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OZET

Aspergillus turleri insanlarda farkh klinik tablolar olusturmaktadir.
Invazif aspergillozun (IA) Kklinik bulgular 6zgil olmayip, konvansiyonel
yontemler hastaligi belirlemede yeterli degildir. Bu nedenle hasta
orneklerinde Aspergillus’a 6zgu galaktomannan (GM) ve beta glukan (BG) ve
6zgul DNA’'nin aranmasi yeni tani yaklasimlari olup, bu calismada
hematolojik malinitesi olan hastalarda bu testlerin tani degeri arastirilmigtir.

Uludag Universitesi Hastanesi Hematoloji Klinigi'nde yatirilarak takip
edilen ve |A acgisindan riskli 70 hastanin, GM ve/veya BG bakiimis ve
-80°C’da saklanmis serumlarinda 6zgil DNA aranmistir. Hasta grubuna ait
orneklerinin direkt mikroskobik inceleme ve kultar sonuglari, GM indeksleri ve
BG dulzeyleri retrospektif olarak degerlendiriimigtir. GM vel/veya BG pozitif
hastalarin seri 6rneklerden ilk pozitif olani, negatif hastalarin seri
orneklerinden ise ortanca olani, “real-time polimerase chain reaction” (RT-
PCR) vyontemiyle DNA dlzeyini tespit etmede kullaniimistir. Direkt
mikroskobik inceleme, kuiltur, GM ve BG sonuglarina goére hastalar,
“‘European Organization for Research and Treatment of Cancer/ Mycoses
Study Group” (EORTC/MSG) kriterlerine gore gruplandiriimis ve gruplara
gore Aspergillus DNA testinin 6zgullik ve duyarlihgr diger testlerle
karsilagtiriimistir.

Calisma grubunu olusturan 70 hastanin, 57 tanesinde IA agisindan
Klinik bulgular varken, 13 tanesinde herhangi bir Klinik bulgu tespit
edilmemigstir. Klinik bulgusu olan hastalarin 21’i (%36,8) direkt mikroskobik
inceleme ve kdltur ile kanittanmig ve yuksek olasilikli 1A olarak
degerlendirilirken, GM ve BG testlerinin eklenmesi ile bu sayi 40’a (%70,2)
cikmistir. Sonugta, IA agisinda 40 hasta gergek grup, 17 dusuk olasilikh 1A
ve 13 non-IA olmak Utzere toplam 30 hasta IA olmayan olarak alindigi zaman
GM, BG ve o6zgul DNA testinin duyarlihdr sirasiyla %90, %68,4, %90;

0zgulligu ise sirasiyla %100, %92,6, %73,3 olarak bulunmustur.



IA tanisi gug olan bir hastalik olup, bu ¢alismada RT-PCR ile GM
testi kadar yuksek duyarhlik elde edilebilmis ve GM ve BG testleri ile beraber

taniyi guglendirecek test oldugu sonucunda varilmistir.

Anahtar kelimeler: Galaktomannan, beta-glukan, real-time PCR



SUMMARY

Comparison of Galactomannan, Beta-glucan and Specific DNA Search

with PCR in Invasive Aspergillosis

Aspergillus species, generate different clinical pictures in humans.
Clinical findings of invasive aspergillosis (IA) are not specific and
conventional methods are not sufficient to detect the disease. Thus,
searching for Aspergillus specific galactomannan (GM), beta glucan (BG)
and DNA constitute new approaches for treatment and in this study, the
diagnostic value of these tests were analyzed in patients with hematological
malignancy.

GM and/or BG were searched in 70 patients who were followed in
Uludag University Hospital, Hematology Clinic and who were at high risk for
IA and specific DNA was looked after in sera that were kept at -80°C in the
Medical Microbiology Department. Results of direct microscopic examination
and culture of samples, GM indices and BG levels were evaluated
retrospectively by abstracting from laboratory records in the patient group.
The first positive sample of GM and/or BG positive patients and median
sample of those with negative GM and/or BG were used to detect the DNA
level by “real-time polimerase chain reaction” (RT-PCR) method. Patients
were grouped according to the “European Organization for Research and
Treatment of Cancer/ Mycoses Study Group” (EORTC/MSG) criteria and
specificity and sensitivity of the Aspergillus DNA test was compared to the
other tests.

Fifty-seven out of the 70 patients in the study group had clinical
findings corresponding to 1A, whereas no clinical findings were detected in 13
cases. While 21 of (36,8%) the patients with clinical findings were evaluated
as proven or probable IA using microscopic examination and culture, this
number reached to 40 (70,2%) by adding the GM and/or BG tests. When 40

patient who were considered-real-group and 30 patients (17 patients with
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possible IA and 13 patients with non-l1A) who were considered without IA,
were taken into account, sensitivity of the GM, BG and specific DNA test was
90%, 68,4% and 90%, respectively, and specificity was 100%, 92,6%, 73,3%,
respectively.

IA is a difficult disease to diagnose and in this study, it has been
possible to assess high sensitivity with the RT-PCR and GM test and it was

concluded that, together with GM and BG tests, it can enhance the diagnosis.

Key words: galactomannan, beta-glukan, real-time PCR



GiRiS

Kingdom fungi icinde yer alan mantarlar, dogada yaygin olarak
bulunan Okaryotik yapida ve klorofil icermeyen canlilar olup, fotosentez
yapamama Ozellikleri ile bitkilerden, hiucre duvar yapilari ile hayvanlardan
ayrilirlar. Zorunlu aerob ya da fakultatif anaerob organizmalardir. Antijenik
Ozellige sahip hucre duvari, hicreye seklini verip hucreyi dig etkenlerden
korur. Hucre zari fosfolipit, protein ve sterolden zengin olmakla birlikte,
kolesterol yerine ergosterol ve zimosterol igermesi ile memeli hlicre zarindan
farkhlik gosterir. Hlcre zari sitoplazmayi korur, madde aligverisini dizenler
ve ayrica kapsul ve hicre duvarinin sentezine yardimci olur (1-3). Dogada
>250 000 mantar turd oldugu tahmin edilmektedir. Genellikle toprakta
yasayan, eseyli ve eseysiz sporlari ile gogalan canlilar olup, sporlarin hava
akimi ile yer degistirmesi sonucu dagilirlar. En onemli iglevleri organik
atiklarin parcalanmasi ve yapi taslarinin dogaya tekrar kazandiriimasidir.
Esas olarak fitopatojen olan mantarlarin ¢ok az bir kismi insanda hastalik
olusturur ve firsatcl enfeksiyonlara yol agar (3,4). insanlarda firsatgi
enfeksiyon olusturan mantarlar arasinda Candida ve Asperqgillus tarleri ilk

siralari almaktadir.

I. Aspergillus Turlerinin Taksonomideki Yeri

Mantarlarin siniflandiriimasinda eseyli Greme (biyolojik siniflama)
esastir. Eseyli Ureme sekillerine gbére yapilan siniflamada mantarlar
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota olmak Uzere
dort boélimde incelenir. Aspergillus turleri, teleomorflari (eseyli Ureyen
sekilleri) Ascomycota boliminde vyer alan kuf morfolojisine sahip
mantarlardir. Bununla beraber in vitro kosullarda eseyli GUreme sporlarini
gOstermek kolay olmamakta ve siniflamada mantarlarin eseysiz Ureme
morfolojilerinden yararlaniimaktadir. Eseysiz Ureme morfolojilerine goére

mantarlar; mayalar, hyphomycetes ve coelomycetes olmak uUzere Ug
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kisimdan olusmaktadir. Mayalar tek hucreli, tomurcuklanarak gogalan ve
yalanci hifler olusturan mantarlarken, diger iki grup gercek hif yapan kuf
mantarlaridir. Coelomycetes mantarlarinda, sporlar tasiyan 6zellesmis kese
benzeri yapilar gorulirken, hyphomycetes mantarlarinda bu tarz 6zellesme
yoktur. Aspergillus tarlerinin  eseysiz Ureyen sekilleri hyphomycetes
grubunda toplanmistir ve 180-200 civarinda tur oldugu dugunulmektedir (2).
Tablo-1'de Aspergillus turlerinin eseyli (biyolojik) ve eseysiz (yapay)
ureme Ozelliklerine goére olusturulmus siniflamasi goértlmektedir. Biyolojik
siniflama esas olmakla beraber, bahsedildigi gibi eseyli Uremeyi saglamak
kolay olmadigindan ve eseyli Gremede kullanilan isimler (Aspergillus yerine
Emericella veya Eurotium gibi) yaygin olarak bilinmediginden tercih edilmez.
Eseysiz ireme morfolojisine dayanan yapay siniflamada ise tur dizeyinde
tam tanimlama saglanamaz ve Tablo-1'de de goruldigu gibi seksiyonlar
seklinde ifade edilir. Herhangi bir seksiyonda morfolojik olarak birbirinden iyi
ayrilamayan birden fazla tir olabilir. Ornegin Fumigati seksiyonunda bulunan
A. fumigatus ile A. clavatus arasinda %80 ve A. fumigatus ile N. fischeri
arasinda %94 oraninda benzerlik vardir. Tam ayrim molekuler yontemlerle
ve Ozellikle rDNA, translasyon faktor ve elongasyon 1a gibi gen dizilerini
kargilastirarak yapilmaktadir (2-6). Cok sayida Aspergillus tari olmakla
beraber insanda hastalik olusturan tirler sinirhdir ve A. fumigatus, A. flavus,

A. terreus, A. niger, A. nidulans siklikla karsimiza gikan turlerdir (6-8).



Tablo-1: Aspergillus tirlerinin siniflamasi.

