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IK: invaziv Kandidoz



IMi: invaziv Mantar infeksiyonlar
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1. GIRIS

Mantar infeksiyonlari, 1980 1i yillardan itibaren giderek artan siklikta
goriilmeye baglanmistir. Ozellikle son yillarda modern tiptaki gelismelere paralel
olarak firsat¢1 etkenler olan mantarlarin 6nemi oldukca artmistir. Kemik iligi ve
hematopoetik ~ kok  hiicre transplantasyonu  uygulamalari, organ
transplantasyonlarindaki artis ve maligniteli hastalarda kemoterapdtik ajanlarin
kullanimi, yogun bakim hastalarinin yasam siirelerinin uzamasi mantar
infeksiyonlarindaki artisin en onemli nedenleridir. Bunun yani sira mantar
infeksiyonlarini arttiran diger nedenler arasinda, gelismis filkelerde kronik
hastalig1 olan ileri yas popiilasyonunun artmasi gibi degisen demografik 6zellikler
ve Edinsel Bagisiklik Yetmezlik Sendromu (AIDS) pandemisi yer alir (1). Tipta
yeni medikal veya cerrahi invaziv girisimlerin uygulanmaya baslanmasi, genis
spektrumlu antimikrobiyallerin veya sitotoksik kemoterapotiklerin yogun bir
sekilde kullanilmasi ile konak savunma mekanizmalarinin zayiflamasi son yillarda

mantar infeksiyonlarinin gériilme sikliginin artmasina neden olmustur.

Tedavi ve kemoprofilakside flukonazol gibi azollerin, febril notropenide
ampirik olarak amfoterisin B’ nin kullanilmas1 kismen de olsa yiiksek riskli
hastalarda gelisen mantar infeksiyonlarin  epidemiyolojisinde  belirgin

degisikliklere yol agmustir (2).

Kif infeksiyonlar1 bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda predominant
olarak goriilmeye devam etmektedir. Hematolojik maligniteli, solid organ ya da

kok hiicre nakli yapilmig ve kortikosteroid tedavisi alan hastalar kiif infeksiyonlari



acisindan yiiksek risk altindadirlar. Kiif infeksiyonlarma sebep olan tiirler iginde

en yaygini Aspergillus tiirleridir (2,3).

Invaziv aspergilloz (IA) bagisiklik yetmezligi olan hastalarda gelisen ve
tan1 konup sagaltilsa bile siklikla 6liimle sonuglanan firsat¢i bir infeksiyondur (4).
Invaziv kandidoz (IK) ve kandidemi, dzellikle Yogun Bakim Unitelerinde (YBU)

olmak {izere nazokomiyal ortamda sik goriilmektedir (5,6).

Mantar infeksiyonlarinin sayisinda ve duyarli konaklarin sayisindaki artis
sorumlu patojenleri daha hizli sekilde tanimlayacak tani testlerine ihtiyag
dogurmustur. Kiiltiirde {ireme ve histopatolojik degerlendirme mantar
invazyonunu gostermede hala en standart yontemlerdir. Ancak bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda girisimsel islemlerin uygulanmasi notropeni  ve
trombositopeni gibi nedenlerden dolayr sorunlu olabilecegi ig¢in bu yaklasimlar
tercih edilmemektedir (3,7,8). Ayrica kan Kkiiltiir sonuglart IK ve fuzaryoz
hastalarinin sadece % 50’ sinde pozitif iken IA’ 11 hastalarin ise ¢ok azinda pozitif
olabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle bu grup hastalarda invaziv olmayan tanisal
yontemler mantar infeksiyonlariin erken ve hizli tanisi i¢in ¢ok Onemli

olmaktadir (3,7-10).

Mantar hiicre duvarinin bir komponenti olan Kitinin  varliginin
gosterilmesinin in vivo mantar iiremesini yansitabilecegi sdylenmistir (11,12). Bu
nedenle dokuda kitin 6l¢limii, baz1 ¢aligmalarda fungal yiikiin gdstergesi olarak
kullanilmistir (13). Buradan yola g¢ikarak bu ¢alismada mantar infeksiyonlarinin

erken tanisina yonelik olarak sistemik mikoz siipheli olgularin serumlarinda Kitin



antijeni varhiginin gosterilmesine yonelik enzim baglanmis immiinosorbent
yontemi (ELISA) gelistirilmesi planlanmistir. Ayrica kiiltiir, galaktomannan, -
glukan ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemlerinin karsilastirilmasi,
aralarindaki korelasyonun arastirilmasit ve taninin dogrulanmasina katkilarinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Invaziv mantar infeksiyonlarmn epidemiyolojisi

Notropenik hastalarda mantar infeksiyonlar1 6zellikle 1970 1i yillarda ve
1980’ 1li yillarin basinda dikkati ¢ekmeye baslamistir. Invaziv mantar
infeksiyonlarindaki (IMI) artista son yillarda tanida kullanilan goriintiileme ve

laboratuvar yontemlerinin gelismesinin de pay1 vardir (14).

Gecen son {i¢ dekat boyunca tibbi ve cerrahi tedavideki gelismeler, yatan
hastalarda gelisen infeksiyonlarin etkenlerinde degisikliklere neden olmustur.
Yeni teknolojiler ve tedaviler, kemik iligi ya da solid organ transplantasyonu,
kemoterapoétik ajanlar bir¢ok tip merkezinde yaygin olarak uygulanmaktadir ve bu
islemler sonucunda kisilerde immiin yetmezlik olusmaktadir. Ayni1 zamanda
0zellesmis {initelerde bakim ve invaziv gozlem aygitlarinin kullanimi, parenteral
beslenme, yardimci ventilasyon cihazlar1 6liimle sonuglanan hastaliklarda yasam
stiresini uzatirken beraberinde bagisikligi baskilanmis, hastanede yatan, ciddi
hastalik tasiyan hasta popiilasyonunda artisa neden olmustur. Ayrica epidemik

goriilen AIDS hastaligi da bu grup hasta sayisini arttirmaktadir (3,15).

Son birkag¢ yilda saglik alaninda yapilan gelismeler gercek patojenler ve
firsatg1 organizmalarin olusturdugu yasami tehdit eden infeksiyonlarin sayisinda
beklenmedik bir artis olmasina yol agmistir (16). Bu infeksiyonlar risk altindaki
popiilasyonun artmasina bagli olarak giderek yayginlasmaktadir. Bu

popiilasyonda AIDS’ li hastalar, transplant alicilari, kanser hastalart ve immiin



baskilayici tedavi alan diger hastalar yer almaktadir. Transplant yapilan veya
malignite tedavisi alan hastalarda yogun ve gelencksel tedaviler daha derin ve
daha uzun siiren immiin yetmezlik durumu olusturmustur (16). Benzer sekilde,
YBU”’ lerinde invaziv izlem ve agresif tedavilerin kullanima girmesiyle yasami
tehdit eden hastaligi bulunan hastalarin sag kalma oranlar1 artmistir; 6te yandan
bu gelismeler, mantar infeksiyonlari bakimindan risk altindaki insan sayisinda
artis olmasina da katkida bulunmustur (16). Risk altindaki farkli gruplarda mantar
infeksiyonlarinin insidansinda belirgin degisiklikler yasanmasina yol agan diger
gelismeler, tedavi ve kemoprofilakside azol grubu antifungal ilaclarin artan

kullanim1 ve ampirik tedavi i¢in amfoterisin B’ nin yaygin kullanimi olarak

sayilabilir (16).

Aspergillus fumigatus ve Candida albicans gibi iyi bilinen organizmalara
bagh firsatgt mantar infeksiyonlarmin prevalansinda artisa ek olarak, zararsiz
saprofitler olarak bilinen gitgide artan sayida mantar da immiin yetmezlikli
bireylerde ciddi veya dldiiriicii infeksiyon etkeni olarak bildirilmektedir. Ornegin,
tirnak ve kornea infeksiyonlarinin uzun zamandan beri bilinen bir etkeni olan
Fusarium tiirlerinin giiniimiizde nétropenik kanser hastalarinda ve kok hiicre nakli

alicilarinda 6liimciil yaygin infeksiyon etkeni oldugu gosterilmistir (16).

Bu organizmalarin 6nemli patojenler olduklarinin ortaya ¢ikmast hem
klinik bulgulart sik goriilen bir hastalik olan aspergillozu taklit edebildiginden,

hem de bu organizmalar, febril nétropenik hastalarda mantar infeksiyonundan



siiphelenildiginde ampirik olarak kullanilan, amfoterisin B’ ye genellikle direncli

oldugundan tan1 ve tedavide 6nemli sonuglar dogurmustur (16).

Mantar infeksiyonlarinin giiniimiizdeki seyri gelismekte olan iilkelerde
geligsmis iilkelere gore bir¢cok yonden oldukga farklidir. Gelismis {ilkelerde
kombine antiretroviral ilaglarin yaygin sekilde kullanim1 AIDS ile iliskili firsatg1
infeksiyonlarda belirgin bir azalma olmasina yol agmistir. Aksine, gelismekte olan
tilkelerde bu hastaliklarin yarattigi sorun giderek biiylimekte ve artmaktadir.
Tayland’ da kriptokokkoz AIDS’ 1i kisiler arasinda tigiincii firsatg1 infeksiyondur.
Penicillium marneffei adi verilen Giineydogu Asya ve Giiney Cin’ de endemik
olan bir mantar tiiriniin olusturdugu infeksiyon Tayland’ in kuzey bolgesinde en
stk dordiincii firsatgt infeksiyondur. Afrika’nin bir¢ok bolgesinde kriptokokkozun
prevelanst AIDS’ 1i kisiler arasinda % 30’u asmistir. Bu kitadan yapilan
bildirilerde, siklikla uygun dozda ve sabit saklama kosullarinda antifungal
ilaglarin bulunmadigi lokal sartlarda tedavi edilen infeksiyonla iliskili yiiksek

mortalite oranlar1 yer almaktadir (16).

Invaziv mikozlara bagl 6liim oran1 her gegen yil artmaktadir. Amerika’ da
1980 yil1 verilerine gore 828 odliimden etken olarak mantarlar izole edilmisler ve
fatal infeksiyon etkenleri arasinda onuncu siradayken, 1997 yilinda 6liimler 2370’
e ve etkenler arasinda da yedinci siraya yiikselmislerdir (17). Firsatgr mikozlara
sebep olarak en iyi bilinen etkenler C. albicans, Cryptococcus neoformans ve A.
fumigatus’ tur (17). Bu patojenlere bagli tahmini yillik invaziv mikoz insidansi,

Candida tiirleri i¢in milyonda 72-228, Cryptococcus tiirleri i¢in milyonda 30-66



ve Aspergillus tiirleri igin milyonda 2-34 infeksiyondur (17). Bu ajanlara ek olarak
diger firsatc1 mikozlarin sayisinda da artig goriilmektedir. Bu fungal patojenler C.
albicans ve A. fumigatus disindaki diger Candida ve Aspergillus tiirleri, firsat¢i
maya benzeri mantarlar (6rnegin; Trichosporon ve Rodotorula tiirleri),
zigomigetler, hiyalin kiifler (6rnegin; Scedosporium ve Fusarium tiirleri) ve ¢esitli
demat6siydz mantarlardir (8,15,18,19). Bu organizmalar kateter iliskili fungemi
ve peritonit, lokalize infeksiyonlar (akciger, cilt, paranazal siniisler gibi) ve kan
yoluyla yayilarak gelisen infeksiyonlar gibi ¢esitli infeksiyonlara sebep
olmaktadirlar. Bu mantarlarin birgogunun 6nceden patojen olmadiklar1 bilinirken
giinlimiizde bagisikligi baskilanmig hastalardaki invaziv mikoz etkenleri olarak

tamimlanmuslardir (17).

Maya infeksiyonlar1 siklikla mukoza bariyerinin  biitiinliigliniin
bozulmasiyla kazanilmasina ragmen, kiif mantar1 infeksiyonlarma temel olarak
konidyanin inhalasyonu sebep olmaktadir ve sonug¢ olarak akcigerler siklikla
primer infeksiyon yeridir. Ozellikle kronik graft versus host hastaliginda (GVHH)
veya mukoza bariyeri yaralanmasi bulunan hastalarda, bagirsaklarda olas1 1A

infeksiyonu olabilecegi bildirilmistir (20).

Cok cesitli patojenler IMI ile iligkili olabilmesine ragmen, Candida tiirleri
gecmiste en sik sebep olan organizmalardir. Bununla birlikte, Avrupa’ daki IMI
epidemiyolojisi son yillarda Aspergillus tiirlerine kaymistir ve diger kiif

mantarlart da gittikge 6nemi artan patojenler haline gelmistir.



1990’ lara kadar, kandidoz Avrupa’ da immiin yetmezIlikli hastalar
arasinda en sik goriilen IMI idi. O zamandan beri, IA’ nin artan insidansiyla
anlasilabilecegi gibi, epidemiyolojide belirgin bir kayma olmustur (21,22).
Ornegin bir Alman hastanesindeki otopsi ¢alismasi, 1973 ile 1980 arasinda tani
konulan 11 IMI’ nin sebebinin Candida tiirleri oldugunu, 1992 ile 2001 arasinda
ayn1 hastanede belirlenen IMI” lerin % 62’ sinden (16/26) Aspergillus tiirlerinin
sorumlu oldugunu ve olgularin % 35’ inde Candida tiirleri tespit edildigini
bildirmektedir (21). Diger raporlarda giiniimiizde Avrupa popiilasyonlarinin
bazilarinda major IMI sebebi olarak Aspergillus’ un Candida’ y1 gectigi
belirtilmektedir. SEIFEM (Sorveglianza Epidemiologica Infezioni Fungine nelle
Emopatie Maligne) 2004 ¢alismasi, 1999 ile 2003 yillar1 arasinda Italya’ daki
hematoloji servislerine yatirilan hematolojik maligniteli hastalarda IMi> lerin %
64’ iniin sebebinin kiif mantarlari oldugunu belirtmektedir (23). Kiif mantar
infeksiyonlarmm % 90’dan fazlasina Aspergillus tiirleri sebep olurken,
Zygomycetes (% 4) ve Fusarium tiirleri (% 4) ise ikinci ve tgilincli sirada
gelmektedir (23). Mayalar ise IMI” lerin % 36’ sinda etken olarak saptanirken,
Candida tiirleri (% 91) maya infeksiyonlarinin ¢ogundan sorumlu bulunmustur
(23). Aym1 ¢alisma, hematopoetik stem cell transplantasyonuna (HSCT) giren
hastalar arasinda benzer sonuglar vermistir. 121 IMI* den 91 tanesinde (% 75)
etken kiif mantarlari, 30” unda (% 25) ise maya mantarlar1 olarak saptanmistir
(24). Epidemiyolojideki bir baska egilim, albicans digi Candida tiirlerinin
(ornegin C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis) sebep oldugu

infeksiyonlarin, 6zellikle hematolojik maligniteli hastalar arasinda, gittik¢e artan



sekilde goriilmesidir (6,25-28). Onceden nadir olan Zygomycetes ve Fusarium
tirleri gibi digerleri de etiyolojik patojenler olarak ortaya ¢ikmaktadir ve siklik

cografi lokasyona gore degismektedir (22).

IMI’ nin degisen epidemiyolojisinin sebepleri tamamen bilinmemektedir,
ancak biiyiik olasilikla HSCT alicilarinda flukonazol profilaksisinin artan
kullanim1 ve ¢esitli risk popiilasyonlar1 i¢in tedavi stratejilerindeki degisiklikler
gibi pek ¢ok faktérden kaynaklanmaktadir (22). Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri’ nden gelen epidemiyolojik ¢aligmalar, kandidemi insidans oranlarinin
1970’ lerden 1990’ larin basia kadar arttigin1 gostermistir. Bazi veriler, bundan

sonra 1990’ lar boyunca insidans oranlarinin sabitlestigini ileri stirmektedir (29).

IK agisindan risk tasiyan hasta popiilasyonlari, YBU hastalarni, solid
timor veya hematolojik malignite bulunan hastalari ve ameliyata giren hastalari
icermektedir (25). Sonradan Candida tiirlerine bagli IMI gelisimi icin miikdz
membran kolonizasyonu bir 6n kosul olarak goriilmektedir ve kolonizasyonun
meydana gelmesinin genis spektrumlu antibiyotikler almakta olan kritik hastalar
arasinda anlamli sekilde artmis oldugu goriilmektedir (25). IK igin diger risk
faktorleri, intravaskiiler cihazlarin, Kkateterlerin ve parenteral beslenmenin
kullanilmasi, nétropeni, cerrahi islemler, bobrek yetmezligi, steroidlerin kullanimi
ve YBU’ lerinde daha uzun kalis siiresini igermektedir (25,30). Avrupa Tibbi
Mikoloji Konfederasyonu ve diger taramalardan gelen veriler, kandidemi

olgularinin yarisindan fazlasinda C. albicans’ in sorumlu oldugunu belirtmektedir



(25,28). Bununla birlikte C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis

gibi albicans dis1 Candida tiirleri etken olarak ortaya ¢ikmaktadir (6,25,27,28).

Ozellikle, albicans dis1 infeksiyonlar hematolojik maligniteli hastalarda
daha sik goriilmektedir (25). Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Orgiitii /
Mantar Calisma Grubu (EORTC / MSG) tarafindan yapilan prospektif, ¢cok
merkezli tarama ¢alismasi, C. albicans’ i solid tiimoérlii hastalarda olgularin %
70’ inde ve hematolojik hastaliklar1 bulunan hastalarin ise % 36’ sinda oldugunu
bulmustur, Oysa C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve diger
albicans disi Candida tiirlerinin her birisi, hematolojik maligniteli hastalar

arasinda olgularin %12 -14” iinde etken olarak saptanmistir (31).

A. fumigatus aspergillozun 6nde gelen sebebidir; bununla birlikte A. flavus
ve A. terreus gibi A. fumigatus disindaki Aspergillus tiirleri daha sik
goriilmektedir (32). IA agisindan risk tastyan hasta popiilasyonlar1 hematolojik
maligniteli, pulmoner hastaligi olan (6rnegin kronik obstriiktif akciger hastaligi ve
astim), kok hiicre alicilar1 ve solid tiimérlii hastalari icermektedir. 1A igin spesifik
risk faktorleri notropeniyi (Polimorfoniikleer nétrofil sayimi < 0.5 g/l), antibiyotik
tedavisini,  kortikosteroid  tedavisini,  sitotoksik  kemoterapiyi,  diger
imminsupresifleri,  Aspergillus  kolonizasyonunu, sitomegaloviriis ~ veya
Pneumocystis jirovecii infeksiyonunu, kok hiicre kaynagini, GVHH’ n1, HSCT’ de
insan 10kosit antijeni uyusmazligini, monoklonal antikorlarin kullanilmasini ve

niikleozit analoglarinin kullanilmasini igermektedir (33,34,35,36).
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Zigomikoz, yiiksek mortalite oraniyla karakterize olan gittikce artan
oneme sahip bir IMI olarak ortaya c¢ikmistir (37). Hematolojik maligniteleri
bulunanlar, AIDS olanlar, HSCT’ ye girenler veya kortikosteroid almakta olanlar
gibi noétropenik ve immiinsupresyonlu hastalarda artmis zigomikoz riski

bulunmaktadir.

Fusarium tiirleri hematolojik hastalig1 olan nétropenik hastalarda ortaya

cikan patojenlerdir ve bu hastalarda insidansin artmasi beklenmektedir (38).

