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1. GIRIS

Invazif fungal enfeksiyonlar (IFE) terimi, derin dokularda maya veya kiif
kaynakli sistemik mantar enfeksiyonlarini tanimlamak icin kullanilir. Yizeysel
mantar enfeksiyonlarmin aksine, IFE'ler vyiiksek morbidite ve mortaliteye
sahiptir.(1) Hematolojik malignitesi, kemoterapi kaynakli n&tropenisi veya
hematopoietik kok hiicre nakli (HSCT) yapilmis hastalar yiiksek risk altinda
bulunmaktadir(2). Buna ek olarak IFE’ler solid organ nakli, otoimmiin hastaliklar,
konjenital immiin yetmezlik veya kronik akciger hastaliklar1 gibi altta yatan baska
hastaliklar1 olan popiilasyonlarda giderek daha fazla goriilmektedir. En sik goriilen
IFE’ler Candida turleri, Aspergillus tirleri, Cryptococcus tirleri, Pneumocystis

tiirleri tarafindan olusturulmaktadir(3).

Bu enfeksiyonlarin tanisi i¢in kan veya invazif yontemlerle aliman doku
ornekleri gerekmektedir. Hastalarm bazilarindan invazif yontemlerle 6rnek elde
edilmesi zor oldugundan tanida gecikmeler yasanabilmektedir. Kiiltiir dis1 hizli tan1
testleri, erken tani konulmasina imkan saglayarak antifungal tedavinin hizli bir
sekilde baglanmasina yardimc1 olmaktadir. Bu hastalarda klinik bulgularm belirgin
olmamas1 ve kiiltiir sonucu ¢ikana kadar gecen siire, taniy1 geciktirmekte ve
tedaviyi hatali yonlendirmektedir. Erken ve dogru tani sayesinde antifungal
tedavinin zamaninda baslanmasi kadar gereksiz antifungal kullanimin1 azaltmak da

son derece dnemlidir.

Son yillarda IFE’lerin hizli ve duyarli olarak saptanabilecegi antijen,

antikor, fungal metabolit veya DNA tespitine yonelik ¢abalar artmistir. Serumda



Aspergillus galaktomannani (GM), Candida mannani ve tiim mantarlar i¢in ortak
olan 1,3-pB-D-Glukan (BG) antijeninin gosterilmesi erken taniya yardimei olmasi

amaciyla kullanilmaktadir.

Invazif mikoz tamsinda “European Organization for Research and
Treatment of Cancer and the Mycoses Study Group (EORTC/MSQG)" tarafindan
olusturulan kriterler kullanilmaktadir. Bu kriterlere gore invazif mikozlar kesin,
yiiksek olas1 ve diisiik olas1 olarak ayrilmaktadir.Mikolojik tani kriterlerine gore
doku kultiirt negatif olgularda, serumda GM antijeni saptanmasi yiiksek olasilikli
invazif aspergilloz (IA) tanis1 koydurmaktadir. ELISA ydntemi, A riski tagtyan cok
sayida hastay1 test etmek i¢in uygun olsa da tek bir numuneyle kullanimi1 zor
olmaktadir. Son yillarda IFE tanis1 icin kemilliminesans immiinoanaliz (CLIA)
temelli calisan ve kisa siirede sonu¢ veren tam otomatize kapali sistemler

kullanilmaya baslanmaistir.

Bu tez ¢alismasmin amaci ticari olan bulunan Aspergillus Galactomannan
Detection Kit (CLIA), Fungus (1-3)-p -D-Glukan Tespit Kit (CLIA) testlerinin ve
Dynamiker Aspergillus Ag Kit (ELISA) testinin 1A tamisindaki duyarliliklarmi

FDA onayl Platelia™ Aspergillus Ag testi(ELISA) ile karsilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

Invaziv Fungal Enfeksiyonlar (IFE) ¢ok genis yelpazede immiin sistemi
baskilanmis hastalarda goriilen firsat¢1 mantar enfeksiyonlaridir. Azol profilaksisi
ile yuksek risk grubunda Candida enfeksiyonlarinin biiyiik oranda engellenmesi ile
basta Aspergillus olmak iizere tiim kiif enfeksiyonlari 6n plana ¢ikmistir(4). Klinik
pratikte Aspergillus enfeksiyonlarinin daha sik rastlanmasi nedeniyle asagida genel
bilgiler boliimiinde agirlikli olarak bu mantar enfeksiyonuna yonelik bilgiler

verilmistir.

2.1. Tarihce

Aspergillus tirleri ilk kez 1729 yilinda Italyan papaz ve biyolog Pietro
Antonio Micheli tarafindan tanimlanmistir. Mikroskop altinda bu mantarlarin
goriiniimii, kutsal su serpmeye yarayan aspergillumun seklini andirdig1 i¢in bu
genus’a Aspergillus adi verilmistir(5). Insanlarda bilinen ilk aspergilloz olgusu
1842'de Edinburgh'da Bennett tarafindan tanimlanmistir. Ayn1 y1l Rayer tarafindan
plevrada tanimlanamayan bir kiif enfeksiyonu bildirilmistir. Gairdner tarafindan

1853te Aspergillus’lara baglh plevra enfeksiyonu bildirilmistir(6).

Virchow 1856°da bronsial ve pulmoner aspergilloz, Henrici 1939 yilinda
Aspergillus’larin tirettikleri toksinler ile apse ve nekroz, Kirschstein ve ark 1945°de
ilk Aspergillus endokarditini, Katzenstein ve ark’da 1983 yilinda allerjik fungal

siniizit olgularini bildirmislerdir(5).



[k kiiltir 1944 yilinda Culture Collection Unit, Northern Utilization
Research Branch laboratuvarlarinda yapilmistir. Tiir taniminda kiiltiir 6zellikleri ve
detayli morfolojik yapilarmin goriilebildigi Czapek soliisyonu, arpa 6zl agar ve

musir unlu agar kullanilmaya baglanmistir(7).

2.2. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Aspergillus tlrleri bitkilerde, curiiyen organik maddelerde, toprakta,
havada, tatli su ve deniz habitatlarinda olmak {izere cevrede yaygin olarak
bulunmakla beraber kapali ortamlarda (binalarm yiizeyleri, hava, ev aletleri vb.) ve
icme sularinda da bulunmaktadir. Aspergillus cinsini olusturan gesitli tiirler, cok
cesitli organik driinleri kullanabilir ve farkli ¢evresel kosullara uyum

saglayabilir(8).

Aspergillus cinsinde ylizlerce tiir bulunmasina ragmen,insan veya
hayvanlarda enfeksiyon yapan birkag tiir bulunmaktadir. Enfeksiyonlarin
%70’inden fazlasma Aspergillus fumigatus neden olurken, bunu takiben
Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger ve Aspergillus terreus

tirleri diger enfeksiyonlara neden olmaktadir(9).

Hematopoetik kok hiicre nakli (HSCT) alicilarinda sitopeni ve Graft-versus-
host hastaligt (GVHH) gelismesini dnlemek amaciyla verilen bagisik sistemi
baskilayic1 tedaviler sonucunda IFE riski yiikselmektedir. Candida albicans
enfeksiyonunu Onlemek amaciyla uygulanan flukonazol profilaksisi de kif

enfeksiyonlarmi daha yaygin hale getirmistir(10).