Biyolojik siniflama Yapay siniflama
Kingdom Fungi Hyphomycetes sinifi
Ascomycota bdlimu * Fumigati seksiyonu
Euascomycetes sinifi — A. fumigatus
Eurotiales takimi — N. fischerii
Trichocomaceae ailesi — A. lentilus
— Emericella cinsi * Flavi seksiyonu
— Eurotium cinsi — A.flavus
— Fennellia cinsi * Nigri seksiyonu
— Neosartorya cinsi — A. niger
— Petromyces cinsi * Terrei seksiyonu
— A.terreus
* Nidulantes seksiyonu
— A nidulans

Il. Aspergillus Tiirlerin Morfolojik Ozellikleri

Aspergillus tlrleri birgok besiyerinde 20-40°C’da, 48-72 saat iginde
kolaylikla Greyebilen kif mantarlaridir. Tlr ve UGreme sartlarina baglh olarak
siyah, kahverengi, yesil, sari, kirmizi veya diger renklerde pamuksu, yunsu,
kadifemsi yaygin koloniler olusturur (3, 9-12).

Septali hiyalen hifler (3-6um genigliginde) ve eseysiz ve eseyli
sporlari mikroskobik morfolojiyi olusturur. Spor olusturmak Uzere Ozellesen
hiflere konidyafor denir ve u¢ kisminda genigleyerek Aspergillus tirlerine
0zgu olan veziklli olusturur. Vezikllden, tek sirali (uniseriate) olanlarda
direkt fialidler, ¢ift sirali (biseriate) olanlarda ise metula ve lzerinde fialidler
gelisir. Fialidler konidya (2-5um) adi verilen eseysiz sporlari doguran
yapilardir. Fialidlerden basipedal (en yenisi en altta) tarzda konidyalar olusur
ve zincir seklinde uzar. (Sekil-1) Eseyli sporlarina askospor denir ve 6zel bir
hifin Uzerindeki askus denen keselerde yer alir. Cogu turde askus iginde
sekiz spor bulunur (3, 11, 12).



Sekil-1: Aspergillus basinin mikroskobik gérinimu.

Aspergillus turlerinin tanimlanmasinda dreme hizi, Greme 1sisi gibi
fizyolojik 6zellikler ve koloni gorinimu ve mikroskobik yapilar gibi morfolojik
Ozelliklerden yararlanilir. Koloninin rengi, yayginhg: ve dokusu, koniyaforun
uzunlugu ve dokusu, vezikulun sekli ve buyuklugu, tek sirali ya da cift sirali
basin olmasi, konidyalarin boyutu ve dokusu tanimlamada kullanilan

ozelliklerdir.
lll. Aspergillus Tirlerinin Yayginhgi

Aspergillus turleri dogada en yaygin bulunan mantarlar olup,
endemik bolgeleri yoktur. Dogal yasam ortamlari toprak ve c¢uruyen bitki
materyali olup karbon ve nitrojen dongusunde onemli rol alirlar. Topraktan
havalanan sporlar asili olarak kalir ve hava akimi ile yayilir. Havadaki
yogunluklari degisken olup, mevsimsel farkliliklar olabilir. Yapilan bir
calismada, dis havadaki konidya sayisinin ortalama 45/m® oldugu
saptanmistir (13). Bursa’da ev disi havada Penicilium ve Aspergillus

turlerinin arastinldigi bir calismada ise hava Orneklerden dretilen tim



mantarlar icerisinde Aspergillus tdrlerinin %3,7 oraninda bulundugu
bildirilmistir (14). Aspergillus turleri igersinde 6zellikle A. fumigatus yuksek
(45°C) ve disuk (2-8°C) sicakliklara dayanikli bir tardir ve ylksek
sicakliklara gikilan giibre yapim yerlerindeki konsantrasyonu 10° CFU/m>e
kadar yukselebilir (15). Ayrica buzdolabinda Ureme yetenegi ile gida
maddelerini kontamine eder. ikinci siklikta karsilasilan tir olan A. flavus,
esas olarak bitki patojenidir ve zirai kayiplara yol acgabilir. Karsinojen etkili

aflotoksini gidalar ile alindiginda tehlike olusturabilir (3,16).
IV. Aspergillus Turlerinin Olusturdugu Klinik Tablolar

Aspergillus turleri toksik-alerjik hastaliklardan yaygin invazif
hastaliklara kadar ¢ok degisik klinik tablolara sebep olabilir. Toksik-alerjik
hastaliklar disindakiler aspergilloz olarak adlandirilir. Tablo-2’de Aspergillus
turleri tarafindan olusturulan hastaliklar 6zetlenmistir. En 6nemli ve mortal
olan invazif enfeksiyonlar daha c¢ok genel durumu bozuk bagisikhgi
baskilanmis hastalarda gorulirken diger tablolar immunkompetan kisilerde
de gorulebilir. Hematolojik maliniteler basta olmak Uzere tum kanser
hastalari, kemik iligi ve organ nakli olan hastalar, kistik fibroz, oto-immun ve
kronik granutlomatoz hastaligi olanlar invazif aspergilloz (IA) acgisindan risk
altinda olan hastalardir. Noétropeni, graft versus host hastaligi (GvHD),
kortikosteroid  kullanimi,  radyoterapi, kemoterapi, eklenen CMV
enfeksiyonlari, eslik eden kronik obstruktif akciger hastahdi (KOAH) ve
diabetus mellitus (DM) bu hastalardaki 6nemli risk faktorleridir (17). 1A, en
fazla havadaki konidyumlarin solum yollarindan alinmasi ile olusur.
Pulmoner ve sino-orbital enfeksiyonlar invazif enfeksiyonlar arasinda en sik
gOrulenidir. Hastalik kontrol edilemezse basta merkezi sinir sistemi tutulumu
olmak uzere tim vicuda yayilir (8,18). Yabanci cisme (kontak lens, sant,
protez, diyaliz kateteri gibi) bagli olarak veya cerrahi sonrasi gelisen
enfeksiyonlar daha ¢ok lokal kalir ve bu odaklardan yayilma azdir. Ayrica
tuberklloz, sarkoidoz, bronsektazi ve pndémonilerin ardindan akcigerlerde

olusan kavitelerin Aspergillus hifleri ile dolmasi sonunda aspergilloma
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denilen klinik tablo meydana gelir. Aspergillomali hastalar ¢ogunlukla
asemptomatik olmakla beraber, dispne, gogus agrisi, ates gibi non-spesifik

semptomlar da gorulebilir (3,7,19).

Tablo-2: Aspergillus tlrlerinin olusturdugu hastaliklar

e Toksik hastaliklar
» Mikotoksin (Aflotoksin)
o Alerjik hastaliklar
» Alerjik sintzit, Alerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA)
e Aspergillus kolonizasyonu
» Aspergilloma
e Lokal enfeksiyonlar
» Keratit, sinlzit, otit, yara enfeksiyonlari, protez, sant ve cerrahi
sonrasi gelisen enfeksiyonlar
e invazif enfeksiyonlar
» Pulmoner enfeksiyonlar
v Invazif trakeabronsit
v Akut invazif pulmoner aspergilloz
v Kronik nekrotizan pulmoner aspergilloz
» Sino-orbital enfeksiyonlar

» Dissemine enfeksiyonlar

IA mortalitesi en yuksek olan klinik tablodur ve olgularin bayuk bir
kismindan A. fumigatus sorumludur. Ozellikle 1990’ yillarin ikinci yarisindan
2000’li yillann ilk yarisina kadar gorulme sikhgr giderek artmis ve mortalite
%80-90’lara ulasmisken, 2000’li yillarin ikinci yarisindan sonra gorulme
sikhdr ve mortalitede dusme egilimi olmustur. Vorikonazol ve posakonazol
gibi daha etkili antifungal ajanlarin gindeme gelmesi, kanser tedavisi ve
transplant rejimlerindeki degisiklikler, CMV takibinin daha iyi yapilabilmesi,
cevrenin daha iyi korunabilmesi ve tani yontemlerindeki gelismeler disme
egilimine etkili olmus faktorlerdir (20,21). IA, allojenik kdk hicre nakli

yapilanlarda ve hematolojik malinitelerde birinci sirada gortlen mikozdur.
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Gorulme orani invazif kandidozu (IK) gegmis ve olgularin %40-60'ini
olusturmustur. Solid organ nakillerinde ise halen ilk sirada gorulen mikoz
IK’'dur (22-24).

