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OZET

Giris: Aspergillus cinsi kiif mantarlarinin klinik 6rneklerde kiiltiirde tiretilme basarisi %50°yi gecmemektedir. Nétropenik ates dénemin-
deki hastalarin bir cogunda ampirik antifungal tedavi baglanmasi nedeniyle, kiiltiirde herhangi bir mantarin Giretilebilme olasiligi azal-
maktadir. Molekiiler yéntemlerde hedeflenen mikroorganizmanin DNA’si gdsterildigi icin tedavi baslanmis olmasi taniyi olumsuz yénde
etkilememektedir. Bu ¢calismada, Aspergillus cinsi mantarlarin DNA'sinin gésterilmesi icin gelistirilen kalitatif gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu yéntemi sunulmustur.

Materyal ve Metod: Orneklerden DNA izolasyonu hazir sistem kullanilmadan yapilmistir. Aspergillus cinsi mantarlarin rDNA gen bél-
gesinden 28S alt tinitesi hedeflenmis, TagMan amplifikasyon gerceklestirilmistir. Yontemin aspergillozdaki tarisal dederi farkli érnekler
kullanilarak incelenmistir. Aspergillus kolonisi ile kontamine edilen “simiile” kan érnekleri, aspergilloz olusturulan deney hayvani kan ve
dokulari ve aspergilloz siiphesiyle takip edilen hasta érnekleri ile toplam 60 drnek calisilmustir.

Bulgular: En ¢ok yalanci negatiflik deneysel olarak aspergilloz olusturulmus hayvanlarin doku drneklerinde elde edilmistir. Hayvan
doku 6rneklerinin 4 (%40)‘tinde, hayvan kan 6rneklerinin 3 (%30) tinde, simiile kan drneklerinin 2 (%20)sinde, hasta érneklerinin 1
(%10)’inde yalanci negatif sonug alinmistir. Koloni stispansiyonlarinin tamami pozitif bulunmustur.

Sonug: Gelistirdigimiz yéntemin kan 6rneklerinde Aspergillus DNA'sinin gésterilmesinde basarili oldugu ancak, doku 6rnekleri icin gelis-
tirilmesi gerektigine karar verilmistir. Yontemin tarisal degerinin genis gruplarda yapilacak ¢calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aspergilloz; Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu; Kan; Doku, Kalite kontrolti
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Introduction: The culture of clinical samples is positive in only 50% of the aspergillosis cases. In most neutropenic fever patients, anti-
fungal treatment is generally commenced based on empirical considerations and reduces the growth rates in microbiological cultures.
Polymerase chain reaction (PCR) screening for circulating DNA is not related to treatment in order for the DNA to be detected under
antifungal effect. We evaluated the utility of qualitative real time PCR assay for the detection of Aspergillus DNA.

Materials and Methods: DNA isolation was performed without a commercial system. The presence of DNA from the samples was
detected using TagMan PCR targeting fungal 285 rDNA gene. Diagnostic approach of the assay was evaluated by using different
samples. Sixty samples including blood samples contaminated with Aspergillus conidia, colony suspensions, tissue and blood samples
of experimentally infected animals, and patient samples obtained from suspected cases were subjected to testing.

Results: False negative results were obtained from tissue samples of experimentally infected animals. When the results were analysed,
4 (40%) of the tissue samples, 3 (30%) of the blood samples, 2 (20%) of the simulated blood samples, and 1 (10%) of the patient
samples failed to achieve the same level of detection. Colony suspensions were found to be all positive (100%).

Conclusion: The efficiency of the Aspergillus PCR is limited in tissue samples, but sufficient in blood samples, and should be qualified
to exclude false negativity. Clinical studies with large number of samples should be initiated to integrate PCR in the diagnostic
armentarium of aspergillosis.

