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Biyolojik Belirtecler : Galaktomannan

e Aspergillus turlerinin htcre duvarinda yer alir.
e Aktif (hizli) Greme sirasinda dis ortama salgilanir
 GM duzeyi dokudaki mantar yuku ile orantili
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Sandwich-ELISA

Rat monoclonal

Galactomannan antibody EB-A2 Chromogen
@ + peroxidase

Rat monoclonal

antibody EB-A2




Galaktomannan testinin performansini etkileyen faktorler

Hasta grubunun ozellikleri e Salinan GM’nin molekiler

Altta yatan hast ve imm konfigiirasyonu

baskilanma derecesi * Renal klirens ve hepatik

: metabolizma
|A prevalansi

IA tanim kriterleri * GM antikor varligi

Beslenme faktorleri * Ornek alma stratejisi (siklik)

Yari sentetik beta-laktam AB * Orneklerin saklanmasi

tedavi e Ornegin islenmesi
Infeksiyonun yeri * Laboratuarin deneyimi

Infeksiyon bélgesindeki mikro- ¢ Antifungal ajana maruziyet
cevre

Infeksiyona sebep olan

Aspergillus tiri Lancet Infect Dis 2004;4: 349-57

Bone Marrow Transplant 2012;47:846—-854



Klinik Orneklerin Saklanmasi

Klinik 6rneklerde Aspergillus turlerinin canlihgini korumasi icin 6rnek
laboratuara ulasana kadar -kisa streli- 4°C’de saklanmali (Alll)

e Serumda veya BAL/BL o6rneklerinde GM’nin parcalanmasini
engellemek (yanlis negatif sonuclari nlemek) icin 6rnek lab’a ulasir
ulasmaz calisiimali. Serumun 4°C’de -kisa veya uzun sureli-
saklanmasindan kacinilmali (Al)

NOT: Serum 4°C’de -kisa veya uzun sureli- saklandiginda GM parcalanir. BAL
sivisinda GM daha uzun sure stabil kalir

Serum ve BAL -20°C’de saklandiginda GM’nin 11 ay degismeden kaldigi
gosterilmistir.



Serum Galaktomannan:

Bir defa > 0.7 ODI, ardisik iki defa > 0.5 ODI : POZITIF
Duyarlilik: % 60-80  Ozgillik: %80-95

Cochrane Database Syst Rev 2008; 4: CD007394
Clin Infect Dis 2006; 42: 1417-27

 Hematolojik kanserli hastalar
— Duyarlilik= %58 (%95 Cl; 52-64)
— Ozgiillik= %95 (%95 Cl; 94-96)
e Kok hiicre alicilari
— Duyarlilik= %65 (%95 Cl; 60-78)
— Ozgiillik= %65 (%95 Cl; 44-83)
e Solid organ alicilari
— Duyarlilik= %41 (%95 Cl; 21-64)
— Ozgiillik= %85 (%95 Cl; 80-89)

ECIL-3 Biyobelirtec rehberi Bone Marrow Transplantation (2012) 47, 846—854



ESCMID FUNGAL INFECTION
UOO STUDY GROUP
O
European Society of Llinical Microblalegy and Infectious Diseases

Diagnostic Group
2014 ESCMID Aspergillus Guideline

Katrien Lagrou, Dieter Buchheidt, Malcolm Richardson, Manuel
Cuetica-Estrella, Chris Kibbler, Claus Peter Heussel, Markus
RuhnkejMauritio Sanguinetti, Jurgen Loffler, Catherine Beigelman-
Aubry, Cornelia Lass-Florl



ESCMID FUMBAL INFECTIOM
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Blood galactomannan

Prolonged neutropenic  To diagnose  Galactomannan Highest test accuracy
patients and allogeneic  invasive in blood requiring 2 consecutive
stem cell aspergillosis samples with an OD index
Ansplantation =0.5;

recipients not on mold- prospective monitoring
active prophylaxis should be combined with
HRCT and clinical evaluation

Draw samples
every 3-4 days

Patients with a @‘\&]’Jﬂiﬂgﬂﬂﬂ: mannan Significant lower sensitivity

in%c blood in non-neutropenic patients
5

Morrscsy 3013, Eprimger 287 %, Lesflang 2008, Masrtanc 2007, Masrtens 2002, Masrianc 2001, Pisiffer 2088, Cordonniler 2008,
K= A0 2014 Masrtenc 2018




|A tanisi icin hematolojik kanseri olan hastalarda kan GM diizey takibi
onerilir.

Notropenik hastalar icin 6neri dizeyi: All

Notropenik olmayan hastalar icin oneri diizeyi: Bll

NOT: Notropenik olmayan hastalarda duyarhlik daha disuktur.