Tablo 1. Invazif fungal enfeksiyondaki risk faktérleri(11)

Konaga ait risk faktorleri

1. Yakm zamandaki nodtropeni Oykisi (<0,5 x 109 noétrofil/L [<500
nétrofil/mm3] >10 gun boyunca)

Allojenik kok hiicre nakli

Solid organ nakli

Hematolojik malignite nedeniyle yakin zamanda tedavi almis olmak

gl wn

Son 60 giin icinde >3 hafta boyunca >0.3 mg/kg terapdtik dozda
kortikosteroidlerin uzun siireli kullanimi

6. Son 90 giin boyunca kalsindrin inhibitorleri, TNF-a blokerleri, lenfosite
0zgii monoklonal antikorlar veya immiinosiipresif niikleosit analoglar1 gibi
diger taninmig T hiicre immiinosiipresanlariyla tedavi

7. Bruton'un tirozin kinaz inhibitdrleri, 6rn. ibrutinib gibi taninmis B hiicreli
imminosupresanlarla tedavi

8. Kalitsal siddetli immiin yetmezlik (kronik graniilomat6z hastalik, STAT 3
eksikligi veya ciddi kombine immiin yetmezlik gibi)

9. Steroidlerle birinci basamak tedaviye refrakter olan bagirsak, akciger veya

karacigeri igeren akut greft-versus-host hastaligi derece III veya IV

2.3. Simiflandirma

Aspergillus tirleri taksonomik olarak; mantarlar (fungi, kingdom) aleminde,
Dikarya alt aleminde, Ascomycota subesinde, Pezizomycotina alt subesinde,
Eurotiomycetes smifinda yer almaktadir. Aspergillus tdrlerinin
teleomorflari(eseyli=seksiiel form) Ascomycota subesinin Eurotiales takiminda
smiflandirilirken, anamorfik formlar1 (eseysiz=aseksiiel form) Deuteromycota
subesinin  Hyphomycetes sinifinda  Trichocomaceae ailesi icinde yer

almaktadir(12).

[k kez 1965'te Raper ve Fennel, morfolojik ozelliklerine gore 132

Aspergillus tiiriinii 18 alt grup ve 18 varyete i¢cinde siiflandirmustir. Ikibinli yillara



kadar, Aspergillus tirlerinin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi geleneksel olarak
eseysiz Ureme sekillerinin makroskobik ve mikroskobik morfolojik 6zelliklerine
gore yapilmistir. Bu amagla; koloninin rengi, gelisme hiz1 ve sicaklik toleransi gibi
kaltir Ozellikleri yaninda mikroskobik olarak konidyoforlarin uzunlugu ve
genisligi, vezikiiliin biiyiikligii ve sekli, fiyalitlerin dizilimi, konidyumlarin rengi,

biiytikligli ve zincir uzunlugu gibi 6zellikler kullanilmistir.

Son on yilda Aspergillus cinsinin tanimlanma, smiflandirma ve
terminolojisine iliskin calismalar hizla artmistir. DNA dizisi ve beta tubulin,
kalmodulin, ribozomal RNA gen bodlgeleri kullanilarak yapilan filogenetik
arastirmalarda; fenotipik olarak birbirine ¢ok benzeyen eseysiz tiirlerin filogenetik
agacta birbirinden ¢ok uzakta ve farklh yerlerde, buna karsilik fenotipik 6zellikleri
birbirinden ¢ok farkli olan tiirlerin filogenetik olarak birbirine ¢ok yakin oldugu
saptanmustir. Son taksonomi arastirmalar1 ile glinimiizde ; Aspergillus cinsi
icindeki eseysiz tiirler dokuz eseyli cins (Chaetosartoria, Dichotomomyces,
Emericella, Eurotium, Fennellia, Neocarpenteles, Neopetomyces, Neosartorya ve

Petromyces) ile iliskilendirilmistir.

2011 ve 2012 yilinda ‘One Fungus — One Name’ prensibi kabul edilerek
eseyli ve eseysiz sekillerin tek bir ad altinda toplanmasi, c¢ift (¢oklu)
adlandirilmadan kag¢inilmast ve simdilik adlandirmada mantarlarin eseysiz

isimlerinin kullanilmasi kararlastirilmistir(13).



2.4. Genel Ozellikler

2.4.1. Makroskobik 6zellikler

Aspergillus tiirleri, hiyalen kiif mantarlaridir. Koloniler genellikle 48-90
saat icinde secici agarda (Sabouraud dekstroz agar-SDA, misir unu agar) iirer.
Koloni yiizeyleri baslangigta beyaz olup sonrasinda tiirlere gore sari, yesil,
kahverengi veya siyah gibi renklere doniisebilmektedir. Koloni yiizeyi pamugumsu
veya kadifemsi goriiniimde olabilir. Koloni tabani1 da beyaz, sari, kahverengi
olabilmektedir. Ayrica kolonilerin hava ile temas eden kisimlarinin rengi ve koloni
arkasmin pigmentasyonu farkli olabilir. Aspergilllus tiirleri arasinda koloni
gortiniimleri yoniinden farkliliklar vardir. Koloni gériintimii, Aspergillus turd
hakkinda fikir verse de kesin tanimlama hif ve konidyal bas yapisinin mikroskobik

incelenmesi ile olmaktadir.

Aspergillus terreus

Sekil 1. Aspergillus tiirlerinin SDA iireme sekilleri



2.4.2. Mikroskobik 6zellikler

Aspergillus cinsinde smiflandirilan mantarlar, konidya olarak adlandirilan
aseksiiel sporlar araciligiyla ¢ogalan anamorfik (asekstiel) filamentli

organizmalardir.

Tum Aspergillus tiirlerinin ayirt edici 6zellikleri arasinda mikroskopik
olarak 4-6 um’lik hiyalen, paralel duvarli ve septali hif olusturmalar1 bulunur.
Diizenli dallanmalar1 45 derecelik bir ac1 ile ¢ikar. Bu 6zellik diger hifali
mantarlardan ayriminda 6nemlidir. Belirli bir vejetatif biiyiime doneminden sonra,
uygun kosullar altinda, hifal hiicreler normal biiyiimeyi durdurur ve birden fazla

konidya zinciri tasiyan konidyoforu olusturur(14).

Germinasyon Vejetatif biiyiime Konidyofor olusumu Matiirasyon

Matiir konidya
immatiir konidya
Fiyalidler
Vezikiil
Konidyofor
Ayak hiicresi

> (=T T =TT -

Konidyum  Germ tiip Hif Vezikill Fiyalid Konidyofor

Sekil 2. Konidyofor olugumu(15)

Konidyoforlar ayak hiicresi olarak bilinen 6zellesmis bir hif segmentinden
koken alirlar ve siskin bir vezikiil olarak sonlanirlar. Vezikiiliin ylizeyinde bir
(uniseriate) ya da iki (biseriate) swra fiyalid hiicresi bulunmaktadir. Uniseriate

konidyoforda fiyalidler direkt olarak vezikiilden ¢ikarken, biseriate konidyoforda



vezikiilden yiikselen ve metiil adi verilen bir i¢ hiicre dizisi fiyalidleri
olusturmaktadir. Fiyalidler, pigmente konidyum zincirleri olusturan konidyagenoz
hiicrelerdir. Konidyoforlarin uzunluk, genislik ve yapisal 6zellikleri (piiriizlii ya da
plirtizsiiz), vezikiiliin biiyiikliik ve kontiirli, metiiliin varligi/'yoklugu (uniseriate ya
da biseriate), fiyalidlerin diizeni ve konid yumlarin renk ve boyutu tiir tanimlamada
kullanilan 6zelliklerindendir. Bazi Aspergillus tiirleri tarafindan iretilen 6zel

yapilarin varligi, bu tiirlerin tanimlanmasinda yarar saglamaktadir. Bunlara 6rnek

olarak Hulle hiicreleri, allenid ve kleistotesya verilebilir(16).

