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OZET

SISTEMIK MANTAR ENFEKSIYONU SUPHELI HASTALARIN KLINIK
ORNEKLERINDEN CESIiTLI YONTEMLERLE MANTARLARIN
ARASTIRILMASI

Amag: Invaziv mantar enfeksiyonu (IME) 6zellikle hematolojik malignitesi olan
hastalarda 6nemi giderek artan mortalite ve morbitide sebebidir. Erken tani ve etkili

antifungal tedavinin baslatilmasi hastalarin prognozunu etkileyebilir.

Kiiltiir dis1 tam testleri geleneksel yaklasimlara yardimci olabilir. Bundan dolay:
cogu arastirmact gabalari serolojik ve molekiiler tani yontemleri {izerine

odaklanmugtir.

Bu c¢alismada IME’da kiiltiir, galaktomannanin (GM), 1,3 B-D glukan (BG) ve
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (rtPZR) yOntemlerinin tani

potansiyelinin degerlendirilmesi amaglandi.

Gere¢ ve yontem: Nisan 2009-Eyliil 2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi
Gevher Nesibe Hastaneleri kliniklerinde takip edilen IM enfeksiyonu siipheli 89
hastadan alinan gesitli klinik 6rnekler calismaya dahil edildi. IM hastaligi Avrupa
Kanser Arastirma ve Tedavi Organizasyonu ve Mikoz Calisma Grubu
(EORTC/MSG) kriterlerine gore siniflandirildi. Mantar antijeni serum 6rneklerinde
GM ve BG yoéntemleri ile arastirildi. Serum Oreklerinden deoksiriboniikleikasit
(DNA) belirlenmesi igin rtPZR uygulandi. Klinik 6rnekler kiiltiir ve direkt
mikroskobi ile degerlendirildi.

Sonuglar: Bu ¢alismada 10 invaziv kandidoz (1K), 42 invaziv aspergilloz (IA) ve 37
kontrol hastasini igeren 89 hasta analiz edildi ve© EORTC/MSG kriterlerine gore
3kesin IA, 10 yiiksek olasilikli IA, 29 diisiik olasilikli IA ve 10 kesin IK olarak
siniflandirildi. BG (cut-off 80 pg/ml) testinin duyarliligi %80, ozgiilliigi %77,
pozitif prediktif degeri (PPD) %84, negatif prediktif degeri (NPD) %73 olarak
bulundu. Bununla birlikte yiiksek cut-off degerleri 6zgiilliigt yiikseltirken duyarlilig
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kabul edilemez sinirlara geriletti. IME olmayan 8 hastanin en az bir serum 6rneginde

BG degeri 80 pg/ml iizerinde saptandi.

IA’lu 3’1 kesin, 10’u yiiksek olasilikli, 29 diisiik olasilikli 42 hasta vardi. IA tams
icin 4. fumigatus PZR , GM, BG duyarliliklar sirasiyla %30, %47, %78 ozgiillikleri
ise %86, %89, %78 olarak bulundu. BG testi IA tanisin1 saptamada en duyarli test
olarak bulundu. GM testi ile bes kontrol hastasi ve Aspergillus fumigatus PZR testi

ile bes kontrol hastas1 pozitif bulundu.

BG ve GM testinin birlikte kullanilmasi duyarliligi%83’e yiikseltip 6zgiilligi
%72’ye diisiirmiistiir. IA tams1 igin GM, BG ve PZR testlerinin birlikteligi
duyarlilign gelistirdi. IK’lu 4 hastada C.albicans PZR testi pozitifti. Kamtlanmis IK
hastalarda C.albicans PZR testinin duyarlihgi, 6zgilliigii pozitif prediktif
deger(PPD), negatif prediktif deger (NPD )sirasiyla %44, %81, %36, %85 olarak
bulundu. Yedi Kontrol hastasinin test sonucu C.albicans PZR ile pozitif olarak

saptand1

Tartisma: [ME’da farkli tami yontemleri ve bu yontemlerin optimal

kombinasyonlarinin performansini degerlendirmek igin daha fazla ¢aligma gereklidir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus, Candida, 1,3 B-D-glucan (BG),real time polimeraz
zincir reaksiyonu (rtPZR), galaktomannan (GM), kiiltiir, direkt mikroskobi, invaziv

aspergilloz (IA), Invaziv kandidoz.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF FUNGI FROM CLINICAL SPECIMENS OF
PATIENTS WITH SUSPECTED SYSTEMIC FUNGAL INFECTION BY
VARIOUS METHODS

Invasive fungal infections (IFIs) are an increasingly important cause of morbidity
and mortality particularly in patients with hematological malignancies. Early
diagnosis and the initiation of efficacious antifungal treatments could affect the
prognosis of these patients. Nonculture-based diagnostic tests may provide a useful
adjunct to these more traditional approaches. Therefore most investigative efforts

have focused on molecular and serological diagnostic techniques.

In this study, it was aimed to evaluated the diagnostic potential of culture, the

galactomannan (GM), 1, 3 ([beta-D-glucan(BG) and real-time PCR assay for IFIs

Materials and methods: Various clinical specimens of the 89 patients with
suspicious IFIs treated in Erciyes University Medical Faculty Hospitals (Kayseri,
Turkey) clinics between April 2009 and September 2010 were included in this
study. IFIs were classified according to the criteria of the European Organization for
Research and Treatment of Cancer /Mycoses Study Group (EORTC/MSG). Fungal
antigen was investigated in serum specimens by double-sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for GM (Platelia Aspergillus, BioRad, France) and an
assay for BG (Fungitell; Associates of Cape Cod). Deoxyribonucleicacid (DNA)was
investigated by real-time polymerase chain reaction (rtPCR)(light-cycler Roche
diagnostics, Australia) in serum specimens. Clinical specimens were examined by

culture and direct microscope.

Result: In this study it was analyzed 89 patients including 52 patients with IFIs and
37 control patients. According to the EORTC/MSG criteria, 3 patients were
classified as having proven invasive aspergillosis(IA), 10 as probable IA, 29 as
possible IA, and 10 as proven invasive candidiasis (IC). Sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) of BG(cut-
offvalue80 pg/ml)were80% , 77% , 84%, 73% respectively. Although higher cut-off

1X



levels increased the specificity of the BG test, sensitivity decreased to an
unacceptable level. BG value in at least one serum sample of eight patients without

IFIs were>80pg/ml.

There were 42 IA cases (3proven,10 probabale,29 possible). The sensitivities of PCR
A.fumigatus, GM, and BG measurement for diagnosis of IA were 30%, 47%, and 78
%. The specificities were 86%, 89%, and 78% respectively. BG was the most
sensitive at predicting the diagnosis of IA in high-risk patients with hematological
disorders. Five control patients test results were detected positive by GM test and

five control patiens were detected positive by Aspergillus PCR.

The use of a combination of the BG and the GM assay increased the sensitivity to
83%, decreased the specificity t072%. For the diagnosis IA, a combination of GM,
BG and PCR tests improved the sensitivity.

C.albicans PCR test was positive in four IC patients. The sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values C.albicans PCR test in patients with proven
IC were : %44, %81, %36, % 85Seven control patients test result were positive

detected by C.albicans PCR.

Conclusion: The further studies are required to compare the performance of different

diagnostic methods and the optimal combination of these methods in IFI.

Key Words: Aspergillus, Candida 1,3 B-D-glucan, polymerase chain reaction
(PCR), galactomannan (GM), culture, direct microscopy, invasive aspergillosis,

invasive candidiasis



1. GIRIS VE AMAC

Mantar enfeksiyonlar1 giiniimiizde 6zellikle nétropenik hastalarda en &nemli
mortalite sebepleri arasindadir (1). Hematolojik kanser olgularinda uzun nétropeni
siiresi ve Onceden mantar enfeksiyon ve/veya kolonizasyon Oykiisli olan yiiksek
riskli hasta gruplarinda sistemik mantar enfeksiyon gelisme riski % 15-25 dir (2,3).
Gelisen mantar enfeksiyonlarin %90 ‘nindan fazlasinda Candida ve Aspergillus
tiirleri etkendir (4). Ancak Trichosporon, Pseudallescheria, Fusarium, Scedosporium

tiirlerine bagli nadir goriilen mantar enfeksiyonlarinda da artis gézlenmektedir (5).

Notropenik hastalarda Candida enfeksiyonlarinda mortalite %33-%75 (6,7) ve
Aspergillus enfeksiyonlarinda 6zellikle cocuk hastalarda %85 yetiskin hastalarda ise
daha yiiksek diizeylerde seyredebilmektedir (8,9). Yapilan ¢alismalarda nétropenik
hastalarda mantar enfeksiyon tamisi ne kadar erken konursa ve tedaviye erken

baslanirsa prognozun o kadar iyi olacag bildirilmigtir (10,11).

Invaziv mantar enfeksiyonlarinda (IME) tam genelde klinik bulgularla laboratuvar
sonuglarinin birlestirilmesine dayanir. Klinik tanida kullanilan kiiltiir gibi klasik
yontemler altin standart kabul edilip tanidaki 6nemini korumaktadir. Ancak
hematolojik malignitesi olan hastalarda klinik bulgularin belirgin olmamasi,
trombositopeni gibi nedenlerle invaziv tani yontemlerinin yeterince uygulanamamasi
ve kiiltlir sonuglart ¢ikana kadar gecen siire tedavide onemli gecikmelere yol
agmaktadir. Bu nedenle erken tani i¢in gelistirilen testler 6zellikle kritik hastalarda

tedavinin yonlendirilmesi agisindan biiyilk ©nem tasimaktadir. Serolojik ve



molekiiler yontemlerle mantar antijen ve DNA’nin saptanmasi tamda Onemli

gelismelere neden olmustur (12).

Bu calismada, sistemik mantar enfeksiyonu diisiiniilen hastalarin klinik 6rneklerinde
kiiltiir, galaktomannan (GM) ve beta glukan (BG) antijeni ve real time polimeraz

zincir reaksiyonu (rtPZR) yontemleri kullanilarak mikrobiyolojik tanimlamanin

degerlendirilmesi amaglandi.




2.GENEL BILGILER

Mantarlar gercek ¢ekirdege sahip Okoryotik mikroorganizmalardir. Klorofil
icermemeleri ile yiiksek bitkilerden ayrilirlar. Ayrica hiicre duvarinda bulunan kitin,
mantarin bakteri ve yiiksek bitkilerden ayrilmasini saglar. Hiicre duvarinda
pepdidoglikan, gliserol, lipopolisakkaritleri igermez. Bunlarin yerine mantar hiicre
duvarinda kitin, mannanlar, glukanlar ve diger kompleks yapilar bulunur. Morfolojik
yapilarina gore mantarlar kiif ve maya olmak tizere iki grupta incelenir. Kiifiin temel
yap1 birimi hif olarak adlandirilan tiibiimsii yapilardir. Bunlar kalin, paralel duvarli
tiip benzeri hiicre uzantilanidir. Hif topluluguna migel denir. Mayalar tek hiicreli
mantarlardir. Tomurcuklanma (blast formasyonu) veya flizyon (ortadan ikiye
boliinme) ile gogalirlar. Yavru hiicreye blastokonidyum adi verilir. Kiif ve maya
formu disinda bazi tiirler ise ¢evre sartlarmin durumuna bagh olarak iki sekilde
iireyebilirler. Dimorfik mantarlar olarak adlandirilan bu mantarlar; dogal ortamda ve

oda 1sisindaki besiyerinde kiif, in vivo  ve 35-37 % C “de maya seklinde iirerler (13).
2. 1. CANDIDA TURLERI
2. 1. 1. CANDIDA Tiirlerinin Siniflandirilmasi

Candida ismi 1959°da  Montreal’de  ‘Uluslararasi Botanik Kongresinde’
Basidiomycota ‘ya ait olanlar ayr tutularak Ascomycota igine alindi. Bu aileye

giren Candida tiirleri i¢inde en sik etken C. albicans olup, C. tropicalis, C. glabrata,



C.parapsilosis, C.krusei, C.lusitaniae, C.dubliniensis, C.guilliermondii gibi diger

200 tane tiirii de igerisine almaktadir (14).

Candida  tiirleri  Ascomycota  subesinde  Hemiascomycetes sinifinda

Saccharomycetales ordusunda ve Candidiaceae ailesinde bulunur (15).
2. 1.2. CANDIDA Tiirlerinin Epidemiyolojisi

Baslica kolonizasyon bolgesi agizdan rektuma kadar olmak iizere gastrointestinal
kanaldir. Ayrica vajina ve iretrada, deride, el ve ayak tirnaklarinin altinda da
kommensal olarak bulunabilirler. Insanda en sik enfeksiyon yapan C. albicans
tiriidiir (16). Saglhkl insanlarin normal agi1z florasinda en sik C.albicans tiirii izole

edilmektedir.

AIDS hastalarinda Candida enfeksiyonlari mortalitenin  nemli nedeni olup,
prototipik belirtisi mukokutanoz kandidozdur. Bu gruptaki hastalarda %41.8
oraninda Candida orofarenjit ve % 9.4 oraninda Candida 6zofajit goriilmektedir.
HIV infeksiyonlu kadinlarda aym zamanda Candida vaginitide ©nemli bir
problemdir (17). Bunun yaninda parenteral beslenme sivilari ve tibbi cihazlar

mayalarla 6zellikle C.parapsilosis ile kontaminasyonuna agiktir (18).
2.1. 3. CANDIDA Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Candida tiirleri sistemik enfeksiyon etkenleri arasinda goriilen en sik etkenlerden

birisidir. Viicudun her yerinde akut, subakut ve kronik enfeksiyon olusturmaktadir

3.
2. 1. 3. 1. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri;

Tim Candida tiirleri tomurcuklanir veya blastokonidyumlar olusturan oval maya
benzeri hiicreler seklinde bulunurlar. C.glabrata disindaki Candida tiirleri yalanci hif
ve gercek hif olustururlar. Ayrica C. albicans germ tiip ve terminal yerlesimli kalin
duvarl1 klamidospor olusturur (19 ). Candida tiirleri Gram boyama ile boyanirlar ve
Gram olumludur (20). Bunun yaninda floresan boyalardan potasyum hidroksit —

kalkoflor beyazi ile boyanabilir. Kalkoflor beyazi maya hiicre duvarindaki kitin ve



seliiloza nonspesifik baglanarak yesilden maviye degisen renklerde florasan verir

(21).
2. 1. 3. 2. Candida Tiirlerinin Biyokimyasal Ozellikleri;

Tiirleri ayirt etmek icin karbon asimilasyon ve ender olarak fermantasyon testlerine
ihtiyag duyulur. Candida tiirleri genellikle tireaz negatiftir fakat C.lypolytica ve
C.krusei iire pozitiftir. KNOj; asimilasyonu yapmazlar (22).

2. 1. 3. 3. Candida Tiirlerinde Patogenez

Normal florada bulunan Candida tirleri bir hastalik yada tedavi girisimleri
nedeniyle immiin sistemi bozulmus kisilerde dokular: istila ederek yagami tehdit
eden patolojilere neden olmaktadir. C.albicans hemen hemen tiim kandidoz formlar
icinde en sik goriilen tiirdiir (16). Candida enfeksiyonlarinin patogenezinde konagin
savunma mekanizmalari da rol oynar. KonaZin savunma mekanizmasi yetersiz

kaldiginda Candida enfeksiyonlar1 artmaktadir.
2. 1. 3. 4. Candida Tiirlerinde Viriilans Faktorleri;

Candida tiirlerinin virulans: enfeksiyon olusturmasinda en 6nemli faktorlerdendir

(23).

-Adherans: Candida tiirlerinin mukoza epitelyum ve endotel hiicrelerine yapigmasi
kolonizasyonunda ilk asamasidir (24). Maya hiicreleri ile epitel hiicrelerinin yiizey
lipidlerinin ve glikolipidlerin de yapigma olayinda rollerinin olabilecegi bunlarin

giderildigi deneylerde baglanmanin %48-54 azaldig1 one siirlilmiistiir (25).

-Germ tiip olusumu; Germ tiip olusturan mayalarin yapisma yeteneginin daha fazla

oldugunu ve dolayisiyla daha fazla patojen oldugu diistiniilmektedir.

-Dimorfizim; C.albicans kiiltirde tomurcuklanan ve yalancihif nadirde olsa gergek
hif yaparak iireyen dimorfik bir mayadir (26). Patojenitede dimorfizm iizerine

calismalar yapilmaktadir.
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-Enzimler; Proteinazlar ve fosfolipazlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Proteinazlar
C.albicans, C.tropicalis gibi en patojen tiirlerden salgilanmaktadir. Fosfolipazlar ile
mukoza epitelyum hiicrelerine yapigmada korelasyon bulunmaktadir. Hidrolitik
enzimlerden fosfolipazlar membran fosfolipidlerini, asit proteinazlar salgisal IgA’y1

pargalayarak epitelyum hiicrelerine yapismada rol oynar (27).

-Slime faktor; Bir kissm Candida tiirlerinde insan viicudunda yapismaya uyum
sagladiklarinda in vivo kat1 yiizeylere yapigsma ve kalinlig1 birka¢ milimetreye varan
hiicre tabakalarindan olusan biyofilm olusturma 6zelliklerinin bulundugu bu
yapigamanin 6zgiin olup olmadig heniiz bilinmemektedir. Bu biyofilm damar igi
kateter veya protez uygulamalarinda enfeksiyona yol agmaktadir (28). Bu yabanci
cisim fibronektin laminin gibi yapilarla kaplanir ve mikroorganizmalar konagin bu
matriks proteinlerine yapisirlar burada hiicre dist matriks salgilayabildiklerinde

yiizeye yapisan, gogunlukla polisakkarit yapisinda bir biyofilm olugsmaktadir (29).

