- off 0,5 ng/ml iken ise %63 olarak
belirlenmistir. Testin farkli cut-off degerlerindeki duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri de
sirasiyla tek 6rnekte cut- off 0,5 ng/ml %52, %79, ardisik iki serum Orneginde cut- Off
0,5 ng/ml %52, %82, cut- off 1ng/ml %38, %86 olarak tespit edilmistir. Cut- off degeri
arttik¢a duyarlilik diismekte 6zgiilliik artmaktadir.

Ozgiilliik ve duyarliligin ¢ok farkli bulunmasinin gesitli sebepleri vardir. Bunlar
icinde en onemlisi kanitlanmis olgularin calismalarda ¢ok az olmasidir. Leeflang ve ark.
(2015) 54 calismayi igeren meta analizlerinde, nétropenisi olan ve kesin ya da yiiksek
olasilikli invaziv aspergilloz olarak siniflandirilan hastalar1 degerlendirmeye almislardir.
GM testi cut-off 0,5 ng/ml olarak kullanildiginda duyarliligi %82, 6zgilligi %81, cut-
off Ing/ml’ de duyarlilig1 %72, 6zgiilliigii %88, cut- off 1,5 ng/ml’ de ise duyarlilig1 %61,
ozgulligii %93 olarak saptamislardir. Ancak sonuglarin heterojenite gosterdigini,
referans standardin (EORTC MSG kriterlerinin, 6zellikle konak faktorlerinin) her
calisma i¢in ayn1 sekilde yorumlanamayabilecegini, GM testinin pozitif oldugu zamanla
ilgili herhangi bir bilginin yer almamas: gibi karsilasilan zorluklara dikkat cekmislerdir.

Yapilan ¢alismalardaki duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerinin farkli olmasinin diger
nedenleri; alinan O6rnegin tipi ve sayisi (ardisik ornek, tek 6rnek alimi), klinik 6rnegin
enfeksiyonun hangi zamaninda alindigi, c¢alisilan cut-off degerlerinin farkli olmasi,
profilaktik veya ampirik tedavi almip alinmadig1 olarak siralanabilir. Klinik olarak IA
siipheli hastalarda serolojik test pozitifligi yiiksek oranda enfeksiyonu diisiindiiriirken,

cikan negatif sonuglar ise enfeksiyonu dislamamaktadir (Maertens ve ark., 2004).
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Galaktomannan test sonuglarinda yalanci pozitifliklere yol agan gesitli etkenler
vardir. Bunlardan biri piperasilin-tazobaktam (TZP) kullanimidir. TZP ile galaktomannan
antijeninin galatofuran zincirleri arasindaki ¢apraz reaksiyon sonucu yalanci pozitiflik
gelismektedir. Ancak yapilan degerlendirmelerde 2006 yilinda iiretici firma tarafindan
EDTA ilavesi ile capraz reaksiyonun onlendigi ve yalanci pozitifligin engellenebildigi
belirtilmektedir (Metan, 2012). Uzun noétropenisi olan veya transplantasyon yapilmisg
hastalarda IA tanis1 icin GM testinin degerlendirildigi bir calismada duyarlilik %89.9,
yalanct pozitiflik %14 bulunmus, Aspergillus disi mantarlarin da goz Onilinde
bulundurulmasi gerektigini vurgulamislardir (Maertens ve ark., 2001).

Yalanct negatif sonuglarin hastaligi kanitlanmig olanlarin % 8-10’unda
goriildiigli ve bunun sebebinin bilinmedigi, baz1 Aspergillus tiirlerinde GM iiretim
yeteneginin farkli diizeyde olmasi ile ilgili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kantarcioglu ve
Yiicel, 2003). Ayrica antifungal tedaviye erken baslamanin da yalanci negatiflige yol
actig1 goriisii bulunmaktadir (Wheat, 2003).

Mevecut kiiltiir dis1 tan1 yontemlerinin higbirisinin 1A’ lu hastalar igin yeterli
duyarliliga sahip olmamalarindan ve her testin enfeksiyonun farkli zamanlarinda
pozitiflesmesinden dolayi testlerin birarada kullanilmasinin performanslarini arttiracagi
diisiincesi kabul gormiistiir. Bizim ¢calismamizda da GM’ 1n konvansiyonel yontemler ile
birlikte kullanildiginda duyarliliginin arttig1 gézlemlenmistir.