Aspergtllus ﬂavus Aspergrillus fumigats Aspergzllus mger
\ . S -. I/P v

Aspergillus terreus 4 Aspergzllus glaucus Aspergzllus mdulans

Sekil 3. Aspergillus tirleri mikroskobik gorintmleri



Tablo 2. En sik goriilen Aspergillus tirlerinin morfolojik dzellikleri

yesil veya pembe

Makroskobik Goriintim Mikroskobik Goriiniim
Tiirler Yiizey Taban Konidyofor Fiyalid | Vezikiil
. . . .. |Bronzdan K..lsa (<30(.)” m), Yuvarlak,
\A. fumigatus Gri, mavi yesil diiz, renksiz veya (Tek siralt
beyaza vesil kolumnar bas
. Saridan kirmizi C e Tek sirals Yuvarlak,
\A. flavus Sari-yesil . Renksiz, puruzli |veya .
kahverengiye M radiyal bas
Iki sirali
. . Beyazdan Uzun, diiz, renksiz| . Yuvarlak,
\A. niger Siyah veya Iki sirali .
sartya N radiyal bas
kahverengimsi
Tarcin Beyazdan Kisa Yuvarlak, siki
A. terreus on, Y . (<300um),diiz, Iki sirali ’
kahverengine  |kahverengine . kolumnar
renksiz
E;S;inii?a sart Beyazdan ) Yuvarlak,
\A. versicolor yaz, ’lsartya veya  |Uzun, diiz, renksiz |Iki sirali |[daginik radiyal
bronz, soluk
kirmizi mor bas

2.4.3. Hiicre duvar yapisi

Hiicre duvari: Hiicre duvar1 mantar hiicresini dis etkilerden koruyan

onemli bir organeldir. Ozellikle Aspergillus gibi patojen mantarlar s6z konusu

oldugunda, konak tepkisini etkileyen viriilans faktorleri icerdigi icin enfeksiyonda

da aktif rol oynamaktadir.

Son yirmi yilda yapilan genetik, biyokimyasal ve immiinolojik ¢alismalar

sayesinde Aspergillus fumigatus, filamentli bir mantarin dogal ortaminda veya

patojenik olarak biiyiimesinde hiicre duvarinin roliinii anlamak i¢in bir model haline

gelmistir. A. fumigatus’un hucre duvarmimn %90' mmdan fazlas1 polisakkaritlerden

olusur (17). Cekirdek iskelet, kitin, galaktomannan ve 3-1,3-p-1,4 glukanlara bagh

dalli bir B-1,3 glukandan olusmaktadir. Diger polisakkaritler (a-1,3 glukan ve
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mannanlar) ise fibriler polisakkaritlerin arasmi dolduran bir ¢imento goérevi

gormektedir.

Konidyumun ve hifal yapinin hiicre duvar yapilar1 arasinda bazi farkliliklar
bulunmaktadir. Konidyumun dis tabakasi havada hareket yetenegi icin hidrofobik
ozellikler kazandiran bir rodlet tabakasiyla kaplidir. Bu rodlet tabakast RODA geni
tarafindan kodlanan hidrofobinlerden olugmaktadir. Rodlet tabakasinin altinda yine
konidyumlara 6zgli olarak hiicre duvarinin yapis1 ve sertligi i¢in 6nemli olan
melanin tabakasi1 bulunmaktadir. Hifal yapinin hiicre duvari ise konidyumdan farkl1

olarak glikozaminogalaktanla kaplanmistir(18).

Konidyum Kitine baglh dallanmis Rodlet
Galaktomannan B-(1,3)-glukan Melanin

~Hiicre duvari

. Q
YA Q Q 300 N ga’
é\?l %Jooo\)‘) (,{7)).))3.\))) P \7 S
b I ) i "‘l [ Pl b
' u ) azma membrani

GPI capasi a-(1,3)-glukan GPI capasi’
Hif
Q00 Galaktozaminogalaktan
KT L
o+ YAy “"'"";v.'" S’ " r;w\
RNAPG 4 " y M~
..Ao..l' v ‘.00..0.....'0.0. "' J ":.""". .
009800 Q0
- 00 QVOR0a, > Hiicre duvari
- JOQ, 95 3000 S
£ 9000000 %0

g 0 - Plazma membrani
¥ i

Sekil 4. Konidyum ve hifal hiicre duvarlarimm sematik temsili(19)

11



2.5. Antijenik Ozellikleri

2.5.1. Galaktomannan

Galaktomannan (GM), 1970'lerin basinda kesfedilen ve 1A tanis1 i¢in en sik
kullanilan antijendir. Galaktomannan biyolojik ve immunolojik 6zelliklere sahip
bir galaktoz polimeridir. Galaktomannan ayrica A. fumigatus'ta bu heksozun bes
iiyeli halka formu olan galaktofuranoz (Galf) seklinde de bulunabilir.
Galaktomannan, glikozilfosfatidilinositol (GPI) ile plazma membranina sabitlenir
ve hiicre duvarindaki kisa bir B-1,3-glukan zincirinin indirgeyici olmayan ucuna

kovalent olarak baglanir(20).

2.5.2. 3-(1,3)- D-Glukan

B-(1,3)-D-Glukan (BDG), Cryptococcus ve Zygomycetes hari¢c birgok
mantar tiirlinin hiicre duvar yapisinda bulunan B-1,6 dallanmalara sahip B-1,3
zincirlerinden olusan  D-glukoz — homopolimeridir(23).  Invaziv mantar
enfeksiyonlarmin tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. Serolojik olarak
B-(1,3)-D-Glukanin tespiti, atnali yengegleri (horseshoe crab) olarak bilinen
Limulus polyphemus ve Tachypleus tridentatus amebositlerinden elde edilen faktor
G’nin BDG tarafindan aktive edilerek koagiilasyon kaskadini baglatmasi esasina

dayanmaktadir (21).

2.6. Virulans Faktorleri
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2.6.1. Adhezyon (Yapisma)

Aspergillus konidyumlar1 solunum yolu araciligiyla alindigi i¢in bu
konidyumlarin konak dokularina yapisabilme yetenegi patojenite igin Onemli
olmaktadir. Rodlet tabakasi konidyuma hidrofobik bir yap1 kazandirarak konak
hiicreye yapismasindan sorumludur(22). Aspf2, CspA, AfCalAp proteinleri de
adezin olarak tanimlanan proteinler arasindadir. Bu proteinlerinde delesyon olan
mutantlar in vitro ortamda konak hiicrelerine kusurlu baglanma gostermektedir(23,
24). A. fumigatus hifleri de bir ekzopolisakkarit olan galaktozaminogalaktan (GAG)
salgilayarak konak hiicreye yapisabilir. GAG ekstraselliiler matriksin bir bileseni
olmakla beraber biyofilm olusumunda, antifungal direngte ve konagin bagisiklik
sisteminden ka¢gmada rol oynadigi gosterilmistir(25). Bir ¢alismada A uge3 ve

A medA GAG eksikligi olan mutantlarin in vitro akciger epitel hiicrelerine zayif

adezyon yetenegi oldugu gosterilmistir(26).