14 Italyan hematoloji bdliimiiniin taramasinda, mikrobiyolojik olarak
belgelenmis filamentli mantar infeksiyonu bulunan hastalarin % 1.7° sinde
Fusarium infeksiyonu belgelenmistir (38). Bu ¢alismada genel Fusarium insidansi
10 yillik dénem boyunca 16semili yetiskin hastalar arasinda 0.06 idi (AML
hastalarinda ise 0.08). Fusarium infeksiyonu igin risk faktorleri, HSCT,
hematolojik kanserler (akut 16semi dahil), yaniklar, kortikosteroidlerin kullanima,
nétropeni, ciddi immiinsupresyon, lenfopeni ve GVHH’ yi igermektedir (39).
Immiin yetmezlikli hastalarda % 50’ den neredeyse % 90’ a kadar degisen yiiksek

mortalite oranlart bulunmaktadir (23).

2.2 Fungal hastaliklarda tam

Firsatgt mantar infeksiyonlarmin tanisi hala zor ve sorunludur. Bu
infeksiyonlarda goriilen klinik bulgular etkene 6zgii olmadigindan taniya katkilari
sinirli olmakta, histopatolojik ve radyolojik bulgular taniya iliskin 6nemli ipuglari

saglayabilmekte, kesin tani ise mikrobiyolojik yontemlerle konmaktadir.
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Giiniimiizde firsatgr mantar infeksiyonlarmin rutin tamisindaki algoritmayi
konvansiyonel yontemler ve bu yontemlere eslik edecek sekilde uygulanmasi

onerilen serolojik ve molekiiler yontemler olusturmaktadir (40).

Konvansiyonel yontemler, direk mikropskopik inceleme ve kiiltiiri
kapsamaktadir. Klinik 6rnegin direk mikroskopik incelemesi, hizli olasi 6n tani
saglamasi ve Ozellikle daha sonra kiiltiirde bir kiif mantar1 iiremesi durumunda
kiiltiir sonucunun degerlendirilmesine yardimeci olmasi nedeniyle degerli bir
yontemdir. Bu amagla, ¢ini miirekkebi, potasyum hidroksit gibi 1slak preperat
hazirlama yontemlerinin yani sira, gram ve kalkoflor beyazi gibi boyama
yontemleri kullanilarak mantarlara ait g¢esitli yapilar goriilebilir. Konvansiyonel
yontemlerin temelini olusturan kiiltiir ise, kesin tani i¢in altin standarttir. En
Oonemli avantajlari, cins ve tiir diizeyinde tanimlama ve olas1 direng tahmini sanst
tanimas1t ve o infeksiyonda etken sus i¢in antifungal duyarlilik testlerinin
yapilmasina olanak saglamasidir. Kiiltiiriin ve direk mikroskobik incelemenin bu
infeksiyonlarin ~ tanisindaki  duyarliligi, her zaman istenilen diizeyde
olmayabilmektedir. Hem direk mikroskopik inceleme, hem de kiiltiir i¢in klinik
ornegin secilmesi, tanidaki basariyr etkileyen en onemli faktorlerden birisidir.
Bununla ilgili en tipik 6rnek, invaziv Pulmoner Aspergillozlu (IPA) olgularda tam
i¢in en basarili 6rnegin balgam degil, doku 6rnegi olmasidir. Ancak bu olgularda
uygun ve steril 6rneklerin alinmasi, gesitli nedenlerden 6tiirii her zaman miimkiin
olmamakta, drnekteki mantar miktarinin azligi ve bilgi ve deneyim eksikligi gibi
faktorler de konvansiyonel yontemlerin tanidaki duyarliligmi diisiirebilmektedir

(41). Benzer sekilde, firsat¢r mantarlara bagl gelisen fungemilerin tanisinda kan
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kiltliriiniin duyarliligi da sinirli olabilmekte, en gelismis tekniklerle bile, 6rnegin
kandidemili olgularda, kan Kkiiltiiriiniin duyarliligt  %50-70" in iizerine
¢ikamamaktadir (40). Bunun disinda, kiiltiiriin, 6zellikle kiif mantarlarina bagh
gelisen infeksiyonlarda uzun inkiibasyon siiresi gerektirmesi ve erken taniya
yardimc1 olamamasi ve yine kiif mantarlar1 i¢in kontaminasyon sorunu nedeniyele
kiltliriin 6zgilliigiiniin diisiik olabilmesi, konvansiyonel tan1 yontemleri ile ilgili
en Onemli dezevantajlari olusturmaktadir (41). Giinimiizde mikrobiyolojide
kullanilan konvansiyonel tani yoOntemleri, invaziv firsat¢1 mikozlarin kesin
tanisindaki yerini korumakta, erken taniya yardimci olabilecek bazi serolojik
testlerin (galaktomannan testi, B-glukan testi) ve molekiiler yontemlerin (PZR)
rutinde konvansiyonel yontemlere eslik edecek sekilde uygulanmasi

onerilmektedir (40 ).

Tan1 genelde klinik bulgularla laboratuvar tanisinin birlestirilmesine
dayansa da, klinik belirtiler ¢ogunlukla 6zgiil olmadig1 ve baska hastaliklarla
karigabildigi i¢cin zordur. Bu nedenle mantar yiikii artmadan ve hasta 6lmeden
once nadiren tani konulabilir. Erken laboratuvar tanisi ise genellikle zor
konulmaktadir (42). Giiniimiizde IMI’ lerin erken tanisi acisindan gerek
serodiagnostik yontemler gerekse goriintileme yoOntemleri iizerine yogun
caligmalar yapilmaktadir (43). Galaktomannan antijen testi, B-glukan testi ve PZR

testleri lizerinde en ¢ok ¢alisilan yontemlerdir (43).
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IK tamisim kolaylastirmak icin mannan antijenemisini kullanilmasi
Onerilmistir. Bu testlerin rutin kullanimi, erken taniy1 artirmak i¢in degerli olabilir

fakat tek baslarina tan1 i¢in kesin bir ¢6ziim sunmamaktadir (44).

Erken tan1 konulmasindaki 6nemli gecikme, basarili IA tedavisi i¢in biiyiik
bir sorun olusturmaktadir (45). IPA diisiindiiren belirti ve semptomlar
bulunabilmesine ragmen, IA tamsi infeksiyonun spesifik klinik belirtilerinin
bulunmamasi nedeniyle zor olmaktadir (45,46). Ayrica, IPA’ nin diger pulmoner
mikozlardan ayirt edilmesi zordur (47). Klinik, radyolojik, mikrobiyolojik ve
serolojik parametreleri bir araya getiren, 1A icin standardize tam kriterlerinin en
son ortaya konulmasiyla iligkili onemli gelismeler kaydedilmesine ragmen,
Aspergillus infeksiyonlarinin igte birinden fazlasi halen ante-mortem donemde

tanisiz kalmaktadir (48).

Histoloji ve kiiltiir dayanan geleneksel yontemler, IA kesin tanisini
koymada Onemli rol oynamaktadir (45). Yiiksek c¢ozinirli bilgisayarl
tomografinin (BT) sistemik kullanimi, IPA erken tan1 ve tedavisinde énemli bir
ilerleme olmustur (45). Gogiis yiiksek ¢oziiniirlii BT taramalari, tipik olarak 1A’
nin erken evrelerinde ara olusum (halo belirtisi) ile ¢evrelenmis kiiciik kama
bi¢imli subplevral lezyonlar veya nodiilleri gosterebilir (49). Onemli olarak, halo
belirtisi IA hastalarinda erken tan1 ve gelismis sonuglar ile iliskili bulunmustur

(50).

Halo isareti, akcigerde nodiiler bir infiltrasyon ve bunu ¢evreleyen kanama

ve ddeme bagli daha az yogunluktaki buzlu cam manzarasi olup IPA’ nin erken
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donemlerinde ortaya ¢ikar. Erken donemde yapilan BT, pulmoner mantar
infeksiyonlarin erken tanisinda yardimei olabildigi ve erken donemde antifungal
baslanmasiyla bu olgularda prognozun daha iyi oldugu gosterilmistir (43).
Aspergillozlarin tanisinda etkenin dogada yaygin olarak bulunmasi nedeniyle
kolonizasyon, infeksiyon ayriminin iyi yapilmasi gereklidir (51). Kesin tan1 igin
mikroskobik bulgularin kiiltiirle dogrulanmasi gereklidir ancak kiiltiirler ¢ok
basarili olmamaktadir (51). Son dekat boyunca dolasimdaki fungal antijenlerin,
metabolitlerin veya Aspergillus Deoksiribo Niikleik Asit’ inin (DNA) tespitine
dayanan testlerin gelistirilmesi 6nemli bir ilerleme olmustur. Bugline kadar, erken
klinik ¢aligmalarda en fazla timit veren iki yaklasim, antijenlerin tespiti ve PZR

kullanarak Aspergillus niikleik asitlerinin 6lgtimiidiir (52).

Kandidiyaz tamsi halen YBU’ nde biiyiikk bir zorluktur ve siklikla
infeksiyonun ge¢ doneminde konulur. Bu birkag¢ faktorle agiklanabilir: klinik
belirtiler non-spesifiktir, kan kiiltiirleri genellikle infeksiyon seyrinde ge¢ doneme
kadar pozitiflesmez, kan kiiltiirlerinden ayr1 olarak serolojik testler ve kiiltiirler
non-spesifiktir ve bunlarin tanisal dogrulugu halen tartismalidir (53). Sonug
olarak, Klinisyenler siklikla kandidoz igin potansiyel taniyr degerlendirir. Ek bir
tanisal engel, YBU hastalarinin profilaktik flukonazol dozlarmi (6rnegin 100 mg)
almis olmalaridir. Bu durum test sirasinda numunelerin negatif olmasina sebep

olmaktadir (44).
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Tanmidaki temel Ozelliklerden birisi, infeksiyon igin risk faktorlerinin
degerlendirmesidir (54). Invaziv Candida infeksiyonlar icin risk faktorleri tablo

1’ de 6zetlenmistir (6).

Onceden bahsedildigi gibi, IK ve kandidemi tanis1 semptomlarin ve
belirtilerin genellikle non spesifik olmasi, mikrobiyolojik kiiltiirlerin analizinin
zor olmasi ve histolojik numunelerin invaziv islemler gerektirmesi nedeniyle

biiyiik zorluklar yaratmaktadir (55,56).

Tablo 1 invaziv Candida infeksiyonlari i¢in risk faktorleri

Risk faktorleri

Notropeni

Kanser kemoterapisi

Candida spp. ile kolonizasyon

Genis spektrumlu antibiyotik kullanim
Santral vendz kateter varligi
Hemodiyaliz veya bobrek yetmezligi
Hastalik siddeti (Apache skoru)
Parenteral beslenme

Mekanik ventilasyon

Gegirilmis ameliyat

Yas

Mantar infeksiyonlarinin erken tanisi ve uygun tedavinin baglanmasi

klinisyenler i¢in ¢ok oOnemlidir. Doku Orneklerinde mikroorganizmalarin
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histopatolojik olarak gosterilmesi veya kiiltiirde fungal ajanin {iretilmesi hala altin
standart olarak kabul edilmektedir. Hematopoetik kok hiicre transplantasyonuna
giden veya hematolojik malignitesi olan hastalarda fungal organizmalara ait hiicre
duvar elementlerinin, serum veya diger viicut sivilarinda serolojik yontemlerle

arastirtlmasi taninin konulmasinda kullanilmaktadir (57).

Immiindifiizyon, presipitasyon, veya kompleman fiksasyon testleri gibi
standart teknikler immiin yetmezlikli hastalarda IMI> nin tamisinda yeteri kadar
duyarli olmamalar1 ve  Ozgiilliklerinin  yetersiz  olmasindan  dolay1

kullanilmamaktadir (57).

2.3 Galaktomannan antijeni

Galaktomannan antijen testi birgok merkezde rutin kullanima girmeye
baglamigtir. ~ Galaktomannan,  Aspergillus  tiirlerininde  i¢inde  oldugu
Hyalohyphomycetes grubu kiif mantarlarinin hiicre duvar yapisinda bulunan bir

molekiildiir (43).

Galaktomannan A. fumigatus’ un hiicre duvari yapisina katilan, IA’ It
hastalarda mantar tarafindan dokuda biliylime esnasinda seruma salinan, 35-100
kDA molekiiler agirliginda olan bir hiicre duvar polisakkaritidir. ELISA, Radyo
Immiin Assay (RIA) ve Lateks Agliitinasyon (LA) testlerini iceren ¢ok sayida
teknik 1A’ I hastalarm viicut sivilarinda galaktomannan antijenini tespit etmek
icin degerlendirilmistir, ancak disiik tespit limitleri (5-15 ng/ml) nedeni ile rutin

kullanimlari sinirli kalmigtir (8,42). Stynen ve arkadaslarinca gelistirilen sandvig
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ELISA yontemi rat monoklonal antikoru EB-A2’ yi kullanmaktadir (Platelia
Aspergillus Bio-Rad, Marnes La-Coquette, France) (58). ELISA testi serolojik bir
test olup isaretli kat1 faz yontemlerinden biridir. Ortak mekanizma reaktiflerden
birisinin (antijen veya antikor) kat1 bir faza baglanarak hareketsizlestirilmesi ve
daha sonra oOzgiil birlesmenin isaretli bir reaktif (konjugat) kullanilarak
gosterilmesidir. Konjugat1 isaretlemek i¢inde enzimler kullanilir. Yontemin
saptama sinir1, sandvi¢ enzim immun assay ile 0,5-1 ng galaktomannan / ml serum
seklindedir. Bu test 2003 yilinda Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
tan1 amaciyla kullanilmak iizere onaylanmistir. Sonuglar Galaktomannan indeksi
(GMI) olarak belirtilir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde onaylandigi sekliyle
GMI degeri 0,5 ve lizerinde ise pozitif kabul edilir. Avrupa ve diger iilkelerde bu
siir (esik) 0,5-1,5 arasinda degismekte olup, bu tilkelerde de son yillarda 0,5 ve
tizerindeki indeks degeri daha ¢ok kabul gérmektedir. Bu yontemde en az % 90
dogruluk elde edebilmek icin riskli hastalarda testin en az haftada iki kez
yapilmast gerektigi bildirilmistir (59). A. fumigatus ile deneysel olarak enfekte
edilen veya A. fumigatus ekstraktlari ile hiperimmiinize olan tavsanlarda bu
polisakkarite kars1 direk antikorlarin varligi gosterilmistir. IA> I1 hastalarm diger
biyolojik viicut sivilarinda da molekiiliin dolastigi saptanmistir. Serolojik tani
Bronko Alveolar Lavaj (BAL), idrar, serum gibi sivilarda galaktomannan
aranmasina dayanir. Ciinkii IA icin riskli olan agir immiin yetmezlikli hastalar A.
fumigatus’ a karst yeterli antikor cevabi olusturamazlar. Dolasimdaki antijenleri
aragtirmak ic¢in Qalaktomannana karsi olusmus poliklonal antikorlar veya

monoklonal antikorlar kullanilir (57).
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Sistemik mantar infeksiyon varliginda bu antijenler kanda gegici siire
bulunurlar ve karacigerde kupfer hiicreleri tarafindan endositoz yoluyla

immiinkompleksler sekliyle elimine edilirler (57).

IA> nin tamsinda serumda dolasan galaktomannan antijenlerinin
saptanmasi ¢ok onemlidir. Galaktomannan olduk¢a immunolojik bir antijendir. A.
fumigatus ve diger Aspergillus tiirlerinde (A.flavus, A.niger, A.versicolor,

A.terreus, A.nidulans, A.oryzae ) varligi gosterilmistir (57).

Invivo ortamda galaktomannan saliniminin kinetigi ve kandaki varlig: ile
ilgili hala yeterli bilgi olmayisindan dolayr etkisini belirlemek zordur.
Dolasimdaki antijenlerin degisken paternleri bazi 6zel hastalarda saptanir. Renal
yolla kandan temizlenmesi hastanin renal fonksiyonlarina ve dolasan antijenlerin
miktarma baglhidir. Ayrica infeksiyon odaginda beslenme igeriginin yetersizligi
veya yoklugunda invivo ortamda salinan antijen miktarinin hissedilebilir derecede
azalabilecegi gosterilmistir. Diistik galaktomannan seviyeleri ayrica anti-

Aspergillus antikorlarinin var oldugu hastalarda da gozlenebilir (57).

Her ne kadar erken notropeni fazinda yiliksek antikor titresinin varlig
gosterilmis ise de Aspergillus antikorlarmin tesbitine dayali IMI* lerin immiin

tanisi sik kullanilmamaktadir.

Galaktomannan varligininin arastirilmasina dayali, kiltir dig1  tam
metodlarindan miimkiin olan iki yontemden biri, Platellia Aspergillus — Enzim

Immuno Assay (PA- EIA) (platellia Aspergillus — bio — rat, Fransa) ve digeri de
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LA’ dir (LA, pastorex Aspergillus, bio-rat). Calismalarin sonuglari, LA
yontemleriyle karsilastirildiginda 1mL kandaki galaktomannanin 10 kat daha
diisiik konsantrasyonlarini tesbit edebilen PA- EIA yonteminin daha faydali

oldugunu gostermistir (57).

PA- EIA platellia Aspergillus testi Avrupa’ da yillardir kullanilmaktadir
(57). Onkoloji ve hematoloji hastalarinda IA tanisinda bu testin yiiksek duyarlilik

ve 0zgiilliigii aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir.

Allojenik kok hiicre transplantasyonuna giden hastalarda haftada 2 defa
galaktomannan varligi arastirilir. Birbirini takip eden iki pozitif sonucun varligi

IA icin dogrulayici olmaktadir.

Bu durumda duyarlilik ve 6zgiilliigii yaklasik % 90° dir. Infeksiyonlarm 2
/ 3> inde, pozitif galaktomannan sonucu klinik semptomlarin, radyolojik
degisikliklerin veya diger tan1 yontemlerince pozitif sonucun elde edilmesinden
once saptanir. Diger taraftan bazi ¢alismalarda, galaktomannan tesbitinde PA-
EIA platellia Aspergillus testinin yiiksek 6zgiilliigiine ragmen, bazi zamanlarda

diisiik duyarlilik gostermesinin alt1 ¢izilmektedir (57).

PA- EIA platellia Aspergillus testi sistemik viicut sivilarinda infeksiyon
olmamasina ragmen yalanct pozitif reaksiyon vererek (% 1-18) Aspergillus
antijeni saptayabilir. Yalanci pozitif sonuglar 6zellikle intestinal bariyerlerinin
biitiinliiglinlin tam gelismemis olmasindan dolayr yeni doganlar ve bebeklerde

antijen ile kontamine yiyeceklerden galaktomannanin alinmasi ile olur. Anne
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stitinde ve formiil mamalarda yiiksek konsantrasyonda bulunan Bifidobacterium
bifidum’> un carpraz reaksiyonu ile de yalanci pozitiflik olabilmektedir.
Erigkinlerde ise kemoterapi alanlarda gastrointestinal sistemin hasarlanmasi
sonucu diyetteki galaktomannanin absorbsiyonunun artmasi ile de yalanci
pozitiflik go6zlenebilir. Ayrica fungal orjinli ilaglar 6rnegin; antibiyotikler
(ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam, amoksisilin-klavulanik asit) yalanci
pozitif sonuglara yol agmaktadir. Platelia Aspergillus galaktomannan ile
Penicillium spp arasinda da g¢apraz reaksiyon gosterilmistir. Fakat Penicillium
tirleri nadir insan patojenlerinden oldugundan klinikle ¢ok az ilgili olarak
goriilmektedir. Paecilomyces variotii ve Alternaria tiirleri gibi diger mantarlarla
da capraz reaksiyon gozlenmistir. Aym1 zamanda bakteriyemili hastalar ve
otoreaktif antikorlar1 olan hastalarda da yanlis pozitif reaksiyonlar gbzlenmistir

(7,42). Bunlar1 6nlemek igin haftada iki kez serumdan test ¢alisiimalidir (57).