Key Words: Aspergillosis; Real time polymerase chain reaction; Blood; Tissue; Quality control

GIRIS

Aspergilloz tiim diinyada en yaygin goriilen in-
vaziv kiif infeksiyonudur. Firsatct Aspergillus infek-
siyonlar1 bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
hayati tehdit eden infeksiyonlara yol acmaktadir.
Aspergillozun tarust icin klinik drnegin dogrudan
mikroskopta incelenmesinde kiif elemanlarinin
gosterilmesi ve Kkiiltiirde mantarin iiretilmesi ge-

verici bir gelismedir. Fungal DNA’nin hastanin ka-
ninda saptanmasi, konvansiyonel yontemlere gore
cok erken olmaktadir. Bu amacla en sik poli-
meraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmaktadir'?!,
Konvansiyonel PCR yaninda son villarda gelistiri-
len gercek zamanl sistemler kontaminasyon riskini
en aza indirmeleri ve hizli olmalari nedeniyle rutin
uygulamada tercih edilmektedir. Gercek zamanh

reklidir. Ancak, Kkiiltiir ile kiif mantarlarinin iiretile-
bilmeleri en cok %50 olguda miimkiin olmaktadir.
Bu nedenle erken tam icin gelistirilen testler tzel-
likle kritik hastalarda tedavinin yonlendirilmesi aci-
sindan biiyiik cnem tas1maktad1r[1]. invaziv mantar
infeksiyonlarinin molekiiler tanisi bu acidan timit

kantitatif molekiiler yontemler hem tam hem de
tedavi yanitim izlemede onemlidir®-4,

Invaziv mantar infeksiyonlarimin tani kriterlerini
belirleyen calisma grubu “European Organization
for Research and Treatment of Cancer-Mycology
Study Group (EORTC-MSG)” tarafindan asper-
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gilloz Klinik tarmusi olasi, yiiksek olast ve kanit-
lanmis olarak iic sekilde smflandirlmistirt®!. Bu
siniflandirmanin  yapilmasinda galaktomannan anti-
jen pozitifligi rol oynamaktadir. Ancak molekiiler
yontemler heniiz standardize edilmemis olduklari
icin EORTC-MSG tani kriterleri icine heniiz alin-
mam1st1rl6]. Ancak Avrupa’da calismalarina devam
eden “European Aspergillus PCR Initiative (EAPC-
RI)” calisma grubu ve “International Society for
Human and Animal Mycoses (ISHAM)” tarafindan
Aspergillus PCR yonteminin standardize edilmesi-
ne yonelik calismalar devam etmektedir!”l. Klinik
ornegin serum veya kan olmasi, ornegin miktari,
DNA eldesinde kullamilacak enzimin tiirli, hazir
kit veya otomatik sistem kullanilmasi, cogaltilacak
bolgeye karar verilmesi gibi biitiin teknik ayrintilar
degerlendirilmektedir[&10].

Bu calismada, Aspergillus cinsi mantarlara ait
DNA'nin Klinik orneklerde gosterilmesi icin ana-
bilim dahmizda gelistirdigimiz kalitatif gercek za-
manh PCR yonteminin kalite kontrol basamaklar
sunulmaktadir. Yontemin giivenilirligi farkh Kklinik
ornekler kullanilarak test edilmis ancak gercek
hasta ©rnekleri smirli  tutulmustur. Calismamn
amact gelistirdigimiz yontem ile aspergilloz tamsi
koyabildigimiz hasta sayisinin belirlenmesi degil-
dir. Bu nedenle, Aspergillus koloni stispansiyon-
lar1 kullanilarak, simiile aspergilloz kan ornekleri
hazirlanmistir.

MATERYAL ve METOD
Ornekler

Aspergillus DNA’sinin  gosterilmesi icin  kolo-
ni stispansiyonlari, aspergilloz olusturulan deney
hayvanlarinin kan ve doku ornekleri, Aspergillus
siispansiyonu ile kontamine edilen simiile kan or-
nekleri ve galaktomannan antijeni pozitif bulunan
ve Klinik olarak aspergilloz tanisi alan hastalarin
kan ornekleri kullanildi. Ayrica testin yalanci ne-
gatifliginin arastirlmasi1 amaciyla, galaktomannan
antijeni negatif bulunan ve Klinik olarak aspergilloz
siiphesi olmayan hasta kanmi ©rnekleri kullanildi.
Koloni siispansiyonlart (10 adet), aspergillozlu de-
ney hayvanlarinin kani (10 adet) ve doku ornek-
leri (10 adet), simiile kan ornegi (10 adet), asper-
gillozlu hasta kani ornekleri (10 adet), aspergilloz
olmayan hasta ka1 ©rnekleri (10 adet) olmak
lizere toplam 60 adet ornek cahsildi.