-Fenotipik degisim; C.albicans tiirlerinin %?2-4 kadar1 beyaz -opak sigrama
sistemine sahiptir. Belirli kokenlerde opak ve beyaz fenotip arasinda sigrama
gostermektedir. Bu dzellik hiicre ve koloni yapisi olarak fark edilebilmektedir. Beyaz
fenotipte diizgiin yiizeyli S koloniler ve opak fenotipte genis yiizeyli, yass1 R
koloniler bulunmaktadir. Mannan antijenik yap1 olmasinin yani sira viriilansta da rol
oynar. Kronik mukokutantz kandidozda hiicresel bagisikligi inhibe eder. Geg tip
asir1 duyarlilif: baskilar ve kronik kandidozda mannan metabolitleri IL-1, IL-2 ve

TNF aktivitesini etkiler (30).

Sonugta Candida tiirlerinin mukoza yiizeyine yapisma, ¢ogalma C.albicans
olgularinda germ tiip olusumu patojeniteye karigir ve enzimlerin iiretimi sayesinde

doku hasar1 ve invazyon gibi olaylar gerceklesir.
2.1.4. CANDIDA Tiirlerinin Klinik Onemi

Candida tiirleri uygun ortam olustugu miiddetce pek ¢ok enfeksiyona neden
olabilmektedirler. Bu enfeksiyonlar yiizeyel mukoza enfeksiyonu ve kutandz
kandidozdan karaciger, dalak, bobrek, kalp ve beyin gibi bolgelerde

olabilmektedir. Candida tiirlerine bagli mukoza enfeksiyonlar orafarinkse sinirli



kalabilecegi gibi 6zefagus ve tiim gastrointestinal kanala da yayilabilmektedir. Deri
yiizeyinin kapali oldugu bolgelerde yerel deri enfeksiyonu olusturmaktadir. Ayrica
florada bulunan Candida tiirleri onikomikoz ve paranisiyede sebep olmaktadir (31).
Kronik mukokiitanoz kandidoz ender goriilen T-lenfositlerin Candida tiirlerine
yetersiz yamiti sozkonusudur (32). Sagh deri, ayaklar yiiz dncelikli olmakla birlikte

bazen tirnak ve parmak uglarini da tutan bir enfeksiyondur.

Invaziv kandidoz (IK) sistemik enfeksiyondur. Bu enfeksiyonun olusmasinda genis
spektrumlu antibiyotiklerin kullanim: sonucu asir1 miktarda ¢ogalma ve
kolonizasyon, radyoterapi ve kemoterapiye bagli mukozit ve cerrahi travma, uzun
stireli kateterlerin neden oldugu mukoza ve cilt bitiinliiglinde bozulma, immiin
fonksiyonlarda bozulma gibi faktorler rol almaktadir (33). Hematojen kandidemiler
{ic gruba ayrilmaktadir. Bunlar kandidemiler, akut dissemine kandidemiler ve kronik
dissemine kandidemilerdir. Kandidemi kanitlanmig organ tutulumu olmaksizin bir ya
da daha fazla kan kiiltiiriinde kandida iiremesi demektir. En sik rastlanan belirtisi
yiiksek atestir. Akut dissemine kandidemi fulminant bir enfeksiyondur ve genellikle
tedaviye direng gosteren bir ates vardir. En sik komplikasyonu menenjit , beyin
apsesi, renal apse, miyokardit, endokardit, endoftalmit, kutanoz apselerdir (34-36).
Kronik dissemine kandidemiler ise g¢ogunlukla 16semili hastalarin notropenik
déneminde ortaya ¢ikar herhangi bir organ tutulumu belirtisi olmayabilir ancak
israrc1 ates vardir. Notrofil sayisi normale donse bile ates ve kilo kaybi devam eder.
Karaciger ve dalak biiyiiyebilir alkalen fosfataz genellikle ok yiiksek olup
tomografide ¢oklu lezyonlar gériilmektedir (37).

Daha nadir goriilen durumlardan biri de gastrointestinal kandidozdur. Daha gok
kanser hastalarinda ve AIDS hastalarinda siklikla goriilmektedir. Kandidiiri igin risk
faktorleri ise genis spektrumlu antibiyotik ve kortikosteroid kullanimi, nétropeni,

diabetes mellitus, iiriner kateter, nefrostomi ve radyoterapi tedavisidir (38).

Kandidiiriye en sik etken C.albicans iken C.parapisilosis ve C glabrata’da son

yillarda etken olarak bildirilmektedir (39).




2.1.5. Tam Yontemleri

Sistemik mantar enfeksiyonlarinda tani Avrupa’da EORTC (Avrupa Kanser
Arastirma ve Tedavi Organizasyonu ) ABD’de ise MSG (Mikoz Calisma Grubu)’nin
olusturdugu kriterlere gére radyolojik laboratuvar ve klinik kriterlerin skorlanmasina

gore konulmaktadir.
2.1.5. 1. Laboratuvar Tam Yontemleri
-Direkt Mikroskobik inceleme;

Klinik 6rnek kiiltiirii yapilmadan Once direkt mikroskobik incelemesi yapilarak
laboratuvar galisanina ve klinisyene 6n tanida yardimci olunur. Direkt incelemede ilk
agamada %30 ‘luk potasyum hidroksit ( KOH) kullanilarak mukoid salgilardaki, deri
tirnak ve kildaki mantarlar ayirt edilir. Viicut sivisinin direkt inceleme yapilmadan
once santriifiijlenilmesi gerekmektedir. Mikroskobik inceleme direkt yapilabildigi
gibi Gram ve kalkoflor gibi boyalariyla da yapilabilmektedir (13).

Direkt mikroskobik incelemede mayanin biiyiikliigline, tomurcuk yapip yapmadi:
morfolojisi ve sayisi, kapsiilii olup olmadigi, hiicre duvarinin kalinligi, yalanci

hiflerin varlig1, artrakonidyum varligina bakilmalidir.
-Kiiltiir;

Tiim 6rnekler Saboraud Dekstroz Agar (SDA) besiyerine ekilerek 25°C ve 37°C
inkiibe edilir. Saprofitler yiiksek 1s1 derecelerinde tireyemezler (21). SDA ‘da saf
kiiltiirde iireyen mantarlar misir unu Tween 80 besiyerine ekim yapilarak lam
kiiltiirlerinin direkt mikroskobisine gore yalanci hif ve/ veya gergek hif yapip
yapmadiklar1 blastokonidyumlarin biiyiikligti sekli ve dizilimleri, klamidospor
olusturup olusturmadiklarina bakilir (13,21). C.albicans tanis1 germ tiip testi ve
klamidosporlarla kesinlestirilebilir fakat C. dubliniensis suslarininda da klamidospor

olusturdugu unutulmamalidir (40).

Mayalarin besiyerelerinde gosterdigi farkli morfolojik yapilarda tanida yardimcidir.

Glikozlu Sabouraud buyyonu veya malt ekstresi sivi besiyerlerinin ylizeyinde zar



olusturarak iireme ozelligi C. tropicalis ve C.krusei tiirlerinin identifikasyonunda

yardimc1 olarak kullanilirken C. albicans kanli agarda yi1ldizims: goriintiiler olusturur

(41).

Bir diger besiyeri CHROM agar kullanilarak C.albicans, C.tropicalis ve C.krusei

tiirlerinin olusturduklar1 koloni rengine gore tanimlama yapilabilir (42).

-Germ Tiip

C. albicans suslarmin hizli 6n identifikasyonu i¢in kullanilan en degerli ve basit
testlerden biri germ tiip testidir. Test tecriibeli bir laboratuar ¢alisami tarafindan
yapilsa bile diisiik oranda yalanci pozitiflikler goriilebilmektedir (43,44). Klinik
orneklerden izole edilen C.albicans 2-3 saat serumda bekletildikten sonra
mikroskobik incelenmesinde maya hiicrelerinden direkt olarak olusan ve kisa bir hif
baslangic1 olan germ tiipler maya hiicresiyle birlesim bolgesinde bogumlanmanin

olmamasi ile yalanci hiflerden ayrilmaktadir.
-Karbohidrat asimilasyon testi;

Mayalarin tiir diizeyine kadarki identifikasyonunda esas dayanak noktas: karbohidrat
asimilasyon testidir. Bu test mayanin oksijen varliginda belli bir karbohidrat: tek
karbon kaynadi olarak kullanabilme yetenegini Olger. Wickerman ve Burton
ydnteminin yerini pek ¢ok ticari kit almistir. Bunlar API 20C AUX, API ID 32C
,BBL Minitek Yeast Set’dir (13,45).

-Ureaz Testi

Ureaz testi mayanin {ireaz enziminin olup olmadigini anlamak igin yapilan bir testtir.
Uygun substrat varliginda iireaz iireyi pargalayip amonyak olusturur ve amonyakta
pH y1 yiikselterek fenol kirmizisi indikatoriinde koyu sar1 renkten pembemsi sari
renge doniismektedir. Ureaz testi iireaz pozitif olan Rhodotorula ve Cryptococcus
tirlerinin tanimlanmsinda kullamilir. Candida tiirlerinde ise iireaz pozitif olan

C.lipolytica ve C.krusei nin tiplendirilmesinde kullanilan bir testtir (46).



-Fenol Oksidaz Testi:

Fenol oksidaz tarama yontemi C.neoformans’in kafeik asit igeren ortamlarda fenol
oksidaz olusturma yetenegini saptamak amaciyla kullanilmaktadir. Mayalar L-dopa
L-dopamin, klorojenik asit ve kafeik asit gibi bilesikleri ihtiva eden besiyerlerinde
iiretildiklerinde substrata bagli olarak bes giin i¢inde substrata bagli olarak koyu
kahve siyah renkli koloniler olustururlar (21).

-Serolojik Testler

IK enfeksiyonlarinin bulgu ve semptomlar1 bakteri enfeksiyonlarina benzedigi igin

hizli tani igin ve kiiltiir dis1 yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
-Beta Glukan

Mantar hiicre duvarinin 6zgiin yapisi mantar serolojik testi i¢in uygun hedeftir BG
Candida ve Aspergillus tiirleri bagta olmak tizere bir ¢ok maya ve kiif mantarlarimin
hiicre duvar yapisinda bulunan bir molekiildiir (47). Denizde yasayan ve Horseshoe
crab olarak bilinen ve bir canlidan izole edilen Faktér G Beta glukan ile temas
ettiginde kimyasal bir reaksiyon verir. BG testi bu kimyasal etkilesim sonucu ortaya
cikan bir testtir (48,49). Hastalarin diizenli serolojik takiplerinde klinik olarak mantar
enfeksiyon tanisindan ortalama 4-12 giin once testin pozitiflestigi gosterilmistir.
Testin pratikte bakilmasi uzun siirmemektedir ve Spl serum test i¢in yeterlidir. Testin
dezavantaj1 sayilabilecek nokta ise mantar enfeksiyonlarin tanisi agisindan belli bir
mantar tiirine 6zgii olmamasidir. Hiicre duvarinda beta glukan diizeyi ¢ok diisiik
diizeyde olan Zygomycetes ve Cryptococcus enfeksiyonlarinda test negatif sonug
vermektedir (50). BG testinde diger serolojik yontemlere gére yalanci pozitiflik
oranlar1 diisiiktiir. Bu test ile meydana gelen yalanci pozitiflik sebebi seliiloz,
hemodiyaliz membranlari, bazi immiinglobiiliin preperatlaridir (51,52). IK
diisiniilen cerrahi yogun bakim béliimiinde yatan 57 hastanin serumunda BG testi
calisilmis ve testin duyarliligi %87 ise 6zgiilliigii %73 bulunmustur (53). Kan kiiltiirti
pozitif 15 pediatrik hastada yapilan bir ¢alismada BG test sonuglar ile kiiltiir
sonuglart  uyumlu olmasina ragmen pediatrik hastalarda da BG testinin diger

mikrobiyolojik testlerle desteklenmesi gerektigi sonucuna varmuglardir (54).

10




Mannan; Candida tiirlerinin ~ hiicre duvar kompenentidir. Enfeksiyon sirasinda
dolasima gectigi igin tespit edilebilmektedir. (30,55). Hematolojik malignitesi
bulunan 453 hastada yapilan bir ¢aligmada testin duyarlil1§1%58, 6zgiilliigli ise %93
olarak saptanmugtir (56).

-Molekiiler Testler

Molekiiler testler giiniimiizde IK enfeksiyonlarinin tanisindan ziyade arastirma ve
epidemiyolojide kullanilmak tizere gelistirilmektedir. Molekiiler testlerden en
Oonemlisi PZR’dir ve testin temeli mantar DNA yapilarini tespit etmeye yoneliktir.
Pratikte heniiz kullanima girmis standart bir PZR protokolu yoktur. Candida ve
Aspergillus gibi belli bir mantar tiiriine ait primerler aracilig: ile hasta serum, BAL
ya da dokuda fungal infeksiyon arastirmalari yapilmaktadir (57). Enfeksiyona sebep
olan Candida suslarimin tiir tayininde kullanilan rtPZR’larla yapilan ¢alismalar da
bulunmaktadir (58). Ozer ve arkadaslari simiile kan 6rneklerinden 5S rDNA’nin
cogaltildigi PZR ile kan kiiltiirii karsilastirmali galismalarinda PZR’in Candida
DNA’sin1 daha hizli tespit ettigini ve bu yontemle daha erken taniya gidilebilecegini
bildirmislerdir (59). Son zamanlarda gelistirilen rtPZR yontemi ile mantar yiik
miktarinin hassas bir sekilde gosterilmesi saglanmistir (60,61). Bir diger ¢alismada
33 hastanin serumu TAQ-MAN PZR testi ile ¢alisilmig 6rneklerde %2,9 oraninda
Candida DNA’s1 saptanmustir. Invaziv mantar enfeksiyonlarin tanisinda PZR’:
kulanima sokmadan Once standardize edilmesi gerektigi bildirilmistir (62). Fakat bu
testlerin tamida erken ve ozgiil olarak sonug vermesinden dolayr klinikte

tamamalayici test olarak kullanilabilecegi ¢aligmalarla rapor edilmistir (63).
2.1.5. 2.Klinik ve Radyolojik Tanimlama

Mantar enfeksiyonlarda miicadelede karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisi elde
yeterli veri olmadan uzamis atesi olan nétropenik bir hastada maliyeti yiiksek olan ve
yan etkileri fazla olabilen antifungal ilaglar1 baglamaktir. ABD ve Avrupa’da ampirik
antifungal tedavi alanlarin ancak %20-25’i ger¢ek anlamli IM enfeksiyonu vardir. Bu
sebeplerden dolay1r 2000 yilinda Avrupa’da bir grup ve Amerika’dan bir grup bir
araya gelerek klinik arastirmalarda ortak dil konusulmasini saglamak ig¢in bir

uzlasma metni olusturmaya Kkarar verdiler. Bu grubun  Avrupa  tarafim
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EORTC(Avrupa Kanser Aragtrma ve Tedavi Organizasyonu ) ABD tarafini ise
MSG (Mikoz Calisma Grubu) olusturmaktadir. Cesitli toplantilarin ardindan 2002
yilinda EORTC/MSG IME tanimlart yaymlandi (64). Bu tanimlar 2008 yilinda

yenilendi ve etken maya ise invaziv maya enfeksiyonu {i¢ grupta siniflandirldz (65).
1-Kesin
2-Yiiksek olasilikli
3-Diisiik olasilikli invaziv maya enfeksiyonu .
-KESIN INVAZiV MAYA ENFEKSIYONU

Doku faktorlerinin varhigi kanitlanmis invaziv maya enfeksiyonlarin tamimi igin
yeterlidir. Tanim geregi konak faktér ve klinik faktorlerinde yiiksek oranda birlikte

olmasi beklenir. Kesin maya enfeksiyonu doku kriterleri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablol. Kesin invaziv maya enfeksiyonlarmun doku kriterleri. (65).

MAYALAR

-Maya veya yalancihif gosteren mukoza disi alanlarin biyopsi /igne aspirasyonu
-Normalde steril olan ancak klinik veya radyolojik olarak enfeksiyonla uyumlu
anormal bélgeden alinan kiiltiirden maya tiretilmesi

-Uyumlu klinik bulgu ve belirti olanlarda kan kiiltiirlerinde maya tiretilmesi
-YUKSEK OLASILIKLI MAYA ENFEKSIYONU

En az bir adet konak faktér yaminda bir adet mikrobiyolojik ve bir adet klinik

kriterin olmasi
-DUSUK OLASILIKLI MAYA ENFEKSIYONU

En az bir konak faktdr yaninda mikrobiyolojik kamit olmaksizin klinik kriterlerle

desteklenmesidir.
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EORTC/MSGN metnine goére invaziv maya enfeksiyonu olasilifini artiran

durumlar
1-Konakg1 faktorler
2- Klinik faktorler
3- Mikrobiyolojik faktérler olarak incelenmistir.

Tablo 2. Invaziv maya enfeksiyonu olasiligini artiran durumlar.

KONAK FAKTOR

Kok hiicre alicilar

10 giin yada daha uzun n(itropeni(<0.5xlO9 n/L<500 n/mm3)

Uzun siireli kortikosteroid(3 haftadan fazla 0.3mg /kg {istii prednizolon kullanimi)
Son 90 giinde T hiicre baskilayicilarinin kullanimi(cyclosporine, TNF alfablokori,
monoklonol antikorlar veya niikleozid anologlar1)

Herediter ciddi immiin yetmezlik (Kronik graniilamot6z hastalik vb...)

KLINIK FAKTORLER

Trekeaobronsit

Trekeabronsial ulserasyon nodule, psodomembran plak, bronkoskopik analizde
eskar goriilmesi

MSS enfeksiyonlari

Meningeal fokal lezyonlar Manyetik rezonans (MR) goriintiilemeve BT ‘de
degisiklikler.