Galaktomannan antijen testlerinde yalanci negatif test sonug oran1 % 5’ in
altindadir. Yalancit negatif sonug¢ igin sebeplerden biri anti- Aspergillus
antikorlarmin yiiksek titresidir. Bu antikor yiiksekligi antijenin EbA 2’ e
baglanmasin1 engelleyerek maskeleme yapmaktadir. Bu ylizden serumun immiin
komplekslerinin inaktive edilmesi i¢in 100°C’ ye 1sitilmast 6nemlidir. Bu

olgularda testin esik degerinin diistiriilmesi yalanci negatifligi azaltmaktadir (43).

Pinel ve arkadaslarinin, dahiliye YBU ve hematoloji iinitesinden IA
oldugu bilinen 807 kisilik hasta grubunda yaptiklar1 ¢alismada galaktomannan

testi % 50 duyarliliga sahip bulunmustur. Yiiksek riskli hastalarda, hematolojik
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malignitelilerde yapilan caligmalarda simir deger 0,5-0,6 olarak alindiginda
duyarlilik % 76-100, ozgillik % 65,7-97,5 olarak bildirilmistir. ELISA’ nin
galaktomannanin tesbitindeki kullanisliligi ve faydasi kan disindaki BAL, Beyin
Omurilik Sivist (BOS) gibi diger viicut sivilarinda da gosterilmistir (57,60).
Serum i¢in FDA onayi alan bu test, BAL 6rneklerinde de kullanilmis ve 6zgiilliik
% 87 olarak belirlenmistir. Bu 6rnek grubu i¢in onay alinmamis olmasina karsin,
arastirma sonuglarina goére, IA riskli immiin siiprese hastalarda bronkoskopi

yapilmasi durumunda, BAL’ da da bu testin ¢alisilmasi 6nerilmektedir (59).

Galaktomannan varligi igin birbirini takip eden iki pozitif sonucun varligi
IA icin teyid edici olmaktadir. IA tamisinin dislanmas ise negatif sonucun birkag

yeni testle gosterilmesine dayanir.

Klinikte kandan galaktomannan taranmasi IA riski c¢ok yiiksek olan
hastalara uygulanir. Bu yiiksek riskli grupda Akut 16semi, myelodisplastik
sendrom, HSCT alicilari, Solid organ transplant alicilar1 ve GVHH i¢in tedavi

goren hastalar bulunmaktadir.

EORTC / MSG kilavuzu, klasik mikolojik testler negatif olsa bile kanda
galaktomannanmin varhigmin IA tamsinda major bir kriter oldugunu kabul

etmektedir (57).

Hastalarm % 96’ sinda IA tamsindan (histo / sitokimyasal / veya
mikrobiyolojik olarak) 2-110 giin once galaktomannan antijenemisi tesbit

edilmektedir. Hastalarin % 90’ inda pozitif kiiltiir sonuglarindan ortalama 10,5
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giin Once galaktomannanin var oldugu gosterilmistir. Galaktomannan tesbitinin
duyarlihg infeksiyonun durumuna baghdir. IPA gibi lokalize infeksiyonlarda
sistemik infeksiyonlara gore dolasan antijenlerin saptanmasinda duyarlilik diiser.
Galaktomannan seviyelerindeki diisme iyi prognazla ilgilidir. Fakat antijenin
yoklugu infeksiyonu dislamaz. Galaktomannan varligi antifungal tedaviye cevap
ile de koreledir. Serum orneklerinin devamlili§i antifungal tedavide kullanilan
ilaglara cevabin degerlendirilmesi gerektiginde alternatif tedavilerin gerekip
gerekmedigi konusunda faydalidir. Notropenik hastalarda IA taranmasi icin
arastirmacilar antijenin kandaki gecici varligindan dolay: giinde bir ve haftada en
az iki defa bakilmasini onerirler. Aspergilloz tedavisi altindaki hastalarda da
antijenin iki haftalik araliklarla takibi onerilir. Pratikte aspergilloz igin yliksek
riskli hastalarin takibinde haftada iki kez galaktomannan bakilmalidir (GVHH

veya uzamis kortikosteroid tedavisi gibi ilave risklerin varliginda) (57,60).

BT ile tesbit edilen ve etyolojisi belirlenemeyen notropenik pnomoni
hastalarinda aliman BAL sivilart test edildiginde tiim pulmoner aspergilloz
olgulart galaktomannan pozitif bulunurken, ardisik serum testi takiplerinde
pulmoner aspergillozlu olgularin sadece yarisinda galaktomannan testi pozitif
bulunmustur (43). Ozellikle BAL sivis1 olmak iizere, serum disindaki sivilarda
galaktomannan tespitinin yiiksek derecede duyarli olmasina ragmen ozgiillik
problem olabilir (61). Ornegin, idrarda galaktomannan tespiti uygundur ve
bununla birlikte bu yontem kontaminasyona yatkindir (61). BOS’ da

galaktomannan tespitinin daha duyarli oldugunu ve merkezi sinir sistemi 1A’ s1

23



bulunan hastalarda kiiltiirlerden daha dnce IA acisindan pozitiflestigini gdsteren

kiiglik olgu serileri bulunmaktadir (61).

Notropenik olmayan hastalarda testin duyarliligi tipik olarak diistiktiir
(%15-30). Bu durumun dolasimdaki galaktomannan diizeyinin diisiikk olmasindan
kaynaklandig1r disilintilmektedir. Profilaktik ve ampirik olarak kullanilan
antifungal ilaglarda fungal yiikii azaltarak antijen diizeyini diisiirmektedir (62,63).
Galaktomannan testi yiiksek oranda &zgiil bir tan1 araci olarak goriilmektedir
Ancak sonuglarin yorumlanmasiyla ilgili sikintilar nedeniyle bazi arastirmacilar
esik degerinin digiiriilmesini  Onermislerdir (51). Hayvan modelleri ve
insanlardaki ¢aligmalar, galaktomannan degerlerinin Aspergillus fungal yiikii ile
korele oldugunu ve IA seyri agisindan prognostik marker olarak islev
gorebilecegini gostermistir (64). Aspergillus fumigatus olmayan tiirlerinin sebep
oldugu infeksiyonlarda galaktomannan tahlilinin performansi kapsamli sekilde
calistlmamistir. Son olarak, numune alma orani, galaktomannan tahlilinin esik
degeri ve istatistiksel analiz yontemi (test basina veya hasta basina), bu testin

performansini belirgin sekilde etkileyen degiskenlerdir (65).

2.4 1,3-B-D-glukan (Beta Glukan)

B-glukan sistemik mikozlarin tanisinda sik kullanilan bir belirtegtir. p-
glukanlar dogada yaygin bulunurlar. Ornegin mantarlarda, mayalarda, alglerde ve
bitkilerde bulunurlar. Fungal B-glukanlar hem ¢6ziinebilir hem de partikiilli
formda olabilirler. Coziinebilir formdaki B-glukan, monositlerin fagositozunu

inhibe edebilir. Bunu fagositler iizerinde B-glukanlar i¢in bulunan reseptorleri
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bloke ederek yaparlar. Miyaseki ve arkadaslar1 bunu mantar infeksiyonu

gelisiminin muhtemel mekanizmasi olarak yorumlamislardir (66).

Kanitlanmis IMI olan hastalarda, antifungal tedavi alsin ya da almasinlar
glukanlarin mantar hiicre duvarindan dolasima salindig1 bilinmektedir. Kanda
veya diger viicut sivilarinda glukanlarin varlig1 fungemili hastalar i¢in serolojik

bir belirteg olarak kabul edilebilir (66).

Tan1 sistemi Horseshoe crab’ dan (Kuzey Amerika Atlantik sahilindeki bir
artropod) pirifiye edilen proteolitik koagiilasyon kaskadinin aktivasyonuna

dayalidir. B-glukanin gosterilmesi i¢in renk esasl yontem tanimlanmustir (67).

Tanida kullanilabilen tiim ticari testlerin (Fungitec-G; Glucatell; B-glukan
test Wako WAKO; B-glukan Test Maruha) duyarlilik ve 6zgilliikleri farklidir.
Gelistirilen bu testlerin ilki (Fungitec-G Test) Limulus faktér G’ nin glukana
afinitesini kullanir. Koagiilasyon kaskadmin Faktor-G’ sini aktive edebilme
yetenegi sayesinde tespit edilir. G-faktoriin 6zellikle o subunitine baglanir, ve
serin proteaz B subunitini aktive eder. Bu testte kromojenik substratdan p-
nitroanilidini (pNA) a¢iga ¢ikarir. Salinan pNA 450 nm absorbsiyonda saptanir.
Yapilan ¢aligmalarda C. albicans’ in migelyal formunun yiiksek Limulus faktor-G
aktive edebilme yetenegi ve insan kaninda B-glukanin gosterilmesinin derin
yerlesimli mikozlarin erken tanisi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir (66,67). Testin
duyarliligt % 90, 6zgiilliigii % 84-100 arasinda bulunmustur ve 20 pg/mL ve {istii

diizeyde B-glukan varlig1 pozitif olarak kabul edilmistir (67).
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Fungitec-G’ dekine benzer olarak Glucatell metodu da Limulus enzimini
kullanir. Bu yontem Limulus ameobocyte lysate (LAL)’ dan B-glukan igin
spesifik olan bakteriel endotoksin faktér-C’ nin ayristirilmasi esasina dayanir (67).
2004 yilinda FDA onay1 almis Glucatell testi i¢in Onerilen siir deger 80 pg/ml
olup, yaymlarda 60 pg/ml kabul edilmekle birlikte, baz1 ¢alismalarda bu deger
120 pg/ml olarak belirlenmistir. 60 pg/ml’nin sinir deger olarak kabul edildigi
caligmalarda, ornek sayisi ile degismekle birlikte, testin duyarliligi % 65-100,
ozgilligi ise % 87-96 dir. Bu testin duyarliigi Candida tiirleri i¢in % 83,
Aspergillus tiirleri i¢in % 80, Fusarium tiirleri igin ise % 100 olarak belirlenmistir
(68). IA siiphesi olan hastalarda haftada 2 defa calisildiginda duyarlilik ve
Ozgilligin arttigi bulunmustur. Arastirmacilar B-glukan ve galaktomannanin
beraber tespitinde 6zgiilliigiin % 100’ e ulagtigin1 bildirmektedirler. Es zamanl
calisildiginda her iki antijenin pozitif olmasi A icin degerliyken testlerden sadece
birinin pozitif olmas: yalanct pozitiflik olarak kabul edilmelidir (67). B-glukan

icin yalanci pozitiflige neden olan bazi nedenler tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2: Yalanci pozitif f-glukan sonuclarinin sebepleri

Seliilloz membranlar kullanarak yapilan hemodiyaliz

Alblimin

Intravendz immiin globiilin

Intravendéz uygulama igin seliiloz derinlik filtrelerinin
kullanilmasi

Serozal ylizeylerin gazli bezle kapatilmasi

e Intravendz amoksisilin-klavulanik asit

Ozellikle hematolojik maligniteli hastalarda mantar infeksiyonu

olmamasina ragmen f-glukan igin yalanci pozitif sonuglar goriilebilir.
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Kemoterapiyi takiben immun sistemin toparlanmasi sonucu spontan olarak
temizlenen gegici fungemi ve Aspergillus antijenemisinin oldugunu destekler
(67).

B-glukan testi, galaktomannan testine gére daha genis spektrumdaki kiif
mantarlarmi tespit ettigi icin, IMI’ ler agisindan yiiksek riskli hastalarda koruyucu
tedavi stratejilerine katilma potansiyelleri bulunmaktadir (69). Zygomycetes veya
Cryptococcus neoformans hari¢ pek ¢ok patojen maya ve filamentli funguslarda
hiicre duvarinin ayrilmaz bir bileseni olan B-glukan, IA ve kandidozda ayrica,
Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces ve Acremonium tiirlerinin sebep oldugu,
daha az goriilen fakat bagisik engelli hastalarda 6nemli olan tiirlerin tespitinde

etkili bulunmustur (8,70).

Serum B-glukan diizeyi tespiti Ozellikle akut myeloid 16semi, akut
lenfositik 16semi, kronik lenfositik 16semi, non-hodgkin lenfoma, endojen fungal

endoftalmitis, P. jirovecii pnémonili ve IPA’ It hastalarda faydalidir (67).

IA’ 11 hastalarda hastalarin serum B-glukan konsantrasyonlarinda 5 giin
icinde anlamli bir artis olur. Salinan bu antijenin kinetiginden dolayr serum
orneklerinin haftada iki kez calisilmasi gerekir. Yapilan caligmalarda radyolojik
bulgulardan 9.3 giin énce IA olmasi muhtemel hastalarin %100’ {inde B-glukan
saptanabilmistir. Odabas1 ve arkadaslar1 Klinik tanidan ortalama 10 giin 6nce B-

glukanin serumda pozitif oldugunu bildirmislerdir (60) .

B-glukan tespitini saglayan ticari olarak mevcut yontemlerin adaptasyonu

konusunda biiyiik beklenti vardir. Ciinkii IMI tanis1 onun kanda ve steril diger
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viicut sivilarindaki varligima dayanir. B-glukan antijeninin takibi hastaligin

yaygmligini ve tedaviye cevabin belirlenmesi i¢in faydalidir (67).

2.5 Mannan ve Antimannan Testleri

Glukanlar gibi mannanlar da C. albicans hiicre duvarnin major
bilesenidir, fakat glukanlarin aksine, mannanlar hiicre yiizeyine non-kovalan
sekilde baglanmistir (71). immiin modiilatér dzellikleri olan olduk¢a immiinojenik
bir polisakkarit antijendir. Mannan, kandidanin hiicre duvarinin kuru agirliginin
%30’ unu olusturur. Maya mannoproteinleri golgi kompartmaninda sentez edilir.
Daha sonra hiicre duvarma getirilir. Oligomannoz epitopu humoral cevaba neden

olabilir (60).

IK infeksiyonlarmin tanisin zor olmasi, klinik bulgularinin 6zgiin
olmamasi ve kan kiiltlirlerinin diisiik duyarlilig1 nedeniyle tanida kullanilabilecek
ticari olarak gelistirilmis iki test bulunmaktadir. Bunlar temel bir hiicre duvar
antijeni olan mannanin ve antimannan antikorlarinim ELISA ile saptanmasidir
(72). Sistemik kandidoz igin riskli hastalarda dolasan mannan antijeni ve anti

mannan antikorlarinin takibi tanida 6nemlidir (60).

IK tamsin1 kolaylastirmak igin mannan antijenemisinin kullaniimasi
Onerilmistir; en Onemli smurlillk hastanin  serumundan antijenin  hizhi

temizlenmesidir (73).

Sendit ve arkadaslari kanitlanmis IK olan hastalarda mannan tesbit

edilebilme olasiligmin % 40 oldugunu gostermislerdir. Antikorlarin varlig1 ise
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hastalarin % 53’ {inde gosterilmistir. Her iki belirtecin paralel tesbiti ise yiiksek

duyarlilik (% 80) ve 6zgiilliik degerlerine (% 93)’ e ulasir (57,60).

Ayrica nétropenik hematoloji hastalarinda mannanemi ve anti—-Candida
antikorlarinin paralel izlenmesinin de degerli oldugu gosterilmistir. Yera ve
arkadaglar1 hastalarin % 73’ iinde, pozitif kan kiiltiirinden 2-15 giin dnce pozitif
serolojik testleri elde etmislerdir. Pozitif kan kiiltiirii ile anti mannan antikorunun
tesbiti arasinda ortalama 7, mannan antijeninin tesbiti ile de 6 giin oldugunu

bulmuslardir (57).

Mannan ve antimannan arastirilmasmin 1K icin yiiksek riskli olgularin
erken tanisinda Ozellikle kiltiirlerin ve histopatolojinin negatif oldugu veya

orneklerin alinamadig1 olgularda kullanilabilecegi belirtilmistir (72).

Riskli hastalarda kiiltiir metodlariyla kombine olarak her ii¢ glinde bir
mannan ve anti- mannan antikorunun siirekli &lglilmesi yoluyla takip edilir.
Candida infeksiyonu sirasinda anti- mannan antikorlarinin kontrolii 6zellikle
hastalarm immiin durumlarini saptamak agisindan 6nemlidir. Ancak antikorlarin
varliginin gosterilmesi kandidozun invaziv ve yiizeysel formlarin birbirlerinden
ayrilmasina izin vermez. Kalic1 antijenemiye ragmen antikor iiretiminin olmamasi
kot prognostik faktordiir. Antikor seviyesindeki ani artig aktif infeksiyon

lehinedir (57,60).
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Diisiik antijenemili ve erken donem infeksiyonlarinin tanisinda tavsiye
edilen test immiinoenzimatik Platellia Candida Ag (Bio- Rad) ve paralel olarak

anti- mannan antikor testidir ( Platelia — Candida — Ab/Ac/Ak; Bio — Rad) (57).

Bu iki testin IK tanisinda giivenilirligi genelde sinirli kalmaktadir. Birden

fazla 6rnegin alinmas IK saptama olasiligim arttiracaktir (57).

Yakin zamanda bir immiin enzimatik yontem (Down-flow immuno assay)
kullanilmaya baslanmistir. Bu test IK’ nin (mannan antijenleri) erken tamisinda
kullaniglidir ve Unimedi Candida Monotest (Unitica) olarak adlandirir (57). Bu
testlerin rutin kullanimi, erken tamiyr artirmak igin degerli olabilir fakat tek

baslarina tani i¢in kesin bir ¢dziim sunmamaktadir (44).

2.6 Molekiiler yontem

Niikleik asit amplifikasyon yontemleri igerisinde hedef amplifikasyon
yontemlerinin ilk ve en 6nemlisi PZR’ dir. Niikleik asitlerin in vitro sartlarda
replikasyonu igin gelistirilmis bir tiip test sistemidir. Hedef DNA / Ribo Niikleik
Asit’ in (RNA) selektif olarak amplifikasyonuna olanak saglar. Isiya dayanakli
DNA polimeraz enzimi yardimiyla genomun spesifik bdlgelerinin kopyalanmasi

gerceklestirilir (74).

Son yillarda IMI” lerin tamsinda kullanilabilecek panfungal veya fungusa
0zgii PZR teknikleri gelistirilmistir. Bunlarin direk baki ve kiiltiire gére duyarliligi
daha yiiksek olmasina ragmen, kolonizasyon veya subklinik infeksiyonlarda da

pozitif sonuglar alinabilmektedir. Bunun yaninda gelistirilen kalitatif ve kantitatif
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PZR yontemlerinin protokollerindeki farklilik g6z ardi edilememekte, bu da
standardizasyon sorununu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu yontemlerde hedef bolge
olarak mantar niikleer rRNA’ sindan ii¢ gen bolgesi segilebilmektedir. Bunlar 26S
veya 28S, 18S ve 5.8S geni ile aralarindaki ITS bolgeleridir. Amplifikasyon
drtinlerinin  belirlenmesinde  DNA problari, mikroarray, floresan in situ
hibridizasyon ve pirosekanslama kullanilabilmektedir. Bunlarin yaninda hizh
amplifikasyon ve kantitatif degerlendirme saglayan ger¢ek zamanli PZR de
uygulamaya girmistir (75). Bu yontemlerin taniya katkisi olabilmekle birlikte tani
algoritmasindan yerini alabilmesi i¢in daha standart ve genis kapsamli

arastirmalara ve ciddi validasyon galismalarina gereksinim s6z konusudur (75).