Aspergilloz Modeli

Deney hayvani olarak, her biri 2.7-3 kg agir-
liginda, erkek, Yeni Zelanda irki tavsanlar kul-
lamldi. Kullamilan biitiin  hayvan deneyleri Gazi
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurul onayi
ile yapildi (GUET-09.032). Aspergilloz olusturmak
izere tavsanlarin kulak veninde icinde Aspergillus
fumigatus 108 konidya/mL bulunan siispansiyon-
dan 1 pL verildil1 1. Aspergilloz  olusturulmasini
takip eden 72 saat sonunda deneklerden ©nce
kan ©rnekleri, otenazi sonrasi dalak, bobrek ve
karaciger o©rnekleri alindi. Biitiin doku o©rnekleri
s azot ile donduruldu ve -20°C’de saklandi.
Kan ornekleri 6n dondurma yapilmadan -20°C’de
saklandi. Aspergillozun varligi deney hayvanlarinin
kan ve doku orneklerinde A. fumigatus kolonisi
tiretilmesiyle dogrulandi. Galaktomannan antijeni
pozitif olan ve olmayan hasta ©rneklerinin hicbi-
rinde killtiirde Aspergillus kolonisi elde edilmedi.

Galaktomannan Antijen Testi

Platelia® Aspergillus ELISA kiti (BioRad, Fran-
sa) lretici firma o©nerilerine gore kullamldi. 300
pL serum ©rnedi kullanildi. Sonuclar 450 nm
dalga boyunda optik okuyucuda okundu (EIx800,
BioTek, ABD). Kontrol serumlari kullanilarak her
serum icin indeks degeri hesaplandi: Indeks >
0.7 ve {lizerinde olan o©rnekler pozitif olarak de-
gerlendirildi. Serumlarinda galaktomannan antijeni
pozitif veya negatif bulunan hastalarin tam kan
orneklerinde PCR calismas1 yapild.

DNA Eldesi

Kan ve doku orneklerindeki eritrositlerin uzak-
lastirilmas1 icin bir eritrosit parcalama tamponu
(EPT) (TRIS 10 mM, Magnesium Chloride 5
mM, Sodium Chloride 10 mM) kullanildi. Koloni
sispansiyonlarina EPT basama@ olmadan DNA
eldesi yap11d1[12’13]. Eritrositlerin parcalanip uzak-
lastirilmas: icin firmalardan satin alinabilecek ha-
zir kansimlar da bulunmaktadir. DNA izolasyonu
icin 100 mg/mL proteinaz K iceren parcalama
tamponu (TRIS 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl
50 mM, SDS %2) 100 pL eklendi ve 65°C’de
iki saat bekletiime yontemi kullaildi. Elde edilen
DNA’nin saflastirilmas: icin ise fenol-kloroform-izo-
amil alkol (FKI) yontemi kullanildi. DNA cokelegi
kuruduktan sonra iizerine 30 pL Tris ve EDTA
(TE) ile hazirlanan ornek c¢ozme tamponu eklendi.
DNA +4°C’de bir hafta, -20°C’de veya -80°C’de
alti ay saklandi.
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Aspergillus DNA’sinin  Cogaltilmasi

Elde edilen DNA'nin cogaltilmas: icin rD-
NA'nin 28S alt iinitesinden secilen gen bolgelerini
cogaltan bes farkh primer ve prob karisimi ile 60
ornekte Aspergillus DNA’s1 kalitatif olarak arasti-
rildi. Primer ve prob kombinasyonlarindan CTG
TCC GAG CGT CAT TG, TCC TCC GCT TAT
TGA TAT primerleri ve FAM ve TAMRA ile isa-
retli olan AGC CAG CAC CCA ACT TTA TTT
TagMan probu en iyi sonuclarin ahindigi secenek
olarak kayit edildi. Amplifikasyon LightCycler 2.0
(Roche, ABD) cihazinda gerceklestirildi[14]. Amp-
lifilkasyon dongiisi 95°C’de 10 sn denatiirasyon
ile basladi, 10 sn 95°C’de ve 40 sn 60°C’den
olusan 50 tekrar yapildi. Analizler “absolute qu-
antification” ile yapildi. DNA varligi reaksiyona
girilen mutlak “Crossing point = Cp” degerleri
ile dogrulandi.