Dissemine kandidoz; Karaciger ve dalakta kii¢iik apseler

Oftalmolojik 6rneklemede retinal eksuda

MIKROBIYOLOJIK FAKTORLER:

Serolojik:1,3 beta glukan serumda




2.2. ASPERGILLUS TURLERI
2.2.1. Aspergillus Tiirlerinin Smiflandiriimasi

Aspergillus tiirleri mantarlar (fungi, kingdom) aleminde Ascomycota bdliimiintin
Euoscomycetes sinifinin Eurotiales takiminin Trichocomaceae ailesinde Emericella,
Eurotium ve Neosartorya telemorf formlar: olan 200’e yakin tiir igeren bir genustur.
(66). Bakterilerde oldugu gibi Aspergillus’larda cins ve tiir ismini alarak iki sozciik
halinde adlandirilmaktadir. Ilk s6zciik cins (genus) adi olup biiyiik harfle baslar,
ikinci sozciik ise tiir (species) adi olup kiigiik harflerle yazilir. Hem cins hem de tiir

adlan italik yazilmaktadir.
2.2.2 . Aspergillus Tiirlerinde Epidemiyoloji

En sik invaziv aspergilloz (IA) etkeni 4. fumigatus’tur. Daha az siklikta ise A.flavus,
A.niger, A.terreus, A.nidulans’dir (67). Aspergillus tiirleri zincirler halinde g¢ok
miktarda konidi iretirler bunlar olgunlastiklarinda ortama yayilmaktadir.

Konidyumlar genelde 2-5 mikro ¢apindadir.

Konidyumlarla havadan bulas olabilecegi gibi su yoluylada da bulas olabilir.
A.fumigatus hastane suyu kiiltiirlerinden ve hastanedeki dus basliklarindanda izole
edilmektedir (68). Istanbul’da yapilan bir galismada ise 110 evin i¢ ortamindaki
alerjen kiif florasinin arastirilmig 748 kiif kokenin 115 ‘nin Aspergillus cinsine ait
tiirlerden olustugu ortaya konmustur (69). Saglik kurumlarinda siklikla karsilasilan
Aspergillus salginlarina yol actif1 diisliniilen kaynaklar arasinda yetersiz g¢alisan
havalandirma sistemleri, hava filtreleri, bina i¢i insaat, vakumlu temizlik sistemleri
gelmektedir. Hastane iginde veya yakininda ingaat g¢alismalarinin bulunmasi,
n6tropenik hastalarda nozokomiyal aspergillozun goriilmesine neden olur. Tipik
olarak IA insidansi hematolojik maligniteli hastalarda 6zelliklede akut myeloid
16semili(AML) hastalarinda % 5 civarindadir ve 6zellikle kok hiicre nakli yapilmig
hastalarda bu insidans %15’e kadar yiikselmektedir (70). Yapilan bir diger
calismada graniilositopenik, kemik iligi veya solid organ taransplantli veya
kortikosteroid alan hastalarin alt solunum yolu 6rneklerinin yaklasik 2/3’iinde

Aspergillus tirlerinin izolasyonundan s6z edilmektedir (71).
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2.2.3. ASPERGILLUS Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Aspergillus tiir diizeyinde siniflandirilmasinda makroskobik (koloni &zellikleri) ve
mikroskobik (hif yapisi , dallanma sekli, askus yapilar1) morfolojileri yasam
sikluslari, iireme sekilleri (eseyli, eseysiz) hiicre duvar polisakkaritleri,
metabolizmalari, vitamin gereksinimleri, enzim iiretimi, mikotoksin {iretip
iiretmedikleri), tireme parametreleri (1s1, Ph,) antijenleri gibi ¢esitli fenotipik

ozellikleri dikkate alinmaktadir.
2.2.3.1.Makroskobik ozellikleri;

Koloniler genellikle hizli geligirler. Renkleri tiirlere ve gelisme kosullarina bagli
olarak beyaz, sari, sarimsi kahverengi, kirmizidir. Konidyoforlarin sikligindan
dolay1 kegemsi goriintiiye sahiptir. Koloni rengi daima vegetatif hiflerin konidyumlu

baslarin ve varsa eseyli yapilarin rengine baghdir (72).
2.2.3.2.Mikroskobik morfolojisi :

Aspergillus tiirleri hifler ve sporlar yardimiyla asekstiel ve sekstiel olarak iirerler.
Ancak seksiiel iireme fazimi laboratuvarlarda gostermek kolay olmadigindan
tamimlanma besiyerinde iireme olduktan sonra kif ve konidyalar yardimiyla

yapilmaktadir.
-Aspergillus tiirlerinde aseksiiel tanimlama;

Konidya: Tek hiicreli bolmesiz diizgiin ya da {izeri desenli sekilli, seffaf ya da renkli
aseksiiel evrede iiremeyi saglayan yapidir. Tek dizilimli ya da ¢ift dizilimli konidyal

basa sahip iki farkl: tiirii vardir (73).

Konidyofor: Konidi iireten hiicreleri tasiyan 6zellesmis yapiya konidiyofor (fertil
hif) denilmektedir. Rengi ve yiizeyinin diiz, tirtikl1 olmasi septali ve septasiz olmast,

konidiofor uzunlugunun farkli olmas: tiirden tiire farkliliklar gosterir.

Vezikiil: Aspergillus tiirlerinin konidyoforu diizenli bir yapilanma igerisindedir.
Burada tasiyici bir ayak hiicresinin iizerinde bulunan sapin tepe kisminda olusan

siskin kisma vezikiil ad1 verilir.



Fiyalid:Vezikiilii kismen veya tamamen orten dar boyunlu sisecik bigiminde ki
yapilardir. Fertil hif de denilir. Vezikiile bitisik olan fiyalidlerin tek sirali (uniseriate)

veya ¢ift sirali(biseriate) dizilimleri, tiirden tiire degisiklik gosterir.

Sterigma: Fialid yerine kullanilan bir bagka terminolojidir. Tek sira dizilimli
yapilarda birincil sterigma (metula), ¢ift sira dizilimli yapilarda ise ikincil sterigma

konidiya olusumunu saglamaktadir.
2.2.3.3. Antijenik Ozellikleri:
-Galaktomannan

Mantar hiicresinin duvarinda bulunan galaktomannan (GM) Aspergillus tiirleri igin
spesifik ve ekzoantijen olarak da hiicre digina salgilanabilen bir polisakkarittir. Bir
cekirdek (mannan polimerleri) ve yan zincirlerden (galaktofuran polimerleri)
olusmustur. Yan zincirde diiz ve dallanmig iki yap1 vardir. Diiz yap: beta (1,5)
galaktofurunoz ve beta (galaktopirinozdan ) dallanmis yap: ise beta (1,5) ve (1,6)
galaktofuranozdan olusmustur (74). GM antijeni arama testlerinde kullanmilan
monoklonal antikorlar, B-(1,5) galaktofuranoz epitopuna baglamir. Lateks
agliitinasyonu (LA), radyoimmiinoassay (RAI), enzimimmiinoassay ve sandvig
ELISA yontemleri ile galaktomannan antijeni saptanir. Test esnasinda kullanilan
monoklonal antikor (sigan kokenli, EB-A2) galaktomannan molekiiliiniin
galaktofuranoz epitopuna 6zgiildiir. Bu yap1 hem duvar yapisinda hem de salgilanan

galaktomannan antijeninde bulunur (75).
-Beta Glukan

Aspergillus ve Candida tiirleri basta olmak tlizere bir ¢ok maya ve kiif mantarinin
hiicre yapisinda bulunan bir molekiildiir. BG antijeni, denizde yasayan ve Horseshoe
crab olarak bilinen ve 6zellikle de Tachypleus tridentatus ve Limulus polyphemus
canlilarinin dogal immiin sistemi tarafindan taninabilir. Bu canlilardan izole edilen
faktor G, BG temas ettiginde kimyasal bir reaksiyon olusturur (76). BG antijenini

saptamaya yonelik testler bu temele dayanabilir. Serumdaki BG seviyesi, IA ve diger

birgok fungal infeksiyonlarin erken sathalarinda pozitiflesebilir (77,78).




2.2.3.4. Patogenez

Mantarlarin sahip oldugu virulans faktorleri ile konagin savunma mekanizmalar
arasindaki karmasik iliskiler derin mikozlarin patogenezinde rol oynamaktadir.
Virulans faktdrler mantarin adezyonunu, kolanizasyonunu dissemine olmasini konak
ortaminda canliligini siirdiirmesini saglar ve konagin bagisiklik yanit mekanizmasini

etkisizlestirmeye caligir (79).

Mantarin gelisme hizi patogenezle ilgilidir. En hizli gelisen tiir A. fumigatus olup 37
°C ¢imlenme hizi besiyerine bagli olarak 5-12 saattir (80). Konidyumlardaki
hidrofobik protein tabaka sayesinde olagan dis1 atmosfer kosullarina
dayanabilmektedirler. A.fumigatus laminini ve fibrinojeni etkili bicimde baglar ve
invazyondan Once mantar elemanlarinin konagin hava yollarina daha fazla
adezyonunu saglar. Aspergillus tiirlerinin bazi toksik molekiilleriyle makrofaj ve
notrofil fagositozunun Onlenildigi, enzimleriyle ise dokularda ilerledigi tespit

edilmistir.

Kopek, at kuslarda da aspergilloz gelistiren A.fumigatus tiirlerinin bilinen bir
bagisiklik yetersizligi bulunmaksizin insanda da enfeksiyon etkeni olabilecegi
saptanmustir (67). Enfeksiyonun gelismesinde konaga ait faktorlerde Onemlidir.
Burunda ve akcigerlerde Aspergillus tiirlerine karsi ilk immiinolojik savunma
konidyumlar1 6ldiiren makrofajlar tarafindan gergeklestirilir. Hifler ise nétrofiller
tarafindan oldiiriiliir monositler ve makrofajlarda bu isleme yardimci olmaktadir.
Kortikosteroidler makrofajlarin Aspergillus sporlarini, nétrofillerin ve mononiikleer

hiicrelerinde hifleri 6ldiirmesini bozar.
2.2.3.5.Virulans Faktor

Virulans faktorler mantarin konaga yerlesmesi ve enfeksiyon olusturmada onemli

faktorlerdir.

En 6nemli virulans faktorleri ;
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-Sicaklik toleransi; Bir kisim Aspergillus tiirleri 37°C iireyebilme yeteneginden
yoksundur. A. fumigatus ise 37°C iireyebilir ve 50°C kadar olan 1siy1 tolere

edebilmektedir (81).

- Yikicr enzimler; A.fumigatus enfeksiyon siireci igerisinde dokuda yayilimi
saglamak amaciyla alkalin serin proteaz, metalloproteaz, aspartik proteaz, elastaz
ve fosfolipaz gibi litik enzimler salgilamaktadir (82). Enfeksiyonun olusum
siirecinde Aspergillus 'un akciger epiteline penetre olabilmesi en &nemli basamaktir.
Akcigerin dokusunun %30’u elastinden ve kollajenden olusmaktadir. Bu nedenle

elastinolitik ve kollajenolitik aktivite nemli rol oynamaktadir.

-Pigmentler; A fumigatus konidyas: 1,8-dihidroksinaftalen benzeri melanin
icermektedir. Mantarin pigmentlerini olusturan bu melanin, ayni zamanda
patojenitede rol aldigi diistiniilmektedir. Melanin pigmentinin mantarlar1 konak
savunmasindan korudugunu boylelikle kokenlerin in vivo canlihinin arttirnldig:

belirtilmektedir (83).

-Toksik molekiiller; A fumigatus hif iiremesi sirasinda degisik metabolitler
olusturur. En fazla olusturulan metabolitlerden biri gliotoksindir. Gliotoksin
makrofaj ve notrofil fagositozunu 6nledigi B ve T hiicre aktivasyonunu bloke ettigi

aciklanmaktadir (84,85).

-Adezinler; Konidyumlar fibrinojen, laminin, komplement, fibronektin gibi

konagin membraniyla ilgili proteinlerine yiizeysel olarak baglanmaktadir (86).

-Fosfolipaz; Gliserofosfolipidlerde bulunan baglar1 hidrolize edilebilen bir grup
enzimdir. Her enzim spesifik ester bagini koparmaktadir. Fosfolipidler ve proteinler
konak hiicre membraninin major bilesenleridir. Dolay1iyla fosfolipazlar konak hiicre
invazyonunda membran yikim islemine katilirlar. Membranin zedelenmesi

sonucunda hiicre par¢alanmaktadir (87).

-Demirin elde edilmesi; Serum, demir baglayan transferin varligindan dolay1 ¢ogu
mantar igin fungustatik etki gdstermektedir. Bununla birlikte 4.fumigatus un serum

icerikli besiyerinde iiretildiginde fagolizozomlardakine nazaran daha hizli tretildigi
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gozlenmektedir. Buda bize A.fumigatus’un konakta bulunan demiri kazanmak i¢in

bazi mekanizmalara sahip olabilecegine isaret etmektedir (88).
2.2.4. ASPERGILLUS Tiirlerinin Klinik Onemi

Aspergillus tiirleri pek ¢ok hastaligin etkenidirler. Alt solunm yollarinda allerjik
bronkopulmoner aspergilloz, aspregilloma ve IA klinik tablolar1 olarak goriiliir.
Hastanin immiinitesi ve etkenin patojenitesi klinigi dogrudan etkiler. Graniilamotz

hastaliklar ve kaviter akciger lezyonlarinda firsatg1 patojendir.

-Akut invaziv akciger aspergillozu: En sik goriilen klinik formudur. Mortalite
oran1 %95°dir. En sik etken A. fumigatus tiiridiir (89,90). Hastalarda yiiksek ates,
nefes darlig1 ve radyolojik incelemede minér infiltrasyon gozlenir. Biiylik pulmoner
arterlere yayilma ve tromboz sonucu hemorajik pulmoner enfarktiis gelisebilir.
Akcigerden yapilan igne biyopsi oOrneklerinde, mantarin histopatolojik tanisi
yapilabilir. Hemoptizi ve gogiis agrist ise major bir damar hasar1 ve &liimciil
kanamanin habercisi olabilir. Erken tami bu hastalarda uygun ve giiglii tedavi ile
basarili bir netice almak igin Onemlidir. Fakat hem klinik semptomlar hem de
radyolojik bulgular erken donemde nonspesifiktir (91). Radyolojik olarak BT direkt

radyolojiye gore tercih edilen yontemdir. Radyolojik bulgu olarak nodiiler alan, bu

nodiiler alanlarin alveolar hemoraji ile gevrelenmesi ve bununla birlikte olusan halo
isareti, kavite, kama seklinde tutulum, alveolar infiltrasyon, buzlu cam goriiniimii,

plevral effiizyon ve pnomotoraksa bakilir (92,93).

-Kronik nekrotizan aspergilloz; Patolojik olarak ti¢ farkli patern ile karakterizedir.
Nekrotizan graniilamatoz pnomoni, graniilamatoz bronsektazik kaviteler ya da
bronkosentrik granulamatosiz (94). Kronik nekrotizan aspergillozda bronsektazik
kaviteler mevcut oldugu takdirde bunlarda mantar toplar1 ya da mantar elemamn

| bulunur.

-Allerjik bronkopulmoner aspergilloz; Aspergillus tirleri konidyumlan ilk
tanimlanan 6nemli aeroallerjenlerdir. Allerjik bronkopulmoner aspergilloz en gok

atopik kimselerde goriilmektedir (95). Klinik ozellikleri reagen (IgE)  ve
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presipitasyon (IgG) antikorlarina bagli ortaya g¢ikar. Hastalarda balgam c¢ikarma,
halsizlik, kilo kayb1 goriiliir (96).

' -Aspergilloma (Mantar Topu) Mantar topu, akcigerde 6nceden var olan kronik
‘ kaviteler veya genislemis bronslar i¢inde kolonize olmus mantar kitlesine denir.

Yiiksek ates, oksiiriik, nefes darlig1, balgam olusturan diger kronik akciger hastali1
durmunda akciger kavitesinde ortaya ¢ikmaktadir (97). Aspergilloma radyografik

‘ incelemelerde goriilebilir, fakat genellikle asemptomatiktir.

-Paranazal siniislerin enfeksiyonu; Aspergilloz sintislerin en sik goriilen mantar
enfeksiyonu olup etken olarak en sik Aspergillus flavus izole edilir (98). Kemik iligi

transplantasyonu yapilmig hastalarda 6liim orani yiiksektir.
Aspergillus ’larin olusturdugu diger enfeksiyonlar tablo 3’de gosterilmistir.
Tablo 3. Aspergillus enfeksiyonlarinin siniflandiriimasi
1.Saglikli konak hastalik
A.Toksikoz veya mikotoksikoz
1-Mikotoksinlerin alinmasi
2-Diger metabolitlerin alinmasi
B.Allerjik tablolar
1- Allerjik astim
2-Allerjik rinit
3-Allerjik sintizit
4-Extrensek alerjik alveolit
C.Ylizeysel ya da invaziv olmayan enfeksiyonlar

1- Deri enfeksiyonu
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2-Otomikoz
3- Siniizit
D. Invaziv enfeksiyon
1-Tek organ
2-Coklu organ
II. Doku hasar1 veya yabanci cisim ile iligkili enfeksiyon
A Keratit ve endoftalmit
B.Yanik yarasi enfeksiyonu
C.Osteomyelit
D.Prostetik kapak endokarditi
E.Aspergilloma
F.Ampiem veya plevral aspergilloz
G.Peritonit
I11. Bagisiklik sistemi bozulmus konakta enfeksiyon
A.Primer deri aspergillozu
B.Sinoorbital enfeksiyon
C.Pulmoner aspergilloz
1-Invaziv trakeabronsit
2-Kronik nekrotizan pulmoner aspergilloz

3-Akut invaziv pulmoner aspergilloz
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D. Santral sinir sistemi aspergillozu
E. Invaziv yayilim gosteren aspergilloz
2.2.5 Tan1 Yontemleri

Son yillarda immiin yetmezlikli hasta sayisinda artis ve mantar enfeksiyonu sikligini
ve Onemini artirmistir. IM enfeksiyonlarda tami klinik bulgular radyolojik ve

laboratuvar taninin birlestirilmesi esasina dayanamaktadir (99,100).
2.2.5.1.Laboratuvar Tan1 Yontemleri
-Orneklerin Toplanmasi;

Mantar kiiltiirii igin balgam, BAL sivisi ve steril olmayan diger alt solunum yolu
ornekleri alinabili. Bu bolgelerden izole edilen Aspergillus tiirlerinin

kontaminasyon ya da kolonizasyonu yansitabilecekleri unutulmamalidir.