Bu konuda gelistirilen ve deneme siirecinde olan birgcok PZR yontemi
olmasina ragmen heniiz pratik kullanima giren standart bir PZR protokolii yoktur.
Panfungal primerler (6rn. 18S ribozomal DNA) ya da Aspergillus gibi belli bir
mantar tliriine yonelik primerler aracilifiyla hasta serumu veya BAL sivisinda

fungal infeksiyon arastirmasi yapilabilmektedir (43)

Bu yontem ile 6zellikle pulmoner aspergilloz tanisina yonelik ¢alismalarda
testin duyarliligi % 75-100, 6zgiilligi ise % 90’ larn {izerinde bulunmustur (43).
Bu calismalarda galaktomannan antijen testinde oldugu gibi haftada iki kez veya
daha fazla alinan serum ornekleri ile diizenli test edildiginde Klinik infeksiyon
baslamadan ortalama 9 giin Once testin pozitiflesmeye basladig gosterilmistir.
Test acisindan en 6nemli handikap ise yliksek yalanci pozitiflik ve buna bagl

diisik pozitif prediktif degerleridir (% 42-44). Yalanci pozitiflik degerleri
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Ozellikle BAL s1vist test edildiginde fungal kolonizasyon riski nedeniyle daha sik
olmaktadir (43). Kemik iligi nakli hastalarinda BAL sivilarinda aspergilloz
tanisina yonelik olarak galaktomannan ve PZR testlerinin karsilastirildigi bir
caligmada galaktomannan testinin duyarlilign % 76, 6zgilligi % 94 bulunurken,

PZR testinin duyarliligi % 67, 6zgilligi ise % 100 bulunmustur (43).

Aspergillus niikleik asitlerinin PZR ydntemi ile erken IA tanisi igin gittikge
artan sekilde deger gérmektedir. Diger kiiltiir dis1 yontemlerin aksine, PZR’ nin
cins seviyesinde Aspergillus’ un yani sira firsat¢i kiif mantarlarimi hizli saptama
ve molekiiler tanimlama olasilig1 vardir (76,77). Standardizasyon eksikligi ve
ticari olarak hazir bir sistemin olmayisi, IA tanisinda PZR’ nin roliiniin
gosterilmesinde Onemli sorunlardir. Ek olarak, infeksiyonun erken evresinde
dolagimdaki Aspergillus DNA’ s1 saptanabilmesine ragmen, infeksiyon yerinden
hangi formdaki DNA’ mnin nasil serbestlestirildigi ve Aspergillus DNA
serbestlesmesinin  kinetigi lizerine antifungallerin uygulanmasmin etkisi
bilinmemektedir. Son olarak, DNA serbestlesmesi i¢in fungal nekroz
gerektiginden, PZR’ nin antijen serbestlesmesini  saptayan testlerle
kiyaslandiginda erken IA tanis1 igin gergekten daha duyarli olup olmadig1 sorusu
akla gelmektedir (78). Buraya kadar, tam kan kullanarak PZR sonuglarinin erken
IA tamis1 ve tedavi yanmitinin takibi igin yeterince duyarli oldugu goriilmektedir,
bununla birlikte, PZR’ de serum kullanilmasi galaktomannan ve B-glukan gibi
diger biyolojik markerlerin es zamanli tespiti gibi avantaj sunabilir (76,77).
Ayrica, 18 S ribozomal alt iinitelerin yliksek derecede korunmus coklu kopya

sekanslarinin amplifikasyonunun yiiksek duyarlilikla patojen mantarlarin tespitine
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olanak sagladig1 goriilmektedir (76,77). Onemli olarak, gercek zamanli PZR
teknolojileri, firsatgr mantarlarin genus ve tiirlere 6zgiil olarak tanimlanmasi i¢in
spesifik DNA sekanslarinin amplifikasyonu sonrasinda hizli ve etkili bir yontem
sunmaktadir (6rnegin 18S ribozomal alt {initelerin ITS1 bolgeleri) (76,77). Ayrica
kontaminasyona daha az yatkin olan ger¢ek zamanli PZR protokolleri, DNA
ekstraksiyonu i¢in otomatik sistemlerle birlikte mevcut PZR testlerinin
giivenirliliginin standardizasyonuna ve gelismesine yoOnelik onemli bir adim
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (77). Gergek zamanli PZR dolasimdaki fungal DNA
miktarinin saptanmasina olanak saglamasi nedeniyle, antifungal ilaglarla tedavinin

izlemi sirasinda fungal yiikiin indirekt bir parametresi olarak da kullanilabilir.

PZR testi ile genomik sekanslarin amplifikasyonu, cogunlukla A icin

gelistirilmis olup 1K’ da rutin olarak kullanilmamaktadir (79).

Kan, serum, BOS ve diger klinik 6rneklerde Candida DNA’ sinin tespit
edilmesi i¢in ¢ok sayida PZR bazli metod gelistirilmistir. Candida genomu
tizerinde bir¢ok bolge tesbit i¢in hedef bdlgeler olmak iizere degerlendirilmis
ancak bu cabalarin ¢ogu ribozomal DNA gen kompleksi iizerine odaklanmustir.
Hem nested hemde panfungal PZR formatlar1 ve kantitatif PZR metotlar
gelistirilmistir. Molekiiler tan1 yontemleri dogrudan dokudan veya viicut sivisi
orneklerinden Candida infeksiyonunun hizli bir sekilde teshis edilmesi igin {imit
verici goriinmektedir ancak yanlis pozitif sonuglar olusabilir ve standardize ticari
metodlar mevcut degildir (16). Yakin zamandaki bir ¢alisma, non-nétropenik

YBU hastalarinda prospektif olarak ii¢ adet TagMan bazli PZR testini
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degerlendirerek ve bu yontemin % 90.9 duyarlilik ve % 100 6zgiillik gosterdigini

bildirmistir (44). Bu sonuglar ileri degerlendirmeyi gerektirir.

2.7 Invazif mantar infeksiyonlarda taniya genel bakis

Invaziv mikozlar son yillarda énemli tehlikeli toplumsal saglik problemleri
icinde On plana ¢ikmaktadir. Bu hastaliklarin insidansinda beliren dramatik artig
risk altindaki popiilasyonda goriilen belirgin artisa baglanmistir. Bu popiilasyon
grubunda AIDS’ li hastalar, solid organ ya da kok hiicre nakli alicilari,
hematolojik maligniteli hastalar ve diger bagisik engelli bireyler bulunmaktadir

(10,80,81).

IMI tanis1 genelde klinik bulgularla laboratuvar tanisinin birlestirilmesine
dayanir. Ancak klinik belirtiler ¢ogunlukla 6zgiil degildir ve baska hastaliklarla
karisabilir. Erken laboratuvar tanisi ise genellikle zor konulmaktadir (82). Kesin
laboratuvar tanisi, etkenin klinik 6rnekte direk mikroskobi ve histopatolojik olarak
goriintiilenmesi ve kiiltiirde iretilerek tiir diizeyinde tamimlanmasi ile
konulmaktadir. Ancak mikroskobik inceleme ve kiiltiir i¢cin bu 6rnekler, invaziv
islemlerle temin edilebilir ve bu igslemler cogu zaman hastalarin sitopenilerinden
veya kritik durumlarindan dolay1 yapilamaz. Bu nedenle mantar yiikii artmadan ve
hasta 6lmeden Once nadiren tani konulabilir. Tam icin klinik, radyolojik ve

mikrobiyolojik kriterlerden yararlanilmaya ¢aligiimaktadir (9).

Mortalite ve morbiditenin diigiiriilmesi agisindan erken tan1 ve tedaviye

baslanmasi konusu ¢ok dnemlidir. Bu yiizden caligmalar, erken tani koyarak bu

34



hasta grubunda yiiksek mortalitenin diistiriilmesi amaciyla yiiksek duyarlilik ve
Ozgiillige sahip, giivenilir tan1 yOntemlerinin  gelistirilmesi  {izerinde

yogunlagmustir (9).

2.8 Mantar hiicre duvanr

Mantar hiicre duvari, mantar hiicresinin g¢evreyle iligkisini saglarken
hiicreyi osmotik basingtaki degisiklikler ve diger ¢evresel streslere karsi koruyan
dinamik bir yapidir. Hiicre duvar1 eskiden etkisiz bir dis iskelet olarak kabul
edilirken, artik cevresel stres ve kiiltiir ortamlarinin modifikasyonu sonucunda

stirekli degisim gosteren dinamik bir yap1 olarak kabul edilmektedir (83,84).

Hiicre duvariin polisakkarit yapidan zengin 3 boyutlu bir yapis1 vardir.
Calismalarda mantar hiicre duvarinin primer olarak kitin, glukanlar, mannanlar ve

glikoproteinlerden olustugu gosterilmistir (85).

Mantar hiicre duvarmnin yapist ve biyosentezi duvarinin biyolojik roli,
kendine has biyokimyasal ve yapisal organizasyonu ve igerigindeki c¢ogu
komponentin memeli hiicrelerinde olmayis1 gibi sebeplerle antifungal ilaglarin

gelistirilmesi i¢in miikkemmel bir hedeftir (85).

Mantar hiicre duvari, hem koruma hem de saldir1 fonksiyonlar
icermektedir. Konak cevresi ile mantarin karsilasmasinda ilk bariyer olarak gorev
almasindan dolay1 koruyucudur. Hiicre duvar1 hem ¢evreden kaynaklanan osmotik
basing degisikliklerine karsi hiicrenin yeterli mekanik saglamliginin elde

edilmesini saglamak, hem de hiicre biiylimesi, hiicre boliinmesi ve mantarin
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yasam siklusu boyunca farkli hiicre formasyonlarina izin vermek i¢in yeterli
esnekligi saglamak zorundadir. Hiicrenin seklini korumasi ve gevresel strese
uyum icin hiicre duvari mantar hiicresinin g¢evresiyle iliskisine izin vermek
zorundadir. Ayrica saldir1 fonksiyonuda igerir, mantar hiicre duvarinin hidrolitik
ve toksik molekiilleri, mantarin ekolojik ortamina yerlesmesi igin gereklidir.
Hiicre duvar1 bir hiicrenin digerine veya subsratina tutunmasina aracilik eder.
Hiicre duvar sert yapist sayesinde penetrasyon i¢in ek bir giic saglarken, ayrica
hiicre i¢ine dogru sinyal transdiiksiyonunu aktive eden bir sinyal merkezi olarak

da gorev alir (85).

Hiicre duvar yapisinin hasarlanmasi siklikla lizis ve 6liimle sonuglanan

fungal hiicre morfolojisi ve biitiinligiinde derin etkiler olusturur (85).

Fungal hiicre duvar1 esas olarak igerdigi glukan, kitin, glikoprotein
yapilarmin disinda, mantar hiicre tiiriine gore degisiklik gosteren ilave mindr
hiicre komponentleride (melanin deriveleri, inorganik elementler, fosfatlar ve
aminopolisakkaritler) icerir. Hiicre duvarinda bulunan glikoproteinler, yaygin
olarak hem N- hem de O- bagli karbonhidratlarla degisiklige ugramistir. Ve ¢ogu
durumda glikozil- fosfotidil- inositol (GPI) baglar1 igerir. Glukan komponenti esas
olarak uzun lineer B 1,3 bagh glukozdan yani B 1,3 glukandan (B-glukan) olusur.
Kitin, duvarin glukan ve glikoprotein kisimlarina gére daha az miktarda yer alir

ve B 1,4 bagli rezidii N- asetil glikozamin zincirlerinden meydana gelir (85).
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Glikoprotein, glukan ve kitin komponentleri, hiicre duvari yapisinin
temelini olusturan kompleks bir ag olusturmak tizere siki ¢capraz baglarla bir arada

olan komponentlerdir.

Cogu mantarda hiicre duvarinin en merkezinde B-1-4 bagi ile kitine
baglanan dalli, B-1,3 1,6 glukan (kor yapi) bulunmaktadir. Bu yapisal merkez
farkli mantar tlirlerine bagli olarak farkli dekorasyonda olabilir, genellikle
fibrilerdir ve alkali uygulamasi sonrasi ortadan kalkan amorf bir yap1 igerisine

gizlenmistir (85).

Sekil 1: Mantar hiicre duvarimn yapisi

2.9 Mantar hiicre duvarinin kitin yapisi

Kitin, mantar hiicre duvarinin géreceli olarak minér, yapisal olarak lineer

homopolimer p-1,4 bagli N- asetil glukozaminden olusan Onemli bir
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komponentidir. Kitin maya hiicre duvari kuru agirliginin % 1-2” sini olusturur.
Oysaki Neurospora ve Aspergillus gibi filamant6z mantarlarin hiicre duvarlarinda

kitin miktar1 %10-30 olarak belirtilmektedir.

Kitin, seliilozdan sonra diinyada en yaygm olarak bulunan ikinci
biyopolimerdir (86). Yengeg, karides gibi kabuklu su iriinlerinin ana bileseni
olup, boceklerin iskeletinde de bulunmaktadir. Kitinin bir¢ok tlirevi bulunmakla
beraber, bunlar arasinda en onemlisi kitosandir (86). 1894’ de Hoppe-Seyler,
kitini potasyum hidroksit igerisinde 180°C” de isleme sokmus (deasetilasyon) ve
asetil icerigi azaltilmig bir iriin olan kitosan: elde etmistir (86). Kitosan
giintimiizde tiptan gidaya, ziraatten kozmetige, eczaciliktan atik su aritimina ve
tekstil sektoriine kadar sayisiz alanda kullanilabilmektedir. Kitosan, medikal
tekstiller alaninda olduk¢a ©nem kazanmistir. 1960' larin ortalarindan beri
Japonya basta olmak tiizere pek c¢ok Asya iilkesinde bu konuda calismalar
yapilmaktadir. Ozellikle yara tedavisinde doku saglanmasi icin kitosan oldukca
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, medikal yapay deri, cerrahi dikis
iplikleri, yapay kan damarlari, , kontakt lens yapimi, yara bandi, sargi bezi gibi
malzemelerin yapiminda kullanilmaktadir. Kolestrol kontrolii (yag baglayici),
tiimor inhibitorii, antifungal, antibakteriyal, ve hemostatik etki gdstermesi gibi

faydalar1 da bulunmaktadir. (87).

In-vivo testler, kitosanin insan viicuduna herhangi bir yan etkisi
bulunmadigini gostermistir. Kitosan, yara iyilesmesi prosesinde; polimorfoniikleer

hiicre ve makrofajlarin aktivasyonu, fibroblast aktivasyonu, sitokin iiretimi, dev
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hiicre migrasyonu ve kollajen sentezinin stimiilasyonu gibi agamalarda 6nemli rol
oynamaktadir. Kitosan, gesitli ila¢ formiilasyonlarinda uygun bir matriks olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Cesitli ilaglar, kitosan matrisi igerisine (film, mikrokapsiil,
kaplanmis tablet vb.) vyerlestirilmekte ve boylece kontrollii ila¢ salinimini

saglamaktadir.
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Sekil 2: Seliiloz (a), kitosan (b) ve kitinin (c) kimyasal yapilari

Hem mayalar hem de filamantdz mantarlarda kitin mikrofibrilleri zincirler
arast hidrojen baglarindan olusur. Bu kristal polimerler biiyiik bir gerilim
kuvvetine sahiptir ve hiicre duvarmin tiimiiniin biitinligiini saglar. Kitin sentezi
bozuldugunda duvarin yapisi bozulur, biiylimekte olan hif erimeye baslar ve
mantar hiicresi malforme olarak osmotik acidan stabil olmayan bir hal alir ve

tizerinde baloncuklar gelisir (85).

Hastalik sirasinda yogun olarak migel gelisiminden ve akcigerde
germinasyonunu tamamlamamis konidiyalarin uzunca bir siire kalabilmesinden

dolayr Colony Forming Unit (CFU) o6lgiilerine gore fungusun kantitasyonu
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hastaligin siddetini belirlemede iyi bir belirte¢ olarak kabul edilmemektedir.
Bunun i¢in fungal biyokiitle ile uyumlu olan kitinin gosterilmesinin in vivo

tiremeyi daha uygun olarak yansitabilecegi agiklanmistir (11,12).

Bu calismada, IMI siiphesi ile takip edilmekte olan ndtropenik hastalarmn
klinik  6rneklerinde kiiltiir, galaktomannan antijeni, p-glukan diizeyleri,
Aspergillus ve Candida i¢in PZR sonuglarinin karsilastirilmasi ve Kitin antijeninin

gosterilmesine yonelik ELISA yonteminin gelistirilmesi amaglanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiza 15/11/2009 — 15/05/2010 tarihleri arasinda Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi’ nde i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Hematoloji bilim
dalinda yatmakta olan 46 hasta alindi. Calismamiza Sistemik mikoz siipheli
nétropenik atesli (en az bir giin siireyle nétrofil sayismm 500/mm?*” iin altinda
olmasi ve antibiyotik tedavisine ragmen 38°C’ nin {izerinde 1srarci ates) hastalar
dahil edildi. Trombositopeni nedeniyle kan alinamayan hastalar galisma disi
birakildi. Hastalardan ve 46 saglikli goniilliiden alinan serum 6rnekleriyle kiiltiir,
B-glukan testi, galaktomannan, Candida PZR, Apergillus PZR testleri ¢alisildi ve
kitin antijenin aranmasina yonelik ELISA testi gelistirildi. Calismamizla ilgili etik
kurul karar1 Ankara 1 No’ lu Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’” nun 11/11/2009 —

106 tarih ve numarasi ile alinmistir.

3.1 Geregler

3.1.1 Laboratuvar araglari

Etiiv (Elektro-mag, Tiirkiye)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Pastor firmi (Elektro-mag, Tiirkiye)

Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

Mikropipetler ve uclari (Beta Pette ™, ABD)
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Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)
Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)
Smif 2 biyogiivenlik kabini (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)
Isik mikroskobu ve dijital fotograf makinesi CX31 (Olympus, Japonya)
ELISA okuma cihaz1 (EIx800, BioTek, ABD)
Inkiibatérlii ELISA okuma cihazi (BioTek Synergy HT, ABD)
Santrifiij cihazi (HERMLE Z380, Almanya)
Mikrosantrifiij (Heraeus, Almanya)
Platelia® Aspergillus kiti (Biorad, Fransa)
Fungitell™ (CAPE COD, ABD)
Heliosis Ekstraksiyon Modiilii (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)
Cam esyalar, 6zeler, kuru blok (Bio TDB-100, Almanya)
Light Cyclerg 2.0 (Roche, Almanya)
3.1.2 Sarf malzemeler
96 kuyucuklu, steril, yiiksek baglanma kapasiteli ELISA ¢alisma plagi

(costar, USA)
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Tween-20 (Amresco, Kanada)

Sodyum azide (NaN3) (SIGMA, ABD)

Bovine Serum Albumin, (BSA) (Amresco, Kanada)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Biological Industries ,Israil)

Sample buffer solution

CDA2 (Kitin antijeni) peptid (Gen Script, ABD)

Anti-CDA2 piirifiye antikor (Gen Script, ABD)

Pre-immiin serum (Anti-CDA2’ ye baglanan spesifik antikor) (Gen Script,

ABD)

Kegide tiretilmis HRP isaretli anti — tavsan Ig G

Tetra Metil Benzidin (TMB)

3.1.3. Besiyerleri

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Oxoid, Ingiltere)

Besiyeri (pH =5.6)

1 litre SDA igin: 47 g SDA toz, 5 g agar, 1 L distile su 121°C' de 15 dk
otoklavda sterilize edilmis, sonra petri plaklarima dagitilip, oda 1sisinda

katilasmaya birakilmistir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Kiiltiir

IMI siipheli hastalardan alian kan &rnekleri otomatik kan kiiltiir siselerine
eklenmistir. Kiiltiirler yedi giin takip edilmistir. Ureme sinyali veren siselerden
rutinde kullanilan SDA plaklarina ekilerek 24°C ve 37°C’ de inkiibe edilmistir.
Ureme olan plaklardaki koloniler dnce gram boyama ile boyanarak mikroskopta
maya hiicreleri goriilmiistiir. Daha sonra maya kolonileri tiir ayrimi igin misir unu
agara ekilmis ayrica germ tiip testi ve ID-32-C sistemiyle maya tiplendirilmesi

yapilmistir.