2.6.2. Termotolerans (Is1 toleransi)

Aspergillusun 30 derecenin tizerindeki sicakliklarda treyebilme kapasitesi
5 gen bolgesi ile iliskili bulunmustur (THTA, CGRA, AFMPT1, KRE2 / AFMNT1
ve HSP1 / ASPF12). A. fumigatus, 50°C'ye kadar genis bir sicaklik araliginda
biiylime yetenegine sahip termofilik bir organizmadir(27). Fakat A. fumigatus'ta
hem termotolerans hem de virillans i¢in iki gen bdlgesi tanimlanmistir. Bu
genlerden AFPMTL1 geni, A. fumigatus'un 37°C'nin lzerinde biyimesi icin gerekli
olan bir mannosil transferazi kodlamaktadir. Yapilan bir deneyde AFMNT1 geninin

bozulmasiyla a-1,2-mannosiltransferazin silinmesi hiicre duvari hasarina neden
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olmustur ve bu da mutantin 48°C'de biiyiimesini engellemistir(28). Benzer sekilde,
CGRA geninin bozulmasi, 25°C'nin tizerindeki sicakliklarda biiylime bozuklugu
olan bir kokene yol agmis ve bagisiklik sistemi baskilanmis bir fare modelinde bu
koken zayif viriilans gostermistir(29). CGRA niikleolus i¢inde yer alir ve ribozom
biyogenezinde rol oynar; bu da yeni ribozom Uretiminin A. fumigatus

enfeksiyonunun erken evreleri i¢in gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (30).

2.6.3. Enzimler

Aspergillus konak dokuda ilerlemesini ve makromolekillerden besin
ihtiyacini karsilamasini saglayan niikleaz, fosfotaz, elastaz, peptidaz ve proteaz gibi
ekstraseltiler enzimlere sahiptir. Aspergillus tiirleri tarafindan salgilanan proteolitik
enzimler (serin proteaz, metallo proteaz, aspartik proteaz) virlilansa yardimci
olmaktadir(31). Fungal serin proteazlar IL-8 salmimini uyararak notrofillerin

toplanmasini ve akcigerde inflamasyonu artirir(32).

2.6.4. Pigmentler

Melaninler, hidrofobik yapida ve negatif yiikli makromolekiillerdir. A.
fumigatus konidyuma hidrofobik 6zellikler kazandiran bir rodlet tabakasi ile kapl
melaninden olusur(33). Aspergillus’da bulunan en Onemli melanin rodlet
tabakasinin altinda bulunan hidrofobik polimer dihidroksinaftalen (DHN)
melanindir. Bir c¢alismada melanin kiimesindeki genlerin silinmesiyle DHN
turundeki melaninin konidyum hiicre duvarinin yapisi ve sertligi i¢in 6nemli oldugu

gosterilmistir(34). Bir baska ¢alismada, melanin biyosentezinin ilk adimimdaki
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proteini kodlayan PKSP geni silinmistir ve bu rodlet yiizeyinde glikoproteinler
birikerek daha hidrofilik bir yap1 olusmasiyla ve daha diisiik virilansa sahip
olmasiyla  sonuglanmistir(35). Melanin aymi  zamanda Ca2'/kalmodulin
yolunu inhibe ederek LC3 ile iliskili fagositozun NADPH oksidaz bagimli

aktivasyonunu bloke eder(36).

2.6.5. Toksinler

Aspergillus tiirleri biiyiime sirasinda aflatoksin, okratoksin A, fumagilin ve
gliotoksin gibi ikincil metabolitler sentezlemektedir. Bu metabolitlerden lizerinde
en fazla durulami gliotoksindir. A. fumigatus tarafindan bol miktarda iiretilir ve
yapilan deneylerde IA’lu hastalarin serumlarindan in vivo izole edilen tek
toksindir(37). A. fumigatus'ta gliotoksin tiretimi ile bu tiiriin patogenezi arasinda bir
baglant1 oldugu diistiniilmektedir. Bir c¢alismada A. fumigatus izolatlarmin
%95’ inden fazlasinin gliotoksin {irettigi  bulunmustur(38). Gliotoksinlerin;
fagositozu uyarma, T hucresi proliferasyonu, mast hiicresi aktivasyonu, sitotoksik
T hiicresi yanitlarinin inhibisyonu, siliyer atim sikliginin yavaslamasi ve epitel
hiicre hasarinin indiiklenmesi dahil olmak {izere ¢oklu immiinstipresif fonksiyonlar1

vardir(39).

2.7. Patogenez

Aspergillus enfeksiyonu tipik olarak konidyumlarinin solunum yoluyla
akcigere alinmasi sonucunda bulagir. Nadiren kontamine suyla oral veya aerosol

maruziyeti sonucunda da ortaya ¢ikabilir(40). Konidyumlar sicaklik, pH ve ozmotik
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basing dahil olmak {izere bir dizi ¢evresel stres faktoriine karsi dayaniklidir(41). A.
fumigatus konidyumlarinin kiigik boyutu(2-3 pm), akciger alveollerine
derinlemesine niifuz etmesine yardimci olur. A. flavus gibi diger Aspergillus turleri
daha biiyiik konidyumlar tirettigi i¢in, iist solunum yollarindaki mukosiliyer aktivite
araciligiyla daha kolay uzaklastirilabilmektedir(42). Bu uzaklastirma siireci
basarisiz olursa, konidyumlar morfolojik degisime ugrayarak konak dokularmi

invaze ederek enfeksiyona neden olan hifler olusturabilirler.

2.8. Konak Savunmasi

2.8.1. Dogal immiin yanit

Solunum yoluyla alinan Apergillus konidyumlar1 bagisiklik sistemi
tarafindan siirekli olarak temizlenmektedir. Akciger epiteli, Aspergillus ile
karsilasmada savunmanin ilk hattin1 olusturmaktadir(43). Epitel hiicreleri fiziksel
bir bariyer gérevi gormenin yaninda, konidyumlarin hava yolunu kolonize etmesini
onleyen mukosiliyer aktiviteye de katilmaktadirlar(44). Ozellikle MUC5AC ve
MUCSB basta olmak olmak iizere polimerik musinlerin salgilanmasi ve epitel
hiicre yiizeyindeki silyalarin koordineli hareketiyle konidyumlarin temizlenmesini
saglamaktadir(45). Bu mekanizmalar saglikli bir konakta basarili olsa da bagisiklik
sistemi baskilanmis veya altta yatan bir akciger hastalig1 olan konaklarda etkili
olmamaktadir(46). Solunum yoluyla alinan konidyumlarn bir kismi kiigiik

boyutlar1 nedeniyle alveolar epitel hiicrelerine ulasabilmektedir(47). Aspergillus
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turleri epitel hucreleri iginde hayatta kalma yetenegi ile fagositozdan

kacabilmektedir(48).

Akciger epitel hiicreleri tarafindan konidyumun taninmasi, Oncelikle
patojen tanima reseptorlerinin (PRR) ifadesi araciligiyla gerceklesmektedir.
PRR'ler tarafindan 6zgiil patojen iligkili molekiiler paternlerin(PAMP) taninmas,
antimikrobiyal aktivasyonunu tetiklemektedir. Bunlar arasinda arasinda toll benzer1
reseptorler (TLR), dektin-1, siirfaktan proteinleri A ve D (SP-A,SP-D), mannoz
baglayici lektin ve pentraksin-3(PTX3) bulunmaktadir(49). TLR'lerin aktivasyonu,
genel olarak, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu indikler. TLR eksikligi
olan farelerde yapilan caligmalar, spesifik TLR'lerin farkli mantar yapilarini

tanidigini ve aspergillozda inflamatuvar yanit1 dizenledigini gostermistir.