Aspergillozla ilgili en inandiric1 kanutlar ise biyopsi ile alinan akciger dokusu ya da
steril olan yerlereden izole edilmesi ve hif elemanlarinin dokuda direkt olarak

gozlenmesidir (101).

Orneklerin asir1 sicak ve soguklardan etkilendigi diistiniilerek 6rneklerin 2 saat iginde
oda sicakliginda saklanmasi ve gonderilmesi Onerilir. Ornegin mantar kiiltiir i¢in
isleme alinmasi gecikecekse SSS drnekleri 30°C’de diger ornekler +4°C’de kisa bir
siire saklanabilir. GM, BG antijenleri ile Aspergillus DNA’smnin arandigi PZR testi
icin gonderilen 6rnekler 72 saat i¢inde galigilacaksa +4°C’de, uzun siire saklanacaksa

—20°C’de saklanmalidir (102).
-Mikroskobik inceleme

Mantar enfeksiyonu diistiniilen klinik érnegin ilk olarak direkt baki ve boyamalar
icin hazirlanmasi gerekmektedir. Ornek dncelikle %20°lik KOH ile bekletilerek doku
ve hiicre artiklarindan arindirilarak saydamlastirilir ve mantar elamanlarinin daha
rahat goriilmesi saglanir. Aspergillus tiirlerinin hiflerinin goriiniimii enfeksiyon

tipine gore degisiklik gosterebilir. IA’da Aspergillus tiirleri tipik olarak hiyalen 3-
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6um capinda septumlu hifleri olan, dar agiyla 45 derece birbirine esit dallara
ayrilarak dallanan diizgiin yiizeyli duvarlar birbirine paralel ve septum yerlerinde
cok hafif bir daralma olan yada olmayan yapilar seklinde goriiniirler. Akciger
kavitelerinde veya kulak kanalinda konidyumlardan meydana gelen tipik yuvarlak

yapilarin ve ya askomalarin varligi taniya yardime1 olur.

A.terreus dokuda hifin yan duvarlar1 boyunca tipik aleurioconidia sergiler bu tiir
tanimlamasinda 6nemlidir (103). A4.niger ise solunum yolu &rneklerinde kalsiyum

oksalat kristalleride bulundurabilir (104). Serbest haldeki konidyumlar Gomori

metamin giimiis boyasi ile boyandiklarinda maya hiicrelerine ya da P.jiroveci
kistlerine benzeyebilir. Glimlis boyast konidyumlarin rengini maskeler fakat

Aspergillus konidyumlar: tirtikli olmasindan dolay: farklilik gosterir.

Kalkoflor beyazi mantar duvarinda ki beta 1,3 ve beta 1,4 polisakkaritlere 6zellikle

seliiloz ve kitine baglanarak hiflerin gériiniimiinii saglar (105).

Laktofenol pamuk mavisi ise sadece mantarin morfolojisini gostermek amaciyla

kullanilir.
-Kiiltiir

Aspergillus tiirlerinin identifikasyonu i¢in hem makraskobik hem de mikroskobik
ozellikleri gerekmektedir. Izolasyon i¢in bakteriyel liremeye engel olmak amaciyla
gentamisin veya kloramfenikol ilaveli SDA, Patates dekstroz agar, inhibitér mold
agar kullanilirken, lireyen Aspergillus cinsi mantarinin tiiriiniin belirlenmesinde ise
malt-extract agar, corn-meal agar veya Czapek agar’dan birisi kullanilir.
Sikloheksimid Aspergillus iremesini engelledigi i¢in sikloheksimitsiz SDA
kullanilmaktadir. SDA’da izole edilen tiirler genellikle eseysiz formda iiremeye
meyillidirler. Buradan Czapek —Dox ve %2’lik malt ekstrakt agara pasajinin
yapilmasi sonucunda koloni ve mikroskobik 6zelliklerinin taksonomik klavuzlarda

verilenlerle karsilastirmasina olanak saglar.

Bununla birlikte standart tanimlamalar ¢ogunlukla 7 giinden sonraki iiremeye gore

yapilir. Yedi glinden sonra standart besiyerinde 25 °C ve 37 ©°C koloni g¢aplar
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kolonin 6n ve arka yiiziindeki renk yapisi, topografisi ve eksuda damlaciklarinin ya

da yayilim gosteren pigmentlerin varlig: kayit edilir.

Askosporlarin sekil, renk, biiyiiklik ve duvar 6zellikleri Aspergillus tiirlerinin
telomorflarinin ayirnminda Onemli Ozelliklerdir. Aspergillus suslarinin  beyaz
pamugumsu ve spor olusturmayan varyantlar1 6zellikle kronik solunum yetmezligi
olan hastaladan izole edilir. Kiif 45 °C iireyebiliyorsa bu A.fumigatus olabilir (106).
Varyantlar1 bazen oldukga atipik gortiniirler ve taminmayacak kadar piiriizsiiz

kivrimli koloniler olustururlar.
-Serolojik Yontemler:

On giinden uzun siiren agir nétropenisi olan ve akcigerde infiltrasyon gelisen hastalar
antifungal tedavisi altindayken bile 6liimciil enfeksiyon ve tedavide basarisizlik riski
ile kars1 karsiya kalmaktadirlar. Bunu 6nlemek amaciyla erken tani igin gelistirilen
serolojik testler 6zellikle kritik hastalarin tedavisini yonlendirmek amacryla biiyiik

onem tagimaktadir.
-Galaktomanan testi:

GM, Aspergillus tiirlerinin de iginde bulundugu hylohyphomycetes grubu kiif
mantarlarinin hiicre duvar yapisinda bulunan bir molekiildiir. Galaktomannan antijeni
LA veya ELISA yontemi ile hasta kan1 ve sekresyonlarda tespit edilir. ELISA testi
LA test metoduna gére daha iistiin oldugundan son yillarda tamamen ELISA yontemi
kullanilmaktadir (107,108). Avrupa ve Amerika’da ¢esitli organizasyon ve kuruluslar
JIA tamisinda enzim immiiassay (EIA) yoOntemi ile galaktomannan antijeni

saptanmasini tanisal mikrobiyolojik kriter olarak kabul etmislerdir (64).

GM ELISA testinde sinir deger Amerika Birlesik Devletlerinde Food and Drug
Administration (FDA) 6nerisi ile 0,5 ng/ml Avrupa da ise 0,7ng/ml olarak kabul
edilmektedir (109). Ancak cut off degerinin 0,5ng/ml olmas: yalanci pozitiflik
oranlarin1 artirmaktadir. Testin haftada iki defa yapilarak ardi ardina gelen serum
orneklerinin 1A bakimindan degerlendirilmesi 6nerilmektedir. Zira ardigik gelen

serum Orneklerindeki poziflik, duyarliligi ve 6zgtlligi artirmaktadir (110).
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Notropenisi olmayan hastalarda duyarlilik daha diisiik bulunmustur (111). Belirli
antibiyotikler (piperasilin —tazobaktam ve amoksisilin-klavunat ), Bifidobacterium
ile kolonizasyon ve diger invaziv mantar infeksiyonlar1 (Penicillium, Histoplazmosis
,Blastomikosiz) yalanc1 pozitiflige neden olmaktadir (112). Ayrica ¢ocuklarda
yalanci pozitifliklerle sik karsilagilmaktadir bu nedenle kit FDA tarafindan onay
almamigtir. Onemli bir nokta ise laboratuar hatasidir. Kontaminasyonun ¢ok yogun
oldugu unutulmamalidir. Test miimkiin oldugunca biyolojik kabinlerde ve steril

malzemelerle ¢aligilmalidir (113).
-Beta Glukan testi;

Mantarlarin hiicre duvarinda bulunan bir diger antijen ise beta d glukandir. Serumda
BG antijenin bulunmasi mantar invazyonun gostergesidir ancak Aspergillus tiirlerine
ozgiil degildir (111). Kontamine kan toplama tiipleri, gazli bezler, ¢esitli
antibiyotikler (baza sefolosporinler, karbapenemler, ampisilin-
sulbactam)Staphylococcus, Enterococcus bakteriyemisinde de bir takim yanlis
pozitiflikler gériilmektedir (115). BG antijen tayinine y6nelik fungitell tetkiki FDA
tarafindan aspergilloz da dahil olmak tizere invaziv mantar enfeksiyonlarinin
tamsinda onaylanmistir (116,117). IA vakalarinda BG ve GM antijenlerinin
etkinliklerinin kargilagtirildigi bir ¢alismada her iki testinde ayni oranda duyarlilig
saptanirken BG testinin GM testine gore daha erken pozitiflestigi gosterilmistir
(102). IA’lu hastalarla yapilan bir ¢alismada BG testinin GM testi ile desteklenmesi
gerektigi sonucuna varilmigtir (118). Genel olarak BG testi etkinligi agisindan {imit
verici olmakla birlikte daha fazla sayida bu yontemle yapilmis ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir.

-Molekiiler Testler

Mantarlara 6zgii gen dizilerinin PZR ile amplifikasyonu hizli tani i¢in uygun bir
testtir. Literatiirde klasik PZR, nested PZR, rt-PZR, PZR-EIA, PZR dizi analizi, in-
situ hibridizasyon ve ‘DNA microarray’ gibi yontemlerden bahsedilmistir. Bir kag
Avrupa merkezinde bu yontemler IA tamsinda kullamlmaktadir. Fakat
standardizasyonunda olmamas: nedeniyle EORTC tarafindan tamimlanan klasik

invaziv mantar infeksiyonu tani kriterleri arasinda degildir (119). Bu tekniklerde
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solunum yolu 6rnekleri, doku ve kan 6rnekleri kullanilmaktadir. Tam kan 6rneginde
gergeklestirilen PZR testinin duyarlilig1 plazma ve serum 6rneklerinden daha ytiksek
oldugu gosterilmistir (120). Pan-fungal primerler ya da Aspergillus gibi belli bir
mantar tiiriine y6nelik primerler araciligi ile hasta serum yada BAL sivisinda fungal
enfeksiyon arastirmasi yapilabilmektedir (57). Bu yontem ile pulmoner aspergillosis
tanisina yonelik ¢alismalarda testin duyarliligt %85 6zgiilligii ise %96 larin tizerinde
bulunmustur (121). Testin en onemli dezavantaji ise yiiksek yalanci pozitiflik ve
buna bagl diisiik pozitif prediktif degerleridir. Yalanci pozitiflik degerleri 6zellikle
BAL sivisi test edildiginde fungal kolonizasyon riski nedeniyle daha sik olmaktadir.
Son zamanlarda gelistirilen rtPZR yontemi ile fungal yiik miktarinin hassas bir
sekilde gosterilmesi saglanmistir ancak bu yontem ile yapilan ¢alismalarda yalanci

pozitiflik halen sorun olmaya devam etmektedir (122).
2.2.5.3 KLINIiK VE RADYOLOJIK TANIMLAMA

EORTC/MSG kriterlerine etken kiif ise invaziv kiif enfeksiyonu  ii¢ grupta
siniflandirildi (65).

1-Kesin

2-Yiiksek olasilikli

3-Disiik olasilikli invaziv kiif enfeksiyonu
-KESIN KUF ENFEKSIYONU

Kiiflerin doku faktérlerinin varhigi kanitlanmis mantar enfeksiyonlar igin yeterlidir

fakat klinik faktorlerin varligida beklenir.

Tablo 4. Kesin invaziv kiif enfeksiyonlarinun doku kriterleri. (65).

KUFLER

Sitopatolojik ve histopatolojik veya direkt mikroskobik incelemeyle igne

aspirasyonunda ya da biyopsi 6rneginde hifa olusumuna eslik eden doku hasari
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Normalde steril olan ancak radyolojik ve klinik olarak enfeksiyonla uyumlu anormal
bir bolgeden alinan kiiltiirden kiif iiremesi (Bronko alveolar Lavaj(BAL), Siniis

kavitesi 6rnegi ve idrar harig)

Uyumlu klinik bulgu belirtisi olan hastalardan alinan kan kiiltiiriinde Fusarium gibi

kiif mantarlarinin tiretilmesi.

Kan kiiltiirtinde {iretilen Aspergillus tiirleri her zaman kontaminasyon olarak kabul

edilmektedir
-YUKSEK OLASILIKLI KUF ENFEKSIiYONU

En az bir adet konak faktoriin yaninda bir adet mikrobiyoloji ve bir adet klinik

kriterin bulunmasi
-DUSUK OLASILIKLI KUF ENFEKSIYONU

En az bir konak faktér yaninda mikrobiyolojik kanit olmaksizin klinik kriterlerle

desteklenmesidir.

Invaziv kiif enfeksiyonu olasiligim artiran durumlar
1-Konakg1 faktorler
2- Klinik faktorler

3- Mikrobiyolojik faktorler olarak incelenmistir.
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Tablo 5. Invaziv kiif enfeksiyonu olasiligini artiran durum

KONAK FAKTOR
Kok hiicre alicilar
10 giin yada daha uzun nétropeni(<0.5x1 0°n/L<500 n/mm3)
3 haftadan fazla 0.3mg /kg tstii prednizolon kullanimi
Son 90 giinde T hiicre baskilayicilarinin kullanimi (cyclosporine, TNF alfa
blokérii, monoklonol antikorlar, veya niikleozid anologlarr)
Herediter ciddi immiin yetmezlik (Kronik graniilamot6z hastalik)
KLINIK FAKTOR
Alt solunum yolu enfeksiyonu; Halo sign bulunan yada bulunmayan iyi simrh
mantar ile uyumlu dens alan , air cresent bulgusu , kavite
Trakeabronsit; Trakeabrongial iilserasyon, nodiil, psddomembran, plak, veya
bronkoskopik analiz ile eskar gériilmesi
Sinonazal enfeksiyon Siniizite ek olarak 3 bulgudan ;
Akut agn gbze vuran
Siyah eskar1 olan burunda iilser
Paranazal siniis bariyerinden orbitaya yayilim
Santral sinir sistemi enfeksiyonu; Meningeal fokal lezyonlar MR ve BT ‘de
degisiklikler.
MIiKROBIYOLOJIK FAKTORLER
Direkt; Sitolojik direk mikroskobik ya da kiiltiir pozitifligi (Bronkoalveolar
Lavaj balgam ya da siniis aspirasyonu)
Indirekt testler GM antijen testi (plazma , serum, BAL, BOS)

BG serumda

-Korunma ve kontrol;

Aspergilloz riski tasiyan kisilerin hastane ortaminda korunmalar1 gerekmektedir

Bunun ig¢in ;
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1-Yiiksek etkili partikiiler filtreler (HEPA) ile havanin temizlenmesi
2-Hasta izolasyonunun saglanmasi

3-Hasta odalarinda bitkilerin kaldirilmasi hastane insaatlari esnasinda bariyerlerin

kullanilmasi

4-Baz1 gida maddelerinin (bugday, findik) Aspergillus kontaminasyonu nedeniyle

hastalara Onerilmez.
2.2.6.Tedavi

Fungal enfeksiyonlarin tedavisinde baslica dort grup ila¢ kullanilmaktadir. Poliyen
grubu antifungal ilaglar (Amfotersin B), Azol deriveleri(imidazoller ve azoller),
Niikleik asit sentez inhibitorleri (5-fluorositozin), hiicre duvarina etki edenler

(Ekinokandinler)
Poliyen grubu antifungal ilaclar

Mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde Amfoterisin B (Amp B) onaylanmig standart
bir ilagtir (123). Poliyen grubu antifungal ilaglar fungal membrandaki ergosterole

baglanir ve dnemli katyon kaybi sonucu hiicre 6liimii gergeklesir (124).

A. terreus, Amp B’ ye intrensek direngli bir tiirdiir. Bu nedenle 4. terreus ile olusan
enfeksiyonlarda artiglar bildirilmektedir (125). Direng mekanizmasi; hiicre zarindaki
lipid yapisinin degismesi, hiicre duvarinda bulunan BG igeriginin degismesi ve
artmus katalaz aktivitesi direng gelismesine yol agabilmektedir (126). Konvansiyonel
Amp B nefrotoksiktir yan etkiyi azaltmak i¢in lipid bazli ii¢ formiilasyon
gelistirilmistir. Bunlar lipozomal Amp B, Amp B lipid kompleksi, Amp B kollloidal
dispersiyondur (127).

Azol grubu antifungal ajanlar

Etkilerini sitokrom p-450 14a lanosterol dimetilaz enzimini (ergosterol sentezinde
gorevli enzim) inhibe ederek hiicre membraninin yapisini bozar ve hiicre 6liimiine

neden olurlar (128). Ketokonazol imidazol tiirevi olup, flukonazol, itrakonazol
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vorikonazol, ravukonazol, posakonazol ise triazol tiirevidir. Flukonazol en &nemli
azol tiirevidir. Genellikle kandidoz ve kriptokok menenjit tedavisi ve profilaksisinde
ve kullanilmaktadir (129). Vorikonazol Aspergillus , Candida , Cryptococcus gibi
pek ¢ok firsatg1 mantar enfeksiyonun yam sira flukanozole direngli C.krusei ve
C.glabrata enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ikinci kusak azoldur (130).
Posokonazol ise yeni jenerasyon azoller igerisinde olup Candida, Aspergillus,
Zygomycetes, Fusarwm tirlerini igeren genis bir etki spektrumu bulunmaktadir
(131). Direng mekanizmasi; 14a lanosterol dimetilaz enziminde mutasyon, enzimin
fazla eksprese edilmesi, ilacin hiicreye alinmasinda azalma, efluks pompasi azol

grubuna kars1 direng gelismesinde etkili faktorlerdir (126).
Ekinokandinler grubu antifungal ajanlar

Ekinokandinler hiicre duvarinda yer alan B-(1-3) glukan sentetaz1 etkileyerek
Candida tiirleri igin fungisidal etki gdsterirken Aspergillus tiirleri igin fungistatik etki
gdsteren yeni jeneresyon antifungal ilaglardir (132). Kaspofungin birinci kusak
ekinokandin grubu olup FDA tarafindan 2002’de onay almigken, mikafungin 2005,
anidilafungin ise 2006 yilinda onay almistir (133). Ekinokandin grubu antifungal
ilaglar Candida tiirlerinin olusturdugu biyofilm iizerine etkileri son derece iyi iken

Zygomycetes, C. neoformans ve Fusarium tiirlerine etkisi daha diigiiktiir (134).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikoloji Laboratuvarinda yapildi.

