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1. GIRIS ve AMAC

Invaziv fungal infeksiyonlar (IFI) &6zellikle immiinyetmezlikli hastalarda
yiiksek mortalite ve morbiditeye yol acan, giderek énemi artan bir klinik tablodur.
Son yillarda transplantasyon, kemoterapi, Akkiz Immiin Yetmezlik Sendromu
(AIDS), kortikosteroid veya immiinsiipresif ajanlarin kullanildigi degisik risk
faktorlerine sahip hasta sayisindaki artis beraberinde IFI insidansindaki artisi
getirmistir. Transplant hastalarinda ve hematolojik maligniteli hastalarda
kullanilan yeni agresif tedaviler daha uzun siireli ve derin immiinsiipresyona yol
acmaktadir. Buna ek olarak tibbi bakimdaki gelismeler bu hastalarin yasam
siirelerini uzatmis sonugta IFI’a savunmasiz bir hasta grubu olusmasina yol
acmistir (1-3).

IFI insidans1 ve olusan klinik tablonun ciddiyeti hastanin altta yatan
hastalig1, immiinsiipresyonun derecesi, cografik bolge ve etken patojen gibi cesitli
faktorlere bagli olarak degismektedir. Farkli patojenler IFI olusturabilmektedir.
Gegmiste Candida tiirleri en sik IFI etkeni iken son yillarda degisen epidemiyoloji
sonucunda Aspergillus tiirleri en sik IFI etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Azol
grubu antifungal ilaglarin proflakside kullanimindan 6nce Candida tiirleri ile
olusan invaziv fungal infeksiyonlar oOzellikle hematolojik maligniteli ve
hematopoetik kok hiicre transplantasyon (HKHT) hastalar1 basta olmak iizere
kanser hastalarinda sik goriilen infeksiyonlardi (1, 2). Son yillarda invaziv
kandidiazis (IK) insidans1 invaziv prosediirler, intravendz kateterler, intravendz
hiperalimantasyon gibi kandidemi ic¢in risk olusturan uygulamalarin yaygin
kullanim1 ile yogun bakim ve cerrahi lnitelerinde ciddi bir artis gostermistir.
Kandidemi i¢in risk olusturan bu prosediirler hematolojik maligniteli ve
hematopoetik kok hiicre transplantasyon (HKHT) hastalarinda da sik
kullanilmaktadir, ancak bu hasta grubunda IK’in epidemiyolojik etkisi azalmis ve
invaziv aspergillozis (IA) insidanst Candida infeksiyonlarinin insidansini
gecmistir. Cesitli epidemiyolojik caligmalarda gosterildigi gibi bunun nedeni
oncelikle azol profilaksisinin uygulanmas1 gibi fungal infeksiyonlar1 6nlemek i¢in

uygulanan stratejilere baghdir. Ancak yeni antifungal ajanlarin tedavide kullanima



girmis olmasina ragmen IK hematolojik maligniteli hasta grubunda yiiksek
mortalite orani ile iligkili olmaya devam etmektedir (4, 5).

Pagano ve arkadaglarinin 4 yillik bir donemi inceledikleri ¢alismalarinda
[FI’m  %64’iinde kiif mantarlarinin etken oldugu bunlarinda %90’1ndan
Aspergillus tiirlerinin sorumlu oldugu saptanmistir. Ayni arastiricilarin ardigik
olarak yaptiklar1 cok merkezli ¢alismalarda aspergillozise ait mortalite hiz1 1987-
1998 yillar1 arasinda %48, 1999-2003 yillar1 arasinda %38.5, 2004-2007 yillari
arasinda ise %27 olarak saptanmistir. 2004-2007 yillar1 arasinda yapilan
calismada flukonazol ve itrakonazol ile profilaksi yapilmasina ragmen hastalarin
2/3’iinde 1A gelismesi dikkat ¢ekicidir (6, 7).

Tedavideki gecikme mortalitenin artmasina yol agacagindan IFI’mn erken ve
dogru tanis1 énem tasimaktadir. Ancak hematolojik maligniteli hasta grubunda IFI
tamisim  koymak zordur. Klinik semptomlarla IFi’1 bakteriyel ve viral
infeksiyonlardan ayirmak giigtiir. EORTC (Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi
Organizasyonu) / MSG (ABD Mikoz Calisma Grubu) tanida kesinlige gore IFI’1
proven, probable ve possible olarak siniflandirmistir. Bu kriterlere gore proven iFi
tanisi; steril prosediirlerle alimmis doku oOrneklerinin kiiltiirii, sitopatolojik,
histopatolojik veya direkt mikroskobik incelenmesi ile konur. Ancak hematolojik
maligniteli hasta grubunda trombositopeni nedeniyle kanama riskinin olmasi doku
orneklerinin alinmasini giliglestirmektedir. Ayrica kiiltiir yonteminin duyarlilik,
ozgilligi disiiktiir ve ge¢ sonug elde edilir (8, 9).

Kan kiltiirler1 ile dissemine kandidiazis vakalarmin = %50-60’1
tanimlanabilirken bu oran aspergillozisde ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle negatif kan
kiiltiirii ile IFI ekarte edilememektedir. Kiiltiir ile taninin giic olmas1 nedeniyle
fungal infeksiyonlarn tanisi i¢in ‘surrogate marker’ adi verilen ve dogrudan
infeksiyon etkenini gdstermese de, bunun varligina isaret eden veriler kullanilir.
Bunlar arasinda en sik kullanilanlar1 radyolojik goriintileme yontemleri ve
serolojik testlerdir. Radyolojik gdriintiileme yontemleri arasinda en sik kullanilan
yiiksek rezoliisyonlu akciger tomografisidir. Burada halo isareti ile birlikte veya
tek basma 1yi siirli lezyon varligi, hava-hilal belirtisi ve kavitasyon varligi
probable (olas1) ve possible (siipheli) IFI tanisimi destekleyen klinik faktor

kriterleri i¢inde yerini almistir. Ancak bunlarin patognomonik olmadigi ve halo



bulgusunun mantar infeksiyonlarinin yaninda bakteriyel infeksiyonlar ve solid
tiimdrlerde de goriilebilecegi bilinmektedir (1, 8, 9).

Serolojik yontemlerden Galaktomannan (GM) antijeni ve Beta-D-glukan
(BDG) varligmin arastirilmas1 IFI tanisinda en onemli gelismelerdendir. GM
antijeninin  plazma, serum, BAL veya BOS Orneklerinde saptanmasi
EORTC/MSG kriterleriyle probable IFI’m tanimlanmasinda mikolojik kriterler
arasinda yerini almigtir. 1995-2005 yillar1 arasinda yapilan 27 ¢alismayi igeren bir
metaanalizde GM antijenemi testinin duyarlii@it %70 o6zgilligii %92 olarak
saptanmistir. Basta antifungal kullanimi olmak {izere infeksiyon bolgesi, altta
yatan hastalik, immiinsiipresyon diizeyi gibi c¢esitli faktdrler GM antijenemi
testinin performansini etkilemektedir. Testin degerlendirilmesinde bu faktorlerin
gdz oOniinde tutulmasi gereklidir (1, 8, 9). GM’dan farkli olarak BDG
mukormikozis etkenleri ve Cryptococcus tiirleri disindaki birgcok mantar tiirlerinde
bulunmaktadir. Testin IFi’1 saptamadaki duyarlilig1 (%77) 6zgiilliigiinden (%85)
daha diistiktiir. Bir¢ok tibbi {iriiniin glukan icermesi yalanci pozitif sonuclara yol
acmaktadir. Ayrica testin uygulanist zor ve pahali bir testtir. GM antijenemi testi
ile karsilastirlldiginda BDG ile klinik deneyim smirlidir, bu nedenle
EORTC/MSG probable IFI tan1 kriterleri arasinda yer almasma ragmen daha az
kullanilmaktadir (1).

Molekiiler yontemlerin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin yiiksek olusu bu testleri
[FI’1n erken tanisinda cazip bir alternatif yontem olmasini saglamigtir. Molekiiler
tekniklerde fungal DNA kantite edilebilir ve bu tedavi etkinliginin takibi
acisindan yararl olabilir. Ticari polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) methodlar
standardize yontemleri, kalite kontrolii gibi biitiin gelismis yonleri bakimindan,
tanisal kilavuzlara dahil edilmeye bir adim daha yaklagmaktadir. Fungal
komponentlerin kantitasyonunun yapildigi PZR bazl prosediirler 6zellikle serum
orneklerinin degerlendirilmesinde bir¢cok calismada yer almakta ve giivenilirligi
ile ilgili gelismeler devam etmektedir. Yapilan aragtirmalarda galaktomannan
antijen testinde oldugu gibi haftada iki kez veya daha fazla alinan serum 6rnekleri
ile diizenli test edildiginde klinik infeksiyon baslamadan ortalama 9 giin once
PZR testinin pozitiflesmeye basladigi gosterilmistir. Gelistirilmekte olan PZR

methodlarinin standardizasyonu ile diger tanisal testlerle kombine edilerek giinliik



klinik kullanima adapte edilip tanisal siirece eklenebilecegi diistintilmektedir (10-
12).

Bu calismada hematolojik maligniteli hastalarin Invaziv Aspergillozis
varligi agisindan degerlendirilmesinde polimeraz zincir reaksiyonu ydnteminin

tan1 degerinin arastiritlmast amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Infeksiyon hastaliklarinin genelinde oldugu gibi mantar hastaliklarinin da
epidemiyolojisini dogada nerelerde bulunduklari, bulas yollar1 ve en sik goriilen
mantar tiir ve alt tiirleri belirler. IFT’larin degisen epidemiyolojisi ile dnem
kazanan mantar cinslerinin basinda Aspergillus tiirleri gelmektedir. Avrupa’daki
bazi merkezlerden, oOzellikle 1990’1 yillarin sonlarindan itibaren Aspergillus
tiirlerinin etken olarak Candida tiirlerinden daha sik goriilmeye baslandigina dair
bazi veriler de bildirilmistir (7).

IFI, son 20 yil igerisinde agir immiin siipresyona maruz kalan hasta
sayisinin artmasi nedeniyle 6zellikle de hematopoetik kok hiicre transplantasyon
(HKHT) olgularinda ve hematolojik malignansi nedeniyle tedavi goren hastalarda
onemli bir morbidite ve mortalite nedeni haline gelmistir. HKHT ve solid organ
transplantasyonu (SOT) hastalarinda daha etkili, daha az toksik ilaclar
gelistirilmesi ve hatta antifungal profilaksi uygulanmasina ragmen ozellikle
invazif kiif infeksiyonlar1 dnlenememektedir. Mevcut durum devam etmekte iken,
bu infeksiyonlarda etken olan mantarlarin epidemiyolojisinde 6nemli degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu degisimden sorumlu olan en 6nemli faktorler; tedavi,
profilaksi, konak faktorleri ve dondr tiplerindeki degisikliklerdir. Dogada bulunan
her mantarin uygun konak kosullarinda infeksiyona neden olabilecegi hatirlanirsa,
etken spektrumunun teorik olarak ne kadar genis oldugu tahmin edilebilir. IFI
epidemiyolojisine ait degisimlerle ilgili en 6nemli sonuglar, bildirilen potansiyel
direncli etkenlerdeki ve IFI oranlarindaki artistir. Bu acidan, her merkezde lokal
epidemiyolojinin izlenmesi, tedavi planinda lokal epidemiyoloji verilerinin goz
Oniline alimmasi ve miimkiin oldugunca hedefe yonelik antifungal yaklagimlarin
uygulanmasi gereklidir. IFi’larin epidemiyolojisini arastiran ve bildiren birgok
calisma, Avrupa iilkeleri ve Kuzey Amerika basta olmak iizere ¢esitli bolgelerdeki
merkezlerden yayinlanmistir. Son yillarda bu konuyu arastiran ¢ok merkezli
siirveyans calismalarinin sonuglarinin da bildirilmis olmasi, konu ile ilgili bilgileri

arttirmistir (13).



IFi, immiin sistemi saglam olan konakta nadiren olugmaktadir. Genel olarak
IFi gelisiminde rol oynayan baslica risk faktdrleri arasinda immiin sistemi
baskilanmis konakta ndtropeni, kansere bagli B ve T hiicre bozukluklari, hemato-
lojik malignansiler, imminsupresif tedaviler, HKHT ve SOT (akciger, kalp-
akciger, karaciger) hastalarinda doku rejeksiyonunu engellemek ve Graft versus
Host hastaligt (GVHD)’n1 baskilamak i¢in uygulanan steroid gibi tedaviler,
antibiyotik kullanimi, mukozit, radyoterapi, malniitrisyon, total parenteral
niitrisyon, hemodializ, kateter uygulamalari, gastrointestinal perforasyon, cerrahi,
yaniklar ve yogun bakim iinitelerindeki hospitalizasyon sayilabilir (14).

IF1 gelismesini kolaylastiran risk faktorleri etkene gore de degisiklik
gosterebilmektedir. 1A icin genel risk faktorleri; hematolojik malignansi (Akut
l6semiler), HKHT, SOT (6zellikle akciger nakli) hastalari, derin ve uzamis
ndtropeni, AIDS, Sistemik lupus eritamatozis gibi otoimmiin hastaliklar, yiiksek
doz sitozin arabinozid tedavisi gibi immiinsupresif ilaglara bagli hiicresel
immiinitede bozulma, pulmoner hastaliklar, notrofil fonksiyon bozuklugu, kronik
graniilomatéz hastalik ve diger kalitsal immiin yetmezlikler, yiiksek doz ve
uzamig kortikosteroid kullanimi, multiple myeloma (steroid kullanan), prematiire
yenidogan, yanik, diyabet, karaciger yetmezligi, kronik alkol kullanimi ve
malnutrisyon gibi diger immiinsupresif durumlardir (15, 16). IA’in en sik akut
myeloid 16semi (AML) ve akciger transplant hastalarinda ortaya ¢iktigi ¢ok
merkezli, prospektif bir calismada gosterilmistir (17).

IK igin risk faktorleri; total parenteral beslenme, santral vendz kateter
varligl, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, gastrointestinal sistem
perforasyonu, cerrahi, Candida kolonizasyonu varligr ve yogun bakim hastalar
sayllmaktadir. Cogu yogun bakim hastasinda total parenteral beslenme, santral
vendz kateter, cerrahi ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimi gibi risk
faktorleri mevcuttur (18, 19). Sitotoksik kemoterapiye bagli mukozal bariyerlerde
hasar olugmasi, mukozit ve genis spektrumlu antibiyotik kullanimina baglh
mikrobiyal florada bozulma da risk faktorleri olarak tanimlanmistir (20, 21).

EORTC/MSG tarafindan 2008 yilinda yapilan giincelleme sonucunda IFI
icin konak faktorleri genisletilmis ve 0,3 mg/kg/giin 3 hafta siireyle prednizolon
kullanim1 konak faktorii olarak kabul edilmistir. IFi i¢in kabul edilen konak



faktorleri: nétropeni (0.5 x10° nétrofil/L veya mm?’de 500°den az nétrofil varlig
ve bu durumun 10 giin ya da daha uzun siireli olmasi), allojenik kok hiicre nakli
yapilmasi, uzamis kortikosteroid kullanimi (0.3 mg/kg/giin prednizolon esdegeri >
3 hafta siireyle), T hiicre baskilayict immiinsiipresif kullanimi (siklosporin, TNF-a
blokdrleri, alemtuzumab gibi monoklonal antikorlar, niikleozid anologlari),
kalitsal immiin yetmezlik (kronik graniilamatéz hastalik, agir kombine immiin
yetmezlik) olarak giincellenmistir (8).

Notropeni siiresi uzadikca 1A riski artmaktadir. Nétropeni siiresi 10—12
giinden az oldugunda, IA nadir gériilmektedir. SOT ve HKHT hastalarinin yam
sira_hematolojik malignitelerden AML hastalar1, IA acisindan en riskli grup
olmakla birlikte, multipl miyelom (MM), myelodisplastik sendrom (MDS), Non-
Hodgkin lenfoma (NHL) ve diger lenfoproliferatif hastaliklarda da IA goriilebilir
(22).

Giiniimiizde, HKHT ve SOT hastalarindaki IFi konusunda en genis
kapsamli ¢ok merkezli epidemiyolojik siirveyans calismasit olan Transplant-
Associated Infection Surveillance Network (TRANSNET) portalinin verileri
degerlendirildiginde, hematolojik maligniteli hastalar ve HKHT hastalarida IA’mn
daha sik goriildiigii, SOT ve yogun bakim hastalarinda ise IK’in daha yiiksek
oranda goriildiigli sonucuna varilmisgtir (23).

HKHT vyapilan hastalarda IA agisindan en riskli grup “unrelated” ve
“mismatch related” dondrlerden nakil yapilanlardir. En sik da Aspergillus
Sfumigatus goriiliir. Enfeksiyon siklikla transplant sonras1 ge¢ donemde (>100 giin)
ortaya cikar. Genellikle, %58 oraninda indiiksiyon kemoterapisi esnasinda
karsilasilir. Birden fazla kez transplantasyon uygulanan hastalarda potansiyel
olarak amfoterisin B direngli fumigatus disi Aspergillus tiirleri ile akciger
infeksiyonu daha sik goriilmektedir. Solid organ nakillerinde ise 1A %18.8
oraninda goriiliir ve en sik olarak da akciger transplantasyonu sonrasinda ortaya
cikar (%44). Bu hasta grubunda goriilen IFi’larin neredeyse yaris1 K seklinde
ortaya ¢ikmaktadir (%52.9). Genellikle post transplant erken donemde (<100 giin)
goriilmektedir. Yogun bakim hastalarinda da invazif kandidiyaz giderek artan

oranda goriilmekte ve olduk¢a yliksek mortalite ile sonuc¢lanmaktadir. Yogun



bakim hastalarinda Candida doérdiincti en sik infeksiyon etkeni ve en mortal
olanmidir (3, 23, 24).

HKHT i¢in farkli kaynaklarin kullanilmasi (allojenik, otolog nakil) 16kosit
antijen uyumu, genetik faktorler (Toll benzeri reseptor-4 (TLR-4), polimorfizmi),
sitomegalovirus enfeksiyonu varligi ve gansiklovir kullanimi, graft-versus-host
hastalig1, coklu sitopeni varlign HKHT alicilarinda 1A enfeksiyonlar1 igin
tanimlanmis risk faktorleridir (24). HKHT alicilarinda daha c¢ok dissemine
infeksiyon goriiliirken, hematolojik malignitelerde invaziv pulmoner aspergilloz
goriiliir. Allojeneik HKHT alicilarinda engraftmandan sonra IA gelisirken, otolog
HKHT alicilarinda engraftman oncesi notropeni doneminde IA  gelisir.
Sitomegaloviriis enfeksiyonu da IA gelisiminde rol oynar. Uzun siireli gansiklovir
profilaksisinin de IA riskini artirdig1 gosterilmistir (25).

SOT hastalarina bakacak olursak, kistik fibrozisli akciger transplant
alicilarinda havayolu Aspergillus kolonizasyonu transplantasyon sonrasi hastalik
icin risk faktorii iken, karaciger transplant alicilarinda ise artan immunsupresyon,
hemodiyaliz ve sitomegaloviriis enfeksiyonu risk faktorleridir (26, 27). Bobrek
transplantasyonlarinda transplantasyon oncesi uzamig diyaliz, ileri derecede renal
yetmezlik ve kadavradan yapilan nakil A olasiligini arttirmaktadir (3, 28).

IA’in 6zellikle, altta yatan bir kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
nedeniyle glukokortikoid tedavisi almakta olan immunsuprese yogun bakim
initesinde yatan hastalarda da olusabilecegi bilinmektedir (29, 30).

Genetik agidan bakacak olursak, HKHT donorlerinde, alicilarinda veya
hematolojik maligniteli hastalarda var olan ¢esitli gen polimorfizmleri de risk
faktorleri arasindadir. Bunlara 6rnek olarak; dogal immun yanit ile ilgili olan Toll
benzeri reseptor-4 (TLR-4) geni, ¢oziinebilir patern algilama reseptorii olan long
pentraxin 3 (PTX3) ve dectin-1 Y238X polimorfizmi yer almaktadir (31-34).
Mannoz baglayici lektin eksikligi de IA ile iliskilendirilmektedir (35).

Genel olarak IA’in epidemiyolojisi komplekstir. 1A yas, cinsiyet ve 1k
farklilig1 gostermez. Hastadan hastaya bulas goriilmemistir. Enfeksiyonun en
onemli belirleyicisi, mantar ile temasin yogunlugu degil, hastanin bagisiklik
durumudur. Aspergillus tiirleri 6zellikle i¢ ortam olmak tizere hem dis hem de i¢

ortam hava florasinda mevcuttur. Dogada; hava, su, toz, toprak, ciirliyen organik



maddeler ve baharatlarda yaygin olarak bulunurlar. Hava hareketleri ile kolayca
yayilabilmekte, hidrofobik 0Ozellikteki konidyalar1 nedeniyle hava ve su
sistemlerinde bulunabilmektedir. Solunan hava en 6nemli rezervuardir. Bunun
yani sira su kaynakli epidemiler oldugu da bildirilmistir. Hastane hava ve su
sistemlerinin Aspergillus konidyalar1 ile kontaminasyonu, oOzellikle immiin
sistemin baskilandigt hasta gruplarinda, nozokomiyal salginlara neden
olabilmektedir. A. fumigatus hastane suyu kiltlirlerinden ve hastane dus
basliklarindan iiretilmistir. Damlacik yolu ile soluma sonucu bulas s6z konusudur.
Su kaynakli bulagin 6neminin daha iyi anlasilmasi i¢in genotiplendirme yardimci
olacaktir. Yine hastane odalarindaki saks1 bitkileri konidyum kaynagidir (36-38).
Invaziv hastalik en ¢ok ingaat ortami gibi yiiksek miktarda havayolu
maruziyeti veya konagin konidyalar1 efektif bir sekilde atamadigi kosullar s6z
konusu oldugunda meydana gelmektedir (39). Hastanelerde yapilan ingaat
calismalar1 sonucu havadaki kiif miktarinin artmasi, riskli {initelerde goriilen
salginlar, hastalardaki kolonizasyon, hava 6rneklemeleri sonucu i¢ ve dis ortam
hava orneklerinde en sik Penicillium ve Cladosporium cinsi kiifler bulunmasina
ragmen hastalarda enfeksiyon etkeni olarak en sik Aspergillus tiirleri izole
edilmesi hastane havasinin klinik anlamda 6nemini ortaya koymaktadir (40).
Hastanede Aspergillus sporlarinin barindirilmasinda ve yayiliminda, pamuk
dokuma kumaglarin etkili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle personel bu sporlarin
taginmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Hastane personeli ve ziyaretgilerin riskli
hastalarin yaninda pamuklu giysilerden kacinmasi 6nerilmektedir (41, 42). Bunun
disinda, 1slak ahsap da infeksiyon gelisiminde risk olusturmaktadir. Hastanede
gelisen 53 salginin degerlendirildigi bir ¢aligmada; aspergillozun en sik ingaat
calismalar1 ve havalandirmadaki eksiklikler sonucu olustugu gosterilmistir.
Salginlarda etkenlerin siklikla A. fumigatus ve A. flavus oldugu goriilmiistiir. Bu
sonucta A. fumigatus ve A. flavus’un diisiik konsantrasyonlarda dahi infeksiyona
neden olabilmesi etkili gibi goziikmektedir. Mevsimsel degisikliklerin, havadaki
spor sayisint etkileyerek, invaziv aspergilloz insidansinda degisikliklere neden
oldugu gosterilmistir. Sicak yaz aylarinda havadaki spor sayisinin daha yiiksek
oldugu c¢esitli caligmalarda gosterilmistir. Aspergillus enfeksiyonu, Onceki

infeksiyon  veya kolonizasyonun reaktivasyonu seklinde de ortaya



cikabilmektedir. Dolayisiyla g¢evresel maruziyet azaltilsa bile, tiim hastalari

korumak miimkiin olmamaktadir (43-45).

2.2. Siiflandirma

Aspergillus  tiirleri  taksonomik diizenlemede; mantarlar aleminde,
Ascomycota filumunda, Euascomycetes sinifinda, Eurotiales takiminda,
Trichocomaceae ailesinde Eurotium, Emericella, Neosartoria gibi telemorfik

(eseyli tireme) formlar1 ve anamorfik (eseysiz lireme) formlar: bulunmaktadir.

2.3. Aspergillus Tiirleri ve Fizyopatogenez

Gegmiste, mikologlar, Aspergillus organizmasinin taniminda tiir diizeyinde
tanimlama icin fenotipik karakteristiklerini degerlendirirken, yakin zamanda
molekiiler methodlarin kullanimi ile tanimlanmig tiirlerin sayist genislemis
organizmanin patojenitesi ve diger karakteristikleri ile ilgili mevcut bilgi artmistir.
Aspergillus cinsinin tiyeleri her biri bircok boliim ve tiir iceren farkli alt gruplara
ayrilmistir. Bazi tiirler fenotipik tiplendirme ile ayirt edilemeyebilirler. In-vivo
olarak degisken duyarliliklar ve davraniglar sergileyen daha sik olarak saptanan
tiirler diinya genelinde hastaliklara sebep olmaktadirlar. Siniflandirmadaki
karmagiklik ve rutin molekiiler tiplendirmedeki eksiklikler, son zamanlarda
saptanan izolatlarin ‘tiir karmasik’ grubunun bir iiyesi olarak tanimlanmasina
yonlendirmektedir. Tiir dagilimlari incelendigi zaman, en sik invaziv enfeksiyona
yol aganlarin A. fumigatus tir kompleksi oldugu goriilmektedir. Amerika’da 24
transplant merkezinde 218 infeksiyon etkeninin incelendigi bir ¢alismada %67
etken A. fumigatus, bunu takiben A. flavus (%13),A. niger (%9), ve A.
terreus (%7) oldugu gorilmiistiir. Bu veriler mikrobiyal epidemiyoloji,
tiplendirme  yOntemlerindeki = merkez-bazli  farkliliklara  bagli  olarak
degisebilmektedir (46, 47).

Gilinlimiize kadar 250’den fazla tiir tanimlanmastir. A. fumigatus A. flavus A.
niger A. terreus, A. nidulans, A. oryazeae ve A. versicolor insanda firsatgi
infeksiyonlara neden olmaktadir. Aspergillus tiiriiniin patojenitesine karar

verirken, hastanin klinigi ve immiin sistemi degerlendirilmelidir. Daha ©nce
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patojen kabul edilmeyen tiirler infeksiyon etkeni olarak karsimiza
cikabilmektedir. A. ustus son yillarda patojen kabul edilen tiirlerden biridir. Kistik
fibrozisli hastalarda seyrek rastlanan bir tiir olan Aspergillus nidulans ile de
hastaliklar olusmaktadir (22).

