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KISALTMALAR

ABPA: Alerjik Bronkopulmoner Aspergilloz
AIDS: Edinsel Immiinyetmezlik Sendromu
BAL: Bronkoalveolar lavaj

BOS: Beyin omurilik s1visi

CFU: Colony Forming Unit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FDA: Food and Drug Administration

GM: Galaktomannan

GZ-PZR: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
IFN v: interferon gama

Ig: Immiinglobiilin

IL: interldkin

[A: invaziv aspergilloz

PMNL: Polimorfoniikleer 16kosit

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Th: Yardimci T hiicresi

YRBT: Yiiksek Coziintirliikklii Bilgisayarlt Tomografi
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GIRIS VE AMAC

Invaziv mikozlar son otuz yildir 6nemli tehlikeli toplumsal saglik problemleri iginde
on plana c¢ikmaktadir. Bu hastaliklarin insidansinda beliren dramatik artis risk altindaki
popiilasyonda belirgin artisa baglanmistir. Bu popiilasyon grubunda Edinsel Immiin
Yetmezlik Sendromu (AIDS) olan hastalar, solid organ ya da kok hiicre nakli alicilan,
hematolojik maliniteli hastalar ve diger bagisik engelli bireyler bulunmaktadir
(24,37,57,74,93,122).

Yogun bakim {initelerinde girisimsel izlem yoOntemlerinin ve agresif tedavi
protokollerinin kullaniminin artmasi ile risk altindaki hastalarin yasam siirelerinde de uzama
olmustur. Tedavi ve kemoprofilakside flukonazol gibi azollerin, febril nétropenide ampirik
olarak amfoterisin B’nin kullanilmasi kismende olsa yiiksek riskli hastalarda gelisen fungal
enfeksiyonlarin epidemiyolojisinde belirgin degisikliklere yol agmistir (24).

Kiif enfeksiyonlar1 bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda gittik¢e artan oranlarda
goriilmeye devam etmektedir. Hematolojik maligniteli, solid organ ya da kok hiicre nakli
yapilmis ve kortikosteroid tedavisi alan hastalar kiif enfeksiyonlar1 agisindan yiiksek risk
altindadirlar. Kiif enfeksiyonlarina sebep olan tiirler icinde en yaygin1 Aspergillus tiirleridir
(24,57).

Invaziv aspergilloz (IA) bagisiklik yetmezligi olan hastalarda gelisen ve tani konup
tedavi baslansa bile siklikla 6liimle sonuglanan firsatgt bir enfeksiyondur (98). lyi
tanimlanmis risk faktorleri; akciger hastaligi, uzamis notropeni, yiiksek doz kortikosteroid
veya sitostatik ilag kullanimi, Edinsel Bagisik Yetmezlik Sendromu (AIDS), allojenik kok

hiicre nakli, Graft Versus Host Hastalig1 (GVHD) ve tedavisidir. Ayrica kronik graniilomat6z



hastalik, siddetli kombine bagisik yetmezligi, yaniklar, sistemik lupus eritamatozus, kateter
kullanimi, diabetes mellitus ve asir1 antibiyotik kullaniminda da invaziv aspergilloz
goriilebilmektedir (89,98). Kok hiicre nakli alicilarinda siklikla dissemine hastalik goriiliirken,
hematolojik maligniteli hastalar ve AIDS hastalarinda genellikle invaziv pulmoner hastalik
gelismektedir (83,115).

Fungal enfeksiyonlarin sayisinda ve duyarli konaklarin sayisindaki artis sorumlu
patojenleri daha hizli sekilde tamimlayacak tami testlerine ihtiyag dogurmustur. Kiiltiirde
tireme ve histopatolojik degerlendirme fungal invazyonu gostermede hala en standart yontem
olarak kalmistir, fakat bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda girisimsel islemlerin
uygulanmasi sorunlu olacagi i¢in bu yaklasimlar tercih edilmemektedir (4,57,87). Kan kiiltiir
sonuclart hem ¢ok yardimci olmamakta hem de invaziv kandidoz veya fuzaryoz hastalarinin
sadece %50’ sinde pozitif iken, 1A’ lu hastalarm ise ¢ok azinda pozitif olabilmektedir.Bu
nedenle 6zellikle bu grup hastalarda invaziv olmayan tanisal yontemler fungal enfeksiyonlarin
erken ve hizli tanis1 i¢in ¢ok 6nemli olmaktadir (4,5,23,57,76,87).

Biz bu calismamizda deneysel hayvan modelinde olusturulan invaziv aspergilloz
enfeksiyonunun tanisinda antijen testleri (galaktomannan, -D glukan), molekiiler yontem
(gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu-‘GZ-PZR’) ve lizis santrifiigasyon kiiltiir
sisteminin erken tamiya katkilarmi, ayrica dokuda kitin Ol¢limiiniin  enfeksiyonun

dogrulanmasina katkisini degerlendirmeyi amagladik.



GENEL BILGILER

Invaziv fungal enfeksiyonlarin epidemiyolojisi

Gegen son otuz yildir tibbi ve cerrahi tedavideki gelismeler yatan hastalarda gelisen
enfeksiyon etkenlerinde degisikliklere neden olmustur. Yeni teknolojiler ve tedaviler, kemik
iligi ya da solid organ transplantasyonu, kemoterapdtik ajanlar birgok tip merkezinde yaygin
olarak uygulanmaktadir ve bu islemler sonucunda kisilerde bagisik yetmezlik olusmaktadir.
Ayni zamanda Ozellesmis Unitelerde bakim ve invaziv gozlem aygitlariin kullanimi,
parenteral beslenme, yardimer ventilasyon onceleri 6liimle sonuglanan hastaliklarda yasam
siiresini uzatirken beraberinde bagisiklig1 baskilanmis, hastanede yatan, ciddi hastalik tasiyan
hasta popiilasyonunda artisa neden olmustur. Ayrica epidemik goriilen AIDS hastalig1 da bu
grup hasta sayisim arttirmaktadir (37,57,93,94).

Genellikle, iki popiilasyon kazanilmis invaziv fungal enfeksiyon riski altindadir.
Birinci grup, cografik bolgeleri acisindan artmis risk altindadir; endemik mikozlar olarak
degerlendirilir. Ornegin; Histoplasma capsulatum var. capsulatum, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis. ikinci grup, firsat¢1 enfeksiyon gelistirmeye yatkinlik tasiyan ciddi
hastalikl1 ya da bagisikligi baskilanmis bireylerden olusmaktadir (37,94).

Invaziv mikozlara bagli 6liim oran1 her gecen yil artmaktadir. Amerika’ da 1980 yili
verilerine gore 828 oOlimden etken olarak izole edilmisler ve fatal enfeksiyon etkenleri
arasinda onuncu siradayken, 1997 yilinda Sliimler 2370° e ve etkenler arasinda da yedinci
siraya yiikselmistir (74).

Firsatg1 mikozlara sebep olarak en 1iyi bilinen etkenler Candida albicans,

Cryptococcus neoformans, ve Aspergillus fumigatus’ tur (93,94). Bu patojenlere bagli tahmini



yillik invaziv mikoz insidansi, Candida tiirleri i¢in milyonda 72-228, Cryptococcus
neoformans igin milyonda 30-66 ve Aspergillus tiirleri icin milyonda 2-34 enfeksiyondur (93).

Bu ajanlara ek olarak diger firsat¢1 mikozlarin sayisinda da artis goriilmektedir. Bu
fungal patojenler Candida albicans ve Aspergillus fumigatus disindaki diger Candida ve
Aspergillus tiirleri, firsat¢i maya benzeri mantarlar (6rn; Trichosporon ve Rhodotorula
tiirleri), Zigomigetler, hiyalin kiifler (6rnegin; Scedosporium ve Fusarium tiirleri) ve cesitli
dematas6z mantarlardir (18,21,29,37,54,70,87,100,107,121). Ayrica yakin zamanda, bir bitki
patojeni olarak bilinen Valsa sordida’ nin bagisik engelli bir 16semi hastasinda fungal siniizite
neden olarak 6liime sebep oldugu yayinlanmstir (49).

Endemik mikozlarin prevalansinin da (Pencillium marneffei, Coccidioides immitis ve
Histopasma capsulatum) endemik bdlgelerdeki duyarli kisilerde ¢evresel maruziyete bagl
olarak hizla arttig1 bildirilmektedir (122).

Bu organizmalar kateter iligkili fungemi ve peritonit, lokalize enfeksiyonlar (akciger,
cilt, paranazal siniisler gibi) ve kan yoluyla yayilarak gelisen enfeksiyonlar gibi cesitli
enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar. Bu mantarlarin bir¢ogunun 6nceden patojen olmadiklari
bilinirken giliniimiizde bagisiklig1 baskilanmis hastalardaki invaziv mikozlarda etken olarak
tanimlanmiglardir (93). Bu organizmalardan bazilar1 standart azollere, poliyen ya da
ekinokandinlere dogal direng gostermekte ve alternatif antifungal ajanlarin kullanimi ya da
ek olarak cerrahi miidahele ve konak savunmasindaki bozukluklarin iyilestirilmesi gibi ek
tedavilere gereksinim gostermektedir (93,103,122).

Son yillarda predominant patojenik Candida tiirii degismistir. 1990’ larin basinda
Candida albicans, Candida enfeksiyonlarinin 2/3” sinden sorumlu iken dekad sonunda bu
oran %50’ ye inmistir ve Candida krusei ve Candida glabrata gibi diger tiirlerin orani

artmigtir (94). Candida glabrata ile iligkili mortalite oram1 %49 olarak saptanmistir. Primer
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abdominal cerrahili, yiiksek kreatinin diizeyli hastalarda mortalite oram yiiksekken
amfoterisin B uygulamasini takiben belirgin sekilde azalmistir (43).

Bagisik engelli fungemili hastalarla yapilan karsilagtirmali bir ¢alismada Candida
krusei i¢in mortalite oram1 %49 iken Candida albicans igin %28 bulunmustur (1).
Kandidemideki mortalite orant aym1 zamanda hastaligin ciddiyeti ile direkt iligkilidir.
Albicans dis1 Candida enfeksiyonlari icin APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation) skorlamasi 25° in iizerindeyken ii¢ aylik mortalite oran1 %65-80 olarak rapor
edilmigtir. Yiksek APACHE II skoru antifungal tedaviye diisiik cevap olarak
degerlendirilmektedir (74).

Kandidemi i¢in en 6nemli risk faktorii santral venoz kateter mevcudiyetidir. Kahn ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada Candida albicans’ 1n santral vendz katetere tutundugu ve
antifungal ajanlardan kendini koruyan bir biyofilm tabakasi olusturdugu gosterilmistir (63).
Candida tiirleri ile 6zellikle sindirim sisteminde olan kolonizasyon Candida fungemisi igin iyi
tanimlanmig bir risk faktoriidiir. Vajinal dogum sirasinda bebek kolonize olabilecegi igin
sezaryan ile dogum Candida albicans kolonizasyonu i¢in koruyucu olarak degerlendirilmistir.
Saglik calisanlart arasinda ellerde tespit edilen Candida parapsilosis tastyiciligl
yenidoganlarda sonradan kazanilan kolonizasyonda onemli bir bulas mekanizmasi olarak
degerlendirilmistir (24).

Hematolojik malignensili, solid organ ya da kok hiicre nakli yapilmis ve kortikosteroid
tedavisi alan hastalar kiif enfeksiyonlar1 acisindan yiiksek risk altindadirlar. Cerrahi
tekniklerdeki gelismeler, sitostatik tedavi ve tibbi uygulamalar sonucu organ
transplantasyonundan sonra hastalarin yasam siirelerinde ve kalitesinde 6nemli diizelmeler
olmustur. Buna ragmen hala enfeksiy6z komplikasyonlar ana morbidite ve mortalite nedeni

olarak kalmistir (24,37,51,57,74,93,94,108,121,122,135).
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Organ transplant alicilar1 arasinda fungal enfeksiyonlarin siklig1 ¢cok degiskendir ve
genellikle nakledilen organ tipine ve bagisik yetmezligin siddetine baglhidir. Transplant
alicilarinda fungal enfeksiyonlar i¢in risk faktorleri yiiksek doz kortikosteroid kullanimi, akut
rejeksiyon epizodlari, hiperglisemi, transplante organda kotii fonksiyon, 16kopeni ve ileri
yastir (2,89). Bu hastalar i¢in kaba mortalite oran1 %22-77 arasindadir. Fakat bazi hasta
popiilasyonlarinda %90’ 1 asabilmektedir (1srarli ndtropenisi olan kemik iligi nakli alicilarinda
aspergilloz veya fuzaryoz) (61,94).

1987-1993 yillar1 arasinda kemik iligi nakli alicilarinda invaziv aspergilloz orani
%35.7’den %11.2°ye artmustir (31). 1993-1999 yillar1 arasinda da bu egilimin devam ettigi
saptanmustir. Ozellikle allojenik kemik iligi alicilarinda oran %11-13 arasinda gézlenmektedir
(12,48,120).

Invaziv aspergilloz ayn1 zamanda solid organ nakli alicilar1 arasinda da morbidite ve
mortalite sebebidir. Akciger transplant alicilarinda 9%3.3-16 arasinda seyretmektedir
(31,40,109). Karaciger nakil alicilar1 da IA agisindan yiiksek risk altindadir (%1.5-%14.17)
(31). Bu hastalik ayn1 zamanda bobrek nakil alicilart gibi diisiik riskli gruplarda da
goriilmektedir. Amerika bobrek veri sistemi ulusal kayitlarina gére 1994-97 yillar1 arasinda
33479 bobrek nakil alicisinin 288’inde fungal enfeksiyon gelismis ve etken olarak Aspergillus
tiirleri %6.8 oraninda izole edilmistir (2).

Bobrek nakil alicilar1 arasinda onemli risk faktorleri i¢inde; verici olarak kadavra
kullanilmasi, transplantasyon Oncesi uzun siireli diyaliz uygulanmasi, diyabete bagli son
donem bobrek hastaligi, rejeksiyon ve takrolimus idame tedavisi yer almaktadir (2).

Yayilmis ya da santral sinir sistemi (SSS) enfeksiyonu gelisen olgularda 6liim orani
%85’in lizerinde, yaygin akciger hastaliginda %60 ve siniis hastaliginda %26 olarak

saptanmistir (69).
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Ulkemizden de ¢ok sayida invaziv fungal enfeksiyon olgular1 bildirilmektedir. 2005
yilinda yayinlanan bir bildiride bir {iniversite hastanesinde bir yillik donemde bagisik engelli
olan ve olmayan hasta gruplarinda izlenen invaziv fungal enfeksiyonlar bildirilmistir. Toplam
32 hastada 33 enfeksiyon atagi gozlemlenmis olup, etkenler sirasiyla Candida albicans
(%63), Aspergillus fumigatus (%21) ve Candida glabrata (%12) olarak rapor edilmistir. Her
iki grupta da Candida albicans en sik etken olarak soyutlanirken bagisik engelli hastalarda
aspergilloz olgular1 daha fazla gozlenmistir (131). Yine ilikemizde bir transplantasyon
merkezinde 1998-2001 yillar1 arasinda gerceklestirilen 207 transplantasyon hastasinin
yedisinde (dordii bobrek, iicli karaciger alicisi) invaziv akciger aspergillozu gelismis, dort
olguda tan1 histopatolojik olarak (ii¢ postmortem biyopsi, bir transbronsiyal akciger biyopsisi)

diger Ui¢ olguda ise kiiltiirde lireme, klinik ve radyolojik degerlendirme ile konulmustur (56).

ASPERGILLUS TURLERI

Genel ozellikleri

Terminolojik olarak Aspergillus 1729 yilinda Micheli tarafindan tanimlanmis ve ilk
kez 1847 yilinda insanda hastalik etkeni olarak soyutlanmistir (89).

Aspergillus tiirleri Deuteromycota subesi, Moniliaceae ailesi, Hyphomycetes sinifinda
yer alirlar. Eseyli (teleomorf) sekilleri Ascomycota’da FEurotiales takiminda FEurotium,
Emericella, Neosartoria ve diger cinslerde yer almaktadir (89).

Aspergillus 200°den fazla tiirii igeren ¢ok biiylik bir genustur ancak az sayida tiir insan
enfeksiyonlariyla iligkili bulunmustur. Tiim enfeksiyonlarin %95’ inden fazlasinda {i¢ tiir
etken olmaktadir: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus ve Aspergillus niger. Bunlardan

baska Aspergillus nidulans, Aspergilus terreus, Aspergillus orvyzae, Aspergillus ustus ve
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Aspergillus versicolor’da etken olarak rapor edilmistir. Aspergillus fumigatus invaziv ve
invaziv olmayan aspergillozda en sik karsilasilan etkendir. Aspergillus flavus ve Aspergillus
niger’ de aspergilloma ve invaziv aspergilloza neden olmaktadir (47,89,93,94,98). Uzamis ve
derin bagisik yetmezlikle birlikte invaziv enfeksiyona neden olan daha nadir tiirlerin listesi
artmaya devam etmektedir. Bu tiirler; Aspergillus caesiellus, Aspergillus candidus,
Aspergillus carneus, Aspergillus chevalieri, Aspergillus clavatus, Aspergillus glaucus,
Aspergillus granulosus, Aspergillus oryzae, Aspergillus quadrilineatus, Aspergillus restrictus,
Aspergillus sydowi, Aspergillus ustus, Aspergillus versicolor, Aspergillus wentii, Aspergillus

fisheri, Neosartorya pseudofiheri ve digerleridir (89).

Tiir tamimi

Aspergillus tiirlerinin isimlendirilmesi kiiltiir ve morfoloji 6zelliklerindeki farkliliklara
dayanir; biyokimyasal yontemlerin tan1 degeri diisiiktiir (52).
Tanimlama da kullanilan esas 6zellikler sunlardir:
-konidyal1 baslarin bi¢imi ve rengi
-sterigmata (fiyalidler) sayist
-vezikiil bigimi
-konidyoforlarin yapisi ve rengi
-hiille hiicrelerinin bigimi

Tanim i¢in tarif edilmis standart besiyerleri Czapek Dox agar (%3 sukroz) ve %2

Malt Oziitii agardir. Aspergillus glaucus ve Aspergillus restrictus gruplar gibi ozmofilik
tirler tanima uygun gelisme ve konidya olusturmak icin yiiksek (%20-40) glukoz

yogunluguna gereksinim duyarlar (52,75,98).
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Patojenik Aspergillus tiirleri genis kiiltlir 1silarinda, bircok besiyerinde hizli ve
kolaylikla iirer. Nadiren kan kiiltiirlerinde de iireme olabilir. 37°C* de iireme ile patojenik
tiirler patojenik olmayanlardan ayrilabilir. Aspergillus fumigatus termotoleran bir tiir olup

55°C’ ye kadar tireyebildigi gibi 70°C” ye kadar da canlihgini koruyabilmektedir (89,98).

Morfoloji

Koloniler genellikle hizli gelisir; renkleri tiirlere ve gelisme kosullarina bagl olarak
beyaz, sari, sarimsi kahverengi, siyaha yakin kahverengi, kirmizi veya yesil tonlarindadir.
Koloni rengi daima mantarin mikroskobik komponentinin rengine baghdir. Ornegin; vejetatif
hiflerin, konidyumlu baslarin ve varsa eseyli yapilarin rengine baglhidir. Besiyerine dagilan
pigment iiretebilirler (52).

Hifler bolmelidir, ince veya kalin olabilir, hiicreler genellikle ¢ok c¢ekirdeklidir.
Migelyum birgok enzim ve mikotoksin iiretme yetenegine sahiptir. Vejetatif hifin ayak
hiicresi denen Ozellesmis bir hiicresinden dik olarak c¢ikan, konidyofor denen konidyum
tagiyict hiflerin ucu siskinlesmistir, yukar1 dogru olusturduklar1 yuvarlak veya oval bigimdeki
bas kismina vezikiil adi verilir. Konidiyum yapict hiicreler olan fiyalidler ya dogrudan
vezikiiliin lizerinde (uniseriate) veya metulalarin {izerinde (biseriate) dogarlar ve altindaki sap
denilen hiicre ile birlikte konidiyumlu bag denen tipik goriiniimii olustururlar. Konidiyoforun
uzunlugu, bolmeli, bolmesiz veya dallanmis olusu ve duvarinin diiz, piirtiiklii, dikenli olmasi
gibi ozellikleri tiirlere gibi farklidir (52,82,84).