3.1. HASTALAR VE ORNEKLER

Nisan 2009-Eyliil 2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Gevher Nesibe
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kliniklerinde takip edilen IM enfeksiyonu siipheli

hastalarin klinik 6rnekleri ¢aligmaya alindi.

Kiiltiir i¢in alinan klinik 6rnekler balgam, BAL, akciger biyopsi érnekleri, plevra,
periton gibi 6rneklerdi. Hastalarin serumlarinda BG, GM arand1 ve rtPZR ile mantar

DNA’s1 bakildu.
Klinik olarak siniflama da EORTC’nin belirledigi kriterler uygulandi.

Prospektif olarak caligmaya alinan hastalara ait demografik bilgiler EORTC nin
belirledigi siniflamaya goére kaydedildi.

Bu hastalardan alinan izole edilen o6rnekler mikoloji laboratuvarinda rutin
mikroskobik degerlendirilmeleri ve kiiltiirleri yapildi. Kan &rnekleri (3000
devir/dakika ) 10 dakika santrifijjlenerek serumlarina ayristirildi. Serumlar BG ve
GM c¢alisilmasi igin -20°°C’de, PZR ¢alismak {izere ise -70°C’de mikrobanklarda
saklandi.
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3. 2. ORNEKLERIN MIiKOLOJIiK INCELEMESI
3. 2. 1. Mikroskobik inceleme:

Hastalardan alinan balgam, BAL, plevral mayi ve akciger biyopsi orneklerinin
direkt mikroskobik incelemeleri yapildi. BAL, balgam ve akciger biyopsi drnekleri
%10’luk KOH ile muamele edilip lam lamel arasinda 151k mikroskobunda x10-20-

40’ lik objektifiyle incelenerek mantar elamani olup olmadig arastirildi.
Gerektiginde Kalkoflour beyazi ile boyanip floresan mikroskobisi ile degerlendirildi.
3. 2. 2. Kiiltiir:

IM enfeksiyonu siipheli olan hastalardan alinan balgam, BAL, plevra, akciger
biyopsi 6rnekleri antibiyotikli ve antibiyotiksiz SDA besiyerine ekildi. Biri 37°C’de
digerleri de 25°C’lik etiivlerde 3 hafta inkiibe edildi. Giinliik degerlendirmesi yapildi.
Ureme goriilen mayalar germ tiip olusumu ve karbohidrat asimilasyonu testi igin

degerlendirmeye alindu.
3.2.3.Germ Tiip Olusturma Ozelligi

Test edilecek maya kolonisi 0,5 ml insan serumu bulunan tiip igerisine eklenerek
karistirildi. 37°C’de 3 saat inkiibe edildikten sonra direkt preparat hazirlanarak 151k
mikroskobunda x40 objektifle incelendi. Blastospordan koken alan baslangig
noktasinda bogumlanma gdstermeyen ve maya hiicresinin 3-4 kati uzunlugundaki hif

benzeri yapilar germ tiip olarak kabul edildi.(135)
3.2.4 Karbohidrat Asimilasyon Ozelliklerin Test Edilmesi

SDA’da iireyen maya kolonilerinin karbohidrat asimilasyonunu degerlendirebilmek
icin ticari kitlerden API 20C AUX (bioMerieux, France) kullanildi. API 20C AUX
stripi, 19 asimilasyon testinin performansini gosterebilen ve dehidrate substratlar
igeren 20 kiipiilden olusur. Kiipiiller yari-kati bir minimal madde ile inokiile edilir ve
mayalar karbon kaynagi olarak her bir substrati kullanma kapasitesine sahip
olduklarinda gogalabilirler. Test edilen karbonhidratlar: glukoz, gliserol, 2-keto-D-
Glukonat, L-Arabinoz, D-ksiloz, ADO nitol, ksilitol, galaktoz, inozitol, sorbitol, a-
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Metil-D-Glukosid, asetil-D-Glukozamin, selobiyoz, laktoz, maltoz, sukroz, trehaloz,
melibiyoz ve rafinozdur. Mayalar inokiile edildikleri 26 mikro kuyucuktaki
karbonhidrat1 karbon kaynag: olarak kullaniyorlarsa, o kuyucukta iireme olur. API
20C AUX'la mayalarm karbonhidrat asimilasyon yetenekleri, 24. 48. ve 72 saatte

degerlendirilerek sonug verildi.
Testin uygulanmasi

1. Stripin hazirlanmas:: Inkiibasyon kabinin igindeki kuyucuklar 5 ml distile su ile
dolduruldu, strip paketi agilarak kabin igine yerlestirildi.

2. Inokiilasyon: SDA'daki 24 saatlik Candida kolonilerinden steril bir 6ze ile
alinarak, 2ml'lik Suspension Medium (%0.85 NaCl) i¢inde karistirilarak, yogunlugu
2 Mc Farland'a ayarlandi. Bu siispansiyondan 100uL kit igeriginde olan C Medium
icine aktarildi. Steril bir pipet kullanilarak, C Medium'daki siispansiyondan strip
icindeki kuyucuklara dolacak, fakat tagmayacak sekilde 300pL dagitildi. Strip
inkiibasyon kabmin igine yerlestirilip, kapagi kapatildi. 25°C'de 24-72 saat
inkiibasyona birakildi.

3. Stripin okunmasi: Bulamklik olan kuyucuklarda iireme pozitif kabul edildi.
Negatif kontrolde iiremenin olmamasina dikkat edildi. Ozellikle glukoz kuyucugunda
belirgin iireme yoksa inkiibasyon siiresi 24 saatten 72 saate kadar uzatildi. Ureme

olan kuyucuklar not edildi.

4. identifikasyon: Bunun igin, test prosediiriine gore, pozitif kuyucuklara
degerlendirme cetvelinde 1, 2, 4 gibi numaralar verildi. Her bir grup igindeki sayilar
topland: ve sayisal profil elde edildi. Hif olusumu i¢in de 4 say1 eklendi. Elde edilen
sayisal profil, API 20C AUX Analytical Profile Index'e gore degerlendirildi (API
20C AUX, bioMerieux, France kit prosediirii)

3. 2. 5. Mantarnn tiir diizeyinde tanimlanmasi:

Mikroskobik morfoloji, tiire 6zgii olup, tamimlanmast i¢in anahtar rolii oynar.
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Lam kiiltiirii: Lam kiiltiir diizenegi cam bir petride lam ve tizerindeki besiyeri, lamel,

nemli ortam i¢in 1slatilmis spang ve yiikseltici borulardan olugmaktadir.

Misir unlu agar besiyeri 4mm kalinlikta dokilip 1x1 cm’lik boyutlarda kesildi ve
lam iizerine koyuldu. SDA besiyerindeki koloni 6ze ile alimip sekilde goriildiigii gibi
misir unlu agar besiyerin 4 kenarim da ortalayip ekildi. Ucglincii veya 5. giinde

mikroskopta x40’lik objektifde degerlendirildi.
3.3. SEROLOJIK TESTLER

Calismada siipheli hastalarda serolojik olarak GM ve BG antijen arama ydntemleri

kullanildi.
3. 3. 1. Galaktomannan antijen arama
Testin prensibi:

Platelia Aspergillus kiti (Platelia Aspergillus; Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-
Coquette, France) serumda GM’1 saptayabilen birinci basamak immiinoenzimatik

sandvi¢ mikro kaplama y&ntemidir.

Testte tavsan monoklonal antikorlar ELISA ¢ukurlarinda kaplanmis olarak ve

peroksidazla isaretlenmis olarak bulunur
1-Test asagidaki basamaklar1 kapsar:

e Serum igindeki immun kompleksleri ayirmak igin %4 EDTA ile birlikte

serumlar 1sitilir.

e Monoklonal antikorlarla kapli gukurlara serum ve konjugat es zamanli olarak
konulur. Eger serumda Aspergillus antijeni varsa galaktomannan-monoklonal

antikor/peroksidaz kompleksi olusturur.
o Substrat eklenince yikamadan sonra mAb-Ag-mAb kompleksi olusur.

e 30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra siilfiirik asitle reaksiyon
durdurulur ve 450/620 nm dalga boyunda sonuglar degerlendirilir.
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2-Testi uygulamadan dnce yapilacak islemler ve igerik:

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

Yikama soliisyonu (Tris NaCl pH 7.4 buffer,%1 Tween 20 ve %0.01 sodyum

metiolat) distile su ile 10 kat sulandirildi.

Kontrol serumlar1 (pozitif, negatif ve esik serumu) 1 ml steril su ile

sulandirilip iyice karigtirildi.

Konjugat (peroksidaz ile bagl anti-galaktomannan monoklonal antikorlar1)

%0.01 meiolat igerir ve kullanilmaya hazirdi.
Serum isleme soliisyonu (EDTA asid solusyonu) kullanilmaya hazirdi.

Substrat buffer (sitrik asit, sodyum asetat, pH 5.2 % 0.009 hidrojen peroksid

ve %4 dimetilsiilfoksit) kullanilmaya hazirdi.

Kromojen soliisyonu tetrametilbenzidin igerir ve subsrat buffer ile 50 kat

seyreltildi.

Reaksiyonu durdurma soliisyonu 1.5 N siilfirik asit igerir ve kullanilmaya

hazirdi.

3-Testin uygulamsi:

Steril eppendorf tiipiine 300l serum ve 100ul serum isleme soliisyonu (%04

EDTA) konuldu.
Iyice karistirilip ependroflarda benmari usuli 100°C’de 3 dakika bekletildi.
10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi ve tistteki s1v1 boliim ¢aligildi.

Ayni islemler kontrol serumlari i¢in de yapild.
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ELISA c¢ukurlarinda birinci gukur pozitif, ikinci ¢ukur negatif, ii¢ ve

dordiincii gukur esik deger kontrol ¢ukuru olarak kullanilda.

Serumlarin tistteki sivi boliimiinden 50ul ve konjugattan 50pl cukurlara

konuldu.

Aym sekilde kontrol ¢ukurlarina da 50pl kontrol serumlari ve konjugat

konuldu.
ELISA plaginin iizeri yapigkan film ile kaplandi.
37°C’lik etiivde 90 dakika bekletildi.

ELISA plagindan yapistirict film g¢ikarilip yitkama soliisyonu ve otomatik
yikama ile bes kez yikandi.

ELISA plaginda yikama soliisyonun kalmamasina dikkat edildi.

Hizli bir sekilde ve direkt igiktan korunarak daha once karisimi yapilan

substrat kromojen (tetramethylbenzidin) soltisyonundan 200 pl eklendi.
Karanlik bir alanda oda 1sisinda 30 dakika bekletildi.

Her gukura esit zamanli olarak 100 pl reaksiyon durdurma soliisyonundan

(1.5 N sulfiirik asid) eklendi.

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

okuyucuda sonuglar okundu.

4-Sonuglarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

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

b-Her serum i¢in indeks hesaplandi: indeks=6rneklerin optik dansitesi/esik serumun

optik dansitesi;

indeks: <0.5: negatif
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>0.5: pozitif

indeks olarak degerlendirildi. Sonuglar ardigik 6rneklerde cut off 0.5 olarak kabul
edildi.

c-Testi gegerli saymak igin asagidaki sonuglarin gergeklesip geceklesmedigine
bakildi.

Cut off kontrol(OD): Her kontrol serumun cut off degeri
OD kontrol esik serum 0.3 -0.8 arasinda
Pozitif indeks = OD pozitif kontrol / OD esik kontrol serum > 2

Negatif indeks = OD negatif serum / OD kontrol esik serum < 0.5 olmasi
gerekiyordu.

3. 3. 2.BG testi:
Testin prensibi:

Fungitell test kiti (1—3)-B-D-Glukan seviyesini 6lgen bir testtir. Test kiti iginde
Limulus Amebocyte Lysate (LAL) pathway’in modifiye edilmis formu
bulunmaktadir.

Fungitell reagent igerisindeki LAL; Factor C nin elimine oldugu yolun modifiye

edildigi, (1—3)-B-D-Glukan’in etki ettigi Factor G’nin aktive oldugu yoldur.

(1—3)-B-D-Glukan factor G i aktive eden bir serin proteaz zimogen dir. Aktive olan
faktor G inaktiv proclotting enzimi clotting enzime doniistiirir. Olusan enzimde
kromojenik peptid substrattan pNA1 bolerek 405 nm de absorbansi olan bir

kromofora doniistiirtir.

Fungitell testi ile (1—3)-f-D-Glukan seviyesi ortamdaki optik dansite seviyesinin
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu deger ortamdaki (1—3)-B-D-Glukan

seviyesini gostermektedir.
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Testi uygulama kullanilacak maddeler:
e Fungitell reagent igerisinde liyofilize (1—3)-B-D-Glukana spesifik LAL
e Pirosol diizenleyici buffer (Tris HCI 0.2 M pH 7.4)
e Glukan standart
e RGW (Reagent Grade Water)
e KOH 0.25 M, KCL 1.2M
e glukan free tiipler ve mikroplateler (96 kuyucuklu)

e Pipetler (5-25ul ve 100-1000 pl), pipet stepper (100ul ¢ekebilen) glukan-free

olmali

o Standartlarin hazirlandig1 test tiipleri glukan free 13x100mm boroslikat

camdan olmali

e Okuyucu testin 37C de inkiibe edilebildigi baslica 405 ve 490 dalga
boylarinda okuyan ve en az 2 Absorbans unit aralikta yiikselme bilgisayara

aktarilabilen bir yazilimi olmali
Kullanilacak maddelerin hazirlanmasai:
Standartlarin hazirlanmasi:

e Fungitell test kitinin i¢inde hazir olan Glukan standartin {izerine 100pg/ml
olacak sekilde RGW eklenir. 30sn vortexlendikten sonra 1.standart

e 50 pg/mL i¢in 1.standarttan 500uL alindiktan sonra iizerine 500pL. RGW

eklenip 10 sn vortexlendikten sonra 2.standart

e 25 pg/mL i¢in 2.standarttan 500pL alindiktan sonra iizerine 500uL. RGW

eklenip 10 sn vortexlendikten sonra 3.standart




e 12.5 pg/MI igin 3.standarttan500pL alindiktan sonra lizerine 500pL. RGW

eklenip 10 sn vortexlendikten sonra 4.standart

e 6.25pg/Ml igin 4.standarttan 500pL alindiktan sonra lizerine 500uL RGW

eklenip 10 sn vortexlendikten sonra 5.standart hazirland.

Serum pre-treatment reagent hazirlanir. Alkalin serum pre-treatment solusyon
triple helix glukani single stranded glukana gevirir. Béylece daha aktiv hale doniistir.
Alkalin olmasi da serumdaki serin proteaz ve serin proteaz inhibitorleri inaktive
ederek sirasiyla yanlis pozitif ve yanlis negatifligi engel olur.0.25M KOH ile 1.2M
KCI esit miktarlarda karigtirilarak hazirlanir. Onerilen 900ul’ser miktarlarda

olmasidir.

Testin uygulams sekli:

Oda 1sisinda erimis ve vortexlenmis her hastadan Spl’ser serumlarindan iki
kuyucuga konuldu. Uzerlerine 400 ul KOH ve 400 pl KCL kangimdan elde

edilen serum reagentden 20 pl’ser konuldu.

e Cihaza yiiklenerek Mikroplate 5 sn galkaland1. Daha sonra 10 dakika 37°C’de
plate readerda inkiibe edildi. Bu siire iginde stndartlar ve fungitell reagent

hazirlandi.

e Bir flakon Fungitell reagent 2.8 mL RGW ile ¢oziildii ve 2.8 mL pyrosol
buffer eklenip hazirlandi. Uzeri parafilm ile kaplanip ters diiz edilerek

karistirildi. Vortexlenmedi.
e Sonraki asamada negatif kontroller ve standartlar eklendi.

e Her test i¢in 25 pl 2 kuyucuk negatif kontrol, 5 standart ve her standart igin 3
kuyucuk kullanildi.

e Negatif kontrol olarak RGW kullamldi.

e Sonra hasta serumlar, pozitif ve negatif kontrol ve de standartlar bulunan tiim

kuyucuklara fungitell reagent dan 100 pl eklendi. 5-10 sn kangtirldi.
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e Sonra mikroplateler iizerini kapatmadan 37°C i1sisinda 405nm ile 490nm

arasinda degisen 40 dakika siiren okuma cihazinda okunmasi saglandi.

e Sonuglarin analizi: 40 dakika boyunca tiim degerlerin optikal degisim

degerleri ortalama degerleri hesaplanir.

Testin degerlendirilmesi:

e Test en az 31pg/ml en yiiksek 500pg/ml degerlerinde 6l¢iim yapabilmektedir.
Deger >500pg/ml iken RGW ile tekrar dilue edilip test tekrar edildi.

e Sonuglan degerlendirirken <60pg/mL olanlar negatif
e >80pg/mL olanlarda pozitif olarak kabul edildi.

e 60 ile 79 pg/ml arasinda ise muhtamel bir fungal enfeksiyon olarak kabul
edildi.

Testin kalite kontrolii:

Testin degerlendirmesinde standart egrinin korelasyon kofiensi (r) >0.980 olmalidir.
Ayrica negatif kontrollerin optik dansite degerleri en diisiik standartin %50 sinden

daha diisiik olmalidir. Olmazsa test yeni reagentlarla tekrar edilmelidir.