V. invazif Aspergillozda Tani

IA’'un erken ve dogru tanisi hastalarin yasamlarini etkileyecek
onemli bir faktér olmakla beraber diger enfeksiyonlardan farkli 6zgul bir klinik
bulgusunun olmamasi problem olusturmaktadir. Bu nedenle antibakteriyal
tedaviye yanit vermeyen ve atesi dismeyen noétropenik hastalara amprik
antifungal tedavi verme uzunca suredir uygulanan bir yaklasimdir. Ancak
son yillarda, hasta oOrneklerinin direkt mikroskobik inceleme ve kultlru
disinda, yuksek c¢ozunarlukte bilgisayarli tomografi (HRCT) ve biyolojik
belirteclerin (galaktomannan (GM), R-glukan (BG) ve 06zgul nukleik asit
aranmasi gibi) kullaniimasi ile daha erken ve daha dogru taniya ulasmak
muUmkin olmakta ve ampirik tedavi yaklasimi yerine preemtif ya da
kanitlanmig tedavi yaklagimi artmaktadir (25,26).

V.A. Yuksek Gozunurlukte Bilgisayarli Tomografi

invazif pulmoner aspergillozun (IPA) tanisinda olduk¢a yarar
saglayan bir yontemdir. Hastaligin ilk bes gunu i¢inde olugan “halo belirtisi”
olgularin %60-80’'ninde bulunur ve riskli hastalar i¢in oldukga tipik olmakla
beraber gegici bir bulgudur. Olgularin ¢ogunda tespit edilen ise beginci
glnden sonra gorulmeye baslayan non-spesifik konsalidasyon bulgusudur.
Hastaligin son dénemlerinde ise olgularin yaklasik %50’sinde kavitasyonlar
ve hava-sivi seviyeleri olusur. Geg¢ bir bulgudur ve bu nedenle hastanin
yasami acgisindan yarar saglamaz (27,28).

V.B. Orneklerin Direkt Mikroskobik incelemesi ve Kiiltiir

Direkt mikroskobik inceleme ve kultir, duyarlilik ve 06zgulligu
yuksek olmasa da I|A tanisinda vazgegcemeyecegimiz konvansiyonel
yontemlerdir. Direkt mikroskobik inceleme tani icin hizli bilgi olustururken,
kaltar epidemiyolojik veri elde etmemize ve duyarlilik ¢alisabilmemize olanak

saglar. Kan kulturlerinin IA tanisinda yeri yoktur ve en fazla bulas inhalasyon
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ile oldugundan solunum yollu ornekleri (balgam, bronkoskopik ornekler,
trekeal aspiratlar) sik kullanilan 6rneklerdir (27). Bronkoskopi ile elde edilen
ornekler balgama gore daha degerli olsa da direkt mikroskobik inceleme ve
kaltirdn tani icin duyarhhigi %50’nin Uzerinde degildir (29-33). Ayrica
solunum vyolu &rneklerinden Aspergillus tirlerinin Uretilmesi gegici bir
kolonizasyona baglh da olabilir. Yapilan galismalarda bronkoalveolar lavaj
(BAL) orneklerinde IA gelismeksizin %5-73 oraninda Aspergillus turlerinin
ureyebilecegi gosterilmistir (33,34). Bununla beraber yuksek riskli hastalarda
kaltarin pozitif prediktif degeri %80’lere kadar yukselmektedir (35,36). Kultur
ve mikroskobik inceleme igin en degerli 6rnek hi¢ sUphesiz ki doku
biyopsileridir. Ancak ileri derecede trombositopenik olan bu hasta grubunda
biyopsi almak kolay degildir.

V.C. Direkt Mikroskobik inceleme ve Kiiltiir Dis1 Yontemler

Basta serum olmak Uzere hasta 6rneklerinde, hiicre duvar antijenleri
(GM ve BG) ve o6zgul nukleik asitlerin aranmasi kultir disi yeni tani
yontemleri olarak son yillarda gindeme gelmistir (37).

V.C.a. Galaktomannan Testi

GM antijeni, Aspergillus tdrlerinin hicre duvarinda bulunan ve
ekstraselliler olarak da salgilanabilen bir moleklldir. Doksanl yillarin
basinda molekullun analizi yapilmis ve 1994 yillinda bu molekule kargi
monoklonal antikor olusturulmustur (38-41). Bu monoklonal antikor
yardimiyla |IA tanisinda basta serum olmak Uzere BAL, beyin omurilik sivisi
(BOS) ve idrar gibi farkh érneklerde GM antijeni aranmaya baglanmig; 1999
yihnda Avrupa’da EIA kiti (Platelia Aspergillus; Bio-Rad Laboratories,
Marnes-la-Coquette, Fransa) haline getirilmis ve 2003 yilinda ise Food and
Drug Administration (FDA) tarafinda IA tanisinda serumda kullaniimak Uzere
onay almistir (42,43). Kit en az 0.5 ng/ml GM tespit edebilmektedir. immiin
baskilanmis hastalarda kemoterapiye baslandiginda haftada en az iki kere
testin yapilmasi ve Ust Ustte gelen 6rnekte iki pozitiflik bulundugu zaman

testin IA agisindan olumlu kabul edilmesi 6nerilmistir (44,45).



V.C.b. Beta-glukan Testi

BG antijeni sadece Aspergillus tlrlerine 6zgll olmayip Cryptococcus
neoformans ve Zygomycetes sinifi mantarlar hari¢ bircok mantarin hucre
duvarinda bulunan bir komponenettir. Ozellikle Japonya ve Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) 2000’li yillardan sonra konu ile ilgili galigmalar yogun
olarak baslamisgtir (46-50). BG, buyuk okyanus kiyllarinda yasayan
“horseshoe crab” denilen canlilarin amebositlerinden degranllasyonu ve
aciga cikan serin prateaz zimogenlerin (faktér G) aktive olmasini saglayan
bir maddedir. Aktif hale gelen zimogenler koagulasyon enzimlerini harekete
gecirir. Bu ozellikten yararlanilarak 6nce Japonya’da (Wako Pure Chemical
Industries, Tokya) ve daha sonra ABD’de (Fungitell assay; Cape-Cod Inc,
ABD) kitler geligtirilerek kullanima sokulmustur. Her iki kit de birbirine
benzer, kinetik okuma yapan spektrofotometrik bir yontemle (Limulus
test=LAL test) calismaktadir. Bu test 2006 yillinda, |A da dahil invazif fungal
enfeksiyonlarinin (IFE) tanisinda kullaniimak Gzere FDA’dan onay almistir.
Aynen GM testi gibi, bagisikhd baskilanmis hastalarda kemoterapiye
baslandidinda haftada en az iki kere testin yapilmasi onerilmis ve Ust Ustte
gelen iki 6rnegin pozitif olmasi IFE agisindan anlamli kabul edilmistir (51,52).

