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Aspergilloziste Mortalite Duzeyleri

Typel/site of Number % Total Case fatality
aspergillosis of cases patients rates
Pulmonary Aspergillosis

Diffuse 1153 59.4 60.2

Localized 203 10.5 29.5
Sinusitis 52 2.7 26.1
Tracheobronchitis 44 2.3 37.5
Multisite 115 5.9 66.7
CNS and disseminated 175 9.0 88.1
Cutaneous and others 199 10.3 25.0
Total 1941 100.0 57.6

Lin et al, CID Feb 1, 2001



Antifungal Tedavi ve Mortalite

Antifungal treatment Number of Case-fatality
Patients rates
AmB-D 559 64.8
Lipid form Am-B 325 50.6
Oral itraconazole 106 34.0
Any antifungal 1102 55.2

(kombinasyonlar dahil)

Lin et al, CID Feb 1, 2001



Aspergillozun Erken Tanisinin Onemi

o Invazif aspergillozun erken tanisi ile buna yoénelik

erken antigungal tedavi bagslanmasi

e Antifungal tedavinin basari sansini arttirir

e Prognozu iyi yonde etkiler

Aisner, Ann Internal Med, 1977
Von Eiff, Respiration, 1995
Caiillot, J Clin Oncol, 1997



Tam Yontemleri

‘

Altin
Standart

o Histolojik tani veya }

o Steril vucut sivi / doku kulturu

e Non-steril vucut sivi / doku kulturu

e Radyolojik goruntuleme; X-Ray, HRCT

e Serolojik tani yontemilerti;

o Galaktomannan antijen testi
o Beta Glukan testi
o PCR



Tam Yontemleri

o Histolojik tani veya steril / non-steril vucut sivisi
veya doku kulturu

o Trombositopeni nedeni ile biyopsi imkanlari sinirli

o Acik Akciger biyopsisi; Fungal infeksiyon dusundurten CT
bulgusu olan vakalarda yapildiginda < %50 vakada IF| pozitif

o Transbronsial biyopsi; Trombosit sayisi >50 bin ise

e CT - USG guided Trans-Thorasic byiopsi; fungal
infeksiyonlari gostermede duyarlilik %70, PPV %100 **

* Kim, Annals of Hematology, 2002

** Nosari, Hematologica, 2003



Tam Yontemleri

e Histolojik tani veya steril / non-steril vucut sivisi

veya doku kulturu

Kan kulturu; Vakalarin %5 ‘inde pozitif olabilir
Balgam kulturu; duyarhihgr dasuk

Brobkoalveolar Lavaj (BAL) kulturi; < 50% pozitif
Respiratuar kulturler ge¢c donemde pozitiflesir !!!

Duyarlilik %56, PPV %63 (notropenik hasta grubunda)

Horwath J, Amer J Medicine, 1996
Singh N, Clin Infect Dis, 2001



Tam Yontemleri

o Radyolojik Goruntuleme

e Konvansiyonel X-Ray grafi

e Febril notropenik hastalarda Akciger PA grafi %10
vakada pozitif iken ayni anda cekilen Toraks CT de
%50 vakada bariz veya stpheli lezyon tespit edebilir

e HRCT (high resolution computed tomography)
Notropenik vakalarda empirik antibiyotige ragmen
dusmeyen atesin 72-96° inci saatinde rutin oneriliyor

Mascmayer G, Annals of Hematology, 2003



HRCT & Pulmoner Aspergilloz

SN 1172.3

o HaIO Sign Ir: 274C

prov 36.0cx

o Erken donem bulgusu

o Nodul ve onu gevreleyen
buzlu cam manzarasi

IPA/giun Halo signh %

3 68
7 22
14 19

Caillot D, J Clin Oncology, 2001



HRCT & Pulmoner Aspergilloz

e Air-crescent sign

o Gec donem bulgusu

o Nodulde gelisen
kavitasyona baglidir

IPA/gun Air-crescent

sign %
3 8
7 25
14 63

Caillot D, J Clin Oncology, 2001



e Serolojik tani yontemleri;

o Galaktomannan antijen testi
o Beta Glukan testi

e PCR



Galaktomannan Testi

e Galaktomannan antijeni, Aspergillus turleri ve diger
bazi kuf mantarlarinin hucre duvarinda bulunur

e Aspergillus damar duvarlarini invaze etme egiliminde
oldugundan galaktomannan antijeni kana gecebilir

o GM antijeni Latex Aglutinasyon veya ELISA testi ile
serum, BAL, BOS, idrar'da tespit edilebilmektedir

e ELISA yontemini LA yontemine gore daha etkindir

Verweij P, J Clin Microbiol, 1995
Stynen D, J Clin Microbiol, 1995



Galaktomannan Testi

e ELISA testinde fare EB-A2 mokolonal antikorlari ile GM
yan zinciri (1—95)-p-D-galactofuranose tespit edilir

o Testin Invazif Aspergillus infeksiyonlarinda
e Duyarliligr % 67 — 100
o Ozgulligl % 81 — 99
e Yalanci pozitiflik % 6 — 14 (yetiskinlerde),

e Pediatrik vakalarda % 80’lere varan yalanci pozitiflik

Maertens J, J Clin Microb, 1999 - Maertens J, Blood, 2001 - Sulahian A, Cancer, 2001
Williamson E, J Clin Pathol, 2000 - Swanink C, J Clin Microb, 1997 - RohrlichP, Pdiatr inf Dis J, 1996



