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OZET

Gilnlimizde, Aspergillus tirleri tarafindan olusturulan enfeksiyonlarin gérilme sikigr ve mortalitesi
giderek artmakta olup, 6zellikle immiin sistemi baskilanmis ve notropenik hastalarda invazif aspergilloz
(IA) baslica 6lim sebeplerinden biridir. Bu nedenle, erken ve dogru tani iA'li hastalar icin hayat kurtarici
olabilir. Bu calismada, deneysel olarak akciger aspergillozu gelistirilen notropenik sican modelinde, kiil-
tur, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RtPCR), galaktomannan (GM) ve glukan (GC) test so-
nugclarinin kargilastirilmasi ve erken taniya olan katkilarinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Hayvan Aras-
tirmalari Etik Kurulu onayi ile gerceklestirilen calismada, disi Wistar albino sicanlari, saglikli kontrol grubu
(n= 6), noétropeni kontrol grubu (n=10) ve akciger aspergilloz grubu (n= 35) olacak sekilde {i¢ gruba ay-
rilmistir. Sicanlarda nétropeni, 5-florourasil kullanilarak olusturulmus ve Aspergillus fumigatus konidyum-
lari burundan inokdlasyon yoluyla verilmistir. Enfeksiyonun yedinci giiniinde hayvanlarin kan, bronkoal-
veoler lavaj (BAL) ve akciger doku 6rnekleri alinmis ve kontrol gruplari ile aspergilloz grubunun enfeksi-
yon gostergeleri karsilastinimistir. Kontrol grubunda bitiin test sonuglari (kiltir, PCR, GM ve GC testle-
ri) negatif bulunmustur. Aspergilloz grubunda, deney sonunda sag kalan 22 denekten alinan akciger do-
ku 6rneklerinin timiinin patolojik preparatlarinda hifler gorilmis; 20 (%91)'sinin kiltlrinde Aspergillus
kolonileri Uretilmistir. Aspergilloz grubundan alinan 12 BAL 6rneginin 7 (%58.3)’sinde, 19 kan 6rneginin
7 (%36.8)’sinde ve 22 akciger doku 6rneginin 4 (%18)'linde Aspergillus DNA’si RtPCR ile gosterilmistir.
Bu grupta GM antijeni, ticari bir kit (Platelia® Aspergillus ELISA; BioRad, Fransa) kullanilarak 20 serum or-
neginin 7 (%35)’sinde; GC antijeni ise ticari, kantitatif bir kit kullanilarak (Fungitell™; Cape Cod, ABD)
22 serum orneginin 11 (%50)'inde ve 17 BAL 6rneginin 9 (%52.9)’'unda gosterilmistir. Calismamizda,
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kaltur referans yontem olarak alindiginda, BAL 6rneklerine uygulanan PCR testinin diger yontemlere go-
re daha ylksek duyarliiga sahip oldugu (BAL-PCR %58.3; kan-PCR %41.2; doku-PCR %20; serum GM
%38.9; serum GC %55; BAL-GC %52.9) ve serumda GC aranmasinin GM aranmasindan daha degerli
oldugu (serum-GM icin duyarlilik %38.9, serum-GC icin duyarlilik %55; her ikisi icin 6zgtllik %100) ka-
nisina varilmistir. Dogrulanmis olgularin BAL 6rneklerinin, kan orneklerinden daha dogru sonug verdigi
gorilmdistir. Buna karsin, histopatolojik olarak dogrulanmis olgularin bile BAL 6rneklerinin %41.7'sinde
PCR ile, serum orneklerinin %50’sinde GC testi ile ve yine serum 6rneklerinin %65’inde GM testi ile ne-
gatif sonu¢ alinmistir. Sonug olarak, 1A patogenezinin tam olarak anlasilamamis olmasi kiiltiir digi tanisal
testlerin performansini etkilediginden, gelecekte yapilacak calismalar, kilttr disi farkh tani yontemlerinin
performanslarinin ve birlikte kullanimlarinin degerlendirilmesi konusunda olmalidir.

Anahtar sézciikler: Aspergilloz, sican, galaktomannan, glukan, polimeraz zincir reaksiyonu.