V.C.c. Hasta Orneklerinde Ozgiil Niikleik Asit Aranmasi

Hasta orneklerinde 6zgul nikleik asit (DNA) aranmasi, IA tanisinda
kullanilan kultar disi bir diger yontemdir. Duyarhliginin yiksek olmasi ve kisa
surede tamamlanmasi agisindan “polymerase chain reaction’nun (PCR)
cesitli formatlari bu amacla kullaniimaktadir. Standart PCR, nested PCR ve
son yillarda, kontaminasyonun daha az olmasi ve mantar yukiniu kantitatif
olarak gosterebilmesi nedeniyle real-time (RT) PCR, en fazla tercih edilen
PCR yontemleridir (53). PCR yontemi ile tanida, saptanacak hedef genin
Aspergillus cinsi ya da turleri igin yeterince 6zgul ve duyarli ve ¢ok sayida
olmasi énemli noktalardir ve bu 6zellikleri en fazla kapsayan rDNA genleridir.
Sekil 2’de 6karyot hiicrelerdeki rDNA bdlgesi goriulmektedir. Bu bdlge dort
gen (18S, 5.8S, 25-28S, 5S) ve “internal transcribed spacer” (ITS1 ve ITS2)
ve ‘“intergenic spacer’ (IGS) olmak Uzere ara kisimlardan olusmaktadir.
ITS1, ITS2, 25-28S kisminin D1 ve D2 kisimlari ve 25-28S kismina komsu
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olan IGS bdlgesi Aspergillus turlerini ayirabilecek ve tanimlayabilecek
kisimlari olusturmaktadir (54-56). Ancak I|A tanisinda hangi tur ile
enfeksiyonun gelistigi  bilinemediginden tum  Aspergillus tarlerinin
kapsayacak (pan-Aspergillus) 18S bodlgesinden ¢ogaltmanin yapilmasini
daha dogru bulanlar da vardir (57,58). Bu genler diginda yine sayica fazla
olmasi nedeniyle mitokondri, alkalen proteaz, 18Ky IgE-baglayan protein ve

cesitli toksin genleri de ¢alismalarda kullaniimistir (59-61).

major RNA transcnpt

/_Aﬁ

S8U (185) RNA 5.85 LSU (25-285) RNA

Internal Transcribed DI-D2-D3 Intergenic Spacer

Spacer (I'TS) regions (IGS) regions

- J
N

major RNA transcript

Sekil-2: Okaryot rDNA bdlgesi

PCR formati ve hedef genin segilmesi diginda uygun ve yeterli
miktarda hasta 6rnedi ve DNA ekstraksiyon yontemi diger dnemli teknik
noktalardir. Tam kan, serum, plazma, BAL, BOS ve taze ya da parafin
icindeki dokular cgesitli ¢galismalarda kullanismig hasta ornekleridir. Bunlar
arasinda en kolay alinabilecek ve invazyonu gosterebilecek olan érnek kan
ornekleridir. Ancak tam kan, serum veya plazma seg¢imi konusunda
karasizlik devam etmekte, kimi arastirmaci tam kani daha ustin bulurken,
kimi aragtirmaci ayni ornekte GM ve BG calisiimasina olanak sagladigi icin

serum ya da plazmayi Ustlin bulmaktadir (53).
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Mantarlar kalin bir hicre duvarina sahip olduklari icin DNA
ekstraksiyonu onemli bir sorundur. DNA ektraksiyonu amaciyla cgesitli
yontemler kullaniimakla beraber, en fazla tercih edileni hiicre duvarinin, cam
boncuklarla mekanik olarak veya litikaz enzimi ile muamele edilerek ya da
ikisini beraber uygulayarak uzaklastirlmasidir. Gunumuizde manuel
ekstraksiyon yani sira ticari kitlerle ekstraksiyon yapmak mumkundur.
Kontaminasyon ihtimalinin daha az olmasi nedeniyle ticari kitle ekstraksiyon
yapmak onerilebilir (53,62-64).

Klinik 6rnegin miktari da diger onemli bir sorundur. Serum ve
plazma gibi fazla tercih edilen ornekler, cesitli calismalarda 200ul-10 ml
arasinda kullaniimistir. Periferik kandaki mantar yuki genellikle <10CFU/ml
oldugundan az miktarda ornekle calismak yeterli olmayabilir. Fazla miktarda
ornek almak ise basta cocuklar olmak Uzere bazi hastalarda zor olmaktadir
(53).

PCR yobntemi olduk¢a duyarli bir yontem olarak gorilse de en
onemli sorun kontaminasyon ve yalanci pozitifliklerdir. RT-PCR ydntemi,
ticari ekstraksiyon Kkitleri, biyolojik kabinlerde ¢alisma, tamamen steril
malzemelerin  kullaniimasi kontaminasyonu azalmak ic¢in basvurulan
yollardir. Ancak Aspergillus turlerinin ¢ok yaygin oldugu ve &rnegin
alinmasindan laboratuvara ulasana kadar slren slrecte bile
kontaminasyonun olabilecegi unutulmamasi gereken bir durumdur (53).

Hasta orneklerinde IA tanisini saglayacak 6zgul DNA’'nin aranmasi,
1990 yillardan beri ¢ok sayida c¢alismada denenmis ve iyi sonuglar elde
edilmigtir. Buna ragmen 6zgul DNA aranmasi GM veya BG testi gibi yaygin
kullanim alani bulamamistir. Yontemin standardizasyon ve validasyonunun
yapillmamis olmasi ve ¢ok merkezli olarak denenememesi bunun en énemli
nedenleridir (65). Tani ile ilgili olan ve antifungal stratejilerini belirleyen
calismalarda bir standart saglamak lGzere IFE’lar, “European Organization
for Research and Treatment of Cancer/Mycoses Study Group
(EORTC/MSG)” tarafindan 2002 yilinda kategorize edilmistir. Riskli hastalar
icin kanitlanmis, yuksek olasilikli (YO) ve dusuk olasilikli (DO) IFE kriterleri

belirlenmistir (66). Daha sonra 2008 yilinda kriterler yeniden gozden
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gegiriimis ve IA tanisinda GM ve BG testlerinin serum ve BAL 6rneklerinde
calisiilmasi Onerilirken, bahsedilen nedenlerden dolayr 6zgul DNA’nin
calisiimasi dahil edilmemistir (67). Bununla birlikte yontemin standart hale
getirilmesi ile ilgili galismalar devam etmektedir (68,69).

Bu galismada da IA agisinda risk altinda olan hematolojik maliniteli
hastalarda serumda 6zgul DNA varhgdinin kultar/direkt mikroskobik inceleme,
GM ve BG testleri ile karsilastirlmasi amaglanmig, 6zgil DNA varhiginin

diger testlere gore 6zgulluk ve duyarlilik agisindan yeterliligi incelenmistir.
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GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Uludag Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 25.01.2011 tarih ve 2011-3/19 sayil kararda alinan izin ile
yapilmigtir.

l. Hasta Serumlari

Bu galismada; Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Hematoloji Klinigi’'nde yatirilarak takip edilen ve IA agisindan riskli
70 hastanin, GM ve/veya BG bakilmigs ve Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dal'nda -80°C’da saklanmis serumlarinda 6zgil DNA aranmistir.

Il. Hasta Orneklerinin Direkt Mikroskobik Incelemesi ve Kiiltiir

Hasta grubuna ait balgam, BAL, BL ve trekeal aspirat (TAS) gibi
solunum yolu ve doku biyopsi 6rneklerinin direkt mikroskobik inceleme ve
kiltir sonuglar Uludag Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvari kayitlarindan alinarak retrospektif olarak
degerlendirilmigtir. Direkt mikroskobik incelemesi pozitif olan butin
orneklerdeki tremeler anlamli kabul edilirken, direkt mikroskobik incelemesi
negatif olan o&rneklerde anlamlihk igin ayni turin, birden fazla oOrnekte

uremesi kosulu aranmistir.

lll. Galaktomannan Antijen Testi

Hastanemizde GM antijeni; hematolojik malinite ile yatirilan
hastalarin, kemoterapi baslanmasi ile beraber haftada iki kez alinan
serumlarinda, tek basamakli sandvi¢ EIA yontemi ile calisan Platelia
Aspergillus  kiti (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Fransa)

kullanilarak taranmaktadir (Sekil-3). Bu ¢alismada da hasta grubunun serum
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galaktomannan indeksleri retrospektif olarak degerlendirilmis ve seri olarak
haftada iki kez galaktomannan c¢aligilan hastalarda indeks degeri art arda iki

kez >0.5 olanlar IA acgisindan anlamli kabul edilmistir.
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Sekil-3: Platelia Aspergillus kiti

V. Beta-Glukan Testi

Aynen GM antijen taramasi gibi, kemoterapi bagslanan c¢alisma
grubu hastalarindan haftada iki kez alinan seri serum Orneklerinde
kinetik/spektrofotometrik yontemle calisan kit ile (Fungitell assay; Cape-Cod
Inc, USA) BG duzeylerine bakilmis ve sonuglar retrospektif olarak
degerlendirilmigtir. Standartlar kullanilarak elde edilen grafige gore (Sekil-4)
hasta érneklerindeki BG miktari hesaplanmig ve art arda gelen iki 6rnegin
>60pg/ml olmasi durumunda hasta IFE olarak degerlendirilmistir.
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Sekil-4: BG standartlar ile olugturulan egri

V. Ozgiil Niikleik Asit (DNA) Aranmasi

Bahsedildigi gibi, daha 6énce GM ve/veya BG bakilmis hastalarin
-80°C’da saklanmis serumlari 6zgll DNA aranmasi icin kullaniimistir. GM
velveya BG pozitif hastalarin seri érneklerdeki ilk pozitif olani, negatif
hastalarin seri drneklerinden ise ortanca olani, RT-PCR (Light Cycler 480
Instrument; Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France) yontemiyle
DNA duzeyini tespit etmede kullaniimigtir.