Aspergillus kiigiik, hizla havaya karisabilir, hidrofobik konidyalar (spor)
ireterek hava yoluyla yayilabilir. Her giin yiizlerce konidyanin insanlar tarafindan
inhale edilmesi nedeniyle en sik etkilenen organ akcigerlerdir. Enfeksiyon
sirasinda Oncelikle epitelyal invazyon gelismektedir. Aspergillus konidyalar1 tip II
pnomositler ve trakea epitel hiicrelerince endositozla alinmaktadir. Gergeklesen
endositoz konidyalarin germinasyonunu geciktirmektedir. Ancak pek ¢ok konidya
germinasyonu gergeklestirmekte ve endozomdan kagarak pnomosit plazma
membranina penetre olmaktadir. Germinasyon hizlar1 ve siireleri Aspergillus
tiiriine gore degiskenlik gostermekte patojenitesi yiiksek A. fumigatus tiirlerinde
bu durum hizla gergeklesmektedir. Pulmoner epitel invazyonunu takiben
endotelyal hiicre invazyonu gerceklesmektedir. Gelisen anjioinvazyon ve vaskiiler
tromboz, lokosit ve antifungal ajanlarin zor penetrasyon gosterdikleri doku
nekrozu ile sonuglanmaktadir. inhalasyon ile solunum sistemine giren konidyalar
ilk olarak bronsiyal epitelin siliyer aktivitesi ile uzaklastirilmaktadir. Ancak,
sigara kullanim1 veya KOAH zemininde sik tekrarlayan enfeksiyonlar nedeni ile
gelisen epitelyal hasar siliyer aktiviteyi bozmaktadir. Ayn1 zamanda bazi
Aspergillus tirleri tarafindan {retilen toksik molekiiller siliyer aktiviteyi
engellerken, salgilanan yikici enzimler (proteaz) de epitelyal hasara neden
olmaktadir. Siliyer aktiviteden kacabilen kii¢lik boyutlu konidyalarin varligi da A.
fumigatus gibi tlirlerde patojeniteyi artiran diger bir nedendir (48, 49). Tablo

2.1’de Aspergillus viriilans faktorleri 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. Aspergillus viriilans faktorleri.

Adhezinler Mantar ile konak hiicre ve proteinleri
(Hidrofobinler, laminin reseptor) arasindaki etkilesim
Pigment (melanin) Reaktif oksijen radikallerine direng

Fagositozdan korunma

Toksinler Immiinsupresyon

Gliotoksin Oksidatif ~ o6ldiirme ve makrofaj
fagositozunun  Onlenmesi,  T-lenfosit
aktivasyon ve proliferasyonu
engellenmesi

Sitoksin Okaryotik ribozom fosfodiester baglarini

ayirilmasi, invaziv ve alerjik aspergilloz

patogenezi
Enzimler Doku penetrasyonu, hiicre invazyonu ve
Proteaz, kollajenaz, elastaz doku hasari
Katalaz,siiperoksit dismutaz Reaktif oksijen radikallerine direng
Fosfolipaz Konak hiicre yikimi, epitelyal hasar,

bariyerin bozulmasi, membran yikimi

A.fumigatus’ta saptanan melanin pigmentinin konidya fagositozunu inhibe
etmesi, salgilanan bazi sekonder metabolitlerin (gliotoksin) fagositoz ve oksidatif
oldiirme mekanizmalarini engellemesi buna drnektir. Aspergillus tiirleri arasinda
immiin kag¢is mekanizmalar1 agisindan farkliliklar bulunmaktadir. Fagolizozom
asidifikasyonunu Onleyen A.fumigatus’un aksine, A.terrusun asidik pH’a
gosterdigi direng alveolar makrofajlar icerisinde daha uzun siire yagamasina neden
olmaktadir. A.fumigatus’un ti¢ farkli katalaz enzimi tanimlanmigstir. Ayrica
A.fumigatus izolatlarinda fosfolipaz A,B,C,D enzimleri salgilandig1 gosterilmistir.
Klinik izolatlarda cevre izolatlara gore daha yiiksek seviyede fosfolipaz
bulunmaktadir. ~ Amfoterisin-B gliotoksin  sentezini  indiiklemektedir.
A.fumigatus’un yiiksek 1silarda {ireyebilmesi (termotoleran) yine bir viriilans
faktoriidiir. Baz1 aspergillus tiirleri, transferrinden demirin ayrilmasini saglayan
sideroforlar salgilar. Bu A.fumigatus’un konakta {lireyebilmesi icin gerekli olup,

serumun fungisitik etkisinden korur (38, 48).
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Inhale edilmis konidyalar, 6zellikle havayolu epitelyal hiicreleri ve alveolar
makrofajlar gibi mevcut fagositler tarafindan saglanan dogal savunma ile
karsilanirlar. Epitelyal hiicrelerin konidyalar1 temizlemedeki katkis1 hakkinda ¢ok
az bilgi mevcuttur. Nispeten makrofajlar hakkinda daha ¢ok sey bilinmektedir ki
onlar hem konidyalarin ortadan kaldirilmasina ve de sekonder inflamasyonun
yapimina katki saglamaktadir. Bu hiicreler, konidyalarin hifal formlara
germinasyonu sonrasi agiga ¢ikan anahtar hiicre duvari komponentlerinin (beta-D-
glukan gibi) tanimmasi sonrasinda inflamatuar mediyatorler salgilarlar. Bu
mediyatorler, nétrofil depolanmasina ve potansiyel invasiv mikrobiyal formlarin
(hiflerin) oldiiriilmesinde ve immun cevabin kapsaminin belirlenmesinde 6nem
arz eden hiicresel immunitenin aktivasyonuna sebep olurlar. Bu yiizden, hastalik
icin riskler ve olusan hastalik tipleri ¢oklu hiicresel fonksiyonlarin kombine bir
sonucudur.

Hastalik potansiyelini etkileyen mikrobiyal faktorler toksinleri, proteazlari
ve konagin lokal akciger ve sistemik savunmasini etkileyen sekonder metabolitleri
icermektedir. Bunlar arasindaki hiicresel {iriinler: Fagositteki filamentoz
mantarlara karsi savunmadaki anahtar bilesik olan nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz aktivasyonun inhibe eder, makrofaj fagositozunu ve
oldiirmesini inhibe eder ve fonksiyonel T-hiicre cevabini baskilar.

Histopatolojik olarak, invaziv aspergillozis, infeksiyonun doku diizeyinde
yayilmast ile karakterizedir. Ayirici 6zellik infeksiyonun doku nekrozu ve infarkt
ile vaskiiler invazyonudur. Muhtemelern, mantar hiicre ylizey komponentleri,
bazal membran, ekstraselliiler matrix ve hiicresel bilesenleri igeren damar duvar
komponentlerine baglanir ve invaze damarlarin distalinde iskemi, doku infarktina

neden olurlar (39, 50).

2.4. Klinik

Aspergillozis  terimi, Aspergillus tirleri  tarafindan  olusturulan
enfeksiyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilirlar. Bu durum c¢ogunlukla A.
Sfumigatus, A. flavus ve A. terreus gibi Aspergillus tiirlerinin sebep oldugu alerji,
havayolu veya akciger invazyonu, kutandz enfeksiyon veya ekstrapulmoner

yayilima bagh olabilir. Aspergillus tiirleri, hem viicuda giris bolgelerine hem de
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konagin immiin durumuna gore farkli klinik bulgulara neden olabilmektedir.
Aspergillus sporlarinin insan viicuduna en sik inhalasyon yoluyla girisi oldugu
icin en sik klinik bulgular solunum sisteminde goriilmektedir. Doku invazyonu
yaygin olmamakla birlikte ¢ogunlukla hematolojik maligniteler, hematopoetik
hiicre transplantasyonu veya solid organ transplantasyonu tedavisi ile ilgili
immunsiipresyonda  goriilmektedir ~ (51).  Tablo  2.2’de  Aspergillus

enfeksiyonlarinin siniflandirmasi 6zetlenmistir (37).

Tablo 2.2. Aspergillus enfeksiyonlariin siniflandirmasi.

Saglikli konak; e Mikotoksikoz (Toksik aspergilloz: Genellikle ingaat
is¢ilerinde ve harman savurucularinda  gdzlenen
konidyumlarin yogun inhalasyonu sonucu alveolar
reaksiyonla ortaya ¢ikan kisa siireli dispne halidir.)

e inhale edilen sporlarin antijenik uyarimu ile olusan allerjik
tablolar (allerjik bronkopulmoner aspergilloz = ABPA,
allerjik astim, allerjik rinit, allerjik siniizit, extrensek
allerjik alveolit, asir1 duyarlilik pndmoniti)

e Yiizeysel (invazif olmayan) enfeksiyonlar (deri
enfeksiyonu, otomikoz, siniizit, saprofitik bronkopulmoner
aspergilloz, trakeobronsit)

e invaziv enfeksiyon (tek organ, ¢oklu organ yayilimli)

Bagisiklik  sistemi | o Invazif (yaythm gosteren) aspergilloz (%90 Akcigerde.

bozulmus konak; Santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem, bobrek,
karaciger ve diger organlara yayilim)

e Pulmoner aspergilloz (Invazif trakeobronsit, kronik
nekrotizan pulmoner aspergilloz, akut invazif pulmoner
aspergilloz = ATPA)

e Sino-orbital enfeksiyon (akut / kronik invaziv siniizit)

Doku hasar1 veya | e Aspergilloma (mantar topu) (Akcigerde, siniis, dis kulak
yabanci cisim varligy; yolu)

e Keratit, Endoftalmit

e  Yanik yarasi enfeksiyonu

e Osteomiyelit

e Prostetik kapak endokarditi

e Damar greft enfeksiyonu

e Ampiyem veya plevral aspergilloz

e Peritonit
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Solunum yollarinda aspergillus kolonizasyonu

Solunum yollarinda mukosiliyer aktivite bozulmasi, brons duvarindaki
yapisal degisiklikler gibi nedenlerle kolonizasyon gelisebilmektedir. Bu
degisiklikler, mukosiliyer aktivitenin bozuldugu KOAH hastalarinda ve mekanik
ventilasyon destegi alan tiim yogun bakim hasta grubunda saptanabilmektedir
(29).

Yaslilik, sigara kullanimi, alkol kullanimi, uzamis hastane servis ve yogun
bakim yatisi, antibiyotik kullanimi, diger kronik akciger hastaliklar1 aspergillus
kolonizasyonu ile iligkilendirilmis risk faktorleridir. Yogun bakimda solunum
sekresyonlarinda aspergillus izolasyon siiresi ortalama 1 hafta olarak
bilinmektedir. Baz1 c¢alismalar aspergillus kolonizasyonunun hastane yatis
oncesinde gerceklestigini gosterse de hastane hava, su ve ventilasyon
sistemlerinin aerosol halindeki sporlarla kontaminasyonu enfeksiyon kaynagi
olabilmektedir. Aspergillus kolonizasyonunun 6zellikle KOAH varliginda invaziv

enfeksiyonlara doniisiim gosterebilecegi diisiiniilmektedir (29, 52).

Aspergilloma (mantar topu)

Onceden viicuttaki hava bosluklarinda (dis kulak yolu, paranasal siniisler)
saprofitik kolonizasyona bagli olabilecegi gibi en sik akcigerde tiiberkiiloz,
sarkoidoz, bronsektazi, biil, pndmokonioz, ankilozan spondilit, akciger neoplazmi
sonrast olusan kaviteler gibi doku hasari icinde olusur. Genellikle ¢evre dokuya
yayllmaz ama bronkoploral fistille neden olarak yangisal reaksiyona neden
olabilir. Bazen asemptomatik olmakla birlikte oksiiriik, hemoptizi, kilo kaybi, ates

goriilebilir. Ikincil bakteriyel enfeksiyon gelisebilir (38).

Allerjik Bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA)

En ¢ok atopik kisilerde goriilmekle birlikte astim, kistik fibrozis de risk
faktorlerindendir. En sik A.fumigatus sorumludur. Klinik reagen (IgE) ve
presipitasyon (IgG) antikorlarna bagli olarak ortaya ¢ikar. Konidyumlarla uzun
sireli karsilagma sonucu 0Ozgiil IgE antikorlari astim, eozinofili, deri
reaksiyonlarmma yol agarken (Allerjik / astmatik aspergilloz), konidyumlarin

akcigerde bir ya da birden c¢ok odakta cogalmasi ile 6zgiil IgG antikorlar
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pulmoner infiltrasyona neden olur (Alveolar infiltratif aspergilloz). Genel olarak
astim semptomlarinin (ates, sekresyon artisi, hiriltili solunum, nefes darligi,
ploritik vasifli agri, halsizlik) uzamasi, akciger grafisinde gezici infiltrasyon
alanlar, bilgisayarli tomografide de santral bronsektazi goriiliir. Sporlarla
karsilagmaya bagli olarak hastalik ataklar gosterebilir. Serum immiinglobulin E
diizeyinin artmasi (1000 IU/L iizeri), A.fumigatus kars1 gelisen immiinglobulin E
ve presipitan immiinglobulin G antikorlar, kutanéz reaksiyonlar, kanda ve
solunum sekresyonlarinda eozinofili tani1 kriteri olarak kullanilmaktadir (16, 37,

38, 52, 53).

Akut invaziv pulmoner aspergilloz

Aspergillus klinik formlar icerisinde en sik gériilen formdur. Oliim orami
yiiksektir. En sik A.fumigatus ve A.flavus etkendir. Aspergillus hiflerinin akciger
parankimi veya trakeobronsial sistem igerisindeki proliferasyonu sonucu doku
invazyonu ve hasar ile karakterizedir. Bagisiklik sisteminin baskilanmasi risk
faktoriidiir. Yiiksek ates, nefes darligi, radyolojik incelemede mindr infiltrasyon
goriiliir. Bliylik pulmoner arterlere yayilim ve tromboz sonucu hemorajik
pulmoner infarktiis ve nekroz alanlar1 gelismektedir. Hastalik akut baglar fakat
ilerlerse yillar igerisinde kronik seyirli nekrotizan ve dliimciil bir tablo olusur (54).

Klinik bulgular hastaliga 6zgiil olmayip nozokomiyal bronkopndomoni
tablolarini taklit etmektedir. Antibiyotik tedavisine yanitsiz ates, oksiiriik, balgam,
dispne, vaskiiler invazyona ikincil gelisen tromboza bagli ploritik agri, plevral
sirtinme sesi ve hemoptizi goriilebilmektedir. Semptomlarin goriilme sikligt
konagin immiin durumuna ve altta yatan hastalia baglh degiskenlik
gostermektedir. Notropenik IPA olgularinda ates sik saptanan bulgu iken,
nétropenik olmayan veya KOAH nedeniyle steroid tedavisi alan IPA olgularinda
daha az siklikta saptanmaktadir (30, 52, 54).

Pulmoner aspergillozis gelisen ndtropenik hastalarda klasik triad, ates,
ploritik gogiis agrist ve hemoptizidir. Fakat, bunlarin olmayis1 hastalik icin risk
faktorlerini barindiranlarda taniyr dislamak i¢in yeterli degildir. Notropenik

hastalarda, lokalize pulmoner semptomlar yokken ates ile prezente olabilirler. Bu
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tir hastalarda akciger goriintiilemesi, pulmoner nodiilleri ve/veya infiltratlari
ortaya ¢ikarmaktadir (55).

Invaziv pulmoner aspergilloz tanis1 konulan KOAH’l1 hastalarda dispne en
sik bulgu olup, yogun bakim yatisinin en 6nemli nedeni KOAH alevlenmesi ve
respiratuar yetmezliktir. Hemoptizi ve ploritik agr1 ndtropenik hastalara gére daha
nadir saptanmaktadir (30).

Notropenik ve notropenik olmayan hastalar1 karsilastiran bir ¢alismada ates,
oksiirtik, gogiis agris1 noétropenik grupta daha sik saptanirken hemoptizi gelisim
acisindan fark saptanmamustir. Yogun bakimda IPA olgularinin analiz edildigi bir
calismada, ates, wheezing, kuru raller IPA disi olgulara gore daha sik
saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda IPA tanisinin hastane yatisinin ortalama 18.
giiniinde konuldugu, semptomlarin ise tanidan ortalama 8,5 giin dnce basladigi

gosterilmistir (56).

Akut invaziv bronsial aspergilloz

Tekrarlayan aspergillus iiremeleri olan hastalarda invaziv pulmoner
aspergilloz’dan sonra en sik saptanan aspergillus iliskili klinik durumdur.
Brongial mukozada inflamasyon varligina karsin tilserasyonun goriilmedigi klinik
durumlar aspergillus trakeobronsiti olarak tanimlanmaktadir. Mukozada nekroz,
pseudomembran ve ilserlerle karakterize pseudomembrandz ve iilseratif tipleri de
goriilebilmektedir. Invaziv bronsial aspergilloz dzelikle akciger transplantasyonu
yapilan hastalarda anastomoz hattinda, insan bagisiklik yetmezlik viriisii (HIV)
pozitif olan, diger solid organ transplant alicilarinda, hematolojik malignite,
hematopoetik hiicre alicilarinda, KOAH hastalarinda ve mediastinal yayiliml
kanser hastalarinda daha sik olmakla birlikte IPA igin risk tasiyan tiim hasta
gruplarinda goriilebilmektedir (52, 55).

Akciger transplantasyonu sonrast brongial anostomoz hattinda bir
komplikasyon olarak gelisen bu durum, siitur materyalinin enfeksiyonu sonucudur
ve insidans ipek siitur yerine naylon monoflamanlar kullanilarak azaltilabilir.

Oksiiriik, wheezing, dispne ve daha az siklikta olmak iizere hemoptizi
saptanabilmektedir. Ara ara liimen i¢inde biriken mukus tikaglarini balgam olarak

cikarmaktadirlar. Tan1 bronkoskopik ve mikrobiyolojik bulgularin birlikteligi ile
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konulmaktadir. Akciger goriintiilemesi normal olabilir veya havayollarindaki
kalinlagsma bolgeleri, yama infiltratlar, konsolidasyon veya sentrilobiiler nodiiller
gozlenebilir. Aspergillus trakeobronsitinin farkli paternleri tanimlanmistir.

e Obstriiktif brongial aspergillozis, havayollarinda kiigiik mukozal
inflamasyon veya invazyon ile birlikte Aspergillus hiflerini igeren kalin
mukus tikaglariin bulundugu bir durumdur

e Ulseratif trakeobronsit, trakeobronsial mukoza ve/veya kikirdagin fungal
hifler ile fokal invazyonu

e Psodomembrandz trakeobronsit, trakeobrongial agacin mukoza
tizerindeki  nekrotik  debris ve  Aspergillus  hiflerini  igeren

psddomembranli yaygin inflamasyon ve invazyonu.

Trakeobronsial sistemin membranlarla kaplandigi ve inflamasyonun belirgin
oldugu pseudomembrandz form en agir klinik form olup mortalitesi yiiksektir (57,

58).

Paranasal siniis enfeksiyonlari
Siniislerin en sik mantar enfeksiyonudur. En sik A.flavus izole edilir.
Bagisiklik sistemi baskili hastalarda agir seyreder. Ates, nazal akinti, bas ve yiiz

agris1 goriiliir. Enfeksiyon yiize ve beyine yayilabilir.

Invazif (yayihm gésteren) aspergilloz
En sik tutulum akciger olmakla birlikte Hastalik akcigerden beyin,
gastrointestinal sistem, bobrek, karaciger ve diger organlara yayilabilir, abse ve

nekrotik lezyonlar olusur (16, 36, 38).

Subakut invaziv aspergilloz (Kronik nekrotizan aspergilloz)

Akciger parankiminin aspergillus tirleri tarafindan lokal invazyonu ile
geligen vaskiiler invazyon ve disseminasyonun goriilmedigi yavas seyirli klinik
durumlardir. Gegirilmis tiiberkiiloz, KOAH, kistik fibroz, gecirilmis toraks
cerrahisi ve akciger enfarkti, sarkoidoz tanimlanmis risk faktorleridir. Ilimli bir
immiinsupresyona neden olan DM, kollajen doku hastaliklar1 (romatoid artrit),

alkol kullanimi, malniitrisyon ve karaciger hastaliklar1 sonrasinda da
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geligebilmektedir. Ates, kilo kaybi, oksiiriik, hemoptizi goriilebilmekle birlikte
asemptomatik seyredebilmektedir. Radyolojik incelemelerde haftalar ve aylar
icerisinde progresyon gdosteren iist loblarda konsolidasyon, nodiil, kaviter lezyon
ve sekonder aspergilloma saptanabilmektedir. Radyolojik bulgular, serum
immiinglobulin G pozitifligi, cilt reaksiyonu, solunum sekresyonlarinda
aspergillus izolasyonu tan1 i¢in kullanilabilse de, kesin tani histopatolojik olarak

doku invazyonunun gosterilmesi ile konulmaktadir (52).

Kronik kaviter pulmoner aspergilloz

Immiinsupresyonu bulunmayan, altta yatan akcier hastaligi bulunan
kisilerde ozellikle A.fumigatus’a bagl olarak gelisen; kronik kaviter pulmoner
aspergilloz, kronik fibrozis olusturan pulmoner aspergilloz ve aspergilloma olarak
tanimlanan klinik durumlardir. Tiiberkiiloz, tliberkiiloz dist mikobakteri
enfeksiyonlar, ABPA (allerjik bronkopulmoner aspergilloz), KOAH, amfizem,
pnomotoraks Oykiisii, daha 6nce tedavi edilmis akciger kanseri varligi, gegirilmis
akciger operasyonu, pndmoni (akciger absesi), sarkoidoz ve romatoid artrit varligi
KPA (kronik pulmoner aspergilloz) gelisimi i¢in tanimlanmis risk faktorleridir.
En sik gecirilmis akciger tiiberkiiloz dykiisii olan hastalarda gelismektedir. Immiin
baskilanmasi olmayan hastada en az bir kaviter lezyon, aspergillusa karsi gelisen
presipitan immiinglobulin G ve immiinglobulin E tipi antikorlar, kiiltiir veya
biyopsi 6rneklerinde Aspergillus spp. izolasyonu ve klinik bulgularin (kilo kayb,
Oksiiriik, hemoptizi, nefes darligl) en az 3 ay siiresince devami ile tani
konulmaktadir. Aspergilloma saptanan olgular genellikle asemptomatikdir.
Histopatolojik incelemelerde doku invazyonu gosteren veya gostermeyen hifal
yapilar ile birlikte kronik inflamasyon, nekroz, graniilom yapilar1 ve fibrozis
saptanabilmektedir. Zaman igerisinde kaviter lezyonlarda biiylime, akciger
parankiminde ilerleyen fibrozis, masif hemoptizi, sekonder enfeksiyon gelisimi
goriilebilmektedir. Masif hemoptizi kaviter simnirlarin brons damarlarina lokal
invazyonu, aspergilluslardan salinan endotoksinler veya mekanik etki ile
gelisebilmektedir. Aspergilloma olgularinin biiyiik cogunda lezyon stabil kalirken
bazen spontan kiigiilme ve ¢oziilme saptanabilmektedir. Lezyon boyutlarinda

biiyiime nadirdir (59). Yavas ama progresif ilerleme konagin immiinitesinin
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organizmay1 kontrol altinda tutabilmesine, fakat elimine edememesine bagldir.
Halsizlik, kilo kaybi, Oksiiriik, gogiis agris1t ve akciger grafisinde bilgisayarlt
tomografide daha iyi tanimlanabilecek yavas ilerleyen lezyon goriiliir. Radyolojik

bulgular, es zamanli bulunan mevcut akciger hastaligi ile karisabilir.

Disemine enfeksiyon (Santral sinir sistemi enfeksiyonu)

Anjioinvaziv hastalik varliginda, Aspergillus tiirleri hava yollarinin disinda
deri, beyin, gozler, karaciger ve bobrekler gibi farkli organlara yayilabilmekte ve
kotii  prognoz gostermektedirler. Dissemine enfeksiyon kadar paranasal
siniislerden lokal yayilim ile santral sinir sistemi enfeksiyonu olusabilmektedir.
Bu hasta grubu nobetler ve fokal norolojik belirtilerle karsimiza ¢ikabilir (39).

Baz1 olgularda mikotik anevrizmalar gelisebilir ve riiptiire olarak

subaraknoid hemoraji ve/veya ampiyem formasyonu olusabilir (60).

Rinosinuzit

Paranasal siniislerde aspergilloz mucormikoza benzer bir tablo
olusturmaktadir. Fakat rinoserebral aspergilloz daha ¢ok notropenik hastalarda
goriilmekte iken, mukormikoz daha siklikla diabetes mellitus varliinda ortaya
cikmaktadir. Notropeni nedeniyle inflamatuar cevap gii¢ ve bulgular silik olabilir.
Bununla beraber, nazal konjesyon, ates, yliz ve géz ¢evresinde agr1 belirgin olan
bulgulardir. Eger orbitaya yayilim s6z konusu ise, bulanik gérme, proptozis ve
kemozis meydana gelebilir. Enfeksiyon beyine yayilarak kavernoz sinus trombozu
ve farkli santral sinir sistemi belirtileri gosterebilir. Gorlintiileme bulgulart silik
olabilmekte, genel olarak fokal yumusak doku lezyonlari, fokal kemik
erozyonlari, manyetik rezonans goriintiilemede sinus smnirlarinda  fokal
genislemeler seklinde veya tomografide fokal hipodens alanlar seklinde
olmaktadir. Tan1 koymada biopsi hatta bazi zamanlar coklu biopsi alinmasi

gerekmektedir (61).
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Endoftalmit
Dissemine hematojen yayilimin disinda korneal enfeksiyon veya travma

sonucu direk inokiilasyon seklinde olabilir. Hastalarda goézde agri ve gorme

degisiklikleri olabilir (62).

Endokardit

Fungal endokardirin Candida tiirlerinden sonraki ikinci sebebidir. Prostetik
kapaklarda 6zellikle enfeksiyon meydana gelmektedir. Ozellikle cerrahi alanin
kontaminasyonu nedeni ile ameliyat sirasinda enfekte olurlar ve postoperatif
herhangi bir zamanda presentasyon goriilmektedir. Diger risk gruplar1 santral
intravendz kateteri olanlar ve intravendz ila¢ bagimlilaridir. Tipik olarak ates ve
emboli bulgular1 goriilmektedir. Kan kiiltiirleri ¢ok nadir olarak pozitiftir.
Embolusun mikroskopik incelemesinde hifal elemanlar siiphe uyandirsa da, tani

i¢in organizmanin kiiltiiri esasdir. Mortalite oranlart %100’e yakindir (63).