Alveolar makrofajlar (AM) Aspergillus'un inhale edilmis konidyumlar ile
etkilesime giren ilk bagisiklik hiicreleridir. AM'ler i¢inde konidyumlarin
olduriilmesi, LC3 (hafif zincir-light chain3) ile iliskili fagositozun (LAP) NADPH
oksidaz aracili aktivasyonu ile gerceklesmektedir. Bagisiklik sistemi saghkli bir
konagin akcigerinde, konidyumlar PTX3, SP-D gibi PRR’ler araciligiyla
yakalanarak alveoler makrofajlarin fagositozunu artirabilmektedir(50). AM’ler
konidyumlar1 TLR'ler ve Dektin-1 araciligiyla fagosite ederek proinflamatuvar bir
yanit1  baslatmaktadir. AM’ler ayni zamanda bagisik cevabmn Onemli
modlatorleridir. Notrofiller ve dendritik hicreler gibi diger bagisiklik sistemi
hiicrelerinin toplanmasi ve T yardimei (Th) hiicrelerinin uyarilmasinda gorevli olan

TNF, IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-12 gibi inflamatuvar sitokinleri salgilamaktadir.
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Dektin-1, makrofajlarda, notrofillerde ve dentritik hucrelerde yiksek oranda
bulunan bir tip Il transmembran proteindir. Dektin-1, ¢imlenen konidyum
tizerindeki B-glukani taniyabilir(51). Alveoler makrofajlardan kagan konidyumlar
¢cimlenmeye ve alveoler epitel hiicrelerine niifuz etmeye devam ederler. Notrofiller,
¢imlenen konidyumlar: ve hifleri inaktive etmek i¢in NET (Notrofil dis1 tuzak

yapilar) olusumu, degraniilasyon ve laktoferrin iiretimi siireclerini kullanir.

Fagositik hiicrelerde NADPH oksidazin aktivasyonu, oksijenin stiperoksit
anyonuna donisumu ve antimikrobiyal aktiviteye sahip reaktif oksidan
metabolitlerin (ROS) olusumu ile sonuglanir. ROS Uretimi, NADPH oksidaz
aktivasyonu yoluyla cimlenen konidyumlar Gzerinde etkili olmakla beraber,
¢imlenmeyen konidyumlar i¢in etkisiz kalmaktadir(52). Kronik grantlomatoz
hastaligima sahip hastalar NADPH oksidaz1 kodlayan genlerdeki mutasyon
sonucunda bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara daha duyarli hale
gelmektedirler(53). NET'ler ise esas olarak notrofillerden g¢ikan ekstraseliiler lif
aglaridir. IL-8 gibi ¢esitli proinflamatuar mediatorler NET olusumunu
indiiklenmektedir. NET olusumu, A. fumigatus hifleri gibi fagosite edilemeyen
biiylik patojenlere karsi savunma i¢in 6nemlidir(54). Dendritik hucreler ise
cimlenen konidyumlar1 fagosite ederek T hiicrelerine sunulmak {izere islerler.

Boylece, A. fumigatus'a karsi kazanilmis bagisiklik yanit1 aktive ederler.

2.8.2. Kazanmilmi§ immiin yanit

Solunum yoluyla alinan konidyumlarin ortadan kaldirilmasi esas olarak

dogal immiin yanita baghdir. Fakat ciddi Aspergillus enfeksiyonlarinda, dogustan
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gelen bagisik yanit tarafindan tretilen sitokinlerle aktive edilen kazanilmis
bagisiklik sistemi aktif rol oynamaktadir. T ve B lenfositler bu savunma sisteminin

iki ana bolimuni temsil eder.

T lenfositler mantarlarin ¢ogalmasini engelleyerek, hiicresel bagisiklik
yaniti dogrudan veya dolayli olarak kontrol eden temel hiicrelerdir (55). T
hicrelerini aktive eden antijen sunucu hiicrelerin olgunlagsmasi, PRR
aktivasyonuyla ger¢ceklesmektedir. Aktif T hiicreleri, proinflamatuvar sitokinleri
salgilayarak naif T hiicrelerinin CD4 pozitif yardime1 T hiicre alt kiimelerine
farklilasmasini saglar. Thl, Th2, Th9, Th17 ve diizenleyici T hucreleri (Treg) gibi
bir ¢ok Th alt kiimesi vardir. Her alt kiime belli bir sitokin kiimesi tiretmektedir(56).
IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler Thl tarafindan tiretilen
bagisiklik yanitinin baskin sitokinleridir. Thl tarafindan iiretilen ve hiicresel

bagisikligi uyaran en 6nemli sitokin ise IFN-y’dir(49).

Bir ¢aligmada, kemik iligi nakli olmus insanlara ve farelere A. fumigatus'a
0zgu IFN-y tireten CD4 Th transferinin, invazif mantar enfeksiyonlarinda koruyucu
oldugu bulunmustur(57). Th2 immiin yanitinin rolii, artan mantar yiikiiyle ve
klinigin siddeti ile iliskilidir. Th2 hiicreleri esas olarak IL-4, IL-5, IL-10, TGF-3 ve
IL-13 gibi anti-inflamatuar sitokinler tiretmektedir. Th2'ye bagl antikorlar, Thl
bagisikligin1 uyararak bir miktar koruma saglayabilir. Bu nedenle, bagisiklik
sisteminin etkinligi Thl ve Th2 alt kiimeleri arasindaki dengeye baghdir. Th17
hicrelerinin ise proinflamatuvar genlerin ve antimikrobiyal peptitlerin tretiminde,

notrofillerin aktivasyonunda ve toplanmasinda rol oynadigi bulunmustur(55).
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B hucreleri ise antijen sunarak T hticrelerinin aktivasyonunu ve hucre ici
patojenlere karsi farklilagsmasini diizenlerler. Mantar enfeksiyonlarinda antikorlarin
koruyucu roli, invazif mantar enfeksiyonu olan hastalarda anti-fungal antikorlarin
varligi ile kanitlanmustir. Glikoproteinler, glikolipidler, peptitler ve polisakkaritlere

kars1 bazi anti-fungal antikorlarin konak¢ida koruma sagladigi bilinmektedir(55).

2.9. Klinik

Aspergillus tiirleri, konagin immiinolojik yanitina bagli olarak alerjik
reaksiyonlardan invazif akciger enfeksiyonuna kadar giden klinik tablolara neden
olabilmektedir(19). Ust solunum yolu, bronslar, akciger parankimi ve komsu
yapilar (6rn. plevral veya lenf diigiimleri) en sik tutulan boélgelerdir, ancak

hastalarin %10'luk bir kisminda goriilmektedir(58).

2.9.1. Aspergilloma

Aspergilloma, akcigerde bir kavite i¢inde fibrin, mukus ve hiicresel debris
ile birlikte Aspergillus hiflerinin yogun bir sekilde toplanmasi ile olusan fungus
topu denilen bir yapi olarak tanimlanabilir(59). Siklikla KOAH, gecirilmis
tiiberkiiloz, sarkoidoz veya diger yapisal akciger hastaliklarindan kaynaklanan
onceki akciger kavitelerinde olugur. Bunlar radyolojik goriintillemelerde bosluk
icinde serbestce hareket edebilen bir kitle olarak goriulmektedir. Hastalar, sekonder
bakteriyel enfeksiyonlara bagli hemoptizi ile basvurabildigi gibi asemptomatik de
seyredebilmektedir. Semptomatik lezyonlar cerrahi olarak rezeke edilebilir.