ABSTRACT

The incidence of aspergillosis which has high mortality rates, has increased gradually. Since invasi-
ve aspergillosis (IA) is one of the leading causes of death in immunocompromized and neutropenic pa-
tients, early and accurate diagnosis of IA is of crucial importance. The aims of this study were to com-
pare the results of culture, real-time polymerase chain reaction (RtPCR), galactomannan (GM) antigen
and glucan (GC) antigen detection tests and to evaluate their performances in view of rapid and accu-
rate diagnosis of IA in neutropenic rat model. Female Wistar albino rats were included in the study with
the consent of Animal Searching Ethical Committee and classified into three groups as healthy controls
(n= 6), neutropenic controls (n= 10) and pulmonary aspergillosis (n= 35) groups. Rats were immuno-
suppressed with 5-flourourasil and then Aspergillus fumigatus conidia were inoculated intranasally. On
the seventh day of the infection, blood, bronchoalveolar lavage (BAL) and lung tissue samples were col-
lected from the animals, and control and aspergillosis groups were compared in terms of infection mar-
kers. All of the tests (culture, RtPCR, GM and BG tests) were found to be negative in controls. At the
end of the study 22 rats in aspergillosis group survived. Lung tissue samples from those 22 animals we-
re all positive for the presence of hypha on pathological preparations, while 20 (91%) yielded Aspergil-
lus colonies on the cultures. Aspergillus DNA was detected in 7 of the 12 BAL samples (58.3%), 7 of 19
blood samples (36.8%) and 4 of 22 lung tissue samples (18%) using RtPCR method. GM antigen was
detected in 7 of 20 serum samples (35%) with a commercial kit (Platelia® Aspergillus ELISA, BioRad,
France). Quantitative detection of beta-glucan levels were investigated by using a commercial kit (Fun-
gitell™, Cape Cod, USA) in serum and BAL samples and positive results were obtained in 11 of 22 se-
rum (50%) and 9 of 17 BAL (52.9%) samples. In this study it was demonstrated that PCR performed in
BAL samples is the most sensitive method compared to the others, for the diagnosis of IA in the rat mo-
del. The sensitivity rates were as follows when culture method accepted as the gold standard: 58.3%
for BAL-PCR, 41.2% for blood-PCR, 20% for tissue-PCR, 38.9% for serum GM, 55% for serum GC and
52.9% for BAL-GC. It was also concluded that detection of GC activity in serum was more sensitive than
GM detection in serum (sensitivity of GM was %38.9, sensitivity of GC was %55, while specificities we-
re 100% for both of the tests), for laboratory diagnosis of IA. The BAL samples were evaluated as the
most valuable clinical samples to screen the suspected patients. However, even in proven cases, 41.7%
of BAL samples were found negative with PCR, 50% of serum samples were found negative with GC
test, and 65% of serum samples were found negative with GM test. Since the pathogenesis of IA has
not been completely clarified, the performance of non-culture based diagnostic tests exhibit great va-
riability. Future clinical studies are required to compare the performance of different non-culture based
diagnostic methods and the optimal combination of these tests for the most accurate laboratory diag-
nosis of 1A.

Key words: Aspergillosis, rat, galactomannan, glucan, polymerase chain reaction.
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GIRis

invazif mikozlar son yillarda 6nemli saglik problemleri icinde 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu hastaliklarin gorilme sikhigindaki artis, risk altindaki hastalarin artmasina baglanmis-
tir. Invazif mikoz agisindan risk grubunu AIDS'li hastalar, solid organ ya da kok hiicre
nakli alicilari, hematolojik maligniteli hastalar ve diger bagisik engelli bireyler olustur-
maktadir'-3, Yogun bakim Unitelerinde girisimsel izlem yontemlerinin ve agresif tedavi
protokollerinin kullaniminin artmasi ile risk altindaki hastalarin yasam sirelerinde de
uzama olmustur.

Kuf enfeksiyonlarina sebep olan tiirler icinde en yaygini Aspergillus tirleridir?3. Inva-
zif aspergilloz (iA), bagisiklik yetmezligi olan hastalarda gelisen ve tani konup tedavi bas-
lansa bile 6liimle sonuglanabilen, firsatci bir enfeksiyondur®. Aspergilloz gelisen konak
sayisindaki artis, sorumlu patojenleri daha hizli sekilde tanimlayacak tani testlerine ihti-
ya¢ dogurmustur. Steril doku biyopsi érneklerinde Greme ve histopatolojik degerlendir-
me, fungal invazyonu gostermede “altin standart” yontem olarak kabul edilmektedir.
Kan kiltirt orneklerinde Aspergillus tirlerinin Uretilebilmeleri olgularin yarisinda mim-
kiin olmaktadir. Bu nedenle 6zellikle bu grup hastalarda invazif olmayan tanisal yontem-
ler, fungal enfeksiyonlarin erken ve hizli tanisi icin cok onemlidir>°. Kiiltar disindaki bu
tani yontemlerinden en cok kullanilan ve FDA (Food and Drug Administration, USA) ta-
rafindan 2003 yilinda onaylanmis olan, Aspergillus cinsine 6zgul galaktomannan (GM)
antijeninin enzim temelli immiinolojik yontem (ELISA) ile gosterildigi, Platelia Aspergil-
lus (Bio-Rad, Marnes La-Coquette, Fransa) testidir. GM antijen testinin pozitifligi, “Euro-
pean Organization for Research and Treatment of Cancer-Mycology Study Group
(EORTC-MSQ)” tarafindan gelistirilen invazif fungal enfeksiyon tani kriterleri icine alin-
mistir'®. Tani amacli kullanilan bir diger yontem ise glukan (GC) testidir. Zigomicetler
hari¢ butin mantarlarin hicre duvarinda bulunan 1,3 beta-glukan, imminojenik bir
molekil olmamasina ragmen pan-fungal bir tarama testi olarak (Cryptococcus cinsi ha-
ric) tanida kullanilmaktadir. Ancak, 6érneklerin alinmasindan, testin yapilmasina ve sonug-
larin okunmasina kadar olan tiim asamalarda kolaylikla kontaminasyon olusabildigi icin,
rutin tanida kullanimi GM kadar yaygin degildir.