Kutano6z aspergillozis

Travma ile direk inokiilasyon sonucu primer olabilmekte ya da kan yolu
yayilimi ile sekonder olabilir. Saglikli konakta bile yiiksek spor miktarlarina
maruziyet veya travmatik inokiilasyon ile cerrahi yaralarda kutan6z hastalik
olusturabilir. Yanik hastalari, yenidoganlar ve SOT hastalar1 uzamis lokal deri
hasarma bagli daha ¢ok primer kutandz hastalik gelistirebilmekte iken,
hematolojik maligniteli ve HKHT alicilar1 daha siklikla komsu bolgelerden kan
dolasimi invazyonu ile hastalik olusturmaktadir. Tan1 sadece deri biopsisi ile
konabilmekte ve biopsi miimkiin oldugunca lezyonun merkezinden, dermis ve
subcutan bolgedeki damarlara uzanan hifalar1 goriintiilemek i¢in subkutan yag

dokuyu igerecek sekilde alinmalidir (64).

Gastrointestinal aspergillozis

Fokal invazyon ile nétropenik enterokolit, apandisit, kolonik {ilser,
abdominal agr1 ve/veya kanama ile karsimiza ¢ikabilir. Direk inokiilasyon
notropeni, glukokortikoid kullanimi ve mukozit gibi risk faktorlerinin varliginda

karsimiza ¢ikar (65, 66).
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2.5. Klinik Tam

2.5.1. Fungal infeksiyonlarda EORTC tanmimlari

Ilk kilavuz, hematolojik kanser ve kok hiicre nakli ile ilgili iken, son

kilavuzda buna solid tiimor ve immunsuprese hastalar da eklenmistir. Son

kilavuzda, siipheli fungal infeksiyon tanimi daraltilirken, olasi fungal infeksiyon

tanimi genisletilmistir. Ates, bir konak faktérii olmaktan ¢ikmis, radyolojik

bulgular genisletilmistir. Bu uzlasma metnine goére, IFI olasiligmi arttiran

durumlar 3 alt baslikta incelenmektedir: konak (host) faktorleri, klinik faktorler ve

mikrobiyolojik faktorler.

Konak faktorleri

HKHT alicilar

10 giin ya da daha uzun nétropenisi olanlar (<500/mm?)

3 haftadan fazla 0.3 mg/kg iizeri prednizon kullanimi1

Son 90 giinde T hiicre baskilayicilarinin kullanimi (siklosporin, TNF-a
blokerleri, monoklonal antikorlar-alemtuzumab gibi) veya niikleozid
analoglart kullanimi

Herediter ciddi immiin yetmezlik (Kronik Graniilomatoz Hastalik veya

Agir Kombine Immiin Yetmezlik) gibi faktdrler olarak tanimlanmaktadir.

Klinik (Radyoloji) faktorler

Major ve mindr kriterler ayirimi kalkmugtir.

Halo, hava-hilal ve kavitasyon

Halonun eslik etmedigi nodiil, kama lezyonlar ve koyu konsolidasyon
Trakeobronsit

Sinonazal infeksiyon (goriintiileme bulgular1 ve akut lokalize agr)
SSS infeksiyonu (fokal lezyon veya meningeal genisleme)

Dissemine kandidiyaz
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Mikrobiyolojik faktorler
Burada ayirim, kullanilan yonteme gore degil, tanima gore yapilmaktadir.
Ayrica endemik mikozlar icinde ayr1 tanimlar vardir. Kamtlanmis iFi diyebilmek

i¢in etkenin goriilmesi sarttir.

e Doku faktorleri tanimlari:

a. Histopatolojik, sitopatolojik veya dogrudan mikroskopik inceleme ile
igne aspirasyonunda veya biyopsi drneginde hifa olusumuna eslik eden
doku hasar1 (mikroskopik veya goriintiileme ile infiltrat ya da lezyon),

b. Normalde steril olan, ancak klinik veya radyolojik olarak infeksiyon ile
uyumlu anormal bir bolgeden alinan kiiltiirden kiif iiretilmesi (BAL,
siniis kavitesi ve idrar hari¢c) varsa buna kanitlanmis IFI demek
miimkiindiir.

Kan kiiltirinde iireme Fusarium icin kanitlanmis IFi kriteri iken

Aspergillus i¢in degildir.

e Mikolojik faktorler:

a. Direkt test: Dogrudan (sitoloji, mikroskopi, kiiltiir) balgam,
bronkoalveolar lavaj (BAL), brons fir¢alama Ornegi veya siniis
aspiratinda kiif mantarma isaret eden fungal yap1 ya da kiiltiir ile kif
mantar1 (Aspergillus, Fusarium, Zygomycetes veya Scedosporium spp.)
gosterilmesi.

b. Indirekt test: Dolayli testlerle (antijen ya da hiicre duvari yapis
saptanmasi) plazma, serum, BAL veya BOS’ta GM ile aspergilloz tanisi,
serumda BG ile kriptokok ve zigomikoz dis1 IFI tanis1 konabilir. Ancak
bu testlerin higbiri, kanmtlanmis IFI tanis1 koymak icin yeterli olmayip,

olas1 IFI hastalarinin tanimu icin gegerlidir.

Molekiiler ~yontemler bu tamimlar arasinda yer almamaktadir.
Standardizasyon sorunlar1 bu testlerin tani1 kriterleri arasina girmesini

Onlemektedir.
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Klinik arastirmalarda IFi’ler ii¢ grupta tanimlanmaktadir: Kanitlanmus, olast
ve stipheli. Bu tanimlarin gergeklesebilmesi i¢in ii¢ grup faktor kullanilmaktadir:

konak, klinik ve mikrobiyolojik faktorler ya da bulgular.

Kanitlanmus iFi
Mikrobiyolojik faktdrler arasinda yer alan doku faktorlerinin varligs,
kanitlanmis IFI tanimi icin yeterlidir. Eslik eden konak ve klinik faktdrlerin

varlig1 beklenir.

Olasi iFi
Konak faktorii, klinik faktor ve ayrica doku faktorii icermeyen mikolojik

faktor birlikte olmalidir.

Siipheli IFi
Konak faktoriine eslik eden ya klinik bulgular ya da mikoloji vardir (8, 9, 39).

2.5.2. Radyolojik tam

Direk grafi erken evredeki pulmoner hastalik saptamada duyarli degilken,
bilgisayarli tomografi tipik fokal lezyonlar1 gosterebilmektedir. Radyografik
bulgularin tipi konak ve hastaligin tipine (bronkopndomoni, anjioinvaziv
aspergillozis, trakeobronsit, kronik nekrotizan aspergillozis) gore degismektedir.
Pulmoner aspergillozis tipik olarak kaviteli/kavitesiz tek veya multiple nodiiller,
yamali veya segmental konsolidasyon, budanmis aga¢ manzarali/ manzarasiz
peribronsial infiltratlar ile karsimiza ¢ikar. Siklik sirasina gére 1 cm’den kiigiik
nodiiller daha siktir ve bunu konsolidasyon, biylik nodiiller, peribronsial
infiltratlar takip etmektedir (67).

Radyolojik bulgular konaga gore de degiskenlik gdstermektedir. Notropenik
hastalarda tipik halo belirtisi, buzlu cam infiltratlar1 ile c¢evrili nodiiller
goriilmektedir. Bu nodiiller uygun terapi altinda iken bile biiylime egilimindedirler

ve kavite haline gelerek hava-hilal goriintiisiine sebep olurlar (68).
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2.5.3. Ayirici tam

Aspergillus tiirlerine benzer klinik ve radyolojik 6zellikler (6r; halo belirtisi)
gosteren invaziv pulmoner infeksiyonlara yol acan mucor, fusarium,
Scedosporium gibi diger mantar tiirleri de bulunmaktadir. Halo belirtisi ayni
zamanda Pseudomonas aeruginosa tirtinde de karsimiza ¢ikmaktadir.

Mukormikozis, yine invaziv aspergillozisde oldugu gibi benzer 6zelliklerle
santral sinir sistemine yayilan rinosiiniizit tablosu olusturabilir. Fakat, rinoserebral
aspergillozis ndtropenik hasta grubunda daha sik goriiliirken, mukormikozis daha
cok diyabetli hastalarda karsimiza ¢ikmaktadir. Beyin apseleri de Aspergillus
tirlerine ek olarak yine mucor, fusarium, Scedosporium tiirlerine baglh

olusabilmektedir (39).

2.6. Laboratuar Tanisi

2.6.1. Konvansiyonel yontemler (Direk mikroskobi, Kiiltiir,
histopatoloji)

Aspergilluslarin  tiir diizeyinde tanimlanmalari makroskopik (koloni
morfolojileri, dzellikleri) ve mikroskopik (tipik sporlanma 6zellikleri, hif yapist,
dallanma sekli, konidyalarin sekli, tiretilme bigimi ve diizeni) gorliniimleri, yagsam
sikluslari, tireme sekilleri, hiicre duvar polisakkaritleri, antijenik yapilari ve
molekiiler ozellikleri dikkate alinarak yapilabilmektedir. Aspergillus kolonileri
kadifemsi veya pamugumsu dokuda, beyaz, sari, yesil, kahverengi ve siyah
renklidirler. Koloni tabani beyaz, sar1 veya sarimsidir. Mikroskop goriiniim
ozellikleri ise konidyumlarin sekli ve rengi, fiyalit (Sterigmata) siralanmasi (tek
veya cift sirali), vezikiil sekli ve konidiyoforun rengi, yapisal 6zelligidir (16).

Klinik orneklerden izole edilen herhangi bir Aspergillus tiirliniin patolojik
oneminin degerlendirilmesi, pozitif radyolojik veya yiliksek ¢Oziintirlikli
bilgisayarli tomografi bulgulariyla bile zor olabilir. Cilinkii bu tiirler rutin olarak
solunum yolu, deri ve diger Orneklerden izole edilirler. Direk mikroskopik
incelemede taze klinik Ornekte hiflerin gosterilmesi, tek bir ornekte yogun
tiremenin veya tekrarlayan orneklerde aym tiirlin saptanmasi ve dokuda hiflerin

gosterilmesi gerekmektedir (37).
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Aspergillus hif elemanlar1 ve hif morfolojilerinin detaylari, i¢cinde kalkoflor
beyazi1 veya Blankofor gibi floresan bilesikler bulunan ya da bulunmayan rutin
potasyum hidroksit preparatlarinin yani sira, Gomori metenamin giimiis boyasi
gibi mantar boyalari ile doku kesitlerinde kolayca goriilebilir. Hematoksilen-eozin
ile boyanan dokuda canli hifler bazofilik iken, nekrotik dokuda eozinofilik olma
egilimindedirler. Hiflerin goriinlimii enfeksiyon tipine gore degisiklik gosterir.
Invaziv aspergillozda tipik olarak hyalen, dar agiyla birbirine esit dallanan,
diizgiin yilizeyli, duvarlar1 birbirine paralel ve septum yerlerine ¢ok hafif
daralmalar olabilen hifler goriiliir. Doku i¢inde bastan basa ilireme gdsterirler,
paralel veya 1sinsal dizilimleri vardir. Akcigerdeki kaviteli lezyonlarda ise hifler
yumak gibi dolasik haldedirler ve kronik enfeksiyonda septumlarin olmamas1 gibi
atipik hif ozellikleri gosterirler. Ozellikle Fusarium ve Scedosporium tiirleri hem
kan damarlarn i¢inde liremeye egilimli olmasi hem de dar agiyla birbirine esit
dallanma olusturmast nedeniyle tiir identifikasyonu acisindan molekiiler
yontemlere gerekliligi ortaya koymaktadir. A.terreus dokuda hif yan duvarlarinda
tipik aleuroconidia sergiler, A.niger ise solunum yolu Orneklerinde kalsiyum
oksalat kristalleri bulundurarak ayrimda yardimci olur. Gomori metenamin giimiis
boyasit konidyum renklerini maskelese de Aspergillus konidyumlar1 ¢ogunlukla
purtiikliidiir. Zigomigetler de hiflerinin daha genis olmasi, ¢ok nadir septum
icermesi, cogunlukla ¢okmiis haldeki duvarlarinin paralel olmayip katlanmis
halde olmasi ile ayrilirlar.

Aspergillus  tirlerinin  havada da bulunmast kiiltiir  sonuglarim
etkilemektedir. Fakat besiyerlerinde koloni sayisinin ¢ok olusu ve ya ayni tiiriin
birden ¢ok kez izole edilmesi tan1 i¢in yardimei olabilir. Balgam, bronkoalveolar
lavaj sivisi, siniis yikama materyali, nekrotik lezyon biopsilerinin yani sira kan,
idrar, BOS orneklerinde de nadiren iireyebilir. Sabouraud dextroz agarda aseksiiel

formda iirer. Okaryotik protein sentez inhibitérii olan siklohekzimid, iiremesini

inhibe edebilir (37, 38).
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Aspergilluslarin tiir diizeyindeki tanimlanmalar1 koloni morfolojilerine ve
tipik sporlanma 6zelliklerinin mikroskobik incelenmesine dayanmaktadir. Invaziv

enfeksiyonlara neden olan tiirlerin morfolojik karakteristik 6zellikleri:

A. fumigatus; (En sik insan patojeni)

Makroskopi: Mavi-yesil ile grimsi turkuaz renkli, pamugumsu dokuda
koloniler.

Mikroskopi: Vezikiiliin sadece {iist kisim yaris1 tek sira (uniseriat) fiyalidle
kapli, fiyalitler konidiyofor eksenine paralel dizilimli, konidiyoforlar kisa, diizgiin

yiizeyli, konidyumlar yuvarlak, diizgilin sekilli ve dizilimleri siitun seklinde.

A. flavus ; (Ikinci en sik insan patojeni)

Makroskopi: Zeytin-kiif yesili renkli, kadifemsi dokuda koloniler.

Mikroskopi: Vezikiilin tamamini kaplayan tek veya iki sira dizilimli
fiyalidler, fiyalitler 1sinsal dizilimli, konidiyoforlar yiizeyleri dikensi veya

purtiikli ¢cikintili, konidyumlar yuvarlak, piirtiiklii ve dizilimleri 1sinsal.

A. terreus;

Makroskopi: Tarcin-bej renkli koloniler.

Mikroskopi: Siitunsu, iist yaris1 iki sira (biseriat) fiyalidle kapl vezikiil,
konidyoforlar kisa, konidyumlar yuvarlak, diizgiin yiizeyli ve dizilimleri siitun

seklinde. Hif boyunca kiiresel aksesuar konidyumlar saptanir.

A. niger; (En sik otomikoz etkeni)

Makroskopi: Siyah (basta beyaz), arka yiiz sar1 renkli, yliniimsii dokuda
koloniler.

Mikroskopi: Vezikiiliin tamamin1 orten, iki sirali fiyalidler, fiyalitler 1sinsal
dizilimli, konidyofor uzun ve genis, diizgiin yiizeyli, konidyumlar yuvarlak, kalin

duvarly, 1s1nsal dizilimli.
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Sekil 2.1. Sik goriilen Aspergillus tiirlerinin kiiltiir tiremeleri ve laktofenol ile
boyanma 6zellikleri (69).
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Aspergillus tiirlerinde hiicre duvar1 polisakkarit, protein ve lipidlerden
olugsmaktadir. Hiicre duvarinda yer alan polisakkaritler ise: B(1-3)-glukan, Kitin,
galaktomannan ve galaktofurandir (15). Bu yapilar hiicre duvarinin
dayanikliligindan sorumludur (16, 37).

Aspergillus, Fusarium, Scedosporium apiospermum hifleri dokuda birbirine
benzer. Yaklasik 45 derece ile dallanip, dallar1 ayn1 yone dogru uzanan bdlmeli
hifler, damar duvarina invaze olur. Gomori metenamin glimiis boyasi ile iyi
boyanirlar. Periodikc acid-Schiff (PAS) boyasi dokuda mantar ve elemanlarinin
ve hiicresel detaylarin incelenmesini saglar. Aspergillus fumigatus, A.flavus, A.
niger gibi bazi tlirlerin ayrimi, monoklonal antikorlar kullanilarak,
immunohistokimyasal yontemle yapilabilir (38).

Sadece patolojik olarak aspergilloz tanis1 konulmasi bilimsel olarak
miimkiin degildir. Septal1 hif olusturan hiyalen kiif mantarlarinin tamami dokuda
aynt goriintiiyli olusturmaktadir. Kaynaklarin ¢ogunda 45 derecelik ag1 ile
dallanan, septali hifler aspergilloza 6zgiil kabul edilmektedir. Olgu bildirimlerinde
iireyen bir kiif mantar1 olmamasina ragmen tani aspergilloz olarak sunulmaktadir.

Kiiltiir ve beraberinde hiflere bagli doku invazyonunun histopatolojik olarak
gosterilmesi 1A igin kesin taniyr vermektedir. Fakat, biopsi trombositopeniye
bagli kanama riski nedeni ile siklikla miimkiin olmamaktadir. Genel olarak ilk
asama tanida serum belirtecleri, balgam/BAL Orneklerinin boyamas1 ve kiiltiirii

gibi noninvaziv yontemleri kullanilmaktadir.

2.6.2. Serolojik yontemler

Serum veya diger viicut sivilarinda Aspergillus’un ¢oziinen antijenlerinin
saptanmasi i¢in bazi testler gelistirilmistir. Radioimmunoassay, ELISA, biotin-
avidin-linked immunosorbent assay, lateks agliitinasyon ve immunobloting en sik
kullanilan yontemlerdir. Bazilar1 erken taniya yonlendirebilecek duyarliliga sahip
olsa da ¢ok azi ticari olarak mevcuttur. Yapilan calismalarda 6zellikle ELISA ¢ok
duyarli ve 6zgiil bir test olarak goriilmiistiir. Galaktomannan, aspergillus hiicre
duvarinda bulunan bir polisakkariddir. Galaktomannan antijeni A.fumigatus,
A.flavus, A.niger, A.nidulans, A.ustus ile enfekte hastalarda saptanmistir.

Galaktomannan antijenini saptamak i¢in gelistirilen lateks agliitinasyon testi
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(Pastorex kiti - Sanofi Diagnostic Pasteur, Fransa), bircok ¢alismada
degerlendirilmis ve duyarliligt c¢ok yiiksek bulunmamistir. Ticari olarak
bulunabilen bir ELISA yontemi ile (Platelia Aspergillus-BioRad, Fransa), LA
testine gore galaktomannan antijenleri bes glin 6nce saptanabilmektedir. Bu kit
lateks yoOntemindeki ayni monoklonal antikoru kullanmaktadir ve daha o6nce
saptama yapmaktadir. Ayn1 zamanda bronkoalveolar lavaj sivisindan da 6l¢iim
yapilabilmektedir. Ancak, antijen serumda daha 6nce saptanabilmektedir. Serum
ve BAL orneklerinde calisilmasi FDA (US Food and Drug Administration) onay1
almistir. Her ne kadar galaktomannan antijeni IA hastalarmin beyin omurilik
stvisi, idrar ve bronkoalveolar lavaj sivisi gibi diger viicut sivilarinda saptanabilse
de, simdiye kadar test serum icin onay almistir (70). IA riskini saptamak icin
haftada iki kez Ol¢lim yapilmasit Onerilmektedir. Hematolojik maligniteli
hastalarda antijen titrelerinin izlenmesi, antijen titre seyrinin tedaviye alinan
yanitla uygunluk gosterdigini ortaya koymustur. Optik dansite (OD) indeksi
hesaplanarak sonuglar degerlendirilmektedir. Ilk olarak, Avrupa’da genel olarak
1-1.5 gibi yiiksek OD indeks degerleri pozitiflik olarak degerlendirilirken, yapilan
son caligmalarda 0.5-0.7 gibi diisiikk degerlerin sonu¢ yorumlarken daha iyi
performans gosterdigi ortaya ¢ikmistir (71, 72).

Kit i¢in FDA tarafindan oOnerilen threshold OD indeks 0.5 olarak
belirlenmistir. 0.5 ve tizeri degerler pozitif olarak kabul edilmektedir. Bu testin en
onemli sorunlarindan biri yalanci pozitifliktir. Yalanct pozitiflik; Histoplasma
capsulatum, Fusarium, Penicillium ve Paecilomyces tiirleri ile ¢apraz reaksiyon
(73-75), baz1 besinlerde (proteinden =zengin, siit, piring gibi) bulunan
galaktomannanin kana geg¢mesi, intravendz piperasilin-tazobaktam, amoksisilin-
klavulonik asit gibi bazi ilaglarin kullanilmasi sonucu goriilebilmektedir. Bu
ilaglarin iiretiminde Penicillium mantarlarinin kullanimi bu duruma neden
olabilmektedir. Yalanc1 pozitiflik bu ilaglarin kullaniminin birakilmasindan sonra
ki bes gline kadar devam edebilmektedir (76). Son yapilan ¢aligmalar, yeni
tiretilen piperasilin-tazobaktam preparatlarinin bu sonuca daha nadir olarak yol
actigini belirmektedir (77). HKHT sonrasi ilk 100 giinde ve kemoterapi, GVHH
nedeni ile gastrointestinal mukoziti olan hastalarda yalanci pozitiflik daha sik

meydana gelmektedir. Bu durumun, azalmig mukozal biitiinliik nedeni ile ¢apraz
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reaksiyona yol acacak besin ve bakterilerin ntestinal mukozaya gecisine bagh
oldugu diisiiniilmektedir (78). Olas1 diger bir sebebin de dondurulmus besin
maddeleri paketlerinin, sodyum glukonat gibi kullanilan besin katki maddelerinin
Aspergillus ve Penicillium ile kontaminasyonu ve bunlarin sindirimi sonucu
olabilecegi bildirilmistir (79).

Bagirsak florasinda bulunan bakteriler de, serumda pozitiflige neden olan
eksojen kaynaklar arasinda bulunabilir. Galaktomannan molekiiliinde yer alan ve
ELISA testinde kullanilan EB-A2 immiinglobulin (IgM) monoklonal antikorunun
hedefi olan beta-1,5- bagli galaktofuranozil zincirinin, Bifidobacterium basta
olmak {izere belirli bakterilerde membran iligkili bir molekiil olarak da bulundugu
saptanmustir. Insan bagirsaginda bulundugundan ve yenidoganlarda fazlaca
olduklarindan, bu hastalarda bagirsak biitiinliigiiniin bozulmasiyla serumda
pozitiflik olusturabilecegi diisiinlilmektedir. Antifungal ilaglarin kullanimi bu
antijen testlerinin duyarliligin1 diisiirmektedir (80).

Zygomycetes ve Cryptococcus tirleri disindaki candida ve Pneumocystis
Jjirovecii gibi bir¢ok patojen mantarin hiicre duvarinda bulunan 1,3-beta-D-glukan
antijeninin  (G-testi), serumda gosterilmesi, invaziv aspergilloz tanisi igin
kullanilan bir diger tan1 yontemidir. Ancak bu test 1A igin 6zgiil degildir (81). 1,3-
beta-D-glukanin kendisi immiinolojik olmamasina karsin, saptama sistemi
proteolitik bir koagiilasyon basamagina dayanir. 1,3-beta-D-glukan testiyle
yalanci pozitiflik durumlart ise bobrek yetmezligi olanlar, selilloz membranla
hemodiyaliz uygulananlar, belirli immiinglobulin iiriinleriyle intravendz tedavi
edilenler, albiimin kullanimi, pseudomonas aueruginosa gibi bakteri tiirlerine
bagli kan dolasgimi enfeksiyonu olanlar, glukan iceren gazli bezlerle ve benzer
maddelerle temas eden kisiler veya orneklerdir. Bu durum 1,3-beta-D-glukan
takibinin, tan1 koyma asamasinda klinik muayene ve yiiksek c¢oziintirlikli
bilgisayarli tomografi gibi diger tan1 yontemleriyle kombine edilmesi gerekliligini

gostermektedir (38, 82).
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2.6.3. Molekiiler yontemler

IA tanisinda antikorlarin gosterilmesindeki simirlilik, yiiksek mortalite
nedeniyle hizli taninin 6nemi, arastirmalar1 molekiiler yontemlere yonlendirmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile A.fumigatus, 0zgiil primerlerle uygun
orneklerden 8 saat i¢inde tamimlanmistir. Bu teknigin  uluslararasi
standardizasyonunun yoklugu, kullanilmasini engellemektedir. Diizenli ve ardisik
PZR testinin, IA erken tanisinda giivenilir oldugu, birbirini izleyen birkag¢ 6rnekte
negatif sonu¢ alman hastalarda, 1A gelismedigi gdzlenmistir. Fakat, giiniimiize
kadar yapilmis PZR ¢alismalarindaki hedef bdlge secimi, kit, method ve hasta
secimindeki farkliliklara bagli olarak heterojen sonuglarin varligi genelleme
yapilmasini 6nlemektedir (83).

Restriction fragment length polymorphism (RFLP), finger printing, random
amplification of polymorphic DNA (RAPD) gibi yontemler Aspergillus’un

epidemiyolojik tan1 ve tiplendirme ¢alismalarinda kullanilmaktadir (84).

2.6.4. Mantar metabolitlerinin gosterilmesi

Bagisik yanita bagli olmaksizin, hastalarin viicut sivilarinda ve dokuda
yiiksek diizeyde D-mannitol bulunmasi, 1A ile uyumlu bulunmaktadir. Gaz likit
kromatografi ve kiitle spektroskopi gibi yOntemler gibi testlere Ol¢iilmesi,
uygulanmasini sinirlamaktadir. BAL sivisinda oksalit asit saptanmasi, aspergilloz
icin on bulgu olarak Onerilmektedir. Aspergillus tirlerinin olusturdugu
metalloproteaz, fosfolipaz gibi enzimlerin, mannitol ve gliotoksin gibi

metabolizma iiriinlerinin gdsterilmesi, IA tanisi i¢in yardimei olabilir (38).

2.6.5. Yeni gelistirilen kitler

Yeni jenerasyon monoklonal antikorlardan JF5, immunglobulin altgrup-3
yapisinda bir sican immiinglobulinidir. Yiiksek oranda Aspergillus tiiriine spesifik,
Candida, Trichosporon, Fusarium, Scedosporium ve mukormikoz etkenlerini de
iceren klinik olarak ilgili genis bir yelpazedeki bir¢ok mantar ile ve yine diger
serolojik yontemlerin aksine piperasilin/tazobaktam ya da istirahat halindeki kiif
sporlar1 ile capraz reaksiyon vermemektedir. JFS, aspergillus tiirlerinin akut fazda

aktif liremesi sirasinda salgiladiklar1 hiicre dis1 bir glikoprotein antijenini (al-3-,
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al-6-baglt mannoprotein) saptamaktadir. Bu sayede invaziv kiif infeksiyonunu
aktif olmayan mevcut sporlardan ayirabilmektedir. Bu monoklonal antikor; serum
ve bronkoalveolar lavaj sivisindaki Aspergillus mannoproteinlerinin hizli tespiti
icin bir immiinokromatografik lateral-akis yontemi ile kombine edilerek bir kit
olusturulmustur. Bu yontem, en {inlii olarak bilinen evde uygulanan gebelik testi
ayrica virlis, bakteri ve toksinlerinin tespitinde de kullanilan lateral-akim
teknolojisidir (85, 86).