Yogun bakim hastalarinda ve Solid organ nakil alicilarinda 1A tanisiicin
kanda GM bakilabilir (ClI)

NOT: YBU hastasi ndtropenikse basari daha yiksek
SOT alicilarinda duyarhlik disuk, 6zgullik yiksek. Verilerin cogu
akciger alicilarindan



GM dlzeyi dokudaki mantar yuka ile orantili
GM kinetigi ???

CLINICAL OBSERVATIONS, INTERVENTIONS, AND THERAFPEUTIC TRIALS

Screening for circulating galactomannan as a nonmvasive diagnostic tool
for invasive asperglllosn in prolonged neutropenic patients and stem cell
transplantation recipients: a prospective validation

Johan Maertens, Jan Verhaegen, Katrien Lagrou, Johan Van Eldere, and Marc Boogaerts

Blood 2001;97:1604-1610

30 kanithi IA olgusu;

24 iinde GM vyuksekligi devam etmis, daha da artmis: Tamami eksitus
6’sinda GM dismus: 4’ sag, biri hemoptizi, biri bakteriyel pnomoni
nedeniyle eksitus



Invasive Aspergillosis in Allogeneic Stem Cell
Transplant Recipients: Increasing Antigenemia
Is Associated with Progressive Disease

Francois Bouthoul,' Corinne Alberti,” Thierry Leblanc,’ Annie Sulahian,' Eliane Gluckman,® Francis Derouin,'
and Patricia Ribaud*

'Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, “Département de Biostatistique Médicale, *Service d'Hématologie Pédiatrique, and *Service de Greffe
de Moelle, Hopital Saint-Louis, Paris, France

Clinical Infectious Diseases 2002; 34:939-43

Allo HSCT yapilan ve GM o6lcimu olan 37 hasta

Yanitsizlik kriteri: GM duzeyinde bazal degerin tzerine 1.0 ODI’lik artis olmasi
7. giinde: Duyarlilik: %44, Ozgullik: %87, ppv: %94

14. glinde: Duyarlilik: %55, Ozgulliik: %92, ppv: %92

Yanit veren/vermeyen gruplar arasinda baslangic GM diizeyleri farkl degil



Bone Marrow Transplantation (2012) 47, 846-854
@ 2012 Macmillan Publishers Limited Al rights reserved 0268-3369/12

www.nature.com/bmt

ORIGINAL ARTICLE

ECIL recommendations for the use of biological markers for the
diagnosis of invasive fungal diseases in leukemic patients and
hematopoietic SCT recipients

O Marchetti’®, F Lamoth®, M Mikulska?, C Viscoli®, P Verweij® and S Bretagne*> and the European
Conference on Infections in Leukemia (ECIL) Laboratory Working Groups’

“Several studies have shown that the course of the GM index
during antifungal therapy is predictive of the outcome.
Persistent GM antigenemia during therapy is a poor prognostic
sign and should prompt clinical reassessment”

“Decreased sensitivity has been reported during exposure to
mould-active antifungal agents, for instance in patients
receiving posaconazole or voriconazole prophylaxis which
may prevent the circulation of GM”




BAL Galaktomannan

Duyarlihk: % 85-90  Ozgulliik: %90-95

Akciger aspergillozu tanisi icin tim hasta gruplarinda BAL GM duizeyi dlcim{
onerilir (All)

NOT: En dogru esik deger: 0.5-1.0 arasinda
<0.5 IA tanisini dislamak icin yeterli
>3 ise PPD %100

J Clin Microbiol 2012; 50: 1258-63
PLoS One 2012; 7: e43347
J Antimicrob Chemother 2017; 72 Suppl 1:i19-i28



Beyni tutan IA icin BOS’ta GM o6lcimi yapilabilir (Bll)

NOT: Esik deger hentz belli degil!
(0.5-2.0 ODI : %88 Duyarlilik, %96 Ozgullik

Akciger dokusunda GM tayini yapilabilir (BIl)

NOT: Esik deger 0.5 oldugunda duyarhlik %90, 6zgullik %95
SF icinde dilte edilmis doku kesitleri kullanilarak yapilabilir

ECIL-3 Bone Marrow Transplantation (2012) 47, 846—854
J Antimicrob Chemother 2017; 72 Suppl 1:i19-i28



Biyolojik Belirtecler: Beta-D-Glukan

Pek cok mantar turtnun htcre duvarinda bulunan heterojen bir molekdl

Limulus lizat testi ile olcullr (zor bir test)
- Fungitell-Glucatell test (80pg/ml)

- Fungitec-G-Test MK (30pg/ml)

- Fungitec G-Test (20pg/ml)

- Wako R-Glucan (11pg/ml)



Biyolojik Belirtecler: Beta-D-Glukan

Optimal cut-off ?