Butln enfeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi, mantar enfeksiyonlarinda da molekdler
yontemler tani icin yeni olanaklar sunmaktadir. Ancak hentiz standardize edilmis ticari
bir sistem bulunmamasi nedeniyle niikleik asit testlerinin tekrarlanabilirlik orani duistk-
tlr. Bu nedenle EORTC-MSG tani kriterleri icine alinmamistir. Molekuler tanida genellik-
le ribozomal gen bolgeleri tercih edilmektedir'. Yapilan calismalarda molekiiler testle-
rin birden fazla ardigik 6rnekte, haftada iki kez yapilmasi gerektigi vurgulanm|§t|r12.

Bu calismada, deneysel hayvan modelinde IA enfeksiyonunun tanisinda antijen
testleri (GM ve GC), gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve lizis santri-
fagasyon (LS) kiltur sisteminin erken taniya olan katkilarinin degerlendirilmesi amac-
lanmistir.
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GEREC ve YONTEM

inokiilum Hazirlanmasi, Hayvan Modelinde Akciger Aspergillozunun
Olusturulmasi, Orneklerin Alinmasi

Aspergillus fumigatus ATCC 204305 standart susu Sabouraud dekstroz agar (SDA)
plaklarinda 27°C’de 7 gun Uretildikten sonra plak yuzeyleri steril fosfat tamponu (PBS,
pH 7.4) ile iki kez yikandi ve elde edilen konidyum siispansiyonlari spektrofotometrede
sayildi. Siispansiyona %0.1’lik Tween 80 eklenip vorteksle karistirildi’3.

Deney hayvani olarak 160-180 g agirhginda, disi, Wistar albino sicanlar kullanildi. De-
ney kosullari, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirma-
lar Merkezinde, etik kurul yonergesine uygun sekilde tamamlandi. Denekler, saglikh
kontrol grubu (6 denek), nétropeni kontrol grubu (10 denek), akciger aspergilloz gru-
bu (35 denek) olacak sekilde li¢ gruba ayrildi.

Hayvanlarda notropeni olusturulmasi icin 5-florourasil 200 mg/kg dozunda deri alti-
na verildi'*. Notropeni olusturulmasini takip eden besinci giinde, aspergilloz olusturul-
masi icin 1 x 108 konidyum/ml'> A.fumigatus konidyasi iceren siispansiyon, tek kulla-
nimlik oksijen maskesinin nebdlizator haznesine yerlestirildi ve bes dakika boyunca de-
neklerin solunum yolundan verildi'®. Ayni guin bakteriyel siiperenfeksiyon gelisimini 6n-
lemek icin kas icinden 40 mg/kg ampisilin, 6 mg/kg gentamisin enjeksiyonu yapild.
Notropeni kontroli icin deney sonunda alinan periferik kan drneklerinde noétrofil arandi.

Enfeksiyonun 7. giinlinde kas icinden verilen 100 mg/kg ketamin HCI anestezisi altin-
da, deneklerden kalp kani, akciger doku 6rnekleri ve bronkoalveoler lavaj (BAL) ornekleri
alindi. EDTA'l tiiplere alinan kan ornekleri, Aspergillus DNA'sinin PCR ile aragtirilmasi icin
ayrildi. Heparinli tiiplere alinan kan 6rneklerinin serumu beta-glukan ve galaktomannan
varliginin arastirilmasi icin saklandi. Bazi deneklerden LS kiiltlirl yapilabilmesi icin kiltir
tuplerine kan 6rnekleri alindi. BAL 6rnekleri, PCR ve beta-glukan arastiriimasi icin ayrildi.
En son olarak da akciger dokusu birka¢ parcaya ayrilarak, direkt mikroskopi, kiltur, pato-
lojik inceleme, kitin diizeyinin belirlenmesi ve dokudan PCR yapilmasi icin paketlendi. Bu-
tin ornekler uygun ambalajlar icinde, islem giinline kadar -80°C’de saklandi.