Konidiyumlarin olusumu sirasinda konidyum yapici hiicrenin (fiyalid) kendisi
bliylimez. Konidiyumlar ardarda dizilerek tesbih seklinde zincirler olustururlar ve boyle bir

zincirde en geng hiicre en dipteki hiicredir (98). Konidiyumlar bir hiicreli, duvarlan diiz veya
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plriizli, dikenli; seffaf veya pigmentli olabilirler. Bazi tiirler hiille (dinlenme) hiicreleri

denen hif kitleleri olusturabilir (52).

EKOLOJi VE BULAS

Aspergillus’lar yeryliziinde heryerde, toprakta, havada, suda ve oOzellikle cliriiyen
organik maddelerde yaygindir. Zengin enzim sistemleriyle organik maddeleri ayrigtirarak
kullanabildikleri ve diger mikroorganizmalar i¢in ¢ok diisiik olan nem diizeylerinde bile
gelisebildikleri igin, depolanmus tahillarda, ¢esitli gida ve esyalarda ayrica dis ortamda ve
hastane ve evlerin i¢ ortamlarindaki havada asil1 olarak bulunurlar (37,65,81,89,98).

Aspergillus tirleri zincirler halinde ¢ok miktarda konidiyum iiretirler ve bunlar
olgunlastiklarinda ortama dagilirlar (115). Konidiyumlar genelde 2-5 um ¢apindadirlar ve
hava ile tasmnirlar (52).

Aspergilloz genellikle havadaki konidiyumlarin solunum yoluyla alinmasi ile bulagirsa
da ameliyatlar sirasinda dokuyu enfekte edebilmekte ve kontamine aletlerle de viicuda
girebilmektedir. Saglikli bireylerde deri ve korneadan travmalarla viicuda girebilmektedir
(81,117).

Invaziv aspergilloz sikhikla bagisikligi baskilanms hastalarda ortaya ¢iktigindan
hastane ortaminda konidiyumlarin bulunmasi Onemlidir. Hastane havasinda Aspergillus
konidiyumlar igin ¢esitli potansiyel kaynaklar tanimlanmistir. Bunlardan en belirgin olani dig
ortamdaki havanin uygunsuz filtrasyonu ile hava kullanma sistemidir (128). Yiiksek
konsantrasyonda spor tasiyan tozlar hava yollarinda birikmekte ve dagildiklarinda hava
kaynakli Aspergillus tlirlerinin birdenbire ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar. Yine hastane

yer dosemelerinde kullanilan yanmayan maddelerden sporlarin salinimi bildirilmistir. Hastane
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sularinin da IA gelisiminde bir rol oynayabilecegi belirtilmektedir (123). Hasta odalarindaki

cigek saksilar1 da kaynak olabilmektedir (52,64).

PATOGENEZ

Aspergillus fumigatus insan aspergilloz enfeksiyonlarinin %90’ indan izole edildigi
icin patogenez arastirmalarinda en ¢ok calisilan tiir olmustur.

Aspergillus fumigatus ¢evresel karbon ve nitrojen doniisiimiinde 6énemli rol oynayan
saprofit bir mantardir. Dogal olarak organik yikintilar iizerinde, toprakta tirerler. Bu tiir,
diinyada yaygin olmamasina karsin hava kaynakli konidiyumlu funguslar arasinda en yaygin
olanidir. Her konidiyal baglikta binlerce konidiya olusturarak yogun bir bigimde
sporlanmaktadir (65). Havaya yayilan s6z konusu konidiyumlar akciger alveollerine
ulasabilecek kadar kiigiiktiir (2-3 um) (114). 4. fumigatus konidiyasinin havaya yayilmasi
cevresel sartlar ve giiclii hava akimina baglidir. Konidiyalarin kiigiik olma 6zellikleri, havaya
yayildiktan sonra, ev iginde veya ev disinda havada kalmalarmi saglamaktadir. Cevresel
arastirmalar, tiim insanlarin giinliik olarak en az ylzlerce 4. fumigatus konidiyasini inhale
ettigini gostermektedir. Dolayisiyla, bir ¢ok yatkinlik tasiyan hastada, diger organlara da
yayilim goriilmesine ragmen, hastalik predominant olarak akcigerlerde olusmaktadir (65).

Aspergillus tirlerinin enfeksiy6z partikiilii konidiyumdur. Konidiyumlar akcigerlere
inhalasyon yolu ile ulagsmaktadir. Ayrica konidiyumlarla kontamine olmus sulardan
aerosollerin inhalasyonu yolu ile de akcigerlere konidiyumlarin ulasabildigi sdylenmektedir.
Daha az siklikla cerrahi yaralar (26), kontamine intravendz kateterler veya kontamine bandaj
uygulamalar1 gibi yollarla ciltten giris sonrasinda kutandz enfeksiyonlar gelisebilmektedir (6).
Bagisiklik sisteminin baskilanmasi1 sonrasinda inhale edilmis olan konidiyum genisler,

germinasyon sonrasi hif haline doniigiir. Akciger dokusundaki germinasyonun inkiibasyon
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siiresi iki giin ile aylar arasinda degisebilir. Organizmanin 37°C” de iireyebilme yetenegi ve
tireme hizi, etkenin patojenitesini ve olusan enfeksiyonun ilerleme hizimi belirleyici 6zellikler
arasindadir. En hizli gelisen tiir 4. fumigatus olup besiyerine baglh olarak germinasyon 5-12
saat i¢inde baslar (7). Enfeksiyon damar invazyonu ve akcigerde infarkt ile sonuglanir

(15,106).

Konak savunmasi

Dogal immiinite: Aspergillus i¢in 6zgiil olmayan savunma faktorleri; anatomik bariyerler;
mukus tabakasi, silyalarin hareketi ve akciger siirfaktani, fagositik hiicreler; konidiyalara
kars1 ilk hiicresel savunma makrofajlar tarafindan olur. Makrofajlar konidiyalar1 6ldiirtirken
aynt zamanda salgiladig1 sitokin ve kemokinlerle hiicresel direncin koordinasyonunu da
saglar. Makrofajlardan kacan sismis konidiya ve hifler, nétrofiller ve monositler tarafindan
oldiiriilmekte ancak yine de noétrofiller primer olarak hiflerin yok edilmesinden sorumlu
tutulmaktadir. Bunlarin disinda, trombositlerde Aspergillus tirlerine karsi savunmada rol
almaktadir, sivisal faktorler; hif yapilar1 kompleman: hem alternatif hem de klasik yoldan,
konidiyumlar ise ¢ok zayif olarak alternatif yoldan aktive etmektedir (62,65,134).

Kazamlmis immiinite 1A’ daki kazanilmig bagisik yanitlari Th aktivasyonunun iki sekli
belirlemektedir. Thl yaniti, inflamatuar sitokinlerden IFNy, IL-2 ve IL-12’nin {iretimlerinin
artis1 ve antifungal effektor hiicrelerin (makrofaj ve PMNL) uyarilmasiyla birliktelik gosterir.
Th2 tipindeki yanit ise, genellikle minimal hiicresel cevap ile iliskilidir, IL-4, IL-5 ve IL-10
iiretimini arttirir, antifungal effektor hiicre aktivitesinin baskilanmasina ve IFNy iiretiminin
azalmasina yol agar (65). Sonugta, diger mantarlarda oldugu gibi Thl sitokinlerin iiretimi
koruyucu olarak goriilirken, Th2 baskin yanitlar sergileyen konaklarda ilerleyen bir

enfeksiyon gelismektedir (133).
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Inokulum ve inkiibasyon siireci: [A gelismesi duyarli konagin yeterli inokulumla
karsilagmas1 sonrasi gelisir. Enfekte edici inokulum miktarinin konaga bagh oldugu
sOylenmektedir. Hastaligin gelisme siiresi ise tam olarak agiklik kazanmamistir. N6tropenik
hastalarin bir¢ogunda hastanede yatarken Aspergillus kolonizasyonu gelismekle beraber

IA’un derin ndtropeninin onikinci giiniinden nce baglamadig: belirtilmektedir (52).

Olas viriilans faktorleri
Aspergillus tiirlerinin hastalik olusturabilmesi i¢in, konak dokusuna tutunmasini,
dokuya penetrasyonunu ve 6zellikle fagositik hiicreler gibi savunma elemanlarini etkisiz hale

getirmesini saglayan bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (114).

Adezinler Aspergillus konidiyumlar1 fibrinojen, laminin, kompleman, fibronektin, albumin,
immiinglobiilinler, kollajen ve siirfaktan gibi konakta dolasimda veya bazal membrana bagl
halde bulunan ¢esitli proteinlere baglanirlar (114). Bu baglanma 06zgiil olmayan
fizikokimyasal etkilesimlerle ve/veya 0zgiil reseptor-ligand iliskisi araciligiyla olabilir
(65,114). Konidiyumlarin komplemanla veya mannoz baglayan protein ve siirfaktan gibi diger
proteinlerle opsonizasyonu, konak savunmasmin mikroorganizmaya karst etkinligini
arttirabilir. Ancak A. fumigatus patojenitesinin artmasini saglayan bir kompleman inhibitori
salgilar (7).

Pigmentler. Pigmentsiz sokak tipi 4. fumigatus suslariin yesil konidiyali susa gore daha az
patojen oldugu gdsterilmistir. Dihidroksinaftalen melanin biyosentezinde rol alan poliketid
sentaz1 kodlayan ALB1 ve sitalon dehidratazi kodlayan ARPI1 olmak iizere iki gen

klonlanmistir. izojenik pigmentsiz mutantlarla yapilan calismalarla sokak tipi pigmentsiz
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suslardan elde edilen sonuglar uygunluk gdstermistir. Beyaz A4. fumigatus konidiyasimin
komplemana daha ¢ok baglandigi ve duvarinin daha gegirgen oldugu gosterilmistir. Ancak
hemen hemen tiim sokak tipi konidiyalarin yesil ve invaze edici hiyalinler olmas1 dolayisiyla,
bu sonuglarin hastalik kontrolii iizerinde pek fazla anlami yoktur. Bunun disinda, steroid
verilen farelere inokule edilen pigmentsiz konidiyalarin invaziv aspergilloz olusturamadigi
goriilmiistiir (65).
Toksik Molekiiller. A. fumigatus bir ¢ok toksik sekonder molekiil olusturmaktadir. En yogun
olarak caligilani ise, epipolitiodioksopiperazin ailesine ait bir metabolit olan, gliotoksindir.
Akut olarak toksik olan bu bilesigin ayn1 zamanda bagisiklik sistemini baskilayici 6zelligi
vardir (114). Bu 0zelliklerinden dolayi, kemik iligi nakli yapilan hastalarda bagigiklik
sistemini baskilamak i¢in kullanilmistir. Gliotoksin makrofaj aracili fagositozu inhibe eder ve
antifagositik 6zelliginden farkli bir mekanizmayla makrofajlarda apopitozu indiikler. Ayrica T
ve B hiicrelerinin aktivasyonunu ve sitotoksik hiicrelerin olusumunu da bloke etmektedir (46).

Aspergillus cinsi mantarlar 6zel bir toksin smifi olan ribotoksinleri {iretir.
Ribotoksinler yaklagik 17kDa biiyiikliigiinde bir protein smifidir ve restriktosin, o sarkin ve
mitogillin gibi Uriinleri igerir. Restriktosin A. fumigatus ve A. restriktus tarafindan iiretilen ve
iizerinde en yogun c¢alisilan ribotoksindir. Okaryot ribozomlar1 {izerine nanomolar
konsantrasyonlarda cok toksik etkili oldugu gosterilmistir. Gliotoksin, fumagillin ve
restriktosin  gibi metabolitlerin  bagisiklik sistemini baskilayarak fungal biiylimeyi
kolaylastirdig1 diistiniilmektedir (114). Baska bir toksik madde olan hemolizin ise
eritrositlerin parcalanmasindan sorumludur (65).

Bunlarin disinda Aspergillus flavus tarafindan olusturulan aflatoksinin bagisiklik

sistemini baskilayicit ve karsinojenik etkisinin oldugu, fagositozu, hiicre i¢i 6ldiirmeyi ve
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makrofajlar tarafindan olusturulan spontan siiperoksit iiretimini baskiladig ileri siiriilmiistiir
(134).

Enzimler Aspergillus tiirleri kendi besin maddelerini karsilayabilmek i¢in fosfataz, peptidaz
ve proteazlar gibi ¢ok cesitli hiicre dis1 enzimleri liretme yetenegine sahiplerdir (114).

Proteazlar, proteinlerin peptid baglarmi (CO-NH) kiran ve peptid veya serbest
aminoasitlerin olugsmasina neden olan reaksiyonlari katalize ederler. Aspergillus fumigatus’ un
iki elastazi, bir serin proteazi ve metalloproteazi klonlanmig ve sekanslanmistir. Elastin
akciger dokusunun %28’ ini olusturan ana yapisal bilesenlerinden biridir (7,46). Elastaz
ireten tiirlerin 48-96 saat icinde akciger dokularinda hifal gelisim gosterdigi ve alveol
nekrozuna yol acarak hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir. Hiicre dis1 elastinolitik
alkalin proteaz olan AFAlp’ nin kollajen, fibrin, fibrinojen ve elastini pargaladigi
gosterilmistir (114).

Bir diger enzim grubu olan fosfolipazlar, gliserofosfolipidlerde bulunan baglar
hidrolize ederler. Fosfolipidler hiicre membraninin ana bilesenlerinden oldugundan doku
invazyonu sirasinda fosfolipazlarla parcalanirlar ve sonugta hiicre o6liimii gerceklesir.
Fosfolipazlar A, B, C ve D olmak iizere gruplara ayrilirlar. Yapilan ¢alismalarda Aspergillus
fumigatus izolatlarinin fosfolipaz A, B, C ve D salgiladiklar1 gosterilmistir. Fosfolipazlarin
hepsi 37°C” de ekspresse edilmektedir (16).

A. fumigatus’ta ii¢ katalaz ve iki siiperoksit dismutaz bulunmustur. Bu maddeler
mantar1 oksijen molekiiliiniin, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin ve fagositler

tarafindan tiretilen diger serbest radikallerin hasarindan koruyabilir (52).
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KLINIK

Tablo 1. Aspergillus tiirlerinin neden oldugu hastaliklar (134)

I-Normal Konaktaki Hastaliklar
A. Mikotoksikozlar
1.Mikotoksinlerin sindirim yolu ile alinmas1
2.Mikotoksinlerin solunum yolu ile alinmas1
B.Alerjik hastaliklar
1.Alerjik astim
2.Alerjik rinit
3.Alerjik siniizit
4 Ekstrensek alerjik alveolit
5.Hipersensitivite pndmonisi
6.Alerjik bronkopulmoner aspergilloz
C.Ylizeyel veya invaziv olmayan enfeksiyonlar
1.Kutandz enfeksiyon
2.0tomikoz
3.Siniizit
4.Saprofitik bronkopulmoner aspegilloz
5.Trakeobronsit
D.Invaziv enfeksiyon
1.Tek organ tutulumu
2.Cok organ tutulumu

II-Doku hasar1 veya Yabanci Cisim ile iliskili Enfeksiyonlar
A Keratit ve endoftalmit

B.Yanik enfeksiyonlari

C.Osteomyelit

D.Protez kapak enfeksiyonlari

E.Vaskiiler greft enfeksiyonlari

F.Aspergilloma (fungus topu)

G.Ampiyem ve plevral aspergilloz

H.Peritonit

I1I-Bagisik Engelli Konaktaki Enfeksiyonlar
A .Primer kutandz aspergilloz
B.Sino-orbital enfeksiyon
C.Pulmoner aspergilloz
1.Invaziv trakeobronsit
2 Kronik nekrotizan pulmoner aspergilloz
3.Akut invaziv aspergilloz
D.Santral sinir sistemi aspergillozu
E.invaziv aspergilloz
F.Gastrointestinal infarkt
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Bircok hastada Aspergillus enfeksiyonlar icin temel giris noktas1 ve enfeksiyon
bolgesi solunum yolu sistemidir ancak bagisiklig1 baskilanmis veya normal insanlarda deri,
periton, bobrek, kemik, gz ve gastrointestinal sistem gibi diger giris yollar1 da belirtilmistir
(6,8,26,109). Ayrica, operasyon sonrasi cerrahi yara yeri enfeksiyonlarindan da etken olarak
izole edilmislerdir (88). Astim, alerjik siniizit ve alveolit gibi alerjik hastaliklar siirekli olarak
Aspergillus ~ konidyasi veya antijenine maruz kalan insanlarda micel kolonizasyonu
olmaksizin ortaya ¢ikar ve birgok durumda hastalarin ¢evreden uzaklagtirilmasi klinik olarak
iyilesmeye yol acar. Bunun tersine Alerjik Bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA),
aspergilloma ve IA enfeksiyonlar1 viicutta migel iiremesi ile iliskili sendromlar olup,

cogunlukla tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir (65).

Alerjik Hastahklar
Alerjik Bronkopulmonar Aspergilloz (ABPA)

Bagisik engelli olmayan hastalarda ve yliksek oranda atopik astim veya kistik fibrozlu
kisilerde goriiliir. Aspergillus tirlerine karst gelisen hipersensitivite hastaligi olarak
tanimlanir. Cevreden sporlarin inhalasyonunu takiben bronsial mukus i¢inde hifler biiyiir ve
Th2 CD4(+) T hiicreleri cevabi ve IgE ve IgG antikorlarinin olusumu ile bagisik yanit gelisir
(36,60).

Klasik olarak, tan1 i¢in kullanilan kriterler astim, periferik kanda eozinofili
(>1,000mm), 15+5 dakikada A. fumigatus veya antijenik ekstratlarina kars1 gelisen hizli deri
reaksiyonu, 4. fumigatus’a karsi IgG ve IgM ve IgE antikorlarinin presipite olmasi, serumda
total IgE artis1 (>1pug/ml), herhangi bir pulmoner infiltrat hikayesi ve santral bronsektaziden
ibarettir (64,105). Cok 6nemli olmamakla birlikte, A. fumigatus’un balgamdan izolasyonu,

eozinofil ve Charcot-Leyden kristalleri iceren kahverengi balgam c¢ikartma, ve antijenin
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uygulanmasindan 6+2 saat sonrasi ortaya ¢ikan deri reaksiyonlar1 gibi 6zellikler de tanisal
amagclh kullanilabilir (89).

ABPA, Tip I, Il ve IV asir1 duyarlilik reaksiyonlar ile karakterizedir. Tip I reaksiyon
sonucu bronkospazm, kan ve balgamda eozinofili ve ani ortaya g¢ikan cilt reaksiyonlari
goriiliir. Pulmoner infiltratlar ve bronsektazinin Tip III reaksiyon sonucu (Arthus ya da
immiin kompleks bagimli) gelisen, dolagsan ya da presipitan antikor komplekslerine bagli
olarak gelistigi diigtiniiliirken Tip IV reaksiyon sonucu ise mononiikleer infiltasyon ve

graniilomlar olusmaktadir (115).

Alerjik Aspergillus Siniiziti
Siniis aspergillomas1 ile karigabilmektedir. Alerjik Aspergillus siniizitinde siniislerin
eozinofilden zengin miisin ile dolu olmasi ve ¢ogu kez Charcot Leyden kristallerinin olmasi

ayirdettiricidir (30,64).

Aspergilloma (micetoma, fungus topu)

Doku invazyonu olmadan gelisen aspergilloz enfeksiyonudur. Akciger parankimindeki
bir kavite ya da ektatik brons i¢inde fungal hif, mukus ve hiicresel artiklarin birlesmesi ile
gelisir. Siklikla altta yatan bir enfeksiyon vardir. Bronkojenik kist, akcigerde sekestrasyon ve
AIDS’ 1i hastalarda Pneumocystis carinii pndmonisine sekonder gelisen pnomotosel,
histoplazmoz, ankilozan spondilit, radyasyon fibrozisi, tiiberkiiloz, sarkoidoz gibi durumlarda
gelisebilir (36,64,115).

Hastalarin ¢ogu sempomatik degildir, en yaygin klinik belirti hemoptizidir. Yasami

tehdit eden hemoptizi cerrahi rezeksiyon endikasyonudur (36).
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Aspergilloma diger bolgelerde de gelisebilir. Ornegin, maksiller ya da ethmoid siniis

hatta dis cerrahisi sonrasi {ist cenede de olusabilir (65).