Galaktomannan Testi

e Notropenik vakalarda serumda haftada iki kez
bakilmasi onerilmektedir

o Invazif aspergillozun klinik bulgular: ortaya cikmadan
ortalama 3-4 gun once pozitif sonuc verebilmektedir

e Birden fazla sayida pozitif ardisik serum ornegi
oldugunda duyarlilik ve ozgullugu oldukga artmaktadir

o IA’da serum GM diizey takibi, antifungal tedavinin
basarisi ve prognoz acisindan bilgi verebilir

Boutboul F, Clinical infect Dis, 2002



Galaktomannan Testi

e Yalanci pozitiflik

o GM cesitli besinlerde (tahillar, besin katki
maddeleri) bulunabilir

o Guar gum

o Bazi antibiyotiklerde (tazocillin)

e Barsaklardan translokasyon

o Bifidobacterium turleri (sut ve sut urunlerr)

cocuklardaki yuksek yalanci pozitiflikten sorumlu

Verweij P, ICAAC 2003, Chicago - Ansorg R, J Clin Microb, 1997 — Sulahian A, ICAAC 2003, Chicago



Galaktomannan Testi

o Yalanci Negatiflik

o Anti-aspergillus antikor varligi yalanci negatiflige
sebep olabilir

o Testin cutt-off degerlerinin dusurulmesi yalanci
negatifligi azaltmaktadir

o <1 ng/ml = negatif, 1-1.5 ng/ml indeterminate,
>1.5 ng/ml ise pozitif

e Son onerilen pozitit cutt-off degeri 0.5-0.7 ng/ml

Herbrecht R, J Clin Oncology, 2002



PCR

e PCRile fungal DNA yapilari serum, BAL vb orneklerde
tespit edilebilir

e Pan-fungal primerler (ornegin 18s ribozomal DNA) ya
da Aspergillus gibi belli bir ture yonelik primerler
Kullanilabilir

e Deneme surecinde, henuz pratik kullanima giren
standart bir PCR protokolu yok

e PA tanisina yonelik calismalarda testin
e duyarhligi %75-100,
e oOzgullugu %90’ larin uzerinde bulunmustur

Hebarth H, J Infect Dis, 2000
Lass-Florl C, Brit J Haematol, 2001



PCR

o Haftada iki kez veya daha fazla siklikta serum ornegi

e Kilinik infeksiyon baslamadan ortalama 9 gun once
testin pozitiflesmeya basladigi gosterilmistir
e Yuksek yalanci pozitiflik ve dusuk PPV (%42-44)

e Yalanci pozitiflik 6zellikle BAL'da fungal kolonizasyon
nedeni ile daha sik olmaktadir

e Cansiz Aspergillus hucreleri de yalanci pozitiflige ebep
olabiliyor

o RT-PCR yontemi; fungal yuk kantitatif olgulebilir ancak
yalanci pozitiflik sorunu devam ediyor

Raad |, Chest, 2002
Kami M, Clin Infect Dis, 2001



Beta Glukan Testi

e (1—3)-p-D-glucan Candida ve Asperqgillus turleri
basta olmak Uzere bir cok maya ve kuf mantarinin
hucre duvar yapisinda bulunur

Ohki M, FEBS letter, 1980 - Morita T, FEBS letter 1981 - Miyazaki T, J Clin Lab Anal, 1995



Fungal Hucre Duvari
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Beta Glukan Testi

e Horseshoe crab olarak bilinen deniz canlisinin kan
hucrelerinden (Amebocyte) elde edilen Limulus lizat’ in
beta glucan ile reaksiyonu temeline dayanir

e Limulus lizat’'da bulunan

e Faktor B ve C endotoksinlerle reaksiyon verir

o Faktor G ise beta glukanla reaksiyon verir

Ohki M, FEBS letter, 1980 - Morita T, FEBS letter 1981 - Miyazaki T, J Clin Lab Anal, 1995



Beta Glukan Testi

Conventional limulus test
Endotoxin (1— 3)-B-D-glucan

J
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Figure 1: Principle of G test and conventional limulus test
Limulus test reacts to both endotoxin and (1 —+3)-B-D-glucan, whereas G
test reacts to the glucan only.