Tarama ? Tani ?

IFi lehine karar vermek icin kac kez pozitif olmali?
Hangi hasta grubu ?

Kan disindaki 6rnekler ?

Pan-fungal test oldugu icin ardisik kullanim?
Antifungal proflaksi/tedavi etkilenmesi ?

Antifungal tedavinin izlenmesi ?



a E F l S G ESCMID FUNGAL INFECTION
STUDY GROUP
0.0
)

European Sockety of Clinical Micsblology and Infectious Diseases

Diagnostic Tools - B-D-glucan Assay

opunion | anion | aremion | soh | Qo8 | conmmt

Mixed population: To diagnose IFD Diagnostic assay 4 different assays; Fungitell
Adult ICU, (not specific for FDA approved and available

Hematological aspergillosis) in US and Europe; others

disorders, SOT only available in Japan;
overall sensitivity of 77%
and specificity of 85%

Specificity limits its value in
this setting

Two or more consecutive
samples: sensitivity = 65%,
specificity = 93%;

studies included once to
thrice weekly

Screening assays Varies with assay and cut-
off: Wako assay sensitivity =
40-97%, specificity = 51-99%



| Gelakiomannan | ___13beta-D-Glukar

Spektrum Aspergillus Panfungal
Fusarium Mukorales @
Penicillium Kriptokok @
Metod Sandwich ELISA Kalorimetrik
Latex agglutination
Sinir Deger (serum) 0.5-1.5 ODI Fungitell® 80 pg/ml
Digerleri:11-30 pg/ml
Sinir Deger (BAL) 1 -
Erken tani 5-8 glin 3-10 glin
Serum
Duyarlilik %29-100 %47-98
Ozgiilluk %20-100 %86-98
BAL
Duyarhhk %56-100 %50-93
Ozguilliik %76-100 %55-73
Tedavi takibinde yeri Var Yok
Maliyet Az pahali Cok pahali

Turk J Hematol 2014;31:342-56



Lateral Akim Yontemi (Lateral-Flow Device)

Aspergillus tirlerinin aktif cogalma asamasinda salgiladiklari ekstraseliler
glikoproteine karsi gelistirilen monoklonal antikor (JF5) kullanilarak
gerceklestirilen immunkromatografik yontem.

e Aspergillusa spesifik, hizli (15-20 dk), az teknoloji isteyen bir test
e Farklh materyallere (BAL, serum) uygulanabilir
* Hasta basinda yapilabilir



BAL LFD:
27 Hematolojik kanserli, 10 SOT alicisinda BAL sivisinda
Yiksek olasilikli 1A icin:
Duyarlilik: %100 Ozgillik %81, PPV:%71, NPV:%100
Celiskili/arada sonuclar veren hastalarin tamami AF tdv altinda
J Infect 2012;65:588-91

Evaluation of Real-Time PCR, Galactomannan Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), and a Novel Lateral-Flow Device for

Diagnosis of Invasive Aspergillosis
P. Lewis White,? Christian Parr,*” Christopher Thornton," Rosemary A. Barnes”

103 hematolojik kanserli hasta, 529 serum ornegi

Serumda LFD performansi PCR ve GM ile karsilastirilabilecek diizeyde
Duyarlilik: %81.8 (PCR:%95.5, GM:%77.3)

Ozgullik %98 (PCR:%96.6, GM:%91)

PCR+LFD: Duyarlilik %100, Ozgiilliik:%100 J Clin Microbiol 2013;51:1510-6



“Performance of Galactomannan, Beta-d-Glucan, Aspergillus Lateral-Flow
Device, Conventional Culture, and PCR Tests with Bronchoalveolar Lavage Fluid

for Diagnosis of Invasive Pulmonary Aspergillosis”

Hoenigl M et al. J Clin Microbiol. 2014 Jun;52(6):2039-45.

e 78 bagisikhigi baskilanmis hasta 78 BAL ornegi,

e 3 kanith, 14 yiksek olasilikh, 17 dusiik olasilikli 1A, 44 non-IA
e Kultur disindaki yontemlerin duyarlihgl %70-88

e GM + LFD: Duyarlilik %94 Ozgiillik %95

¢ GM + PCR: Duyarlilik %100 Ozgiilliik %98



ESCMID-EFISG LFD onerisi:

Invaziv Aspergilloz tanisinda:
Hematolojik kanseri /solid organ nakli olan hastalarda BAL'da LFD BIlI
HKHN alicilarinda serumda LFD BIl|