Diger bir teknoloji de 1s1 kaynakli desorpsiyon — gas kromotografi/ kiitle
spektometri yOntemini kullanarak insan nefesinden sekonder metabolitlerin
tespitidir. Sonuglar umut verici olsa da her iki kitin performansini belirlemek i¢in

daha ¢ok calisma gerektigi belirtilmektedir (87).

2.7. Tedavi ve Onlem

Aspergillozis tedavisinde kullanilan polien, azol ve ekinokandinler olmak
lizere li¢ grup antifungal ajan yer almaktadir. Uygun tedavi se¢iminde konagin
immiin durumu, organ fonksiyonu (karaciger ve bobrek) ve Onceki uygulanan
terapiler g6z oniinde bulundurulmalidir.

Amerika Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi (The Infectious Diseases Society
of America - IDSA) 2008’de IA tedavisi i¢in bir kilavuz yaymlamistir. Amerikan
toraks dernegi (The American Thoracic Society - ATS) de 2011°de yetigkin
akciger ve yogun bakim hastalarinda fungal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kilavuz
yayinlamistir. Her iki kilavuz da benzer 6neriler de bulunmakta ve birgok hastada
tedavide vorikonazoliin IA’nin ilk tedavi segenegi oldugunu belirtmektedir (88).
Kiiltiir, galaktomannan antijen veya histopatoloji ile IA tanist dogrulanmis
hastalarda ve vorikonazol ile monoterapiye yanit vermeyen hastalarda kurtarma
terapisi olarak yeni Oneriler arasinda vorikonazol ve ekinokandin kombinasyonu
yer almaktadir (89).

Vorikonazole ciddi reaksiyon gosteren intoleran hastalarda diger segenekler
arasinda amfoterisin B (ticari formlar; AmBisome or Abelcet) veya Mart 2015°de
(US Food and Drug Administration-FDA) Amerikan gida ve ilag yoOnetimi
tarafindan onay alan isavukonazol yer almaktadir. Hangi ajanin segilecegini organ

fonksiyonu, toksisite ve tolerans belirlemektedir. Ciddi hepatotoksisitesi olan
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azoller veya diger ajanlarla ila¢ etkilesimi meydana gelen hastalarda tedavi lipid
formdaki amfoterisin ile degistirilmektedir. Her ne kadar isavukonazol ile yeterli
deneyim bulunmasa da, bobrek disfonksiyonu olan ve igerigindeki siklodekstrine
bagli olarak damar yoluyla vorikonazol tedavisi alamayacak hastalarda,
vorikonazol ve lipid formdaki amfoterisin yerine isavukonazol Onerilmektedir.
Erken donem kullanimda vorikonazole bagli norolojik ve gorsel toksisiteler olsa
da bu durum siklikla gegici olmaktadir ve tedavi degisimi kalici, 6zellikle de ciddi
semptomlar varliginda gerceklestirilmektedir. Eger invaziv kiif enfeksiyonu
sliphesi varsa yakin zamanda baslanan vorikonazol tedavisine ek olarak mukor
grubundaki intrensek vorikonazol direnci gbz Oniinde bulundurularak tedaviye
amfoterisin de eklenmelidir (90).

Unutulmamasi gereken bir nokta da vorikonazoliin diger kemoterapi ilaglari
ile etkilesimi, toksisitelerini arttirmast (6r; vinkristine bagli norotoksisite) veya
sitotoksik ilaglarin etkisini azaltmasidir. Bazi Aspergillus tiirlerinin (or; A.
Terreus) amfoterisin icin yiiksek MIK (minimum inhibitér konsantrasyon)
degerleri) degerlerine sahip olmasin1 tedavi baslangicinda g6z Oniinde
bulundurmak gerekmektedir.

Monoterapiye yanit vermeyen hastalarda kurtarma terapisi olarak
vorikonazol veya lipozomal amfoterisine ek olarak caspofungin, mikafungin veya
anidulafungin gibi ekinokandinler kombine edilebilmektedir. Genel olarak tedavi

basarisizlig1 ilag basarisizligindan ¢ok immiinolojik yetmezlige bagli olmaktadir.

flaclarin doz, etki ve yan etkileri

Triazollerden flukonazoliin Aspergillus tirlerine karsi etkinligi yoktur ve
itrakonazol aspergillozisde vorikonazolden sonra ikinci basamak tedavi ajani
olarak bilinmektedir. Posakonazol, mukokutan6z kandidiazis tedavisi ve
notropenik hastalarda invaziv fungal enfeksiyonlarin profilaksisinde kullanilmak
tizere FDA onay1 alan genis spektrumlu bir antifungal ajandir. Posakonazol, ilk
olarak 2013’de oral siispansiyonu ile yayginlagmis fakat daha sonra ge¢ saliniml
tabletleri gelistirilmistir. Son olarak 2014 yilinda damar yolu ile kullanilan formu

gelistirilmistir. En yaygin yan etkileri gastrointestinal rahatsizliklardir (91).
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Vorikonazolin hem damar yolu hem oral yolla alinabilen formlar
mevcuttur. Onerilen doz birinci giin 6 mg/kg damar yoluyla her 12 saatte bir,
takip eden giinlerde 4 mg/kg damar yoluyla her 12 saatte bir olacak sekildedir.
Giincel olarak onerilen oral doz olan her 12 saatte bir 200 mg’dir. Fakat bu dozun
serum ila¢ konsantrasyonunun ¢ok diisiik hatta Olciilemez diizeyde kaldigi not
edilmigstir. Tablonun ilerledigi olgularda doz oral olarak her 12 saatte bir
4 mg/kg veya her 12 saatte bir 300 mg olarak arttirilabilir. Tedavinin ilk
giinlerinde serum vorikonazol konsantrasyonu takibi ve serum konsantrasyonunun
>1 mcg/mL ve <5.5 mcg/mL araliginda tutulmasi onerilmektedir. Vorikonazol
ilag etkilesimleri, gorsel degisiklikler, haliisinasyonlar, uzamig QT araligi,
noropati, hafiza ve konsantrasyon problemleri, alopesi, agiz lezyonlari,
fotosensitivite, skuamoz hiicre karsinomuna kadar uzanan cilt lezyonlarina yol
acabilmektedir (92-94).

Kaspofungin, standart terapiyi tolere edemeyen veya direng gdsteren 1A
hastalarinin tedavisinde kullanilmak iizere FDA onay1 almisken, mikafungin ve
anidulafungin IA tedavisi i¢in heniiz FDA onayr almamustir. Fakat biitiin
ekinokandinler Aspergillus tiirlerine karsi etkilidir ve esit etkinlige sahiptir (95).
Ekinokandinler, IA ilk basamak tedavisinde degil de kombinasyon terapisi olarak
kullanilmaktadirlar. Ekinokandinlerin sadece damar yolu ile uygulanan formu
bulunmaktadir. Bobrek yetersizligi, hemodiyaliz, hemofiltrasyon uygulanan
hastalarda doz ayar1 gerekmemektedir. Caspofungin icin onerilen doz, 1.giin 70
mg/kg yiikleme dozu ardindan giinliik 50 mg/kg veya yetersiz ise 70 mg/kg’dir.
Mikafungin i¢in yiikkleme dozu gerekmeden giinlik 100-150 mg/kg’dir.
Anidulafungin i¢in 1. giin 200 mg/kg yiikkleme dozu ardindan giinlik 100
mg/kg’dir. Ekinokandinler iyi tolere edilebilir ve diger sistemik antifungal ilaglara
gore daha az yan etkiye sahiptirler. Asemptomatik aminotransferaz ve alkalen
fosfataz diizeylerinde artis ekinokandinlere bagli en sik rapor edilen anomal
bulgudur (96).

Amfoterisin B lipid formiilasyonlar;;  Lipozomal  amfoterisin
B (AmBisome), Amfoterisin B lipid kompleks (ABLC, Abelcet), Amfoterisin B
kolestril siilfat kompleks (amphotericin B colloidal dispersion, ABCD, Amphotec)

dir. Lipid formulasyonlarin asil avantaji, biiyiik dozlarda bile daha az toksisite
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yaratmasidir. Amfoterisin B lipid kompleks ve lipozomal amfoterisin B,
amfoterisin B deoksikolata gore daha az inflizyon bagimli yan etkilere yol agcarken
ABCD, amfoterisin B deoksikolat ile benzer reaksiyonlar yaratmaktadir.
Lipozomal amfoterisin B (AmBisome) i¢in onerilen doz damar yoluyla giinliik 3-
5 mg/kg iken, amfotericin B lipid kompleks (Abelcet, ABLC) i¢in damar yoluyla
giinlik 5 mg/kg’dir. Amfoterisin’in lipid formulasyonlari, amfoterisin B
deoksikolata gore daha az nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Inflizyon bagimli
reaksiyonlar ve elektrolit anormallikleri diger var olan yan etkileridir.
Isavukonazol icin yiikleme dozu ilk 48 saat her 8 saatte bir 200 mg oral
yolla 2 kapsiil veya damar yolu ile olacak sekildedir. Takiben giinde bir 200 mg
oral veya damar yoluyla olacak sekildedir. Isavukonazol, isavukonazonyum
siilfatin 6n ilact olarak tiretilmistir. En yaygin yan etkiler; bulanti, kusma, diare,
bas agrisi, karaciger enzimlerinde yilikselme, hipokalemi, kabizlik, dispne,
Oksiiriik, periferal 6dem ve sirt agrisidir. Bunlarin yaninda hepatotoksisite,
infiizyon reaksiyonlar1 ve ciddi alerjik deri reaksiyonlarina da yol acabilmektedir.
Ailesel kisa QT sendromu olan vakalarda kullanimi kontrendikedir (97).
Antifungal terapinin siiresi, enfeksiyonun lokalizasyonu, hastanin altta yatan
hastaligi, ileri donem immiinsiipresyon ihtiyaci ve tedaviye yanit durumuna bagh
olmaktadir. Tedavi, enfeksiyonun biitiin belirti ve bulgular1 (6r; radyografik
anormallikler) gerileyene kadar devam edebilmektedir. Immiin yetmezligi devam

eden hastalarda aylar, hatta yillar boyunca stirebilmektedir.

Kombinasyon terapileri

Kombinasyon terapileri (vorikonazol ve ekinokandin, lipozomal amfoterisin
B ve ekinokandin) hem ilk asama tedavide hem de vorikonazol veya lipozomal
amfoterisin monoterapisine yanit vermeyen hastalarda uygulanan kurtarma
tedavisinde s6z konusu olabilmektedir. Mevcut caligmalardaki sonuglar
degiskenlik gostermekte ve daha ¢ok karsilastirmali c¢aligmalarin yapilmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Amfoterisin B ve azol kombinasyonu iizerine hayvan modellerinde yapilan
caligmalar, triazollerin amfoterisin ile beraber veya ardisik kullanimlarinda

antagonist etki ortaya ¢iktigmi desteklemektedir. Bu durumu agiklayan
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mekanizmalardan biri ergosterol sentez yolundaki azol inhibisyonuna bagli olarak
amfoterisinin mantar membranlarina baglanmasindaki azalmadir. Bir digeri de,
azolliin hiicre membraninda birikmesine bagli olarak amfoterisinin ergosterole

baglanmasinin yarismali inhibe olmasi olarak agiklanmaktadir (98).

Antifungal direnc

Baz1 Aspergillus tiirlerinde, antifungal ilaclara duyarliliklarda degiskenlik
mevcuttur. Aspergillus terreus amfoterisine invitro olarak daha az duyarhdir,
klinik ¢aligmalarda da vorikonazol gibi alternatif ilaglarin tercih edilmesi
onerilmektedir. Aspergillus calidoustus, Aspergillus lentulus amfoterisin ve
vorikonazol dahil bir¢ok ilaca karsi yiiksek oranda diren¢ gostermektedir. A.
fumigatus izolatlarinda da coklu azol direnci bazi Avrupa iilkelerinde rapor
edilmistir (99, 100). 98 nolu kodonda 16sin yerine histidin degisikligi, es zamanl
promotor gen bolgesindeki tekrar sonucu itrakonazole diren¢ meydana gelmekte
ve vorikonazol, posakonazol minimum inhibitér konsantrasyonunda artis
olmaktadir. Hollanda’da yapilan bir siirveyans g¢alismasinda klinik ve ¢evre
orneklemelerinde A.fumigatus’da TR46/Y121F/T289A mutasyonu ve yeni cypS1A
aracili mutasyon sonucu yiiksek diizey vorikonazol direnci saptanmistir (101). Bu
durumun olas1 sebebi olarak o bolgelerde tarimda yaygin bir bigimde triazol
fungisidlerinin ~ kullanim1  oldugu diisiiniilmektedir  (102).  Giiniimiizde,
A.fumigatus ilag direng epidemiyolojisi yeterli degerlendirme bulunmamakta, azol

monoterapisine karsi direncin arastirilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Immiinmodiilasyon

IA tedavisinde ek bir antifungal terapi olarak miimkiin oldugu zaman
immiinsilipresyon derecesi azaltilabilmelidir (103). En kotii sonuclar persiste ve
ciddi immiin disfonksiyon ve antifungal yonetimini kisitlayan organ
disfonksiyonlarinda ortaya ¢ikmaktadir.

Koloni-stimiilan faktorlerin nétrofilin dogal fungisidal kapasitesini artiric
bir etkiye sahip oldugunu destekleyen bir kanit olmasa da, yapilan invitro bir
caligma graniilosit koloni-stimiilan faktor ve interferon-gamanin nétrofilin

oksidatif patlamasint ve Aspergillus hifa hasarmi artirdigini  gostermistir.
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Graniilosit transfiizyonunun {A ve nétropenili hastalarimn iizerindeki etkisi ile ilgili

olarak da ¢ok az veri bulunmaktadir (104).

Cerrahinin yeri

Cerrahi, IA hastalarinda nekrotik doku debritmani ve enfekte dokunun
ortadan kaldirilmasi ic¢in kullanilabilmekte, fakat kisitl vakalarda yararh
olmaktadir. Cerrahinin gerekip gerekmediginin kararmmi vermede lezyonun
lokalizasyonu, yaygmligi, gerekli olan rezeksiyonun derecesi, komorbidite,
hastanin cerrahiyi tolere edebilirligi, kemoterapideki gecikmenin potansiyel
etkileri, kiiratif veya palyatif antineoplastik terapi amaci gibi faktorler ekili
olmaktadir. Ornegin; notropenik hastalardaki trombositopeni komplike olabilecegi
icin cerrahiyi imkansiz kilmaktadir. Aspergillus rinosiniizitinde debritman ek
tedavi segenekleri arasinda bulunmaktadir. Baz1 hastalarda radikal veya tekrarl
cerrahi gerekliligi olmaktadir. Cerrahi gerekliligini tan1 sirasindaki kemik
invazyon derecesi de belirleyebilmektedir. Nekroz derecesinin biiyikIigi
antifungal aktiviteyi baskilamakta ve olast damar invazyonu riskini ortaya
koymaktadir. Olas1 invazyon ornekleri; pulmoner lezyonun komsulugundan veya
damar yolu yayilimi ile endokardit, nekrotik cilt lezyonlari, perikardiyal
enfeksiyon, ampiyem, gogiis duvart invazyonu, enfekte prostetik kapak ve
osteomiyelitdir (103).

Pulmoner kavitenin cerrahi eksizyonu ozellikle tek bir pulmoner lezyonu,
tekrarlayan hemoptizisi ve bakteriyel siiperenfeksiyonu olan hastalarda
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, cerrahiye bagli mantarin plevral kaviteye
yayilimi1 da s6z konusu olabilir. Serebral lezyonlar1 olan hastalarda mevcut

antifungal tedavi yeterli olmakta, cerrahi gerekmemektedir (105-106).

Onlem ve erken tedavi

[A’da sagkalim oranlarin1 ndtropeni siiresi, glukokortikoid dozu, karaciger
ve bobrek fonksiyonu, enfeksiyon bolgesi ve genisligi gibi faktorler
belirlemektedir. Gerek febril noétropenili hastalarda empirik tedavi, gerekse
galaktomannan gibi tarama testlerini sonuglarina bagli preemptif tedavi profilaktik

stratejiler arasinda bulunmaktadir (107).
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Primer profilaksi: AML’e bagli tedavi goéren hastalarda aspergillozisi

onlemede posakonazol kullanimi flukonazol ve itrakonazole gore daha etkilidir.
Ciddi GVHD olan allojenik HKHT alicilarinda da flukonazol daha etkilidir.
Uzamis notropenisi olan hematolojik maligniteli hastalarda amfoterisinin inhale
formlarinin kullaniminin aspergillozis insidansini azalttig1 gortilmiistiir (108).

Empirik tedavi: Empirik tedavi, notropeni periyodundaki febril hastalarda

invaziv fungal enfeksiyonu oOnleme amaghh uygulanan antifungal tedaviyi
icermektedir. Azol profilaksisinden olusan empirik tedavi persistan atesi olan
hastalarda standart bir uygulama haline gelmistir (109).

Preemptif tedavi: Preemptif terapi, empirik tedaviye alternatif olarak

gelistirilen erken tedavi stratejisidir. Aspergillozis i¢in yapilan ardigik taramalarin

sonucuna dayanarak baslanan antifungal terapiyi icermektedir.

Relapsin onlenmesi icin sekonder profilaksi

Antifungal tedavisi tamamlanan hastalar notropeni tekrar ettigi takdirde
aspergillozis reaktivasyonu agisindan risk altindadirlar. HKHT veya kemoterapi
alan yiiksek relaps riski altindaki hastalarda sekonder proflaksi gerekmektedir.
Sekonder profilaksi, artmis relaps riski sirasinda antifungal terapinin tekrar
baslatilmasidir. Relaps aspergillozis dnlenmesinde vorikonazol kullanilmaktadir
(110). Relaps IA patogenezi olarak tamamen eradike edilememis latent, subklinik
enfeksiyonun reaktivasyonu oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum, organizmanin
anjioinvaziv Ozelligine veya zayif ila¢ penetrasyonuna (0r; yabanci cisim,
vejetasyonlar, akciger veya kemik sekestrasyonlar1) bagli  bdlgenin
temizlenememesine sekonder olabilmektedir. Enfeksiyon bolgesi (Or; siniisler),
sistemik kortikosteroid kullanimi, altta yatan hematolojik maligniteye bagh
remisyon eksikligi, ndtropeni siiresi ve uyumsuz HKHT alicis1 olma gibi faktorler
IA relapsma sebep olabilen etkenlerdir (111). Toll-like reseptor-4, dectin-1,
mannoz-baglayict lektin kodlayan genlerdeki polimorfizm gibi dogal immiin
sistemdeki varyasyonlar sonucu da devam eden hastalik riskine bagl reinfeksiyon

karsimiza ¢ikabilmektedirler.
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Onlemde genel olarak unutulmamasi gereken diger noktalar da; Riskli
hastalarin bulundugu servislerde diizenli hava Orneklemesi yapilmasi, insaat
alanlarinin izole edilmesi, Hastane binalar1 insaati yapilirken pencere olmamasi,
riskli iinitelerde HEPA filtreler bulunmasi, riskli iinitelerin hastanenin giris veya
girise yakin katlarina degil, daha st katlarina kurulmasi, hasta odalarinda bulunan
HEPA filtrelerinin etkinlik agisindan belirli araliklarla kontrol edilmesi, hastane
enfeksiyon kontrol komitelerinin bu konuda dikkatli davranmasi ve boliimler
arasinda korelasyon kurulmasi basitce yapilabilecek diger dnlemler arasinda yer

almaktadir (38).

Prognostik faktorler

IA, ozellikle HKHT sonrasindaki immiinsiiprese hastalardaki en &nemli
6lim nedenidir. Konak faktorleri, altta yatan hastalik, beyin tutulumu, inatgi ve
ciddi notropeni, glukokortikoid kullanimi, insan lokosit antijeni uyumsuz kok
hiicre alim1 ve kontrolsiiz GVHD sag kalimi etkileyen faktorlerdendir. Tanidaki
gecikme sag kalim oranlarimi koétiilestirmektedir. Transplantasyon 6ncesi akciger
fonksiyonu, karaciger ve bobrek fonksiyonlar1 da daha once belirtildigi gibi sag
kalimi etkilemektedir. Serum galaktomannan taramasinin da tanisal degerinin

yaninda prognostik degeri bulunmaktadir (46, 112, 113).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan, 18.09.2013 tarihinde, 70904504 sayili 130 karar no ile
onaylanmistir. Proje calismasi, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 biinyesinde, Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez

Laboratuarinda yapilmistir.

3.2. Hastalar ve Ornekler

Ocak 2015 - Ocak 2016 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Servisi ve Yetiskin Kok Hiicre Transplantasyon
Unitesinde takip edilen febril nétropenik, fizik muayene ile ates nedeni olabilecek
yeni odak saptanmamis, ampirik anti bakteriyel tedaviye bes giin i¢inde yanit
almamayan hastalar, 1A acisindan riskli grup kabul edilerek calismaya alinmustir.
Bu hastalardan nétropenik olduklar1 donemde ates yiikselmeye basladiginda ve
ates devam ettigi siirece haftada iki kez olmak iizere periferik kan Ornekleri
topland1. Notrofil sayisinin 500/mm®’iin altinda olmasi notropeni (0,5x109/L),
100/mm>’iin altinda olmas1 derin nétropeni olarak tamimlandi. Notropenik bir
hastada atesin bir kere 38.3°C’nin lizerine ¢ikmasi ya da 1 saat siireyle 38°C ya da
izerinde ates olmasi olarak tanimlandi. Caligsmaya alinan hastalara ait demografik
bilgiler, IA icin risk faktorii olan altta yatan hastaliklari, uygulanan kemoterapi
rejimleri, antibakteriyel, antifungal profilaksi ve empirik tedavileri, kok hiicre
nakli varligr gibi veriler sorgulandi. Hastalarin klinik ve laboratuar bulgular
izlendi. Klinik orneklerindeki iiremeler ve goriintiileme yontemleriyle elde edilen
sonuglar kaydedildi. Hasta izlemi ¢alisma boyunca hastalarin taburculuk, sevk
veya eksitus durumlarina kadar siirdiiriildii (Ek 1).

Hastalardan alinan kan Ornekleri serumlarma aynistirilarak Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuarinda IA tanisinda yararlanilan
serolojik testlerden olan galaktomannan antijen testi uygulandiktan sonra ticari bir

kit ile PZR testi uygulanmak {izere -80°C’de saklandi. Takiplerde,
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EORTC/MSG’nin konak, klinik ve mikrobiyolojik faktdrler ya da bulgular goz
Oniine alinarak yayinladigi 2008 revize kriterlere gore kanitlanmis (proven), olast
(probable) veya siipheli (possible) IA olmak iizere epizodlar gruplara ayrilarak
degerlendirildi. Bu smiflamaya girmeyen ve IA agisindan risk faktorii tasiyanlar

ise IA agisindan riskli olarak tanimlandu.

3.3. Galaktomannan Antijen Arama

Platelia Aspergillus kiti (Platelia Aspergillus; Sanofi Diagnostics Pasteur,
Marnes-la- Coquette, France) serumda GM’1 saptayabilen tek basamakli sandvig
immiino enzimatik kat1 faz yontemidir. ilk olarak 1999’da piyasaya siiriilmiis,
2003’de serum Orneklerinde kullanilmak tizere FDA onay1 almistir. Testte, sigan
anti-galaktomannan monoklonal antikorlar1t ELISA ¢ukurlarinda kaplanmis olarak

bulunmaktadir.

Testin uygulamsi

1. ELISA plagi (Monoklonal antikorlarla kapl kuyucuklar) aliiminyum folyo
kapli paketinden ¢ikarilip oda 1sisinda 15-20 dakika bekletildi.

2. Konsantre yikama soliisyonu (Tris NaCl pH 7.4 buffer, %2 Tween 20)
distile su ile 20 kat sulandirilmaktadir.

3. Kontrol serumlar1 (negatif kontrol, esik deger ve pozitif kontrol serumlari)
1 ml steril distile su ile sulandirilip iyice karistirilmakta ve serum ile es
zamanli hazirlanmaktadir.

4. Konjugat (peroksidaz ile bagli anti-galaktomannan monoklonal
antikorlar1), serum isleme soliisyonu (EDTA asit soliisyonu), kromojen
substrat soliisyonu (<%0.1 Tetrametilbenzidin-TMB, <%0.1 hidrojen
peroksit) ve reaksiyonu durdurma soliisyonu 1 N siilfiirik asit icerir,
kullanima hazir bulunmaktadir.

5. Steril 1.5 ml eppendorf tiiptine 300 pl serum ve 100 pl serum isleme
soliisyonu (EDTA) konuldu. lyice karistirilip, termal blokta 120°C’de 6
dakika bekletildi.
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(Bu asamada serum icindeki immiin kompleksleri ayirmak, test ile
etkilesebilecek serum proteinlerini ¢oktiirmek i¢in serum isleme soliisyonu
(EDTA asit soliisyonu) ile birlikte serumlar 1sitilir.)

6. 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve iistteki s1v1 boliim ¢alisildi.

7. Ayni islemler kontrol serumlart i¢in de yapildi.

8. ELISA plaginda hasta orneklerinden sonra sirasiyla ilk kuyucuk negatif,
ikinci ve igciincii kuyucuklar esik deger ve dordiincii ve son kuyucuk da
pozitif kontrol olarak kullanildi.

9. Serumlarin istteki sivi boliimiinden 50 pl ve konjugatdan (peroksidaz ile
bagli anti-galaktomannan monoklonal antikorlar1) 50 upl kuyucuklara
kondu.

10. Ayn1 sekilde kontrol ¢ukurlarina da 50 pl kontrol serumlar1 ve konjugat
konuldu.

11. ELISA plaginin iizeri yapiskan film ile kaplandi.

12. 37°C’lik etiivde 90 dakika inkiibe edildi.

13. ELISA plagindan yapistirict film ¢ikarilip yikama soliisyonu ile bes kez
yikandi.

14. ELISA plaginda yikama soltisyonun kalmamasina dikkat edildi.

15. Hizli bir sekilde ve direkt 1siktan korunarak kromojen substrat
(tetramethylbenzidin) soliisyonundan 200 pl eklendi (Bu asamada substrat
kompleks ile reaksiyon vererek mavi renk olusur).

16. Karanlik bir alanda oda 1sisinda 30 dakika bekletildi.

17. Her ¢ukura es zamanli olarak 100 pl reaksiyon durdurma soliisyonundan
(1 N siilfiirik asit) eklendi (Bu asamada mavi renk sar1 renge doner).