Orneklerden DNA ekstraksiyonu ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep
kiti (Zymo Research; Cat n0:D6005; ABD) kullanilarak yapilmistir. icinde
0,5mm c¢apli boncuklar olan tupe, 200ul serum 6rnegi 750l lizis solisyonu
konarak 2000 devirde 45sn (manga lyser homojenizatér; Zymo Research;
ABD) karistinlarak hicre duvarinin pargalanmasi mekanik/enzimatik olarak
saglanmistir. Daha sonra 10.000g’de 1dk santrif(j islemi ile g¢okturtlen
orneklerin supernatantlarindan 400ul alinmig ve DNA ekstraksiyonu fast-spin
kolon teknoloijisi ile Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda yapilmistir. Temiz
ve saf DNA elde edilebilmesi icin Uretici firma tarafindan saglanan farkli
tampon solusyonlari (DNA binding buffer, DNA pre-wash buffer, DNA wash
buffer) ¢esitli asamalarda kullanilmis ve son asamada 100ul DNA ellution
buffer ile spin kolanda absorbe DNA'y1 (yaklasik 25ug) elde etmek mimkun
olmustur (70).
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Ekstraksiyonu yapilan 6rneklerde Aspergillus DNA varligi, RT-PCR
cihazi (Light Cycler 480 Instrument; Roche Molecular Biochemicals, Meylan,
France) ile ticari bir kit (Way2Gene; Kat No: WG40-0270-16) kullanarak
belirlenmistir. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlanan enzim ve
primer-prob karigimindan (LightCycler® 480 Probes Master; Cat.No
04707494001; Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France) 15l
alinarak 5ul DNA ekstraksiyonu yapilmig ornek ile karigtiriimig, 96 kuyucuklu
plaklara (LC480 96 well plate white; Roche Molecular Biochemicals, Meylan,
France) 20ul olacak sekilde dagitilarak 95°C’da 10 dakika on inkibasyon ile
denatlrasyon saglanmistir. On islemden sonra 95°C’da 5sn, 55°C’da 10sn
ve 72°C’da 20sn olacak sekilde cihaz 45 dongiye ayarlanmis, negatif kontrol
olarak distile su kullaniimigtir. Kirkinci dongliden 6nce negatif kontrole goére
eksponansiyel floresan artisi  saptanan  6ornekler pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Pozitif standartlar kullanilmadigi icin DNA miktarinin

kantitasyonu yapiimamistir.

VI. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Hasta grubuna ait direkt mikroskobik inceleme, kultir, GM ve BG
sonuglari kayitlardan saglanmis ve her birinin |IA tanisindaki degeri
incelenmistir. Bu parametreler kullanilarak hastalar EORTC/MSG kritelerine
gore kanitlanmis, YO ve DO IA olarak gruplandirilmis ve gruplara gére DNA

testinin 6zgullik ve duyarlhih@r hesaplanmistir (67).
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BULGULAR

|. Direkt Mikroskobik inceleme ve Kiiltir Sonuglarinin

Degerlendirilmesi

Bu calisma kapsaminda degerlendirilen ve serumlari saklanmig olan
70 hematolojik maliniteli notropenik hastanin, 57 tanesinde IA agisindan
klinik bulgular (anamnez, fizik muayene ve goruntuleme bulgulari) varken, 13
tanesinde herhangi bir klinik bulgu tespit edilmemistir. Klinik bulgusu olan
hastalarin alinan biyopsi oOrneklerinin kaltir ve mikroskobik incelemesi
(histopatoloji ve boyasiz inceleme) ile alti tanesinde (%10,5); solunum yollari
orneklerinin (Balgam, BAL) kulltur ve direkt mikroskobik incelemesiyle ise 15
tanesinde (%26,3) pozitiflik tespit edilmistir. Tablo-3'de klinik bulgulari olan
ve mikroskobik inceleme ve kultur ile pozitif bulunan 21 hastadaki (%36,8)
uremeler ozetlenmigtir. Klinik bulgusu olmayan hastalardan herhangi bir

ornekleme yapilmamistir.
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Tablo-3: Klinik bulgusu olan hastalardaki kultur pozitifligi

Hasta Ornek DMI Kiiltiir

1 AC biyopsi dokusu + A. flavus

2 AC biyopsi dokusu + A. flavus

3 Nazal biyopsi + A. flavus
dokusu

4 AC biyopsi dokusu + A. fumigatus

5 Nazal biyopsi + A. flavus
dokusu

6 Plevra sivisi + A. flavus

7 TAS + A. flavus

8 BAL + A. fumigatus A flavus

9 Balgam + A. flavus

10 Balgam + A. flavus

11 BAL + A. terreus

12 BAL + A. fumigatus A terreus

13 Balgam + A. flavus

14 BAL + A. fumigatus

15 BAL - A. flavus

16 BAL + A. niger

17 BAL + A. fumigatus

18 BAL + A. flavus

19 BAL + A. fumigatus

20 Balgam - A. flavus

21 BAL - A. terreus

AC: Akciger; TAS: Trakeal aspirat; BAL: Bronkoalveolar lavaj
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Tablo-3'de de goruldugu gibi 21 6rnegin 18inde (%85,7) direkt
mikroskobik inceleme pozitif bulunmustur. Hastalarin 12 tanesinde A. flavus,
dort tanesinde A. fumigatus, iki tanesinde A. terreus ve bir tanesinde A. niger
urerken, iki hastada miks Ureme olmus ve toplam 13 A. flavus, alti A.

fumigatus, Ug¢ A. terreus ve bir A. niger susu izole edilmigtir.

ll. Galaktomannan Sonuglarinin Degerlendirilmesi

GM antijen taramasi, ¢alisma grubunda bulunan bitin hastalarda
seri olarak yapiimistir. Direkt mikroskobik inceleme ve kultar pozitif olan 21
hastanin 18’'inde GM antijeni de, art arda gelen iki serum 6érneginde pozitif
bulunmustur. Serum GM dlzeyi negatif kalan U¢ hastanin klinik ve
goruntileme bulgularinin ciddi olarak IA diustindirmesi Uzerine bronkoskopi
yapilmig ve alinan BAL orneklerinde hem tGreme hem de GM pozitifligi tespit
edilmistir.

Serum GM pozitifligi, orneklerinde herhangi bir Ureme tespit
edilmeyen 18 semptomatik hastada daha saptanirken, klinik bulgusu
olmayan hastalarda pozitiflik olmamistir. Tablo-4'de 57 IA agisindan
semptomatik hastadaki GM sonuglari ile kaltdr ~ sonuglari
karsilastiriimaktadir. Tabloda da goérildigi gibi GM testi hastalarin
%63,2’sinde taniyi desteklerken, kultir %36,8’inde desteklemektedir.

Tablo-4: |IA acisindan semptomatik hastalardaki kiltir ve GM testinin

kargilastiriimasi

DMi ve Kiiltiir (+) DMi ve Kiiltiir (-) | Toplam

GM (+) 18 18 36 (%63,2)
GM () 3 18 21
Toplam | 21 (%36,8) 36 57
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lll. Beta Glukan Sonuglarinin Degerlendirilmesi

BG; galisma grubundaki 35 klinik bulgulu, 11 klinik bulgusu olmayan
toplam 46 hastada seri olarak taranabilmistir Biyopsi orneklerinde uremesi
olan hastalarda BG bakilamamistir. Solunum yollari drneklerinde tremesi
olan ve IA agisindan semptomatik 12 hastanin 8 tanesinde BG da pozitif
bulunmustur. Serum BG duzeyi negatif kalan doért hastadan alinan BAL
orneklerinin hepsinde tUreme ve GM pozitifligi saptanmisken, BG U¢ Ornekte
pozitif bulunmustur.

Uremesi olmayan ancak klinik bulgulari olan bes hastada daha BG
pozitifligi elde edilmistir. Bes hastanin dort tanesinde GM da pozitif iken bir
tanesinde negatif kalmistir. Tablo-5’de klinik bulgulari olan ve BG bakilmig
35 hastadaki kulttr ile BG pozitifligi karsilasgtiriimistir. Tabloda da géruldugu
gibi BG testi hastalarin %37,1’'inde taniy1 desteklerken, kultur %34,3’Unde

desteklemektedir.