Direkt Mikroskopi, Kiiltiir, Patolojik inceleme

Doku orneklerinden hazirlanan direkt preparatlarda mantar elemanlari arandi. Doku
ornekleri ayrica, periyodik asit shift (PAS) veya gomori gimisleme boyalari ile boyana-
rak mantarlara ait hifler arandi. LS sistemiyle (ISOLATOR™10 WAMPOLE, OXOID Blood
Culture Systems, Ingiltere) alinan kan 6rnekleri ve akciger doku 6rnekleri SDA plaklarina
ekilerek 24 ve 37°C’de inkibe edildi.

Galaktomannan ve Glukan Antijenlerinin Arastiriimasi

GM arastinimasinda, Platelia® Aspergillus ELISA kiti (BioRad, Fransa) (retici firma oneri-
lerine gore, 300 pl serum 6rnegi kullanilarak uygulandi. Sonuglar 450 nm dalga boyunda
optik okuyucuda (EI x 800, BioTek, ABD) okundu. Kontrol serumlari kullanilarak her serum
icin indeks degeri (ID) hesaplandi ve ID > 0.7 olan érnekler pozitif olarak degerlendirildi.
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Beta-glukanin arastirilmasi icin Fungitell™ (Cape Cod, ABD) kantitatif dlcim kiti kul-
lanildi. Bu kit proteaz zimojen temeline dayali olarak calismakta ve kinetik olarak 6lcim
yapilabilen kolorimetrik bir prosediirli icermektedir. Standardin disinda hicbir malzeme
glukan icermemektedir. Testte kullanilacak olan diger malzemelerin glukandan arindiril-
mas! amaciyla cam malzemeler 235°C’de 7 saat tutuldu; plastik malzemeler ise kullanim-
dan once kite ait RGW soliisyonu ile calkalandi. Serum ve BAL 6rneklerinden 5’er pl kul-
lanildi. Sonuglar, inkiibatorli ELISA okuyucusunda (Synergy HT, BioTek, ABD), 37°C’de,
405 nm dalga boyunda birer dakikalik araliklarla 40 dakika okunarak elde edildi. Veriler
toplandiktan sonra, 0-40 dakika arasindaki her nokta icin optik dansite degisiminin orta-
lama hizi hesaplandi ve test edilen her 6rnegin GC konsantrasyonu pg/ml olarak kayde-
dildi (R?= 0.8982). Kullanilan kitin saptama arahgi 31.25-500 pg/ml arasinda verilmek-
te idi. Degerlendirmede, < 60 pg/ml negatif, >80 pg/ml pozitif, 60-79 pg/ml arasi stip-
heli sonug olarak yorumlandi.

Ger¢ek Zamanh (Real-time) PCR (RtPCR)

Alinan BAL, doku ve kan 6rneklerinden mantarlara ait DNA, Heliosis Ekstraksiyon Mo-
dilt (Metis Biyoteknoloji, Turkiye) kullanilarak elde edildi. Elde edilen DNA'lar 6nce si-
can beta-aktin genini hedefleyen primerler kullanilarak cogaltildi ve 6rneklerde DNA var-
g1 kontrol edildi. Aspergillus DNA'sinin gosterilmesi icin Aspergillus’a 6zgil primer-prob
karigimi ile RtPCR ydntemi kullanildi (Tablo I). islem LC 2.0 cihazinda (Roche, ABD) ger-
ceklestirildi. Reaksiyon karigimi icin “LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Kit”
ve 6zgll primer-prob karisimi (TibMolbiol, Almanya) kullanildi. $ablon DNA, 20 ul tep-
kime karisimina 1 ng konsantrasyonunda (5 pl) eklendi. Denattirasyon dongist 45 kez;
95°C’de 30 saniye, 62°C’de 20 saniye ve 72°C’de 25 saniye olacak sekilde tekrarland.
Bu basamagi 40°C’den 95°C’ye erime egrisi analizi izledi.

istatistiksel Degerlendirme

Veriler SPSS 10.0 istatistik paket programina girildi. Istatistiksel karsilastirmada non-
parametrik testler olan dort g6zl diizende (2 x 2) Yates duizeltmeli ki-kare ()(2) testi ile
Fisher kesin ki-kare testi, korelasyon analizi icin ise Pearson korelasyon analizi testi kulla-
nildi. p< 0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