18. Son olarak da 30 dakika i¢ginde 450/620 nanometre dalga boyunda optik

okuyucuda sonuglar okundu.

Testin degerlendirilmesi

e Cut-off degeri, esik deger kontrol serumlarinin ortalama optik dansitesi
olarak belirlendi.

e Testi gecerli saymak icin validasyon kriterlerinin gerceklesip

geceklesmedigine bakildi. Cut-off kontrol yani esik deger kontrol
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serumlariin  her birinin optik dansitelerinin >=0.300 ve <=0.800
arasinda olmali. Pozitif kontrol serumunun optik dansitesi / Cut-off
ortalama optik dansitesi >1.50 olmali, negatif kontrol serumunun optik
dansitesi / Cut-off ortalama optik dansitesi <0.40 olmali.

e Her serum i¢in indeks hesaplandi.
Indeks = Ornek optik dansitesi / Cut-off ortalama optik dansitesi.
Indeks <0.5 ise negatif olarak degerlendirildi.
Indeks >0.5 ise pozitif indeks olarak degerlendirildi.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.4.1. Ticari kit ile DNA izolasyonu
Qiagen firmasma ait Qiamp DNA Mini kit DNA izolasyonu igin
kullanilmistir. DNA izolasyonu minimal modifikasyonla kit protokoliine uygun

olarak yapildi. Her ekstraksiyon agamasina bir negatif kontrol eklenerek yapildi.

Ekstraksiyon yontemi

1. Is1 blogu 56°C’ye ayarlandi. Ornek sayis1 kadar eppendorf, gruplar halinde
numaralandirildi. Caligma adedi kadar spin kolon ¢ikarildi. Yikama
soliisyonu 1 (AW-1)’a 160 ml etanol, yikama soliisyonu 2 (AW-2)’ye 125
ml etanol eklenerek, hazir hale getirildi ve kapaklari isaretlendi. Ornekler
vortekslenerek on hazirlik tamamlandi.

2. 1.5 ml’lik kapakli eppendorflara 20’ser ul proteinaz K, 200’er pl serum
ornegi eklendi ve pipetaj yaparak miks edildi (400 pl serum 6rnegi i¢in 40
ul proteinaz K).

3. Her birinin iizerine 200’er ul AL Buffer (Lizis Buffer) eklendi ve
vortekslendi (400 pl serum 6rnegi i¢in 400 ul AL Buffer).

4. 56°C’de 1s1 blogunda 10 dakika bekletildi. Bu arada spin kolon tiipleri
hazirlandi.

5. Is1 blogundan alinan 6rneklerin iizerlerine etanoldan 200 pl ilave edildi ve
vortekslendi (400 pl serum 6rnegi i¢in 400 pl etanol).

6. Biitiin s1v1 spin kolon tiiplerine alindiktan sonra 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Bu sirada 2 ml’lik bos toplama tiipleri dizildi.

44



7. Santriflij sonrast alt kisimdaki toplama tiipti atilip, tist kisimdaki filtreler
yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

8. 500°er ul AW-1 buffer spin kolonlarin filtre kisimlarina eklenip, 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu sirada yeni 2 ml’lik bos toplama
tiipleri dizildi.

9. Santriflij sonras1 alt kisimdaki toplama tiipti atilip, tist kisimdaki filtreler
yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

10. 500°er ul AW-2 buffer spin kolonlarin filtre kisimlarina eklenip, 13.000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Bu sirada yeni 2 ml’lik bos toplama
tiipleri dizildi.

11. Santriflij sonrast alt kisimdaki toplama tiipli atilip, iist kisimdaki filtreler
yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

12. Tim toplama tiipleri, 13.000 rpm’de 1 dakika bos olarak santrifiij edildi.
Bu sirada yeni 1.5 ml’lik kapakli bos eppendorflar dizildi.

13. Santriflij sonras: alt kisimdaki toplama tiipli atilip, iist kisimdaki filtreler
eppendorflara yerlestirildi.

14. 60’ar pl Eliisyon Buffer (Buffer AE) spin kolonlarin filtre kisimlarina
eklenip 2 dakika kadar oda 1sisinda bekletildi.

15. Tiim eppendorflar, kapaklan i¢ tarafa gelecek sekilde santrifiije dizilerek,
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

16. Santriflij sonras1 bu kez iist kisimdaki filtreler atilip, alt kissmdaki DNA
ekstraktini iceren eppendorflarin agizlar kapatildi.

17. Elde edilen tim DNA ekstraktlar1 PZR uygulanana kadar porsiyonlara
ayrilarak PZR testi ¢alisilana kadar -80°C’de saklanda.

3.4.2. Artus Qiagen Aspergillus diff RG PZR testi

Artus Aspergillus RG PZR, A.fumigatus, A.flavus, A.terreus tiirlerine
spesifik, bu tiirlerin 110 baz cifti genisligindeki bolgelerin amplifikasyonu ile
RotorGeneQ (Qiagen) platformu i¢in tasarlanmis Ocak 2013’°de piyasaya siiriilen

kalitatif, multipleks saptama yapan ticari bir kittir.
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Kit icerigi:

Mavi tiip (2x190 pl)

Aspergillus diff. RG Master

Sar1 tiip (200 pl)

Aspergillus diff. RG Mg-Sol

Kirmizi tiip (200 pl)

Aspergillus diff. RG Pozitif Kontrol

Yesil tiip (1000 pl)

Aspergillus diff. RG internal kontrol

Beyaz tiip (1000 pl)

Su (PZR grade)

Testin uygulamsi

. Ekstrakte edilen DNA’lar ve pozitif kontrol tiipii kirli oda igerisinde oda
1s1s1na ¢ikarildi (tiim islemler biyogiivenlik kabini i¢inde gergeklestirildi).

. Temiz oda icerisinde negatif kontrol i¢in bir adet, test edilecek ornek
basina birer ve pozitif kontrol i¢in bir adet steril 0,2 ml’lik kapakli PZR
tiipii sogutucu blok {lizerine yerlestirildi (Bu kit ile yapilan her PZR
calismamiz i¢in iki ayr1 negatif kontrol ve iki ayr1 pozitif kontrol
kullanildr).

. Her bir 6rnek i¢in mavi tiipten 14.5 pl master, sar1 tiipten 0.5 pl Mg, yesil
tiipten 1 pl internal kontrol eklenecek sekilde 6nce 1,5 ml’lik eppendorf
tiplinde master miks hazirlandi, vortekslenip sonra spin santrifiij

uygulandi.

. Bu karisimdan 15°er pl, her bir 6rnek i¢in numaralandirilmis steril 0,2
ml’lik kapakli PZR tiiplerine dagitildu.
Sogutucu blok tizerindeki ilk siradaki PZR tiipline once negatif kontrol
iceren beyaz tiip’den ilave edilip kapagi kapatildi. Ardindan siradaki
tiiplere 10’ar pl ekstrakt ilave edildi ve kapaklar1 kapatildi. Son siradaki
PZR tiipiine de pozitif kontrol iceren kirmizi tiip’den 10 pl ilave edilip
kapag kapatildi.

. Kalan reaksiyon karisimi gerekirse daha sonra kullanim igin -20°C’de
donduruldu.

. Tipleri cihaza yiiklemeden 6nce bir ¢alisma protokolii olusturuldu.

. Calismay1 baglatmadan once 6rnekler i¢in tanimlama parametreleri girildi.
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9. Orneklerdeki niikleik asit asagidaki sikluslar uygulanarak gogaltildi.

95°C 10 dakika (denatiirasyon) 1 siklus
95°C 15 saniye

65°C 30 saniye 45 siklus

72°C 20 saniye

o o

10. Cihaza o6rnekler yerlestirildi, kapagi kapatildi ve ¢alisma baslatildi.

11. Amplifikasyon islemi, sinyallerin saptanmasi ve yorumlanmasi
RotorGeneQ cihazi ile yapildi.

12. Olusan fliioresan egrileri RotorGeneQ software 2.0 ile degerlendirildi
(esik deger 0.05 kabul edildi).

13. Sonuglarin degerlendirilmesi, Tablo 3.1°de yer alan kriterlere gore yapildu.

Tablo 3.1. Artus Qiagen Aspergillus real-time PZR sonu¢larinin yorumlanmasi.

Yesil Turuncu Kirmizi Sar1 kanal Sonu
kanal kanal kanal (internal kontrol) €
+ d i b Aspe.rgzllus
fumigatus
i y i + Aspergillus
terreus
- - + + Aspergillus flavus
Spesifik DNA
- - - +
saptanmadi
- - - - Gecersiz sonug

3.4.3. MycAssay (Myconostica) Aspergillus real-time PZR testi

Myconostica MycAssay Aspergillus genomlarimin molekiiler boncuk
teknolojisi ile Aspergillus’a o6zgiil fakat tiir spesifik olmayan (A.fumigatus,
A.niger, A.terreus, A.nidulans, A.flavus gibi ¢esitli tiirler), ribozomal 18S gen

bolgesini hedefleyen kalitatif saptama yapan ticari bir kittir.
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Kit icerigi

Tiip 1 (66ul): dNTP

MgCI2

DNA polimeraz kompleksi
Tiip 2 (66ul): <0.01% Primerler

<0.01% Molecular Beacon
<0.0001% Internal amplifikasyon kontrol (rekombinant

plazmid DNA icerir)
Tiip 3 (25uD): Negatif kontrol, Su
Tiip 4 (25uD): Pozitif kontrol, <0,0001 pozitif kontrol DNA (Aspergillus
hedef sekansi i¢ceren rekombinant Plazmid)
Tris HCI buffer

Testin yapilisi

1. Ekstrakte edilen DNA’lar ve pozitif kontrol tiipii kirli oda igerisinde oda
1s1s1na ¢ikarildi (tiim islemler biyogiivenlik kabini i¢inde gergeklestirildi).

2. Temiz oda igerisinde negatif kontrol icin bir adet, test edilecek ©rnek
basina birer ve pozitif kontrol i¢in bir adet steril 0,2 ml’lik kapakli PZR
tiipii sogutucu blok iizerine yerlestirildi.

(Bu kit ile yapilan her PZR ¢alismamiz icin iki ayr1 negatif kontrol ve iki
ayr1 pozitif kontrol kullanildi).

3. Tiip 1 ve tiip 2°deki igerik 1,5 ml’lik eppendorf tiiplinde esit miktarda
birlestirilerek elde edilen karisim 6nce vortekslendi, sonra da spin santrifiij
uygulandi.

4. Bu kanisimdan 15°er pl, her bir 6rnek i¢in numaralandirilmis steril 0,2
ml’lik kapakli PZR tiiplerine dagitildu.

5. Sogutucu blok iizerindeki ilk siradaki PZR tiipiine 6nce negatif kontrol
iceren Tiip 3’den ilave edilip kapag: kapatildi. Ardindan siradaki tiiplere
10’ar pl ekstrakt ilave edildi ve kapaklar1 kapatildi. Son siradaki PZR
tiiptine de pozitif kontrol igeren Tiip 4’den 10 pl ilave edilip kapagi
kapatildi.

6. Kalan reaksiyon karisimi gerekirse daha sonra kullanim igin -20°C’de
donduruldu.

7. Tipleri cihaza yiiklemeden 6nce bir ¢alisma protokolii olusturuldu.
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8. Calismay1 baslatmadan 6nce Ornekler i¢in tanimlama parametreleri girildi.
9. Orneklerdeki niikleik asit asagidaki sikluslar uygulanarak gogaltildi.

a. 95°C 10 dakika (denatiirasyon) 1 siklus
b. 95°C 10 saniye

c. 55°C 55 saniye
d. 72°C 20 saniye

40 siklus

10. Cihaza ornekler yerlestirildi, kapagi kapatildi ve ¢aligma baslatildi.

11. Amplifikasyon islemi, sinyallerin saptanmast ve yorumlanmasi
RotorGeneQ Q cihazi ile yapildi.

14. Olusan fliioresan egrileri RotorGeneQ software 2.0 ile degerlendirildi
(esik deger 0.05 kabul edildi).

12. Sonuglarin degerlendirilmesi, Tablo 3.2°de yer alan kriterlere gore yapildu.

Pozitif c¢ikan sonuglarda Penicillium enfeksiyonunun da hedef gen

benzerliginden dolayi diisliniilmesi gerektigi kit igeriginde belirtilmistir.

Tablo 3.2. MycAssay Aspergillus real-time PZR sonuglarinin yorumlanmasi.

. Real time PZR internal
Ornek Ct (saptama kontrol Ct Yorum Yapilacaklar
esigi)
Negatif 39 veya 28.4-35 NK (negatif Hasta sonugclari
kontrol saptanmadi ’ kontrol) uygun gecerli
Negatif 39 veya .. Caligma
kontrol saptanmadi <284 veya>35 | NK uygun degil tekrarlanir
Negatif . Calisma
Kontrol <39 28.4-35 Kontaminasyon tekrarlanr
Pozitif 15-20 arasi Uygulanabilir PK (pozitif Hasta sonugclari
kontrol degil kontrol) uygun gecerli
Pozitif Uygulanabilir .. Calisma
kontrol <39 degil PK uygun degil tekrarlanir
Hasta 6rmesi 39 veya 28.4-35 Aspergillus Aspergillus spp.
& saptanmadi ’ negatif saptanmadi
Hasta 5megi | <15 veya >20 gggllllanablllr Asp.e{"glllus Aspergillus spp.
&i pozitif saptand1
. .. | 39 veya Internal kontrol Test basarisiz,

Hasta Gregi saptanmadi <28.4 veya >33 bagarisiz inhibitor varlig

49




3.5. istatistiksel Degerlendirme

Referans tan1 olarak EORTC/MSG’nin 2008 yilinda revize ettigi 1A tani
kriterleri (Kanitlanmus, olas1, siipheli IA) kullanildi. Aspergillus PZR sonuglar1 1A
tanisiin  degerlendirmesinde kullanilmadi. PZR sonuglar1 IA tanisina gore
(Kanitlanmis/olas1 ve siipheli/IA riskli) gercek pozitif, gercek negatif, yalanci
pozitif ve yalanci negatif olarak siniflandirildi.

Calisma verileri “SPSS for Windows, Version 22.0” paket programi
kullanilarak analiz edildi. Veriler, ortalama deger + standart sapma (£SD), say1 ve
yiizde degerler ile belirtildi. Gruplar arasinda frekanslarin karsilastirilmasi ve iki
tarafli p degerinin hesaplanmasi i¢in Pearson Ki-kare testi, Fisher's Exact testi,
McNemar testi kullanildi. Galaktomannan antijen testi ve PZR testleri arasindaki
uyumun karsilastirmas: i¢in kappa degeri hesaplandi. Istatistiki degerlendirmede
elde edilen p degerinin 0.05’den kiiciik olmasi anlamli kabul edildi. Invaziv
aspergillozisi belirlemede kullanilan tani testlerinin performansinin 6l¢iilmesi
amaci ile duyarhlik, 6zgiillik, pozitif prediktif deger (PPD), negatif prediktif
deger (NPD), dogruluk degeri, pozitif ve negatif olabilirlik oranlar1 hesaplandi.
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4. BULGULAR

Ocak 2015 - Ocak 2016 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’nde hematolojik malignite nedeni ile takip edilen, invaziv
aspergillozis (IA) riski olan toplam 32 hasta ¢alismaya dahil edilmis ve bu
hastalarin 41 febril ndtropenik epizodu izlenmistir. EORTC/MSG’nin 2008’deki
revizyonlu kriterlerine gore bu epizodlar tanimlanmistir. Hasta grubu 18 erkek, 14
kadindan olusmaktadir ve grubun yas ortalamasi 54.47+16.48’dir. Hasta grubunun
20’si Hematoloji Servisi, 9’u Yogun Bakim Unitesi, 3’ii Yetiskin Kok Hiicre
Transplantasyon Unitesinde yatan hastalardan olusmaktadur.

Hastalarin 41 febril nétropenik epizodundan toplam 168 serum 6rnegi elde
edilmistir. Hastalardan 25’inin tek febril ndtropenik epizodu izlenirken, 5 hastanin
iki, 2 hastanin ii¢ febril nétropenik epizodu izlenmistir. 168 serumun 100 tanesi
olas1 IA epizodu sirasinda toplanmustir. Aym hastanin tekrar yatisindaki febril
ndtropeni epizodu yeni bir epizod olarak kabul edilerek degerlendirmeye
alinmistir.

Hasta grubunda en sik altta yatan hastalik %46.9 ile AML olarak
goriilmiistiir. 32 hastanin 17’si (%53.1) indiiksiyon kemoterapisi alan hastalardan
olugsmaktadir. Hastalara ait demografik 6zellikler Tablo 4.1°de gortilmektedir.

EORTC/MSG tani kriterlerine gore yapilan siniflamada hastalarin izlenen
higbir epizodunda kanitlanmis (proven) IA saptanmamustir. izlenen 41 epizodun;
2171 (%51.2) olasi (probable) 1A, 7°si (%17.1) siipheli (possible), 137 (%31.7) ise

IA riski tastyanlar olarak smiflandirilmustir.
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Tablo 4.1. Hasta diizeyinde demografik 6zellikler.

L . BULGULAR
DEMOGRAFIK OZELLIKLER .
(sayv/ylizde)
Hasta Sayis1 32
Cinsiyet (E/K) 18/14
Yas (y1l) 54.47
Yatilan Servis:

¢ Hematoloji servisi 20 (%62.5)

¢ Yogun bakim {initesi 9 (%28.1)

o Yetiskin kok hiicre transplantasyon iinitesi 3 (%9.4)
Toplam Yatig Siiresi (giin) 49.75 £31.35
Altta Yatan Hastaliklar:

e Akut Miyeloid Losemi (AML) 15(%46.9)

e Miyelodisplastik Sendrom-AML transforme (MDS-AML) 6 (%18.8)

e Akut Lenfoid Losemi (ALL 4 (%12.5)

e Graft-Versus-Host Disease (GVHD) 2 (9%6.25)

¢ Nonhodgkin Lenfoma (NHL) 2 (%6.25)

¢ Miyelodisplastik Sendrom (MDS) 1 (%3.1)

e Multipl Miyeloma (MM) 1(%3.1)

e Kironik Lenfoid Losemi (KLL) 1 (%3.1)
Kemoterapi (KT) Rejimi:

e Indiiksiyon 17 (%53.1)

e Relaps-Rezistans 10 (%31.3)

¢ Allojenik Kok Hiicre Transplantasyonu (AKHT) 3(%9.4)

e Konsolidasyon (idame) 1(%3.1)

o KT baglanmamis (yeni tani) 1 (%3.1)

4.1. Epizodlardaki Goriintilleme Yontemleri ve Histopatoloji Bulgular

41 epizodun 38’inde (%92.7) YRBT c¢ekilmistir. 7 hastada cekilen paranazal
sinlis BT de herhangi bir patoloji bulunmazken nonspesifik siniizit bulgular
izlenmistir. Cekilen YRBT’lerde en sik gozlenen patolojik goriiniim erken donem
bulgularindan olan nodiil ve buzlu cam (halo) (%29.2) goriiniimii olmustur.

Histopatoloji acisindan degerlendirilen 3 epizoda ait biyopsi materyalinde

herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamistir.

histopatoloji bulgular1 Tablo 4.2°de goriilmektedir.
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Tablo 4.2. Goriintilleme yontemi ve histopatoloji bulgulari.

YRBT (n=38) Sayi/ Yiizde

e Normal bulgular 10 (%24.4)

e Nodiil (halosuz) 9 (%22)

e Nodiil ve halo 12 (%29.2)

e Nodiil, halo ve kavite 7 (%17.1)
Paranazal siniis BT (n=7)

e Nonspesifik siniizit bulgulari 7 (%100)
Histopatoloji (n=3)

e Patolojik bulgu yok 3 (%100)

4.2. Epizodlardaki Klinik Kiiltiir Uremeleri

41 epizodun 14’iinde (%34.1) bakteriyemi saptanmistir. Kan kiiltiirlinde en
sik iireyen bakteri koagulaz negatif stafilokoklar olmustur. Hastalarin izlenen
epizodlardaki  kan, idrar ve balgam Kkiiltiirlerinden izole edilen
mikroorganizmalarin  dagilimi  Tablo 4.3’de  goriilmektedir.  Hastalarin
epizodlarinin higbirinde kan, idrar ve balgam kiiltiirlerinden Aspergillus tiirleri ve

diger filamentdz mantarlar izole edilmemistir.

Tablo 4.3. Hastalarin klinik kiiltiir 6rneklerinden izole edilen mikroorganizmalar.

Kan Kiiltiirii Sayi / Yiizde

o Koagulaz negatif stafilokok 11 (%84.6)

e Vankomisin direncli E.faecium 1(%7.7)

o E.coli 1 (%7.7)
[drar Kiiltiirii

e Vankomisin direncli E.faecium 3 (%75)

o Candida sp. 1 (%25)
Balgam Kiiltiirii

o A.baumanni 2 (%66.7)

o FE.faecium 1 (%33.3)

4.3. Epizodlardaki Antibakteriyel ve Antifungal Kullanim

Epizodlarin ~ 38’inde  (%92.7)  profilaktik  olarak  trimethoprim-
sulfomethoksazol ve kinolon grubu antibakteriyel kullanim1 mevcuttur.
41 epizodun hepsinde profilaktik olarak antifungal kullanimi1 mevcut iken,

%68.3 oraninda (28/41) en sik posakonazol kullanim1 mevcuttur. %26.8 oraninda
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da (11/41) profilaktik flukonazol kullanimi1 ve %4.9 oraninda (2/41) sekonder
profilaksi amagli vorikonazol kullanim1 gozlenmistir.

39 (%95.1) epizodda empirik antibakteriyel tedavi kullanimi varken, genis
spektrumlu antibakteriyel kullanimi agisindan en sik kullanilan antibakteriyel
ajanlar karbapenemler ve antipsddomonal penisilinler olarak goriilmiistiir
(16’sinda  karbapenem, 4’ilinde antipsddomonal penisilin, 17’sinde kombine
karbapenem ve antipsodomonal penisilin).

EORTC tani kriterlerine gore kanmitlanmis IA hastast ¢alismada yer
almazken, olas1 (probable) IA olan hastalarin tamaminda empirik ya da pre-emptif
olarak antifungal tedavi baslandig1 goriilmiistiir. 38 (%92.7) epizodda empirik ya
da pre-emptif antifungal kullanimi mevcuttur. Empirik antifungal tedavi 27
(%65.9) epizodda uygulanirken, pre-emptif antifungal tedavi 11 (%26.8) epizodda
uygulanmigtir.

Tekli antifungal tedavi degerlendirildiginde 26 epizodda lipozomal
amfoterisin B, 6’sinda vorikonazol, 1’inde caspofungin yer alirken, 5 epizodda
lipozomal amfoterisin B ve vorikonazol kombine kullanilmigtir. Siklikla
kullanilan antifungaller lipozomal amfoterisin B ve vorikonazol olarak

gorilmiustir.

4.4. Galaktomannan Antijen Testi Bulgular:

Degerlendirmeye alinan 32 hastanin 41 febril ndtropenik epizodundan 168
serum Ornegi elde edilmistir. Toplam 168 serum 6rneginde ELISA yontemiyle
GM antijeni aranmistir. Optik dansite indeksinin 0.5 ve lizerinde olmasi pozitif
olarak kabul edilerek 168 serum 6rneginin 54’linde (%32.1), 41 epizodun 30’unda
(%73.2) GM antijen pozitifligi saptanmistir.

Olas1 IA epizoduna ait olan 100 serum érneginin 44 iinde (%44) GM pozitif
iken, siipheli 1A ve IA riskli gruba ait olan 68 serum &rneginin 10’unda (%14.7)
GM pozitifligi mevcuttu. Pozitif olarak kabul edilen GM antijen indeks degerleri
0.52 ile 8.2 araliginda degismekteydi. EORTC simiflamasina gore olas1 (probable)
IA olarak tamimlanan epizodlarin GM indeks diizeyleri ve diger dzellikleri ile

ilgili bilgiler tablo 4.4’de goriilmektedir.

54



Tablo 4.4. Olas1 (probable) IA epizodlarmin galaktomannan indeks diizeyleri,
PCR sonuglar1 ve diger 6zellikleri.

= Lo MycAssay
K Altta YRBT GM diizeyi |\ o Qiagen PZR
No = yatan § =| (en diisiik -
£ 2| hastalik bulgusu E 2| en yiiksek) PZR sonucu sonucu
O s » 3 (Ct)
N . Pozitif
1 | E/54 | MDS Nodiil-halo 7 1.28-5.64 A.fumigatus (36.79)
MDS- Nodiil-halo- . Pozitif
2 K/67 AML Kavite 14 0.52-1.74 A.fumigatus (38.03)
3 | K67 | ALL Nodil-halo- 1, 1 5 5.6 61 Negatif Negatif
kavite
4 |E/T70 | MM Nodiil-halo 4 0.69-0.71 Negatif Negatif
. Pozitif
5 K/53 AML Nodiil 2 2.71-3.22 A flavus (35.61)
6 | E/53 | AML Nodiil-halo 8 0.69-0.94 Negatif Negatif
. Pozitif
7 E/53 AML Nodiil-halo 2 0.5-2.02 A.flavus (36.08)
MDS- .. . Pozitif
8 | E27 AML Nodiil-halo 7 0.55-2.14 Negatif (37.67)
9 | K/81 | AML Nodiil-halo 8 <0.5-0.55 Negatif Negatif
.. Pozitif
10 | K/81 AML Nodiil 1 7.0 A.flavus (30.06)
11 |E63 | ALL Nodiil 1371 Afumigatus | L oAUT
' Aumig (37.09)
MDS- Nodiil-halo- . .
12 | E/62 AML Kavite 6 0.51-1.14 Negatif Negatif
MDS- Nodiil-halo- . .
13 | E/62 AML Kavite 10 <0.5-0.57 Negatif Negatif
MDS- Nodiil-halo- Pozitif
14 | E/62 AML Kavite 5 1.04-7.0 A.terreus (34.32)
15 | K/59 | AML Nodiil-halo 8 <0.5-0.61 Negatif Negatif
. Pozitif
16 | E/27 ALL Nodiil-halo 1 8.2 A.terreus (32.90)
17 | E/40 | AML Nodiil 4 | 138491 A flavus Pozitif
AR : (36.83)
18 | E/62 | NHL Nodiil-halo 2 0.66-0.67 Negatif Negatif
.. . Pozitif
19 | K/33 | GVHD Nodiil 5 0.6-0.8 Negatif (38.81)
20 | E/66 | ALL Nodiil 2 | <0.5-5.25 Negatif Pozitif
o & (36.02)
21 | E47 | AML Nodil-halo |1 | 6.73 A flavus Pozitif
' ’ (30.74)
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Referans tani1 olarak EORTC siniflamasina gore kanitlanmis ve olasi 1A
epizodlar1 pozitif olarak, siipheli ve IA riskli epizodlar negatif olarak
degerlendirildi. EORTC’ye gore kanitlanmis ve olast IA olarak smiflandirilan
epizodlar degerlendirildiginde tek ve ardisik GM antijen test sonuglar1 Tablo 4.5

ve Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.5. Tek GM testi pozitifligi ile referans taninin karsilagtirilmasi.