BULGULAR

Calismada izlenen kalite kontrol basamakla-
rn bir sekil olusturularak ozetlenmistir (Sekil 1).
Orneklerde DNA varligi spektrofotometrik olarak
dogrulandiktan sonra amplifikasyon islemine bas-
lanmustir.  Aspergillus DNA’sinin klinik orneklerde
gosterilmesi icin en ©zgil ve en duyarh pri-
mer-prob kombinasyonunun, rDNA gen bolgesi
28S alt {initesinden secilen primer ve prob oldugu
goriilmiistiir. Bu kombinasyon ile yapilan deney-
lerde en diisiik yalanci negatif sonuclar alinmistir.
Ornek olmasi acisindan bir sonuc ekrani  Sekil
2’de gosterilmistir. Test basi maliyeti 12 TL ola-

Aspergillus DNA'sima viimelik bhir
mabekiiler yintemin kalite kontrol
basamaklkari

Primer ve Prabe belirlenmesi

Koloni sispansivony ile deneme

Kontamine edilen kan Grnckberi ile deneme

Aspergillozly deney hayvam doku Groekleri ile deneme

Aspergillozhs deney hayvam kan drmekleri ile deneme

Aspergilloz siiphesi ile takip edilen galaktomannan antijeni pozitif
hasta irnekler ile deneme

Sekil 1. Aspergillus DNA’si aramaya yonelik gercek zamanl
PCR yonteminin kalite kontrol basamaklari.

gerekli siire 3.5 saat, cogaltilmas icin gerekli siire
ise hazirlama dahil 1 saat olarak hesaplanmustir.
Toplam 60 ©rnegin %16 (10 ©rnek)'sinda Asper-
gillus DNA’s1 var olmasina ragmen, cogaltilama-
mustir. En ¢cok vyalanci negatiflik deneysel olarak
aspergilloz olusturulmus hayvanlarin doku ©rnekle-
rinde elde edilmistir. Aspergillozlu deney hayvam
doku ©rneklerinin 4 (%40)’tiinde, aspergillozlu de-
ney hayvam kan orneklerinin 3 (%30)tinde, simii-
le kan orneklerinin 2 (%20)’sinde, galaktomannan
antijeni pozitif hasta ©rneklerinin 1 (%10)inde
valanci negatif sonuc alinmustir. Yalanci negatif
sonu¢ alinan ©rneklerde DNA miktarlarn diisiik

rak hesaplanmustir. Ornekten DNA eldesi icin bulunmustur. Galaktomannan antijeni negatif bu-
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Sekil 2. Aspergillus gercek zamanli PCR amplifikasyon egrileri.
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lunan hasta ©rneklerinin hic birinde yanhs pozi-
tif sonuc alinmamistir. Koloni siispansiyonlarinin
tamarmi pozitif bulunmustur. Klinik 6n tanisi as-
pergilloz olan hasta grubu icin, galaktomannan
testi esas alindiginda, PCR yonteminin ozgiilligii
%100, duyarhhg deneysel modeldeki doku or-
neklerinde %60, kan orneklerinde %70, simiile
kan orneklerinde %80, aspergillozlu hastalarin kan
orneklerinde %90, koloni orneklerinde %100 ola-
rak hesaplanmistir. Biitiin sonuglar Tablo 1'de
sunulmustur.