Predispozan konak faktorleri varsa siklikla bu tedavi segenegini engeller. Bu
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nedenle hemoptizi tedavisi i¢in antifungaller ve/veya embolizasyon

gerekmektedir(60).

2.9.2. Alerjik Bronkopulmoner Aspergilloz (ABPA)

Alerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA), astim ve kistik fibrozlu
hastalarin hava yollarinda kolonize olan A. fumigatus'a kars: bagisik yanitin neden
oldugu inflamatuvar bir hastaliktir. Tan1 kriterleri arasinda; astim, A fumigatus'a
kars1 deri reaktivitesi, yiksek serum IgE titreleri, pulmoner infiltratlar, merkezi
bronsektazi, eozinofili ve Aspergillus'a karsi anti IgG antikorlarmin varligi

bulunmaktadir.

Kapsamli bir incelemede diinya ¢apinda yaklasik bes milyon ABPA olgusu
oldugu ve yalmzca Hindistan''m yaklasik 1,4 milyon olguya sahip oldugu
bildirilmistir(61, 62). Astimli hastalarda ABPA goriilme sikligi %13 gibi yiiksek
bir oranda olabilmektedir. Bu nedenle bronsiyal astimli bir hastay1 tedavi ederken
ABPA'dan siiphelenilmelidir. Erken tani ve wuygun tedavi bronsektazinin
baslangicini geciktirmektedir. Bu nedenle bronsiyal astim tanisi alan hastalarin

ABPA agisindan taranmasi gerekmektedir.

ABPA olgularinda Bilgisayarli Tomografide (BT) gogiiste genellikle santral
bronsektazi goriilmektedir. Fakat uzun stiredir devam eden ve tedavi edilmeyen
ABPA sonrasinda fibroz gelisebilmektedir. Tedavide antifungaller ve
kortikosteroidler kullanilmaktadir. Baz1 ¢aligmalarda bu hasta populasyonunda
itrakonazol kullanilmasi, kortikosteroid kullanimimin azalmasima veya kesilmesine

yardimc1 olmustur(63). Son zamanlarda, omalizumab gibi yeni ajanlarm tedavi igin

21



kullanim1 arastirilmaktadir. Eger itrakonazole karsi intolerans ortaya ¢ikarsa
vorikonazol, isavukonazol veya posakonazol gibi diger triazoller de tedavi

segenekleri arasinda yer alabilir(64).

2.9.3. Kronik pulmoner aspergilloz (KPA)

Kronik pulmoner aspergilloz (KPA), cok sayida kavitasyon ve fungus
topundan olusan kronik kaviter pulmoner aspergillozdan, kronik fibrozan veya
nekrotizan aspergilloza kadar bir¢cok farkli klinik tabloyu igermektedir. Ates,
titreme, gece terlemesi ve kilo kayb1 gibi semptomlar ile hem ttiberkiilozu taklit
edebilir, hem de oksuriik, gogus agris1 ve hemoptizi gibi subakut semptomlarla
kendini gosterebilir(65). Radyolojik goriintiilemede kaviter lezyonlar1 gevreleyen
ve zamanla ilerleyebilen enflamasyon goriilmektedir. Akciger dokusunun devam
eden yikimi hastanin solunum Kkapasitesinde diisiise neden olmaktadir(65).
Mortalite oranlar1 ilk y1l %50'yi gecmekle birlikte, antifungal tedavi ile mortalite

azalabilir (66).

2.9.4. Akut invazif pulmoner aspergilloz (IPA)

Akut invazif pulmoner aspergilloz (IPA), solunum yolu kolonizasyonundan
brons ve brongiyollerin hifal invazyonuna ve anjiyo-invazyonuna kadar uzanan bir
siire¢ olarak tamimlanabilir(67). IPA HSCT alicist olan hastalarda ilk ay iginde
yiiksek siklikta goriilebilmektedir(68). IPA en sik ates, 6ksiiriik, gogiis veya ploritik
agr1, nefes darhgi ve hemoptizi ile ortaya ¢ikmaktadir. Immiinsiiprese veya

notropenik hastalarda IPA, inflamatuvar yanitin zayif olmasi nedeniyle ¢ok az
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semptomla veya asemptomatik olarak seyredebilir. Bu nedenle hastalara ge¢ tani
konmaktadir. IPA'dan ancak anjiyoinvazyon belirtileri (gogiis agrisi veya

hemoptizi) gorildikten sonra siphelenilmektedir(69).

BT’de anjiyo-invazif patern ve hava yolu-invazif patern olmak Uzere iki
farkli tarama paterni ortaya ¢ikmaktadir(70). Anjiyo-invazif patern, hiflerin damar
duvarina niifuz etmesinin radyolojik olarak goriintiilenmesini tanimlar. Nekroza ve
hematojen yayilima neden olan fungal trombiis olusumuna yol acar. Genellikle
buzlu cam opakligi ile gevrili nodiillerden olusmaktadir ve siddetli nétropeni ile
iligkilendirilmistir. Bu goriinlim perilezyonel hemorajiyi yansitmakta ve halo
isaretini olusturmaktadir (71). Halo isareti ndtropeni ile iliskili IA'y1 diisiindiirse de
ozgiil degildir. Diger tiim IFE’lerde, bakteriyel enfeksiyonlarda, primer veya
metastatik malignitelerde, polianjiitli graniilomatdzda, bronsiolit obliteransta veya

fokal akciger hasar1 gibi ¢esitli durumlarda da goriilebilmektedir(72).

Hava yolu invazif paterni ise ndtropenik olmayan hastalarda daha sik
gorilmektedir(73). BT taramasinda ¢ok merkezli nodiiler yapilar ve kalmlagmis
brons duvarlar1 goriilmektedir. Bu goriintii tomurcuklanmis agac isareti olarak
adlandirilir. Bu durum hastanin klinik seyrinin kot gittigine ve mekanik
ventilasyon gereksinimi duyulabilecegine isaret etmektedir(74). Fakat bu bulgular

baska enfeksiyonlarda da goriilebildigi icin IA tamsi i¢in 6zgiil degildir.

2.9.5. Trakeobronsiyal aspergilloz

Trakeobronsiyal alana smirlanmig olarak goriilen bu enfeksiyon, en sik solid

organ nakli (ozellikle akciger nakli) olmus hastalarda gorulmektedir(75). Klinik
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olarak oksuruk, ates, “wheezing”, hipoksi ve ciddi solunum yetmezligi gorulebilir.
Bronkoskopide bazen ana bronsu tikayan mantar kiitlesi, trakea ve bronglarda

nodiler plaklar veya psodomembranlar gorilebilmektedir(76).

2.10. Tan1 Yontemleri

IA tanisi i¢in tek bir "altin standart" test bulunmamaktadir. Bu nedenle hizli
ve dogru tan1 elde etmek i¢in mikrobiyolojik ve histopatolojik incelemelerin, konak
faktorlerinin, klinik ve radyolojik bulgularin birlikte degerlendirilmesine ihtiyac

duyulmaktadir(77).