Invaziv Aspergilloz

Gegen birkag yil iginde invaziv enfeksiyonlarin ¢esitli formlariin oldugu olgu sayilari
belirgin olarak artmistir. Akciger en sik tutulan bolge olmakla beraber hemen hemen tim
viicut bdlgelerine yayilabilir ve gergek yayilim bolgeleri siklikla sadece otopside tespit
edilebilir. IA hemen hemen daima bagisik engelli kisilerde goriiliir ve hatta yasam sirasinda
tan1 konulup tedaviye baglanilsa bile siklikla 6liimciil olarak seyretmektedir (98).

Risk faktorleri

Erken tan1 konularak tedavi edilmeyince oliimciil olan invaziv aspergillozun risk
derecesi farkli hasta gruplarinda farkli olmaktadir (Tablo II) (81).

Hematolojik maligniteli hastalardaki aspergillozda solunum yetmezIligi ve
akcigerlerde radyolojik olarak bilateral tutulum olmasi kotii prognozla iligkili bulunmustur
(98). Graniilositopeninin derecesi ve siiresi en 6nemli predispozan konake¢1 faktoriidiir.
Aspergilloz enfeksiyonu gelisimi notropeninin ilk iki haftas1 sirasinda diisiik orandayken,
ikinci ve lclincii haftadan sonra risk dramatik olarak artmaktadir (37,65). Hiicre bagimh
bagisik yetmezlik (kemik iligi transplantasyonu yapilmis ya da kortikosteroid tedavili hastalar
gibi) durumu da bagka bir risk faktoriidiir. Notropenik hastalarda en yaygin klinik tablo 5-7
glin genis spektrumlu antibakteriyel tedaviye ragmen diismeyen atestir (38°C” den fazla).
Genellikle ploretik gogiis agris1 vardir (27). Oksiiriik bulunabilir fakat genellikle minimal

balgam {iretimi olur, nadiren hemoptizi goriiliir (98,115).
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Tablo II Invaziv aspergilloz riski altindaki hastalar (81)

RiSK DERECESI RiSK YARATAN PRIMER HASTALIKLAR

Yiiksek Allojenik kemik iligi transplanti

Allojenik periferik kan kok hiicre transplanti
Akut 16semi

Konik graniilomat6z hastaliklar

Karaciger transplanti

Akciger transplanti

Singenik kemik iligi transplanti

Otolog kemik iligi transplanti

Uzun siireli nétropeni

Orta Akciger transplanti

Singenik kemik iligi veya periferik kan kok
hiicre transplant1 (PKKH)

Otolog kemik iligi transplant1

Uzun siireli nétropeni

Diisiik AIDS

Renal transplant

Otolog periferik kan kok hiicre nakli
Solid tiimoér veya miyeloma
Otoimmiin hastaliklar

Intravendz ilag bagimlilig

Yaniklar

Diyabet

Prematiirite

Kortikosteroid kullanim

AKut pulmoner hastalik, {A’ un en yaygin klinik formudur, baz1 calismalarda %95 kadar
yiliksek mortalite tasir (106). Bu tip enfeksiyon birka¢ formda goriilebilir. Tek ya da ¢ok
sayida infiltratli bronkopnomoni, ates ve antibiyotiklerle tedaviye cevapsizlik akut pulmoner
aspergillozun en yaygin klinik belirtileridir. Bakteriyel enfeksiyona benzeyen lober

pnémonide gelisebilir (98).
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Erken evrede akut Aspergillus bronkopnomonisinde kiiciik yama seklindeki infiltratlar
akciger grafisi ile tespit edilemeyebilir. Enfeksiyon alaninin radyolojik olarak
goriintillenmesinde yiiksek rezoliisyonlu bilgisayarli tomografi (HRCT-YRBT) diiz grafiye
kiyasla daha duyarli bir yontemdir. Bu yontemle elde edilen grafilerde akciger dokusunda
kama bi¢iminde veya nodiiler infiltrasyonlar etrafinda daha diisiik yogunlukta bir infiltasyonla
cevrili alanin bulunmasi (halo belirtisi) noétropenik hastalarda invaziv akciger aspergillozu i¢in
tipik kabul edilmektedir (23,36,115,127). Patolojik olarak bu lezyon, tromboz nedeniyle
olusmus infarkt alanmi g¢evreleyen O6dem ve kanamadan olugmaktadir. Notropeninin
diizelmesini takiben bu lezyonlarda kavitasyon ortaya ¢ikabilir. Bu durum radyolojik olarak
kavite i¢inde yarim ay bigiminde hava goriintiisiine (air crescent sign) neden olur. Bu goriintii
de invaziv kiif mantar1 enfeksiyonlar1 i¢in karakteristik kabul edilir (11). Uzun siireli
notropenik atesi olan hastalarda erken donemde rutin olarak cekilen akciger BT’ leri ile
hastaligin erken dénemde saptanabilecegi ve bu sayede baslanacak etkili antifungal tedavi ile
mortalitenin azaltilabilecegi gdsterilmistir (60).

Kronik nekrotizan aspergilloz, kronik diiskiinliik yaratan hastalik, diyabet, malniitrisyon,
alkolizm, ileri yas, uzamis kortikosteroid tedavisi gibi durumlar yatkinlik yaratmaktadir.
Klinikte kronik oOksiiriik, ates, balgam goriilebilir. Hemoptizi hastalarmm %15’ inde rapor
edilmistir. Radyolojik bulgular1 tek ya da iki tarafli konsolidasyon bdlgeleri, plevral
kalinlagma ve opasitesi artmis nodiiler bolgelerdir (36).

Santral sinir sistemi aspergillozu, nazal siniislerden direkt yayilimdan ¢ok, akcigerlerden
kan yoluyla yayilim sonucu gelisen ve 1A olgularinin %10-20’sinde gériilen en agir klinik
tablodur. Genellikle allojenik kemik iligi naklinden sonra ve bazen de beyin ameliyatlarindan
sonra goriilebilir. Belirtileri konfiizyon, kisilik degisiklikleri, arteriyel tromboz sonrasi gelisen

infarktiise bagli fokal norolojik, bulgular, fel¢ ve beyin omurilik sivisi basincinda artis
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olabilir. Cogunlukla mantar BOS’ dan {iretilemez. Tan1 da BT’ den yararlanilabilmektir.
Ancak bulgular 6zgiil degildir (89,98).

Paranazal siniis aspergillozu olgularia 6zellikle sicak ve kuru iklim bolgelerinde rastlanilir.
Akut ve kronik olmak iizere iki sekli vardir. Akut sekli, rinoserebral mukormikoza benzer.
Ancak mukor enfeksiyonu karakteristik olarak diyabetik ketoasidozlu hastalarda daha sik
goriiliirken aspergilloz asil olarak noétropenik hastalarda goriiliir. Nazal polipler, tekrarlayan
bakteriyel enfeksiyonlar ve kronik rinit fungal enfeksiyon gelisimine yatkinlik yaratabilir.
Burun tikaniklig1, ates ve goz etrafinda agr gelismektedir.

Kronik siniis aspergillozu ise diyabet hastalarinda, asir1 alkol alanlarda ve AIDS’
lilerde siktir. En sik soyutlanan etken Aspergillus flavus® tur. Burun tikanikligi, bas agrisi,
ylizde sislik goriilebilir. Radyolojik bulgular taniy1 desteklemektedir (79,98).

Trakeobronsit: Ozellikle akciger transplantasyonu yapilmis hastalarda ve AIDS hastalarinda
tamimlanan bir klinik tablodur. Transplant hastalarinda genellikle ipek dikis materyalinin
kontamine olmasiyla ortaya c¢iktigi bu nedenle naylon ip kullanmanin yararli oldugu
gosterilmistir (3).

Goz aspergillozu: Travmaya sekonder keratit gelisebilir. Endoftalmit nadiren goriilen bir
tablodur. ilag bagimlilari, endokarditliler ve organ nakli yapilanlarda ya da direkt travmaya
bagl olarak veya kan yoluyla yayilim sonrasi gelisebilir. G6zde agr1, fotofobi ve gérme kaybi
seklinde belirtiler goriilebilir (35,68).

Bunlarin diginda prostetik kapagi olanlarda ya da kalici intravendz kateteri olanlarda
ve ila¢ bagimlilarinda endokardit (34), kronik graniilomatdz hastaligi olan cocuklarda
osteomiyelit, kateter bolgelerinde ya da dissemine hastalik seyri sirasinda cilt enfeksiyonlari

(6), karaciger, bobrek, dalak, gastrointestinal sistem enfeksiyonlari gelisebilir (89).
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TANI

Invaziv aspergillozun genellikle bagisik engelli hastalarda gelistigi goriilmektedir. Bu
nedenle erken tani1 ve ardindan baslanacak tedavi ¢ok 6nem tasimaktadir. Invaziv fungal
enfeksiyonlarda tan1 genelde klinik bulgularla laboratuvar tanisinin birlestirilmesine dayanir.
Ancak klinik belirtiler ¢ogunlukla 6zgiil degildir ve baska hastaliklarla karigabilir. Erken
laboratuvar tanisi ise genellikle zor konulmaktadir (23,47).

Kesin laboratuvar tanisi, etkenin klinik 6rnekte direkt mikroskobi ve histopatolojik
olarak goriintiilenmesi ve kiiltiirde iiretilerek tiir diizeyinde tanimlanmasi ile konulmaktadir.
Ancak mikroskobik inceleme ve kiiltiir i¢in bu drnekler, invaziv iglemlerle temin edilebilir ve
bu islemler cogu zaman hastalarin sitopenilerinden veya kritik durumlarindan dolay1
yapilamaz. Bu nedenle mantar yiikii artmadan ve hasta 6lmeden 6nce nadiren tan1 konulabilir.
Tam i¢in klinik, radyolojik ve mikrobiyolojik kriterlerden yararlanilmaya c¢alisiimaktadir
(5,23,76,84,118,119,132).  Ancak standardizasyon eksikligi merkezler arasindaki
karsilastirmay1 zorlagtirmaktadir. 1999 yilinda yapilan ICAAC (Interscience Conference on
Antimicrobial Agents) kongresinde; Belgika’ daki Avrupa Kanser Arastirma Organizasyonu-
Invaziv Fungal Infeksiyon Calisma Grubu (EORTC-IFICG) ile Bethesta Mantar Calisma
Grubu (NIAID-MSG) bir konsensus olusturmus ve bunun sonucu IA tanimlar (6zellikle
invaziv pulmoner aspergilloz) standardize edilmistir. Bu amagla li¢ grup olusturulmustur:
kanitlanmis (proven), yiiksek olasilikli (probable) ve diisiik olasilikli (possible) invaziv fungal
enfeksiyon. Kamitlanms IA; Aspergillus hiflerinin histopatolojik boyalarla veya direkt
mikroskobik inceleme ile gosterilmesi veya normalde steril olan ve radyolojik olarak anormal
olan bolgeden alinan dokuda mantarin iiretilmesi, yiiksek olasthkh IA; tipik konak faktorleri

olan hastalarda klinik veya mikrobiyolojik kriterlerin bulunmasi, diisiik olasiikh IA ise;



29

konak faktorlerine ek olarak klinik kriterleri olan ancak mikrobiyolojik kriterlere sahip
olmayan olgular1 ifade etmektedir (10).

Mikrobivolojik kriterler

Histopatoloji/mikroskopi pozitifligi
Kiiltiir pozitifligi (BAL/balgam/siniis aspirasyonu)
Galaktomannan antijeni pozitifligi (BAL/BOS/iki ya da daha fazla kan 6rneginde)

Klinik Kriterler

Pulmoner aspergilloz
Major klinik kriterler (CT)
Halo belirtisi
Hilal belirtisi
Konsolidasyon ve kavite
Minor klinik kriterler
Alt solunum yolu enfeksiyonu belirtileri (6ksiiriik, ploretik gogilis agrisi, dispne,
hemoptizi)
Plevral frotman
Plevral eflizyon
Major radyolojik kriterlere uymayan infiltrasyon
Sinonazal aspergilloz
Major klinik kriterler
Siniislerde radyolojik olarak saptanmis invaziv enfeksiyon (siniis duvarlarinda
erozyon,kemik harabiyeti)
Minor klinik kriterler

Ust solunum yolu enfeksiyonu belirtileri
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Nazal iilserasyon, skar, epistaksis
Periorbital sislik
Maksiller hassasiyet

Damakta nekroz/perforasyon

Mikroskobik degerlendirme

Aspergillozlarin tanisinda etkenin dogada yaygin olarak bulunmasi nedeniyle
kolonizasyon- enfeksiyon ayriminin iyi yapilmasi gereklidir.

Alerjik aspergillozun tanisinda balgam orneklerinin mikroskobik degerlendirmesi
siklikla yardimer olur. Ciinkii genellikle karakteristik bol septali ve dikotomik (45° agilr)
dallanan migelyum yapis1 goriliir (98).

Balgamin mikroskobik degerlendirmesi IA tansina nadiren yardimci olurken BAL
orneklerinin degerlendirilmesi 6nerilmektedir. Cilt lezyonlarindan ya da siniis yikantilarindan
alman nekrotik materyalin incelenmesi de faydali olabilir (89,98).

Direkt incelemelerin kiiltiire gore avantaji, duyarliliklarinin daha yiiksek ve rolatif
olarak daha hizli olusudur. Dezavantaji ise, diger filament6z mantarlardan kesin olarak
ayirtedememesidir (47).

Ornek %10-20 potasyum hidroksit (KOH) eklenerek incelenebilir. KOH hifal
elementin proteindz materyalinin temizlenmesi ile daha iyi goriilmesine yardimci olur.
Yayma yapilip fikse edildikten sonra gesitli boyalarla boyanir. Rutin olarak gram boyasi
kullanilir. Sitolojik boyalar (Paponicolaou boyasi) ve floresan boyalar duyarliligi arttirr.
Gomori’ nin Methenamin Giimiis (GMS) ve Periodic Asit Schiff (PAS) boyalar histolojik
kesit ve yaymalara uygulanabilir. Floresan boyalar (Kalkoflor beyazi, Uvitex 2B, Blankofor)

taze klinik orneklere, BAL sivisina, parafinli dokuya, frozen kesitlere uygulanabilir. Ornekte
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dikotomik (45°C agili), hyalen goriintimlii, septali hiflerin varhigi Aspergillus’ lar igin tipiktir

(15,84,89).

Kiiltiir

Kesin tam1 i¢in mikroskobik bulgularin kiiltiirle dogrulanmasi gereklidir ancak
kiiltiirler cok basarili olmamaktadir. Konidyumlar havada ¢ok miktarda bulundugundan
kontaminasyon riski yiiksektir ve bu nedenle iiremeler dikkatle degerlendirilmelidir (10,98).

Aspergillus tiirleri i¢in ilag direnci ¢ok Onemli oldugundan tam identifikasyonun
yapilmasi ¢ok dnemlidir. Ayn1 zamanda atipik izolatlarda tanimlanmalidir (31).

Orneklerin sputolizin ya da diger mukolitik ajanlarla islenmesi ile mantarm mukuslu
balgam ve endoskopik cerrahi ile elde edilen siniis materyalinden izolasyonu kolaylastirilir
(75).

Patates Dekstroz Agar, Malt Ekstrakt Agar, Czapek Dox Agar gibi sporiilasyonu
kolaylastiran besiyerlerinin primer izolasyon i¢in kullanilmasi ile Aspergillus tiirlerinin
biiylime hiz1 ve spor iiretimi arttirilabilir. Baglangigta 35-37°C’de inkiibasyon yerine veya ek
olarak 30 °C’ de inkiibasyon bazi Aspergillus’ larin bitylimesini hizlandirabilir. Ayrica giinliik
degerlendirme ile erken iireme tespit edilebilir. Mikroaerofilik ortamda 35°C’ de inkiibasyon
Aspergillus tirleri igin segici bulunmustur. Ayni organizmalarin 25°C” de CO, igermeyen
ortamda kiiltiirleri yapilinca higbir pozitif sonug elde edilememistir (23,75).

Kiiltiirde tireyen Aspergillus’ larin seloteyp ya da 1slak oOrneklerde mikroskobik
morfolojileri degerlendirilip hizlica tan1 konulabilir. Buna ragmen sporiilasyon yavas ya da
atipik oldugu zaman lam kiiltiirii gerekli olabilir (47,75).

izole edilen Aspergillus’ un etken kabul edilme kriterleri sunlardir (82):

-Direkt incelemede hif yapilariin goriilmesi
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-Izole edilen kiifle direkt incelemenin uyumu
-Ayni plakta birden fazla mantar kolonisinin bulunusu
-Farkl1 6rneklerde ayni kiifiin izolasyonu

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

Kitin diizeyinin belirlenmesi

Mayalar ve kiifler hiicrenin seklinden sorumlu ve c¢evresel sartlara karsi dayanikliligi
saglayan bir hiicre duvari ile c¢evrelenmistir. Fungal hiicre duvarmin ana igerigi
mannoproteinler, 1,3 B-glukan ve kitinden olugmaktadir. Tiirlere bagh olarak 1,3 a-glukan ya
da 1,6 B-glukan gibi ilave polimerlerde bulunabilir. Kitin N asetilglukozamin molekiillerinin
B-1,4 zinciriyle baglanmasindan olusan bir homopolimerdir. Genel olarak maya hiicre
duvarinin kuru agirhigmin sadece %1-2’ sini olustururken filamentdz mantarlar hiicre duvari
kuru agirliklarinin %10-30" una kadar yiiksek diizeyde kitin igerigine sahiptir. Mayalar ve
kiiflerin her ikisinde de kitin igerigi ile hiicre duvarinin mekanik saglamlig1 arasinda belirgin
iligki vardir. Kitin sentezi bozuldugu zaman biiyiimekte olan hif erimeye baslar, hiicrenin
yapis1 bozulur ve iizerinde baloncuklar gelisir (19,96).

Hastalik sirasinda yogun olarak micel olusumu gelisiminden ve akcigerde
germinasyonunu tamamlamamis konidiyalarin uzunca bir siire kalabilmesinden dolayr CFU
(colony forming unit) Ol¢iilerine gore fungusun kantitasyonu hastaligin siddetini belirlemede
iyl bir belirte¢ kabul edilmemektedir. Bunun i¢in fungal biyokiitle ile uyumlu olan kitinin
gosterilmesinin in vivo liremeyi daha uygun olarak yansitabilecegi soylenmistir (65).

Enfeksiyon bolgesinde kitinin gosterilebilmesi ancak dokudan o6rnek alinmasi ile
miimkiindiir. Bu nedenle rutin tanida kullanimi sinirlidir. Daha ¢ok deneysel modellerde veya

post-mortem doku 6rneklerinde mantar ytikiiniin gosterilmesi i¢in kullanilmaktadir (13,44).
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Lizis santrifiigasyon yontemi

Bir tiip i¢inde antikoagiilan ve litik ajanin birlestirilmesiyle olusur. Kan tiip icine
yerlestirilir, santrifiij yapilir ve c¢okelek alindiktan sonra kati bir besiyerine ekim yapilir.
Yogun emek ister, kontaminasyon riski yiiksek ve pahallidir. Bu sakincalara ragmen patojenik

mayalarin tiretilmesinde ve dimorfik mantarlarin izolasyonunda faydali bulunmustur (5).

Deri testleri

Alerjik aspergilloz enfeksiyonundan siiphelenildiginde  Aspergillus  antijen
oziitlerinden hazirlanan deri testleri kullanilabilir. ki tip reaksiyon goriiliir; Tipl ve TiplIL
Erken tip (Tipl) reaksiyonunda antijen uygulanmasindan 15-20 dakika sonra deride kizariklik
ve sislik olusur. Tiplll (Arthus) reaksiyonunda 4-10 saat sonra endiirasyon gelisir. Bu
reaksiyon genelde 24 saat sonra yatisir. Fakat bazen 72 saat ya da daha uzun siiren gecikmis

reaksiyonda goriilebilir (64).