Tablo-5: IA acisindan semptomatik hastalardaki kultir ve BG testinin

kargilastiriimasi

DMi ve Kiiltiir (+) DMI ve Kiiltiir (-) Toplam

BG (+) 8 5 13 (%37,1)
BG (1) 4 18 22
Toplam | 12 (%34,3) 23 35

GM  pozitifligi  klinik bulgusu olmayan hastalarda tespit
edilmemigken, BG c¢alisiimig ve klinik bulgusu olmayan 11 hastanin iki
tanesinde (%18,2) BG testi art arda gelen =22 serum 6rneginde pozitif olarak
bulunmustur.

Tablo-6'da hem GM hem de BG testi ¢aligilan ve klinik bulgusu olan
hastalarin (35 hasta) direkt mikroskobik inceleme ve kiiltire gore pozitifligi

gorulmektedir. Tabloda da goruldugu gibi direkt mikroskobik inceleme ve
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kaltur ile 12 hasta (%34,3) IA agisindan pozitif olarak degerlendirilirken, GM
ve/veya BG pozitifligi ile bu say1 19’a (%54,3) ¢ikmistir.

Tablo-6: Semptomatik hastalarin GM ve BG calisilan 6rneklerinde (35

ornek) kultur pozitifligi

DMI ve Kiiltiir (+) DMI ve Kiiltiir (-) Toplam
GMve BG (+) 7 4 11
GM (+) BG () 2 2 4
GM () BG () 1 1 2
GM ve BG (1) 2 16 18
Toplam 12 23 35

IV. Ozgiil DNA Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Bahsedildigi gibi GM ve/veya BG pozitif hastalarin ilk pozitif
serumlarinda negatif hastalarin ise seri alinan 6rneklerinin ortanca olaninda
O0zgul DNA aranmigtir. Doku tanisi olan alti hastanin hepsinin ilk GM pozitif
serumlarinda 6zgll DNA saptanmistir. Solunum yolu 6rneklerinde treme
olan 15 hastanin 12 tanesinde DNA pozitif bulunurken U¢ hasta negatif
kalmistir. Negatif kalan hastalarin iki tanesinde Ureme yani sira GM ve BG
pozitif iken bir hastada BAL orneginde A. terreus Uremesine ragmen hem
GM, hem BG, hem de ortanca serum o&rneginde o6zgul DNA negatif
bulunmustur. Uremesi olan hastalarin bir tanesinde ise GM ve BG negatif
kalirken sadece DNA saptanmistir. Klinik bulgusu olup, Uremesi olmayan
ancak GM ve/veya BG pozitif olan 19 hastanin 18 tanesinde, DNA da pozitif
bulunmustur. Ayrica klinik bulgusu olmasina ragmen uUreme olmayan ve
GM/BG testleri negatif kalan 17 hastanin doért tanesinde daha DNA pozitifligi
saptanmigtir. Klinik bulgusu olan 57 hastanin 13 tanesinde IA lehine higbir

pozitif bulgu elde edilmemistir (Tablo-7).
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Tablo-7: Semptomatik hastalarda GM/BG, DNA ve kultur pozitifligi

DMi ve Kiiltiir (+) | DMi ve Kiiltiir (-) Toplam
GM/BG (+) DNA (+) | 17 18 35
GM/BG (+) DNA (-) |2 1 3
GM/BG () DNA (+) |1 4 5
GM/BG (-()DNA (-) |1 13 14
Toplam 21 36 57

IA lehine Klinik bulgusu olmayan 13 hastada bahsedildidi gibi hic GM

pozitifligi olmaz iken doért 6rnekte DNA pozitif saptanmistir.

V. Hasta Grubunun EORTC/MSG Kriterlerine Gore

Degerlendirilmesi

Tablo-8'de, bu calismada incelenen ve IA agisindan riskli 70 hasta
EORTC/MSG kriterlerine gore ispatlanmis, YO-IA, DO-IA ve non-IA olarak
gruplandiriimistir (67). Kriterler icinde DNA tespiti olmadiginda tabloya DNA

bulgulari eklenmemistir.
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Tablo-8: EORTC/MSG kriterlerine gore hastalarin gruplandiriimasi ve

pozitiflik veriler

Hasta Grubu Klinik Histopatoloji | DMI ve kiiltiir | GM BG
bulgu (+) (+) (+) (+)°
Kanitlanmis 1A (6) | 6 6 6 6 P
YO-IA (34) 34 0 15 30 13°
DO-IA (17) 17 0 0 0 0¢
Non-IA (13) 0 0 0 0 2°
Toplam (70) 57 6 21 36 15

°BG toplam 46 hastada galisiimistir; "calisiimadi, 19 hastada galisildi, 16 hastada calisildl,
11 hastada ¢alisild

Kanitlanmis hasta grubunun tamaminda DNA tespit edilirken, YO-IA
grubunda, GM testi gibi 30 tanesinde (%88,2) pozitiflik saptanmistir. BG testi
ise 34 YO-IA hastasinin 19’unda g¢alisiimis ve 13 tanesinde (%68,4) pozitif
bulunmusgtur. Hem DO-IA ve hem de non-IA gruplarinda dort hastada DNA
testi pozitif bulunmustur. Ancak pozitiflik oranlari (%23,5 ile %30,8) arasinda
anlamli bir fark bulunmadigindan (p:0,7; «? testi) ve DO-IA grubunda klinik
bulgular olsa da diger testler negatif kaldigindan DNA pozitifligi anlamli
olarak degerlendiriimemisgtir.

Kanitlanmis ve YO-IA'lu hastalar (40 hasta) gergcek hasta grubu,
DO-IA ve non-IA grubu (30 hasta) hasta olmayanlar olarak alindiginda GM,
BG ve DNA tespitinin 6zgullik, duyarlilik, pozitif tani ve negatif tani degerleri

Tablo-9'da gérulmektedir.
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Tablo-9: GM, BG, DNA tespitinin tani degerleri

Duyarhlik Ozgiilliik PPV NPV
GM %90 %100 %100 %85,7
BG* %68,4 %92,6 %86,7 %80,6
DNA %90 %73,3 %81,8 %84,6

*Toplam 46 hastada galigiimistir; PPV: Pozitif tan1 degeri, NPV: Negatif tani degeri

Tablo-9'da goéruldigu gibi en iyi 6zgullik ve duyarlilik GM testi ile

saglanmisken BG testinin duyarhligi, DNA saptanmasinin ise 6zgulligu

digerlerinden daha dugsik bulunmustur.
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TARTISMA VE SONUG

Aspergillus tarleri farkli gevre kosullarinda ureyebilen saprofitik,
isiya dayanikli ve dogada yaygin bulunan kiif mantarlaridir. inhalasyonla,
glnde ylzlerce Aspergillus sporu alinsa da nadiren hastalik olusturur. Atopik
kisilerdeki alerjik hastaliklardan, bagisikhgi baskilanmis kisilerdeki invazif
hastaliklara kadar degisen farkl tablolar gelisebilir (71). En énemli sorun
invazif hastaliklardaki zor tani olup, bu calismada da IA tanisinda kullanilan
farkh yontemlerin karsilastirilmasi yapiimistir.

Hasta orneklerinin mikroskobik olarak incelenmesi ve ekilerek
etkenin  Uretilmeye calisiimasi, vazgegemeyecegimiz  klasik  tani
yontemleridir. Kan ve doku biyopsi kultUrleri invazif hastaliklarin tanisinda en
degerli ornekler olmakla beraber, kan kultirlerinin duyarliligi ¢ok dusuk
(<%5) olup, doku biyopsisi almak trombositopeni nedeniyle zordur. Bu
calismada da semptomatik 57 hastanin sadece alti tanesine (%10,5) doku
biyopsisi ile tani konulabilmistir. Dolayisiyla hastalarin ¢ogunda tani igin
kullanilan ornekler solunum yolu o6rnekleridir. Yapilan c¢alismalarda I|A
tanisinda solunum yolu oOrneklerinin  duyarhihdr  %15-77 arasinda
degismektedir (29,35,72-76). Bronkoskopi ile alinan érneklerin balgama goére
duyarlihgr daha yuksektir (29,30). Bu g¢alismada da, ¢cogunlugu BAL olan
solunum yolu o6rneklerinde, %26,3 oraninda uUreme olmus ve literatur ile
uyumlu bulunmustur. Ureme olan érneklerin %85,7’sinde DMi’'nin de pozitif
olmasi kontaminasyon ihtimalini kaldirmis olmakla beraber, kolonizasyon
ihtimalini ortadan kaldirmasi zordur. Ancak, nétropenik hematolojik maliniteli
hastalarda ve kemik iligi nakli olanlarda solunum yolu 6rneklerindeki
uremelerin, 1A tanisindaki pozitif prediktif degeri %70-80 civarinda olup, aksi
ispatlanana kadar tim pozitif orneklerin anlamli kabul edilmesi gerekir
(29,35,36,77). Bu galismada da solunum yolu 6rneklerinde Uremesi olan
semptomatik 15 hastanin 14 tanesinde, diger tani yéontemlerinden (GM, BG,
ve DNA tespiti) en az bir tanesi pozitif bulunmus ve Uremeyi desteklemistir.