2.10.1. Klinik tanimlama

IFE i¢in klinik tan1 kriterleri uluslararasi bir ¢alisma grubu olan EORTC-
MSG tarafindan tanimlanmistir. Bu kriterler immiin sistemi baskilanmis hastalar ve
Klinik ¢alismalar i¢in ilk 2002 yilinda olusturulmustur. Sonrasinda 2008(78) ve
ardinda 2020(79) yillarinda kriterlerde revizyona gidilmistir. Bu kriterlere gore,
immiin sistemi baskilanmigs kanserli hastalar ve hematopoetik kok hiicre nakli

alicilar IFE icindeki aspergilloz agisindan ii¢ gruba ayrmustir;

Kamtlanms (proven) iA; Steril klinik 6rnegin histopatolojik, sitopatolojik
veya direkt mikroskobik incelemesinde Aspergillus hiflerinin gérilmesi veya steril

viicut bolgelerinden alinan 6rnegin kiiltliriinde tireme olmast

Yiiksek olasithkh (probable) IA; Konak faktorlerinden en az biri, klinik

kriterlerden en az biri ve mikolojik kriterlerden en az birinin bulunmasi
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Diisiik olasiikh (possible) TA; Konak faktorlerine ek olarak Klinik
kriterleri olan ancak mikrobiyolojik kriterlere sahip olmayan olgular1 ifade
etmektedir. EORTC-MSG’nin 2020°de giincellenen invazif fungal enfeksiyon

kriterleri Tablo 3’de goriilmektedir.

Tablo 3. Invaziv pulmoner aspergilloz EORTC/MSG 2020 tan1 kriterleri(79)

Konak Faktorleri

1. Notropeni (<500 notrofil/mm3, >10 giin)

2. Hematolojik malignite (yakin zamanda tedavi veya remisyon)

3. Allojenik kok hiicre naklini

4. Solid organ nakli

5. Uzun siireli kortikosteroid kullanimi (son 60 giin i¢inde >3 hafta boyunca
>0,3 mg/kg)

6. T hucre baskilayan ila¢ kullanimi (siklosporin, TNF-a blokorleri)

7. B hiicre baskilayan ila¢ kullanimi1 (bruton kinaz inhibitorleri)

8. Kalitsal siddetli immiin yetmezlik (kronik graniilomatdz hastalik, STAT 3
eksikligi veya siddetli kombine immiin yetmezlik gibi)

9. Birinci basamak steroid tedavisine direncli, III veya IV. Derece bagirsak,
akciger veya karacigeri etkileyen akut graft-versus-host hastaligi

Klinik kriterler
(Akciger aspergillozu)
BT’ de asagidakilerden birinin varligi
1. Halo isareti olan ya da olmayan iyi sinirli lezyonlar
2. Hava-hilal bulgusu
3. Kaviter lezyon
4. Kama bi¢imli segmenter veya lobiiler konsolidasyon
(Diger akciger kiif hastaliklarr)
Akciger aspergilloz goriintiilerine ek olarak ters halo isareti
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Mikolojik kriterler
(Dogrudan test)

1. Balgam, BAL, bronsiyal fir¢a veya aspirattan kiiltiir yoluyla elde edilen
herhangi bir kiif, 0rnegin Aspergillus, Fusarium , Scedosporium tiirleri
veya Mucorales

2. Balgam, BAL, bronsiyal fir¢a veya aspiratta kiif belirtisi gdsteren mantar
elementlerinin mikroskobik tespiti

(Dolayl test)
1. Plazma, serum veya BAL'da galaktomannan antijeni (Aspergilloz)
- Tek serum veya plazma: >1.0
- BAL stvist: >1.0
- Tek serum veya plazma: >0,7 ve BAL sivis1 >0,8
2. Aspergillus PCR
- Plazma, serum veya tam kan 2 veya daha fazla ardigik PCR testi
pozitif
- BAL s1vis1 2 veya daha fazla ¢ift PCR testi pozitif
- Plazma, serum veya tam kanda en az 1 PCR testi pozitif ve BAL
stvisinda 1 PCR testi pozitif

2.10.2. Radyoloji

Yetiskinlerde IPA tanisinda goriintiilemenin roliiyle ilgili son veriler,
yiiksek ¢oOziinlirliikli BT taramasmin (HRCT), gogilis radyografileri, manyetik
rezonans goéruntileme (MRI) ve pozitron emisyon tomografisi (PET) yerine tercih
edildigini gostermektedir. Bu durumun nedeni HRCT'nin gogiis radyografisinden

daha hassas olmas1 ve MRI'dan daha ulasilabilir olmasidir(80).

EORTC/MSG 2020 kriterlerinde pulmoner iM'ler radyolojik paternlerine
goOre anjiyo-invazif ve hava yolu invazif formlar olarak siniflandirilmigtir. Halo
isareti, hava hilal isareti kaviter lezyon ve kama bicimli segmenter veya lobiler
konsolidasyon gibi anjiyo-invazif formlar noétropenik hastalarda daha sik
gozlenmektedir. BT taramasinda, halo isareti olan nodiiller veya infiltratlar
ndtropenik hasta gruplarinda IPA icin yararliyken diger hasta gruplarinda

nonspesifiktir(81).  Notropenik  olmayan  hastalarda,  bronkopndmoni,
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konsolidasyon, kavitasyon, plevral eflizyonlar, buzlu cam opasiteleri,
tomurcuklanmis aga¢ goriiniimii (tree-in-bud) ve atelektazi gibi gesitli nonspesifik

bulgular ve ¢oklu pulmoner nodiiller bulunmaktadir(82).

EORTC/MSG 2020 tanimmlamalarinda pulmoner aspergilloz ve diger
pulmoner kiif hastaliklar1 i¢in klinik kriterler ayrilmistir. Mukormikoz gibi diger
pulmoner kiif hastaliklar1 i¢in klinik kriter olarak ters halo isareti eklenmistir. Ters
halo isareti pulmoner mukormikozlu hastalarda pulmoner aspergillozlu hastalara

gore daha yaygin olarak goriilmektedir(83).

2.10.3. Mikroskobik inceleme

Biyopsi veya otopsi materyalinin mikroskobik incelemesi yoluyla hiflerin
dokuya yayilimmi gostermek, kamtlanmis IFE tanis1 koydurmaktadir. Ancak,

mikroskopinin 1A i¢in duyarhilig: diisiiktiir.

2.10.3.1. Native preparat hazirlanmasi

Tum mevcut solunum ornekleri (BAL, trakeal aspirasyon veya balgam)
iizerinde verimi diisiik olmasina ragmen mikroskobik inceleme yapilmasi
Onerilmektedir(84). Nativ preperatlar direkt olarak veya 6rnegin %10°’luk potasyum
hidroksit (KOH) c¢ozeltisi i¢inde bekletilmesiyle hazirlanmaktadir. Steril kabul
edilen BAL ve biyopsilerin histolojik kesitlerinde fungal elemanlarin tanimlanmasi
IFE tamsm koydurmaktadir(85). Aspergillus enfeksiyonunu diisiindiiren
morfolojik 6zellikler, nativ incelmede goriilen hiflerin 45 derece aciyla dikotomik

dallara sahip, septali hifler olmasidir(86). Ancak, sadece bu bulgular ile Aspergillus
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tdrlerini diger kiiflerden kesin olarak ayirmak miimkiin olmamaktadir(85). Direk
incelmede en kesin ayirim Aspergillus ile Mucorales arasinda yapilabilir. Klinik
ornegin mikroskobisinde genellikle dikotom ve septatli hifler goriiliirse aspergilloz,
septasiz ve 90 derece agili dallanan hifler goriiliirse Mucorales lehine kabul edilir.
Septali ve septasiz hifler arasindaki ayirim Mucorales agisindan antifungal tedavi

secimini etkilemesi sebebiyle 6nemlidir(84).