Tablo I. PCR icin Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Hedef Primer veya Prob dizisi
Beta-actin 5'-TGG AGA AGA GCT ATG AGC TGC CTG-3
Beta-actin 5-GTG CCA CCA GAC AGC ACT GTG TTG-3
Primer 5'-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG (F)

5-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG (R)
Aspergillus 640 florofor prob 5’-TGA GGT TCC CCA GAA GGA AAG GTCCAG C
Aspergillus floresan prob 5'-GTT CCC CCC ACA GCC AGT GAA GGC

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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BULGULAR

Calismamizda, saglikli kontrol grubunda denek kaybi olmamis; ancak nétropeni kont-
rol grubundan 2 denek 5. ve 6. deney gtlinlerinde kaybedilmistir. Kontrol gruplardan ali-
nan 6rneklerde direkt mikroskobide ve patolojik incelemelerde mantar elemanlari gortl-
memistir. Doku 6rneklerinden yapilan kultirlerde hicbir Greme olmamustir. Her iki grup-
ta PCR uygulanan hicbir 6rnekte (doku, kan, BAL) Aspergillus DNA'si saptanmamistir. GM
(serum) ve GC (serum ve BAL) diizeyleri negatif bulunmustur.

Akciger aspergillozu olusturulan 35 sicandan 13 (%38)’U deney sirasinda kaybedilmis-
tir. Enfeksiyonun 7. gliniinde sag kalan 22 (%62) sicandan alinan doku 6rneklerinin
20’sinde A.fumigatus kolonileri gortlmustir. Deneysel enfeksiyon olusturulan bitin de-
neklerde patolojik olarak aspergilloz varhig dogrulanmistir (Resim 1,2). LS yontemi ile
yapilan kan kulttrinde orneklerin hicbirinde treme goérilmemistir. PCR ile Aspergillus
DNA'si 19 tam kan orneginde calisilabilmis, 7 (%36.8)’sinde pozitif sonug¢ alinmistir. BAL
ornegi 17 sicandan alinabilmis; miktar aziidi nedeniyle PCR testi 12'sinde caligilmis ve 7
(%58.3)'sinde pozitif bulunmustur. Doku orneklerinin ise %18.1 (4/22)'inde Aspergillus
DNA'sI pozitif olarak saptanmistir.

GM antijen testi 20 serum o6rneginde calisilabilmis ve 7 (%35) ‘sinde pozitif bulun-
mustur. GM ID 0.5 olarak kabul edildiginde ise sonuglarda bir degisiklik olmamustir. Be-
ta-glukan aktivitesi 22 serum ve 17 BAL orneginde arastirilmis; serum orneklerinin 11
(%50)'inde, BAL orneklerinin 9 (%52.9)'unda pozitif sonug elde edilmistir. Aspergillozlu
grupta calisilan tim testlerin sonuglari Tablo II'de verilmistir.

Aspergillozlu grupta calisilan her test, otopsi sonrasi alinan doku 6rneklerinin kalttr
sonuclari ile karsilastirilarak 6zgllik, duyarlilik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif
prediktif deger (NPD) hesaplanmistir. Kan PCR ile kultiir arasinda, doku PCR ile kaltur
arasinda, GM testi ile kiltlir arasinda ve kiiltlr ile serumda GC testi arasinda anlamli fark
bulunmamistir (Tablo III).

Resim 1. Akciger aspergillozu olusturulmus deney hayvaninda akcigerlerin makroskobik gériiniimdi.
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Resim 2. Doku érnedinin direkt mikroskobik incelemesinde septali hiflerin varligi (40x).

Tablo II. Aspergilloz Olusturulmus Gruba Ait Test Sonuglari

Yontem
PCR Galaktomannan  Beta-glukan
Sonug Kan BAL Doku (Serum) Serum  BAL Patoloji Kiiltur
Pozitif 7 7 4 7 11 9 22 20
(%36.8) (%58.3) (%18) (%35) (%50) (%52.9)  (%100) (%91)
Negatif 12 5 18 13 11 8 - 2
Toplam 19 12 22 20 22 17 22 22

Tablo Ill. Aspergilloz Grubunda Calisilan Testlere Ait Ozgdilliik, Duyarlilik, PPD, NPD ve p Degerleri