Serolojik tani
Bagisik engelli olmayan hastalarda serolojik tam

Aspergillus antijenlerine kars1 antikorlarin serolojik olarak gosterilmesi, bagisik
engelli olmayan hastalarda goriilen iki aspergilloz formu olan aspergilloma veya ABPA’ un
tanisinda faydali olmaktadir. Her iki tabloda da mantarlarin dokuda iireme yetenekleri ¢ok
sinirlt olmasina karsin, organizmaya karsi gii¢lii bir humoral yanit goriilmektedir. Bu amagla,
klinik laboratuvarlarda en ¢ok ¢ift yonlii immiindiffiizyon, counterimmiinelektroforez, ELISA

ve RAST yontemleri kullanilmaktadir (64,65).
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Bir ya da daha fazla zayif presipitin bantlarin varligi ABPA tanisinda kabul edilen
tanisal kriterlerden bir tanesidir. ABPA’ lu hastalarin serum o6rneklerinde devamli olarak
yiiksek diizeyde IgG ve IgE antikorlar1 bulunmaktadir. Aspergillomali hastalarin serum
orneklerinde de 6zellikle IgG1 ve IgG2 alt tipleri saptanmaktadir (64).

Son zamanlarda biyokimyasal prosediirler ile saflastirilan Aspergillus fumigatus
antijenleri ile immiinolojik ¢aligmalar bildirilmistir. In vitro ortamdaki kiiltiirlerden ¢ok
miktarda saf antijen elde edilmesindeki zorluklar yaninda, c¢ok diisitk miktarlardaki
kontaminasyonun bile yanlis pozitif sonug¢lara yol agmasindan dolayi; bugiin saf rekombinan
antijenlerin elde edilmesi i¢in molekiiler biyoloji tekniklerinden yararlanilmaktadir (65).

Atmosferden devamli inhale edilen konidiyalarin inhalasyonuna bagli olarak herkeste
Aspergillus tiirlerine karsi tespit edilebilir diizeyde antikorlarin olustugu diisiiniilmektedir
(98).

Bagisik engelli hastalarda serolojik tam

Bagisiklik sistemi saglam konaklarin tersine, bagisik engelli hastalarda dokularda
Aspergillus fumigatus lremesi ile anti-Aspergillus antikor titresinin artimi arasinda bir
korelasyon yoktur. Gergekten, bagisik engelli kisilerde Aspergillus tiirlerine kars1 antikorlarin
varligi, invaziv bir enfeksiyondan cok bagisik baskilayici tedavi oncesi olusan antikorlari
gostermektedir. Antikor titresindeki artis IA’ dan iyilesmeye isaret ederken, antikorun
olmamasi1 veya azalan bir antikor diizeyinin gézlemlenmesi kotii prognozu diisiindiirmektedir.
Dolayistyla, IA’ da antikor diizeyinin gosterilmesi tanisal degil, prognozu degerlendirmek
amacli kullanilabilir (65).

Invaziv aspergillozun serolojik tamisi; serum, idrar ve BAL gibi biyolojik sivilarda

dolagimdaki antijenlerin gdsterilmesine dayanmaktadir (31). IA’ lu hastalarin serumundaki
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antijenlerin varligr ilk kez 1979 yilinda gosterilmis olmasina ragmen, bugiine kadar

tanimlanan farkli antijen sayis1 az olmustur (97).

Galaktomannan; deneysel olarak enfekte edilen hayvanlardan ve 1A’ lu hastalardan elde
edilen ilk antijen olup, dokuda Aspergillus tiirlerinin biiylimesi sirasinda salman bir hiicre
duvar polisakkarididir. EIA, RIA ve LA testlerini iceren ¢ok sayida teknik IA’ lu hastalarin
viicut sivilarinda galaktomannan antijenini tespit etmek icin degerlendirilmistir. Ancak diigiik
tespit limitleri (5-15 ng/ml) nedeni ile rutin kullanimlar1 simurlt kalmistir (47,87). Stynen ve
arkadaslarinca gelistirilen sandvi¢ ELISA yontemi rat monoklonal antikoru EB-A2’ yi
kullanmaktadir (Platelia Aspergillus Bio-Rad, Marnes La-Coquette, France) (112).
Aspergillozun klinik belirtilerinden ortalama 6-14 giin once dolasimdaki galaktomannan
tespit edilebilir (108). Dolasimdaki GM konsantrasyonu fungal doku hasartyla uyumludur ve
bu yiizden tedaviye cevabin izlenmesinde de kullanilabilir (119). Losemili hastalar ya da kok
hiicre nakli alicilartyla yapilan birgok caligmada IA’un tamisinda GM testinin kullanimm
degerlendirilmistir. Klinik ¢aligmalarda yiiksek duyarlilik ve 6zgiillik bulunmustur (80,92).
Ancak pediatrik hastalarda ve yeni doganlarda yiiksek oranda yanlis pozitif sonuglar elde
edilmistir. Bu durumun anne siitiinde ve formiila mamalarda yiiksek konsantrasyonda bulunan
Bifidobacterium bifidum’ un c¢apraz reaksiyonu ile iliskili olabilecegi belirtilmistir (99).
Barsak endotelyumundaki hasar sonucu diyetteki GM absorbsiyonu artabilir. Kemik iligi
transplantasyonunu izleyen ilk 30 giin ve sitotoksik kemoterapinin baslangicindan sonraki 10
giin yiliksek oranda yanlis pozitiflik goriilmiistiir. Nakil alicilarinda pozitif prediktif deger
(PPD) sadece %10 olarak bulunmustur. Akciger enfeksiyonunu destekleyen klinik ya da

radyolojik bulgular1 olmayan febril noétropenili hastalarda ya da akciger disi1 aspergilloz
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sliphesi olan hastalarda tekrarlayan GM ELISA testinin pozitif prediktif degeri (PPD)’ i daha
yiiksek olarak degerlendirilmistir (87).

Platelia Aspergillus GM ile Penicillium spp arasinda da c¢apraz reaksiyon
gosterilmistir. Fakat Penicillium tiirleri nadir insan patojenlerinden oldugundan klinikle ¢ok
az ilgili olarak goriilmektedir. Ayrica fungal orjinli ilaglar 6rnegin; antibiyotikler (ampisilin-
sulbaktam, piperasilin-tazobaktam, amoksisilin-klavulanik asit) de yanlis pozitif sonuclara
neden olabilmektedir. Paecilomyces variotii ve Alternaria spp gibi diger mantarlarla da
capraz reaksiyon gozlenmistir. Ayn1 zamanda bakteriyemik hastalar ve otoreaktif antikorlar
olan hastalarda da yanlis pozitif reaksiyonlar gbzlenmistir (4,47,76,87).

Galaktomannan antijen testinin pozitifligi EORTC-IFICG/NIAID-MSG tarafindan
gelistirilen invaziv fungal enfeksiyon tani kriterleri i¢ine alinmistir. Bu testin kullanimi FDA
tarafindan 2003 yilinda onaylanmustir (8).

Klinik olarak IA’ u diisiindiiren hastalarda pozitif sonu¢ elde edildiginde yiiksek
oranda enfeksiyonu destekledigi diisiiniilmekte ancak negatif sonuglar enfeksiyonu
dislamamaktadir (98). Notropenik olmayan hastalarda testin duyarlilig: tipik olarak diistiktiir
(%15-30). Bu durumun dolasimdaki GM diizeyinin disiik olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Profilaktik ve ampirik olarak kullanilan antifungal ilaclarda fungal yiiki

azaltarak antijen diizeyini diistirmektedir (106,127).

Beta glukan: Aspergillus hiicre duvarinin bir diger komponenti olan 1,3 B-D glukan da
immiinojen bir molekiil olmamasina ragmen tanida kullanilabilir. B-D glukan ¢esitli fungus
tirlerinin  hiicre duvarinda bulunurken kriptokokal enfeksiyonlarda ve Zigomiget
enfeksiyonlarinda ya ¢ok diigiik miktarlarda bulunur ya da hi¢ bulunmaz ayrica oral kandidoz

ve fungal kolonizasyonda da pozitiflik yoktur. Bununla birlikte 1A ve kandidozda ayrica
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Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces ve Acremonium tirlerinin sebep oldugu daha az
goriilen fakat bagigik engelli hastalarda 6nemli olan tiirlerin tespitinde de etkili bulunmustur
(9,87,119).

Tani1 sistemi, ‘horseshoe crab’dan (Kuzey Amerika Atlantik sahilindeki bir artropod)
ptrifiye edilen proteolitik koagiilasyon kaskadinin aktivasyonuna dayalidir. 1,3 B-D glukanin
gosterilmesi icin renk esash yontem tanimlanmistir. Bu deneyin komponentleri, 6zgiil olarak
B-1,3 glukan duyarli hemolenf pihtilastirici yolu tetikleyen faktéor G ve bu proteolitik
kaskadin son komponenti tarafindan parcalanan kromojen Leu-Gly-Arg-pNA tripeptidden
olusmaktadir. Bu deney [-1,3 glukanin pikogram diizeyinde miktarim1 Olcebilmekte ve
sistemik fungal enfeksiyon sirasinda bu polisakkaridin varligm gdstermek igin
kullanilabilmektedir. Galaktomannanin tersine normal olarak fungal hiicreden salinmazlar.
Hemodiyaliz altindaki hastalarda, siroz hastalarinda, albiimin ya da immiinglobiilin iiriinleri
alanlarda ve abdominal cerrahi sonras1 yanlis pozitiflikler bildirilmistir (4,87).

Testin klinik degerlendirmelerde 6zgilliik ve duyarlilik degerleri ¢ok iyi bulunmustur
(6zgiilliik %87-94, duyarliik %77-89) (92,95). Ardisik 6rnekler kullanildiginda testin
Ozgiilliigiinlin arttig1 goriilmistiir (86). Pozitif test sonuglart elde edildiginde dogrulama ve

fungal patojenin tanimlanmasi i¢in diger testlerin uygulanmasi gerekmektedir (4).

Molekiiler tani

Antikor tespitindeki kisitlamalar ve antijen tespiti ile iligkili duyarlilik problemleri 1A’
un tanmisinda molekiiler yontemlerin kullanilmasini tesvik etmistir (98). Molekiiler tanida
genellikle mitokondriyal (50) ve ribozomal DNA genleri gibi ¢cok kopya sayili genler daha
fazla tercih edilmektedir. Bununla birlikte topoizomeraz II geni gibi farkli hedeflerde

denenmektedir (51). Ancak mitokondriyal DNA genleri ribozomal DNA genlerine gore daha
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fazla degiskenlikler gostermeleri nedeniyle tiir ve cins diizeyindeki tanimlamalar i¢in uygun
degildir (101).

Aspergillozun molekiiler tanisiyla ilgili literatiirde klasik PZR, nested PZR, gercek
zamanli PZR, PZR-EIA, insitu hibridizasyon gibi birgok yonteme bagvurulmustur
(17,100,102,129). Bu yontemlerle klinik Orneklerden aspergillozun hizli molekiiler tanisi
yapilabilir. Heniiz standart bir PZR yontemi yoktur. Bu nedenle EORTC/MSG tan1 kriterleri
icine alinmamistir. Pazma, serum, doku oOrnekleri, BAL, balgam gibi ¢ok cesitli klinik
ornekler kullanilmustir. Ik calismalar DNA’ nin BAL’ dan elde edilmesine ydneliktir.
Molekiiler tanida hem yalanci pozitifliklere hem de yalanci negatifliklere rastlanilmaktadir.
Konidiyumlarin solunum havasinda yogun olarak bulunmasindan dolay1 yanlis pozitiflikler
ortaya cikabilir. Gegcekten de saglikli kisilerden elde edilen BAL orneklerinin %25 kadar
PZR ile pozitif cikabilmektedir (65). Kan orneklerinin steril kosullarda hava gecirmeyen
tiplere alinmasi1 gerekmektedir. Ancak laboratuvar ortaminda amplikonlara bagh
kontaminasyonlarda gelisebilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 DNA eldesi sirasinda negatif
kontrolle calisilmasi otomatik ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmasi ve amplifikasyon i¢in
ger¢ek zamanli PZR yonteminin tercih edilmesi onerilmektedir (17).

Gercek zamanli PZR, PZR amplifikasyonunu goriiniir hale getirme olanagi saglayan
floresan isaretli problar veya selat edici boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile
dogru orantili oldugu aninda izlenebilen bir ¢ogaltma yontemidir Ger¢cek zamanli PZR hata
olasiligin1 azaltir, kantitatif sonug verir, pozitif/negatif sorusunu hizla yanitlar. Reaksiyonun
optimizasyonu daha kolaydir, jel hazirlama, jele yiikleme gibi basamaklar1 ortadan kaldirir.
Belirleme yontemi olarak 6zel boyalarla isaretli problarin kullanildigi Tagman®, molekiiler
beacons, FRET®, Scorpions®, Amplifluor™ gibi yontemler ya da SYBR Green®, etidyum

bromiir gibi 6zgiil olmayan selat edici boyalarin kullanildigi1 yontemler kullanilir (20).
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Yalanci negatiflikler Aspergillus DNA’ sinin bes dakikadan daha az olan yar1 6mrii ,
DNA’ nin gecici olarak kanda bulunmasi, antifungal profilaksi nedeni ile fungal yiikiin
azalmasi, ekstraksiyonun etkinligi, amplifikasyonun basarisizligi gibi nedenlerden
kaynaklanabilmektedir. Ayrica sonuglarin yorumlanmasi da ¢gok 6nemli olmaktadir (124).

PZR temelli amplifikasyona dayanan teknikler klinik 6rneklerde genellikle 1-10 fg (1-
5 cfu/ml) mantar DNA’ sin1 saptayabilmektedir (31).

Molekiiler testlerin birden fazla ornekte yapilmasi ve sikligininda haftada iki kez
olmasi gerektigi vurgulanmigtir(101).

Bu yéntemlerle IA’ un 6-8 saat iginde tanis1 saglanabilmektedir. Ancak ¢alismalarda
sinirlt sayilardaki hastalardan alinan 6rnekler degerlendirilebilmistir. Bu nedenle PZR’ nunun

tanisal degerini saptamak icin prospektif ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (98).

Hayvan modelleri

Invaziv aspergilloz fareler, tavsanlar, sicanlar, domuzlar, inekler, ordekler ve
maymunlarda gosterilmistir. Aspergillus ¢alismalarinda hayvan modelleri, antifungal ilaglarin
etkinliginin test edilmesi (39,41), tan1 yontemlerinin degerlendirilmesi (72,105) ve
Aspergillus enfeksiyonlarinin patogenezinin arastirilmasi (14,25) amaciyla kullanilmaktadir.
Ancak arastirmacilar arasinda modeller ile ilgili bir fikir birligi yoktur. Hayvan se¢imi (sus,
agirlik ve cinsiyet), nétropeninin olusturulmasi (doz, iiriin, enjeksiyon siklig1), konidiya
konsantrasyonu ve enjeksiyon yollar1 agisindan diigiince farkliliklart mevcuttur (90).

Kullanilan hayvan modellerindeki farkliliklara ragmen faydali bir¢ok sonug elde
edilmistir (65).

D Diger fungal patojenlerde oldugu gibi, konidiya dozu ve oldiiriiciiliigii arasinda

direkt bir iligki bulunmustur. Hayvan agirligi da 6nemlidir. Herhangi bir tiirde,



(D

(111

Iv)

V)

(VD)

40

hayvan ne kadar agirsa ona gore hastaligin olugmasi i¢in verilen konidiya miktar
da artar.

IA’ da enfeksiyonun olusumundaki farkliliklar ve inflamasyon, kullanilan
immiinsupresyonun tipi ile iligkili bulunmustur. Kolay kullanilmas1 nedeniyle 1A’
da fareler ve tavsanlarda bagisiklik sisteminin baskilanmasi i¢in kortizon ve
siklofosfamidler tercih edilmektedir. Gebe hayvanlarda ilagsiz olarak IA
gelisebilmektedir.

Genetik ozellikleri géz oniinde bulundurulmaksizin, pek¢ok fare susu esit olarak
Aspergillus fumigatus’ a karst duyarli bulunmustur. C57BL/6, BALB/c veya
CD2F1 farelerde aynmi duyarlilik bulunurken sadece DBA2 gibi C5 defektli
farelerin konidyalarin giris yoluna bakilmaksizin tamamiyla Aspergillus fumigatus
enfeksiyonuna kars1 duyarh olduklar1 rapor edilmistir.

Intranazal inokiilasyon ile enfeksiyon dogal yolla olusanlarla benzerlik gdsterip,
intravendz yoldan daha uygun bulunmustur.

Hayvan modelindeki oOnemli poblem enfeksiyonun insandakilere uyum
gostermemesidir. Deneysel olarak olusturulan aspergilloz ayn1 zamanda yiiksek
konsantrasyonda verilen konidya ile elde edilen akut bir enfeksiyondur. insanlarda
ise cogunlukla az miktarda konidyaya devamli ve azar azar maruz kalinmasi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

ABPA’ lu hayvan modelleri gelistirilmis ve bu klinik sendromun incelenmesi
acisindan faydali oldugu kanitlanmistir. Canli olmayan antijenik ekstraktlarin
(coziinlir veya partikiiler) tekrarlayan inokiilasyonlar1 (intraperitoneal veya

intranazal) ile gelistirilmistir.
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Tedavi

Invaziv aspergilloz olgularinda tedavinin basaris1 erken tani, erken agresif sistemik
antifungal tedavi ve bagisik yetmezligin diizeltilmesine baghdir (61,127). Aspergillus tiirleri
arasinda antifungal ajanlara diren¢ giderek artmaktadir. Ilag seciminde en &nemli kriter
fungisidal veya fungistatik ajanlarm se¢imidir. Ozellikle ndtropenik vakalarda segilecek ilacin
fungusidal olmas1 hastanin yasamasi agisindan ¢ok dnemlidir. 1A tedavisinde kullanilabilecek
ilaglar arasinda amfoterisin B ve lipid kombinasyonlari, azol tiirevleri ve ekinokandin
tiirevleri (kaspofungin,mikafungin ve anidulafungin) sayilabilir (3).

Poliyen grubu ilaglardan amfoterisin B deoksikolat IA tedavisinde onaylanmus
standart ilagtir. IA’ da &nerilen tedavi dozu 1-1.5 mg/kg/giindiir. Tedavinin sonlandiriimasi
altta yatan hastaligin durumu, aspergillozun yayginligi, noétropeninin diizelmesi,
immiinsupresyonun derecesi gibi bircok faktoére baghdir. Basarili tedavi icin ilk iki hafta
yiiksek doz verilmesi, cevap alinamazsa baska bir ilaca gegilmesi 6nerilmektedir (61).

Amfoterisin B’ ye bagh gelisen toksisiteyi azaltmak i¢in amfoterisin B’ nin lipid ve
lipozomal formiilasyonlar1 kullanilmaktadir. Bu ajanlar daha az nefrotoksiktir ve inflizyona
bagli reaksiyonlar daha nadir goriilmektedir (39,78).

Yeni azol tiirevlerinden vorikonazol Aspergillus’ a kars1 fungisidal etkilidir. En
onemli yan etkisi siklosporin, takrolimus ve sirolimus gibi bagisiklik sistemini baskilayan
ilaglar arasinda goriilen etkilesim ve vorikonazol kullanan hastalarin yaklagik %30’ unda
ortaya ¢ikan gdrme bozukluklaridir (3). Mayis 2002° de FDA tarafindan 1A’ da baslangig
tedavisi olarak onay almistir (110).

Bir diger azol tiirevi olan itrakonazol ve yeni azol tiirevlerinden posakonazoliin IA’ da
kurtarma tedavisinde yaklasik %40 civarinda etkin oldugu gdsterilmistir. Itrakonazoliin

tilkemizde sadece kapsiil formiilasyonu vardir ve gastrointestinal absorbsiyonu giivenilir
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degildir. Posakonazol iilkemizde heniiz ruhsatlanmamistir ve diinyada da sadece oral
stispansiyon bi¢iminde kullanilmaktadir (3).

Ekinokandin grubundan kaspofungin asetat intravenéz olarak giinde tek doz
kullanilan fungisidal etkili ilagtir. Subat 2001’ de FDA tarafindan diger tedavilere yanitsiz
veya tolere edemeyen IA olgularinda kullanimi onaylanmustir (110).

IA’ un yiiksek mortaliteye sahip olmasi ve eldeki ilaglarla tam olarak tedavi
edilememesi nedeniyle kombine ila¢g kullanimi giindeme gelmistir. Bu konuda kesin bir gori
birligi yoktur. Azol ve ekinokandinler hiicrenin farkli bdlgelerini (hiicre membrani ve hiicre
duvar1) hedef aldiklarindan vorikonazol ve kaspofungin kombinasyonu bazi olgularda
kullanilmaktadir (73). Ancak kombinasyon antifungal tedavi ile antifungal 6ldiirme ve klinik
etkinlik azalabilir, ilac etkilesimleri ve toksisite potansiyeli artabilir ve kanitlanmis bir klinik
yarar gosterilmedigi halde ilag maliyetlerini ciddi boyutta arttirabilir. Bu nedenle
kombinasyon tedavisi glinlimiiz kosullarinda standart bir yaklagim olarak kabul edilmemelidir
(116).