IA tanisi i¢in goriintiileme yontemleri siklikla kullamilmaktadir. Akciger grafisi
ve YRBT ile inceleme en sik kullanilan tetkiklerdir. Mantarin giris yeri genellikle
akcigerdir. Akciger grafisi cogu zaman normal olabilir veya yeterli bilgi vermeyebilir. Bu
nedenle YRBT daha duyarli bir yontemdir. YRBT ile erken donem belirtisi olan buzlu
cam alani olarak tanimlanan halo belirtisi saptanabilir. Erken donem bulgularindan
yaklasik bir-iki hafta sonra da kavitasyon ve hava-hilal belirtisi goriilmektedir. 235 kanitlt
invaziv aspergilloz olgusunun BT bulgularinin degerlendirildigi bir ¢alismada olgularin
cogunda en az bir makronodiil (% 94) ve en az bir holo bulgusu (% 61) saptanmis olup
kavitasyon ve hava-hilal belirtisine daha az rastlanmistir (Greene ve ark., 2007). Ancak
bu bulgular 1A’ a 6zgii olmayabilir, farkli etkenlerle olusan enfeksiyonlarin seyrinde de
goriilebilmektedir (Nucci ve ark., 2010). Calismamizda hasta grubunun 21 (%77.7)” inde

bu bulgulardan en az birine rastlanilmistir.
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Klinikte bazen immiinsiipresif hastalarda IA gelisip gelismedigi izlemek icin bir
ara¢ olarak, hastanin goglis radyografilerinin klinik bulgularina ek olarak GM testi
kullanilmaktadir. GM testi pozitif ¢iktiginda hasta YRTB c¢ekimi i¢in ydnlendirilir.
Genellikle IA igin klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan GM pozitiflesmektedir (Pfeiffer ve
ark., 2006). Bu nedenle testin erken ve olumlu bir tedaviye katkisi oldugu yapilan
calismalarda dikkat ¢ekmektedir (Maertens ve ark., 1999). Bir baska caligmada, belirli
araliklarla ¢alisildiginda, galaktomannan ydntemi IA tanisinda ortalama 6-14 giin siireyle
diger yontemlere gére daha 6nde ve tstiin bulunmustur (Maertens ve ark., 2002).

Bizim ¢alismamizda paralel olarak GM cut-off >0,5 ng/ml pozitif olarak
degerlendirilen hastalarin 10’ unda GM’ 1n radyolojik goriintiilemelerden 4 ila 10 giin
once pozitiflestigi, ayn1 zamanda GM testinin konvansiyonel yontemlere gore de 5,1 giin

once pozitiflesebildigi saptanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Invaziv mantar enfeksiyonlarmm en &nemli etkenlerinden biri Aspergillus
tirleridir. Yiiksek riskli hematolojik maligniteli ve risk faktorii tasiyan diger immiin
yetmezlikli hastalarda yiiksek mortalite ve morbiditeye neden olmaktadir. Bu hastalarda
erken tan1 hayati onem tagimakta ve tanida klinik bulgular, histopatolojik inceleme,
radyolojik goriintiileme yontemleri ile mikrobiyolojik testler birlikte degerlendirilmelidir.

Invaziv aspergilloz olgularinda erken tan1 konulmasmnm giicliigii ve altin
standart olan kiiltiirde etkeni iiretme asamasinda gecen siirenin uzun olmasindan yola
¢ikarak, calismamizda konvansiyonel yontemler ve serolojik bir belirteg olan GM antijen
testinin tanidaki degerini karsilagtirmay1 amagladik.

IA etkeninin kesin laboratuar tamisi i¢in mikrobiyolojik Ornekler, invaziv
islemlerle temin edilebileceginden ¢ogu zaman hastalarin kritik durumlarindan dolay1
yapilamamaktadir. Ayn1 zamanda konvansiyonel yontemler yeterli duyarliliga ve/veya
Ozgulliige sahip olmadiklarindan tani agisindan yeterli olamamaktadirlar. Bu nedenle
invaziv mantar enfeksiyonlarinin tanisinda bu yontemler disinda farkli tan1 yontemlerine
de ihtiya¢ duyulmaktadir.

Galaktomannan antijen testi olduk¢a hizli sonuglanan invaziv olmayan bir
serolojik tan1 yontemi olmakla birlikte duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar ile ilgili farkli
sonuglar bildirilmektedir. Testin bir¢ok faktdrden etkilenebilecegi, yapilan ¢alismalarda
yanlis negatiflik ve pozitifliklere neden olabilecegi vurgulanmaktadir.

Bizim ¢alisjmamizda serolojik tani amaciyla kullanilan GM antijen testinin
duyarhilik degerleri diisiik olarak saptanmustir. Bu diistikliigiin nedeninin Aspergillus
tiirleri arasinda GM sentez ve saliverilmesindeki farkliliklar ve GM dolasiminin stirekli
olmamasina bagl olabilecegi, ayrica ampirik veya profilaktik olarak antifungal tedavi
uygulanmasi, antifungal proflaksi veya tedavi alan hastalarin grubumuzda fazla olmasi,
kanitlanmis A olgularimizin  olmamasma bagli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu
faktorler goz onilinde bulundurularak GM antijen testi sonuglarinin hastanin klinik
bulgulariyla birlikte degerlendirilmesi gerektigi kanaatine varilmastir.

Calismamizda kiiltiir, radyolojik bulgular ile GM testini degerlendirdigimizde,
erken tan1 agisindan GM testinin daha once pozitiflestigini saptadik. Buradan hareketle

invaziv aspergillozda erken taniy1 ve preemptif tedaviyi yonlendirmek amaciyla GM testi
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timit verici olmakla beraber bu testin prospektif olarak tedavide ve prognozda

etkinliklerini degerlendiren genis kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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