Yontem Ozgiilliik (%) Duyarhhk (%) PPD (%) NPD (%) P
Kan-PCR 100 41.2 100 16.7 0.509
BAL-PCR X 58.3 100 X X
Doku-PCR 100 20.0 100 1.1 1.000
Serum-GM 100 38.9 100 15.4 0.521
Serum-GC 100 55.0 100 18.2 0.476
BAL-GC X 529 100 X X

x: Hesaplanamadi, PCR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, GM: Galaktomannan, GC: 3-Glukan, BAL: Bron-
koalveoler lavaj sivisi, PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger.
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TARTISMA

Notropenik hastalarda fungal enfeksiyonlarda erken tani icin kullanilacak tani aracla-
rinin givenilirligi sinirhidir. Giinimuzde kullanilan mikrobiyolojik, serolojik ve goriintiile-
me yontemleri, Aspergillus spp. tarafindan olusturulan invazif enfeksiyonlarin belirlenme-
sinde oldugu gibi erken taninin konulmasinda da yetersiz kalmistir!”.

invazif aspergillozun klinik belirtileri 6zgul olmayip degiskenlik gosterebilmektedir.
Dolayisiyla olgularin biyik bir bolimiinde ge¢ tani konulur ve hatta bazen otopside
saptanir. Mevcut yontemlerin distik duyarlihk ve 6zgulligiinden dolayi, pozitif histo-
patoloji veya kiiltiir sonuglari kanitlanmis invazif mikoz olarak kabul edilmistir'®. Tar
dizeyinde tanimlama o6zellikle Aspergillus terreus gibi antifungallere direncli yeni pa-
tojen tiirlerin saptanmasi nedeniyle cok onemlidir®. Kan ve BAL orneklerinin kiiltiir
sonuclari disiik olup 6zellikle kontaminasyonlar siklikla sorun olmaktadir. Cogunluk-
la kritik ve trombositopenisi olan bu nétropenik hastalarda doku biyopsi 6rneklerinin
alinmasi ise nadiren uygulanabilmektedir!. Dolayisiyla calismalar, bu hasta grubunda
morbidite ve mortalitenin dislrilmesi icin erken tani ve tedaviyi saglayabilecek, ytk-
sek duyarlilik ve 6zgullige sahip glvenilir tani yontemlerinin gelistiriimesi tzerinde
yogunlasmustir!.

invazif Aspergillus enfeksiyonlarinin hizli laboratuvar tanisi, antijen (GM, GC) testleri
ve/veya kan ya da diger viicut sivilarinda niikleik asidin saptanmasina dayanmaktadir®.
Bu calismanin amaci, nétropenik sicanlarda gelistirilen invazif pulmoner aspergilloz mo-
delinde hizli tani ydontemlerinin performanslarinin degerlendirilmesidir. Hayvan ve insan
calismalari, GM degerlerinin Aspergillus fungal yiki ile uyumlu oldugunu ve IA progno-
zunun izlenmesine yardimci olabilecegini géstermigtirg. Bizim calismamizda GM antije-
ni 20 serum orneginde calisilabilmis ve 7 (%35)’sinde pozitif bulunmustur. Kiltir sonug-
lar altin standart alindiginda duyarllik, 6zgllik, PPD ve NPD oranlari sirasiyla %38.9,
%100, %100 ve %15.4 olarak bulunmustur.

Calismamizda GC antijeni, serum ve BAL ornekleri kullanilarak Fungitell testi ile aras-
tinlmis ve her iki tip 6rnek icin de porzitiflik degeri, Khan ve arkadaslarinin'® calismasina
dayanarak > 80 pg/ml olarak kabul edilmistir. Bu yontemle, serum 6rneklerinin %50
(11/22)'si ve BAL orneklerinin %52.9 (9/17)'u pozitif bulunmustur (Tablo II). Serum 6r-
negdi calisildiginda duyarlilik %55, BAL 6rnegi calisildiginda ise %52.9 olarak saptanmis-
tir. PPD orani her iki tip 6rnek icin de %100 bulunmustur (Tablo IIl). Kami ve arkadasla-
rn'? 1A tanisinda Platelia testinin duyarliigini (%58), beta-glukan testinden (%67) daha
disuk bildirmislerdir. Bizim calismamizda da, serum orneklerinde Platelia Aspergillus tes-
tinin duyarlihgr (%38.9) Fungitell testinin duyarliiindan (%55) daha dusiik bulunmus-
tur. GC testi icin, seliloz membranla hemodiyaliz altindaki bobrek yetmezlikli hastalar-
da, intraven6z immiinoglobiilin ile tedavi gérenlerde, gazli bez gibi glukan iceren ma-
teryallerle temas eden hastalarda ya da orneklerde yanlis pozitif sonuglarin gelisebilece-
gi ifade edilmektedir'®-21. Ancak bizim calismamizda bir hayvan modeli kullanildigi icin
yanlis pozitiflik veya kontaminasyon goriilmemistir.
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Pazos ve arkadaslari2°, notropenik 40 erigkin hastada IA tani ve tedavisinin izlenme-
sinde GC kromojenik testini (Glucatell), GM testi (Platelia) ile karsilastirarak degerlendir-
misler; her iki testin de kanitlanmig IA olgularini %100 oraninda, yiiksek olasilikli IA ol-
gularini ise %66 oraninda saptadigini bildirmislerdir. Her iki testte de %10 oraninda yan-
lis pozitif sonug elde edilmis ve GC testi icin elde edilen ylksek duyarlihgin, kullnilan kit
ile ilgili olabilecedi yorumu yap|Im|§t|r20. Odabasi ve arkadaslarinin?? calismas! ise, inva-
zif fungal enfeksiyonlarin tanisinda GC tespitinin kullanimi ile ilgili 6nemli veriler sagla-
mustir. Bu arastiricilar, kandidemili hastalar ve saglikh bireylerde degerlendirme icin 60
pg/ml esik (cut-off) degerini kullanmislar ve her hastanin en az bir serum 6rneginde, kli-
nik tanidan 10 giin énce beta-glukan pozitifligi tespit etmislerdir?2. Calismada testin
NPD orani %100; 6zgulligu ise, bir hastaya ait tek 6érnek calisildiginda %96, ardisik or-
neklerle caligildiginda %100 bulunmustur?2.