Nétropeni, IA igin en dnemli predispozan faktorlerden biridir ve eger diizeltilmezse
hastaligin prognozunu son derece olumsuz yonde etkiler, ancak IA’ u olan nétropenik
hastalarda bagisiklik sisteminin diizeltilmesi i¢in koloni stimiilan faktor kullanimi veya
16kosit transfiizyonu uygulanmasi rutin kullanimi 6nerilen yaklasimlar degildir (3).

Tedavide yeni denenen yontemler arasinda umut verenlerinden biri de antikor
kullanimidir. Bunlar i¢inde Mycograb®ismiyle bilinen Candida 1s1-sok proteini 90 (Hsp90)’ a
kars1 gelistirilen bir insan rekombinant antikorunun antifungal ajanlarla kombinasyonu klinik

caligmalarda denenmektedir (103).



43

Cerrahi tedavi: Aspergillus siniiziti, serebral micetoma, enfekte prostetik kapak ve lokalize
pulmoner enfeksiyon varliginda cerrahi olarak enfekte ve nekrotik dokularin eksizyonu basari

saglamaktadir (110,127).

Korunma: {A enfeksiyonlarinda mortalite ve morbidite ¢ok yiiksek oldugundan risk altindaki
hastalarin  Aspergillus sporlar1 ile temas etmesinin Onlenmesi hastaliktan korunmada
onemlidir. Bu nedenle yiiksek riskli hastalarin ingaat alanlarindan uzak tutulmasi, HEPA
filtresi igeren odalarda tutulmalari, bu odalarda ¢i¢ek bulundurulmamasi 6nerilmektedir (55).
Notropenik hastalarda amfoterisin B nazal spreyi sinilis ve solunum yolu kolonizasyonunu

onlemede yararli bulunmustur (128).
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GEREC VE YONTEMLER

GERECLER

Laboratuvar Araglari

Etiiv (Elektro-mag, Tiirkiye)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Pastor firmi (Elektro-mag, Tiirkiye)

Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

Mikropipetler ve uglar1 (Beta Pette™, ABD)

Buzdolabi (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)

Inkiibatorlii 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 egyalar, 6zeler, bistiiriler

Kimyasallar ve Besiyerleri

Sabouraud dekstroz agar (Oxoid, Ingiltere)
Mikolojik pepton 10.0 g/l

Glukoz 40.0 g/1
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Agar 15.0 g/l
Laktofenol pamuk mavisi (Merck, Almanya)
Metilen mavisi
Gram boyasi
Gentamisin (I.E. ULAGAY, Tiirkiye)
Ampisilin (Mustafa Nevzat, Tiirkiye)
5 Fluorourasil (Biosyn, Almanya)
Sodyum lauril siilfat (%3)
KOH (%120)
Buzda sogutulmus etanol (%75)
Celite 545
NaNO; (%S5 [wt/vol])
KHSOy4 (%5 [wt/vol])
Amonyum siilfat (%12.5[wt/vol])
3-metil 2-tiazolon hidrazon HCI monohidrat
FeCl;-6H,0 (%0.83 [wt/vol])

Glukozamin (10-g/ml)

YONTEM

Inokulumun hazirlanmasi

Aspergillus fumigatus standart susu Sabouraud dekstroz agar plaklarinda 27°C” de 7 giin
iretildikten sonra plak yiizeyleri steril fosfat buffer salin (PBS, pH 7.4)) ile iki kez yikanmis
ve olusan konidyal silispansiyon spektrofotometrede sayilmistir. Siispansiyona %0.1° lik

Tween 80 eklenip vortekslenmisgtir (105).
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Hayvan modelinin olusturulmasi

Deney hayvani olarak 160-180 gram agirhiginda, disi, Wistar albino siganlar kullanilmistir
Deney kosullari, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Aragtirmalar Merkezi’ nde, etik kurul yonergesine uygun sekilde tamamlanmugtir.

Grup 1: Saglikli kontrol grubu (6 adet)

Grup 2: Noétropeni kontrol grubu (10 adet)

Grup 3: Akciger aspergilloz grubu (35 adet)

Notropeni olusturulmasi

5-Fluorourasil 200 mg/kg tek doz olarak, Grup 1 digindaki tiim hayvanlarin deri altina
verilerek nétropeni olusturulmustur (13).

Akciger aspergillozunun olusturulmasi

Notropeni olusturulmasi i¢in uygulanan enjeksiyonu takip eden besinci giinde, deney
hayvanlarinda aspergilloz olusturulmasi i¢in 1x10*konidya/ml (65) Aspergillus fumigatus
konidyasi iceren siispansiyon, tek kullamimlik oksijen maskesinin ‘nebiilizatdr’ haznesine
yerlestirilmis ve her denek icin 10 ml’ lik siispansiyon bes dakika boyunca deneklerin
solunum yolundan verilmistir (111) (Sekil 1). Ayn1 giin bakteriyel siiperenfeksiyon gelisimini
onlemek icin kas i¢inden tek doz 40 mg/kg ampisilin, 6 mg/kg gentamisin enjeksiyonu

yapilmstir (102).
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Sekil 1. Deney hayvanlarma Aspergillus fumigatus konidiyasinin solunum yolundan

verilmesi

Notropeni kontrolii
Feda giliniinde alinan kan oOrneklerinden yapilan periferik yayma orneklerinde nadiren

nétrofiller goriilebilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Notropeni kontrolii icin alinan kan o6rneklerinden hazirlanan periferik

yaymanin mikroskobik goriintiisii (Giemsa 100X)
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Deneyin sonlandirilmasi ve alinan dokular
Denekler, enfeksiyonun 7. giinlinde kas i¢cinden verilen 100mg/kg dozunda ketamin HCI
anestezisi altinda, kalpten kan alimi yolu ile feda edilmistir. Her denekten bronkoalveoler

lavaj 6rnekleri, kan ve serum 6rnekleri ile akciger doku 6rnekleri alinmugtir.

Sekil 3. Akciger aspergillozu olusturulmus deney hayvanlarinda akcigerlerin

makroskobik goriiniimleri

Alman orneklere yapilan islemler

EDTA’ 1 tliplere alinan kan ornekleri Aspergillus DNA’sinin aranmasi i¢in PZR islemi
yapilmak iizere ayrilmigtir. Heparinli tiiplere alinan kan 6rneklerinin serumu beta glukan ve
galaktomannan varligmin arastirilmast  i¢in  saklanmistir. Bazi  deneklerden lizis

santrifiigasyon kiiltiirii yapilabilmesi i¢in kiiltiir tiiplerine kan Ornekleri alinmistir.
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Bronkoalveolar lavaj o6rnekleri, PZR ve beta glukan arastirilmasi i¢in ayrilmistir. En son
olarak da akciger dokusu birka¢ pargaya ayrilarak, direkt mikroskobi, kiiltiir, patolojik
inceleme, kitin diizeyinin belirlenmesi ve dokudan PZR yapilmasi i¢in paketlenmistir. Biitiin
ornekler uygun ambalajlar i¢inde, islem giiniine kadar -20°C’de saklanmustir.

Direkt mikroskobi

Doku 6rneklerinden hazirlanan direkt preperatlarda mantar elemanlar1 aranmustir.

Kiiltiir

Lizis santrifiigasyon sistemiyle (ISOLATOR™10 WAMPOLE, OXOID Blood Culture
Systems, Ingiltere) alinan kan &rnekleri ve akciger doku &rnekleri Sabouraud dekstroz agar
(SDA) plaklarma ekilerek 24 ve 37°C’ de inkiibe edilmistir.

ISOLATORIO0 kan kiiltiir sisteminin prensipleri: Tiipilin i¢indeki materyal kandaki 16kosit ve
eritrositleri parcalar ve koagiilasyon olusumunu engeller. Icindeki ajanlar; 1.Piirifiye saponin.
Hiicreleri parcalar, mikroorganizmalar iizerine toksik etki gdstermemektedir.

2.Saponinin ~ kopiiklesme  egilimini  engelleyen  polipropilen  glikol  3.Sodyum
polyenetolsiilfonat. Kanin bakterisidal niteligini ndtralize eder, antikoagiilan gibi etki eder.
Patolojik inceleme

Doku ornekleri periyodik asit shift (PAS) veya gomori glimiisleme boyalar1 ile boyanarak
mantarlara ait hifler aranmistir

Dokuda Kkitin 6l¢iimii

1.Akciger homojenatlar1 santrifiij edilmistir.

2.Pelletler sodyum lauril siilfatla karistirilmis ve 100°C’de 15 dakika bekletilmistir.
3.Santrifiijden sonra pelletler distile su ile yikanmustir.

4 Pelletler KOH ile karistirilmis ve sonra 130°C’de 60 dakika bekletilmistir.

5.Soguduktan sonra buzda sogutulmus etanol eklenmistir.
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6.Tiipler 15 dakika buz iistiinde tutulmus ve Celite 545 eklenmistir.

7.Santrifiijlden sonra pelletler yikanmis ve NaNO, ve KHSO4 igeren soliisyonla
karistirilmistir.

8.Ornekler 15 dakika hafifce karistirildiktan sonra santrifiij edilmistir.

9.Ustte kalan s1v1 alinmis, amonyum siilfat ve 3-metil 2-tiazolon hidrazon HCI monohidrat
eklenmistir.

10.Karisim 100°C’de 3 dakika 1sitilmigtir.

11.Soguduktan sonra FeCl;-6H,0 eklenmistir.

12.Yirmibes dakika sonra 650 nm’ de optik dansite 6l¢iilmiistiir.

13.Glukozamin (10pg/ml) standart olarak kullanilmistir.

Kitin aktivitesi dokunun 130°C’de KOH i¢inde bekletilmesi ile ortaya ¢ikan kitosanin, HNO,
ile aldehit olusturmasi ve olusan aldehitin Fe™ bilesigi ile reaksiyonunun, spektrofotometrede
okunduktan sonra glukozamine oranlanmasi ile hesaplanmistir (127).

ELISA ile Aspergillus antijeninin aranmasi

1-Testin prensibi

Platelia® Aspergillus kiti (Biorad, Fransa) serumda galaktomannani saptayabilen
immiinoenzimatik sandvi¢ mikrokaplama yontemidir. Testte tavsan monoklonal antikorlari
EBA-2 kullanilir. Test 0.5-1 ng/ml galaktomannan saptayabilecek hassasliktadir.

2-Testi uygulamadan once yapilacak islemler

a-ELISA cukurcuklari paketinden ¢ikarilmig 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 serumlar ( pozitif, negatif ve esik serumu ) I ml steril su ile sulandirilip iyice

karistirilmistir.
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d-Konjugat ( peroksidaz ile isaretlenmis anti-galaktomannan monoklonal antikorlar1 )
kullanilmaya hazirdir.

e-Serum isleme 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.
3-Testin uygulanisi

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

b-10000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra ve iistteki sivi boliim ¢aligilmistir.

c-Ayni islemler kontrol serumlari igin de yapilmistir.

d-Serumlarn iistteki sivi boliimiinden 50 ul ve konjugattan 50 ul ¢ukurlara konulmustur.
e-ELISA plaginin izeri yapigkan film ile kaplanmaistir.

£-37°C” lik etiivde 90 dakika bekletilmistir.

g-ELISA plagindan yapistirict film ¢ikarilip yikama soliisyonu ile bes kez yikanmustir.
h-ELISA plaginda yikama soliisyonunun kalmamasina dikkat edilmistir.

i-Hizl1 bir sekilde ve direkt 1siktan korunarak daha Once karigimi yapilan substrat-kromojen
soliisyonundan 200 pl eklenmistir.

j-Karanlik bir alanda oda 1sisinda 30 dakika bekletilmistir.

k-Her ¢ukura esit zamanl olarak 100 pl reaksiyon durdurma solilyonundan eklenmistir.
1-Sonuglar 30 dakika igerisinde, 450 nm ( referans araligit 620 nm ) dalga boyunda optik

okuyucuda okunmustur ( EIx800, BioTek, ABD ).
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4-Sonuglarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

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

b-Her serum icin indeks hesaplanmustir:indeks=6rneklerin optik danitesi/esik serumun optik
dansitesi

Indeks > 1.00 pozitif olarak degerlendirilmistir.

c-Testi gecerli saymak icin agsagidaki sonuclarin 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

Beta glukan testinin calisiimasi

Mantarlarm hiicre duvarinda bulunan beta glukamin arastirilmasi igin Fungitell™ (CAPE
COD, ABD) glukan 6l¢tim kiti kullanilmistir. Bu kit proteaz zimojen temeline dayali olarak
caligir ve kinetik olarak 6l¢iim yapilabilen kolorimetrik bir prosediirii icermektedir.

Standartin diginda higbir malzeme glukan icermemektedir. 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 ¢alkalanmuistir.

1-Test uygulanmadan once yapilacak igslemler

a-Glukan standartlarinin hazirlanmast:

Standart 1: Bir sise glukan 2.9 ml RGW soliisyonu ile karistirilmistir (100 pg/ml glukan
icermektedir).

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

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

Standart 4: 400 pl soliisyon 3 +400 pl RGW (12.5 pg/ml glukan)
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Standart 5: 400 pl soliisyon 4 + 400 pul RGW (6.25 pg/ml glukan)

Standart 6: RGW soliisyonu (glukan igermemektedir).

b-Serum igleme soliisyonunun hazirlanmasi

400 pl, 0.25 M KOH ile 400 pl, 1.2 M KCI cam tiip i¢inde karigtirtlmigtir.

c-Fungitell ayiracinin bir tanesi 6nce 2.8 ml RGW ile karigtirilmig, sonrasinda 2.8 ml pirozol
yeniden yapilanma tamponu eklenmistir.

2-Testin uygulanisi

a-Kuyucuklara 6rneklerden 5’ er pl dagitilmis (serum ve BAL 6rnekleri) ve iizerlerine 20 pl
serum isleme soliisyonundan eklenmistir. Imalat¢1 firmanin 6nerisine uyularak dis kuyucuklar
kullanilmamustir.

b-Pleyt 5 saniye ¢alkalandiktan sonra 10 dk 37°C’ de bekletilmistir.

c-Standartlardan 25’ er pl dagitilmistir.

d-Standartlar ve 6rneklerin {izerine hazirlanmis Fungitell ayiracindan 100’ er pl dagitilmistir.
e-Pleyt 5 saniye calkalanmustir.

f-Inkiibatérlii ELISA okuyucusunda, 37°C’ de, 405 nm dalga boyunda birer dakikalik
araliklarla 40 dakika okuma yaptirilmistir (Synergy HT, BioTek, ABD).

3-Sonuglarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

Veriler toplandiktan sonra analizleri yapilmigtir. 0-40 dakika arasindaki her nokta i¢in optik
dansite degisiminin ortalama hizi hesaplanmig ve test edilen her Ornegin glukan
konsantrasyonu kaydedilmistir.

Fungitell degerlendirmede sonuclar pg/ml olarak ifade edilmektedir. Bu testle 31.25-500
pg/ml arasindaki degerler saptanabilmektedir. 500 pg/ml’ nin iizerindeki degerler i¢in 6rnegin

seyreltildikten sonra tekrar test edilmesi onerilmistir.
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60 pg/ml altindaki degerler negatif, 80 pg/ml iizeri pozitif, 60-79 pg/ml aras1 siipheli sonug
olarak yorumlanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi

1-DNA 'nin eldesi

Alinan BAL, doku ve kan orneklerinden mantarlara ait DNA, Heliosis Ekstraksiyon Modiilii
(Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye) kullanilarak elde edilmistir.

1.Doku 6rnekleri dnce steril petriler i¢inde bistiiri yardimiyla ¢ok ufak pargalara ayrilmistir.
2.Ornekler steril 1.5 ml’lik ependorflar icine aktarilmustir.

3.Tiiplere doku pargalama soliisyonundan 100 pl eklenmis ve pipet yardimi ile homojenize
edilmistir.

4 Her tiipe 10 ul Proteinaz K konulup 37 °C’ lik etiivde yaklasik 10 saat bekletilmistir.
5.Dokularin tamamen erimesi i¢in tiiplere tekrar 100 ul doku pargalama soliisyonu ve 5 ul
Proteinaz K konulmus ve 65 °C’ de 2 saat inkiibe edilmistir.

6.Takiben 95 °C’ de 10 dakika bekletilmistir.

7.Tipler bir dakika 10000x rpm’ de santrifiij edilmis ve {iist sivi DNA saflastirilmasina
alimustir.

EDTA’ I tiplerdeki kan Ornekleri ve kanli goriinen BAL orneklerine, saflastirmaya
almmadan Once eritrositlerin uzaklastirilmasi i¢cin RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyon
protokolii uygulanmistir.

1.0rneklerden 300 ul alimip 1.5 ml’ lik ependorf tiiplerine aktarilnistir.

2.Uzerlerine 1.2 ml RBC soliisyonundan eklenmis ve pipetaj ile iyice karistirilmistir. Sonra 5
dakika —20 °C’ de bekletilmistir.

3.U¢ dakika oda sicakliginda 10000x rpm’ de santrifiij edilmistir.

4.Ust kisim ¢okelege dokunmadan pipetle alinmgtir.
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5.Cokelek rengi kirmizi ve daha koyu ise 2. ve 3. basamaklar tekrar edilmistir.

2-Saflastirma basamaklar

1.Yaklagik 100 ul’ lik 6rnekler {izerine 400 pl DNA lizis baglama soliisyonundan eklenmis ve
vortekslenmistir.

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

3.Spin santrifiij yapildiktan sonra {izerine 500 ul DNA ¢oktiirme soliisyonu eklenmis ve
vortekslenmistir.

4.0Onbes dakika 13000x rpm’ de santrifiij edilmistir.

5.Ust kisim ¢okelege dokunmadan pipetle tamamen alindiktan sonra 500 ul DNA yikama
soliisyonu eklenmis ve vortekslenmistir.

6.Bes dakika 13000x rpm’ de santrifiij edilmistir.

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

8.20 ul DNA diliisyon soliisyonundan konulmus, vortekslenip spin santrifiij edilmistir.

9.Tiim DNA 6rnekleri ¢ogaltma islemine kadar —20°C” de bekletilmistir.

3-DNA’ min ¢ogaltilmasi ve gésterilmesi

Elde edilen DNA’lar 6nce sican beta-aktin genini hedefleyen primerler kullanilarak
cogaltilmig ve 6rneklerde DNA varlig1 kontrol edilmistir. Aspergillus DNA’smin gosterilmesi
icin Aspergillus’a 6zgiil primer-probe karigimi ile gercek zamanli PZR yontemi kullanilmigtir

(Tablo III).
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Tablo III.PZR icin kullanilan primer ve prob dizileri (71)

Hedef Primer veya Prob dizisi
B-aktin 5’-TGG AGA AGA GCT ATG AGC TGC CTG-3 (F)
B-aktin 5’-GTG CCA CCA GAC AGC ACT GTG TTG-3 (R)

Panfungal primer | 5’-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG (F)

(18SrRNA geni) 5’-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG (R)

Aspergillus 640 5’-TGA GGT TCC CCA GAA GGA AAG GTCCAGC

florofor prob

Aspergillus floresan | 5°-GTT CCC CCC ACA GCC AGT GAA GGC

prob

Gercek zamanl polimeraz zincir tepkimesi (Real Time PCR- LightCycler—Roche, ABD)
yontemi kullanilmigtir. Cogaltma islemi igin ‘LightCycler PCR ve Detection System’ (Roche
Diagnostics) kullanmilmistir. PZR cam kapillerler iginde gerceklestirilmistir. Cogaltmanin
tespiti icin iireticinin (Tenay, Tiirkiye) tarif ettigi sekilde ‘LightCycler FastStart DNA Master
Hybridization Kit’ ve 6zgiil primer-probe karigimi (TibMolbiol, Almanya) kullanilmigtir.
PZR karisimi (20 pl) Taq polimeraz, 1x LightCycler tepkime tamponu, 3 mM magnezyum
klorid ve 0.5 puM primerleri icermistir. Sablon DNA, 20 pl tepkime karistmma 1 ng
konsantrasyonunda eklenmistir. Ornekler paralel olarak su sekilde calistirilmistir: 45
tekrarlanmig denatiirasyon dongiisii (95 °C’de 30 sn), sertlestirme (62 °C’de 20 sn), zincir
ekstansiyonu (72 °C’de 25 sn). Bu basamagi 40 °C’den 95 °C’ye erime-egrisi analizi ve sonra
40°C’de sogutma islemi takip etmistir. PZR 45 dakikada tamamlanmistir. PZR siireci daha

sonra ¢ift-zincirli DNA tespiti i¢in floresan 6l¢me yoluyla goriintiilenmistir.
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Istatistik: Veriler SPSS 10.0 istatistik paket programma girildi. Istatistiksel karsilastirmada
non-parametrik testler olan dort gozlii diizende (2x2) Yates diizeltmeli ki-kare (x%) testi ile
Fisher kesin ki-kare testi, korelasyon analizi i¢in ise Pearson korelasyon analizi testi
kullanilmigtir. Kitin diizeylerinin kargilagtirilmasinda Mann Whitney U testi kullanilmusg,

p<0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Deney gruplan
Grup I: Saglikli kontrol grubu (6 sigan)
Grup II: Noétropeni kontrol grubu (10 sigandan 2 tanesi deney sirasinda kaybedildi ‘8)

Grup III: Aspergilloz grubu (35 sigandan 13 tanesi deney sirasinda kaybedildi <22” )

Kontrol gruplarinin sonuglari

Birinci ve ikinci gruplardan aliman Orneklerde direkt mikroskobide ve patolojik
incelemelerde mantar elemanlar1 goriilmemistir. Doku orneklerinden yapilan kiiltiirlerde
hi¢bir iireme olmamistir. Her iki grupta PZR uygulanan higbir 6rnekte (doku, kan, BAL
stvis1) Aspergillus DNA’ s1 saptanmamistir. Galaktomannan (serum) ve 3-D glukan (serum ve

BAL sivis1) diizeyleri negatif olarak hesaplanmustir.