3.2.2. Alinan 6rneklere yapilan islemler

Etilen Diamin Tetra Asetik Asitli (EDTA) tiiplere alinan kan 6rnekleri
Aspergillus DNA’ smin aranmasi i¢in PZR islemi yapilmak iizere ayrilmistir.
Heparinli tiiplere alinan kan orneklerinin serumu B-glukan ve galaktomannan
varliginin arastirilmasi i¢in saklanmistir. Biitiin 6rnekler uygun ambalajlar i¢inde,

islem giinline kadar -20°C” de saklanmustir.

3.2.3. ELISA ile Aspergillus antijeninin aranmasi

3.2.3.1-Testin prensibi

Platelia® Aspergillus kiti (Biorad, Fransa) serumda galaktomannani
saptayabilen immiinoenzimatik sandvi¢ mikrokaplama yontemidir. Testte tavsan

monoklonal antikorlari EBA-2 kullanilir. Monoklonal antikorlar ELISA
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cukurlarinda kaplanmis ve peroksidazla isaretlenmis olarak bulunur. Test 0.5-1

ng/ml galaktomannani saptayabilecek hassasliktadir.

3.2.3.2-Testi uygulamadan once yapilan islemler

a- ELISA gukurcuklar1 paketinden ¢ikarilarak ve oda 1sisinda 15-20 dakika

bekletilmistir.

b- Yikama soliisyonu (Tris NaCl Ph 7,4 buffer, % 1 Tween 20 ve % 0.01

sodyum metiolat) distile su ile 10 kat sulandirilmistir.

c- Kontrol serumlart (pozitif, negatif ve esik serumu) 1 ml steril su ile

sulandirilip iyice karistirilmistir.

d- Konjugat (peroksidaz ile bagli anti-galaktomannan monoklonal

antikorlar1) % 0.01 metiolat igerir ve kullanilmaya hazirdir.

e- Serum igleme soliisyonu (EDTA asit soliisyonu) kullanilmaya hazirdir.

f- Substrat buffer (sitrik asit, sodyum asetat, pH 5.2, % 0.009 hidojen

peroksid ve % 4 dimetilsiilfoksit) kullanilmaya hazirdir.

g- Kromojen soliisyonu tetrametilbenzidin icermektedir ve substrat buffer

ile 50 kat seyreltilmistir.

h- Reaksiyonu durdurma soliisyonu 1.5 N siilfirik asit icermektedir ve

kullanilmaya hazirdir.
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3.2.3.3. Testin uygulanisi

a- Steril ependorf tiiplerine 300 pul serum ve 100 pl serum isleme
soliisyonu konulduktan sonra iyice karstirlmis ve 100°C° de 3 dakika

bekletilmistir

b- 10000 rpm’ de 10 dakika santrifiijlendikten sonra istteki sivi bolim

calisilmigtir.

c- Ayni iglemler kontrol serumlari i¢in de yapilmistir.

d- Serumlarin dstteki sivi bolimiinden 50 pl ve konjugattan 50 pl

cukurlara konulmustur.

e- ELISA plaginin iizeri yapiskan film ile kaplanmustir.

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

g- ELISA plagindan yapistirici film ¢ikarilip yikama soliisyonu ile bes kez

yikanmugtir.

h- ELISA plaginda yikama soliisyonunun kalmamasina dikkat edilmistir.

i- Hizli bir sekilde ve direk 1siktan korunarak daha 6nce karisimi yapilan

substrat - kromojen soliisyonundan 200 pl eklenmistir.

J- Karanlik bir alanda oda 1sisinda 30 dakika bekletilmistir.
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k- Her ¢ukura esit zamanli olarak 100 pl reaksiyon durdurma

sollisyonundan eklenmistir.

I- Sonuglar 30 dakika igerisinde, 450 nm (referans araligi 620 nm) dalga

boyunda optik okuyucuda okunmustur (E1x800, BioTek, ABD).

3.2.3.4. Sonuglarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

a- Esik (cut-off) degeri esik kontrol serumunun optik dansitesi olarak

belirlenmistir.

b- Her serum igin indeks hesaplanmustir:

Indeks = drneklerin optik dansitesi / esik serumun optik dansitesi

Indeks > 0.5 pozitif olarak degerlendirilmistir.

c- Testi gecerli saymak icin asagidaki sonuglarin  gerceklesip

gerceklesmedigine bakilmistir.

0.3 < OD kontrol esik serum < 0.8

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

Negatif indeks = OD negatif serum / OD kontrol esik serum < 0.5
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3.2.4. Beta glukan testinin ¢aligilmasi

Mantarlarin  hiicre duvarinda bulunan B-glukanin arastirilmasi igin
Fungitell™ (CAPE COD, ABD) glukan $l¢iim kiti kullanilmistir. Bu kit proteaz
zimojen temeline dayali olarak calisir ve kinetik olarak Olglim yapilabilen

kolorimetrik bir islem i¢cermektedir.

Standartin disinda hicbir malzeme glukan igcermemektedir. Ayrica testte
kullanilacak diger malzemelerde glukandan uzaklastirilmistir. Bu amagla cam
malzemeler 235°C° de 7 saat tutulmus, plastik malzemeler ise kullanimdan 6nce

RGW soliisyonu ile ¢alkalanmistir.
3.2.4.1-Test uygulanmadan 6nce yapilan islemler
a- Glukan standartlarinin hazirlanmast:

Standart 1: Bir sise glukan 2.9 ml RGW soliisyonu ile karistirilmistir (100

pg/ml glukan igermektedir).

Standart 2: 400 pl soliisyon 1 + 400 pul RGW (50 pg/ml glukan)

Standart 3: 400 pl soliisyon 2 + 400 ul RGW (25 pg/ml glukan)

Standart 4: 400 pl soliisyon 3 + 400 ul RGW (12.5 pg/ml glukan)

Standart 5: 400 pl soliisyon 4 + 400 pul RGW (6.25 pg/ml glukan)

Standart 6: RGW soliisyonu (glukan igermemektedir).
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b- Serum isleme soliisyonunun hazirlanmasi

400 pl, 0.25 M KOH ile 400 pl, 1.2 M KCI cam tiip iginde karistirilmistir.

c- Fungitell ayiracinin bir tanesi once 2.8 ml RGW ile karistirilmis,

sonrasinda 2.8 ml pirozol (yeniden yapilanma tamponu) eklenmistir.

3.2.4.2.-Testin uygulanisi

a- Kuyucuklara orneklerden 5° er pul dagitilmis (serum ve BAL ornekleri)
ve iizerlerine 20 ul serum isleme soliisyonundan eklenmistir. Imalat¢1 firmanin

Onerisine uyularak dis kuyucuklar kullanilmamastir.

b- Plate 5 saniye calkalandiktan sonra 10 dk 37°C’ de bekletilmistir.

c- Standartlardan 25’ er pl dagitilmustir.

d- Standartlar ve 6rneklerin tizerine hazirlanmis Fungitell ayiracindan 100’

er pl dagitilmigtir.

e- Plate 5 saniye ¢alkalanmustir.

f- Inkiibatorlii ELISA okuyucusunda, 37°C” de, 405 nm dalga boyunda
birer dakikalik araliklarla 40 dakika okuma yaptirilmistir (Synergy HT, BioTek,

ABD).

3.2.4.3.- Sonuglarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi
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Veriler toplandiktan sonra analizleri yapilmistir. 0-40 dakika arasindaki
her nokta i¢in optik dansite degisiminin ortalama hizi hesaplanmis ve test edilen

her 6rnegin glukan konsantrasyonu kaydedilmistir (R?=0,8982).

Fungitell degerlendirmede sonuglar pg/ml olarak ifade edilmektedir. Bu
testle 31.25-500 pg/ml arasindaki degerler saptanabilmektedir. 500 pg/ml’ nin
tizerindeki degerler igin Ornegin seyreltildikten sonra tekrar test edilmesi

Onerilmistir.

60 pg/ml altindaki degerler negatif, 80 pg/ml {izeri pozitif, 60-79 pg/ml

arasi slipheli sonug olarak yorumlanmistir.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Y ontemi

3.2.5.1. DNA’ nin eldesi

Alman serum o6rneklerinden mantarlara ait DNA, Heliosis Ekstraksiyon

Modiilii (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye) kullanilarak elde edilmistir.

EDTA’ ©t tiliplerdeki kan Ornekleri saflagtirmaya alinmadan once
eritrositlerin uzaklastirilmasi i¢in kirmizi kan hiicresi (Red Blood Cell) lizis

soliisyon protokolii uygulanmistir.

1. Orneklerden 300 ul alimip 1.5 ml’ lik ependorf tiiplerine aktarilmistir.

2. Uzerlerine 1.2 ml kirmizi kan hiicresi lizis soliisyonundan eklenmis ve

pipetaj ile iyice karistirilmistir. Sonra 5 dakika —20°C’ de bekletilmistir.
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3. Ug dakika oda sicakliginda 10000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

4. Ust kisim ¢okelege dokunmadan pipetle almmustir.

5. Cokelek rengi kirmizi ve daha koyu ise 2. ve 3. basamaklar tekrar

edilmistir.

3.2.5.2.- Saflastirma basamaklari

1. Yaklastk 100 ul’ lik 6rnekler iizerine 400 pul DNA lizis baglama

sollisyonundan eklenmis ve vortekslenmistir.

2. Karisim 65°C” de 10 dakika , +4°C’ de 2 dakika bekletilmistir.

3. Spin santrifiij yapildiktan sonra ftizerine 500 pul DNA c¢oktiirme

sollisyonu eklenmis ve vortekslenmistir.

4. Onbes dakika 13000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

5. Ust kisim ¢okelege dokunmadan pipetle tamamen alindiktan sonra 500

pl DNA yikama soliisyonu eklenmis ve vortekslenmistir.

6. Bes dakika 13000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

7. Ust kisim pipetle tamamen alinmis ve tiipler 10 dakika oda sicakliginda

kurutulmustur.
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8. 20 pl DNA diliisyon soliisyonundan konulmus, vortekslenip spin

santrifiij edilmistir.

9. Tiim DNA &rnekleri ¢ogaltma islemine kadar —20°C” de bekletilmistir.

3.2.5.3. DNA’ nin ¢ogaltilmas1 ve gdsterilmesi

Elde edilen DNA’lar hedeflenen primerler kullanilarak c¢ogaltilmistir.

Aspergillus DNA’ smin gosterilmesi i¢in Aspergillus’ a 6zgil primer - probe

karisimi ile Candida DNA’ smin gosterilmesi i¢in Candida’ ya 6zgiil primer-

probe karisimi ile gergek zamanli PZR yontemi kullanilmistir.

Tablo 3: PZR i¢in kullanilan primer ve prob dizileri

Primer

5°-3’ yoniinde dizi

Candida primer forward

CCT-GTT-TGA-GCG-TCR-TTT

Candida primer reverse

TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT

Candida probe

6FAM — CAT-TGC-TTG-CGG-

CGG-TA-TMR

Aspergillus primer forward

CTG-TCC-GAG-CGT-CAT-TG

Aspergillus primer reverse

TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT

Aspergillus probe

6FAM — AGC-CGA-CAC-CCA-

ACT-TTA-TTT - TMR
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Tablo 4: Mantar primerleri kullanarak hazirlanan PZR karisim

KARISIM 1X 15X

Su 2 uL 30 uL
MqCl; (25mM) 1 uL 15 uL
Fw primer 1 uL 15 uL
Rev primer 1 uL 15 uL
Probe 0.5 uL 7.5 uL
Enzim 2 uL 30 uL
Toplam Hacim 7.5 uL 112.5 uL

Her 6rnek icin hazirlanan ana karisimdan 7.5 pl, DNA’ dan ise 2.5 pl
kapillerlere eklenmistir. Amplifikasyon kontrolii igin sadece karisimdan 10 pL bir
kapiller icerisine konularak (icinde DNA yoktur) buna negatif kontrol denmis ve
sadece bu kapillerin kapag: karisim odasinda (temiz oda) kapatilmistir. Digerleri
ise kursun blogun icinde ekstraksiyon odasinda bulunan biyogiivenlik kabini
(Metis biyoteknoloji, Tiirkiye) icine gotiiriilmiis ve orada DNA Ornegi
eklenmistir. Ornekler hizli bir sekilde spin santrifiij edilerek LightCycler ® 2.0 (

Roche, Almanya) cihazina yerlestirilmistir.

Prob kullanildigi zaman amplifikasyon TagMan teknolojisi ile
gerceklestirilmistir; Is1 dongiisii asagida verilmistir. Gergek zamanli PZR

amplifikasyonu sonrasinda, “absolute quantification” analizi incelenmistir.
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Tablo 5. Cogaltma protokolii safhalari

Denaturasyon
Siklus 1
Analiz Modu Yok
Ist degigimleri 1. segment
Hedef 151 (°C) 95°C
Inkubasyon zamani 10 dakika
Is1 degisim orani (°C/saniye) 20.0
Ikinci hedef 151(°C) 0
Basamak uzunlugu (°C) 0.0
Step gecikmesi 0
Okuma modu Yok
Amplifikasyon
Siklus 50
Analiz Modu Kantitasyon
Is1 Degisimleri Segment 1 Segment 2
Hedef 151 (°C) 95 60
Inkubasyon zamani (h:min:s) 10 40
Is1 degisim orani1 (°C/s) 20.0 20.0
Ikinci hedef 1s1 (°C) 0 0
Basamak uzunlugu (°C) 0.0 0.0
Basamak gecikmesi (Siklus) 0 0
Okuma modu Yok Tek
Sogutma
Siklus 1
Analiz Modu Yok
Is1 Degigimleri Segment 1
Hedef 151 (°C) 40
Inkubasyon zamani 30
Is1 degisim orani (°C/saniye) 20.0
Ikinci hedef 1s1 (°C) 0
Basamak uzunlugu (°C) 0.0
Basamak gecikmesi (Siklus) 0
Okuma modu Yok
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3.2.6. ELISA ile Kitin antijeninin aranmasi

3.2.6.1 ELISA testi uygulama yontemi

a- Antikitosan poliklonal antikorun sulandirilarak hazirlanmasi:

b- Antikitosan poliklonal antikor 0.6 mg/ml konsantrasyonda olacak
sekilde 15 ml PBS ( igerisine % 0.02 sodyum azide eklenen) ile sulandirilmistur.
Yavas yavas karistirilarak bes alti kez g¢evrilmis, 3000 devirde 10-15 dakika

santrifiij yapilarak slipernatanti yeni bir tlipe aktarilmistir.

c- Preimmiin serumun (Antikitosan poliklonal antikorun spesifik

antikorunun) hazirlanmasi:

0.5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde PBS ile sulandirilarak

hazirlanmastir.

d- Kegide tiretilmis HRP isaretli anti — tavsan Ig G, hazirlanmast:

0.5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde 1/2500 PBS ile sulandirilarak.

hazirlanmstir.

e- Standart antijen dillisyonlarinin hazirlanmas:

CDA2 (kitin antijeni) peptid 1ml blocking buffer igerisinde

sulandirildiktan sonra sekiz kez - kat seri diliisyonlar1 yapilmistir.

55



f- ELISA testinin uygulanmasi:

Antijen belirlenen yarismali sandwich ELISA yontemi calisilmistir. 96
cukurlu polistren mikrotitrasyon plaklarinin her biri PBS’ de hazirlanan
antikitosan poliklonal antikorla kaplanmistir. Kaplama islemi igin, hazirlanan
antikor fraksiyonlarindan ¢ukurcuk basma 100’ er pl konulmus, tizeri iyice
kapatilarak bir gece +4°C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi plak
bosaltilmis ve % 0,05 Tween 20 iceren PBS ile 300 pl kuyucuklara koyularak
yikama islemi yapilmistir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmistir. Non-spesifik
baglanmay1 6nlemek i¢in % 1 BSA iceren PBS eklenerek (Blocking buffer) ve
tizeri kapatilmig iki saat oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir. Plaklar PBS-T ile
ic kez yikanmis ve sonra standart antijen diliisyon serileri blocking buffer i¢inde
hazirlanmistir. Antikor kapli kuyucuklarin iizerine 100 pl standart antijen
diliisyon serileri ve hasta serumlari eklenerek, ve iki saat daha fazla oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Plaklar hafifce vurularak ti¢ kez PBS ile yikanmustir.
Kuyucuklarin iizerine 100 pl antikitosan poliklonal antikorun spesifik antikoru
eklenerek ve oda 1sisinda iki saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi plak
bosaltilmistir. Daha sonra kegide iiretilmis HRP isaretli anti — tavsan Ig G antikor
soliisyonundan kuyucuklara 100 pl eklenerek yeniden PBS-T yikama islemi ii¢
kez tekrarlanmistir. Uzerine 100 pl subsrat soliisyonu eklenerek bir saat oda
isisinda inkiibe edilmistir. Reaksiyon, her ¢ukura 100 ul 4N H,SO, eklenerek

durdurulmustur.

g- Sonuglarin hesaplanmasi ve yorumlanmast:
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Sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in, deneyin basinda bos bir c¢ukura
sadece konjugat, substrat ve siilfiirik asit konulmustur, yapilan korleme ile tiim

cukurlarin absorbans1 450 nm’ lik filtre ile spektrofotometrede okutulmustur.

3.3 istatiksel analiz

Veriler SPSS 11.5 istatistik paket programina girilmistir. Bagimli gruplar
arasindaki uyum Pearson korelasyon analizi testi ile yapilmistir. p<0.05 olmasi

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Deney gruplari

1- Grup I: Saglikli kontrol grubu (46 goniillii kisi)

2- Grup II: Sistemik mikoz siipheli hasta grubu (46 notropenik hasta)

4.1. Kontrol grubunun sonuclar

Saglikli kontrol grubundan alinan kan orneklerinden yapilan kiiltiirlerde
higbir mantar tiremesi olmamistir. PZR uygulanan kan 6rneklerinde Aspergillus
ve Candida DNA’ s1 saptanmamustir. galaktomannan (serum) ve B-glukan (serum)
diizeyleri negatif olarak hesaplanmistir. Kitin ELISA’ sinda hafif bir aktivite

tesbit edilmistir (ortalama: 2.478).

4.2. Hasta grubunun sonuglari

4.2.1. Hasta grubunun kiiltiir sonuglari

IMI siipheli 46 hastadan alinan kan &rneklerinden 7’sinde (% 15,2) iireme
olmustur. Bu 7 hastanin birisinde Candida guillermondi kolonisi, altisinda

Candida albicans kolonileri izole edilmistir (Sekil 2).

4.2.2. Galaktomannan antijeni test sonuglari
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Galaktomannan antijen testi 46 serum Orneginde caligilabilmis ve 8’ inde
pozitif bulunmustur (% 17.4). Pozitiflige, indeks degerinin 0,5’ in ilizerinde olmasi

durumunda karar verilmistir.