1990l yillardan baglayarak fungal patojenleri yiksek duyarhlikla erkenden saptamak
amaciyla molekiiler yontemler iizerinde yogun olarak durulmaktadir'’. Yapilan calisma-
larda, immiin sistemi baskilanmig hastalarda PCR’nin en erken invazif fungal enfeksiyon
belirleyicisi oldugu ve pulmoner aspergillozun erken tanisinda BAL 6rneklerinin kan or-
neklerine gore daha yuksek duyarlhk ve 6zgullik gosterdigi bildirilmistir'7:23-25_ Loeff-
ler ve arkadaslari®®, IA tanisinda PCR yonteminin duyarlihgini saptamak icin enfekte fare
ve tavsanlarin kan ve doku orneklerinde kantitatif kiltir, PCR-ELISA ve kantitatif
LightCycler testlerini karsilastirmiglar; 64 kiltir negatif akciger doku 6rnegini PCR ile po-
zitif bulurken, sadece iki PCR negatif 6rnekte A.fumigatus liremesi saptamiglardir. Arasti-
ricilar, PCR yontemini kultiirden 19.4 kez daha duyarli bulmuglar ve akciger biyopsi or-
nekleri caligildiginda, 6zellikle kompleman aktivasyonu ya da yliksek makrofaj/notrofil
aktivitesi gibi immin reaksiyonlarla fungal buyimenin inhibe oldugu durumlarda,
PCR’nin kuiltiire gore yiiksek duyarlilikla daha faydali oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda aspergillozlu farelerden elde edilen 22 doku Orneginin sadece 4
(%18)’tinde Aspergillus DNA’sini gosterilmis, 19 kan 6rneginin ise 7 (%36.8)'sinde Asper-
gillus DNA'sI saptanabilmistir (Tablo II). Deneysel modelimiz kanitlanmig aspergilloz ola-
rak siniflandiriidiginda, PCR sonuglarimizin disiik bulundugu go6ze carpmaktadir.
PCR’nin kullanimi ile ilgili, ornek tipi (serum, BAL), ekstraksiyon protokolii, amplifikasyon
sistemi (nested, konvansiyonel), protokol (gercek zamanli, kantitatif ve konvansiyonel)
ya da pimer secimi (Aspergillus ya da tum kuflere 6zgil, panfungal) gibi ¢cok sayida ¢o6-
ziilmemis sorun bildirilmistir®. Kanitlanmis aspergillozlu hastalarda standart kan kiiltiir-
leri siklikla negatif sonug verdiginden, PCR pozitif sonuglarla kiltiir sonuclarinin karsilas-
tinlmasi uygun bulunmamistir. Kandaki |6kosit ve eritrositleri parcalayip koagtilasyonu
engelleyerek mikroorganizmanin Gremesini artiran LS sistemi ile yapilan calismalarda, as-
pergilloz icin yararli olabilecegi, ancak diger kan kiltlr sistemlerine gore daha Usttn ol-
madigi bildirilmi§tir27. Bizim calismamizda, aspergillozlu 10 sicandan alinan kan 6rnek-
leri Isolator™ kiiltir sistemiyle degerlendirilmis; U¢ hafta bekletilen kiltlrlerde herhangi
bir kontaminasyon goriilmemesine ragmen hicbir tireme de olmamistir. PCR sonuglariy-
la karsilagtirma uygun bulunmamakla beraber, bizim calismamizda PCR testi ile bu 10 si-
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candan dordiinde pozitif sonug alinmistir (Tablo 11). Molekiiler calismalarda esas olarak
hastanin durumu ornek secimini belirler. Klinisyenler kritik hastalarda invazif proseddirle-
rin uygulanmasini tercih etmez. BAL ve BOS orneginin alinmasi genellikle zordur. Klinik
uygulamalarda kan alinmasi kolaydir ve rutin taramada kullanilabilir?*. Diisiik pozitiflik
diizeyi Aspergillus’un dolasimda gecici stire bulunmasina bagli olabilir. Fazla miktarda (>
4 ml) ve sik 6rnek alinmasi ile PCR sonuglari arasinda bir iliski bulunmustur?4. Calisma-
mizda aspergillozlu deneklerden alinan 12 BAL 6rneginin 7 (%58.3)’sinde pozitiflik elde
edilmistir.