Aspergilloz grubunun sonuclari

Akciger aspergillozu olusturulan 35 sigandan 13 tanesi deney sirasinda kaybedilmistir.
Kalan 22 sicandan alman doku o6rneklerinin 20 tanesinde Aspergillus fumigatus kolonileri
izole edilmistir (Sekil 4,5,6). Deneysel olarak enfeksiyon olusturulan biitiin deneklerde

patolojik olarak aspergilloz varlig1 dogrulanmustir.
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Sekil 4.Doku 6rneginin direkt mikroskobik incelemesinde septali hiflerin varhgi (40x)

Sekil 5. Akciger dokusundan iiretilenAspergillus fumigatus kolonileri
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Sekil 6. Kiiltiirde iiremis Aspergillus fumigatus kolonilerinin mikroskobik goriintiisii

(laktofenol pamuk mavisi, 40x)

Doku kitin diizeyleri

Saglikli kontrol grubu ve enfeksiyon grubu arasinda kitin diizeylerinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farkli oldugu belirlendi (p<0.05).
Grup I: Saglikli kontrol grubu (118.16+58.60)

Grup III: Aspergilloz grubu (351.05+£84.39)
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Sekil 7. Kontrol ve aspergilloz gruplarindan alinan doku érneklerinde kitin OD (Optik

dansite diizeyleri) (p<0.05)

Gercek Zamanh PZR test sonuclari

PZR ile tam kan 6rnekleri, BAL sivis1 drnekleri ve doku orneklerinde Aspergillus
DNA’s1 aragtirilmistir. 19 tam kan Orneginde Aspergillus PZR calisilabilmis, 7 tanesinde
(%30.7) pozitif bulunmustur. BAL sivis1 17 sicandan alinabilmis ve miktar azliklar1 nedeniyle
12 sinde PZR testi galisilmis ve 7’ sinde pozitif bulunmustur (%50.8). 22 tane doku 6rneginin

ise 4’ linde Aspergillus DNA’ s1 pozitif bulunmustur (%18.1) (Sekil 8, Sekil10).
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Sekil 8. Aspergillus fumigatus DNA’simin bulundugu ve bulunmadig 6rneklerde

LightCycler ekraninda floresansin gosterilmesi.

Galaktomannan antijeni test sonuclari
Galaktomannan antijen testi 20 serum Orneginde calisilabilmis ve 7° sinde pozitif
bulunmustur (%35) (Sekil 10). Pozitiflige indeks degerinin 1.00° in iizerinde olmasi

durumunda karar verilmistir.

B Glukan test sonuclari
B glukan aktivitesi 22 serum Orneginde ve 17 BAL sivisi 0rneginde arastirilmistir.
Serum oOrneklerinin 11° inde (%50), BAL 6rneklerinin 9° unda (%52.9) pozitif sonug¢ elde

edilmistir (Sekil 9, Sekil 10).
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Sekil 9. B glukan pozitif bir 6rnekte okuyucu ekraninda goriilen aktivite egrisi.

(R?=0,8982)

Aspergillozlu grupta ¢aligilan tiim testlerin sonuglari tablo IV’ te verilmistir.

Tablo IV. Aspergilloz olusturulmus gruba ait test sonuclari

YONTEMLER
Kan BAL Doku Galaktomannan B B Patoloji | Kiiltiir
SONUCLAR | PZR PZR PZR Gukan | Gukan
Kan BAL
POZITIF 7 7 4 7 (%35) 11 9 22 20
(%36.8) | (%58.3) | (%18) (%50) | (%52.9)
12 5 18 13 11 8 - 2
NEGATIF
TOPLAM 19 12 22 20 22 17 22 22
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Sekil 10. Aspergillozlu gruba ait test sonuclari

Aspergillozlu grupta calisilan her test kiiltiirle karsilastirilarak 6zgiilliik, duyarlilik,
pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger hesaplanmistir. Yiizde olarak bu
degerler sirasiyla kan oOrnekleriyle c¢alisilan PZR’ u i¢in 100, 41.2, 100 ve 16.7 olarak
bulunmustur. Kan PZR ve kiiltiir arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0.509). BAL
orneklerinde ¢alisilan PZR’ u i¢in duyarlilik %58.3, PPD %100 olmus, 6zgiilliik, NPD ve p
degerleri hesaplanamamistir. Akciger doku orneklerinden calisilan PZR’ nunun 6zgiilliik,
duyarlilik, PPD ve NPD’ i sirasiyla ylizde olarak 100, 20, 100 ve 11.1 olarak bulunmustur.
Kiiltiirle doku PZR testi arasinda anlamli fark bulunmamustir (p=1.000). Galaktomannan testi
icin ylizde olarak ozgiilliik 100, duyarlilik 38.9, PPD 100, NPD 15.4 hesaplanmus, kiiltiirle
galaktomannan testi arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0.521). Serum Orneklerinin
kullanildig1 B glukan testi i¢in 6zgiilliik,duyarlilik, PPD ve negatif prediktif degerler yiizde

olarak sirastyla 100, 55, 100 ve 18.2 olarak hesaplanmistir. Kiiltiir ve B glukan kan testi
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arasinda anlamli fark bulunmamustir (p=0.476). Bronkoalveolar lavaj drnekleriyle ¢aligilan 3

glukan testi i¢in duyarlilik %52.9, PPD %100 elde edilmistir (Tablo V, Sekil 11).

Tablo V. Aspergilloz grubunda calisilan testlere ait 6zgiilliik, duyarhhk, pozitif prediktif

deger (PPD), negatif prediktif deger (NPD) ve p degerleri

TESTLER Ozgiilliik Duyarhhk PPD NPD p
% % % %

Kan PZR 100.0 41.2 100.0 16.7 0.509
BAL PZR X 583 100.0 X X
Doku PZR 100.0 20.0 100.0 11.1 1.000

Galaktomannan 100.0 38.9 100.0 154 0.521
B Glukan kan 100.0 55.0 100.0 18.2 0.476

B Glukan BAL X 529 100.0 X X
X: Hesaplanamadi
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Sekil 11. Aspergilloz grubunda cahsilan testlerin duyarhlik ve ozgiilliikleri
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Deney sirasinda aspergillozlu 10 sigandan alman kan &rnekleri ISOLATOR™ kan
kiiltiir sisteminin éngdrdiigii yontem uygulandiktan sonra SDA besiyerlerine ekildi. Ug hafta
bekletilen kiiltiirlerde hicbir lireme gozlenmedi. Ayni siganlarin tam kan Orneklerinde

caligilan PZR testinde ise dort pozitiflik saptanmistir (Tablo VI).

Tablo VI. Aspergilloz grubundan alinan kan érneklerinde Lizis Santrifiigasyon ve PZR

test sonuclarinin karsilastirilmasi

Sican numaralari Lizis Santrifiigasyon Kan PZR yontemi

yontemi

—

© B>

14.
16.
20.
21.
22.

z z z Z Z Z Z Z ZZ
z z z < < Z < w Z Z

N: Negatif

P: Pozitif
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TARTISMA ve SONUC

Son yillarda 6zellikle Aspergillus tiirlerinin etken oldugu enfeksiyonlar basta olmak
iizere bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda hayati tehdit eden sistemik fungal
enfeksiyonlarin insidansinda bir artis goriilmektedir. HIV enfeksiyonu veya solid organ ya da
kok hiicre nakli nedeniyle bagisikligi baskilananlar veya yogun bakim iinitelerinde yatan
hastalar ve prematiire bebekler bu enfeksiyonlardan etkilenmektedirler. Ancak en yiiksek
riskli grup yogun kemoterapi sonrasi uzun siireli nétropenisi olan hastalardir (94).

Invaziv aspergillozun epidemiyolojisindeki bu degismeyle ilgili olarak antifungallere
direngli Aspergillus fumigatus’ un neden oldugu enfeksiyonlarin insidanst da artig
gostermistir. Bunlara ilaveten son zamanlarda yaygin olmayan tedavisi zor firsat¢i kiiflerin
(Zigomigetler, Fusarium spp, Scedosporium spp) etken oldugu enfeksiyonlarda da artis
bildirilmektedir. Bu yeni mikozlarmn klinik belirtileri IA’ a benzer ve tipik olarak Aspergillus’
a etkili antifungal ajan alan hastalarda goriiliir. Bundan dolayi aspergillozun diger firsatgr kiif
enfeksiyonlarindan ayirdedilmesi gereklidir (4,23,121).

Notropenik hastalarda fungal enfeksiyonlarda erken tami i¢in kullanilacak tani
araclarinin giivenilirligi siirhdir. Giinlimiizde kullanilan mikrobiyolojik, serolojik ve
goriintiileme yoOntemleri Aspergillus spp tarafindan olusturulan invaziv enfeksiyonlarin
belirlenmesinde oldugu gibi erken taninin konulmasinda da yetersiz kalmistir (21).

IA’ un klinik belirtileri 6zgiil olmayip degiskenlik gdsterebilmektedir. Dolayistyla
olgularin ¢ogu ge¢ taninir ve hatta bazen otopside saptanir. Mevcut yontemlerin diisiik
duyarlilik ve ozgilliigiinden dolay1, pozitif histopatoloji veya kiiltiir sonuglar1 kanitlanmig

invaziv mikoz olarak kabul edilmistir (10). Aym1 zamanda kiiltlir sayesinde tiir tanimi ve



68

duyarlilik testleri yapilabilir. Tiir diizeyinde tanimlama ozellikle Aspergillus terreus gibi
antifungallere direngli yeni patojen tiirlerin saptanmasi nedeniyle ¢ok 6nemlidir (75).

Kandan ve BAL sivisindan kiiltiir sonuglan diisiik olup 6zellikle kontaminasyonlar
siklikla sorun olmaktadir. Cogunlukla kritik ve trombositopenisi olan bu notropenik
hastalarda doku biyopsi 6rneklerinin alinmasi ise nadiren uygulanabilmektedir (61).

Mortalite ve morbiditenin diisiiriilmesi a¢isindan erken tan1 ve tedaviye baglanmasi
konusu ¢ok onemlidir. Bu yiizden caligmalar, erken tan1 koyarak bu hasta grubunda yiiksek
mortalitenin disiirilmesi amaciyla yiiksek duyarlilik ve oOzgiilliige sahip, gilivenilir tam
yontemlerinin gelistirilmesi tizerinde yogunlagmustir (61).

IA’ un hizli laboratuvar tanis1 Aspergillus antijenlerinin immiinolojik olarak tespiti
(galaktomannan, B-D glukan) ve/veya kan ya da diger viicut sivilarinda niikleik asitin
saptanmasina dayanmaktadir (17,61,76).

Enfeksiyon igin ana giris yolu ve enfeksiyon bolgesi solunum yollaridir. Ozellikle
intranazal inokiilasyon dogal yolu taklit etmektedir. Akcigerlerde kan damarlarina
invazyondan sonra mantar diger organlara yayilmaktadir. Deneysel modellerde de hastalik
bagisiklik sistemi baskilanmis hayvanlarda gelistirilmistir. Bagisiklik sistemi saglam fareler
10° konidyadan daha azin hastalik gelismeden temizleyebilmistir (72).

Bizim ¢alismamizda nétropenik sicanlarda gelistirilen invaziv pulmoner aspergilloz
modelinde hizli tan1 yontemlerinin performanslar1 degerlendirilmistir. Bu amacla Aspergillus
Jfumigatus kiiltiirlerinden hazirlanan konidiya siispansiyonlar1 siganlarin solunum yollarindan
verilmistir (Sekil 1).

Yirmi iki adet notropenik sicandan alman akciger doku oOrneklerinin 20 tanesinin

kiiltiiriinde etken Aspergillus fumigatus iiremistir (Sekil 5).
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Aspergillus’ un enfekte dokudan izolasyonu icin uygun sartlar saglanamazsa taninin
konulmasi zorlagsmaktadir. Tarrand ve arkadaslar1 Aspergillus hifinin biyilirken invivo
hipoksik ortama uyum sagladigini ve invitro olarak biiyiimesinin 37°C” nin altindaki hipoksik
ortamda belirgin olarak arttgini sdylemislerdir (75,113).

Aspergilloz enfeksiyonu sirasinda yogun olarak micel olusumunun gelismesinden ve
akcigerde germinasyonunu tamamlamamis konidiyalarin uzunca bir siire kalabilmesinden
dolayr CFU (colony forming unit) oOlgiilerine goére fungusun kantitasyonunun hastaligin
siddetini belirlemede iyi bir belirte¢ olmayacagi, bu nedenle fungal biyokiitle ile uyumlu olan
kitinin gdsterilmesinin in vivo tiremeyi daha uygun olarak yansitabilecegi bildirilmistir (65).

Kitin sicak konsantre alkali ortamda kitozana doniismektedir. HNO, ile reaksiyon
sonucu olusan kitozanin aldehid deriveleri kolorimetrik olgiimle saptanabilmektedir. Bu
yontemle migelyumun sahip oldugu kitin miktar1 1 pg ya da daha fazla glukozamin esdegeri
olarak dl¢lilmektedir (67).

Lehmann ve White (67), ilag verilmemis ve kortizon asetat verilmis iki grup farede
Aspergillus fumigatus migelyumunun miktarin1 fungal kitin diizeyinin belirlenmesi ile
gostermislerdir. Bu c¢alismada Aspergillus fumigatus migelyumunun kortizon verilmis
hayvanlarda daha hizli biiyiidiigii gosterilmistir. Ilag verilmemis hayvanlarda migelyal
gelisime olan diren¢ mantara kars1 konagin dogal direncine baglanmistir. Yine bu ¢alismada
invitro olarak migelyal homojenatin voliimii ile kitin miktar1 arasinda dogru orantili bir iligki
gosterilmistir.

Hayashi ve arkadaslarimin (44) nétropenik farelerde invaziv pulmoner aspergilloza
kars1 antifungal ilaglarin etkinligini degerlendirdikleri bir ¢alismada; antifungal ilaglarin
kullanimindan sonra akcigerlerdeki kitin ve plazmadaki B-D glukan diizeylerinin belirgin bir

sekilde baskilandig1 ancak mantarin CFU degerinin degismedigi gosterilmistir. Arastiricilar
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CFU degerinin hifal biiylimeyi yansitmadigini ancak kitin diizeylerinin hifal biiylime ile
orant1 gosterdigini bildirmislerdir.

Balloy ve arkadaslar1 (13) ise kortikosteroid ve kemoterapotik bir ajanla bagigikligin
baskilanmasindan sonra gelistirdikleri deneysel IPA modelinde kitin ve galaktomannan
konsantrasyonlarini kortikosteroid verilmis hayvanlarda daha diisiik bulmuslardir. Insanlarda
gelisen aspergilloz enfeksiyonundaki gibi kemoterapotik ajan verilmis denekler Aspergillus
fumigatus’ a karsti daha fazla duyarlilik gostermiglerdir. Ciinkii parcali 16kositlerin
yoklugunda mantar akciger dokusunu hizlica invaze ettikten sonra diger organlara da
yayilabilmektedir. Bu ¢aligmada kitin ve galaktomannan diizeyleri Aspergillus i¢in bir canlilik
indeksi olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda aspergilloz olusturulmus deney grubundan (Grup III) ve saglikh
kontrol grubundan (Grup I) alan akciger dokularinda kitin diizeylerinin tespiti yapilmistir.
Aspergilloz grubunda Olgiilen kitin diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli diizeyde
yiiksek oldugu gosterilmistir (p<0.05) (Sekil 7). Boylece bu sekilde de enfeksiyon olusumu
dogrulanmustir.

Bronkoskopik tanida BAL sivisinin islenmesi, lavajin teknigi, zamani, sivinin miktari
gibi standardize protokollerin eksikliginden dolay1 kiiltiirlerin performans: diisiik kalmistir
(23). Deney sirasinda alman BAL sivilarinin miktarlarinin  azligi nedeniyle kiiltiirleri
yapilamamugtir.

Laboratuvarlarda IA tanisinda yardimer kiiltiir  dis1  yontemlerden &zellikle
galaktomannan ve (1—3)-B- D glukan olmak iizere fungal antijenlerin gosterilmesi iizerinde
durulmustur.

Galaktomannan, dokularda Aspergillus tiirlerinin biiyiimesi sirasinda dolasima salinan

ve IA’ lu hastalarin serumlarinda tespit edilebilen polisakkarit hiicre duvarinin bir bilesenidir.
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Sandvi¢ ELISA testi 0.5 ng/ml kadar diisiik konsantrasyonlarda GM’I tespit edebilir. IA’ un
tanisinda GM testinin roliinii degerlendiren ¢aligmalar daha yogun olarak olarak 16semi i¢in
kemoterapi alan derin ndtropenik hastalar ya da flukonazol profilaksisi altindaki kok hiicre
alicilarinda yapilmistir (23).

GM antijenini saptayan Platelia Aspergillus kiti Avrupa’ da bir siiredir yaygin olarak
kullanilmaktadir. ABD’ nde klinik kullanim i¢in FDA onayini almistir. 1A agisindan yiiksek
riskli hastalarda GM tespiti i¢in bu kitin kullanim1 yiiksek derecede 6zgiil bulunmustur. Fakat
duyarlilik birkac faktdre bagl olarak %30-100 arasinda degismektedir. Bu faktdrlerden bir
tanesi pozitif GM sonucu icin secilecek esik degeridir. Kesin pozitiflik i¢in gegmiste > 1.0
degeri kullanilmis olmasina ragmen esik deger icin indeks 0.7 kullanildiginda 6zgiilliik
degismeden hastalik daha erken donemde saptanabilmistir (92). Musher ve arkadaglarmin
calismasinda (80) BAL sivilarinda diisiik esik deger indeksi kullanildiginda 6zgiillik %4
azalirken duyarlilik %15 artmustir.

Hayvan modelleriyle ve insanlarla yapilan ¢aligmalar GM degerlerinin Aspergillus
fungal yiikii ile uyumlu oldugunu ve IA’ un prognozunun izlenmesine yardimec1 olabilecegini
gostermistir (23,80). 1A’ un profilaksisi i¢in antifungal ila¢ alanlarda, ¢ocuklarda, kronik
graniilomatdz hastalikta ve SOT alicilarinda GM testinin performansi kesinlik kazanmamustir.
Hastanin bagisiklik durumu, test oncesi enfeksiyon olasiligi, antiGM antikorlarimin varligi,
antifungal tedavi, antibakteriyel tedavi ve diyet gibi diger faktoérlerde GM testinin
performansini ve yorumlanmasini etkilemistir (4,47,87,99).