Orneklerdeki dikkat edilmesi gereken hususlar: Eger 6rnekler renksiz ve bulanik ise
muhtemelen kanin hemoliz olmasi, hastanin lipidemisi olmasi yada bilirubin
degerlerinin ¢ok yiiksek olmasina baglidir. Bu durumda hasta &rnegine RGW

katilarak dilue edilip test tekrarlanmalidir.
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Grafik 1. BG testinde sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan grafik

3. 3. 3. PZR Ile A.fumigatus Arastirilmasi

Hastalarin kan rneklerinden niikleik asit eldesi icin Heliosis DNA izolasyon sistemi
(Metis Biyoteknoloji, Ankara, Tiirkiye) kullanilarak test kiti prosediiriine uygun
cahigildi. Elde edilen DNA’lar 4. fumigatus hedefleri ¢ogaltmak iizere gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu [Real Time PZR (LightCycler-Roche, ABD)]
kullanilarak degerlendirildi.

Niikleik asit izolasyonu:
Ornekler ¢aligmadan 6nce 15-25°C oda sicakligina getirildi.

izolasyon Kit icerigi (Heliosis® DNA Extraction Module (Metis Biyoteknoloji,
Tiirkiye)

e DNA Lysis binding solution
e DNA Precipitation solution
e DNA Washing solution

e DNA Sample diluter
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Kit Disinda Kullanilanlar:

e A214-RBC lysis solution (Heliosis® RBC Lysis Module (Metis
Biyoteknoloji, Tiirkiye)

e Proteinaz K

e Tissue lysis buffer (Heliosis® Tissue Digestion Module (Metis Biyoteknoloji,
Tiirkiye)

FAST START MASTER KiTI (Way2gene All Fungi Niikleik Asit Saptama Kiti)
e Primer ve problarin karigimi
e Standartlar
M MIX:
e lasolusyon: Lightcycler Fast Start Enzyme

e 1b solusyon: Lightcycler Fast Start Reaction Mixt Hyb Probe (Fast Start Taq
DNA Polimeraz, Reaction Buffer dNTP mix with dUTP ya da dTTP,

10mM MgCl,
e 25M MgCl,
° deO

Testte kullanilacak soliisyonlarin hazirlanisi ve ¢alismaya hazirhk:
e 1b solusyonda 60ul alinip 1a iginde karigtirilarak Mix M hazirlandi.

e Primer-prob igine 66 pl, standartlara 40ul PZR-grade su eklendi ve

hazirlandi.
e MgCl,, Proteinaz K, tissue lysis buffer, A214-RBC lysis solution hazirdir.

e Kuru 1s1 blogu 95°C’ye, etiiv 65°C’ye getirildi.
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e izolasyondan once tiim 6rneklere (kan, serum, plazma gibi ) A214-RBC lysis

solution protokolii uygulandi.

A214-RBC lysis solution protokolii:

A214-RBC lysis solution’dan 1.2ml almip 1.5ml’lik ependrof tiipiine
aktarildu.

e EDTA’lI tiipe alinan kan 6rneklerinden 300 pl kan {izerine eklendikten sonra

pipetajla iyice karigtildi (vortexlenmedi). Sonra 5 dakika -20°C’de bekletildi.

e 3 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi. Ust kisim atildi. Eger taze kan
calisildi ise g¢okelek iizerine tekrar RBC lysis solutiondan 1ml eklenip

pipetajla iyice lizis edilir. 5 dakika -20°C de bekletildi.

e 3 dakika 10000 rpm’de santrifijj edildi ve Gst kisim atildi. Kalan cokelek
{istiine 100p1 Tissue Lysis Buffer ve 5pl Proteinaz K eklendi.

e Karisim 65°C’de 2saat etiivde sonra 95°C 1s1 blogunda 10 dakika inkiibe
edildi.

e 1 dakika 10000rpm’de santrifiij edildi ve drneklerin st kistmdan 100p1 alinip

heliosis izolasyon kiti ile izolasyona gegildi.
A101-DNA Ekstraksiyon Protokolii:

e (Cokelek iizerine 400 pul DNA Lysis binding solution eklendi. Pipetle 5-6 kez
kanigtirthip lizis yapildi.

e Kangim 65°C’de 10 dakika’y: takiben +4°C’de 2dk bekletildi. Ependrof
tiipiin kapaklar1 agilmadan spin santrifiij edildi.

e Uzerine 500 ul DNA Precipitation solution eklendi. Yavasga 5-6 kez bir asag1

bir yukari karigtirildi ama vortexlenmedi.

e 15dk 13000rpm’de santrifiij edildi. Ust kisim pipetle tamamen alind1 ve atildi.
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e Uzerine 500 pl DNA Washing solution eklendi.
e 5 dakika 13000rpm’de santrifiij edildi. Ust kisim tamamen alind1 ve atildu.
e 10-15 dk kapaklar agik kurumasi i¢in oda 1sisinda birakildu.

e Sonra tiiplerin herbirine 100 pl DNA sample diluter eklendi. 65°C’de 10
dakika bekletildi. Spin santrifiij edildi. Kullanmadan once iyice pipetaj
yaparak DNA elde edildi.

e Elde edilmis DNA 1hafta i¢inde kullanilacaksa +4°C’de saklandi. Daha uzun
stire kullanilmayacaksa -20°C’ye kaldirildi.

Fast Start Master Kiti
M Mix:
e lasolusyon: Lightcycler Fast Start Enzyme

e 1b solusyon: Lightcycler Fast Start Reaction Mixt Hyb Probe (Fast Start Taq
DNA Polimeraz, Reaction Buffer ANTP mix with dUTP ya da dTTP, 10mM
MgCl,)

e 25M MgCl,

dH,O PZR-grade

A. fumigatus PZR Kiti
e Forward primer 20uM stok
e Reverse primer 20uM stok
e Prob Fc 20uM stok
e Prob Lc 20uM stok

C. albicans PZR Kiti
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e Forward primer 20uM stok
e Reverse primer 20uM stok
e Prob Fc 20uM stok
e Prob Lc 20uM stok

C.albicans ve A. fumigatus Real Time Testinde kullamilacak soliisyonun

hazirlanis1 ve ¢alismaya hazirhk:
e 1b soliisyonundan 60ul alinip 1a iginde karigtirilarak Mix M hazirlandi.

e Her iki primerde stok 20uM konsantrasyonundan 5pM konsantrasyonuna

seyreltildi.
e Problar 2 uM dH;O0 ile sulandirildu.
e Numunelerin izolasyonlari tamamlandi.
DNA Amplifikasyonu

Hasta kanlarindan DNA izole edildikten sonra A.fumigatus rtPZR ve C.albicans
rtPZR g¢aligildi.

A.fumigatus DNA amplifikasyon karisimi:
-3,4 pL ----dH,0O

-1.6 pL----Mg

- 2 pL-----F primer

-2 pL------ R primer
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C.albicans DNA amplifikasyon karigimi
-3,4 pL ----dH,0O

-1.6 pL----Mg

- 2 pL-----Forward primer

-2 pL------ Reverse primer

Testin uygulanmasi

1. Amplifikasyon asamasi 6nceden %10’lik hipokloridli su ile silinmis ve

ultraviyole 1131 ile sterilize edilmis laminer akim igerisinde c¢aligild.

Amplifikasyon i¢in kullanilacak M mix igin Lightcycler Fast Start Reaction

Mixt Hyb Probe dan 60 pL alip 1 Lightcycler Fast Start Enzyme i¢ine konup

karistirildi. Hazirlanan M mix iizerine Forward primer, Reverse primer FL

prob, LC prob , MgCl, , ve distile su ¢alismada hasta sayisina uygun

miktarlarda eklenerek PZR amplifikasyon karigimi hazirland. Omek sayisi,

pozitif ve negatif kontrol sayisi kadar PZR amplifikasyon karigimi tek

ependorf tiipiine hazirland1 ve kapillere 15 puL dagitildi.

2. Standartlar, negatif kontrol ve hasta 6rneklerinden elde edilmis DNA

izolatlarindan 5’er pL kapillere dagitildi.

3. Lightcycler version 3.5 Roche PZR cihazina yerlestirildi.
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4. Omeklerdeki niikleik asit ‘light cycler’ cihazinda asagidaki sikluslar
uygulanarak ¢ogaltildi.

95°C’de........ 10.00 dakika —* Denatiirasyon 1 siklus

95°C’de ........ 10 saniye )
58°C’de........ 15 saniye \ (Amplifikasyon 45 siklus
72°Cde........ 18 saniye
J
95°Cde........ 20 saniye
40°C’de......... 20 saniye Melting 1 siklus
85°C’de.........00 saniye
40C’de.......... 30 saniye S Cooling 1 siklus

Olusan floresan egrileri LightCycler software version 4 ile degerlendirildi. Floresan
egri 6 tane 10, 102, 10° , 104, 105, 10° titrelerindeki standartlara gore ¢izildi. Negatif

kontrol olarak su kullanilirken pozitif kontrol kullanilmadi.
Kalite kontrolii:

Tm 65.5 -75.5 arasinda olmalidir

2. 4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Nitel veriler %100 olarak tammlandi. Tani kriteri igin duyarlilk ve ozgiillik
hesaplandi. Testler arasindaki istatistiksel farkhliga McNemar testi kullanilarak
bakildi. Testler arasindaki uyuma ise kappa katsayisi hesaplanarak bakildi.
Anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alindu.

47




4 BULGULAR

HASTA GRUBUNUN DEMOGRAFIK BULGULARI:

Caligmaya alinan IM hastaligi olarak siniflandirilan 52 hastann 12(%23)’si kadin,
40(%77)’i erkek hastadir. Bu hastalarin yas ortalamasi ise 46.7° dir. IM hastahigi
diisiiniilen 52 hastada en sik goriilen alt hastalik sirasiyla 16(%30)AML,
7(%13)ALL, 5(%57) Lenfomadir. Kontrol hastasinin ise 18(%48)’i erkek ve
19(%52)’u kadin hastadan olugmaktadir. Bu hastalarin yas ortalamasi 51.2 dir.
Kontrol hastalarinda 10(%27) solid organ kanseri, ve 7(%18) AML hastalif: tespit
edilmistir. Hastalarin ve kontrol grubunun servislere gére dagilimi Tablo 6’da

go6sterilmektedir.

Tablo 6. Hastalarin servislere gore dagilimi

SERVIS HASTA KONTROL
Hematoloji 28 24
Enfeksiyon hastahklann | 4 1

GHS* 6 5

DYBU* 10 4

GCYB* 3 2

Nefroloji 1 1

TOPLAM 52 37

* Gogiis Hastaliklar Servisi (GHS), Dahiliye Yogun Bakim Unitesi (DYBU), Genel Cerrahi Yogun
Bakim (GCYB)
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Tablo 7. Hastalarin klinik siniflandirilmasi, alt hastaliklar: ve laboratuvar
bulgular
Hasta bilgileri Kesin Yiiksek | Diisiik Kontrol grubu
hasta olasihikl | olasihikh
Cinsiyet(E/K) 8/5 10/0 2217 18/19
Hasta sayis1 13 10 29 37
Alt hastaliklan
AML(Akut myeloid 1 4 11 7
16semi)
Akut Lenfoblastik 4 1 2 3
Losemi(ALL)
LENFOMA 1 1 3 3
Solid organ CA 1 1 2 10
Aspergilloz 2 2 2 -
Wegener,Multipl 1 - 2 1 g
Myelom,
Diger alt hastahiklar 3 1 7 13
Kemoterapi 4 8 15 -
KIT iinitesi 1 2 4 -
Steroid tedavisi 1 - 10 -
BG pozitif hasta 13 6 23 8
GM pozitif hasta 5 5 14 3
Kiiltiir pozitif hasta 13 10 8 -
Candida albicans PCR | 4 - - 7
Pozitif hasta
Aspergillus Fumigatus | 2 5 6 5
PCR
Pozitif hasta
*Digeralt hastaliklar;(kronik obstruktiif hastaligi,Hepatit B,Pnomoni,HIV,Diabet )
*Kemik iligi Transplantasyonu(KiT)
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KLINIK SINIFLANDIRMA

IM hastalig1 olan 52 hasta EORTC ’ye gore smiflandirildi. Bu siniflandirmaya gére
10 hasta kesin IK 42 hasta IA (3 kesin +10 yiksek olasiikli+ 29 disiik
olasilikl)olarak siiflandirildi. Hastalarin klinik simiflandirilmast alt hastaliklan ve

laboratuvar bulgular1 Tablo 7°de gdsterilmistir.
Kesin Hastalar

Konak faktoriin yamisira 5 hastada kan kiiltiiriinde, 5 hastada ise doku kiiltiiriinde
Candida iiremesi, 3 hastada ise doku kiiltiiriinde Aspergillus iliremesi saptanmisgtir.
Bu hastalardan tiimii antifungal tedavi almaktaydi. Bu hastalarin radyolojik ve

mikrobiyolojik laboratuvar bulgular1 Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Kesin hastalarin radyolojik ve mikrobiyolojik laboratuvar bulgular

Kesin KULTUR BG GM |[CT ANTIFUNGAL
Hastalar '

1 Dokw/C.glabrata 214 0.28 1] +
'/ DokuC.albicans >523 0.66 %) +
3 Doku/C.glabrata 117 0.18 1% +
4 Doku/C.tropicalis 89 0.22 %] +
5 Dokuw/ C albicans >523 2.61 %] +
6 Kan/ C albicans 486 0.24 (%) +
7 Kan/ C albicans 84 0.17 %) +
8 Kan/ C albicans 98 0.14 0] +
9 Kan/ C albicans >523 0.11 %] *
10 Kan/C.pelliculosa >523 0.19 %] £y
11 Doku/A. fumigatus 156 2.3 Dens alanlar +
12 Doku/A. funuigatus 93 3.39 | Fokal +

lezyonlar
13 Doku/A.fumigatus 523 1.09 Halo +

BG: Beta Glukan GM: Galaktomannan CT: Computed Tomography
Yiiksek Olasihikh Hastalar

Yiiksek olasilikli hastalarda konak faktér yaminda mikrobiyolojik bulgu olarak
Aspergillus susunun BAL ya da balgamda iremesi, radyolojik bulgu olarak ise halo,
kavite , hava-hilal belirtisi ve dens alanlar alinmugtir. Bu bulgulara gére 10 hasta

yiiksek olasilikli IA olarak simflandirlmistir. Yiksek olasilikli hastalarin %70’1
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antifungal tedavi almaktaydi. Yiiksek olasihkli hastalarin  radyolojik ve

mikrobiyolojik laboratuvar bulgular: tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Yiiksek olasiikli hastalarin radyolojik ve mikrobiyolojik laboratuvar

bulgular
Yiiksek KULTUR BG GM CT ANTIFUNG
olasihiklh AL
1 BAL/ A.fumigatus =>523 0.6 Kavite -
2 BAL/A.fumigatus <7 0.8 Halo
3 BAL/ A.fumigatus 117 0.65 Kavite -
4 BAL/A.fumigatus >523 0.21 Kavite +
5 BAL/A.fumigatus <7 0.55 Halo +
6 BAL/A.fumigatus 62 0.23 Halo +
1 Balgam/A.fumigatus | 186 0.24 Halo +
8 Balgam/A.fumigatus | 46 0,4 Hava hilal +
9 Balgam/ A.fumigatus | 141 0.81 Dens alanlar | -
10 Balgam/A.fumigatus | 64 0.26 Dens alanlar

BG: Beta Glukan GM: Galaktomannan CT: Computed Tomography

Diisiik Olasilikli hastalar

Konak faktoriin yaninda klinik kriterle desteklenmis bulgularla siniflandinlmistir. Bu
hastalardan klinik kriterlerden radyolojik bulgularin yam sira biri hastada
trekeabronsial iilserasyon, ii¢ hastada sinonazal enfeksiyon bulgusu saptanmistir.
Diisiik olsilikli hastalarin radyolojik ve mikrobiyolojik laboratuvar bulgular tablo
10’da gosterilmistir.

51



Tablo10. Diisiik olasihkli hastalarin radyolojik ve mikrobiyolojik laboratuvar

bulgular
NO | KULTUR BG GM | CT ANTIFUNGAL
1 BAL/ O <7 4.07 Dense alan -
2 BAL/ @ 285 0.67 Dense alan -
3 Balgam 412 0.23 Kavite -
4 Balgam/ 4.fumigatus 127 0.27 Kavite +
5 Plevral mai/ @ 84 0.55 Halo -
6 BAL/ @ 91 0.28 Kavite +
7 BAL/ © 198 0.28 Kavite +
8 BAL/ @ 96 1.7 Hava hilal -
9 Balgam 95 0.21 Dens alan -
10 | BAL/ 4.fumigatus 163 0.24 Dense alan
11 |BAL/©O 134 0.23 Dens alan -
12 |BAL/O 90 0.26 Hava hilal -
13 |BAL/ @O 80 0.32 Dens alan -
14 | Plevral mai/ @ 65 0.11 Halo +
15 | Balgam/© 131 0.17 Dens alan -
16 | Balgam / A.fumigatus 100 0.26 Kavite -
17 | Balgam A.fumigatus 62 0.74 Dens -
18 | Balgam/©O 136 0.59 Dens -
19 | Balgam @ 104 0.55 Hava hilal -
20 | Balgam © 98 0.55 Dens +
21 | Balgam @ 439 .22 Densealan -
22 | Balgam /9@ 7 0.61 Kavite -
23 | Balgam /4.fumigatus 233 0.22 Dens -
24 | Balgam/ @ 313 0.65 Dens -
25 | Balgam /0 >523 0.26 Dense alan -
26 | Balgam /O >7 0.45 Kavite +
27 | Balgam /4.fumigatus >523 0.21 Dens -
28 | Balgam /4.fumigatus >523 0.26 Dens -
29 | BAL/ A.fumigatus 103 0.24 Dens -

BG: Beta Glukan GM: Galaktomannan CT: Computed Tomography

HASTALARIN KULTUR SONUCLARI

Mantar enfeksiyonu diistiniilen 52 hasta ve 37 kontrol hasta 6rneginden kiiltir
yapildi. Bu orneklerin 31(%60)’inde kiiltiir sonucunda tireme goriildii. Uremelerin
10(%32)’u Candida ve 21(%68) ‘i ise Aspergillus tiriine aitdir. Kontrol hastalarinin
orneklerinden yapilan kiiltiirde iireme saptanmamustir. Kiltlirde tireyen mantarlarin

klinik 6rneklere gore dagilimi tablo 11 de gosterilmistir.
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Tablo 11. Hastalarin klinik érneklerinde iireyen Candida veAspergillus’ tiirleri

Ornek(hasta sayis1) Mantar(say1)

Doku(5) C.albicans(2),C.glabrata(2),C.tropicalis(1)
Kan(5) C.albicans(4),C.pelliculosa(1)

BAL(8) A.fumigatus(8)

Balgam(10) A.fumigatus(10)

Doku(3) A.fumigatus(3)

IM HASTALIGI BG TEST SONUCLARI

IM hastalig1 olarak simflandirmis oldugumuz 52 hastanin serum orneklerinden
haftada iki kez BG testi ¢alisildi. Kontrol hastalarinda cut —off 80pg/ml alimiginda 8
hastada pozitiflik saptandi. Bu hastalardan bir hasta diyaliz hastasiyken iki hasta

piperasilin tazobactam (P1p-tazo) kullanmaktaydi.