Sekil 3: Candida albicans kolonileri

4.2.3. Beta glukan test sonuglari

B-glukan aktivitesi 46 serum Orneginde arastirilmistir. Serum orneklerinin
besinde pozitif sonu¢ elde edilmistir (% 10.9). Hasta oOrneklerinin glukan
konsantrasyonlar1 sekil 3’de gosterilmistir. [-glukana ait okuyucu ekraninda
goriilen aktivite egrisi sekil 4°de ve B glukana ait standart egri (korelasyon

katsayisi sonucu) sekil 5° de gosterilmistir.

4.2.4. Gergek Zamanli PZR test sonuglari

PZR ile tam kan oOrneklerinde Aspergillus ve Candida DNA’ si
aragtirilmigtir. 46 tam kan 6rneginin bir tanesinde Aspergillus DNA’ s1 (% 2,2)
pozitif bulunmustur. 46 tam kan O6rneginin altisinda Candida DNA’ si1 pozitif
bulunmustur (% 13). Hasta grubuna ait ger¢ek zamanli PZR amplifikasyon

egrileri sekil 6 da gosterilmistir.
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Sekil 4: Hasta 6rneklerinin glukan konsantrasyonlari
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Sekil 7: invaziv mikoz siipheli hastalarin amplifikasyon egrileri.

4.2.5. Kitin antijeni ELISA test sonuglari

Konjugat ve siilfirik asit koydugumuz negatif kontrol kuyucuklarin degeri
nk: 0.721, Standart antijen diliisyonlarinin okutulan degeri pk: 3.283 olarak

saptanmuistir.

Kitin antijen testi 46 serum 6rneginde 1/1, 1/5 ve 1/10 diliisyonlarinda
calistlmis ve tim Orneklerde sonug¢ pozitif bulunmustur (% 100). Hasta
serumlarinin sonuglari standart antijen dillisyonlarinin aktivite degeri ile yakindi

(ortalama: 2.874).

Hasta gurubuna ait 6rneklerle ilgili ¢alismamizda kullanilan tiim yontemler

sonuglari ve yiizdeleri ile birlikte tablo 5° de toplu olarak verilmistir.

Kiiltiir sonucunda Candida tireyen 7 hastanin tigiinde (%43) Candida PZR

sonuglar1 da pozitif bulunmustur. Kiiltiir sonuglar1 ile Candida PZR sonuglari
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arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur (p=0.01). Kiiltiir

sonucu negatif olan 39 hastanin tiglinde Candida PZR sonucu pozitif saptanmustir.

Tablo 6: Mikoz tamsi i¢in ¢alisilan yontemler ve hasta grubunun sonuglar: (n: sayi)

Kiiltiir | Galaktomannan | Glukan | Candida PCR | Asper PCR | Kitin
n:39 n:38 n:41 n:40 n:45 n:0

egalt | opg48| %826 | %891| %87 %97.8
n:7 n:8 n:5 n:6 n:1 n:46

PozItit | of 152 | %174 | %109| %13 % 2.2

Calismaya alinan 46 hastanin 8’ inde (% 17.4) galaktomannan ELISA
sonucu pozitif bulunmustur. Calismaya alinan 46 hastanin birinde Aspergillus
PZR (% 2.2) sonucu pozitif bulunmustur. Aspergillus PZR sonucu pozitif olan
hastanin galaktomannan ELISA’ s1 da pozitifti. Ancak galaktomannan ELISA’ s1
pozitif olan hastalarin hepsinin Aspergillus PZR sonuglar1 pozitif degildi.
Aspergillus PZR ile galaktomannan ELISA sonuglari arasinda kisitli ancak

anlamli bir uyum gozlenmistir (p=0.028).

B-glukan testi 46 hastanin 5” inde (% 10.9) pozitif bulunmustur. Candida
PZR testi ise hastalarin 6’ sinda (% 13) pozitif bulunmustur. 3-glukan testi pozitif
¢ikan 5 hastanin ikisinde Candida PZR sonucu pozitif saptanmistir ancak f-

glukan ve Candida PZR sonuglar arasinda anlamli korelasyon saptanmamistir

(p=0.060).
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B-glukan testi pozitif ¢ikan 5 hasta ile galaktomannan testi pozitif ¢ikan 8

hasta arasinda sonuglar agisindan uyum gozlenmemistir. Galaktomannan pozitif

olan hastalarin hi¢birinde B-glukan pozitif bulunmamustir.

Calismaya alinan 46 hasta serumundan c¢alisilan tiim yontemler ve bu

yontemlerin birbirleri ile korelasyonu tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 7: Mikoz tams1 icin kullanilan yéntemler ve bunlarin birbirleri ile
korelasyonlar ( p degerleri)

Kiiltiir | Aspergillus | Candida | Beta glukan | Galaktomannan
Kiiltiir - 0.677 0.010 0.326 0.195
Aspergillus 0.677 - 0.703 0.731 0.028
Candida 0.010 0.703 - 0.060 0.237
Beta glukan 0.326 0.731 0.060 - 0.287
Galaktomannan 0.195 0.028 0.237 0.287 -
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5. TARTISMA

Sistemik mantar infeksiyonlar1 kemik iligi ve organ transplantasyonu
hastalar1, immiin yetmezIlikli bireyler, cerrahi olarak tedavi edilenler, travma
gecirenler, yanik hastalar1 ve yenidogan YBU’ lerindeki bebeklerde sik goriilen
komplikasyonlar olarak karsimiza c¢ikmaktadir (88). Sistemik mantar
infeksiyonlarinin tanist hala zor ve sorunludur. Bu infeksiyonlarda goriilen klinik
bulgular etkene 6zgii olmadigindan taniya katkilart sinirli olmakta, histopatolojik
ve radyolojik bulgular taniya iliskin 6nemli ipuglar1 saglayabilmekte ancak kesin
tan1 ise mikrobiyolojik yontemlerle konmaktadir. Fakat konvansiyonel yontemler
yeterli duyarliliga sahip degildir. Altin standart olarak kabul edilen histopatolojik
inceleme ve derin dokulardan alinan kiiltiir yontemlerinin uygulanmasi
cogunlukla bu hastalarin genel durumlarindaki bozukluklardan veya
trombositopeniden dolayr miimkiin olamamaktadir. Kan orneklerinin kiiltiir
sonuglart nadiren pozitif ¢iktigr i¢in hastalarin kanlarindan mantar saptamada
yiiksek duyarlikli yontemler gerekli hale gelmistir. Konvansiyonel yontemlerin
temelini olusturan kiiltiir, kesin tan1 igin altin standart olmakla beraber bazen zor
ve zaman alict olmaktadir. Kiiltiiriin en onemli avantajlari, cins ve tiir diizeyinde
tanimlama ve olasi direng tahmini sansi tanimasi ve 0 infeksiyonda etken sus i¢in

antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasina olanak saglamasidir.

Kiiltiirtin ve direk mikroskobik incelemenin bu infeksiyonlarin tanisindaki
duyarliligi, her zaman istenilen diizeyde olmayabilmektedir. Hem direk

mikroskopik inceleme, hem de kiiltiir i¢in klinik O6rnegin se¢ilmesi, tanidaki
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basariy1 etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Bununla ilgili en tipik ornek,
IPA’ 11 olgularda tani igin en basarili rnegin balgam degil, doku drnegi olmasidir.
Ancak bu olgularda uygun ve steril 6rneklerin alinmasi, ¢esitli nedenlerden otiirii
her zaman miimkiin olmamakta, ornekteki mantar miktarinin azligi, bilgi ve
deneyim eksikligi gibi faktorler de konvansiyonel yontemlerin tanidaki

duyarliligini diistirebilmektedir (41).

Kiiltlir dig1 tan1 yontemlerinde, 6zellikle son dekat boyunca dolasimdaki
fungal antijenlerin, metabolitlerin veya mantar DNA’ sinin tespitine dayanan
testlerin gelistirilmesinde 6nemli gelismeler olmustur. Son yillarda, IMI’ lerin
tanisina yonelik girisimler galaktomannan, B-glukan ve DNA gibi mantar
bilesenlerinin tespiti yoluyla erken, giivenilir markirlara dayanan kiiltiir dis1 tani
yontemleri tizerine yogunlagmistir. Her ne kadar kiiltiir dis1 serolojik ve molekiiler
yontemlerde duyarlilik ve 6zgiilliik problemleri olabilmekte ise de, pozitif ¢ikmasi
icin fazla miktarda Ornek gerektiren, infeksiyon siiresince ge¢ doneme kadar
pozitif sonu¢ vermeyebilen ve nadiren pozitif ¢ikan kiiltiir gibi konvansiyonel
yontemlere gore mantar infeksiyonlarinin erken taninmasi ve komplikasyonlar
ortaya ¢ikmadan oOnce erken donemde tedaviye baslanmasina olanak
saglamasindan dolayr ©nem kazanmaktadirlar. Bahsi gegen kiiltiir dis1
yontemlerin her biri infeksiyonlarin farkli zaman noktalarinda pozitiflestigi
ve bu yodntemlerin higbirisi IMI” li hastalarin kesin tanisi igin tek basina
yeterince hassas olmadigindan, bu testlerin performanslarini artirma girisimi

olarak bunlarin kombinasyonunun kullanilmasi etkileyici gorinmektedir (69).
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EORTC / MSG 2008 yilinda IMI tanisiyla ilgili olarak Kkesin, yiiksek
olasilikli ve diisiik olasilikli seklindeki tanimlamalarini yenilemislerdir (89).
Tan1 teknolojilerindeki gelismeler bu yeni dokiimanin yayinlanmasina sebep
olmustur. Yeni tanimlamalarda da IMI tanis1 igin kesin, yiiksek olasilikli ve
diisiik olasilikli smiflamalarma sadik kalinmistir. Kesin IMI tanimi steril
materyalden direk mikroskopik yontemler, steril materyalin kiiltiirii veya kan
kiiltiirii pozitifligine dayandirilmistir. Bu revizyonda yiiksek olasilikli IMi
tanimu i¢in galaktomannanla beraber kiiltiir dis1 metodlardan B-glukan testi de
ilk defa dahil edilmistir (89). Ciinkii bu test Aspergillus disindaki diger mantar
tiirlerini tespit edebilmektedir ve bu yontemle ilgili bir ticari test (Fungitell™
(CAPE COD, ABD) FDA tarafindan onaylanmistir. Ancak yenilenen EORTC
tamimlamalarina PZR gibi klinik 6rneklerden mantar taranmasinda kullanilan
molekiiler yontemler dahil edilmemistir. Bunun nedeni olarak da heniiz yeterli
standarda sahip olmamasi ve bu tekniklerin higbirinin klinik olarak onaylanmamis

olmasi gosterilmistir (89).

Kolay ve tekrarli numune alinmasina olanak vermesi nedeniyle farkli
testlerin  kombinasyonlarinin ¢alisilmasi agisindan mantiksal olarak en 1iyi
yontem serum numunelerinin taranmasidir. Biz de galismamizda bu sebeple

serum oOrneklerinden ¢alismay1 uygun bulduk.

Kitin, seliilozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci
biyopolimerdir. Yenge¢, karides gibi kabuklu su iriinlerinin ana bileseni olup,

boceklerin iskeletinde ve mantarlarin  hiicre duvarlarinin  yapisinda da
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bulunmaktadir. Kitinin bir¢cok tiirevi bulunmakla beraber, bunlar arasinda en
onemlisi kitosandir. Dogada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen
bir biyopolimer olan kitosan, canlilara kars1 toksik 6zelliginin olmamasi, biyolojik
olarak pargalanabilirligi, biyo uyumlulugu, kimyasal ve fiziksel o6zellikleri
bakimindan diger biyopolimerlere goére lstiin Ozellikler gostermesi nedeniyle

birgok endiistri dali i¢in uygun bir madde olarak karsimiza ¢ikmaktadir (86).

Kitin olgiimii ile ilgili yontem ilk olarak 1975 yilinda Lehman ve ark.
tarafindan  gelistirilmistir (12). Mantarlarda hiicre duvarmmin yapisal
elemanlarindan biri olan kitin, infeksiyon sirasinda dokuda dagilmaktadir
(90). Kitinin dokuda 6l¢ililmesi ise yeni bir yontem olmamakla birlikte diger
polisakkaritler gibi mantar infeksiyonu tanisinda kullanilmamaktadir. Bu giine
kadar yapilmis olan ¢aligmalarda, kitin diizeyi daha ¢ok hayvan modellerinde
infeksiyonun siddetinin gosterilmesinde ve antifungal tedaviye yanitin

degerlendirilmesinde kullanilmistir (11,91).

Calismamizda ¢ogunun immiin yetmezlikli oldugu sistemik mikoz
siipheli hastalarda IMI tanis1 igin olduk¢a invaziv bir ydntem olan doku
biyopsisi ile kitin Olgiimii yerine, daha Once denenmemis olmasi,
tekrarlanabilir olmas:1 ve daha az invaziv olmasi sebebi ile serumda kitin
varligin1 ELISA yontemi ile arastirmay1 planladik. Bu sayede ayni serumdan
eszamanli olarak calistigimiz diger yontemlerin sonuglart ile uyumunu

arastirmay1 da amagladik..
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Hif igerisinde bulunan fakat konidya igerisinde bulunmayan kitin, dokuda
bulunan bagil hif kiitlesinin gostergesidir. Cesitli gruplar, fungal yiik gostergesi
olarak dokuda kitin olglimii yontemi kullanmuslardir (91,92). Kitin aktivitesi
dokunun 130°C’de KOH iginde bekletilmesi ile ortaya ¢ikan kitosanin, HNO; ile
aldehit olusturmasi ve olusan aldehitin Fe*® bilesigi ile reaksiyonunun,
spektrofotometrede okunduktan sonra glukozamine oranlanmasi ile hesaplanmistir
(12). Yararli olmasina ragmen, bu yontemin birkag ¢ekincesi bulunmaktadir.
Protokol basamaklarinin sayisi ve kitosan1 ekstre etmek igin gereken sert
kimyasallardan dolay1 sikinti yasanmaktadir (93). Ayrica, canli olmayan hifin
tespit edilen kitin miktarina katki yapmasi olasiligi nedeniyle, kitin tahlilinin
canliligr belirtmeyecegi ileri siriilmistir (93). Kustimur ve arkadaslarinin
yaptig1 bir calismada deneysel olarak aspergilloz ve kandidoz olusturulan
hayvan modellerinde dokudan kitin varlig1 spektrofotometrik yontemle sayisal

olarak gosterilmistir (94).

Calismamizda kitin antijen testi 46 serum Orneginde 1/1, 1/5 ve 1/10
diliisyonlarinda ayr1 ayr1 ¢alisilmis ve tiim orneklerde sonug¢ pozitif ¢ikmistir (%
100). Standart antijen diliisyonlarinin okutulan degeri pk: 3.283 olarak
saptanmistir. Hasta serumlariin sonuglar standart antijen diliisyonlarinin aktivite
degeri ile yakin bulunmustur (ortalama: 2.874). Kontrol grubunun kitin ELISA’

sinda hafif bir aktivite saptanmistir (ortalama: 2.478).

Bilgilerimize gore ELISA yontemi ile serumda kitin aranmasi daha once

denenmemistir. Kitinin karmasik peptid yapisindan dolayr ELISA yontemi igin
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gerekli olan monoklonal antikor elde edilememistir. Calismamizda kitosana kars1
elde edilmis poliklonal antikorlarla ELISA plag: kaplanmistir. Bundan dolay1 non-
spesifik baglanmalar meydana gelmis olabilir. Bunun c¢alismamizda tiim
orneklerde sonucun pozitif ¢ikmasina sebep oldugu diisiintilmiistiir. Baglanmay1
engellemek icin inkiibasyon siirelerinin kisaltilmasi, hasta serumlarinin diliie
edilmesi ve plagin yikanmasi sirasinda yikama soliisyonuna BSA ekleyerek
yalanci pozitiflige neden olabilecek maddelerin uzaklastirilmasi gibi bir¢ok islem
uygulanmasina ragmen tiim hasta sonugclar1 pozitif ¢ikmistir. Bu yontemde kitinin
esik (cut-off) degeri belirlenemedigi igin hastalarla hasta olmayanlar arasinda
uyum yoktur. IMI erken tamisinda kitin ELISA ydnteminin tamda kullanilmasi
konusunda uzak bir noktada oldugumuzu diisiinmekteyiz. Serumda kitin ELISA
yontemi gelistirilmesi i¢cin non-spesifik baglanmay1 engelleyen ek protokollerin

uygulanmasi gibi zaman alici optimizasyon c¢alismalarina ihtiyag¢ vardir.

ELISA plag: tarafimizdan hazirlanmistir. Antikor poliklonal oldugu igin
beklenenin iizerinde baglanma saglanmistir. Kontrol grubundaki sonuclarin da
pozitife yakin ¢ikmasmin sebebi olarak antikorun istenenden daha cok plaga
baglanmasi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica poliklonal antikorlar kullanilirken
capraz reaksiyon olusma durumlar1 da gz oniinde bulundurulmalidir. Yeni bir
alanda calisma yapilirken monoklonal antikorlarla ¢alismanin yapilmasi tercih

edilmelidir.

Walker ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada P. jirovecii’ de immiino

histokimyasal kitin tespitine yonelik olarak P. jirovecii' yi boyamak igin, kitin ve
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kitin oligomerlerine kars1 poliklonal antiserumlar kullanmiglardir. Tiim olgularda
antiserumlar P. jirovecii’ ye baglanmisg fakat konak¢i doku bilesenlerine
baglanmamistir. Antiserumlar kist ve ayn1 zamanda intrakistik cisimlere ve trofik
formlarada baglanmistir. Piirifiye kitinle muamele edilmis anti-kitin antiserumu
kullanildiginda P. Jirovecii’de boyanma gozlenmemistir. Buna dayanarak, P.
jirovecii’ nin infekte insanlarda yasam dongiisiiniin birden fazla evresinde Kitin

tirettigi sonucuna varmislardir (95).

Pneumocystis jirovecii gittikge artan siklikta firsat¢i bir patojen haline
gelmistir. Glinlimiizde, AIDS’ 1i hastalarin tahminen % 60 ile 80 i hastaligin seyri
boyunca P. Jirovecii pnomonisi gecirmektedirler (96). Calismamiza alinan
hastalarin P. jirovecii ile infekte olup olmadiklarini bilinmemektedir Ancak,
immiin yetmezIlikli hastalarin yaklasik % 80’ inde hastaligin seyri boyunca P.
jirovecii pnomonisi gecirildigi bilindiginden bizim hastalarimizin da yiiksek
oranda kitin tirettigi bilinen P. jirovecii infeksiyonu gegirdikleri diigiiniilebilir. Bu
durum bizim hasta grubumuzdaki kitin ELISA’ sindaki yiiksek pozitifligi

aciklayacak bir faktor olabilir.

Kiiltiir sonucunda Candida iireyen 7 hastanin tglinde Candida PZR
sonuglar1 da pozitif bulunmustur. Kiiltiir sonuglar1 ile Candida PZR sonuglari
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur (p=0.01). Kiiltiir
sonucu negatif olan 39 hastanin ii¢iinde Candida PZR sonucu pozitif saptanmustir.

Bizim  ¢alismamizda  antifungal tedavinin  kullanmilip  kullanilmadig:
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bilinmemekteydi. Bu nedenle antifungal kullanimina bagl olarak kiiltiir pozitif

olan hastalarin oraninin etkilendigi diistiniilm{istiir.