Bizim c¢alismamizda galaktomannan antijeni 20 serum oOrneginde ¢alisilabilmis ve
yedisinde pozitif bulunmustur (%35). Pozitiflige indeks esik degerinin >1.00 olmasi
durumunda karar verilmistir. Kiiltiir sonuglar altin standart alindiginda duyarlilik, 6zgiilliik,

PPD, NPD’ leri yiizde olarak sirastyla 38.9, 100, 100 ve 15.4 olarak bulunmustur.
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B glukan testi icin sinirli sayidaki ¢alismalarda duyarlilik %55-100, 6zgiillik %52-100
arasinda degismektedir (55,85,86,92,95).

Pickering ve arkadaglar1 (95) invaziv fungal enfeksiyonlarin tamisinda (1—3) B-D
glukan testinin performansini degerlendirmek icin saglikli kisilerden ve kan kiiltiirlerinde
maya ya da bakteri liremis hastalardan alinan serum ve plazma Orneklerini kullanmislardir.
Kontrol grubunun hepsinde test negatif bulunmustur. Onbes kandidemik hastanin 13’ iinde,
25 bakteriyemik hastanin ise 14’ iinde test pozitif bulunmustur. Bu son 14 pozitif sonuglu
hastanin 10’unun kan kiiltiiriinde gram pozitif bakteri tiremistir. Testin duyarliligi %93.3,
ozgiilligi %77.2, PPD %51.9, NPD %97.8 olarak bildirilmistir. Ayn1 zamanda serumda
galaktomannan testi ve histoplazmin antijenleri de calisilmistir. Alti 6rnekte histoplazmin
antijeni pozitif bulunmustur. Galaktomannan antijeni pozitif 32 6rnegin 31’ inde aym
zamanda B-D glukan testi de pozitif bulunmustur.

Fungal enfeksiyonlarin tanisina yardimci olarak B-D glukan tayininin ¢ok merkezli
klinik degerlendirilmesinin yapildig1 bir ¢alismada (135) pozitiflik i¢in esik deger 60 pg/ml
alindiginda duyarlilik %69.9 iken, 80 pg/ml olarak ¢alisildiginda duyarlilik %64.4° e inmistir.
Bu calismada esik deger 60 pg/ml’ de pozitif sonu¢ alinan ii¢ hastaya Fusarium spp tanisi
konulmustur. Mucor ve Rhizopus tiirleriyle enfekte hastalarda her iki esik degeriyle de negatif
sonu¢ almmustir. Ayrica 12 Cryptococcus enfeksiyonu olan hastanin {iglinde 60 pg/ml esik
degeri ile pozitiflik saptanirken, 80 pg/ml deger alindiginda iki hastada pozitif sonug
alimustir.

Her iki calismada da Kuzey Amerika Atlantik kiyilarinda bulunan Limulus

polyphemus’ tan elde edilen B glukani kullanan Fungitell testi kullanilmigtir.
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Bizim ¢alismamizda da Fungitell testi kullanilmustir. Pozitiflik i¢in >80 pg/ml degeri
esas alinmigtir. Veriler toplandiktan sonra analizleri yapilmis, 0-40 dakika arasindaki her
nokta i¢in optik dansite degisiminin ortalama hizt hesaplanmis ve test edilen her 6rnegin
glukan konsantrasyonu kaydedilmigtir (Sekil 9). Test serum ve BAL sivist 6rnekleri
kullanilarak calisilmistir. Test 22 serum 6rneginin 11° inde (%50), 17 BAL stvist 6rneginin
dokuzunda (%52.9) pozitif bulunmustur (Tablo IV). Serum 6rnegi c¢alisildiginda duyarlilik
%55.0, BAL sivis1 6rnegi calisildiginda ise %52.9 olarak bulunmustur. PPD’ ler ise ikisi
icinde %100 olmustur (Tablo V). Kontrol gruplarinin ikisinde de test negatif bulunmustur.

Kami ve arkadaslar1 (50) invaziv pulmoner aspergillozun tanisinda Platelia testinin
duyarliligim (%58), B glukan testinden (%67) daha diisiik bulmuslardir. Bizim ¢aligmamizda
da serum Orneklerinde Platelia Aspergillus testinin duyarliligi (%38.9) Fungitell testinin
duyarliligindan (%55.0) daha diisiik bulunmustur (Tablo V).

B-D glukan testi i¢in sellilloz membranla hemodiyaliz altindaki bobrek yetmezlikli
hastalarda, intravendz immiinglobiilin ile tedavi gorenlerde, gazli bez gibi glukan iceren
materyallerle temas eden hastalarda ya da 6rneklerde yanlis pozitif sonuclarin gelisebilecegi
bildirilmistir (135).

Pickering ve arkadaglar1 (95), c¢alismalar1 sirasinda fazla islem yapilan 6rneklerde
kontaminasyon gelisebildigini bildirmislerdir. Yanls pozitiflik gelisiminde Lentinan gibi
antitlimor polisakkaritleri, sizofillan (farkli mantar tiirlerinden elde edilmektedir), kemoterapi
ya da radyoterapiyle mukozal hasara bagli olarak diyetten ya da gastrointestinal sistemde
kolonize olan Candida’ larin kan dolagimina gegmesi, fungal antibiyotik deriveleri gibi baska
potansiyel ancak kanitlanmamis faktorlerinde etkili olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica
hemolitik ve lipemik &rneklerin testin performansini diisiirebileceginden kullanilmamasi

gerektigini de belirtmislerdir.
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Pazos ve arkadaslar1 (92), nétropenik eriskin hastalarda 1A’ un tam ve tedavisinin
izlenmesinde (1—3) B-D glukan kromojenik testini galaktomannan testi ile karsilastirarak
degerlendirmislerdir. Glucatell ve Platelia Aspergillus testleri IA agisindan yiiksek riskli olan
40 nétropenik erigkin hastanin taranmasinda haftada iki kez retrospektif olarak kullanilmistir.
Bes kanitlanmus, ii¢ yiiksek olasilikly, ii¢ diisiik olasilikli IA tanis1 konulmustur. Her iki testte
kamtlanmis 1A olgularmi %100 saptarken yiiksek olasilikli 1A olgularmi %66 oraninda
saptamuistir. Her iki testin kinetigi benzer olarak bulunmustur. Duyarlilik %87.5, 6zgiilliik
%89.6, PPD %70, NPD %96.3 olarak caligilmistir. Her iki testte de %10 oraninda yanlig
pozitif sonuglar bildirilmistir. B-D glukan testi daha erken pozitiflesme egilimi gostermistir.
Bu calismada B-D glukan testi icin elde edilen yiliksek duyarliligin Glucatell kitinin
kullanilmas1 ile ilgili olabilecegi sOylenmistir. Ciinkii B glukan ig¢in ticari testlerin
duyarliliklar1 farkli oranlarda bildirilmistir (86). Ayrica bu ¢alismada ilk olarak tedaviye
cevap alinan hastalarda B glukan diizeyleri azalirken, cevap alinamayanlarda yiiksek kaldigi
gosterilmistir.

(1-3) B-D glukan zigomigetler disinda ve daha az olarakta Cryptococcus tiirlerinde
olmak {izere tiim mantarlarda bulunan bir hiicre duvar polisakkaritidir. Prokaryotlar, viriisler
ve insan hiicrelerinde B-D glukan bulunmamaktadir. Kanda ve normalde steril olan viicut
stvilarinda  bulunmasinin  invaziv fungal enfeksiyonlar icin bir belirte¢ olabilecegi
belirtilmistir (87).

Obayashi ve arkadaglar1 (85), invaziv mikozlu olgularin plazmalarinda FungiTec G
test ile yiiksek konsantrasyonda [ glukan diizeyini saptamiglardir. Calismalarinda 20 pg/ml

esik degerini kullandiklarinda 41 olgudan 37’ sini tespit edebilmislerdir. Caligmalarinin ilging
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bir yonii olarak fungal kolonizasyonda [ glukan konsantrasyonu 20 pg/ml’ nin iizerine
¢ikmamustir.

Fungitec ve Glucatell, Odabasi ve arkadaglari (86) tarafindan ¢aligilmistir. Antifungal
profilaksi alan 283 AML’ li ve myelodisplastik sendromlu hastalarda degerlendirilmiglerdir.
Bu caligmanin sonuglar1 invaziv fungal enfeksiyonlarin tanisinda B-D gukan tespitinin
kullanim ile ilgili 6nemli ipuclar saglamistir. Kandidemik hastalarda ve saglikli bireylerde
degerlendirme icin 60 pg/ml esik degerleri se¢ilmistir. Bu deger kullanilarak her hastanin en
az bir serum Orneginde klinik tanidan 10 giin 6nce B-D gukan pozitif bulunmustur. Testin
Ozgiilliigii bir hastaya ait birden fazla 6rnek kullanildiginda yiiksek bulunmustur. NPD %100,
tek ormek calisildiginda 6zgiillitk %96 iken ardisik 6rneklerle calisildiginda %100 olmustur.
Bu iki ticari sistem karsilagtirildiginda her ikisi de beta glukan iceren polisakkaritler icin
6zgll bulunmustur. NPD c¢ok yiiksek bulunmustur ve seri drneklerin test edilmesi testin
Ozgiilliiglint arttirmigtir.

Platelia Aspergillus testinin yetersizliklerinin tistesinden gelmek icin diger kiiltiir dis1
tan1 yontemleriyle birlikte kullanilmast diisliniilmiis ve elde edilen sonuglara gore 3 glukan’ in
tamamlayici bir test olabilecegi belirtilmigtir (92).

Serolojik deneylerin performansindaki umutsuzluklardan dolay1 1990° 11 yillardan beri
fungal patojenleri yiiksek duyarlilikla erkenden saptamak amaciyla molekiiler yontemler
iizerinde yogun olarak durulmaktadir (21).

Aspergillus tirlerinin tanisinda patojenin karakterize edilmesindeki sikintilardan

kaynaklanan birtakim problemler molekiiler yontemlerin 6niinde engel olusturmustur

(17,21,124).
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Diger tanis1 zor patojen organizmalarda oldugu gibi 6zellikle ¢ok kopya sayili gen
basta olmak {izere fungal genomlarin identifiye edilip sekanslanmasi sonras1 daha duyarli ve
hizli molekiiler yontemler gelistirilmistir (21).

Patojenin kiiltiir ve ¢evre orneklerinden identifikasyonu ve tiplendirilmesine duyarl
epidemiyolojik calismalar farkli PZR tekniklerinin ortaya g¢ikmasina neden olmus, buna
ragmen altin standart bir molekiiler yontem belirtilmemistir (21,23).

Melchers ve arkadaslar1 (77) cok kopya sayilt 18S rRNA genini kodlayan primerleri
kullanarak bagisikligi baskilanmis hastalarda Aspergillus tiirlerine ait DNA’ nimn
gosterilmesinde etkili bir PZR deneyini agiklamiglardir. Daha sonra ¢ogu PZR deneyinde
hedef olarak bu gen secilmistir.

Kappa ve arkadaglari (53), mantara 06zgiil evrensel primer sistemi tasarlamis ve
enfekte insan dokularinda deneysel olarak 6zgiilliiglinii gostermislerdir.

Yamakami ve arkadaslar (129) konvansiyonel antijen deneyleri ile karsilastirildiginda
kandan daha yiiksek oranda duyarlilik ve 6zgiilliikkle Aspergillus tiirlerini tantyan iki asamali
PZR teknigini degerlendirmislerdir.

Akut losemili veya yiiksek doz kemoterapi alan hastalar ve hematolojik kok hiicre
nakli yapilan hastalarin prospektif ¢caligmalar1 sonucunda klinik belirtilerden yaklasik bes giin
once olmak suretiyle PZR en erken invaziv fungal enfeksiyon belirleyicisi olarak
degerlendirilmistir (45).

Einsele ve arkadaslar1 (32) fungal patojenleri (Aspergillus tiirleri dahil) kanda yaklasik
olarak 1 cfu/ml miktarinda (invitro ortamda) saptayan cinse ve tiire 0zgii hibridizasyon
asamasi sonrasi ¢ok kopya sayili gen sekansini hedef alan bir PZR teknigi gelistirmislerdir.
Aym arastirmacilar prospektif olarak kemik iligi nakli yapilan hastalarin BAL &rneklerinde

pozitif PZR sonuglar1 ve IA arasinda dnemli bir korelasyon bulmuslardir. Hava yollarinda
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daha 6nce olan Aspergillus kolonizasyonunun IA gelisimine ek bir risk olusturabilecegini
belirtmiglerdir (33).

Williamson ve arkadaslar1 (125) tarafindan 37 kemik iligi alicis1 hastadan toplanan
175 kan 6rnegi nested PZR ile degerlendirilmistir. Burada tek pozitif sonug kriteri s6z konusu
oldugu taktirde enfeksiyonun tanisinda PZR’ nunun duyarliligt %100, 6zgiilliigi %79 olarak
bulunurken, iki pozitif sonu¢ gerekli bulundugunda duyarlilik %81 o6zgiillik %100 olarak
bulunmustur. Bu calismada PZR sonuglarn ile hastalarin 2/3’ sinde antifungal tedavi
baslanmustir.

Enfeksiyonun erken tanist ve antifungal tedavinin izlenmesi amaciyla klinik olarak
kan oOrneklerinin kullanilmas1 gerektiginde girisimsel bir isleme ihtiya¢ duyulmadan
alinabileceginden en uygun ornek olarak degerlendirilmektedir. Ancak BAL o6rneklerinin kan
orneklerine gore IPA’ un erken tanisinda yiiksek duyarhilik ve 6zgiillilkle daha degerli oldugu
gosterilmistir (21,124).

Son yillarda bazi yeni deneylerde gercek zamanli PZR teknolojisi basartyla
kullanilmustir. LightCycler™ ve Tagman teknolojisinin her ikisi de ¢ok hizli amplikon
saptanmasi ile invitro DNA amplifikasyonunu ¢ok hizli bir sekilde saglayabilmektedir. Bu
sekilde hem patojen gosterilmekte hem de patojen DNA’ sinin kantitasyonu hizli bir bigimde
gerceklestirilebilmektedir.  Kisinin ~ fungal  yiikiiniin  belirlenmesinin  tedavinin
degerlendirilmesi agisindan yol gosterici olmasi dolayisiyla fungal yiikiin duyarli ve 6zgiil bir
sekilde gosterilmesi klinik agidan ¢ok dnemli olmaktadir (17,21,22,59,100).

Gergek zamanli PZR sonuglari, en basiti ¢ift iplikgikli DNA’ nin mindr oluklaria
yerlestirilen Sybr Green floresan boyasinin kullanimi olmak iizere bir¢ok yoldan elde

edilebilir. Amplikon dgiilliigii spesifik primerlerin ve erime egrisi analizinin kullanim ile
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belirlenebilir. Ancak spesifik olmayan amplifikasyon ve primer dimerler erime egrisi analizini
ve kantitasyonu karistirabilir (21).

Bolehovska ve arkadaglart (17), biyolojik Orneklerden Aspergillus tiirlerinin
saptanmasinda gercek zamanli PZR tekniginin etkinligini degerlendirmislerdir. Otuzii¢
haftalik siirede IA riski altindaki 179 hastadan 354 degisik drnek almislardir. Altmisbes
hastadan (%36.1) alman 103 6rnekte (%29.10) pozitiflik saptamislardir. Testin duyarliligini 5
kopya/ml olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada Aspergillus fumigatus mitokondriyal tRNA ve
rRNA gen bolgesinden secilen 91 baz cifti bilyiikliigiinde amplikon kullanilarak
cogaltilmistir. Yaygin olarak kullanilan iki turlu PZR yontemi ile karsilagtirildiginda yiiksek
ozgilliik ve duyarlilik elde edilmistir.

Loeffler vearkadaslari (72), IA tanisinda PZR ydnteminin duyarliligini saptamak igin
enfekte fare ve tavsanlarin kan ve doku oOrneklerinde kantitatif kiiltiir, PZR-ELISA ve
kantitatif LightCycler testlerini karsilagtirmislardir. Altmisdort kiiltiir negatif akciger doku
omegi PZR ile pozitif bulunurken sadece iki PZR negatif ornekte Aspergillus fumigatus
iremistir. PZR yoOntemi kiiltiirden 19.4 kez daha fazla duyarli bulunmustur. Akciger biyopsi
ornekleri test edildigi zaman 6zellikle kompleman aktivasyonu ya da makrofaj ve nétrofillerin
yuksek aktivitesi gibi immiin reaksiyonlarla fungal biiyiimenin inhibe oldugu durumlarda
PZR testlerinin kiiltiire gore yiiksek duyarlilikla daha faydali oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda aspergillozlu farelerden elde edilen 22 doku 6rneginin sadece dordiinde
(%18) Aspergillus DNA’ sim gosterebilirken, 19 kan Orneginin ise yedisinde (%36.8)
Aspergillus DNA’ sin1 saptayabildik (Tablo IV).

PZR’ nin kullanimi ile ilgili, 6rmek tipi (serum, BAL), ekstraksiyon protokolii,

amplifikasyon sistemi (nested, konvensiyonel), protokol (gercek zamanli, kantitatif ve
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konvensiyonel) ya da pimer se¢imi (Aspergillus ya da tiim kiiflere 6zgiil, panfungal) gibi ¢ok
sayida ¢oziilmemis sorun bildirilmistir (23,61).

Mantarlar i¢in kullanilan DNA ekstraksiyon yontemi ¢ok onemlidir. Cilinki farkli
orneklerde sadece insan DNA’ s1 bulunmamakta, ayn1 zamanda muhtemel fungal, bakteriyel,
viral ve parazit DNA’ sim1 da igerebilmektedir. Total DNA miktar1 6rnekten 6rnege ¢ok
degismektedir. Eger DNA miktar1 500 ng/6rnek’ ten biiyiik ise LightCycler probe sistemi
kullanildigr zaman inhibisyon goriilebilir. Bu nedenle rutin olarak her &rnekte DNA
konsantrasyonunun spekrofotometrede Olciilmesi ve gerekirse PZR analizinden Once
diliisyonlarinin yapilmasi 6nerilmistir (59).

Caligmamizda DNA konsantrasyonlart belirlenmedigi i¢in kiiltlirde yogun tiireme
olmasina karsin diisiik PZR pozitifligine bir neden olarak bu durum diisiiniilebilir.

Loeffler ve arkadaslarinin (72) calismasinda altmissekiz kan kiiltiir 6rneginin
hi¢birinde Aspergillus fumigatus saptanmazken, PZR ile 68 oOrnekten 17’ sinde (%25)
Aspergillus DNA’ s1 tespit edilmistir. Bu sekilde fareler dogal yolla enfekte oldugunda
Aspergillus’un kan dolasiminda saptanabilecegi gosterilmistir. Kan drneklerinde fungus yiiki
relatif olarak diisiik bulunmustur (101—102 cfu/ml). Bu diisiik yiikk IA’ lu hastalarm kan
orneklerindeki fungus yiikii ile benzer bulunmustur. Fareler ayni kosullar altinda ayn1 miktar
konidyalara maruz birakildigi halde Aspergillus DNA’ s1 kan Orneklerinin %25 inde
saptanabilmistir. Tlgin¢ olarak kan PZR pozitif bulunan hayvanlarin akcigerlerindeki fungus
yiikii, PZR negatif olanlarinkinden on kat daha fazla bulunmustur. Bu nedenle akcigerlerdeki
yuksek fungus yiikii ile kanda fungal DNA’ nin bulunmasi arasinda korelasyon olabilecegi
sOylenmistir.

Calisilan rnek tiirii direkt olarak ekstraksiyon ydnteminin teknigini etkiler. Ornegin

miktar1 ve tiirli ulagilacak hedefi siirlayabilecegi gibi yontemleri de karisik hale getirebilir.
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Teknik acidan daha ¢ok agamasi olan yontemler daha fazla DNA kaybina yol agabileceginden
daha ¢ok deneyim gerektirmektedir. Ayrica konidya ya da hif hedef alindigi zaman ek olarak
hiicre duvarinin pargalanmasi1 gerekecektir (124). Fungal DNA’ nin kontaminasyonundan
dolay1 zimolaz kullanimi terk edilmis ve bunun yerine rekombinant litikaz kullanilmaya
baglanmistir (71). Cam boncukla parcalama yontemi ile mekanik hasar, tespit limiti tizerinde
herhangibir etki gostermeden enzimatik olmayan daha wucuz bir tercih olarak
degerlendirilmistir (42).