BAL 0Ornedinde A. terreus Uremesi olan bir hastada diger biyolojik belirtecler
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negatif kalmig, ancak semptomatik hematolojik maliniteli bir hastadan gelmis
olmasi ve DMI'sinin pozitif bulunmasi nedeniyle anlamh kabul edilmistir. 1A
olgularinda A. terreus’'un gorulme oraninin giderek arttigi belirtimekte ve
%3-10 arasinda degistigi vurgulanmaktadir (35). Bu c¢alismada da birisi A.
fumigatus ile beraber olmak Uzere toplam U¢ hastada A. terreus Uremesi
olmustur. Diger Aspergillus tlrlerine goére in vivo ve in vitro olarak amfoterisin
B’ye daha direncli bir tir olup, lipozomal amfoterisin B tedavisi sirasinda A.
terreus ile geligsen |A olgulari bildirilmistir (78-80).

IA olgularinda en sik izole edilen tir A. fumigatus olup, bunu A.
flavus izler (20). Bu gcalismada ise izole edilen suslarin yarisindan fazlasini
A. flavus olusturmustur. Ancak bu c¢alisma epidemiyolojik bir arastirma
olmayip, ¢alisma grubundaki turleri gostermektedir. Ayrica bazi ¢alismalarda
A. flavus’'un sikhgindan da bahsedilmekte olup, bdlgesel farkhliklar olabilir
(81). A. flavus’un paranazal sinds mikozlarinda daha fazla izole edildigi
bildiriimektedir (82-84). Bu calismada da kanitlanmis iki sinonazal
enfeksiyonda A. flavus Uremistir.

IA tanisinda kullandigimiz, mikroskobik inceleme ve kultlran
duyarlihd@inin disuk olmasi ve dzellikle kultarin ge¢ sonuglanmasi nedeniyle
farkh tani yollari arayigi icine girilmistir. Hasta orneklerinde GM antijeninin
aranmasi oldukga eski yillara (1970) dayanan bir uygulama olmakla beraber,
son iki dekatta, ticari EIA kiti (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette,
Fransa) olusturulduktan sonra, yaygin kullaniimaya baslanmistir (85). Bu kit
ile yapilan galismalarda, duyarlihdinin %29-100 gibi oldukga genis aralikta
oldugu gorulmustur (44). Bu genis araligin gesitli nedenleri vardir. Testin
farkh hasta gruplarinda calisiimis olmasi en 6nemli nedendir. Derin
notropenisi olan hematolojik maliniteli hastalarda duyarliik %90-100 gibi
yuksek bulunurken, diger kanser hastalarinda, solid organ nakli olanlarda,
kronik aspergilloz olgularinda ve lokal enfeksiyonlarda duyarlihk dismekte,
kan notrofillerinin GM antijenini temizledigi ve testin duyarlihdini disurdagu
varsayllmaktadir (42,43). Hematolojik maliniteli hasta serumlarinin
kullanildigi bu ¢alismada da duyarlilik %90 olarak bulunmustur. Ampirik ya
da proflaktik antifungal kullanimi, testin en az haftada iki kez seri olarak
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yapllmamasi ya da yuksek cut-off optik dansite (OD) indeksi kullaniimasi
duyarhihgr dusuren diger nedenlerdir (86). Bu galismada test, seri olarak
haftada iki kez calisiimis ve cut-off OD indeksi Uretici firma tarafindan ilk
Oneri olan 1,5 olarak degil, yeni 6neri ve FDA tarafindan onaylanmis olan 0,5
olarak dusuk alinmistir (87,88). Kurumumuzda, yUksek c¢ozunarlikte
tomografi ve GM testi kullanimi ile birlikte ampirik antifungal tedavi yerine
preemptif antifungal tedavi yaklasimina gegcilmis olup, ¢alisma grubuna da
zorunlu kalinmadikga ampirik antifungal verilmemistir. Ayrica calisma
doneminde proflaktik antifungal kullanimi da olmamistir. Bu baglamda GM
testi calisma grubumuzda literatur ile uyumlu olarak olduk¢a duyarli
bulunmustur. Bu ¢alismada GM testinin 6zgulltigu ise %100 olarak bulunmus
ve Klinik bulgusu olmayan hastalarda pozitifik olmamistir. Yapilan
calismalarda da GM testinin 6zgulligunin %90’'nin  Uzerinde oldugu
vurgulanmaktadir (89-91). Cocuklarda ve piperasillin-tazobaktam gibi bazi
antibiyotikleri kullananlarda yalanci pozitiflikten s6z edilmektedir (92-95). Bu
calisma erigkin grupta yapiimig olup, antibiyotik kullanimi ile ilgili yalanci
pozitiflikle karsilagiimamistir.

IA tanisinda kullanilabilecek, FDA tarafindan onay almis bir diger
tani testi BG'dir. BG bircok mantarin hicre duvarinda bulunan bir
komponenet olup, test sadece |A 6zgu olmayip, pan-fungal bir testtir (96).
Fungitell (Fungitell assay; Cape-Cod Inc, ABD) ve Fungitec (Seikagaku;
Japonya), BG tespiti icin en fazla kullanilan ticari kitler olup, dogruluk
agisindan aralarinda énemli bir fark yoktur ve bu c¢alismada da Fungitell kiti
(Fungitell assay; Cape-Cod Inc, ABD) kullaniimistir (97). Yapilan
calismalarda BG testinin duyarliigi %70-100, 6zgulligu %75-90 arasinda
tespit edilmigtir (47,51, 98-101). Bu ¢alismada BG testinin duyarlihdi %68,4
olarak diger testlerden biraz daha dusik bulunmustur. Ancak butin
orneklerde, Ozellikle histopatolojik tanisi olan o&rneklerde BG testinin
calismamis olmasi bu c¢alismanin bir eksikligidir. Bunun otesinde, insan
serumunda bulunabilecek serin proteaz inhibitérleri duyarhligi etkileyebilecek
teknik bir sorundur. Her ne kadar kit icinde bulunan solusyonlarla (Triton X-

100) serum orneklerine uretici firmanin Onerileri dogrultusunda on iglem
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yapilsa da yetersiz kalma ihtimali vardir (51). BG dogdada yaygin bulunan bir
madde olmasi nedeniyle testin 6zgullugu ile ilgili sikintilar GM testinden
daha fazladir. Cesitli antibiyotikler, normal flora bakterileri, hemodiyaliz
filtreleri, immungloblinler, albumin ve diger kan Urtnleri yalanci pozitiflige
sebep olabilir (101,102). Bu ¢alismada da klinik bulgusu olmayan iki hastada
test yalanci olarak pozitif ¢cikmistir. Bununla beraber 6zgulluk %92,6 olarak
hesaplanmig ve sikinti yagsanmamistir. Ancak daha yuksek sayilarda ve
daha farkh hasta gruplarinda yapilan c¢alismalarda bu tir sorun ile
karsilagilabilecedi ongorulebilir.

GM ve BG igin bahsedilen ¢esitli olumsuzluklara ragmen her iki test
de IA tanisinda kullaniimak Gzere EORTC/MSG kritelerine girmis ve bu
calismada, GM ve/veya BG pozitifligi dahil edilerek semptomatik hastalarin
40 tanesi kanitlanmis ve YO-IA olarak tanimlanmigtir (67,103). DMI ve kultir
ile sadece 21 hastanin kanittanmig ve YO-IA olarak degerlendirildigi
calismamizda, klasik yontemlere yeni yontemlerinin eklenmesi ve birden
fazla yontemin ayni anda calisilarak beraber kullaniimasi ile tani sansinin
artacagi net olarak gosterilmistir.

IA tanisinda GM ve BG diginda kullanilabilecek bir diger yaklasim
duyarlihginin daha yuksek olmasi ve daha kisa surede sonuglanmasi
nedeniyle 6zgll DNA’nin aranmasidir. Hasta orneklerinde Aspergillus’a 6zgu
DNA’'nin aranmasi uzunca bir suredir denenmekle beraber EORTC/MSG
tani kritelerine alinmamistir (67). Ozgil DNA aranmasindaki en 6nemli
sorun, standart ve validasyonu yapilmis bir yontemin olmayisidir. Yapilan
calismalarda farkli Ornekler, farkli ekstraksiyon ydntemleri, farkh primer-
problar ve farkli PCR formatlari kullaniimistir ki bunlardan hepsi, sonuglari
etkileyebilecek faktorlerdir (53,104).