Beta Glukan Testi

Diagnostik Spektrum; Maya Turleri

Isolates (n) mean BG (pg/ml) range of BG (pg/ml)

C. krusei (4) (2858-3666)
C. glabrata (5) (1544-3765)
C. dubliniensis (3) (849-3258)
C. parapsilosis (3) (1621-2222)
Blastoschizomyces capitatus (1)
Saccharomyces cerevisiae (4) (1468-2330)
C. tropicalis (4) (1093-2283)
C. albicans (5) (1141-1992)
( )
( )

Rhodotorula rubra (3) 1174-1815
1130-1660

Trichosporon asahii (3)
C. lusiteniae (4) (414-3022)
Hansenula anomala (1)

Cryptococcus neoformans (2) (153-265)

Odabasi Z, ICAAC 2003, Chicago



Diagnostik Spektrum; Kuf Mantarlari

species (n) Mean BG BG range (pg/ml)
Bipolaris spicifera (4) 3452 (2747-4389)
Sporothrix schenckii (3) 3138 (2891-3633)
Penicillium marneffei (3) 2032 (1685-2297)
Wangiella dermatitidis (5) 2025 (1320-2774)
Aspergillus spp. (12) 1915 (1311-2480)
Paecilomyces sp. (4) 1729 (1199-2539)
Scopulariopsis brevicaulis (1) 1446

Basidiobolus ranarum (1) 1418

Fusarium spp. (6) 1415 (952-1860)
Phialophora verrucosa (5) 1140 (1062-1281)
Acremonium spp. (3) 1014 (625-1402)
Exophiala jeanselmei (5) 993 (593-1650)
Madurella mycetomatis (3) 634 (594-655)
Fonsecaea pedrosoi (4) 551 (423-727)
Scedosporium prolificans 380 (231-652)
Rhizomucor pusillus (2) 302 (191-412)
Scedosporium apiospermum (4) 158 (118-188)
Rhizopus arrhizus (2) 149 (89-209)
Pseudallescheria boydii (4) 124 (139-174)
Mucor sp. (2) 121 (111-131)
Cunninghamella bertholletiae (4) 111 (91-127)
Absidia corymbifera (2) 47 (43-40)
RPMI+H20 40 40

Odabasi Z, ICAAC 2003, Chicago




Beta Glukan Testi

o Ik gelistirilen test Japonya orijinli Fungitec-G™ beta

glukan testidir (Seikagaku Corporation, Japan)
e Bu test ile 1995’te hematolojik maligniteli hastalarda
yapilan bir calismada

e duyarhhgr %90
e Ozgullugu %100

e Japonya disinda kullanima girmedi

Obayashi T, Lancet, 1995



Beta Glukan Testi

e ABD orijinli Glucatell™ (Associates of Cape Cod, US) ile
AML grubu notropenik hastalarda yapilan iki calismada

Duyarlilik %100
Ozgullugu %80-94
NPV %100

Iki veya daha fazla ardisik serum 6rnegi pozitif ise
ozgulliagu %100, PPV %98-100'e cikmaktadir

Fungal infeksiyonlarin klinik tanisindan ortalama 4-12
gun once test pozitiflesmektedir

Candida, Aspergillus, Fusarium ve Trichosporon spp
gibi farkli etkenlere bagl IFI'ler gosterilebilmistir.

Odabasi Z, ICAAC 2003, Chicago - Odabasi Z, ICAAC 2002, San Diego



Beta Glukan Testi

Beta G testi ve EORTC-MSG kriterlerinin Korelasyonu

Certainity Organisms BG (+)* BG ()

Fungemia (8)** C. glabrata (4), C. tropicalis (1),
C. krusei (1), Fusarium spp. (1)
T. beigelii (1)

Pneumonia (2) Probable Aspergillus terreus and C.
albicans (1), Fusarium spp. (1)

Pneumonia (15) Possible C.glabrata(1), C. albicans (1),
unknown etiology (13)

none (73)

* BG(+) - any beta glucan value of = or > 60 pg/ml
**(n)-number of patients

Odabasi Z, ICAAC 2002, San Diego



Beta Glukan Testi

o Yalanci pozitiflik degerleri oldukga dusUktir (< %7)
e Test iki saatte 5 mikrolitre serum ile yapilabilmektedir

e Seliiloz hemodiyaliz membranlari ve Immuinglobulin
preparatlari yalanci pozitiflige sebep olabilir

o Dezavantaji; bir mantar tirtine SPESIFIK olmamasi

e Hucre duvarlarinda ¢ok dusuk duzeyde BG olan
Zygomycetes ve Cyptococcus infeksiyonlarinda test
sonucu genelde negatifdir