Calismamizda doku orneklerinden elde edilen diisiik duyarliligin (%20) bir diger
nedeni olarakta ekstraksiyon sirasinda litikaz enziminin kullanilmamig olmasi diistiniilmiistiir.

Son zamanlarda otomatik yontemlerin kullanimi degerlendirilmistir. Bunlar is yiikiinii
azalttig1 gibi elle ¢alisilan yontemlerle karsilastirildiginda laboratuvarlar arasi karsilastirmaya
imkan vermis ve ¢alisma sirasinda gelisebilecek kontaminasyonu azaltmistir (27,59).

Klingspor ve Jalal (59) otomatik olarak fungal DNA ekstraksiyonunda MagNa Pure
LightCycler Instrument kullanarak Candida ve Aspergillus tiirlerini tespit eden ve tanimlayan
gercek zamanli PZR yontemini geligtirmislerdir. Yontemin uygulanisi yaklagik alti saat
stirmiistiir. Cesitli fungal patojenlerin 18SrTRNA gen bdlgesinden elde edilen oligoniikleotid
primerler ve problar1 kullanmiglardir. Siipheli invaziv fungal enfeksiyonu olan hastalardan
1650 ardisik Ornek degerlendirilmis, 114 onekte (%6.9) pozitif PZR sonucunu elde
etmislerdir. Bunlarin %5.3° @ Candida pozitif, %1.7° si Aspergillus pozitif olarak
degerlendirilmistir. lging olarak Aspergillus i¢in pozitif PZR sonuglar1 1A igin yiiksek riskli
olan ciddi bagisik engelli hastalarin sadece kan drneklerinde elde edilmistir. Baz1 hastalarda
DNA erken evrede 6rnegin klinik bulgulardan dnce tespit edilebilmistir.

Kanitlanmg aspergillozlu hastalarda standart kan kiiltiirleri siklikla negatif sonug

vermistir ve bu nedenle PZR pozitif sonuglarla kiiltiir sonu¢larinin karsilastirilmas:t uygun
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bulunmamigtir. Kanin iginde konidya ve hiflerin biiylimesini inhibe eden maddelerin
bulunabilecegi teorisi gecerli kabul edilmemis buna sebep olarakta kanli agar besiyerinin
Aspergillus tiirlerinin liretilmesi i¢in mitkemmel bir ortam oldugu belirtilmistir. Buna ragmen
kan kiiltiir sistemlerindeki degisiklikler; calkalayarak havalandirma ya da diisiik oksijen
basincim1 6nlemek icin H,O, eklenmesi Aspergillus izolasyonunu arttirmamistir. Kan
damarlarinin invazyonunun tromboza neden olup etkilenmis bdlgeye olan kan akimini
azaltabilecegi, bu nedenle kan kiiltlirlerinde ¢ok diisiik oranlarda iiremenin goriilebildigi
sOylenmistir (72).

Kandaki 16kosit ve eritrositleri  pargalayip  koagiilasyonu engelleyerek
mikroorganizmanin tiremesini arttiran lizis santrifiigasyon sistemi ile akciger aspergillomasi
olan bir hastanin kan Orneginden Aspergillus fumigatus iretilebilmistir (104). Creger ve
arkadaslar1 (28), notropenik kanser hastalarinda fungal organizmalarin izolasyonu igin
konvensiyonel tekniklere karsi Isolator kiiltiir sisteminin kullanimimi retrospektif olarak
karsilastirmiglardir. Kirkiki yanlis pozitif sonugtan 41’ ini Isolator sistemi ile, birini ise
konvensiyonel sivi kiiltiir sistemi ile elde etmislerdir. Sonugta bu sistem standart kan
kiiltiirlerinin lizerinde bir avantaj saglamadig1 gibi ¢cok fazla yanlis pozitif sonuca da neden
olmustur.

Calismamizda aspergillozlu on sigandan alman kan ornekleri Isolator™ kiiltiir
sistemiyle degerlendirilmistir. Ug hafta bekletilen kiiltiirlerde herhangibir kontaminasyon
goriilmemesine ragmen higbir iireme de olmamigstir. PZR sonuglariyla karsilagtirma uygun
bulunmamakla beraber PZR testi ile bu on sicandan dordiinde pozitif sonu¢ alinmistir (Tablo
VI).

Invaziv aspergillozun patogenezi iyi anlasilamamistir. Sporlar inhale edildikten sonra

akciger alveollerinde birikmekte ve hif formu gelismektedir. Fungal DNA (sporlar ve/veya
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hifler) bu evrede kan dolasimina salabilir. Aspergillus’ un kandan i¢ organlara yayilimi
klinik belirtilerin baslamasindan ¢ok 6nce gelisebilir (59).

Molekiiler calismalarda uygunsuz bir Ornegin alinmasi yanlis sonuglara yol
acabileceginden dogru orneklerin segilmesi ¢ok Onemlidir. Primer olarak hastanin durumu
ornek secimini belirler. Klinisyenler kritik hastalarda invaziv prosediirlerin uygulanmasini
tercih etmez. Dolayisiyla hatta tercih edilen 6rnek bile olsa 6zellikle birden fazla BAL ve
BOS o6rneginin alinmasi genellikle zordur. Klinik uygulamalarda kan alinmasi kolaydir ve
rutin taramada kullanilabilir (124).

Diisiik pozitiflik diizeyi Aspergillus’ un dolagimda gegici siire bulunmasina bagh
olabilir. Siklikla fazla miktarda (>4 ml) ve sik 6rnek alinmasi 6rnek miktar1 ve PZR sonuglar
arasinda bir iligki bulundugundan dolay1 bu problemi ortadan kaldirabilir. Ayn1 zamanda
hastalarin siklikla test edilmesi kontaminasyon ve inhibisyonun etkisini de sinirlayabilir
(22,124). Kan omeklerinde kontaminasyonun az olmasina karsin hava kaynakli sporlarin
inhalasyonu ve akcigerde kolonizasyonu dolayisiyla BAL ve balgam oOrneklerinde yanlis
pozitif PZR sonuglar goriilmektedir (23)

Williamson tarafindan yapilan kiiclik ¢apli bir ¢alismada (126) sitratli tiiplerde daha
fazla ve EDTA’ 1 tiiplerde daha az Aspergillus kontaminasyonu goriiliirken, birsey igermeyen
tiplerde herhangi bir etki goézlenmemistir. Caligmanin kiiglik olmasi bunun Onemini
aciklamada yetersiz kalmistir. Ancak tanida herhangibir yanlis pozitif sonu¢ ¢ok Snemli
oldugundan, molekiiler siirecte kontaminasyonlarin olusmadig1 diistiniildiigii zaman klinik
acgidan yanlis pozitiflige yol acabileceginden gozardi edilmemesi gerektigi belirtilmistir.

Hemoglobinin PZR inhibisyonu etkisinden dolay1 inhibitér kan bilesiklerinin

uzaklastirilmas1 amaciyla titiz ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Garcia ve arkadaslar
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heparin ve sitrat kullanimimin PZR’ n1 inhibe ettigi halde EDTA’ nin inhibe etmedigini
gostermislerdir (38).

Serum ya da plazma ile karsilastirildiginda BAL &rneklerinin kullanilmas: IA’ un
erken tanis1 i¢in daha az Umit uyandirmaktadir. Ciinkii ¢ok sayida yanlis pozitif sonug
goriilebilmektedir (23). Ayrica Aspergillus’un solunum yollarinda gegici olarak bulunmasina
bagli olarakta pozitif PZR sonuclari elde edilebilir. Sanguinetti ve arkadaslarinin ¢alismasinda
(100), gercek zamanli PZR fungal hasar1 kantitatif olarak gosterip, enfeksiyon ve
kolonizasyon ayiriminin yapilmasina yardimci olarak konvensiyonel PZR teknigine gére daha
iistiin bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada BAL sivilarinda ¢alisilan galaktomannan ELISA
testi ile %100 pozitiflik elde edilmistir.

Calismamizda gergek zamanli PZR yontemi ile aspergillozlu sicanlardan alman 12
BAL svis1 6rneginin yedisinde (%58.3) pozitiflik elde ettik (Tablo IV).

PZR testlerinin basarisimi etkileyen bir diger faktor uygun amplifikasyon sistemidir.
En uygun amplifikasyon ekstraksiyon yontemine bagli olan yiiksek kalitede piirifiye DNA
varligina dayanmaktadir. Ekstraksiyon, inhibitorlerden etkilenmekle beraber onlarin ortadan
kaldirilmasindan ve dolayisiyla amplifikasyondaki yetersizlikten sorumlu olmaktadir.
Oligoniikleotidlerin tasarlanmas1 da ¢ok énemli olmaktadir. Pratikte 6zellikle 18S rRNA geni
olmak {iizere TRNA operonunun hedeflenmesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Panfungal
primerlerin tasarlanmasi ile 6zgiil problar kullanilarak diger mantarlarin tanisina da yardimeci
olunmustur (59,76,124).

PZR testleri sirasinda kontaminasyon ig¢in bir diger kaynak laboratuvar islemleridir.
Ozellikle ekstraksiyon ve reaksiyon karisimlarinin hazirlanmasi sirasinda gelisebilmektedir.
Ayrica nadiren de olsa negatif kontrollerin amplifikasyon sirasinda kontamine olabilecegi

bildirilmistir (17). Bu nedenle calismamizda ekstraksiyon sirasinda negatif &rnekler
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kullanarak kontaminasyon riski degerlendirilmis ve bu negatif kontroller hicbir 6rnekte pozitif
olarak bulunmamustir.

Aspergillus PZR ile ilgili en 6nemli konulardan biride sonuglarin klinik agidan
degerlendirilmesidir. PZR sonuglar1 degerlendirilirken mevcut klinik bilgilerden de
yararlanilmistir. Antifungal tedavi ekstraksiyon iizerinde etki yapmasada PZR’ nin saptadigi
tespit limitini diisiirmiis ve DNA kayb1 da gézoniine alindiginda negatif PZR sonucuna yol
acabilmistir. Daha etkili bir ekstraksiyon yonteminin ve daha fazla miktarda Ornek
kullanilmasinin antifungal etkiyi engelleyebilecegi belirtilmistir (80,124).

Giliniimiizde tek PZR pozitifliginin fungal hastalikla iliskili olmayacag1 ve antifungal
tedaviye karar verilemeyecegi, seri Orneklerin degerlendirilmesinin gerektigi sOylenmistir.
Ayrica bir ya da daha fazla sayida negatif kan PZR sonucunun IA’ u kesin olarak
dislamayacagi da bildirilmistir (22).

Yamakami ve arkadaslar1 doku invazyon derecesinin Onemli oldugunu ve
aspergilloma gibi daha az invaziv enfeksiyonlarda kanitlanmis/yiiksek olasilikli TPA
olgulariyla karsilagtirildiginda daha az pozitif sonuglarin goriildiigiinii bildirmislerdir (130).

Cogu calismada PZR sonuglart yorumlanirken hastaligin  siniflandirilmasi  ve
sonuglari giicliniin degerlendirilmesi icin EORTC-MSG fikir birliginin kriterlerinden
yararlanilmigtir (10). Kriterler birgok klinik ¢calismanin daha kolay kiyaslanmasii saglamigtir
ve calisma planlarini tartigmay1 kolaylagtirmistir. Bununla beraber muhtemel hastalik icin
ozellikle notropeni sirasinda antibiyotige direngli ates gibi bazi kriterlerin gercekte 6zgiil
olmadig1 ve galismalara muhtemelen invaziv fungal enfeksiyonu olmayan hastalarinda
alinmasina yol agtig1 belirtilmistir (91).

Mevcut kiiltiir dis1 tam1 ydntemlerinin higbirisinin 1A’ lu hastalar icin yeterli

duyarliliga sahip olmamalarindan ve her testin enfeksiyonun farkli zamanlarinda
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pozitiflesmesinden dolay1 bu testlerin birarada kullanilmasinin performanslarini arttiracagi
diisiincesi kabul gormiistiir (23).

Kawazu ve arkadaslari (58), hematoloji hastalarinda IA tanisinda gercek zamanli PZR,
galaktomannan ve B-D glukan testlerinin tanisal degerlerini karsilastirmislardir. Sonucta 1A
icin bu haftalik tarama testleri arasinda ELISA testini, esik optik dansite indeks degeri 0.6
alimdiginda en duyarli test olarak degerlendirmislerdir.

Scotter ve arkadaslar1 (102), galaktomannan, PZR-ELISA ve gercek zamanli PZR
testlerini kaspofungin asetat tedavisi alan ve almayan IA’ lu siganlarda degerlendirmislerdir.

Calismanin sonuglar1 Tablo VII” de verilmistir.

Tablo VII. Tedavi alan ve almayan A’ lu sicanlarda Galaktomannan, PZR-ELISA ve

GZ-PZR testlerinin karsilastirildig1 bir cahismaya ait sonuclar (102)

Yontem Duyarhhk (%) (")zgiilliik (%) PPD (%) NPD (%)
A B T | A B T| A B T| A B T
PZR-ELISA 64.7 | 58.8 | 61.7 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |33.3 |30 |28
GM 47 1235352100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 (25 | 18.7 |19
GZ-PZR 11.7 { 17.6 | 14.7 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 15.7 | 17.6 | 16

A: Tedavi edilmis siganlar

B: Tedavi edilmemis siganlar

T: Toplam

Bu calismada konidyal siispansiyon intravendz yolla verilmistir. Bizim ¢aligmamizda

GM testinin duyarliligt %38.9 iken bu caligmada %?23.5, yine bizim calismamizda kan
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oneklerinde GZ-PZR testinin duyarliligi %41.2 iken bu calismada %17.6 olarak bulunmustur.
Bu calisgmada GZ-PZR ile 17 6rnekten iiglinde (%17.7) pozitiflik, GM testi ile 17 6rnekten
dordiinde (%23.5) pozitiflik elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise GM testi ile %35, GZ-
PZR testi ile %36.8 pozitif sonug alinmigtir. Ayrica bu ¢alismada karaciger, akciger ve bobrek
dokularinda makroskobik olarak gozle goriiliir lezyonlar oldugu halde sicanlarin %24’ tinde
tiim testler negatif ¢cikmistir. Onemli bir nokta olarak bu calismada kaspofungin ile tedavi
edilmis hayvanlarda, muhtemelen ilacin hiicre duvari iizerine olan etkisinden dolay1
galaktomannan diizeyleri yiiksek olarak seyretmistir.

Calismamizda kiiltiir dig1 tan1 yontemlerinin higbirisi tek basma invaziv aspergilloz
i¢in yeterli duyarlilik gosterememistir. Diger calismalarda da IA’ un tamsinda standart
yontemlerin bulunmamasiyla birlikte hastalifin seyrinin veya profilaktik ya da ampirik
antifungal ila¢ verilmesinin etkisi sonucunda kiiltiir dis1 tan1 yontemlerinin performansi
onemli derecede degiskenlik gostermistir.

Testlerin tarama amagh birarada kullanilabilmesi i¢in kan 6rnekleri en uygun klinik
ornek olarak degerlendirilmistir. Bu sayede biyopsi gibi daha invaziv olan ydntemlere
ihtiyagta Onlenmis olacaktir. Ayrica kiiltlir dis1 tan1 yontemlerinin performanslarini
karsilagtirabilecek ve en uygun birlikteligin belirlenmesini saglayacak daha genis klinik

caligmalara ihtiya¢ oldugu kanisina varilmastir.
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OZET

Bu c¢alismada, deneysel hayvan modelinde olusturulan invaziv aspergilloz
enfeksiyonunun tanisinda antijen testleri (galaktomannan, B-D glukan), molekiiler yontem
(ger¢ek zamanli PZR) ve lizis santrifiigasyon kan kiiltlir sisteminin erken tantya katkilarinin
ayrica dokuda kitin Ol¢iimiiniin enfeksiyonun dogrulanmasima katkisinin degerlendirilmesi
amaclanmistir.

Bu amagla testler saglikli kontrol grubu (Grup I), nétropeni kontrol grubu (Grup II) ve
aspergilloz grubu (Grup III)’ ndan alinan kan (serum, tam kan), BAL sivis1 ve akciger doku
orneklerinde c¢aligilmistir.

Grup I ve II’ de caligilan tiim testler negatif bulunmustur. Aspergilloz grubundan
alman 22 akciger doku 6rneginin 20’ sinde kiiltiirde tireme olmustur. Grup I ve III’ ten alinan
akciger doku oOrneklerinde caligilan kitin Olglimleri arasinda anlamli derecede fark
bulunmustur (p<0.05). On adet aspergillozlu sicandan alman kan ornekleri lizis
santrifiigasyon kiiltiir sistemiyle ¢alisilmuis, higbir 6rnekte lireme olmamistir. Gergek zamanl
PZR ile 12 BAL sivisinin yedisinde (%58.3), 19 kan 6rneginin yedisinde (%36.8), 22 akciger
doku Orneginin ise dordiinde (%18) pozitiflik elde edilmistir. Platelia® Aspergillus testi ile
galaktomannan antijeni arastirilan 20 serum Orneginin yedisinde (%35) pozitif sonug
bulunmustur. B glukan tespiti igin serum ve bronkoalveolar lavaj sivilar1 Fungitell™ Kkiti ile
caligilmistir. Yirmiiki serum 6rneginin 11’ inde (%50), 17 BAL sivis1 6rneginin dokuzunda
(%52.9) pozitiflik elde edilmistir.

Sonugta kiiltiir dis1 tan1 yontemlerinin higbirisi tek basina invaziv aspergilloz igin
yeterli duyarlilk gosterememistir. Diger calismalarda da IA’ un tamisinda standart

yontemlerin bulunmamasiyla birlikte mikroorganizmanin dogasi, hastaligin seyri veya
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profilaktik ya da ampirik antifungal ilag¢ verilmesinin etkisi sonucunda kiiltiir dis1 tam
yontemlerinin performansi 6nemli derecede degiskenlik gostermistir.

Testlerin tarama amagh birarada kullanilabilmesi i¢in kan 6rnekleri en uygun klinik
ornek olarak degerlendirilmistir. Bu sayede biyopsi gibi daha invaziv olan yodntemlere
ihtiyagta Onlenmis olacaktir. Ayrica kiiltiir dis1 tan1 yontemlerinin performanslarini
karsilastirabilecek ve en uygun birlikteligin belirlenmesini saglayacak daha genis klinik

caligmalara ihtiya¢ oldugu kanisina varilmistir.
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SUMMARY

In the present study, the value of the molecular method (Real-Time PCR), antigen
detection (galactomannan, glucan), and Lysis Centrifugation blood culture system
(ISOLATOR™) was investigated in the diagnosis of invasive aspergillosis in the animal
model. In addition, the determination of tissue chitin levels which was used for the
confirmation of the presence of infection was studied.

These tests were studied in the blood (serum, whole blood), BAL fluid, and pulmonary
tissue samples of different groups, named Group I as control group, Group II as neutropenia
control group, and Group III as aspergillosis group.

All of the tests were found negative in Group I and II. A total of 20 of 22 pulmonary
tissue samples yielded Aspergillus colonies in the aspergillosis group. There were a
significant difference between Group I and III (p<0.05) in terms of chitin levels of pulmonary
tissue samples. A total of 10 rats with aspergillosis were tested using lysis centrifugation
culture system and no growth was detected in any specimen. Aspergillus DNA was detected
in 7 of 12 BAL fluid samples (58.3%), 7 of 19 blood samples (36.8%), and 4 of 22 pulmonary
tissue samples (%18) using Real-Time PCR method. Galactomannan antigen was detected in
7 of 20 serum samples (35%) using Platelia® Aspergillus Galactomannan ELISA Assay.
Quantitative detection of B-glucan levels were investigated by using Fungitell™ assay in
serum and bronchoalveolar lavage fluid samples. It was found to be positive in 11 of 22
serum samples (%50) and 9 of 17 BAL fluid samples (%52.9).

In conclusion, none of the non-culture-based diagnostic tests were shown as adequate

in the diagnosis of invasive aspergillosis, individually. The confused nature of the
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microorganism and the aspergillosis is related to the variability of the performance of non-
culture-based diagnostic methods as reported in the literature.

The blood samples were evaluated as the most valuable clinical sample for the
screening of suspected patients. Therefore, there will be no need for other invasive diagnostic
methods such as biopsy. Future clinical studies are required for comparing the performance of
the different non-culture based diagnostic methods and the optimal integration aproaches of

them.
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