Bagisikligi baskilanmis hastalarda BAL'da LFD BII



Biyolojik Belirtecler : Mannan-AntiMannan

Invaziv kandida infeksiyonlarinda yeri var

Tek baslarina uygulandiklarinda:
Duyarhlik: %58 & %59
Ozguillik: %93 & %83

Birlikte uygulandiklarinda (ikisinden birinin pozitif olmasi):
Duyarhlhk: %83
Ozgiillik: %86

C. albicans infeksiyonlarinda duyarlilik daha ylksek
Kaltur sonuclarindan 6-7 gin 6nce sonug alinir

Hematoloji hastalarinda:
Duyarhlik: %71-100
Ozgullik: %53-92
Crit Care 2010;14:222
J Med Microbiol 2009;58:606-15



PCR

e R e Medical Mycology, 2018, 56, S60-S72 7 vy
l I S HAM ’ :E:. ‘;.:.gf:::§°'. doi: 10.1093/mmy/myx091
o B Review Article o7

Review Article

Diagnosis of aspergillosis by PCR: Clinical
considerations and technical tips

Rosemary A. Barnes', P Lewis White?*, C. Oliver Morton3,
Thomas R Rogers?, Mario Cruciani®, Juergen Loeffler®
and J. Peter Donnelly’

Avrupa Aspergillus PCR inisiyatifi (EAPCRI) (2006)
Tam kan, serum ve plazma icin standartlar belirlenmis durumda. BAL: Bekleniyor

Plazma: Duyarhlik %91, erken pozitiflik saglar

Plazma ile tarama ardindan Tam Kan PCR ile dogrulama onerilir:
Negatif + Negatif: Ekarte edilebilir (NPD:%100)
Pozitif + Pozitif: Tani kesine yakin (PPD: %96-100)



Kaf etkili AF profilaksi veya tedavi alan hastalarda;

ESCMID-EFISG Onerisi:

Serumda GM tayini onerilir All (profilaksi alanlarda duyarlilik diiser),
GM + PCR yapilabilir Cll (PCR standardi olmadigi icin oneri glict disuk)

Serumda BDG tayini 6nerilir Bll (standartlari hentz kesinlesmis degildir)



Goruntuleme:

Manyetik Rezonans inceleme (MRI):
Isin yok, kontrast maddeler daha guivenli
Inceleme uzun ve zahmetli
Hava nedeniyle gorintuler artefaktl

Beyin tutulumu stphesi varsa Kranial MRI 6nerilir

PET BT
Sinirh sayida ¢alisma var
Zahmetli

Negatif prediktif degeri ylksek



Akciger BT
Bulgular gec ortaya cikar, cabuk kaybolur: 1. glin:%88-96, 7. glin:22-37

%60-95 olguda tespit edilebilir. Notropenik olmayan hastalarda daha diisuk!

Konsolidasyon

0-5¢g 5-10¢g 10-20 g

Hava-hilal

Caillot et al. 2001



Spesifik degil, asiri tani konabilir.

Fungal infeksiyon:
mukormikoz
fusarium
aspergilloz

Nokardia, Mikobakteri, Aktinomikoz

Septik emboli (Pseudomonas, Klebsiella, S. aureus

Solid timor (metastaz?)

Kollajen doku hastaligi: Wegener, Sarkoidoz

Viral infeksiyon: RSV,CMV

Paraziter infeksiyon: Toxocara



Ters Hale Belirtisi

Fungal infeksiyonlar:

Mukormikoz, Aspergilloz

Bakteriyel infeksiyonlar:

Pnomokok, Legionella, Chlamydia

Tuberklloz

Kollajen doku hst.:

Wegener, Sarkoidoz, Dermatomiyozit

Lenfamatoid graniilomatoz

Organize pnomoni




Akciger BT

PA Akciger Grafisi/BT | ==mss=) Normal!

Radyolojik Goriintii Akut/Hizli (<12-24s) Subakut-kronik

Noduler infiltrat Bakteriyel pndmoni Nokardiya
(legionella dahil) Mantarlar (endemik
Fungal (aspergilloz) mikozlar)
CMV (nadiren) Mikobakteriler
PCP (nadiren) Kaposi sarkomu

Castleman Hastaligi
Akciger kanseri/metastaz

Adenopati Tuberkiloz PTLD
Cryptococcus neoformans  Kaposi sarkomu
PTLD Castleman Hastaligi
Akciger kanseri
Plevral eflizyon Bakteriyel pnémoni ilaclar
Postoperatif
Ampiyem
Tuberkiloz

Pnomotoraks PCP -



KULTUR

GM/BpG

BT

PCR

LFD