TARTISMA

Aspergilloz, immiin sistemi baskilanmis ve not-
ropenik hastalarda oliimciil Kklinik tablolara yol
acan invaziv bir infeksiyondur. Akciger basta ol-
mak {izere kan dolasimi infeksiyonu da olustura-
bilir. Bu infeksiyonun tanisinda Kkiiltiir yontemle-
rinin yetersiz kalmasi nedeniyle olgularin biiyiik
kisminda klinik on taniya radyolojik bulgular eslik
edebilmektedir®. Bu grup hastay1 takip eden
merkezlerin  EORTC-MSG tam Kkriterlerine gore
kamtlanmis invaziv aspergilloz olgu sayilar kisith-
dir. Bu nedenlerle molekiiler ve serolojik yontem-
lerin vaygin olarak kullanilmasi giindemdedir(1®],
Galaktomannan antijeni aspergilloz icin ©ozgiil bir
tam testi olarak “Food and Drug Administration
(FDA)” tarafindan onaylanmis olan standart bir
ELISA yontemidir. PCR basta olmak {izere denen-
mekte olan biitiin molekiiler yontemler ise heniiz
standardizasyon asamasinda degerlendirilmektedir.

“European Aspergillus PCR Initiative (EAPCRI)”
tarafindan cok merkezli olarak viiriitiilmekte olan
standardizasyon calismalarinda bir asama daha
alinmis ve sonuclar yay1mlanm1st1rl4*7]. Bu calis-
ma sonuclarina gore Aspergillus DNA’s1 aranmasi
icin uygulanacak DNA eldesi basamag: belirlenmis-
tir. DNA cogaltilmasinda kullamlacak yontem ile
primer ve prob karisimlari iizerindeki calismalar
devam etmektedir.

Bizim cahismamizda, EAPCRI tarafindan one-
rilen DNA eldesi basamagmna cok benzer bir
protokol takip edilmistir. Klinik orneklerden once
eritrositler uzaklastirilmis, ardindan bir parcalama
tamponu ve 1s1 yardimiyla DNA eldesi yapilmistir.
Elde edilen DNA bizim calismamizda FKI yontemi
ile saflastirlmis, EAPCRI calismasinda boncukla-
ra vapistirilarak ayrilmistir. EAPCRI calismasinda
DNA'nin boncuklara yapistirilmasi icin otomatize
sistemler kullanilmistir.

Bizim calismamizda, elde edilen DNA bes fark-
i primer-prob cifti ile cahsilmis ve en uygun
bulunan kombinasyonla elde edilen sonuclar bura-
da sunulmustur. Cahsmamizda, duyarlih@ artirmak
amaciyla TagMan sistemi tercih edilmistir. Sonug-
lanimiz Kkalitatif olarak degerlendirilmistir. Ancak,
calismamizin bir sonraki basamaginda kantitatif
sonu¢ alinmasina yonelik bir standardizasyon plan-
lanmaktadir.

Gercek zamanh PCR sistemleri molekiiler tan
olanaklarini gelistirmistir. Hizli sonuc alinmasi, ge-

Tablo 1. Gercek zamanl PCR yontemi ile alinan sonuglar

Ornek grubu PCR testinin
(sayr) Kiiltiir PCR duyarlihigr*
Koloni stispansiyonu Pozitif Negatif Pozitif Negatif %100
(n=10) 10 10 -

Simile hasta kan ornekleri Pozitif Negatif Pozitif Negatif %380
(n=10) 10 8 2

Aspergillozlu hayvandan doku Pozitif Negatif Pozitif Negatif %60
ornekleri (n=10) 10 6 4

Kan Pozitif Negatif Pozitif Negatif %70
(n=10) 10 7 3

Galaktomannan pozitif hasta Pozitif Negatif Pozitif Negatif %90
kan ornekleri (n=10) - 9 1

* Duyarlilik hesabinda galaktomannan testi esas alinmigtir.
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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rektiginde DNA eldesi basamagi dahil otomatize
edilebilmeleri nedeniyle rutin tanida avantajlldlr[17].
Bu avantajlarina karsilik standardizasyon sorunlari
devam etmektedir. Ozellikle kantitatif sonuc veren
standart bir Aspergillus PCR testi heniiz gelisti-
rilememistir. Bu calismada kalitatif bir sistemin
kalite kontrol basamaklar1 sunulmustur. Kantitatif
sonu¢ alinmasi icin daha ayrintili standardizasyon
basamaklarina ihtiyac bulunmaktadir!!8:19,