Kato A, Nephron 2001 - lkemura K, J Clin Microb 1989 - Miyazaki T, J Clin Microb 1995
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OZET

e Henuz yeterli klinik data olmasada serolojik testler
invazif aspergillozun ERKEN tanisinda Gmit verici
gorunuyor

o Bu testlerin etkinligini gosteren PROSPEKTIF

calismalara intiyac var

e Uzun vadede serolojik testler ozellikle yuksek riskili
hasta gruplarinda “DESTEKLEYICI” tani yontemi
olarak kullanima girebilir



Aspergillus Infeksiyonlarinda
Antifungal Duyarhlhk Testleri



Antifungal Duyarhhk Testi

e NCCLS M38-A (National Committee for Clinical Laboratory Standards)

e Filamentous fungus’lar icin gelistirilmis sivi besiyeri
duyarlilik testi stnadartlari

e In-vitro cok merkezli calismalar ve bunlarin hayvan
modelleri ile korelasyonu sonucu gelistirildi

o Kullanilan antifungaller;

e Amphotericin B
e Itraconazole
e Flucytosine
e Fluconazole

Espinel-Ingrof A, J Clin Microbiol 1997 - Odds F, AAC1998



Antifungal Duyarhhk Testi

Metod; Makro veya Mikro diltsyon

Inokilum hazirlanmasi; spektrofotometrik olarak
0.09-0.11 OD veya % 80-82 T

Inoktilum konsantrasyonu; 0.4-5 x 104 cfu/ml
Test medium; RPMI 1640

Buffer; MOPS

pH; 7.0

Inktibasyon sicakligi; 35 °C,

Inkiibasyon stiresi; 48 saat



Antifungal Duyarhhk Testi

MIC tespiti (end-point)

MIC-0; gozle gorultr treme yok (%100 inhibisyon)
MIC-2; %50 ve uzerinde inhibisyon

Amphotericin B; MIC-0

Flucytosine;MIC-2

ltraconazole, VVoriconazole, Ravuconazole ve
Posaconazole; MIC-0

Kalite kontrol izolatlari; Aspergillus fumigatus (ATCC
204305), A. Flavus (ATCC 204304), Candida
parapsilosis (ATCC 22019), C. krusel (ATCC 6258)



Ornek; Microtiter Plate (mikrodiliisyon)

duyarhhk testi
16 4 ] 2 [ 1 [05]0.25[0.12]0.06] 0.03] GC | SC
A A, fumigatus of 0of O 50 100] 100] 100/ 0O
B
C
D A Flavus 25] 25| 50| 100] 100] 100] 100] 100] O

L| @ T}




Sonuclarin yorumlanmasi; Amphotericin B

e Aspergillus spp icin MIC dagilimi 0.5-2 pg/ml
e A. Terreus MIC > 2 ug/ml

o Invazif aspergilloz nedeni ile AmB tedavisi verilen 28
hastada MIC degerleri 2 ug/ml’ nin Uzerinde seyreden
vakalarda tedavinin basarisiz oldugu gosterilmis

Lass-Floel C, JAC 1998



Sonuclarin yorumlanmasi; Itraconazole

e MIC > 8 ug/ml olan izolatlarda klinik diren¢c sozkonusu

e \oriconazole, Posaconazole ve Ravuconazole icin
henuz belirlenen bir cutt-off degeri yok

e lItra direncli izolatlarda Vori capraz direnci olabilir

Denning DW, AAC 1997 — Denning DW, JAC 1997 - Espinel-Ingroff A, AAC 2001,



Sonuclarin yorumlanmasi;
EKINOKANDINLER;
Caspofungin, Anidulafungin, Micatfungin

o Ekinokandinlerin filamentoz kuf mantarlarina karsi duyarliligina
yonelik henuz NCCLS bazinda bir standart olusturulmamistir

e MEC (Minimum Effective Concentration);
Ekinokandin ajanlarin mikroskopik olarak kuf mantarlari
uzerindeki morfolojik etkilerini degerlendirir

o Kalsik MIC sonuglarina gore MEC degerlerinin daha tutarli ve
Klinik sonuglarla korele oldugu gosteriimistir

o Genel olarak 2 ug/ml ve altinda MIC degerlerine sahip izolatlar
Caspofungine duyarli kabul edilmektedir

Arikan S, AAC 2001



Minimum Efektif Konsantrasyon

Viable Stain — Caspofungin Halts
Growth of Aspergillus fumigatus

Data on file, MSD; Bowman JC Antimicrob Agents Chemother 2002;46(9):3001-3012.



Antifungal Duyarhhk Testi
Alternatif olarak denenen metodlar

Spectrophotometric endpoint determination
Colorimetric endpoint determination

Stable agar gradient MIC test (E test)

Disk diffusion test (caspofungin)

Glucose consumption

Ergosterol quantitation

Flow cytometry

Alternative medium for AmB testing (AM3 media)
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