Aspergillus PCR ile ilgili en 6nemli konulardan biri de sonuclarin klinik acidan deger-
lendirilmesidir. Tek PCR pozitifliginin fungal hastalikla iligkili olamayacagi ve antifungal
tedaviye karar verilemeyecegi, seri érneklerin degerlendirilmesinin gerektigi vurgulan-
maktadir. Ayrica bir ya da daha fazla sayida negatif kan PCR sonucunun iA tanisini ke-
sin olarak dislamayacagi da bildirilmistir®. Mevcut kiiltiir digi tani yontemlerinin hicbiri-
sinin IA’l hastalar icin yeterli duyarlihida sahip olmamalarindan ve her testin enfeksiyo-
nun farkli zamanlarinda pozitiflesmesinden dolayi, bu testlerin birarada kullanilmasinin,
performanslarini artiracagi distincesi kabul gormiistiir®. Kawazu ve arkadaslari?®, he-
matoloji hastalarinda iA tanisinda Rt-PCR, GM ve GC testlerinin tanisal degerlerini kar-
silagstirmiglar ve bu haftalik tarama testleri arasinda ELISA testini, esik optik dansite in-
deks degeri 0.6 alindiginda en duyarli test olarak degerlendirmislerdir. Scotter ve arka-
da§lar|29, GM, PCR-ELISA ve RtPCR testlerini kaspofungin asetat tedavisi alan ve alma-
yan IA'lu sicanlarda degerlendirmisler ve hayvanlari intravendz yolla konidyum siispan-
siyonu vererek enfekte etmislerdir. Bizim calismamizda GM testinin duyarlihgi %38.9
iken bu calismada %23.5, yine bizim calismamizda kan 6neklerinde PCR testinin duyar-
hgr %41.2 iken bu calismada %17.6 olarak bulunmustur. Bu calismada PCR ile 17 or-
nekten 3 (%17.7)'linde pozitiflik, GM testi ile 17 6rnekten 4 (%23.5)'linde pozitiflik el-
de edilmistir. Bizim calismamizda ise GM testi ile %35, PCR testi ile %36.8 pozitif sonug
alinmistir. Ayrica bu calismada karaciger, akciger ve bobrek dokularinda makroskobik
olarak gozle gorulur lezyonlar oldugu halde sicanlarin %24’iinde tim testler negatif ¢ik-
mustir. Onemli bir nokta olarak bu calismada kaspofungin ile tedavi edilmis hayvanlar-
da, muhtemelen ilacin hiicre duvari lizerine olan etkisinden dolayr GM diizeyleri yiiksek
olarak seyretmistir.

Calismamizda, kaltur disi tani yontemlerinin higbirisi tek basina iA icin yeterli duyar-
llik g6stermemistir. Diger calismalarda da IA tanisinda standart yontemlerin bulunma-
masiyla birlikte hastaligin seyrinin veya profilaktik ya da ampirik antifungal ila¢ verilme-
sinin etkisi sonucunda kultur disi tani yontemlerinin performansi 6nemli derecede de-
giskenlik gostermistir. Sonucta kiltir digi tani yontemlerinin performansini karsilastira-
bilecek daha ileri tekniklerle en uygun birlikteligin belirlenmesine ihtiya¢ vardir. Testle-
rin tarama amach birarada degerlendirilebilmesi icin kan orneklerinin en uygun 6rnek
oldugu kanisina variimistir. Bu sayede daha invazif yontemlere olan bagimlilik da 6n-
lenmis olacaktir.
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