Kalitatif PCR yontemimizde deneysel olarak
aspergilloz olusturulan ve aspergilloz varhg kiiltiir
ile dogrulanan deney hayvanlarindan bazilarina
ait doku ve kan orneklerinde DNA bulunmasina
ragmen PCR ile cogaltilmalari miimkiin olama-
mustir. Doku ©ornekleri icin %40’a, kan ornekleri
icin %30’a varan bu vyalanci negatifligin, DNA
cogaltilmasi basamagindan kaynaklanmis olmasi
miimkiindiir. Cogaltilma ©ncesi DNA miktarlar

""" icin orneklerdeki DNA miktarlar1 bi-
linmektedir. PCR negatif bulunan bu orneklerin
DNA miktarlann cok diisiik bulunmustur. Bu ne-
denle DNA eldesi basamaginda bir kayip oldugu
da diisiiniilebilir. Ulkemizden bildirilen ve immiin
vetmezligi olan 120 hastadan alinan kan or-
neklerinde Aspergillus DNA’simin  arastinldigr  bir
calismada iki farkh DNA eldesi yontemi karsilas-
tinlmis, 20 hastada pozitif sonu¢ alinmis ancak
alinan bu pozitif sonuclarin gercekten aspergillozu
dogrulayip dogrulamadigi belirtilmemistir2%.  Sozii
gecen ayni calismada pozitif kontrol olarak hazir-
lanmis ©rnekler kullamlmadi@i icin vyanhs pozitif-
lik veya negatiflik olasiigi degerlendirilememistir.
Aspergillus PCR testi gida alimindan bile etkilen-
mektedir. Kemik iligi nakli yapilmis bir olguda
hem galaktomannan antjjeni hem de Aspergillus
DNA’st yanlis pozitif sonuc vermistir?. Bu ne-
denlerle Aspergillus PCR testinin rutin kullanilma-
va baslanmasindan once ayrintili bir kalite kontrol
islemi uygulanmalidir.

Bizim calismamizda valanci pozitif sonuc¢ alin-
mamustir. Aspergillus bir kiif mantar oldugu icin
laboratuvar havasinda bulunmasi ve PCR calis-
mas! sirasinda ©orneklere bulasmasi miimkiindiir.
Bizim calismamizda oldugu gibi her basamagi
negatif basinch giivenlik kabininde cahsildiginda,
cogaltma asamasinda gercek zamanh bir cihaz
kullanildiginda valanci pozitiflik goriilmemistir. Bu

sonu¢ da testin hasta tamisinda kullanilabilirligini
gliclendirmektedir.

Gelistirdigimiz yontemde, aspergillozlu hasta ©r-
neklerinden birinde yanhs negatif sonu¢ alinmustir.
Aspergilloz tanis1 galaktomannan antijen pozitifligi,
klinik ©n tam ve radyoloji esliginde konulmustur.
Kiiltiirde pozitiflik alinamamis olmasi nedeniyle
biitlin invaziv aspergilloz tanisi konmus hasta-
lar “yliksek olasi invaziv aspergilloz” grubunda
siniflandirilmistir.  Galaktomannan antijeni pozitif
bulunarak, yiiksek olasi invaziv aspergilloz tanisi
almis 10 hastadan dokuz'unda PCR ile Aspergil-
lus DNA’s1 pozitif bulunurken, bir hastada yalanci
negatiflik elde edilmistir. Testin duyarhh@ buna
gore hesaplanmustir. Doku ©rneklerinde DNA
miktarinin  diisiik olmasi, cogaltma basamaginda
testin duyarliigini diistirmiistiir. Deneysel model-
den alinan doku ©rneklerinde yasanan bu yalanci
negatiflik nedeniyle, gercek hastalardan alinacak
doku ©rneklerinde daha uzun bir DNA eldesi
uygulanmasi, parcalayici proteinaz K enzimiyle
bir gecelik inkiibasyona birakilmasi veya EAPCRI
calismasinda oldugu gibi otomatize sistemlerin kul-
lanilmasi onerilebilir. Klinik ornekteki DNA miktari
PCR testinin basarisiyla dogrudan iliskilidir. Asper-
gilloz tams1 icin bronkoalveoler lavaj orneklerinin
kullanildigi bir calismada beta-globulin miktar1 ile
PCR testinin duyarhhigi arasinda dogru iliski bu-
lunmustur. Bu nedenle beta-globulin kullaniminin
testin negatif prediktif degerini artirabilecegi dii-
$UnulmUstUr[22].