Olasy/Kamtlanms iA | Siipheli/IA riskli Total
Tek GM pozitif 21 9 30
Tek GM negatif 0 11 11
Total 21 20 41

Tablo 4.6. Ardisik GM testi pozitifligi ile referans taninin karsilagtirilmasi.

Olasy/Kamtlanmus IA | Siipheli/IA riskli Total
Ardisik GM pozitif 9 0 9
Ardisik GM negatif 12 20 32
Total 21 20 41

Referans tan1 olarak EORTC siniflamasina gore kanitlanmis ve olast 1A
epizodlar1 pozitif olarak, siipheli ve IA riskli epizodlar negatif olarak
degerlendirildi. EORTC’ye gore kanitlanmis ve olast IA olarak smiflandirilan
epizodlar degerlendirildiginde GM antijen testinin duyarliligi %100, segiciligi
%55, PPD %70, NPD %100 ve dogruluk %78 olarak saptanmistir.

Tim epizodlar degerlendirildiginde GM antijen testinin duyarliligr %77.8,
seciciligi %35.7, PPD %70, NPD %45.5 ve dogruluk %63.4 olarak saptanmistir.

EORTC’ye gore kanitlanmis ve olasi IA olarak siniflandirilan epizodlardaki
GM testi uygulanan biitiin serumlar degerlendirildiginde GM testinin duyarlilig
%44, seciciligi %85.3, PPD %81.5, NPD %50.9 ve dogruluk %60.7 olarak

saptanmistir.
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4.5. Artus Qiagen Aspergillus Real-time PZR Sonuclari

Serum orneklerinde Aspergillus DNA’sin1 tespit etmek tizere ticari real-time
PZR kiti olan Qiagen Artus Aspergillus PZR kiti kullanilmistir. Artus Qiagen
Aspergillus PZR kiti ile 168 serum 6rneginin 18’inde (%10.8) ve 41 epizodun
10’unda (%24.4) pozitiflik bulunmustur. PZR pozitif bulunan 10 epizodda (10
olasi IA) Artus Qiagen PZR kitinin saptadigi tiirlerin dagilimi: 5 epizodda
A.flavus, 3 epizodda A.fumigatus ve 2 epizodda A.terreus saptanmistir.

Referans tani olarak EORTC siniflamasma gore kanitlanmis ve olas1 1A
epizodlar1 pozitif olarak, siipheli ve IA riskli epizodlar negatif olarak
degerlendirildi. EORTC’ye gore kamitlanmis ve olasi IA olarak siiflandirilan
epizodlar degerlendirildiginde Artus Qiagen PZR testinin duyarliligt %47.6,
seciciligi %100, PPD %100, NPD %64.5 ve dogruluk %73 olarak saptanmistir.

EORTC’ye gore kanitlanmis ve olasi IA olarak smiflandirilan epizodlardaki
PZR uygulanan biitiin serumlar degerlendirildiginde Artus Qiagen PZR testinin
duyarliligt %18, seciciligi %100, PPD %100, NPD %45.3 ve dogruluk %51

olarak saptanmuistir.

4.6. MycAssay Myconostica Real-time PZR Testi Bulgular

Serum Orneklerinde Aspergillus DNA’sin1 tespit etmek lizere diger bir ticari
real-time PZR kiti olan MycAssay Myconostica Aspergillus PZR kiti
kullanilmistir. MycAssay Myconostica PZR kiti ile 168 serum 6rneginin 21’inde
(%12.5) ve 41 epizodun 13’iinde (%31.7) (13 olas1 IA) pozitiflik bulunmustur.

Referans tan1 olarak EORTC smiflamasina gore kanitlanmis ve olast 1A
epizodlar1 pozitif olarak, siipheli ve IA riskli epizodlar negatif olarak
degerlendirildi. EORTC’ye gore kanitlanmis ve olast IA olarak smiflandirilan
epizodlar degerlendirildiginde MycAssay PZR testinin duyarlihigt %61.9,
seciciligi %100, PPD %100, NPD %71.4 ve dogruluk %80.5 olarak saptanmustir.

EORTC’ye gore kanitlanmis ve olasi IA olarak simiflandirilan epizodlardaki
PZR uygulanan biitiin serumlar degerlendirildiginde MycAssay PZR testinin
duyarlilign %21, seciciligi %100, PPD %100, NPD %46.3 ve dogruluk %52

olarak saptanmustir.
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EORTC smiflamasima gore kanitlanmis 1A, olas1 IA epizodlar ve ayrica
tiim 1A epizodlar1 degerlendirildiginde Tek ve ardistk GM, Artus Qiagen PZR ve
MycAssay PZR duyarlilik, 6zgiillik, PPD, NPD ve dogruluklar ile ilgili veriler
Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’da belirtilmektedir.

Tablo 4.7. EORTC smiflamasima gére kanitlanmis ve olasi IA epizodlar
degerlendirildiginde Tek ve ardisik GM, Artus Qiagen PZR ve MycAssay PZR
duyarlhilik, 6zgilliik, PPD, NPD, dogruluk, pozitif ve negatif olabilirlik oranlar1.

Tek Ardisik Tek Ardisik
(T}‘f\l/i Agﬁlk Qiagen | Qiagen | MycAssay | MycAssay

PZR PZR PZR PZR
Duyarlhilik (%) 100 42.9 47.6 19 61.9 19
Ozgiilliik (%) 55 100 100 100 100 100
PPD (%) 70 100 100 100 100 100
NPD (%) 100 62.5 64.5 54 71.4 54
Dogruluk (%) 78 70.7 73.2 58.5 80.5 58.5
Pozitif olabilirlik | 5 55 | ¢ 45 0.48 0.19 0.62 0.19
orani
Negatit 1.80 | 0.57 0.52 0.81 0.38 0.81
olabilirlik oran1

Tablo 4.8. Biitiin IA epizodlar1 degerlendirildiginde Tek ve ardistk GM, Artus
Qiagen PZR ve MycAssay PZR duyarlilik, 6zgiilliik, PPD, NPD, dogruluk, pozitif
ve negatif olabilirlik oranlari.

Tek Ardisik Tek Ardisik
(T}eMk Agiﬁ/sllk Qiagen | Qiagen | MycAssay | MycAssay

PZR PZR PZR PZR
Duyarlilik (%) 77.8 33.3 37 14.8 48.1 14.8
Ozgiilliik (%) 35.7 100 100 100 100 100
PPD (%) 70 100 100 100 100 100
NPD (%) 45.5 43.8 45.2 37.8 50 37.8
Dogruluk (%) 63.4 70.7 73.2 58.5 80.5 58.5
Pozitif olabililik | 1\ 55 | (33 | 037 | 014 0.48 0.14
orani
Negatif 1.80 | 0.67 0.63 0.85 0.52 0.85
olabilirlik oram
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4.7. GM Antijen Testi, Real-time PZR Testlerinin Karsilastirilmasi

Epizod diizeyinde ve serum diizeyinde yontemler birbirleri ile

karsilastirilmistir.

4.7.1. GM antijen testi ve Artus Qiagen PZR testi karsilastirilmasi

10 epizodda (10 olasi IA epizodu) hem GM antijen testi hem de Artus
Qiagen PZR testiyle pozitif sonu¢ almmustir. 20 epizodda (11 olas1 IA ve 9 1A
riskli epizod) GM antijen testi pozitif iken Artus Qiagen PZR testi negatif
bulunmustur. Higbir epizodda GM antijen testi negatif iken Artus Qiagen PZR
testi pozitif bulunmamustir. 11 epizodda (4 IA riskli ve 7 siipheli IA) hem GM
hem de Qiagen PZR testi negatif bulunmustur. iki test karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001) (Kappa=0.212).

IA tamsina istinaden indirek serum testleri olan GM ve Qiagen PZR

testlerinin sonuglar1 Tablo 4.9’da verilmistir.

Tablo 4.9. IA tamisma istinaden indirek serum testleri olan GM ve Qiagen PZR
testlerinin sonuglart.

Qiagen PZR pozitif Qiagen PZR negatif
Kamtlanms / olas1 IA
GM =0.5 18 36
GM<0.5 0 56
Siipheli / TA riskli
GM =0.5 0 10
GM<0.5 0 58

Serum diizeyinde kanitlanmis/olasi IA epizodlari icinde GM ve Qiagen PZR
uyumu %74 (74/100) (kappa degeri=0.43) bulunurken, Siipheli/IA riskli grupta
uyum %85 (58/68) bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). GM testinin duyarliligit daha yiiksek iken Qiagen PZR testinin
seciciligi daha ytliksek bulunmustur.

59



4.7.2. GM antijen testi ve MycAssay Myconostica PZR testi
karsilastirilmasi

13 epizodda (13 olas1 IA epizodu) hem GM antijen testi hem de MycAssay
PZR testiyle pozitif sonu¢ almmmustir. 17 epizodda (8 olas1 1A ve 9 IA riskli
epizod) GM antijen testi pozitif iken MycAssay PZR testi negatif bulunmustur.
Hicbir epizodda GM antijen testi negatif iken MycAssay PZR testi pozitif
bulunmamistir. 11 epizodda (4 IA riskli ve 7 siipheli I1A) hem GM hem de
MycAssay PZR testi negatif bulunmustur. iki test karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001) (Kappa=0.291).

IA tanisina istinaden indirek serum testleri olan GM ve MycAssay PZR

testlerinin sonuglar1 Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.10. IA tanisina istinaden indirek serum testleri olan GM ve MycAssay
PZR testlerinin sonuglart.

MycAssay PZR pozitif | MycAssay PZR negatif
Kanitlanmus / olas1 IA
GM >0.5 21 33
GM <0.5 0 56
Siipheli / TA riskli
GM>0.5 0 10
GM <0.5 0 58

Serum diizeyinde kanitlanmig/olas1 IA epizodlar1 iginde GM ve MycAssay
PZR uyumu %77 (77/100) (kappa degeri=0.50) bulunurken, Siipheli/[A riskli
grupta uyum %385 (58/68) bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0.001). GM testinin duyarlilig1 daha yiiksek iken MycAssay PZR
testinin segiciligi daha yiiksek bulunmustur.

4.7.3. Artus Qiagen PZR ve MycAssay Myconostica PZR testlerinin
karsilastirilmasi

Artus Qiagen PZR ve MycAssay Aspergillus PZR testlerinin bulgular
karsilastinldiginda, iki testin pozitif oldugu 10 epizod (10 olast IA epizodu)
bulunmustur. 3 epizodda (3 olas1 IA epizodu) MycAssay kiti ile pozitif sonug elde
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edilirken Artus Qiagen kiti ile negatif sonu¢ elde edilmistir. Iki PZR testi
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.250).
Uyumlu sonug elde edilmistir (Kappa=0.820).

Artus Qiagen Aspergillus PZR ile pozitif saptanan 10 serum Orneginin
ortalama Ct degeri (esik degeri) 33.91+3.58 iken MycAssay Aspergillus PZR icin
bu deger ortalama 36.07+2.71 olarak hesaplanmistir. MycAssay PZR testine gore
Qiagen PZR testinin daha erken sikluslarda pozitiflik saptadigi goriilmektedir.

Hem GM hem de her iki PZR testinin pozitif oldugu 10 epizod (10 olas1 IA)
saptanmistir.

EORTC simiflamasmna gore kanitlanmis ve olast IA  epizodlar
degerlendirildiginde GM ve PZR testlerinin tek basina veya birlikte duyarlilik,
ozgiillik, PPD, NPD ve dogruluklar1 Tablo 4.11°de gosterilmektedir.

Kanitlanmis ve olast IA olarak smiflandirilan epizodlardaki GM ve PZR
uygulanan biitiin serumlar degerlendirildiginde testlerin tek basina veya birlikte
duyarlilik, 06zgiillik, PPD, NPD ve dogruluk verileri Tablo 4.12°de

belirtilmektedir.

Tablo 4.11. EORTC smiflamasma gore kanitlanmis ve olast IA epizodlart
degerlendirildiginde GM antijen testi, real-time testlerinin tek basina veya birlikte
duyarhilik, o6zgiillik, PPD, NPD ve dogruluklari, pozitif ve negatif olabilirlik
oranlari.

. . GM+
Qiagen | MycAssay | GM+Qiagen
GM | “p7R PZR PZR MycAssay

PZR

Duyarhilik (%) 100 47.6 61.9 47.6 61.9

Ozgiilliik (%) 55 100 100 100 100

PPD (%) 70 100 100 100 100

NPD (%) 100 64.5 71.4 64.5 71.4

Dogruluk (%) 78 73.2 80.5 73.2 80.5

Pozitif olabilirlik 222 | 047 0.61 0.47 0.61
orant

Negatif olabilirlik 0 052 038 052 038
orant
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Tablo 4.12. Kanitlanmis ve olas1 IA olarak smiflandirilan epizodlardaki GM ve
PZR uygulanan biitiin serumlar degerlendirildiginde testlerin duyarlilik, 6zgiilliik,
PPD, NPD ve dogruluklari, pozitif ve negatif olabilirlik oranlari.

. . GM+
Qiagen | MycAssay | GM+ Qiagen
GM | “pzr PZR PZR MycAssay
PZR

Duyarhlik (%) 44 18 21 18 21
Ozgiilliik (%) 85.3 100 100 100 100
PPD (%) 81.5 100 100 100 100
NPD (%) 509 | 453 46.3 453 46.3
Dogruluk (%) 60.7 51 52 51 52
Poritif olgbilirlik 314 | 0.18 021 0.18 021
orani
Negatif olabilirlik 0.65 | 082 0.79 0.82 0.79
orani

GM testi 3.14 degeri ile en yiiksek pozitif olabilirlik oranina sahip olan
tanisal test olmustur.

Artus Qiagen PZR testi, GM testi pozitif olan bir serum Orneginde
dogrulama testi olarak kullanilacak olursa Qiagen PZR duyarliligi %33.3, NPD
%76, dogruluk %78 e ylikselecektir. Ayn1 sekilde MycAssay PZR testi, GM testi
pozitif olan bir serum Orneginde dogrulama testi olarak kullanilacak olursa
MycAssay PZR duyarliligt %38.9, NPD %77.6, dogruluk %80’e ylikselecektir.
Esas olarak sadece tami testinin uygulandigi grupta negatif sonucu olanlarin
gercekte hasta olmama olasilig1 artacaktir.

Kanitlanmis IA epizodumuz bulunmamakla birlikte, olas1 IA olarak
tanimlanan iki ayr1 epizodda GM ve PZR pozitifligi YRBT den 8 giin 6nce
goriilmiistiir. GM pozitifliginden Once saptanan herhangi bir PZR pozitifligi

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.2. Real-time PCR goriintiisii.

4.8. Hasta Ozelliklerinin Epizod Diizeyinde Yontemler Uzerine Etkisi

Hastalarin altta yatan hastaliklari, aldiklar1 antibakteriyel tedavi, antifungal
tedavi, kemoterapi rejimi, nétropeni diizeyleri, PZR testlerinde kullanilan serum
miktarlarmin ve GM pozitif indeks degerlerinin yontemler iizerine etkisi

degerlendirilmistir.

4.8.1. GM antijen testi

Hastalar  epizod diizeyinde altta yatan hastaliklar1  agisindan
degerlendirildiginde GM antijen pozitifligi saptanan 30 epizoddan 13’1 (%43.3)
AML hastasiydi. Hastalarin altta yatan hastaliklart ve GM antijen yOntemi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.524).

Hastalar aldiklar1 kemoterapi rejimi acisindan degerlendirildiginde 41
epizodun 23(%56.1) remisyon indiiksiyon tedavisi, 12 (%?29.3) relaps/rezistans
tedavisi, 1 (%2.4) konsolidasyon tedavisi, 3 (%7.3) allojenik kok hiicre nakli

yapilmisti. Kalan 2 epizod herhangi bir KT alimi olmayan yeni tanili bir hastaya
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aitti. GM pozitifligi Indiiksiyon kemoterapisi alan 30/16 (%53.3) epizodlarda en
yiilksek oranda saptanmistir. Alinan tedavi tipi ve GM antijen testi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir (p=0.726).

Hastalar nétropeni diizeyleri agisindan degerlendirildiginde 41 epizodun
20’sinde (%48.8) notrofil sayist 100/mm?*’iin altinda (derin ndtropeni), 21’inde
(%51.2) 100/mm?*’iin istiindeydi. GM pozitifligi olan 30 epizodun 17’sinde
(%56.7) nétrofil sayis1 100/mm?’{in altinda, 13’iinde (%43.3) 100/mm?’iin iistiinde
notrofil sayis1 varligr saptanmistir. Derin nétropenik olan grupta pozitiflik fazla
olsa da ndtropeni diizeyi ile GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamamuistir (p=0.095).

Hastalar antibakteriyel tedavi acgisindan degerlendirildiginde 41 epizodun
39’unda (%95,1) antibakteriyel kullanim1 mevcuttu. Piperasilin-tazobaktamin tek
basina veya diger antibakteriyellerle kombine kullanildig1 21 epizod (%51.2) ve
piperasilin-tazobaktam kullanilmayan 20 epizod (%48.8) vardi. GM pozitifligi
saptanan 30 epizodun 16’sinda (%53.3) piperasilin-tazobaktam kullanim1 varken,
14 epizodda (%46.7) piperasilin-tazobaktam kullanimi mevcut degildi.
Piperasilin-tazobaktam kullanimi ile GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir (p=0.655).

Hastalar antifungal kullanimi agisindan degerlendirildiginde 41 epizodun
38’sinde (%92.7) antifungal ajan kullanimi vardi. Tek antifungal kullanimi olan
33 epizod (%80.5), iki ve lizeri antifungal (kombine ya da ardisik) kullanimi olan
5 epizod (%12.2) bulunmaktadir. GM pozitifligi olan 30 epizodun 23(%76.7)
epizodunda tek antifungal kullanimi varken, 4 epizodunda (%13.3) iki ve lizeri
antifungal kullanimi saptanmigtir. Tek veya ikili antifungal kullanimi ile GM
antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.658).
Empirik antifungal kullanim1 41 epizodun 27’sinde (%65.9), pre-emptif antifungal
kullanim1 41 epizodun 11’inde (%26.8) izlenmistir. GM pozitifligi olan 30
epizodun 20’sinde (%66.7) empirik antifungal kullanimi varken, GM pozitif 30
epizodun 11’inde (%36.7) pre-emptif antifungal kullanim1 saptanmistir. Empirik
antifungal kullanim1 ve GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamaistir (p=0.275). Pre-emptif antifungal kullanimi ve GM antijen testi

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.020).
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4.8.2. Artus Qiagen PZR testi

Hastalar epizod diizeyinde altta yatan hastaliklar1  agisindan
degerlendirildiginde Artus Qiagen PZR pozitifligi saptanan 10 epizoddan 5’1
(%50) AML hastasiydi. Hastalarin altta yatan hastaliklar1 ve Artus Qiagen PZR
testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.999).

Artus Qiagen PZR testi pozitifligi en yiiksek oranda indiiksiyon
kemoterapisi goren 10/6 (%60) epizodlarda saptanmistir. Alinan tedavi tipi ve
Artus Qiagen PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p=0.999).

Notrofil sayist 100/mm?*’iin altinda olan 20 epizodun 7’sinde (%?35),
100/mm?*’{in iistiinde olan 21 epizodun 3’linde (%14.3) Artus Qiagen PZR testi
pozitifligi saptanmistir. Derin nétropenik olan grupta pozitiflik fazla olsa da
notropeni diizeyi ile Artus Qiagen PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamamistir (p=0.159).

Hastalar antibakteriyel tedavi acgisindan degerlendirildiginde 41 epizodun
39’unda (%95,1) antibakteriyel kullanimi mevcuttu. Piperasilin-tazobaktam
kullanim1 olan 21 epizodun 5’inde (%23.8) Artus Qiagen PZR testi pozitifligi
varken piperasilin-tazobaktam kullanilmayan 20 epizodun 5’inde (%25)
piperasilin-tazobaktam pozitiflik saptanmistir. Piperasilin-tazobaktam kullanimi
ile Artus Qiagen PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamastir (p=0.999).

Artus Qiagen PZR testi pozitifligi saptanan 33 epizodun 8’inde (%24.2) tek
antifungal kullanimi1 varken, 5 epizodun 2’sinde (%40) iki ve lizeri antifungal
kullanim1 saptanmigtir. Tek antifungal kullanimi (p=0.999) veya ikili antifungal
kullanimi ile Artus Qiagen PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamaistir (p=0.580). Empirik antifungal kullanimi olan 27 epizodun 3’{inde
(%11.1) Artus Qiagen PZR testi pozitifligi varken, pre-emptif antifungal
kullanim1 olan 11 epizodun 7’sinde (%63.6) pozitiflik saptanmistir. Empirik
antifungal kullanim1 (p=0.017) ve Pre-emptif antifungal kullanimi ile Artus
Qiagen PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.001).

PZR asamalarindan once kullanilan serum miktarlarina gore PZR yontemi

uygulanan 168 serumun 115’inde (%68.5) isleme alinan serum miktar1 400 pL ve

65



tizerinde iken, 53’linde (%31.5) isleme alinan serum miktar1 400 pL’den az olarak
not edilmistir. Buna gore 400 pL altindaki 1 serumda (%1.9) Artus Qiagen PZR
testi i¢in pozitiflik saptanirken 400 pL ve lizerinde kullanilan 17 serumda (%14.8)
pozitif sonu¢ alinmistir. Kullanilan serum miktar1 ve Artus Qiagen PZR yontemi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.014).

GM pozitif indeks diizeyi ve Artus Qiagen PZR pozitifligi iliskisi
incelendiginde 168 serumdan 29’unun (%17.3) GM pozitif indeks degeri >1 iken
139’unun (%82.7) 1’den kiiciiktlir. Bu 139 serumda Artus Qiagen PZR ile
pozitiflik saptanmazken, 29 serumun 18’inde (%62.1) pozitiflik saptanmistir. GM
pozitif indeks degeri >1 olmasi ile Artus Qiagen PZR yontemi pozitifligi arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).

4.8.3. MycAssay Aspergillus PZR testi

Hastalar  epizod diizeyinde altta yatan hastaliklari  agisindan
degerlendirildiginde MycAssay Aspergillus PZR pozitifligi saptanan 13
epizoddan 5’1 (%38.5) AML hastasiydi. Hastalarin altta yatan hastaliklar1 ve
MycAssay Aspergillus PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamastir (p=0.491).

MycAssay Aspergillus PZR testi indiiksiyon kemoterapisi goren epizodlarda
7/13 (%53.8) en yiiksek oranda saptanmistir. Alinan tedavi tipi ve MycAssay
Aspergillus PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p=0.843).

Notrofil sayist 100/mm?*’iin altinda olan 20 epizodun 8’inde (%40),
100/mm?*’in istiinde olan 21 epizodun 5’inde (%23.8) MycAssay Aspergillus
PZR testi pozitifligi saptanmistir. Derin ndtropenik olan grupta pozitiflik fazla
olsa da notropeni diizeyi ile MycAssay Aspergillus PZR testi arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunamamustir (p=0.265).

MycAssay Aspergillus PZR testi pozitifligi Piperasilin-tazobaktamin tek
basina veya diger antibakteriyellerle kombine kullanildigi 21 epizodun 8’inde
(%38.1), piperasilin-tazobaktam kullanilmayan 20 epizodun 5’inde (%25)
saptanmamustir. Piperasilin-tazobaktam kullanimi ile MycAssay Aspergillus PZR

testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.368).
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MycAssay Aspergillus PZR pozitifligi tek antifungal kullanimi olan 33
epizodun 11’inde (%33.3), iki ve lizeri antifungal kullanimi olan 5 epizodun
2’sinde (%40) saptanmistir. Tek antifungal kullanimi (p=0.999) veya ikili
antifungal kullanimi ile MycAssay Aspergillus PZR testi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.645). Empirik antifungal kullanim1 olan
27 epizodun 5’inde (%]18.5) MycAssay Aspergillus PZR testi pozitifligi varken,
pre-emptif antifungal kullanimi olan 11 epizodun 8’inde (%72.7) pozitiflik
saptanmistir. Empirik antifungal kullanimi (p=0.017) ve Pre-emptif antifungal
kullanimi ile MycAssay Aspergillus PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p=0.001).

PZR asamalarindan once kullanilan serum miktarlarina gore sonuglar
incelendiginde 400 pL altindaki 2 serumda (%3.8) MycAssay Aspergillus PZR
testi i¢in pozitiflik saptanirken 400 puL ve lizerinde kullanilan 19 serumda (%16.5)
pozitif sonu¢ alinmigtir. Kullanilan serum miktar1 ve MycAssay Aspergillus PZR
yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.020).

GM pozitif indeks diizeyi ve MycAssay Aspergillus PZR pozitifligi iliskisi
incelendiginde 168 serumdan 29’unun (%17.3) GM pozitif indeks degeri >1 iken
139’unun (%82.7) 1°den kiiciiktiir. Bu 139 serumda MycAssay Aspergillus PZR 1
(%0.7) pozitiflik saptanirken, 29 serumun 20’sinde (%69) pozitiflik saptanmistir.
GM pozitif indeks degeri >1 olmasi ile MycAssay Aspergillus PZR yontemi

pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).
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5. TARTISMA

Aspergillus enfeksiyonlarinin firsat¢1 enfeksiyon olarak tanimlandigi
tarihten beri yillar igerisinde yapilan postmortem arastirma sonuglarina gore risk
grubundaki bireylerde, IA nedenli mortalite oranlarmm ve dolayisiyla IA
insidansinin arttig1 goriilmektedir. Ozellikle hematolojik maligniteli remisyon-
indiiksiyon kemoterapisi ve HKHT nedeni ile yogun tedavi altindaki hastalar 1A
gelisimi acisindan risk altindadir. Flukonazolun diinya genelinde yaygin kullanimi
kiiflere karsi klinik etkisinin olmamast nedeni ile vakalarin sayisini
azaltamamakta ve IA en yaygin invaziv kiif enfeksiyonu olarak yerini
korumaktadir (114).

Febril notropeni nedeni ile takip edilen hastalarda atesin siklikla nedeni
bakteriyel enfeksiyonlar ve kullanilan ilaglar olsa da, bu hastalarin yaklasik %5-
10’unda etken mantar enfeksiyonlaridir (115).