Kandidoz tanis1 i¢in PZR yonteminin incelendigi bir ¢alismada kan kiiltiirii
pozitifligi saptanan Orneklerin % 58’ inde Candida PZR sonucu pozitif
bulunurken kan kiiltiirii negatif olan 460 6rnegin 28’ inde pozitif PZR sonucu elde
edilmistir (97). Bizim sonuglarimizla benzerlik gdsteren bu ¢alismada kandidoz
tanis1 icin PZR yOnteminin kiiltiire gére hizli sonug verdigi ve komplikasyonlarin
onlenmesini saglayacak antifungal tedavinin gecikmeden baslanabilmesine olanak

sagladig1 belirtilmigtir (97).

Bagka bir ¢alismada farelere intravendz yolla C. albicans inokiilasyonunu
takiben 72 saat sonra kan 6rneginden bakilan Candida PZR sonuglarinin kiiltiire

gore ¢ok daha duyarli bulundugu bildirilmistir (% 100’ e karsilik % 67) (98).

Yaptigimiz ¢aligmada B-glukan testi 46 hastanin 5° inde (% 10.9) pozitif
bulunmustur. Candida PZR testi ise hastalarin 6’ sinda (% 13) pozitif
bulunmustur. B-glukan testi pozitif ¢ikan 5 hastanin ikisinde Candida PZR sonucu
pozitif saptanmasina ragmen, B-glukan ve Candida PZR sonuglar1 arasinda

anlamli korelasyon saptanmamistir (p=0.060).

Sakai ve arkadaslarimin PZR ve B-glukan testi ile inceledikleri 24 hastanin
sonuglarinda PZR pozitifligini %75, B-glukan pozitifligini ise % 54 oraninda
bulmuslardir. Calismalarinda PZR ve [-glukan sonuglarinin anlamli bir

korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (99). Bizim c¢aligmamizda PZR ve -
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glukan testlerinin pozitiflik oranlarmin disiik olmasi ve bu iki test arasinda
korelasyon bulamayisimiz hasta popiilasyonlarinin  farkli  klinik  6zellikler
icermesine bagl olabilir. Ciinkii Sakai ve arkadaglar1 endotrakeal entiibasyon
yapilmis, intravendz yolla beslenen ve uzun siiredir yogun bakimda tedavi géren
mantar infeksiyonu agisindan daha yiiksek riske sahip agir klinik 6zelliklere sahip

hastalar1 ¢alismalarina dahil etmislerdir.

Ayni ¢alismada PZR yontemi, B-glukan yontemine gore daha duyarl
ancak iki yontem birbiri ile korele bulunmustur (99). Her ne kadar IMI tanisinda
serum B-glukan tespiti faydali olsa da bu ¢alismada 5 6rnekte PZR pozitifken B-
glukan seviyesinin negatif olmas: bu testin yalanci negatif sonu¢ verebilecegini
ortaya koymustur (99). Bizim ¢alismamizda da PZR pozitif 6 olgunun sadece 2’

sinde B-glukan pozitif ¢ikmustir.

Yapilan bir calismada kemik iligi ve organ transplantasyonu yapilan
hastalardan ¢aligilan 197 serum 6rneginden B-glukan ve Candida PZR ¢alisilmig
ve sonuglar %56 oraninda uygunluk gostermistir (100). Kiiltiir dis1 farkli
yontemlerin IMI tamis1 igin birlikte kullanilmasi gerektigi ve higbir testin tek

basina yeterli olmadigi vurgulanmistir (100).

PZR erken tan1 ve antifungal tedaviye karar agisindan kullanigh ve
faydalidir. PZR yontemi az miktarda kana ihtiya¢ duymasi ve sonuglarin ¢abuk
elde edilmesinden dolay1 6zellikle yeni doganlarda faydali bir tan1 yontemi olarak

kullanilabilir. Ancak PZR daha pahali olmasi nedeniyle ve genel kullanimda
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standardize edilmis bir yontem olmadig: icin IMI” lerin tanis1 i¢in kullanimi {imit

kiricr ve sinirlidir (101).

Calismamiza alinan 46 hastanin 8’ inde (% 17.4) galaktomannan ELISA
sonucu, birinde ise Aspergillus PZR (% 2.2) sonucu pozitif bulunmustur.
Aspergillus PZR sonucu pozitif olan hastanin galaktomannan ELISA’ s1 da pozitif
olarak saptanmistir. Ancak galaktomannan ELISA’ s1 pozitif olan hastalarin
hepsinin  Aspergillus PZR sonuglar1 pozitif bulunmamistir. Calismamizda
Aspergillus PZR ile galaktomannan ELISA sonuglari arasinda kisith ancak

anlamli bir uyum goézlenmistir (p=0.028).

Son yillarda, ELISA testiyle serum galaktomannan seviyelerinin
izlenmesi, rutin uygulamada standardizasyon ve uygulanabilirlik nedeniyle IA

erken tanisi i¢in yaygin kullanilir hale gelmistir (102).

EORTC / MSG 2008 yilinda IMI tanisiyla ilgili yaptig1 tanimlamalarda
FDA tarafindan onaylanmis olan galaktomannan testinin kullanimini kriterler
arasimna almigken belli bir standardizasyonu olmadig1 gerekgesiyle PZR
yontemini tanimlamalarinda  kullanmamistir. Bizim c¢alismamizda da
galaktomannan testi ile pozitiflik saptadigimiz hastalarin sadece birinde
Aspergillus PZR sonucunun pozitif ¢ikmast PZR ydnteminin standardizasyonla

ilgili eksiklikleri oldugunu desteklemektedir.

White ve arkadaslarinin sistemik mantar infeksiyonlari ile ilgili yaptiklari

calismada aspergilloz oldugu bilinen yedi hastanin dérdiinde pozitif PZR, ikisinde
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pozitif galaktomannan sonucu elde edilmis, ancak PZR pozitif saptananlarin
hi¢birinde galaktomannan pozitif bulunmamistir (103). Bizim ¢alismamizda ise
tek bir hastada Aspergillus PZR sonucu elde edilmistir. Ancak o hastanin
galaktomannan testi de pozitif oldugu i¢in her iki test arasinda kisitli bir uyum

gbozlemlenmistir.

Genel olarak serumda galaktomannan saptanmasi, kiif mantarlarina karsi
aktif antifungal profilaksiye maruz kalmamis olan hematolojik maligniteli

notropenik hastalarda ¢ok yararlidir (65,104).

IA, kok hiicre nakli hastalarmin yaklasik % 10> unda ve solid organ nakli
hastalarinin % 5’ inde meydana gelir. Tanis1 siklikla zordur ve ates ile gogiis BT
analizinde anormal bulgulara dayanarak antifungal tedavi genellikle ampirik
olarak baslatilir (105). Tipik olarak, histopatoloji veya kiiltir yoluyla tani
kanitlanamaz. Eger tedavi IA’ y1 hedefliyorsa ve hastada zigomikoz veya bir
baska kiif mantar1 infeksiyonu bulunuyorsa, etkili olmayabilir. Bu nedenle, IA’
nin dogru tanisina yardimer olacak testlerin kullanilmasi sonucu iyi yonde
degistirebilir (106). Ustelik, IA’ nin olmadigin1 belirten bir test, hekimin tedaviyi
diizenlemesi veya ek tanisal islemlere basvurmasi konusunda uyarici isaret
olabilir. Aspergillus hiicre duvarindaki galaktomannani tespit eden bir enzim
immiin testi bu gdrevlerde yardimei olabilir. Bu test, birincil olarak, IA i¢in erken
markir olan galaktomannan antijenemisi gelisimi agisindan immiin baskilanmig

hastalarin  izleminde, ayrica IA siipheli olgularmin tanist  igin de
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kullanilabilmektedir. iPA tanis1 agisindan duyarlilik, BAL 6rnekleri test edilerek

arttirilabilir (101).

IA tamsinda galaktomannan tahlilinin roliinii degerlendiren calismalar,
baskin olarak losemi i¢in kemoterapi almakta olan belirgin ndtropenik hastalar
veya flukonazol profilaksisi alan HSCT alicilart ile gergeklestirilmistir (65). Bu
calismalar, % 67-100 arasinda hassasiyet oranlar1 ve % 86-99 arasinda 6zgiillitkk
oranlarin1 belgelemistir. Ayrica, hayvan modelleri ve insanlardaki caligmalar,
galaktomannan degerlerinin Aspergillus fungal yiikii ile korele oldugunu ve IA
seyri acisindan prognostik marker olarak islev gorebilecegini gostermistir (64).
Bir baska ¢alismada, belirli araliklarla ¢alisildiginda, galaktomannan yontemi 1A
tanisinda ortalama 6-14 giin siireyle diger yontemlere gore daha onde ve iistiin

bulunmustur (107).

Galaktomannan testi hematolojik maligniteleri bulunan hastalarin
takibinde biiyiik bir ilerleme saglamistir. Bununla birlikte, her bir merkez bu testin
kullanilabilirligini kendi kosullarinda degerlendirmelidir. Hastalarin Aspergillus
tirlerine maruziyetinin  artmasi, piperasilin-tazobaktamm kullanimi, anti-
Aspergillus antikorlariin goriilmesi erken tani i¢in bu 6nemli serolojik markerin

verimini belirgin sekilde etkileyebilir (102).

IA disindaki fungal infeksiyonlar pozitif galaktomannan sonuglar
verebilir. Histoplazma, Penisillium, Cryptococcus, ve Blastomyces, yalanci pozitif
sonuglara sebep oldugu bildirilmis olan mantarlar arasindadir (108-110).

Hastalarin % 57 si takip siliresince en az bir ishal atagi yasadigi icin,

76



gastrointestinal mukozanin biitiinliigiiniin bozulmasinin da yalanci pozitiflige yol
actigr bildirilmistir (111). Aspergillus’un hastane ve laboratuar ortaminda sik
goriilmesi,  Orneklerin  alinmasi, islenmesi veya tasinmasi  sirasinda
kontaminasyona dolayisiyla yalanci pozitiflige sebep olabilir (101). Ayrica
Plasmalyte® elektrolit ¢ozeltisinin intravendz uygulamasinin da yalanci pozitif

antijenemiye sebep oldugu bildirilmistir (112,113).

Bazi arastiricilar notropenik olmayan hastalarda disik duyarlilig
nedeniyle dolasimda galaktomannan tespitinin degerinin sinirli oldugunu ve bu
hastalarda, IPA tanisi i¢in BAL sivis1 yerine Serumda ¢alisiimasmin daha uygun

olabilecegini bildirmislerdir (114).

Becker ve arkadaslar1 IA olgularinin % 47’ sinde seruma kiyasla BAL’ da

% 100’ lik galaktomannan pozitif sonuglar bildirmislerdir (115).

YBU hastalarinda yapilan bir calismada, Aspergillus agisindan olgularin %
60’ 1nda kiiltiir veya direkt inceleme pozitif, % 42’ sinde serum galaktomannan
antijeni pozitif, hastalarin % 88’ inde BAL’ da galaktomannan antijeni pozitif
olarak saptanmistir. BAL’ daki antijen tespiti agisindan 6zgiilliik (% 87), kiiltiir ve

direkt inceleme 6zgiilliigiinden (% 70) daha yiiksek bulunmustur (114).

Sistemik mikoz slipheli hastalarda yapilan bir ¢aligmada kan kiiltiirii ile
kanitlanmis IA’ 11 olgularin tamamina yakininda BAL galaktomannan sonuglari
pozitif bulunurken % 44 *iinde serum galaktomannan degeri pozitif ve % 58 inde

BAL kiiltiir sonuglart pozitif bulunmustur (114). BAL’ daki galaktomannan
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saptanmasinin duyarliligi % 88 ve ozgilliigii % 87 olarak belirlenmistir. Genel
olarak IA tanisin1 koymada BAL sivisi ile yapilan galaktomannan testi, serum ile
yapilan galaktomannan testi ve BAL kiiltiiriine gore daha anlamli sonug¢ vermistir
(114). Bu calismada ayn1 zamanda notropenik ve nétropenik olmayan iki grup
hastada serum ve BAL galaktomannan testleri ¢alisilmis ve BAL galaktomannan
sonuglar1 her iki grupta esit bulunurken serum, galaktomannan seviyeleri
notropenili hastalarda anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur. Arastiricilar
notrofillerin mannoz baglayic1 reseptorleri yoluyla kandan galaktomannani
temizleyebildigi hipotezinden yola ¢ikarak A riski bulunan ¢ogu YBU hastasinin
notropenik olmadigini ve Aspergillus konidyasinin primer giris yerinin akciger
oldugunu diisiinmiisler ve bu hastalarda serum ornegi yerine BAL ornegi ile

galaktomannan ¢alismanin daha uygun olacagi kararina varmiglardir (114,116).

Aspergillus Platelia® Kitiyle serum galaktomannan 6l¢iimlerinin bildirilen
duyarhilik ve ozgiilliik degerleri literatiirde ¢ok fazla degismektedir. Bunun en
biiyiik sebebi caligmalar arasindaki heterojenliktir (117). Testin uygulanmasindaki
bu farkliliklar hasta popiilasyonlarmin ve kullanilan numunelerin farkliligina,
numunenin taginmasi veya islenmesi sirasinda kontrol edilemeyen degiskenlere ve
farkli hastalik tanimlari ile esik (cut-off) degerlerine bagl olabilir. Ayrica diizenli
olarak haftada iki kez Ornegin alimamadigi hastalarda pozitif degerler
kaybedilebilmektedir (118). Bir baska faktor, siipheli IA olgusu diisiiniilen veya
akcigerde kaviter lezyonlar bulunan durumlarda ampirik antifungal ilag

kullaniminin molekiiliin kanda serbestlesmesinin azalmasina yol agarak yalanci
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negatif sonuglara neden olabilmesidir (119). Ayrica anti- Aspergillus antikorlari

olan hastalarda yalanci negatiflik goriilmektedir.

Bizim caligmamizda da tek Ornekle calisildigi ve hastalarin antifungal
aldiklar1 distiniildiigiinde galaktomannan sonuglarinda pozitif degerleri atlanarak

yalanci negatiflik gelismis olabilir.

IMI siipheli hastalarda yapilan bir ¢aliymada serum galaktomannan
antijenemi testi, serum B-glukan testi ile karsilastirildigi zaman duyarlilik % 100’
e kars1 % 55 olarak bildirilmistir (120). Yapilan baska ¢alismada ise bu iki yontem
icin benzer duyarlilik bildirilmistir (121). Bununla birlikte, B-glukan testi IA icin
spesifik degildir. IA riski bulunan hastalarda kandidoz siktir ve B-glukan testi iki
mikoz arasinda ayirim yapmaz. B-glukan testi, bakteriyemi, hemoliz, plazma
proteinlerinin veya koagiilasyon faktorlerinin intravenéz uygulanmasi, belirli
ilaglarla tedavi, selilloz membranlar kullanarak hemodiyaliz yapilmasi, pamuklu
bandajlara maruziyet durumlarinda yalanci pozitif sonug verebilir (122,123). Bazi
antibiyotiklerin (kolistin, sefazolin, trimetoprim - sulfametoksazol, sefotaksim,
sefepim ve ampisilin-sulbaktam) yiiksek konsantrasyonda kullanimi B-glukan
testinde pozitif sonuglara sebep olabilir (124). Bu gibi nedenlerle, 1A tanis1 i¢in

galaktomannan antijenemi testi tercih edilmektedir (101).

Kami ve arkadaslari hematolojik maligniteli 215 hastada IA tanisi
icin  B-glukan  ile  galaktomannan  yontemini  karsilastirmiglardir.
Galaktomannan testinde % 44 duyarlilik ve % 94 6zgiilliik, B-glukan testinde

ise % 63 duyarlilik ve % 76 6zgiilliik bulmuslardir (125).
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Kawazu ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada hematolojik maligniteleri
bulunan 96 hastanin IA tan1 ve taramasi icin, B-glukan yontemi ile
galaktomannan ELISA yontemini karsilastirmiglardir. Dokuzu kanitlanmus,
ikisi olas1 olmak iizere IA tanis1 koyduklari 11 hastada iki ardisik pozitif
galaktomannan testinin iki ardistk B-glukan testinden daha iyi tanisal

performans gosterdigini bildirmislerdir (120).

Yapilan bir diger ¢alismada IA seyrinde, B-glukan testinin galaktomannan
antijen testine kiyasla daha sonra pozitiflestigi bildirilmistir (120). Bununla
birlikte yakin tarihli bir caligmada hematolojik maligniteli yiiksek riskli
notropenik hastalarda, serum galaktomannan ve B-glukan testlerinin birlikte
kullanilmasinin, her bir testin duyarlilik ve 6zgilligiinii belirgin sekilde artirdigi
bildirilmistir (121). B-glukan yontemini, galaktomannan yontemine goére daha
genis spektrumdaki kiif mantarlarin1 saptadigr icin, IMI acisindan yiiksek riskli

hastalarda, koruyucu tedavi stratejisine katilma potansiyeli bulunmaktadir.

Calismamizda ise B-glukan ve galaktomannan sonuglar1 arasinda anlamli
bir uyum bulunamamustir. B-glukan pozitif olan higbir hastanin galaktomannan
degeri pozitif saptanamamistir. Bu durum bizim diger ¢aligmalardaki kadar fazla

sayida hasta ile ¢alisamamamizdan kaynaklanmis olabilir.

Yakin zamandaki bir ¢alisma, kanser hastalarinda 1K, IA ve diger kiif
mantar infeksiyonlarinin tanisinda galaktomannan ve B-glukan ydntemlerinin
kullanimini karsilastirmistir. Yazarlar, galaktomannanin IA tanisi i¢in daha 6zgiil,

B-glukanin ise IMI tanis1 i¢in daha duyarh oldugunu bildirmislerdir (126).
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Son zamandaki bir ¢alisma da, B-glukan yonteminin ¢ok yiiksek negatif
prediktif degere sahip oldugunu (% 97.8) ve yiiksek riskli hastalarda IA dahil

IMI’ leri ekarte etmek igin en kullanish ydntem olabilecegini bildirilmistir (122).

B-glukan, IA dahil IMI tan1 ve tedavisinde yararli bir yardime1 yontem olarak
ortaya ¢ikmugtir. Bunun optimal kullanimi, konak¢inin risk faktorlerinin, hastanin
basvurudaki durumunun ve IA dahil cesitli mantar infeksiyonlarinin radyolojik
degerlerinin tiimiiniin birlikte degerlendirilmesini gerektirir. IMI igin birkag
caligmada, infeksiyon klinik olarak bariz hale gelmeden 6nce ve uygun antifungal
tedavi baglanmadan 6nce B-glukanin yiikseldigi goriillmektedir (67). B-glukan testi
ozellikle yiiksek negatif prediktif degeri sayesinde ¢ogu vakada IMi’ nin ekarte
edilmesinde yararli olabilir. B-glukan ve galaktomannan testlerinin birlikte
kullamlmasmin ise IA tamsinda bunlarm tek baslarma kullanimlarindan iistiin

olabilecegi ileri siirtilmiistiir (121).

Calismamizda sistemik mikoz siipheli hastalardan B-glukan yontemi ile
sonuglar1 negatif ¢ikan hastalarin bir kisminda diger yontemlerin sonuglart pozitif
bulunmustur. Dolayist ile bizim c¢alismamizin sonuglarina gore B-glukan
yonteminin negatif prediktif degerinin yiiksek oldugunu séylememiz miimkiin
degildir. Negatif B-glukan sonuclarmnin yiiksek riskli hastalarda IA dahil IMI” leri

her zaman ekarte ettiremeyebilecegi diistiniilmiistiir.