Serum, plazma, tam kan ve doku Ornekleri, invazyonu goéstermesi
nedeniyle PCR testlerinde tercih edilen érneklerdir. Ancak trombositopenik
hastalarda doku almak kolay olamadigindan, kan en ¢ok kullanilan ornektir.
Yapilan galismalarda tam kan kullanildiginda en basarili sonuglarin alindigi
vurgulanmakta ve olabildigince fazla miktarda kan kullanmanin duyarhligi

arttirmadaki yararindan bahsedilmektedir (105,106). Bu c¢alismada daha
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once GM ve BG cgaligiimig serum ornekleri 200ul olacak sekilde kullaniimig
ve aynen GM gibi %90 duyarhlik elde edilmistir. Tam kan kullanimi daha
uygun bulunsa da ayni zamanda GM ve BG calisiimasina olanak saglamasi
acisindan serum ve plazma ornekleri avantajlidir ve bu ¢alismada duyarhlik
uzerine olumsuz bir etkisinin olmadigi gosterilmigtir.

Mantarlar kalin bir hicre duvarina sahip olduklari icin DNA
ekstraksiyonu onemi bir basamaktir. Manuel ya da ticari kitlerle ekstraksiyon
yapmak mumkun olup, kontaminasyon ihtimalini azaltmasi nedeniyle ticari
kitler dnerilmektedir (53). Bu galismada da ticari bir kitle (ZR Fungal/Bacterial
DNA MiniPrep kiti; Zymo Research; Cat n0:D6005; ABD) ekstraksiyon
yapiimis ve basarili sonuglar (duyarlilik %90) alinmistir.

Primer-prob secimi PCR testlerinin duyarhlik ve &zgulligina
etkileyebilecek dnemli bir diger noktadir. Genellikle rDNA bdlgesine ait diziler
genomda ¢ok tekrarlandidi icin tercih edilen bdlgeler olmaktadir ve yapilan
calismalarda bu bdlgeden secilmis tlre 6zgl, cinse 6zglu ya da pan-fungal
degisik primer ve problar kullaniimaktadir (53). Bu calismada da rDNA
bdlgesinin 18S kismina ait tim Aspergillus tlrlerini kapsayan ticari olarak
hazirlanmis primer-prob (LightCycler® 480 Probes Master; Cat.No
04707494001; Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France) kullaniimis
ve aynen GM testi gibi %90 duyarlihk yakalanmistir.

Klasik, nested, miiltipleks ve RT-PCR bugtine kadar denenmis PCR
formatlaridir (53). Bu calismada da rDNA bdlgesinin 18S kismina ait tum
Aspergillus turlerini  kapsayan ticari olarak hazirlanmig primer-prob
(LightCycler® 480 Probes Master; Cat.No 04707494001; Roche Molecular
Biochemicals, Meylan, France) kullaniimis ve aynen GM testi gibi %90
duyarlihk yakalanmistir.

Klasik PCR'’In gogaltmadan sonra farkl bir tani yéntemine (southern
hibridizasyon gibi) ihtiyaci vardir ki, bu islem basamaklarini ¢ogaltarak
kontaminasyon ihtimalini ve sureyi uzatir. Nested ve miiltipleks PCR
yontemleri basarili olmakla beraber, bunlarda da islem basamaklari fazladir
ve kontaminasyon riski vardir. Son zamanlarda gergcek zamanh olarak

¢ogaltma iglemi yapmasi, gogaltma ile beraber tanimlamayi da saglamasi ve
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kisa surede tamamlanmasi nedeniyle RT-PCR tercih edilen yontem olmus
ve bu calismada da ticari bir kitle (Way2Gene; Kat No: WG40-0270-16) RT-
PCR yontemi kullanilarak %90 duyarlilik saglanmistir.

lyi bir ektraksiyon yontemi, uygun primer-prob ve uygun PCR
formati ile 6zgul DNA aranmasinda, yuksek duyarliliklara ulagmak mumkuin
olmaktadir. Ancak, mantarlar ve 6zellikle kif mantarlari, dogada yaygin olup,
hava florasinda yodun bulunmalari nedeniyle yéntemlerde karsilasilan en
onemli sorun yalanci pozitifliklerdir (107). Bu ¢alismada, ticari ekstraksiyon
kiti ve RT-PCR formati kullaniimig olsa da, 6zgullik %73,3 olarak GM ve BG
testlerinden daha dusuk bulunmustur. Klinik bulgusu olan g¢alisma grubu
hastalarinin 17 tanesinde (%23,5) DMi/kiiltir, GM ve BG testleri negatif
kalirken 6zgul DNA pozitif olarak bulunmustur. Benzer sekilde klinik bulgusu
olmayan 13 hastada (%30,8) da pozitiflikler elde edilmis ve aradaki fark
anlamli bulunmamistir. Bu nedenle diger testlerin negatif kaldigi DO-IA
grubundaki pozitiflikler de yalanci olarak degerlendirilmistir. Kanitlanmis ve
YO-IA olgularindaki 6zgul DNA pozitifliklerinin hepsi, en az bir diger tani
yontemiyle (DMi/kiltir, GM, BG) desteklenmistir. Bu calismada, yalanci
pozitiflikleri azalmak amaciyla tum islemler biyolojik kabinlerde yapilmisg,
tamamen steril malzemeler kullaniimig ve ticari ekstraksiyon kiti ve RT-PCR
formati uygulanmis olmasina ragmen sekiz ornekte (dort érnek DO-IA
grubundan dort 6rnek non-lIA grubundan) vyalanci pozitifik olmustur.
Orneklerin hastalardan alinip, laboratuvara ulastiriimasi da dahil olmak
Uzere her asamada kontaminasyon riski vardir ve bu ¢alismada da daha
once GM ve BG calisiimig, birkag kere islem gérmis ve olasi
kontaminasyona agik orneklerde 6zgul DNA aranmigtir.

GM, BG ve 6zgul DNA testlerini karsilastiran ¢ok sayida calisma
bulmak mumkindir (108-117). Bu c¢alismalarin ¢cogunda, GM ve BG igin
standart yontemle galisiimisken, yukarida bahsedildigi gibi farkli DNA arama
yontemleri kullaniimigtir. Bu nedenle olduk¢a degisik sonuglara ulagmak
mumkuin olup, bu calisma ile de literatlre katki olusturacak veriler elde
edilmistir. Bu karsilastirmali ¢alismalarda PCR yonteminin  degisik

formatlarinin IA tanisindaki duyarlihdr %41-100 arasinda deg@ismigtir. Tam
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kan ornegi, >1ml 6rnek kullaniimasi ve RT-PCR ile en yuksek duyarliliklara
ulagilmistir. Bu calismada ise 200upl serum orne@i kullanarak RT-PCR
yontemi ile %90 duyarlilik yakalanmistir. Ornegin sekli ve miktarindan ziyade
kullanilan ekstraksiyon yontemi, primer-problar ve PCR formatinin duyarlilik
agisindan daha onemli oldugu kanisina varilmigtir. Duyarhliga benzer
sekilde, yapilan ¢alismalarda, gesitli PCR formatlarin |A tanisinda 6zgullGgu
de %40-100 civarinda bulunmustur. Bahsedildigi gibi kontaminasyonun
azalmasi ile en yuksek o6zgulliklere RT-PCR ile ulasiimakla beraber, bu
calismada %73,3 6zgullik elde edilmigtir. Yalanci pozitiflikleri azaltmak igin
PCR testlerinde siki laboratuvar kurallarina uyulmasi gerekliligi sonucuna
varilmistir.

Sonug olarak IA, tim bu gelismeler ragmen tanisi hala gt¢ olan bir
hastaliktir. Taniya tam ulasabilecek higbir yontem yoktur. Bununla beraber
tani testlerinin beraber kullaniimasi duyarlligi arttiracaktir. GM ve BG testleri
standartlasmis ve ticari olarak bulunan testler olmakla beraber, 6zgul
DNA’nin arandigi PCR testlerinin standardizasyonu bazi gelismeler olsa da
henuz tam olarak saglanamamistir (68). Bu calismada RT-PCR ile GM testi
kadar iyi duyarliik elde edilebilmis ve siki laboratuvar uygulamalari ile
kontaminasyonun da azaltilarak GM ve BG testleri yaninda kullanilabilecek

test oldugu ve her bir yeni testin taniyi guglendirecegi sonucunda variimigtir.
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