Riskli gruptaki hastalarin ¢ogunda halo isareti ve/veya nodiil varlig: ile
0zgiil olmayan YRBT ve klinik bulgular, konvansiyonel methodlarin uygulanim
zorlugu gibi nedenlerle tam1 ge¢ konulmakta bazen net bir taniya
ulasilamamaktadir (68, 116). Dokudaki mantarin mikroskobi ve kiiltiir ile
izolasyonu kesin tani i¢in gerekmekte fakat 6rnege ulasimdaki zorluk, kanama
komplikasyonu riski ve duyarliliklarinin disiikliigi nedeniyle miimkiin
olmamaktadir. Erken tani, hizli bir sekilde antifungal terapinin baslanmasini ve
dolayisiyla hastaligin sonlanmasi, uzun yatis ve tedavi maliyetlerinin, en 6nemlisi
de mortalitenin azalmasimi saglayacaktir (117). Giinlimiizde halen bir¢ok
merkezde uygulanan GM testi ve YRBT antifungal tedaviye baslama kararinda
yol gostericidir (118).

Ornek aliminda invaziv prosediirler gerektirmeyen, duyarliligi ve seciciligi
yiiksek, erken donemde, hizli tan1 koyabilen yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu nedenle, son yillarda serolojik ve 6zellikle molekiiler tan1 yontemlerine olan
ilgi gittikge artmaktadir (72, 119).

PZR i¢in arastirmalarin basladig: ilk yillarda ticari kitlerin yoklugu nedeni
ile in-house testlerin tekrarlanabilirlik ve standardizasyon sorunlari mevcuttu

(120). Giiniimiizde 6zellikle invaziv olmayan yontemlerle ulasimi daha kolay olan
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serum, plazma gibi Orneklerde uygulanabilen ticari PZR Kkitleri sayesinde
karsilastirmali sonuglar elde edebilmekteyiz. Ozellikle tam kan elde edilirken
EDTA (etilen daimin tetraasetik asit) nedenli inhibisyon sorunlari nedeni ile
teknik olarak daha az zorlayici olan serum Ornekleri tercih edilmektedir. Serum
ornegi ile ¢calismanin bir diger avantaji hem GM hem de PZR’in ayni 6rnekten
calisilmasina olanak saglamasidir (121).

Biz de bu calismamizda, ilk ¢ikan ticari real-time PZR kiti olan MycAssay
Aspergillus kiti ile piyasada yerini alan bir diger yeni ticari real-time PZR Kkiti
olan Artus Qiagen Aspergillus PZR kitini serum Orneklerinde kullanarak febril
ndtropeni nedeni ile takip edilen hematolojik maligniteli hastalarda IA tanisindaki
performansini degerlendirdik.

Calismada yer alan hastalarin 6ncelikle ¢alisma sirasindaki 6zellikle balgam
orneklerinin ve diger klinik orneklerinin tremeleri, YRBT, paranazal BT,
histopatoloji sonuglarini degerlendirdik.

Arastirmaya dahil edilen 32 hastanin 41 epizodunda bulunan balgam
kiiltiirlerinin higbirinde herhangi bir mantar liremesi olmamistir. Bilindigi iizere,
iist solunum yolu oOrneklerinde bulunan flora elemanlari, alt solunum yolu
orneklerinden izole edilen mantarin primler patojen olarak diisiiniilmesini
zorlagtirmakta, ¢ogu zaman kontaminasyon olarak degerlendirilmekte ve kiiltiir
duyarhiligini diigiirmektedir. BAL gibi alt solunum yolu 6rneklerinin alimi teknik
acidan zahmetli olmakta birlikte, bizim ¢alismamizdaki hasta grubunda oldugu
gibi ¢cogu hastadan bu 6rneklerin eldesi, kiiltiir ve histopatolojik ac¢idan ¢aligilmasi
miimkiin olmamaktadir. YRBT bulgularindan en ¢ok karsimiza ¢ikan nodiil ve
halo ya da sadece nodiil olmustur. Daha 6nce de vurguladigimiz gibi YRBT
cekilen epizodlarin ¢ogunda (28/38) bu bulgulara rastlanmis, beklenildigi gibi
klinisyeni yonlendirme asamasinda yardimci olmustur. Aynmi sekilde paranazal

BT den de kiif agisindan tanisal anlamda 6zgiil bir bulgu elde edilememistir.

Galaktomannan antijen
Galaktomannan, Aspergillus tiirlerinde hiicre duvarinda bulunan, iireme
sirasinda ekzoantijen olarak dolagima salinabilen bir polisakkariddir. Bu antijen,

serum ve BAL orneklerinde ELISA, LA, RIA gibi yontemler ile
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saptanabilmektedir. Testte kullanilan sigan kokenli monoklonal EB-A2 antikorlari
galaktomannan molekiiliiniin immiinojenik galaktofuranoz epitopuna Ozgiildiir.
Bu yap1 hem duvar hem de salgilanan galaktomannan antijeninde bulundugu i¢in
tan1 ve tedaviye yanitin izlenmesinde kullanilir.

Hastalardaki GM salimimi degigkenlik gostermekte, bircok faktérden
etkilenmekte ve bu yiizden diizenli bir sekilde ardisik serum 6rneginin alinmasi
dogru GM pozitifliginin yakalanmasi i¢in 6nem arz etmektedir (122). Serum anti-
Aspergillus antikorlar1 varligi, 6rnekleme Oncesinde veya sirasinda antifungal
proflaksi ve/veya tedavi aliyor olmak GM negatifligine neden olabilir (80, 123).

Caligmamizin veri analizi degerlendirildiginde, EORTC’ye gore kanitlanmis
IA ve olast IA olarak siniflandirilan epizodlar degerlendirildiginde, GM antijen
testi i¢in duyarliligr %100, seciciligi %55, PPD %70, NPD %100 ve dogruluk
%78 olarak saptanmigtir. EORTC’ye gore siniflandirilan tiim epizodlar
(kanitlanmus 1A, olas1 1A ve siipheli 1A) degerlendirildiginde, GM antijen testi
icin duyarliligt %77.8, segiciligi %35.7, PPD %70, NPD %45.5 ve dogruluk
%63.4 olarak saptanmistir. Tek GM yerine ardisik GM testinin kanitlanmis ve
olas1 IA epizodlar1 degerlendirildiginde duyarlilik %42.9, 6zgiilliik %100, PPD
%100, NPD %62.5 ve dogruluk %70.7 olarak saptanmustir.

Serum diizeyinde yapilan hesaplamalara gore, EORTC’ye gore kanitlanmis
ve olast IA olarak smiflandirilan epizodlardaki GM testi uygulanan biitiin
serumlar degerlendirildiginde GM testinin duyarlilig1 %44, se¢iciligi %85.3, PPD
%81.5, NPD %50.9 ve dogruluk %60.7 olarak saptanmuistir.

GM antijen testinin FDA verilerine gore duyarliligi genel olarak %80.7,
seciciligi %89.2°dir. Bununla birlikte farkli merkezlere gore duyarlilik ve
ozgiillik degerleri sirastyla %33-100 ve %65-100 arasinda degismektedir.
Duyarliliktaki ve 6zgiilliikteki bu farkliligin hastanin klinigine, antifungal tedavi
alimina, 0rnegin enfeksiyonun hangi zamaninda alindigina, 6rnek say1 ve tipine,
calisgilan merkeze gore kabul edilen GM esik degerine gore degisebilecegi
bildirilmistir (72).

Marr ve arkadaslarimin 2004°de yaptiklari bir c¢aligmada, hematolojik
maligniteli hastalarda cut-off 0.5 alindiginda GM i¢in %70 duyarlhilik, %70
Ozgilliik saptamislar (80).
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Maertens ve arkadaglarinin 2004°de yaptiklar1 diger bir ¢alismada yine 0.5
cut-off sinirinda %96.5 duyarlilik, %85.1 6zgiilliik saptanmigtir (71).

Herbrecht ve arkadaslarinin 2002°de yaptiklar1 bir ¢alismada GM testi i¢in
kanitlanmis 1A olgularinda %64.5 duyarlilik, olasi IA olgularinda %16.4
duyarlilik, siipheli IA olgularinda ise %25 duyarlilik saptamislardir (124).

Pfeiffer ve arkadaglarmin 2006’da yaptiklart 27 caligmay1 kapsayan bir
meta-analizde kanitlanmis ve olast 1A igcin %61 duyarlilik, %93 &zgiilliik,
hematolojik maligniteli hastalar ayr1 olarak degerlendirildiginde ise %70
duyarhilik, %92 6zgiillik saptamislardir (125).

Hematolojik maligniteler arasinda AML digerlerine gore IA gelisimi
acisindan daha yiiksek riskli olarak bilinmektedir. Ayrica kemoterapi rejimleri
acisindan remisyon indiiksiyon kemoterapisi alan hastalarda da daha fazla oranda
IA gelisimi oldugu bildirilmektedir (126). Calismamizda altta yatan hastaliklar ve
kemoterapi rejimleri degerlendirildiginde GM antijen pozitifligi saptanan 30
epizoddan 13’1 (%43.3) AML hastasiydi.. Sayisal olarak ¢alismamizda AML’li
hastalardaki GM pozitifligi fazla olarak saptansa da altta yatan hastalik ve GM
antijen yoOntemi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p=0.524). GM pozitifligi saptanan 30 epizoddan 16’sinda (%53.3) remisyon-
indiiksiyon kemoterapisi almakta oldugu gézlenmistir. Alinan tedavi tipi ve GM
antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.726).

Hematoloji hastalarinda GM antijen diizeyi ile ndtropeni diizeyi arasinda
anlamli bir iliski oldugunu gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir (127).
Calismamizda nétropeni diizeyleri degerlendirildiginde GM pozitifligi olan 30
epizodun 17’sinde (%56.7) notrofil sayist 100/mm?*’iin altinda saptanmaistir. Derin
notropenik olan grupta pozitiflik fazla olsa da notropeni diizeyi ile GM antijen
testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir (p=0.095).

Ozellikle TZP gibi, mantarlardan elde edilen antibakteriyeller ile tedavi
goriiyor olmak GM pozitifligine neden olmaktadir. Gerlinger ve arkadaslarinin
2012’de yaptiklar ¢aligmada TZP’ye bagli GM yalanci pozitif sonuglar nedeni ile
TZP flakonlarinin tedavi dncesi GM degerleri agisindan test edilmesi gerekliligi
vurgulanmigtir (128). Bizim caligmamizda antibakteriyel tedavi

degerlendirildiginde GM pozitifligi saptanan 30 epizodun 16’sinda (%53.3)
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piperasilin-tazobaktam kullanimi mevcuttu ve piperasilin-tazobaktam kullanimi
ile GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p=0.655). Mikulska ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada da TZP kullanan ve
kullanmayan hastalar arasinda GM testi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamis ve rastgele secilen TZP siselerinde de GM pozitifligi saptanmamisgtir
(129).

Mc Culloch ve arkadaslarinin 2012’de yaptig1 bir ¢alismada o6zellikle
fungistatik etkili posakonazol gibi antifungallerin yontemleri negatif yonde
etkiledigi ve sonuclarin antifungal kullanimi dikkate alinarak yorumlanmasi
gerektigi vurgulanmistir (130).

Marr ve arkadaglar1 ise serum Orneklemesinden Onceki onbes giin i¢inde
itrakonazol, vorikonazol veya amfoterisin B gibi antifungal kullanan hastalarda
testin duyarliligimin anlamli sekilde disik oldugunu bildirmislerdir (80).
Calismamizdaki 6rnekleme Oncesinde veya Ornekleme sirasinda alinan antifungal
tedavi degerlendirildiginde GM pozitifligi olan 30 epizodun 23(%76.7)
epizodunda tek antifungal kullanimi varken, 4 epizodunda (%13.3) iki ve iizeri
antifungal kullanimi saptanmistir. Tek veya ikili antifungal kullanimi ile GM
antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.658).
GM pozitifligi olan 30 epizodun 20’sinde (%66.7) empirik antifungal kullanimi
varken, GM pozitif 30 epizodun 11’inde (%36.7) pre-emptif antifungal kullanimi
saptanmistir. Empirik antifungal kullanimi ve GM antijen testi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamazken (p=0.275), pre-emptif antifungal
kullanomi ve GM antijen testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p=0.020). Sonug olarak antifungal kullaniminin GM testi {izerine
etkisi ile ilgili farkli sonuglar bildirilmekle birlikte, genel olarak antifungal

ilaglarin testi etkileyebilecegi bilinerek sonuclar degerlendirilmelidir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

IA tamisindaki mevcut giicliikler molekiiler tam ydntemlerini giindeme
getirmis ve farkli PZR tekniklerinin ortaya c¢ikmasma neden olmustur. Buna
ragmen halen standardize edilmis ve EORTC tam kriterlerine dahil edilmis bir

molekiiler yontem bulunmamaktadir. Ik olarak Melchers ve arkadaslar1 18S
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rRNA genini kodlayan primerleri kullanarak bagisikligi baskilanmis hastalarda
Aspergillus tiirlerine ait DNA’nin gosterilmesinde PZR yontemini kullanmislardir.
Sonrasinda yapilan bir¢ok PZR calismasinda da hedef olarak bu gen bdlgesi
secilmistir (131). PZR testini degerlendiren c¢alismalarda ornek tipi (serum,
plazma, BAL), ekstraksiyon protokolil (enzimatik, mekanik, otomatize, ticari kit),
amplifikasyon sistemi (nested, geleneksel), protokol (ger¢ek zamanli, kantitatif ve
geleneksel), hedeflenen gen bolgesi (18S rRNA, 28S rRNA vb) ya da primler
secimi (Aspergillus ya da tim kiiflere 6zgiil, panfungal) gibi ¢ok sayida faktdrde
biiyiik ¢esitlilik gozlenmektedir (132). Martinez ve arkadaslarinin serum ve
plazma Orneklerini karsilastirdigi ¢aligmasinda iki 6rnek arasinda duyarlilik farki
olmadig1 belirtilmistir. BAL’1n PZR testi i¢in IA’nin erken tamisinda yiiksek
duyarlilik ve 0Ozgiilliige sahip oldugu bazi yayinlarda bildirilse de, ekzojen
kaynakl1 sporlarin inhalasyonu ve akcigerde kolonizasyonu gibi nedenlerle yanlis
pozitif PZR sonuglar1 goriilebilmektedir (132-133).

In-house yontemlerin ticari kitlere gore daha az maliyetli olmasi, cihaz ve
kit bagimliligi gerektirmemesi gibi Ozellikleri olsa da kapali sistemlerde
calisilmamasi, kontaminasyon riski varligi, daha uzun zamanda sonuglanmasi,
tekrar edilebilirliginin, kantitasyonunun ve standardizasyonunun zor olmasi, ¢ok
sayida hasta drneginin ayn1 anda ¢alisilamamasi gibi dezavantajlari da mevcuttur.

Bu ¢alismamizda kullandigimiz MycAssay PZR kiti serum Ornekleri i¢in
standardize edilmis, Eyliil 2010°dan itibaren kullanilmakta olup Avrupa’ya
uygunluk (CE) onay1 almis ticari bir kittir. Artus Qiagen PZR kiti ise 2013 yilinda
piyasaya slriilmiis tiir diizeyinde saptama yapan 0zellikle RotorGeneQ platformu
i¢in tasarlanmuis ticari bir kittir.

EORTC’ye gére kamtlanmis ve olasi IA olarak siniflandirilan epizodlar
degerlendirildiginde Artus Qiagen PZR testinin duyarlilign %47.6, seciciligi
%100, PPD %100, NPD %64.5 ve dogruluk %73 olarak saptanmistir. Serum
diizeyinde yapilan hesaplamalara gére, EORTC’ye gore kamtlanmis ve olasi 1A
olarak  siniflandirilan  epizodlardaki PZR  uygulanan biitiin  serumlar
degerlendirildiginde Artus Qiagen PZR testinin duyarliligi %18, seciciligi %100,
PPD %100, NPD %45.3 ve dogruluk %51 olarak saptanmuistir.
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EORTC’ye gére kamtlanmis ve olasi IA olarak siniflandirilan epizodlar
degerlendirildiginde MycAssay PZR testinin duyarlilifi %61.9, seciciligi %100,
PPD %100, NPD %71.4 ve dogruluk %80.5 olarak saptanmistir. Serum diizeyinde
yapilan hesaplamalara gore, EORTC’ye gore kanitlanmis ve olasi IA olarak
siiflandirilan epizodlardaki PZR uygulanan biitiin serumlar degerlendirildiginde
MycAssay PZR testinin duyarliligi %21, segiciligi %100, PPD %100, NPD %46.3
ve dogruluk %52 olarak saptanmistir.

Mengoli ve arkadaglarinin yaptigr bir meta-analiz degerlendirmesinde,
2000-2008 yillar1 arasinda yapilmis 16 ¢alisma (1618 hastaya ait 10.000 tam kan,
serum veya plazma Ornegi) incelenmis. Kanitlanmis ve olasi IA vakalarinda tek
pozitif PZR sonucu icin duyarlilik ve 6zgiilliik sirasi ile %88 ve %75, PPD %36.7,
NPD %97.4 bulunmus. Ardisik pozitif PZR sonucu i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik
strast ile %75 ve %87 bulunmus. Tek bir negatif PZR sonucu kanitlanmis veya
olast TA tanisin1 diglamak icin yeterken, taniyr dogrulamak i¢in ardisik pozitif
PZR sonucu gerektigi, c¢linkii tek PZR i¢in duyarlilik daha yiiksek iken, ardisik
PZR i¢in seciciligin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Genel olarak calismalar
arasindaki performans degerleri arasinda farkliliklarin segilen popiilasyonlar ve
kullanilan PZR methodlar1 arasindaki homojenite eksikliklerine bagli olabilecegi
disiiniilmiis. Biitliin bu standardizasyon farkliliklarinin PZR’in  hastalik
tanimlamalarinda yer alamamasini ve genis ¢apta kabul gérememesini agikladigi
belirtilmis. PZR methodlar arasindaki heterojenite sebeplerinin: segilen drnegin
cesidi (tam kan, serum, plazma), test edilen ornek voliimii (200ul-10ml), DNA
ekstraksiyon prosediirii (enzimatik veya mekanik pargcalama), secilen hedef gen,
PZR firiiniiniin saptanmasi ve uygun kontrollerin kullanilmasindaki farkliliklar
olarak 6zetlenmis. Meta-analiz kapsamindaki ¢aligmalarda profilaktik ve empirik
kullanim da dahil olmak tizere es zamanli kullanilan antifungal ajanlar yetersiz
sekilde rapor edildigi ve bu ajanlarin kullaniminin olasilikla PZR’1n sensitivitesini
azalttig1 tizerinde durulmus (83).

Danylo ve arkadaslarinin yaptig1 35 hematoloji hastasindan (4 kanitlanmus,
12 olasi, 19 siipheli ve IA olmayan) 146 serumun test edildigi bir ¢alismada
MycAssay Aspergillus PZR kiti degerlendirilmis ve GM testi ile karsilastirilmis.

Her bir epizodun kendi icinde ve her bir testin kendi i¢inde analizi yapilmuis.
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Kanitlanmis ve olas1 IA epizodlar1 epizod diizeyinde degerlendirildiginde,
MycAssay icin duyarlilik %43.8 ve ozgiillik %63.2, testler diizeyinde yapilan
analizde de duyarlilik %23.5, 6zgiilliik %83.3 bulunmus. MycAssay PZR, GM’a
gore daha diisiik bir secicilie (GM seciciligi %93.1) ve 1.5 gibi daha diisiik
pozitif olabilirlik oranina (GM igin 4.63) sahip bulunmus. PZR tek bir olas1 1A
tanisinda zaman kazandirirken, GM yerine kullanimda iki vakanin tanisini
geciktirmistir. Sonuglarma gore olas1 1A’dan daha c¢ok kanitlanmis IA’da daha
duyarli oldugunu bu nedenle, kanitlanmis ve olas1 IA oram belirtilmedigi ve daha
yiiksek oranda kanitlanmis IA iceren bir ¢alisma yapilacak olursa epizod
diizeyinde duyarliligin artabilecegi vurgulanmis. GM ile karsilastirildiginda
MycAssay PZR’1n duyarlilig arttirmadigi ve GM’dan daha diisiik segicilige sahip
oldugu gozlenmis ve MycAssay icin daha ileri ¢aligmalarin gerekliligi {izerinde
durulmustur (134).

Loeffler ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada 68 kan kiiltiir 6rneginin
hicbirinde Aspergillus fumigatus izole edilemezken, PZR ile 68 6rnegin 17 sinde
(%25) Aspergillus DNA’s1 tespit etmislerdir (135).

Millon ve arkadaslarinin serum 6rneklerinde uyguladiklari mitokondriyal ve
ribozcomal DNA bolgelerini hedefleyen real-time PZR yonteminde %57
duyarlilik, %94 6zgiillik oranlar1 bildirmiglerdir (136).

Hebart ve arkadaslarinin febril nétropenik hematolojik maligniteli ve HKHT
hastalarinda yaptiklar1 bir ¢alismada panfungal primerler kullanarak prospektif
olarak degerlendirdikleri 92 epizodda (48 kanitlanmis ve olas1 IA hastalarindan
olusan) in-house PZR’m %100 duyarliligi, %73 segiciligi oldugunu
bildirmislerdir (137).

Halliday ve arkadaglarimin febril ndtropenik epizodlari olan hematolojik
maligniteli ve HKHT hastalarinda kan 6rneklerinde prospektif olarak nested PZR
uyguladiklar1 bir ¢alismada kanitlanmis ve olast IA grubunda %100 duyarlilik,
%75 6zgiilliik oranlar bildirmislerdir (138).

El Mahallawy ve arkadaslarinin pediatrik hastalarda 91 febril notropenik
epizod degerlendirerek ve panfungal primerler kullanarak yaptigi bir calismada

%75 duyarlilik, %92 6zgilliik oranlar1 bildirmis olsalar da hasta grubunun biiyiik
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cogunlugu kanitlanmis ve olast IA olan hastalardan olusmus olmasi yiiksek
duyarhilik ve 6zgiilliikk oranlarin1 agiklamaktadir (139).

White ve arkadaslarinin 2011 yilinda, bizim de bu ¢alismada kullandigimiz
ticari Aspergillus PZR yontemi (MycAssay Aspergillus) ve in house real-time
PZR yontemini serum Orneklerinde karsilagtirdiklart c¢alismalarinda 10
kanitlanmis/olas1 1A vakasindan 104 serum, 21 yiiksek riskli vakadan 66 serum
ornegi test edilmis MycAssay Aspergillus PZR’m tek test icin %70 duyarhilik,
%90.5 ozgiilliik coklu test 1¢in%60 duyarlilik, %100 6zgiilliik saptarken in-house
PZR tek test icin %80 duyarlilik, %100 6zgiillik ¢oklu test i¢in %50 duyarlilik,
%100 6zgiilliik oran1 oldugunu bildirmislerdir (11).

White ve arkadaslarinin 2010°da, 2006 yilinda olusturulmus olan Avrupa
Aspergillus  PZR inisiyatifi grubu (EAPCRI) adma Aspergillus PZR
standardizasyonu igin ¢esitli merkezlere yolladiklar1 tam kan iizerine
hazirladiklar1 kalite kontrol panellerine gore birgok merkezin amplifikasyon
protokollerinin benzer saptama esik degerine sahip olduklarimi goriirken,
amplifikasyon ve ekstraksiyonun beraber degerlendirildiginde %50 merkezin ayni
saptama esigini yakalayamadiklarini gérmiislerdir (140).

White ve arkadaglarinin 2011°de  EAPCRI grubu adina serum PZR
protokollerini degerlendirdikleri bir c¢aligmada %86.1 duyarlilik ve 9%93.6
ozgiilliik oranlar1 saptamiglardir. Daha biiylik 6rnek hacimleri, internal kontrol ve
ITS bolgesinin hedeflendiginde daha yiiksek duyarlilik oranlarina ulagirken,
elisyon hacminin yiiksek tutuldugu ve mitokondriyal genlerin hedeflendigi
protokollerde daha diisiik duyarlilik oranlarinin elde edildigini vurgulamislardir.
Calismaya dahil edilen 22 merkezden elde edilen 29 farkli ekstraksiyon ve
amplifikasyon protokollerinin sonucglarma gore %97’sinin tek bir g¢aligmada,
%83’ niin de tekrarl ¢aligmada ml’de 10 genomluk esik degeri saptayabildiklerini
gormiislerdir. Kirmiz1 ve beyaz kiire hiicrelerinin lizisi gibi teknik detaylardan
dolayr tam kana gore serum oOrneklerinin daha kolay test edildiginin, 6zellikle
ticari ekstraksiyon methodlarinin kullanimi ile standardizasyon ve kalite kontroliin
saglanabilecegi vurgulamiglardir. Tek bir serum 6rneginden GM, beta-D-glukan
ve PZR testlerinin uygulanabilir olmasmin yiiksek riskli hasta grubunun

taramasinda verimlilik saglayabilecegi belirtilmistir (141).
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Torelli ve arkadaslarinin 2011°deki ¢alismalarinda BAL 6rneklerinde PZR
ve GM testini degerlendirdiklerinde PZR’1n dogrulayic1 bir test olarak segiciligi
arttirmak tizere kullanilabilecegini belirtmislerdir (142).

Pini ve arkadaslarinin 2014°de yaptiklar1 prospektif bir ¢alismada 64
hastanin 71 epizodundan (2 kanitlanmus IA, 28 olas1 1A, 40 kontrol) elde ettikleri
serumdan 500 pl ekstrakte ederek MycAssay Aspergillus PZR kiti GM ile
karsilastirildiginda GM i¢in %50 duyarhilik, %95.1 6zgiillik, PPD %88.2, NPD
%72.2 bulunurken, MycAssay PZR icin %46.7 duyarlilik, %97.6 6zgiilliik, %93.3
PPD, %71.4 NPD saptamislar ve iki test arasinda belirgin fark olmadigim
belirtmiglerdir. Yine yatilan servis, altta yatan hastalik, antifungal tedavi
(profilaktik, empirik ve pre-emptif) ve diger IA dis1 enfeksiyonlar acisindan iki
grup arasinda anlamli fark saptamamislardir. Ekstraksiyon asamasinda eklenecek
bir internal kontroliin platformun performansini olumlu yonde etkileyebilecegini
vurgulamiglardir (143).