Aspergillus tespiti igin ilk PZR 1990’ larin basinda bildirilmesine ragmen
bu teknik halen deneysel olarak kabul edilmektedir. Aspergillus PZR’ nin iimit

verici yararlart oldugu ve galaktomannan antijen tespiti gibi diger biyolojik
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testlerin Ozelliklerini tamamlayabildigi goriilmektedir. Aspergillus DNA’ s,
siklikla IMI* nin klinik belirti ve semptomlarinin bulunmadigi ¢ok erken
donemlerde tespit edilebilir (127). Ayrica, antifungal ilaglara maruziyet,
galaktomannan yonteminin aksine, bu testin duyarliligini artirabilir (128). Ticari
bir format halen eksik olmasina ragmen, bir¢ok arastirmacinin katildigi
uluslararasi bir girisim, klinik olarak kullanima olanak saglayan, Aspergillus PZR
icin bir standart tasarlamay1 amaglamaktadir (129). PZR i¢in boyle bir standart,
PZR’ nin mikolojik kanit gostergesi olarak kabul edilebilmesi amaciyla, EORTC /

MSG tanimlarinin bir sonraki diizenlemelerinden 6nce hazir olmalidir.(130).

IA’ nin tanisinda, kanda Aspergillus DNA’smin saptanmasi icin PZR’ nin
uygunlugunu gosteren ¢aligmalar bildirilmistir. Duyarlilik % 36’ dan % 98’ e ve
ozgiillik % 72 den % 100’ e kadar degismektedir (122,131). Bununla birlikte,
kiyaslandigi zaman, PZR galaktomannan antijenemi testinden daha duyarl
degildir. Yapilan bir ¢alismada PZR (% 45), antijen saptanmasindan (% 93) daha

az duyarli bulunmustur (120).

Challier ve arkadaslari, 41 immiin yetmezIikli hastadan alinan 207 serum
numunesi ile PZR ve galaktomannan testi ¢alismiglardir. Kanitlanmis veya olasi
IA bulunan hastalarda iki yontemden en az birisi ile pozitif sonuglar elde
edilmistir. PZR sonuglar1 agisindan yetiskinler ile c¢ocuklar arasinda higbir
farklilik bulunmamakla birlikte, olas1 IA olgular1 bulunan bir¢ok gocukta yalanci

pozitif galaktomannan sonuglar1 bildirmislerdir (132).
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Immatiir veya hasar gdrmiis intestinal epitelle galaktomannan igeren besin
alimi ve yeni doganlarda kullanilan bebek mamalarinin yalanci galaktomannan
pozitifliklerinden sorumlu oldugu ileri siriilmistir (133). Bu nedenle
arastirmacilar PZR yoOnteminin daha 06zgiil oldugunu ve iki yontemin ayni

zamanda calisilmasinin 1A tanisini gii¢lendirdigini savunulmustur (134).

Calismamizda da galaktomannan, PZR den daha duyarli bulunmustur, 8
galaktomannan pozitif hastanin sadece bir tanesinde PZR pozitif bulunmustur. Biz
de bunu diger ¢aligmalarda bahsedidigi gibi Aspergillus DNA’ sin1 yakalamak igin
optimize edilmis bir amplifikasyon yoOnteminin olmamasina bagladik.
Galaktomannan ELISA yontemi daha ucuz ve daha kisa siirede sonug verdigi i¢in
asil olarak, IA icin erken belirteg olarak immiin baskilanmis hastalarm izleminde

kullanilir. Bu test, IA siipheli olgularmin tanis1 igin de kullanilmaktadir.

Hayvanlarda deneysel olarak akciger aspergillozu olusturulan bir
calismada tiim hayvanlarin akciger doku kiiltiirlerinde A. fumigatus kolonileri
izole edilmis, ancak aymi hayvanlarda kandan PZR ile arastirilan Aspergillus
DNA’ s1 orneklerin %58 inde pozitif bulunmustur. Bu ¢alismada yazarlar kan
disinda solunum yollarindan bir 6rnek se¢ilmis olmasi halinde PZR i¢in pozitiflik

oraninin daha yiiksek bulunabilecegini ileri siirmiislerdir (131).

Calismamizda hastalarimizin bir kismmin lokal aspergilloz oldugunu
varsayarak serum ornegi yerine BAL 6rnegi kullanmis olsaydik Aspergillus PZR
sonucundaki pozitiflik oranim1 daha yiiksek bulabilirdik. Biz bir¢ok parametreyi

birden ¢alistigimiz i¢in 6rnekten ziyade yontemleri karsilagtirmay1 amacglamistik.
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Aspergillus niikleik asitlerinin PZR ile gosterilmesi, erken IA tanisinda
gittikce artan sekilde deger kazanmaktadir. Diger kiiltiir dis1 yontemlerin aksine,
PZR’ nin tiir seviyesinde hizli tespit ve tanimlanmasi agisindan 6nemi vardir
(76,77). Baz1 arastiricilara gore PZR duyarliligi iyidir, fakat invaziv infeksiyonlar
igin diisiik seviyedeki 6zgiilliigii problem olabilir ve yalanci pozitif sonuglar sik

goriilebilir (76,77).

Standardizasyon eksikligi ve ticari olarak hazir bir sistemin olmayis1, 1A
tanisinda PZR’ nin roliiniin tespitinde dnemli sorunlardir. Ek olarak, infeksiyonun
erken evresinde dolasimdaki Aspergillus DNA’ s1 tespit edilebilmesine ragmen,
infeksiyon  yerinden hangi formdaki DNA’ nm nasil serbestlestigi
bilinmemektedir. DNA serbestlesmesi igin fungal nekroz gerektigi diistiniiliirse,
PZR’ nin antijen serbestlesmesini tespit eden yontemlerle kiyaslandiginda erken
IA tanisi icin gercekten daha duyarli olup olmadig1 sorusu akla gelmektedir (78).
Ornegin, A. fumigatus iiremesi olan yakin zamanli in vitro ¢alismalarda, B-glukan
ve DNA birlikteligine kiyasla galaktomannan antijeninin daha erken ve daha
yiiksek miktarlarda serbestlestigi gosterilmistir (78). Ancak buna ragmen
kontaminasyona daha az yatkin olan gercek zamanli PZR protokolleri, DNA
ekstraksiyonu i¢in otomatik sistemlerle birlikte mevcut PZR testlerinin
giivenirliliginin standardizasyonuna ve gelismesine yonelik onemli bir adim
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (77). Gergek zamanli PZR dolasimdaki Aspergillus
DNA miktarinin saptanmasina olanak saglamasi nedeniyle, antifungal ilaclarla
tedavinin izlemi sirasinda fungal yiikiin indirek bir parametresi olarak da

kullanilabilir (69).
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EORTC / MSG tarafindan yapilan tanimlamalarda, PZR bir kriter olarak
kabul edilmemis ve benzer niikleik asit saptama yontemlerinin ancak
standardizasyonlarinin iyilestirilmesinden sonra daha kullanish olacaklari

vurgulanmustir (89).

Kontrol grubumuzun sonuglari incelendiginde kitin disindaki tiim
yontemler negatif sonu¢ vermistir. Bu da tiim testler yapilirken laboratuvarimizda

mantara ait herhangi bir yapi ile kontaminasyonun olmadigini géstermektedir.

Giincel olan kiiltiir dis1 yontemlerin hicbirisi IA' |1 hastalarin tespiti
i¢in yeterince hassas olmadigi i¢in ve her bir yontem infeksiyonun farkli bir
zaman noktasinda pozitiflestigi i¢in, bu testlerin kombinasyonunun
kullanilmasi uygun olacaktir (42,135). Yakin zamanda, Florent ve arkadaslari
antifungal profilaksi almakta olan hematolojik maligniteli 167 hastada serum
PZR yontemini tek basina ve serum galaktomannan ile kombine sekilde
prospektif olarak degerlendirmistir (136). Elli bes tanimlanmis IA olgusunda,
PZR ve galaktomannan yontemlerinin kombine kullanimi ile duyarlilik %
83.3’ ¢ ve negatif prediktif deger de 97.6° ya yiikselmistir. Bununla birlikte, bu
testlerin  kombinasyonu azalmis ozgiillik ve pozitif prediktif deger ile

sonuglanmistir (136).

Ek olarak, IA’ I 11 hastay1 iceren hematolojik maligniteli 40 yiiksek
riskli hastada yapilan kiigiik bir retrospektif ¢alismada, galaktomannan ve -

glukan kombinasyonunun duyarlilik ve negatif prediktif degeri etkilemeden her
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iki testin 6zgiilliik ve pozitif prediktif degerini % 100' e yiikselttigi bildirilmistir

(121).

Hem Aspergillus galaktomannan hem de Aspergillus DNA, BAL ve
BOS® da  gosterilebildikleri  igin, serum  disindaki  Orneklerin
degerlendirilmesinde, farkli yontemlerin kombine edilerek ¢alisilmasi deger
tagiyabilir (65). Bununla birlikte, kolay ve tekrarli 6rnek alinmasina olanak
vermesi nedeniyle farkli testlerin kombinasyonlarinin ¢alisilmasi ag¢isindan

mantiksal olarak en uygun materyal serum 6rnekleridir (69).

EORTC / MSG 2008 yilinda IMI’ lerin tanisiyla ilgili olarak kesin,
yiiksek olasilikli ve diisiik olasilikli seklindeki tanimlamalarini yenilemiglerdir
(89). Infeksiyonlarin tanimlariin sade ve net bir sekilde belli standartlar iginde
olmasi, yapilan ¢alismalarin kalitesini arttirmak ve bu ¢alismalarin uyumunu
ve tekrarlanabilir olmasini gliclendirmek i¢in faydali olabilir. Biz ¢alismamizda
dahil ettigimiz hastalarin klinik ve radyolojik o6zelliklerini gbézetmeden

sectigimiz i¢in bu tanimlama kriterlerini kullanmadik.

IMI bulunan hastalarin son yillardaki sagkalim oranlarindaki artislara
ragmen, epidemiyolojideki ve direng gelismesindeki degisikliklerle ilgili
zorluklart karsilamak igin taniya yonelik aragtirmalarin siireklilik gdstermesi
gerekir. PZR, galaktomannan ve B-glukan gibi kiiltiir dis1 yontemlerin tanisal
amacgh kullanimi ile daha dogru sonuglar elde edilebilmektedir. Erken tani ile
artmis sagkalim iliskili oldugu icin bu konu 6nemlidir. Dogru tant ve in vitro

duyarlilik testleri, degisen epidemiyoloji kapsaminda ve antifungal ilaglara karsi
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kazanilmis direncin ortaya ¢ikmasi nedeniyle tedavi i¢cin 6nemli hale gelmektedir

(130).

Daha dogru tan1 yontemleri ve etkili antifungal ilaglar, yiiksek IMI riski
tasiyan hastalarda prognozu iyilestirmistir. Bununla birlikte, girisimlerimiz direng
gelismesinin ve fungal patojenlerin epidemiyolojisindeki daha az siklikta goriilen
kiif mantarlarina dogru gegisin tehdidi altindadir. Yakin gelecekte IMI ile iliskili
morbidite ve mortaliteyi agsmamizi beklemek mantiksiz olacaktir. Bununla
birlikte, immiin sistemi  baskilayict  tedavilerin  neticesinde  fungal
komplikasyonlarin gelistigi hastalarin sagkalimini artirmaya devam etmek igin her

tiir cabanin gosterilmesi gereklidir (130).

Calismamizda, erken tamnin degerine inanarak, mantarlarin hiicre
duvarinda bulunan ve infeksiyon sirasinda konak¢i dokusunda dagildigini
bildigimiz Kitin antijenini sistemik mikoz siipheli hastalarin serumlarinda ELISA
yontemi ile aramay1 amagladik. Sonugta kontrol grubu dahil tiim hastalarda pozitif
degerler elde etmemiz nedeniyle, bu asamada rutin tanida kullanilabilirlik
noktasindan uzakta oldugumuza ancak bu yontemle ilgili olarak ek protokoller ve
uygun optimizasyon calismalarinin yapilmasi gerektigi kanisina varmis
bulunuyoruz. IMI tanisinda kitin ELISA y6nteminin kullanimi, bu iyilestirmeler

sonrasinda diger yontemlerle birlikte ¢alisilarak tanisal deger kazanabilecektir.
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6. SONUCLAR

1. IMI siipheli 46 hastadan alman kan drneklerinden 7’ sinde (% 15,2) iireme
gerceklesmistir. Bu 7 kan 6rneginden birinde Candida guillermondi, altisinda
Candida albicans kolonileri izole edilmistir.

2. Galaktomannan antijen testi 46 serum 6rneginin 8’ inde pozitif bulunmustur
(% 17.4).

3. PB-glukan testi 46 serum Orneginde calisilmistir. Serum Grneklerinin 5° inde
pozitif sonug elde edilmistir (% 10.9).

4. 46 serum oOrneginin bir tanesinde Aspergillus DNA’st (% 2,2) pozitif
bulunmustur. 46 tam kan 6rneginin 6° sinda Candida DNA” s1 pozitif bulunmustur
(% 13).

5. Kitin antijen testi 46 serum orneginde 1/1, 1/5 ve 1/10 diliisyonlarinda
calisilmis ve tiim orneklerde pozitif sonu¢ (ortalama: 2.874) elde edilmistir (%
100).

6. Saglikli kontrol grubundan alinan kan Orneklerinden yapilan kiiltiirlerin
hi¢birinde mantar tiremesi olmamustir.

7. PZR uygulanan kontrol grubu kan 6rneklerinde Aspergillus ve Candida DNA’
s1 saptanmamigtir.

8. Kontrol grubundan ¢alisilan serum galaktomannan ve B-glukan testlerinin
sonuclar1 negatif bulunmustur.

9. Kontrol grubundan galisilan kitin ELISA’ sinda hafif bir aktivite (ortalama:

2.478) saptanmistir.
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10. Kiiltiir sonucunda Candida iireyen 7 hastanin 3 tanesinde Candida PZR
sonuglar1 da pozitif bulunmustur. Kiiltiir sonuglar1 ile Candida PZR sonuglari
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur (p=0.01).

11. Aspergillus PZR ile galaktomannan ELISA sonuglar1 arasinda kisitli ancak
anlamli bir uyum gézlenmistir (p=0.028).

12. B-glukan ve Candida PZR sonuglar1 arasinda anlamli korelasyon
saptanmamistir (p=0.060).

13. B glukan testi pozitif ¢ikan 5 hasta ile galaktomannan testi pozitif ¢ikan 8

hasta arasinda sonuglar a¢isindan uyum gézlenmemistir.
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8. OZET

Sistemik mantar infeksiyonlarinin tanist hala zor ve sorunludur.
Konvansiyonel yontemlerin temelini olusturan kiiltlir kesin tani i¢in altin standart

olmakla beraber bazen zor ve zaman alic1 olmaktadir.

Bu calismada sistemik mantar infeksiyonu tanisinda kullanilan kiiltiir ve
kiiltir dis1 yontemlerden galaktomannan, B-glukan ve PZR’ nin karsilagtirilmasi
ve aralarindaki korelasyonun arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica sistemik mikoz
stipheli olgularin serumlarinda Kitin antijeninin ELISA yOntemiyle aranarak
mantar infeksiyonlarinin erken tanisinda kullanilabilirliginin arastirilmasi ve

gelistirilmesi planlanmistir.

Bu calismaya sistemik mikoz siipheli 46 hasta ve 46 saglikli goniillii dahil

edilmistir.

Sistemik mantar infeksiyonu siipheli 46 hastadan alinan kan 6rneklerinden
7’ sinde (% 15,2) kiiltiirde iireme olmustur. Platelia® Aspergillus testi ile
galaktomannan antijeni orneklerin 8’ inde pozitif bulunmustur (% 17.4).
Fungitell™ Kiti ile p-glukan aktivitesi 6l¢iilmiis, drneklerin besinde pozitif sonug
elde edilmistir (% 10.9). Ger¢ek zamanli PZR ile orneklerin altisinda Candida
DNA” s1 (%13), bir tanesinde Aspergillus DNA’ s1 (% 2,2) pozitif bulunmustur.
Kitin antijen testi 46 serum 6rneginde 1/1, 1/5 ve 1/10 diliisyonlarinda ¢alisilmis

ve tiim orneklerde (% 100) sonug pozitif ¢cikmistir (ortalama: 2.874).
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Kontrol grubunun kan 6rneklerinden yapilan kiiltiirlerde mantar tiremesi
olmamistir. PZR testinde Aspergillus veya Candida DNA’ s1 saptanmamus,
galaktomannan ve B-glukan diizeyleri negatif olarak bulunmustur. Kitin ELISA’

sinda hafif bir aktivite tesbit edilmistir (ortalama: 2.478).

Kiiltiir sonuglar ile Candida PZR sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli korelasyon bulunmustur (p=0.01). Aspergillus PZR ile galaktomannan
ELISA sonuglar1 arasinda kisitli ancak anlamli bir uyum gézlenmistir (p=0.028).
Ancak B-glukan ve Candida PZR sonuglari arasinda anlamli korelasyon

saptanmamuistir (p=0.060).

Sonugta  kiiltir dig1  testlerin  performanslarin1  arttirmak igin

kombinasyonlarinin kullanilmasi gerektigi diisiinilmustir.

Mantar infeksiyonlarinin erken tanisina katki saglayabilecegini diisiinerek
ELISA yontemi ile serumda Kitin antijeninin varlig: test edilmistir. Ancak diger
tan1 yontemleri ile karsilastirildiginda anlamli bir korelasyon saptanmamistir. Su
anda rutin kullaniom amacindan uzak olmakla beraber ELISA ile kitin taramasi
yonteminin ek protokoller ve uygun optimizasyon c¢aligmalar1 sonrasinda

gelistirilerek tanisal deger kazanabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: PZR, Galaktomannan, B-glukan, kitin ELISA
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9. SUMMARY

The diagnosis of systemic fungal infection is still be difficult and
problematic. Although the culture is the gold standard among the conventional

diagnostic methods, it can be sometimes difficult and time-consuming.

In this study, we aimed to compare the use of conventional culture with the
non culture methdos such as galactamannan assay, P-glucan assay, and
polymerase chain reaction in the diagnosis of systemic fungal infections. On the
other hand, we aimed to investigate and develop the possible usage of the chitin
measurement by ELISA in the sera of the patients with suspected mycosis for the

early diagnosis of fungal infections.

Fourty six patients with suspected fungal infections and 46 volunteers

were included in this study.

Blood cultures were found positive in the seven (15.2%) of the 46 patients
with systemic fungal infections. Galactomannan antigen was found positive in 8
(17.4%) samples by the Platelia® Aspergillus test. B-glucan activity was
measured by the Fungitell™ kit and five (10.9%) samples yielded positive results.
Candida DNA was found positive in six (13%) samples by real-time PCR, and
Aspergillus DNA in one (2.2%) sample. Chitin antigen was measured in 46 serum

samples in 1/1, 1/5, and 1/10 dilutions and was found positive in all of them.

No growth was observed in the cultures of the blood samples of the control

group. Aspergillus and Candida DNA were also not detected, and galactomannan
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and B-glucan levels were found negative in the control group. A slight activity,

however, was detected in the chitin ELISA.

A statistically important correlation was found between the culture and
Candida PCR results (p=0.01). We found also an important correlation between
the Aspergillus PCR and galactomannan ELISA results (p=0.028). A correlation

was not found between B-glucan and Candida PCR results (p=0.060).

In conclusion, we think that the use of these test in combination would be
useful in order to improve the performance of the non culture tests. Investigation
of the presence the chitin antigen by ELISA would be useful for the early
diagnosis of the funfal infections and therefore we tested the chitin level in the
serum samples. However, we did not found any correlation when compared with
other diagnostic methods. We think that, although the chitin assay has not been
routinely used now, measurement of the chitin level may be useful in the future

after appropriate optimization.

Key words: PCR, Galactomannan, B-glukan, chitin ELISA
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