Tabloda BG testinin (cut —off 80 pg/ml) duyarlilik , 6zgiillik PPD, NPD degerleri
sirasiyla  hastalarin klinik siiflandirilmasina gore verilmistir. Testin kappa degeri
0.58’dir. BG testinin klinik dagilima gore istatistik degerleri tablo 12’de

gOsterilmisgtir.

Tablo 12. BG testinin klinik dagihma gore istatistik degerleri

BG(pg/ml) | Kesin Kesin+Yiiksek Kesin+Yiiksek+Diisiik
olasihikh olasihklh
Duyarlilik %100 %78 %80
Ozgiilliik %77 %77 %77
PPD %061 %69 %384
NPD %100 %84 %73
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IM HASTALIGI BG CUT-OFF SONUCLARI
IM olarak smiflandirdigimiz hastalarin cut —off degerlerine goére duyarlilik ve

ozgiilliik sonuglari tablo 13°de  belirtilmistir.

Tablo 13. BG testinin cut-off degerlerine gore duyarhhk ve 6zgiilliik degerleri

BG(pg/ml) Duyarhhk Ozgiilliik
>62 %84 %75
>84 %78 %77
>90 %71 %83
>104 %53 %86

IA GAKLAKTOMANNAN TEST SONUCLARI

GM testi 10 giinden fazla notropenisi (<500 notrofil) devam eden 42 IA hastanin
serum Orneginden haftada iki kez g¢aligildi. Kiiltiir ile es zamanli alman serum
srnekleri ve kontrol grubunu olusturan hastalarin serum 6rneginden test caligildi. GM
testinde [A olarak simiflandirdigimiz hastalarin serumlarinda cut -off 0.5ng/ml
aldigimizda kesin hastalarin tiimiinde, yiiksek olasilikli hastalarin %60’inda disiik
olasilikli hastalarin %65’inde pozitiflik saptandi. Kontrol hastalarindaki GM serum
degerlerinden ( cut -off 0.5ng/ml) 5 hastada pozitiflik saptandi. Bu hastalarin ikisi

sefalosporin tedavisi aldi.

Testin, duyarliligi, 6zgiilliigii, PPD, NPD degeri sirastyla (cut-off 0.5ng/ml) %47,
%89, %83, %60’dir. Testin kappa degeri 0.38’dir

IA GAKLAKTOMANNAN CUT-OFF SONUCLARI

IA diisiiniilen hastalarin serumunda galiglan GM testinin cut -off degerlerine
duyarlilik ve 6zgiilliikleri tablo 14°de belirtilmistir. Testin cut-off degeri yiikseldikge
duyarlilik diiserken 6zgiilliigii yiikselmektedir.

IA ‘lu hastalarda GM testinin ROC egrisinde duyarliligt ve ozgilligi
degerlendirdigimizde en iyi cut-off >0.5ng/ml oldugu goriildu. (Grafik2)
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Tablo 14. GM testinin cut-off degerlerine gore duyarhlik ve 6zgiilliik degerleri

GM cut-off(ng/ml) | Duyarhilik Ozgiilliik
>0.22 %88 %59
>0.3 %54 %78
>0.5 %47 %89
>0.55 %35 %91
>0.6 %30 %94
>0.7 %19 %94
Gal.
1
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Grafik 2. GM cut-off degerinin ROC (Receiver Operating Characteric) egrisi
gOsterilmigtir.
IA BG SONUCLARI
JIA olarak siniflandirdigimiz 10 giinden fazla nétropenisi (<500 nétrofil) devam
hastalarin serumlarindan haftada iki kez BG testi galisildi. Cut-off 80 pg/ml
alindiginda kesin hastalarin hepsinde, yiiksek olasilikli hastalarin %50’sinde diisiik
olasilikli hastalarin %86’sinda pozitiflik saptanmigtir. Testin duyarlilik, 6zgiillik,
PPD, NPD degeri ( Cut-off 80 pg/ml) sirasiyla %78,%78, %80, %76 bulunmustur.
Testin kappa degeri 0.56°dur. T
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IA BG CUT-OFF SONUCLARI

IA olarak simiflandirdigimiz hastalarin cut —off degerlerine gore duyarliik ve
ozgiillik sonuglar1 tablol5 de belirtilmistir. IA hastalarinda BG testinin ROC

egrisine gore duyarlilik ve 6zgiilliigii degerlendirdigimizde en iyi cut —off>62 olarak

belirlendi. (Grafik 3)

Tablo 15. IA hastalarda BG testinin cut-off degerlerine gore duyarhhik ve

ozgiilliik degerleri

BG(pg/ml) Duyarhhik Ozgiilliik
>62 %380 %75
>69 %76 %78
>84 %71 %78
>96 %59 %86
>118 %47 %89
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Grafik 3. BG cut-off degerinin ROC egrisi gosterilmistir.

ASPERGILLUS PZR SONUCLARI;

iA siuflandirmis oldugumuz hastalarin serumlarindan 4. fumigatus ttPZR caligildi.
Kesin hastalardan ikisinin serumda, yiiksek olasilikli hastalarin ~ %50’si,disiik
olasilikli hastalardan %20’sinde pozitiflik saptandi. Testin duyarhilig1, 6zgilligd,
PPD, NPD’i sirasiyla %30, %86, %72, %52 bulunmustur. Kontrol hastalarimizda 5
yalanci pozitiflik saptanmistir. Bunlarin kiiltiirlerinde tireme  tespit edilmedi. Testin

kappa degeri 0.16 bulundu.
IA BG & GM TESTLERININ KARSILASTIRILMASI i

IA olarak siniflandirdigimiz 42 hastanin es zamanh ¢alisilan GM (cut-off 0.5) ve BG
(cut —off 80 pg/ml) testler birlikte degerlendirildiginde duyarlilik, dzgilliik, PPD,

7



NPD sirasi ile %83, %72, %77,%79.BG ve GM testinin beraber degerlendirildiginde
GM testin duyarlilig1 yiikselmistir. GM bulgular1 ile BG bulgular kargilagtinldiginda
istatistiksel ac¢idan fark vardi (p<0,05).

Tablo 16. IA hastalarin 6rneklerinde GM bulgular1 ile BG bulgulan

karsilastirilmasi

GM SER | POZITIF NEGATIF |P
BG
SER ]
POZITIF 18(%42) 15(%35)

P<0.05

NEGATIF 4(%9,5) 5(%]11)
SER:SERUM

IA BG& PZR TESTLERININ KARSILASTIRILMASI

IA olarak simiflandirdigimiz 42 hastanin es zamanh g¢alisilan BG (cut —off 80 pg/ml)
ve Aspergillus fumigatus ttPZR testleri birlikte degerlendirildiginde testin duyarlilik,
ozgiillik, PPD, NPD sirasi ile %85,%78,%81,%82’dir. BG bulgular ile PZR
bulgulan karsilastinldiginda istatistiksel agidan fark vardi ( p<0,05)

Tablo 17.1A hastalarin 6rneklerinde BG ve rtPZR bulgular: karsilagtirilmasi

PCRSER | POZITIF NEGATIF |P
BG
SER _
POZITIF 11(%26) 22(%52)
P<0.05
NEGATIF 2(%5) 7(%17)
SER:SERUM

IA GM& PCR TESTLERININ KARSILASTIRILMASI

IA olarak siniflandirdifimiz 42 hastanin es zamanli ¢alisilan GM (cut-off 0.5) ve
Aspergillus fumigatus tPZR testleri birlikte degerlendirildiginde testin duyarlilik,
ozgiillik, PPD, NPD sirasi ile %69, %72, %78, %61’ dir. GM bulgular1 ile PZR
bulgulan karsilastinldiginda istatistiksel agidan fark vardi( p<0,05)
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Tablo 18. A hastalarin 6rneklerinde GM ve PZR bulgulan kargilagtiriimasi

PCRSER | POZITIF NEGATIF |P
GM
SER
POZITIF 6(%14) 16(%38)
P<0.05
NEGATIF 8(%19) 13(%30)
SER: SERUM

IA GM, BG PCR TESTLERININ KARSILASTIRILMASI

IA olarak simiflandirdigimiz 42 hastanin es zamanl ¢alisilan GM (cut-off 0.5) ve
Aspergillus fumigatus ttPZR ve BG testleri birlikte degerlendirildiginde testin
duyarlilik, 6zgiilliikk, PPD, NPD sirasi ile %92, %86; %73, %89 idi.

CANDIDA PZR SONUCLARI;

IC olarak siniflandirmis oldugumuz hastalarin serumlarinda C.albicans rtPZR
calisildi. Kesin hasta olarak siniflandirmug oldugumuz hastalarin 4 hastanin
serumunda pozitiflik saptandi. Bu hastalarin kan kiiltiirlerinde C.albicans iremesi
tespit edildi ve konvansiyonel testlerle tiir tayini yapildi. Testin  duyarliligs,

zgiilliigii, PPD, NPD’i sirasiyla %44, %81, %36, %85 bulunmugtur.
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5. TARTISMA

IME hematolojik malignitesi olan immiinstipresif pek ¢ok hastada tespit edilen en
onemli mortalite ve morbidite sebebidir (1). Bunun sebebi hematolojik malignitesi
olan hastalarin tedavisinde kullanilan sitotoksik kemoterapi ajanlari, hemopoetik
stem cell transplantasyonu, kortikosteroid, siklosporin ve immiinsiipresif ajan

kullaniminin firsatgr mantar enfeksiyonuna yol agmasidir (136) .

IM enfeksiyonlarinda en sik etken Candida tiirleri iken son yillarda, Aspergillus
tiirlerinin goriilme sikliginin  da arttig1 bildirilmistir (1). Candida tiirlerinin etken
oldugu mantar enfeksiyonlarinun yarisindan fazlasinda C. albicans izole edilirken
non- albicans tiirlerinde de artisin goriildiglint rapor eden ¢aligmalar bulunmaktadir
(137). Kiiflerin etken oldugu mantar enfeksiyonlarda en sik etken Aspergillus
tirleridir. Fusarium, Scedosporium, Penicillium, Zygomycetes tiirlerinde de artis
gozlendigi epidemiyolojik g¢aligmalarla bildirilmistir  (138) . Aspergillus tiirleri
icinde en sik izole edilen tiir ise  A.fumigatus’ dur. Son donemlerde A.terreus
tiirlerinin izolasyonunda da  artis gozlendigi bildirilmistir (139). Bu galigmada IM
enfeksiyonlu hastalarin klinik 6rneginin kiiltiiriinden en sik 4spergillus daha sonra

Candida tiirii izole edildi. Candida tiirii iginde ise en sik C.albicans tiirli tanimland.

Hematolojik malignitesi olan hastalarda mantar enfeksiyonu gelisme sikligi  ve
bu hastalarda goriilen alt hastaliklar1 hakkinda pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Pagano

ve ark. (140) mantar enfeksiyonu gelisen hastalarda en sik altta yatan hastalifin %12
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AML, %6.5 ALL oldugunu bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada ise , 249
kandidemili olguda en sik altta yatan hastaligin %69 ALL, %19 lenfoma ,%9
siklikla MM oldugu bildirilmistir (7). Bunlarin disinda literatiirde hafif yada
minimal immiin yetmezlik (DM, reaktif tiiberkiiloz, diisiik doz steroid kullanimi vb.)
ve hatta bagisiklig: yeterli kisilerde bile sistemik mantar enfeksiyonu tanimlanmigtir
(141). Bu caligmada en sik alt hastalik AML iken ikinci siklikta ALL daha sonra
solid organ kanserleri, DM, KOAH oldugu belirlendi.

M enfeksiyonunda agiklanamayan ates, akciger tutulumu, oral kandidoz, mukozit,
hepatosplenik kandidoz, intraserebral lezyonlar goriilebilir (142). IA hastalarda
%80-%90 oraninda akciger tutulumuyla kendini gosterirken baska klinik formlarla
da karsimiza gikmaktadir (67). iM enfeksiyonlarinda erken tam ne kadar hizh
olursa bu hastaliklara bagli mortalite oran1 azalmaktadir. Almirante ve ark. (143)
yaptiklar bir ¢alismada Candida enfeksiyonlarina bagli mortalite oram1 %44 olarak
bildirirken , Pagano ve ark. (140) iA bagli mortalite oramini AML ‘li hastalarda da
%80’e kadar degisen miktarda bildirmiglerdir.

Yiiksek mortalite oranin gorilmesine  bagh olarak mantar enfeksiyonlarinin
tanusinda yeni yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Giiniimiizde pek ¢ok yeni yontem
giindeme gelirken direkt mikroskobik inceleme ve kiiltir vazgegilmez
konvansiyenel yontemlerdir. Bu yontemler icin alinacak Ornekler invaziv iglem
gerektiren biyopsi ve steril viicut sivilaridir.  Ancak hastalarin  hematolojik
problemleri ile birlikte koagulasyon bozukluklarinin olmasi invaziv islemleri
zorlastirir. Bu hastalar balgam gibi invaziv islem gerektirmeyen ornekleri bile
verememektedirler. Direkt mikroskobik incelemenin duyarliligi az olmakla birlikte
hizli ve ucuz olmasi en onemli avantajidir. Mantar elemanlarinin bazi hasta
orneklerinde goriilmesi patognomik olup direkt taniy koydurabilir (144). Kiiltiir
yontemlerinden en onemlisi kan kiiltiirleridir. Yapilan bir aragtirmada kandidoz
enfeksiyonlarinda kan kiiltiirlerinin duyarlilig: %50 oldugu bulunmustur (145). Kif
mantarlarindan Aspergillus tiirlerinin kan kiiltiirtinde {iremesinin saptanmasi gugtir.
A olgularmin ¢ogunda kan kiiltiirlinde lireme goriilmez. Ureme olsa bile klinik
siniflandirmada degerlendirmeye alinmamustir  (65). Klinik siniflandirmada Snemi

olan sistemik Fusarium enfeksiyonlarinda kan Xkiiltiirinde tireme %040 oraninda
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goriildiigii bildirilmistir (146). Yapilan pek ¢ok calismada ,balgam ve BAL
orneklerinin kiiltiiriiniin 6zellikle Aspergillus enfeksiyonlarinda klinik ve radyolojik
bulgularla birlestilmesi gerektigi bildirilmistir (147). Kiiltiir de {ireyen Aspergillus
tiirlerinin tanimlanmas: antifungal kullaniminda amfoterisin B’ye dogal direngli 4.
terreus ve A. nidulans gibi suslar i¢in son derece 6nemlidir. Bununla birlikte kiiltiir
yOnteminin yavas ve daha az duyarli olmas: dezavantajidir. Ayrica kiiltiirde patojen
tiirlerin 37°C’de saprofit tiirlere gore daha hizli (24-48 saat iginde) iiredigi de
unutulmamalidir (148). Non-notropenik hastalarda bes yillik yapilan bir ¢aligmada
BAL 6megi kiiltiiriinde Candida tiirlerinin tiremesi antifungal terapiye baslanmasi
icin yeterli olmadifini ve klinik taninin histolojik ve mikrobiyolojik bulgularla
desteklenmesi gerektigi kanatine varilmigtir. (149). Bu c¢alismada sistemik mantar
enfeksiyonu olarak siniflandirilan 52 hastanin klinik &rneklerinin  kiiltiiriinde
%60’1inde mantar iiremesi saptandi. Uremelerin %32’u Candida ve %68 ‘i ise
Aspergillus tiirline aittir. BAL, balgam , endotrekeal aspirat, doku ve kan

o6rneklerinin kiiltiiriinde iireme oldu.

Bu kadar mortal seyreden bir hastalik olmasina ragmen klinik radyolojik bulgularin
spesifik olmamasi ve laboratuvarda kullanilan kiiltiir ve mikroskobi gibi konvansiyel
yontemlerinin duyarlilifinin diigiik olmasi erken tamidaki yasanan en &nemli
problemlerdir (67). Son zamanlarda konvansiyenel yontemlerle birlikte daha kolay,
daha hizli ve daha erken sonug verebilecek serolojik ve molekiiler yontemler
kullanmilmaya baglanmistir (150). Kiiltiir disindaki bu tami yontemlerinden en ¢ok
kullanilan ve FDA (Food and Drug Administration, USA) tarafindan 2003 yilinda
onaylanmis olan, Aspergillus tiirine 6zgiil GM antijeninin ELISA ile gosterildigi,
Platelia Aspergillus (Bio-Rad, Marnes La-Coquette, Fransa) testidir  (65) .GM
antijen varhigi serum, BAL, plevral mayi, BOS ve akciger dokusu gibi pek ¢ok drnek

kullanilarak arastirilabilir (151).