Oz ve arkadaslarmin 2015°de yayinladiklar1 99 hastanin 161 epizoddan (1
kanitlanmis 1A, 17 olas1 1A, 60 siipheli 1A, 83 IA riskli) elde etikleri 358 serum
orneginin c¢alisildig1 bir aragtirmada klinik karakteristiklerden altta yatan hastalik,
kemoterapi rejimi, dozu, antifungal, antibakteriyel tedavi, notropeni diizeyi
degerlendirildiginde iki grup arasinda anlamli fark saptanmazken, hospitalizasyon
stiresi, ndtropeni siiresi, T hiicre baskilayici terapi degerlendirildiginde anlamh
fark bulunmustur. Diger calismalarda ve bizim ¢alismamizda oldugu gibi yiiksek
ornek hacimlerinin real-time PZR’in performansini arttirdigini belirtmislerdir
(144). Yine aynm hasta grubu ve ayni1 6rneklerle Aslan ve arkadaglarinin 2015°de
yaptiklar bir ¢alismada MycAssay PZR kiti i¢in %65.3 duyarlilik ve %57.8, GM
icin %23 duyarlilik ve %90.3 6zgiillik GM ile PZR’1n birlikte kullanimi ile
%73.7 duyarlilik ve%50.6 6zgiilliik saptamislar, PPD ve NPD {izerine hastaligin
prevalansinin etkili olabilecegi lizerinde durmuslardir (145).

White ve arkadaslarinin 2015°de EAPCRI adimna yaptig1 1 kanitlannug, 18
olas1 IA vakasindan 190 ¢ift ve 42 kontrol grubundan 203 ¢ift toplam 393 serum
ve plasma 6rneginde PZR’1n klinik performansini degerlendirdikleri bir ¢aligmada
serum Orneklerinin tam kana gore daha diisiik duyarlilik gosterdigini ve DNA

konsantrasyonunun plazmada daha yiiksek oldugunu bunun da sebebinin
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serumdaki piht1 formasyonu sirasinda DNA’nin bunun iginde kalmasma bagl
olabilecegini belirtmiglerdir. Serum orneklerinde tek PZR testi icin duyarlilik
%68.4, ozgiillik %76.2 ve coklu PZR pozitifligi i¢in duyarlilik %42.1, 6zgiilliik
%95.2 iken tek plazma PZR testi i¢in duyarlilik %94.7, 6zgiilliik %83.3 ve ¢oklu
plazma PZR i¢in duyarlilik %68.4, 6zgiilliikk %100 bulunmustur. Plazma pozitiflik
zamaninin da serumdan daha once oldugunu saptamislardir. Plazma PZR, 13
vakada tek basina erken belirte¢ iken diger tan testleri ile kombine edildiginde de
5 vakada erken belirte¢ olmustur (146).

White ve arkadaslarinin  2015°de  yaptiklar1  sistematik  literatiir
incelemesinde PZR (duyarlilik %76.8-%88, ozgillik %75-%94.5) ve GM
(duyarlilik %81.6, 6zgiillik %91.6) i¢in benzer duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerini
saptamislardir (147).

IA epizodu sirasinda kanda bulunan Aspergillus DNA varligi her zaman
devam eden bir durum degil, aynt GM saliniminda oldugu gibi degiskendir ve
dogru tespitte ardisik 6rnekleme bu ylizden ¢ok 6nemlidir. Bizim ¢alismamizda da
diizenli ve kurall1 bir bi¢imde her hastadan esit oranda 6rnek toplanamamis, hatta
bazi hastalarda vefat ya da baska bir merkeze sevk gibi nedenlerden dolay: tek
serum Ornegi ile sinirl kalimmistir. GM ve PZR duyarliliklarinin bu sebepten de
etkilenebilecegi arastirmalarda belirtilmektedir (134).

GM testi ilk olarak taze serum orneginde uygulansa da bizim ¢alismamizda
oldugu gibi PZR testi arastirma amach tasarlanan ¢aligmalarda, uzun dondurulma
siirect ve test Oncesinde istemeden de olsa tekrarli dondurma-¢ozdiirme
islemlerine maruziyet sebebiyle DNA miktar1 diismekte, dolayisiyla kitin
performansi etkilenmektedir (148).

Her ne kadar hasta karakteristikleri ve EORTC/MSG ve benzeri tani
kriterleri kullanilmis olsa da, ¢alismalarda secilen popiilasyonlarin biiyiikligii ve
daha da onemlisi IA prevalanslari arasinda kayda deger farkliliklar mevcuttur.
Altta yatan hastalik, kullanilan kemotorapotik rejim ve HKHT varligi {A riskini
belirlemekle birlikte prevalanst ve kullanilan tanisal testin performansini da
etkilemektedir. Bununla beraber, PZR testini febril notropeni sirasinda veya
pndmoniyi diigiindiiren pulmoner infiltrat varliginda tant amagh kullanan

merkezlerde prevalans daha yiiksek iken, hastalik baslamadan 6nce tarama amagh
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kullanan merkezlerde beklenildigi lizere prevalans diisiiktiir. Prevalans diisiik ise,
tek PZR negatifligi ortada klinik siiphe de yoksa IA tanisini diglayabilir. Bunun
aksine, iki veya daha fazla PZR pozitifligi, mevcut vaka tanisimi silipheli
hastaliktan, olas1 hastaliga yilikseltmek i¢in mikolojik dogrulama amagh
kullanilabilir (83).

Mengoli ve arkadaslarinin iizerinde durdugu 6nemli bir nokta da gelecek
caligmalar agisindan PZR testinin, hastalik belirtisi olmayan yiiksek riskli
vakalarda IA varligim veya yoklugunu gostermek icin ve hastaligi dogrulama
veya dislama i¢in kullanimi konusunda net bir sonu¢ elde etmeyi amaglamasi
gerektigidir. Pozitif sonuglar1 iceren c¢alismalarin, negatif sonuglari igeren
calismalara gore daha ¢ok yayinlanmasinin literatiirdeki yanlis pozitif sonuglar
aciklayabilecegini belirtmektedirler (83).

Invaziv aspergillozda sporlar inhale edildikten sonra akciger alveollerinde
birikmekte ve hif formu gelismektedir. Fungal DNA (sporlar ve/veya hifler) bu
evrede dolasima salinabilmektedir. Bu durum klinik belirtilerin baslamasindan
cok once gelisebilir. Akut 16semili veya HKHT yapilan hastalarin prospektif
calismalar1 sonucunda klinik belirtilerden yaklasik bes giin 6nce, PZR’1n en erken
invaziv fungal enfeksiyon belirleyicisi olarak degerlendirildigi caligmalar
mevcuttur (137).

Cuenca-Estrella ve arkadaglarinin ardisik real-time PZR, GM ve YRBT yi
beraber degerlendirdikleri bir calismada kamitlanmis IA’lu hastalarda GM
pozitifliginden 65 gin once, YRBT’den 67 gin once PZR pozitifligi
bildirmislerdir (149). Bizim c¢alismamizda GM pozitifliginden ya da YRBT den
once saptanan herhangi bir PZR pozitifligi bulunmamaktadir. Bunun yani sira
caliymamizda kamtlanmis IA epizodu bulunmamakla birlikte, olast IA olarak
tanimlanan iki ayr1 epizodda GM ve PZR pozitifligi YRBT den 8 giin 6nce
gerceklesmistir.

Millon ve arkadaslarinin 29 hastadan (2 kanitlanmis, 6 olasi, 11 siipheli, 11
IA riskli) ilk GM pozitifligi saptanan serum &rneklerinde real-time PZR
uyguladiklart calismada GM pozitif-PZR pozitif sonucun antifungal terapiye
baslanmasini saglayabilecegi gibi, GM pozitif-PZR negatif sonucun maliyetli

antifungal uygulamalarin ertelenmesini destekleyebilecegini belirtmislerdir (150).
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Reinwald ve arkadaslarinin BAL  oOrneklerinde GM ve PZR’1
degerlendirdikleri ¢alismada GM ve PZR’in birlikte kullanimiyla duyarlilik
%83’e NPD %89’a yiikselmistir (151). Bizim ¢alismamizda GM pozitifliginden
once saptanan herhangi bir PZR pozitifligi bulunmamakla birlikte bu sonuca bagl
olarak GM antijen testi ve real-time PZR (Artus Qiagen PZR veya MycAssay
Aspergillus PZR) testinin birlikte kullanimi1 ile duyarliliklarda yiikselme
goriilmemistir.

Danylo ve arkadaslarinin MycAssay Aspergillus real-time PZR
performansin1 degerlendirdikleri bir ¢alismada GM pozitif serum Orneklerinde
dogrulama amaci ile PZR uyguladiklarinda serum diizeyinde degerlendirmede
PZR PPD’i %39.3’den %77.8’e ylikselirken, NPD’1 %72’den %41.7’e diismiistiir.
Bizim ¢alismamizda ise Artus Qiagen PZR testi ve MycAssay PZR testi GM testi
pozitif serum 6rneklerinde dogrulama testi olarak kullanilacak olursa Qiagen PZR
duyarliligt %33.3’e (0nceki degeri %18), MycAssay PZR duyarliligi %38.9°a
(6nceki degeri %21) ylikselirken, esas olarak negatif prediktif degerleri Qiagen
PZR i¢in %45.3’den %76’a, MycAssay PZR testi i¢cin %46’dan %77.6’a
yiikkselmistir. Yani sadece, tani testinin uygulandigi grupta negatif sonucu
olanlarin gergekte hasta olmama olasiligi artmistir.

Altta yatan hastalik, kemoterapi rejimi ve antibakteriyel kullanimimnin her iki
PZR testinin da sonuglar1 lizerine etkisi degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlaml fark elde edilememistir.

Artus Qiagen PZR testi pozitifligi olan 10 epizodun 7’sinde (%70) nétrofil
sayist 100/mm?*’iin altinda saptanmustir. Artus Qiagen PZR pozitifligi derin
notropenik olan grupta fazla olsa da notropeni diizeyi ile Artus Qiagen PZR testi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0.159). MycAssay
Aspergillus PZR testi pozitifligi olan 13 epizodun 8’inde (%61.5) notrofil sayisi
100/mm?’lin altinda saptanmistir. Derin notropenik olan grupta pozitiflik fazla
olsa da yine notropeni diizeyi ile MycAssay Aspergillus PZR testi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamastir (p=0.265).

Oz ve arkadaslarmin yaptig1 calismada derin ndtropeni olan grupta real-time

PZR ve geleneksel PZR yonteminin duyarlili§i daha yiiksek saptanmustir (144).
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Hem deneysel hayvan modellerinde hem de klinik sartlarda yapilan
caligmalarda antifungal terapinin GM ve PZR sonuglarini negatif olarak
etkileyebilecegi belirtilmistir (152).

Calismamizin verilerine gore antifungal tedavi degerlendirildiginde, tek
antifungal kullanimi olan 33 epizodun 8’inde (%24.2) Artus Qiagen PZR testi
pozitifligi izlenmistir. MycAssay Aspergillus PZR pozitifligi ise tekli antifungal
kullanim1 olan 33 epizodun 11’inde de (%33.3) izlenmistir. Calismamizda tekli
antifungal tedavi alan hastalarda daha az oranda PZR pozitifligi saptansa da tek
antifungal kullanim1 veya ikili antifungal kullanimi ile Artus Qiagen PZR testi ya
da MycAssay Aspergillus PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamastir.

Empirik antifungal kullanimi olan 27 epizodun 3’iinde (%11.1) Artus
Qiagen PZR testi pozitifligi varken, pre-emptif antifungal kullanimi olan 11
epizodun 7’sinde (%63.6) pozitiflik saptanmistir. Empirik antifungal kullanimi
olan 27 epizodun 5’inde (%18.5) MycAssay Aspergillus PZR testi pozitifligi
varken, pre-emptif antifungal kullanimi olan 11 epizodun 8’inde (%72.7)
pozitiflik saptanmistir. Calismamizda Ozellikle empirik antifungal tedavi alan
hastalarda daha az oranda PZR pozitifligi goriilmiis ve empirik antifungal
kullanim1 (p=0.017), pre-emptif antifungal kullanimi ile Artus Qiagen PZR testi
ya da MycAssay Aspergillus PZR testi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p=0.001).

Antifungal tedavi ekstraksiyon iizerinde etki yapmasa da PZR’1n saptadigi
tespit limitini distlirerek negatif PZR sonucuna yol agabilmekte, bu yiizden de
etkili bir ekstraksiyon yonteminin ve daha fazla miktarda 6rnek kullanilmasinin
antifungal etkiyi engelleyebilecegi belirtilmektedir (153).

EAPCRI grubunun 2011 yilinda Avrupa’daki farkli merkezlerde calisilan
kan oOrneklerindeki PZR sonuglarin1 ve performanslarini iceren ve PZR
asamalarina yonelik Oneriler iceren bir rapor yayinlamislardir. Bu 6nerilerden en
onemli olam1 calismamizdaki verilerle benzer olarak yiiksek 6rnek hacimleri
kullanilmasidir. Negatif ve pozitif ekstraksiyon kontrolleri ile internal kontrollerin
kullanilmast ve ekstraksiyon asamasinin sonunda DNA eliisyon hacminin 100

pL’den az olmas1 gibi diger 6neriler de mevcuttur (141).
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Fungal yiikiin az oldugu serum gibi 6rneklerde yiiksek 6rnek hacimlerinin
kullaniminin ekstraksiyon etkinligini arttiracagi genel olarak bilinmektedir.
Calismamizda, hematolojik maligniteli hasta grubundaki 6zellikle kan degerleri
ve genel durum diisiikliigii gibi nedenlerle bu kadar fazla hacimde serum ornegi
elde edilmesi her hasta i¢cin miimkiin olmamistir. Calismada kullanilan serum
miktarinin PZR iizerine etkinligi degerlendirildiginde 400 pL’nin altindaki serum
orneklerinde her iki PZR testi i¢cin de 400 uL ve tizerindekilere gore daha diisiik
oranda pozitiflik bulunmus olup, istatistiksel olarak belirgin fark saptanmistir
(Artus Qiagen PZR p=0.014, MycAssay Aspergillus PZR p=0.020).

Suarez ve arkadaglarinin 100 pl ve 1000 pl hacimlerde serum 6rneklerinde
real-time PZR duyarliligini degerlendirdikleri calismalarinda artan serum
miktartyla PZR duyarliliginin arttigini bildirmiglerdir (121).

Artus Qiagen PZR kiti 168 serum Orneginin 18’inde (%10.8) ve 41
epizodun 10’unda (%24.4) pozitiflik saptamistir. PZR pozitif bulunan 10 epizodda
(10 olas1 IA) Artus Qiagen PZR Kkitinin saptadig tiirlerin dagilimi: 5 epizodda
A.flavus, 3 epizodda A.fumigatus ve 2 epizodda A.terreus seklindedir. MycAssay
Myconostica PZR kiti ise 168 serum orneginin 21’inde (%12.5) ve 41 epizodun
13’{inde (%31.7) (13 olas1 IA) pozitiflik saptamistir. Qiagen PZR sadece 3 farkli
Aspergillus tiriinli saptayabilirken, MycAssay PZR kiti 15 farkli Aspergillus tiirii
saptayabilmektedir. MycAssay PZR kiti ile bizim ¢alismamizda da oldugu gibi
daha ¢ok pozitiflik saptanmasinin nedeninin bu olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda kullandigimiz Platelia Aspergillus Galaktomannan antijeni
(Platelia Aspergillus, BioRad, France)(PA-ELISA) ilk olarak 1999°da Avrupa’da
ilk ¢iktiginda tretici firma tarafindan pozitif cut-off degeri 1.5 olarak piyasaya
stiriilmiistiir. Bu degeri destekleyecek bir kanit olmadig: icin son yillarda birgok
arastirict daha diisiik cut-off degerlerini 6nermistir (1,0.8 ve 0.7 gibi). Amerika’da
0.5 degeri ile 2003 yilinda serum Ornekleri icin FDA onay1 aldiktan sonra iiretici
firma, Avrupa’daki hematolojik maligniteli hastalarin GM takiplerindeki verilerin
ROC analizlerine dayanarak birgok diger iilkedeki cut-off degerlerini 0.5’
diisirmeye karar vermistir (154).

Bizim merkezimizde de 0.5 cut-off degeri esas alinsa da hem Artus Qiagen

PZR kiti hem de MycAssay Aspergillus PZR kiti ile pozitif sonu¢ bulunan
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serumlarin ¢alisilan GM cut-off degerlerinin genel olarak 1’den biiyiik olmasi
dikkat ¢ekicidir ve GM pozitif indeks degerinin 1’den biiylik olmasi ile her iki
PZR testinin pozitifligi arasinda istatistiksel olarak belirgin fark saptanmistir

(p<0.001).
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6. SONUC

Hematolojik maligniteli hastalarda IA varlig1 agisindan serum &rneklerinde
kullanilmak iizere hem Artus Qiagen Aspergillus hem de MycAssay Aspergillus
PZR kitinin beklenenin altinda performans gdstermislerdir. Bu nedenle IA
tanisinda kullanilan indirek mikrobiyolojik testler siifinda tek basina rutin bir
tani testi olarak yer almak yerine erken tani ve pre-emptif tedaviyi yonlendirmek
amactyla destekleyici olarak kullanilabilir. Riskli hastalarin taramasinda
kullanilmak tizere PZR standardizasyonu igin girisimlere ve daha birgok
prospektif, genis kapsamli, Ozellikle klinisyen destegi ile iyi kurgulanmis
calismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Bu cgaligmada, altta yatan hastalik, kemoterapi rejimleri, notropeni siddeti ve
antibakteriyel kullaniminin GM ve PZR testi performansi iizerine etkisi ile ilgili
istatistiksel olarak anlamli bulgu saptanmamis olmakla birlikte benzer caligmalar
degerlendirildiginde testlerin sonuglarinin yorumlanmasi sirasinda bu ve benzeri
bir¢ok faktdriin géz dniinde bulundurulmasi gerekmektedir.

GM antijen testi ve molekiiler yontemler ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen
sonuclar duyarlilik ve 6zgiilliik agisindan farkliliklar gosterse de invaziv olmayan
tan1 yontemleri olarak erken tamida oldukg¢a iimit vaad edicidir. Ozellikle A
acisindan yiiksek riskli hasta gruplarinda bu testler i¢in daha yiiksek duyarlilik ve
ozgiillik oranlar1 bildirilmektedir. Bunun yani sira serolojik ve molekiiler
yontemlerin  birlikte  kullanilmasi  ile  duyarhilik  oranlarinin  artacagi
diistiniilmektedir. Her ne kadar maliyeti yiiksek testler olsa da kar-zarar orani
hesaplanarak hem yan etkileri hem de maliyeti yiiksek antifungallerin geregi
disinda kullanimi 6nlenebilir bir diger agidan bakacak olursak etkili ve zamaninda

antifungal tedavi ile yiiksek mortalite azaltilabilir.
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7. OZET

Hematolojik Maligniteli Hastalarin Invaziv Aspergillozis Varlig A¢isindan
Degerlendirilmesinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yonteminin Tani

Degerinin Arastirilmasi

Hematolojik malignite nedeni ile indiiksiyon kemoterapisi alan ve
Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu nedeni ile yogun tedavi altindaki
hastalar Invaziv Aspergillozis (IA) gelisimi acisindan risk altindadir. Riskli
gruptaki hastalarda 6zgiil olmayan yiiksek rezoliisyonlu bilgisayar tomografisi ve
klinik bulgular, konvansiyonel methodlarin uygulanim zorlugu gibi nedenlerle
tan1 ge¢ konulmakta bazen net bir taniya ulagilamamaktadir. Erken tani, hizli bir
sekilde antifungal terapinin baslanmasini ve dolayisiyla uzun siireli yatis ve tedavi

maliyetlerinin, en dnemlisi de mortalitenin azalmasini saglayacaktir.

Bu calismada, ilk ¢ikan ticari Aspergillus gercek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) kiti olan MycAssay Aspergillus kiti ile bir diger yeni ticari
Aspergillus gergek zamanli PZR kiti olan Artus Qiagen Aspergillus kitini serum
orneklerinde kullanarak febril notropeni nedeni ile takip edilen hematolojik

maligniteli hastalarda IA tanisindaki performansini degerlendirdik.

Ocak 2015 - Ocak 2016 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Servisi ve Yetiskin Kok Hiicre Transplantasyon
Unitesinde takip edilen IA acisindan riskli 32 hastanin 41 febril nétropenik
epizoduna ait 168 serum calisilmistir. Calismaya alinan hastalara ait demografik
bilgiler, 1A igin risk faktorii olabilecek veriler sorgulandi ve klinik izlemleri
kaydedildi. Referans tani olarak European Organisation for Research and
Treatment of Cancer/Mycoses Study Group (EORTC/MSG)'nin 2008 yilinda
revize ettigi IA tam kriterleri (Kanitlanmus, olasi, siipheli IA) kullanildi. Buna
gore yapilan siniflamada hastalarin izlenen higbir epizodunda kanitlanmis
(proven) IA saptanmadi. izlenen 41 epizodun; 21'i olas1 (probable) 1A, 7'si siipheli
(possible), 13'i ise IA riski tasiyanlar olarak simiflandirildi. Artus Qiagen PZR
kitinin duyarlilign %47.6, seciciligi %100, pozitif prediktif degeri (PPD) %100,
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negatif prediktif degeri (NPD) %064.5 ve dogruluk %73 olarak saptandi.
MycAssay Aspergillus PZR kitinin duyarliligt %61.9, segiciligi %100, PPD'i
%100, NPD'1 %71.4 ve dogruluk %80.5 olarak saptandi.

Hematolojik maligniteli hastalarda 1A varlig1 agisindan serum &rneklerinde
kullanilmak {izere ticari PZR Kkitlerinin tek basina rutin bir tani testi olarak
kullanilmast yerine erken tani ve pre-emptif tedaviyi yonlendirmek amaciyla
destekleyici testler olarak kullanilmasi miimkiindiir. PZR testinin mikrobiyolojik
tan1 kriterleri arasinda yer almasi i¢in ¢ok merkezli, 6zellikle klinisyen destegi ile

1yl kurgulanmis ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Invaziv Aspergillozis, ticari Aspergillus gercek zamanli PZR

kiti, galaktomannan.
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8. ABSTRACT

Evaluation of Polymerase Chain Reaction for the Presence of Invasive

Aspergillozis in Patients with Haematologic Malignancies

Patients who are receiving induction chemotherapy due to haematologic
malignancies and patients who are under intense therapy cause of Hematopoietic
Stem Cell Transplantation, have risk of Invasive Aspergillozis (IA). Diagnosis
may be uncertain or delay in these group of patients because of nonspecific clinic
presentation, high resolution computed tomography findings, lack of sensitivity
and difficult application techniques of conventional methods. Early diagnosis can
provide initial antifungal therapy accordingly reduce long hospitalization periods,

high costs of therapy and most of all prevent high mortality.

In this study, we investigated the performance of first commercial real-time
Aspergillus Polimerase Chain Reaction (PCR) Mycassay of Myconostica and
another novel commercial Aspergillus PCR assay of Qiagen with using serum

samples for the A diagnosis of patients with febrile neutropenic episodes.

The study was conducted in Akdeniz University Medical Faculty Hospital,
Haematology and adult stem cell transplantation units. Between January 2015 and
January 2016, 168 serum samples of 41 febrile neutropenic episodes belong to 32
patients with risk of IA were tested. We also collected the demographic data and

clinical characteristics which can be a risk for IA.

The reference diagnosis of IA was assessed according to revised definitions
of European Organization for Research and Treatment of Cancer/Mycoses Study
Group (EORTC/MSG) criteria published in 2008. According to the definitions,
there was no proven IA patient in our study. 21 patients were probable IA, 7
patients were possible IA and 13 patients were under the risk of IA. Artus Qiagen
PCR assay had a sensitivity of 47.6%, specifity of 100%, positive and negative
predictive values were 100% and 64.5%, respectively. MycAssay Aspergillus
PCR assay had a sensitivity of 61.9%, specifity of 100%, positive and negative

predictive values were 100% and 71.4%, respectively.
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Instead of the use of commercial PCR assays as a single test for IA
diagnosis in serum samples from haemathologic patients in routine clinical
practice, it is much more suitable as a supporting test for conducting of early
diagnosis and pre-emptive therapy. Further well designed investigations with
clinician correlation and multicenter comprehensive studies are required to accept

PCR tests as a part of microbiological diagnostic tests for IA.

Key words: Invasive Aspergillosis, commercial Aspergillus real-time PCR assay,

galactomannan.
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10. EKLER

EK 1. Hasta izlem Formu

Adi-Soyadi-Dosya No:

Cinsiyet:

Yas

Epizod Hematse/llzgls";/ ypy | Yaws Tarihi: Cilas Tarihi: Ya:;lyglggﬁn
1
2%
3

Altta yatan hastahk (AML, ALL, NHL, lenfoma, burkitt, MM, MDS, GVHD):

Tam tarihi:

Eslik eden hastahik (HT, DM, KOAH, Ca):

Kemoterapi protokolii: Indiiksiyon/ Konsolidasyon (idame)/ Rezistans (farkli
KT)/ Relaps

Rejim:

Tarihi ve kiir sayisi:
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Son 90 giinde T hiicre baskilayicilarimin kullanim (siklosporin, TNF-a

blokerleri,
analoglar1 kullanima:

monoklonal

antikorlar-alemtuzumab gibi) veya niikleozid

Antifungal
profilaksi:

Baslangic:

Bitis:

Kac giin:

Flukonazol

posaconazol
(Noxafil)

Vorikonazol (Vfend)

Mikafungin
(mycamin)

Antibakteriyel
profilaksi:

Baslangic:

Bitis:

Kac giin:

TMP-SMX

Kinolonlar

Antiviral profilaksi:

Baslangic:

Bitis:

Kac giin:

Valsiklovir

Epizod

Febril notropeni
tarihi:

Notrofil Sayisi:
>100/ <100

Notropeni siiresi:
>10/ <10 giin

1

2

3

HRCT tarihi:

HRCT sonucu:
Nodiil ve/veya halo (buzlu cam), kavitasyon, hava-hilal

Paranasal BT
tarihi:

Paranasal BT sonucu:
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Serum
GM
tarihi:

GM
sonucu:

Qiagen

sonucu:

Qiagen Ct
degeri:

Myconostica
sonucu:

Myconostica
Ct degeri:

Kiiltiir: Sonug:

Kan

Idrar

Balgam

Histopatoloji:

EORTC tamimlamalari:

Kanitlanmis

Olasi

Siipheli

Antibakteriyel tedavi:

Baslangic:

Bitis:

Kac giin:

Antipseudomonal
penisilin

Antipseudomonal
sefalos.

Karbapenemler

Aminoglikozitler

Kinolonlar

Glikopeptitler

Lipopeptitler

Glisisiklinler

Kolistin
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Antifungal tedavi:

Baslangic:

Bitis:

Kac giin:

Po flukonazol

Iv flukonazol

Po voriconazole
(Vfend)

Iv voriconazole
(Vfend)

Itraconazole
(Sporanox)

Caspofungin
(Cancidas)

Mikafungin
(mycamin)

Liposomal
amphotericin B
(Ambizome)
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