Pulmoner aspergilloz en sk goriilen Klinik
tablo oldugu icin tami yontemleri genellikle so-
lunum yolu ©rnekleri icin gelistirilmektedir[23’24].
Kan ©rnekleri hem pulmoner aspergilloz hem de
diger invaziv formlarda tani icin kullanilabilen bir
ornektir. Bu nedenle calismamizda kan ve doku
orneklerine yonelik bir calisma yiiriitiilmiistiir.

Yontemin uygulanma siiresi ve maliyeti de
degerlendirilmistir. Maliyet, alt yapisi hazir labora-
tuvarlar icin sadece sarf malzeme alindiginda 12
TL olarak hesaplanmistir. Bu yontemde gercek
zamanh bir PCR cihazina gerek vardir. Bu cahs-
mada anabilim dalimizda kullanilan, tek bir cihaz
degerlendirilmistir. Baska gercek zamanli PCR ci-
hazlan da Aspergillus PCR testi icin kullamlmak-
tadir. Ulkemizde gelismekte olan bu alanin, bas-
ka cihazlarin, baska yontemlerin ve protokollerin
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karsilastirildigi  yeni calismalarla zenginlestirilmesi
gerekmektedir.

Bu calisma bir kalite kontrol calismasidir. Bu
nedenle sonuclart kalite kontrolii acisindan de-
gerlendirilmelidir. Aspergillus PCR testi standardi-
zasyon cahsmalar tamamlandiktan sonra, biitiin
diinyada hasta tamisinda kullanilacaktir. Heniiz
standardize olmadigi halde, bir cok merkezde ge-
listirilmis “6zgiin” protokoller dahilinde rutin tan
icin uygulanmaktadir. Ulkemizde saghk harcama-
lar1 ve laboratuvar hizmetlerinin fiyatlandiriimasi
Sosyal Giivenlik Kurumu tarafindan Saghk Uy-
gulama Tebligine gore diizenlenmektedir. SUT
listesinde aspergilloz tamisina yonelik kiiltiir dist
tam yontemi olarak galaktomannan antijeni bu-
lunmaktadir. Bu test 2010 wyih SUT listesinde
“907.390” kodu ve 38.20 TL fiyat ile liste-
lenmistir. Haftada en cok iki kere uygulandig
zaman geri odemesi yapimaktadir. Heniiz SUT
icinde ver almayan, Aspergillus PCR testinin de
bu cercevede degerlendirilmesi ve SUT listesine
dahil edilmesi, immiin sistemi baskilanmis hasta
grubunda tani olanaklarini genisletecek ve gereksiz
antifungal kullaniminin yarattigi  maliyet artisim
engelleyecektir.

Aspergillozun tanisinda galaktomannan testi es-
liginde PCR testinin kullamlmasimin yiiksek riskli
hasta grubunda vararli sonuclar verdigi bilinmek-
tedir®]. Invaziv aspergilloz tanisina yonelik olarak
gelistirdigimiz kalitatif gercek zamanh PCR yonte-
minin kan, doku, solunum sistemi ©rnekleri gibi
cok farkh klinik ©rneklerde kullanilabilecek, hizli
ve ucuz bir molekiler tam1 yontemi oldugu, cok
merkezli, genis Olcekli calismalar ile desteklenmesi
gerektigi ve gelecekte hasta tanisinda kullanilabi-
lecegi diistintilmiistiir.
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