Yapilan bir meteanaliz ¢alismasinda GM testinin cut-off degerlerinin yliksek alindig:

durumlarda duyarliligin diisiirek 6zgiilliigtin yiikseldigi bildirilmistir (110).

Son yillarda GM testi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilirken 6zellikle notropenik atesli
hasta gruplarinda galaktomannan cut off degerinin yliksek degerler yerine diigiik
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degerlerin alinmasi &nerilmektedir (152). Bu oneriler dogrultusunda firetici firma
(Platelia Aspergillus; Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France) ve

FDA onerisi ardisik rneklerde cut -off 0.5 ng/ml olarak belirlenmigtir (109).

Bu calismada , IA olarak tanimlanan hastalarin GM testi degerlendirilirken iretici
firmanin onerisi dogrultusunda cut-off degeri 0.5 ng/ml olarak alind1.Cut off degeri
yiikseldik¢e duyarlilik oram diigerken testin 6zgiilliik oranin yiikseldigi tespit edildi.

Immiinsiipresif hastalarda GM testinin etkinligini aragtirmak amaciyla yapilan
metaanaliz ¢alismalarinin birinde (cut -off degeri 0.5 ng/ml ) testin duyarliligs %78

ve 6zgiilliigii %81 olarak bildirilmigtir (110).

Prospektif bir galisgmada GM testinin((cut-off 0.5ng/ml) duyarliigi ve 6zgilligu ,
sirastyla %33.3, %98.6 olarak bildirilmistir (154).

Benzer bir ¢alismada Téanase ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢aligmada serum GM
testinin (cut- off 0.5ng/ml) duyarhiligi ve ozgilligi PPD, NPD sirasiyla %85,
%91,%46, %99 olarak bildirilmistir (155).

Bu calismada 42 IA olan hastanin serum Srneginden GM testi galisildi ve testin
duyarlihigy, 6zgiilliigii, PPD, NPD degeri sirasiyla(cut-off 0.5ng/ml) %47, %89,
%83, %60 olarak belirlendi.

Bu hastalarda mantar kolonizasyonunun sistemik enfeksiyondan ayirt edilmesi gii¢
olmakla birlikte kolonizasyonun hizla enfeksiyona doniigebilecegi ve viicuda
yayillma egilimi gosterebilecegi dikkate alinarak risk altindaki hastalarin serum
orneklerinde haftada iki kez antijen aranmasi onerilmektedir (79). GM testi tanida
kullanildig1 gibi dolasimdaki GM konsantrasyonu fungal doku hasan ile uyumlu

oldugu i¢in tedaviye cevabin izlenmesinde de kullamlabilir (153).

GM testinin serum ¢alismalarinin yanisira BAL 6rnegi ile yapilan g¢alismalarda
bulunmaktadir. Hematolojik maligniteli hastalarin BAL omekleri ile yapilan bir
calismada ( cut —off 1.1 ng/ml) duyarlilik %100 ozgiilliik ise %98.1 olarak
bildirilmistir (156). Yogun bakim hastalarinda yapilan bir ¢aligmada IA olan

hastalarin BAL ve serum orneklerinin( cut- off 0.5 ng/ml) karsilastirmasinda BAL
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6rneginin GM degerlerinin serum Srneklerine gére duyarliliginin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (157). Bununla birlikte hematolojik maligniteli hastalarda genellikle
aldiklar tedavilere bagli olarak nétropeni gelisebildigi i¢in BAL 6rneklerini elde
etmek giictiir.

Racil ve ark. (158)IA olan hastalarin serum ve BAL &rneklerinde yaptigi bir
calismada diger galismalarin aksine GM  BAL  degerlerinde orta derecede
duyarhilik bildirilirken yiiksek derecede &zgiillik ve pozitif prediktif deger
bildirmislerdir. Aym zamanda BAL galaktomannan degerlerinin ndtropeni ve

antifungal tedaviden etkilenecegi bildirilmistir.

Testin yalanci pozitifligi de dnemli sorun teskil etmektedir. Bu sorun daha g¢ok
subklinik enfeksiyon, gastrointestinal bslgede kolonizasyon, antifungal tedaviler ve
ozellikle yenidogan ve siit g¢ocuklarindaki beslenmeyle iliskilendirilmektedir.
Yapilan pek ¢ok g¢alismanin sonucunda yalanci pozitiflik orami disiiniilerek GM
testinin seri drneklerle calisilabilecegi bildirilmektedir (159). Yenidogan ¢ocuklarin
bagirsaklarinda bulunanan L.bifidobacterium ‘un lipoteikoik asit yapisinin Platelia
EIA “da kullanilan monoklonal antikor molekiiler benzerliginden dolay: pediatrik
hastalarda GM testi yanlis pozitifliklere yol agabilmektedir (160).Bununla birlikte
IM mantar hastalig1 diisiiniilen hastalarin beta laktam antibiyotik kullanimi ve testte
kullanilan sigan monoklonal EB-A2 antikoru ile gesitli kiiflerin ¢apraz reaksiyona
girmesi yalanci pozitifliklere neden olmaktadir (161,162). Bu ¢alismada, kontrol
hastalarinda ¢alisilan GM testinde 5 hastanin serumunda (cut-off 0.5ng/ml) pozitiflik

saptand1. Bu hastalardan ikisi sefalosporin tedavisi almaktayd.

Diger bir serolojik test ise Zygomycetes ve Cryptococcus tiirleri digindaki kiif ve
maya mantarlarinin hiicre duvarinda bulunan komponenti saptayan BG testidir (50).
BG testinin temeli denizde yasayan Horseshoe crab olarak bilinen bir canlidan izole
edilen faktor G ile beta glukamn kimyasal etkilesimine dayanmaktadir (163). BG
testi ile yapilan bir metaanaliz galigmasinda 594 kesin ya da yiiksek olasilikli
hastanin serumunda BG ¢alisilmis ve cut-off 80 pg/ml alindiginda testin duyarlilig:
%76, 6zgiilliigii %85 olarak bildirilmigtir (164). Transplant hastalarinda yapilan bir

calismada ise 14 kesin ve yiiksek olasilikli hastanin serumlarinda BG testinin cut-off
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degeri 60 pg/ml alindiginda ise duyarlilik %64, 6zgiillik %9, PPD%14, NPD %50
olarak bildirilmistir (165).

Odabas: ve ark (116) IM hastalig1 olan 30 hastanin serum Orneklerinden galigilan
BG testini degerlendirerek  her hastanin en az bir serum drneginde klinik tanidan
on giin 6nce testin poziflestigini bildirmislerdir. Ayrica testin NPD %100, dzgiilligi
tek ornekte %96, ardisik 6rnekte ise %100 bulunmustu.

Lamoth ve arkadaslari(166) iigiinci Avrupa Losemi enfeksiyonlart konferansinda 414 M
enfeksiyonlu (215 kesin yada yiiksek olasiliklhastalarin ardisik serumunda calistiklar1 BG testinin
duyarlilik, ozgiillik, PPD, NPD sirasiyla %49, %98,%83,%94 olarak bildimiglerdir. Testin
duyarhhgin yiikseltmek igin klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik bulgularla birlestilmesi gerektigi

rapor edimiglerdir.

BG testinin IM enfeksiyonlarmin tanisinda &nemini vurgulamak igin yapilmig bir
meteanaliz ¢aligmasinda serum BG testinin duyarlihi§i%76, 6zgilligi ise %85

olarak bildirilmistir (167).

Cok merkezli yapilan bir galigmada BG testinin (cut-off degeri 80 pg/ml )duyarlihig:
,ozgiilligii, PPD, NPD sirastyla %64,%92 %89, %73 olarak bildirilmistir (117).

Bu ¢alismada invaziv mantar hastalig1 olan 52 hastadaki BG testi degerlendirilirken
cut —off 80 pg/ml alindi. Testin (cut —off 80 pg/ml duyarlilifi ve 6zgillugii , PPD,
NPD sirasiyla %80, %77, %84, %73 olarak saptanmistir.Bununla birlikte BG
testinin duyarlilig kesin hastada %100, (kesin hasta+yiiksek olasilikli) hastada %78,
( kesin +yiiksek olasilikli +diisiik olasilikli) hasta %80 olarak hesaplandi. Cut off
degeri yiikseldikge duyarlilik orani diigerken testin 6zgiilliik oranin yiikseldigi tespit
edildi.

Calismalarda duyarhlignin ve o6zgiilligiinin yiiksek olmasindan dolayr 2008
EORTC siniflamasinda mikrobiyolojik kriterler arasinda yer almakta olan BG
testinin sistemik mantar enfeksiyonu olan hastalarda kulanilmasi gerektigi

bildirilmistir ( 65).

iA’lu hastalarda da BG testinin 6nemini vurgulayan literaturde ¢alismalar vardir. Senn ve arkadaslar

(163)30  kesin veya yitksek olasikli(13IA,15IA, ve 2 kangik invaziv  mantar
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enfeksiyonlu)siniflandirilan  ALL’li hastalarin  serumlarinda ¢alisilan BG testinin  duyarliligini,

ozgiilliigiinii PPD, NPD’lerini %63, %96, %79, %91 olarak bildirmislerdir.

Metan ve ark (168) Invaziv pulmoner aspergilloz(IPA) olarak tanimladiklan
50(kesin+yiiksek olasilikl) hastada BG testininin((cut —off 80 pg/ml) duyarhlik,
ozgiilliik ve PPD, NPD sirasiyla %66, %75.6, %63.4,%77.6 olarak bildirmiglerdir.

IA olarak tanimlanan 42 hastanin serum drneginden ¢alisilan BG testinde (cut —off
80 pg/ml) duyarhilik, 6zgiillik ve PPD, NPD sirasiyla %78, %78, %80, %76

bulunmustur

Testin dez avantaji beta glukanin belli bir mantar tiiriine 6zgiil olmamasidir.(50)
Yapilan bir ¢alismada bu testte karsilasilan yalanci poziflik durumlar mukozit,
bakteriyel kolonizasyon, antibiyotik kullamimi eritrosit ve trombosit filtre kan
{iriinleri, kateter yolu ile tiiplere kan toplama olarak bildirilmigtir. Metan ve
arkadaglarinin  (169)IA” lu Pip-tazo kulanan hastalarda yaptiklari ¢alismada
hastalarin BG testi degerlerinin yiiksekliginin Pip-tazo kullamimuiyla ilgisi olmadigin
bildirmislerdir. Diyaliz hastalarinda kullanilan seliiler memranlarin serum BG

seviyelerini yiikselttigini gdsteren galigmalar bulunmaktadir (51).

Bu ¢alismada kontrol hastalarinda BG degeri yiiksek olan iki hastanin Pip —tazo kullanimi , bir

hastanin ise diyaliz hastasi oldugu tespit edildi.

IM hastaliklarinin tanimlanmasinda konvansiyonel yontemlerin gerek zaman alici
olmasi, gerekse her zaman olumlu sonug vermemeleri ve bazi mantarlar agisindan
zor uygulanabilir ve yorumlanabilir olmalar1 nedeniyle, bu yontemlerin yani sira
hizli, duyarlibk ve ozgiilliigii yikksek yeni tam yontemleri gelistirilmektedir. Son
yillarda molekiiler yontemlerin giderek artan oranlarda uygulanmasi, bu giicliiklerin
¢oziimlenmesinde énemli bir adimdir. Mantar enfeksiyonlarinin molekiiler tanisi, ya
dogrudan hasta 6rnegi ya da kiiltiir ortamindan gergeklestirilebilir. Molekiiler taninin
ilk basamaginda oncelikle, hastada varligindan kusku duyulan mantar hastaliginin
kanitlanmasi, ikinci asamada ise enfeksiyon etkeni olan mantarin tiir diizeyinde

tanimlanmasi amaglanmisgtir.
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Tamida pek gok molekiiler yontem kullamlmaktadir. Molekiiler yontemlerle ilgili
olarak 6rnek kullanimi (doku , serum, BAL) ekstraksiyon protokolu, ampfilikasyon
sistemleri (nested, konvansiyonel) protokol (gergek zamanli, kantitatif ve
konvansiyonel) yada primer segimi (4spergillus tiirleri yada tiim kiiflere 6zgiil,
panfungal) gibi ¢ok sayida ¢dziilmemis sorunlar bildirilmektedir (171). Molekiiler
yontemlerden rt PZR serum , steril viicut sivilari ve dokuda da calisilmasi kabul
gbren molekiiler yontemlerdendir (172,173). Fakat heniiz standardize
edilememistir. Molekiiler tanisal yontemlerin standardize edilmesi ve rutin uygulama
alamina sokulabilmesi igin ¢ok merkezli ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.
Klingspor ve arkadaslarinin (174). yaptiklar ¢aligmada IM enfeksiyonu diisiiniilen
hastalarin hepsinde serum ve farkli 6rneklerinden rt PZR ile Candida PZR duyarlihig1
%83, Aspergillus PZR duyarlilig1 ise %50 olarak bildirilmistir.

Avni ve ark (175) yaptiklar bir meteanaliz ¢alismasinda IC olarak tanimladiklari 963
hastanin serum 6rneginde PZR ¢aligildigini testin duyarliligim %85 olarak bildiriken

bunlarin %38’inde kiiltiir pozitifliginin oldugunu bildirilmistir.

Badiee ve arkadaslarmin 13 kemik iligi transplantli hastada 94 serum Orneginde
yaptiklari bir ¢alismada PZR testinin duyarlihig, ozgiilligi PPD, NPD sirasiyla
%86, %82, %96, %49 olarak bildirilmigtir (176).

Bu calismada 42 IA rtPZR calisildi. Testin duyarlihgi, ozgiilliigi, PPD, NPD’1
sirastyla %30, %86, %72, %52 iken Ayrica 10 kesin IK’li hastada r PZR ¢aligildi ve
testin duyarhligy 6zgiilliigii, PPD, NPD’i sirasiyla %44, %81, %36, %85 bulundu.

Schabereiter ve ark (57) IM  enfeksiyonu diigiiniilen hastalarin 6rneklerinden
Candida PZR ve Aspergillus PZR ve kiiltiir sonuglari ile karsilagtirlmasinda PZR ve
kiiltiir pozitifligi %64,5 saptanirken, alti 8rnekte ise kiiltiirde tireme gériilmezken real

time PZR’ da pozitiflik saptandig: bildirilmistir.

Molekiiler tanisal testlerde yalanci pozitiflige dikkat etmek gerekir. Yalanci pozitiflik
sikhikla  klinik  6rnegin  kontaminasyonundan  kaynaklanabilir. =~ Mantar
infeksiyonlarinin tanisinda 6nemli bir hasta drnegi olan solunum yolu drnekleri ne

yazik ki birgok mantar tiirii ve bakterilerle karigtk olan orneklerdir. Dolayisiyla
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mantar niikleik asitlerini yikabilecek DNaz ve RNaz’in bol olabilecegi bu
orneklerden dogru amplifikasyon kolay degildir (178). Bundan dolay1 rt PZR testini

steril viicut sivilarinda kullanmak gerekir (172).

Son zamanlarda GM, BG, PZR testlerinin ikili veya li¢li beraber duyarhiliginin
karsilastirildig1 cahigmalarda farkli oranlarda duyarliliklar bildirilmektedir. Kawazu
ve ark (177)hematolojik malignitesi olan ve IA diisiiniilen 9 kesin, 2 yliksek
olasilikli 13 diisiik olasihikli hastanin kan 6rneklerinden GM, PZR ve BG testlerinin
duyarliliklarim ~ sirast ile %100, %55ve % 55 olarak bildirmislerdir. Challier ve
ark(179)yaptig1 A.fumigatus’a spesifik PZR ve GM testlerininin birlikte yapildigi bir
calismada 26’s1 kesin ve yiiksek olasilikli immiinsupresif hastalarda % 84.6’sinde

PZR pozitif iken GM testi %76.9’sinde pozitif oldugu rapor edilmistir.

Kami ve arkadaslari 33 IPA’l hastanin serumunda calisilan PZR, ELISA, BG
duyarlihgini sirastyla %79, %58, %67 olarak bildirmislerdir (122).

Farkli bir¢alisma olarak K tammlanmis 55 hastada PZR BG ve kan kiiltiirii
karsilagtirilmig. PZR testinin duyarlihfi BG testinin duyarliligindan daha yliksek
saptanirken BG testi ya da PZR testi ile kiiltiir yonteminin birlikte

degerlendirilmesinde kiiltiir yonteminin duyarliiginin yiikseldigi saptanmustir. (114)

Bu ¢alismada, IA olarak siniflandirilan 42 hastamn es zamanli ¢aligilan GM (cut-off
0.5) ve Aspergillus fumigatus 1t PZR ve BG (cut —off 80 pg/ml) testleri ikili ya da
ticlii degerlendirildiginde testlerin duyarliliginin yiikseldigi belirlendi.
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6.SONUCLAR

Ozellikle riskli hasta gruplarinda gergek ya da firsatg1 patojen mantarlarin neden
oldugu enfeksiyonlarin tamisinda kiiltlir, halen degerini koruyan standart
konvansiyonel yontemlerdir Bu yontemlerin uygulama ve degerlendirmelerinde
karsilagilan bazi sorunlar nedeniyle, giiniimiizde daha hizli, kolay uygulanabilir,
yiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip yeni tan1 yontemlerine gereksinim
duyulmaktadir. Bu hastalarda hizli ve 6zgiil tam1 icin GM, BG ve PZR testleri

kullanilabilir.

Bu ¢alismada IA hastalarinda BG, GM, rtPZR testlerinden BG testinin duyarliliinin
, GM testinin ise 6zgiilligiliniin en yliksek oldugu ve {i¢ testin birlikte kullaniminin

duyarlilig1 ylikselttigi bulunmustur.

IM hastaliginin tanisinda kullanilan rtPZR’in standardize olmasi i¢in  yeni

caligmalar yapilmasi gerektigi kanatine varilmistir.
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