2.10.3.2. Laktofenol pamuk mavisi ile preparat hazirlanmasi

Laktofenol pamuk mavisi mantarlar1 boyamak ve incelemek i¢in en yaygin
kullanilan yontemdir ve hazirlanmasi kolaydir. Laktik asit, fenol ve pamuk mavisi
olmak iizere li¢ bilesenden olusmaktadir. Laktik asit mantar yapilarini korurken,
fenol canli organizmalar1 6ldiirmektedir. Pamuk mavisi ise hiicre duvarindaki kitini
boyamaktadir(87). Kolonilerin mikroskobik incelemesinde en yaygin olarak

laktofenol pamuk mavisi kullanilir.

2.10.3.3. Floresan boyalarla boyama

Floresan mikroskopta kullanilan Calcofluor white™, Uvitex 2B,
Blancophor™ gibi boyalar, hiicre duvariyla etkileserek kullanilan floresan boyalar
arasinda yer almaktadir. Aspergillus'a 6zgii degildir ancak yiiksek duyarlilik ve
mantar siift hakkinda mikromorfolojik bilgi saglayabilir. Dondurulmus kesitlere,

parafine gdmiilmiis dokuya uygulanabilir(88).
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2.10.4. Histopatolojik inceleme

En yaygimn histopatolojik inceleme tiirli, hematoksilin ve eozinle (H&E)
boyanmis biyopsi dokusu kesitlerinin kullanilmasidir. Fakat H&E fungal hiicre
duvarini1 boyayabilmesine ragmen, arka plan dokusunu da boyayarak belirgin bir
boyama farki olusturmadigindan fungal yapilar1 gozden kagirmak kolaydir(89). Bu
nedenle Gomori metenamin giimiisii (GMS) ve/veya periyodik asit-Schiff (PAS)
olmak iizere ek boyalarin kullanimi, fungal enfeksiyonu diglamak ve morfolojik
ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilabilir. PAS dokulardaki glikojeni tespit eder ve
mantar duvarlar1 biiylik miktarda glikojen igcermektedir. Hem GMS hem de PAS

boyalar1 fungal hiicre duvarini vurgulayarak kolaylikla izlenmelerini saglar.

2.10.4. Kaltar

Kiltir yonteminin en 6nemli avantaji, saf olarak elde edilen koloninin kesin
olarak tanimlanmasina ve gerekli durumlarda antimikrobiyal duyarlilik testlerinin
yapilabilmesine olanak saglamasidir. Mikroskobik bulgularin kiiltiirde etkenin
izole edilmesiyle dogrulanmasi gerekmektedir. Aspergillus kiiltiirii i¢in yaygin
olarak kullanilan kat1 besiyerleri Sabouraud dekstroz agar (SDA), beyin kalp
inflizyon agar (BHIA) ve patates dekstroz agar'dir (PDA) (84). Havada ¢ok fazla
konidyum bulundugundan kiilturdeki tremeler kontaminasyon riski de g6z éniinde
bulundurularak degerlendirilmelidir(90). Steril olmayan 6rneklerden Aspergillus
turlerinin Uretilebilmesi icin besiyerine kloramfenikol ve sikloheksimid eklenmesi
onerilmektedir. Kloramfenikol bakterilerin Gremesini engellerken, siklohekzimid

de patojenik olmayan cevresel kuflerin tremesini engellemektedir. Ancak,
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sikloheksimid bazi Aspergillus tirlerini inhibe eder. Bu nedenle 6rneklerin

siklohekzimidsiz besiyerine de ekilmesi 6nerilmektedir (91).

Konidumlar inhalasyon yoluyla bulastigindan balgam, BAL, endotrekeal
aspirat (ETA) gibi solunum yolu drnekleri tani igin kullanilmaktadir(92). Solunum
yolu orneklerinden yapilan kiiltiirlerin duyarhiliklari, bronkoskopi ile elde edilen
kiiltiir sonuglarma gore daha diisiiktiir. BAL kiiltiirlerinin duyarliliginin %30-60
arasinda degistigi bildirilmistir(93). Kiiltiir duyarliligin1 artirmak i¢in 2 mL’nin
iizerindeki hacimlerde gonderilen steril viicut sivilari ve BAL o6rneklerinin
santrifiij edilerek, dipteki ¢okelekten ekim yapilmasi onerilmektedir(94). Siddetli
ve invazif enfeksiyonu olan hastalarda mantar Kkiiltiiriinlin -~ duyarlilig
artmaktadir(95). Kiiltir 37°C°de 72 saat inkiibe edilmelidir(88). Kltiiriin 30°C
yerine 35-37°C'de inkiibasyonu, bazi Aspergillus tdrlerinin  buylmesini

hizlandirabilmektedir(96).

Aspergillus’lar besiyeri yiizeyinde, 36-90 saat icinde kadifemsi veya
pamugumsu Ozellikte beyaz, sar1, sari-yesil, kahverengi veya siyah renkte koloniler
olusturmaktadir(97). Koloninin mikroskobik olarak incelenmesiyle tur tayini
yapilmaktadir. Eger kiiltiirdeki koloninin mikroskobik olarak tiir tanimlamasi
yapilamiyorsa kiitle spektrometresi tanimlamast (MALDI-TOF) veya genomik

dizileme kullanilmaktadir(98, 99).

2.10.5. Serolojik yontemler

Mikroskobi ve kiiltiiriin A tanisi igin altin standart yontem olmaya devam

etmesine ragmen duyarlilik seviyesi diisiik olmas1 ve invazif girisim gerektirmesi
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nedeniyle kullanim1 sinirli olmaktadir. Bu nedenle, PCR ile DNA'nin tespiti veya
kan veya solunum orneklerinde mantar biyobelirteclerinin 6élgulmesi gibi kiltir
bazli olmayan yontemler 6n plana ¢ikmaktadir. GM BDG testleri, EORTC-MSG
tarafindan IFE tanmimlarna mikrobiyolojik kriterler olarak dahil edilmistir(79).
Ancak, bu testlerin cesitli popiilasyonlarda ve klinik ortamlarda IA tanisinda rolii
ve yorumu, sinilt  duyarhilbiklar1  ve  Ozgiilliikleri nedeniyle hala

tartisilmaktadir(100).

2.10.5.1. Galaktomannan Antijen Testi

GM, mantar tarafindan salgilanan Aspergillus hiicre duvarlarinda bulunan
1stya dayanikli bir polisakkarit antijenidir. IA erken evrelerinde bile biiyiiyen hifler
ve ¢imlenen konidyumlar tarafindan kan dolasimina ve diger viicut sivilarina
salinabilmektedir. Monoklonal anti-galaktomannan antikoru EB-A2, Aspergillus
GM (1—5)-B-D galaktofuranozid yan zincirini tanir. Bir GM molekiiliinde birgok
(1—5)-B-D galaktofuranozid epitopu olmasindan yola ¢ikarak, monoklonal EB-A2
antikorunun hem yakalayic1 hem de peroksidaz ile isaretleyici olarak iki tarafli
kullanildigi sandvi¢ ELISA yontemi (Platelia® Aspergillus; Bio- Rad Laboratories,
Marnes-la-Coquette, Fransa) gelistirilmistir. EB-A2'nin baglanmasi dort veya daha
fazla galaktofuranozid epitopu gerektirir. Bu nedenle GM analizlerinin analitik

duyarlilig1 azalabilmektedir(101).

GM ELISA testi plazma/serum, BOS ve BAL sivisinda
uygulanabilmektedir. Analiz edilen 6rnegin Olgiilen OD (optik dansite) degeri

liretici tarafindan saglanan bir esik kontrol (cut-off) OD degerine boliinerek bir oran
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hesaplanir. Bu orana OD indeksi ad1 verilir. GM testi i¢in bu indeks yanlis pozitif
sonuglar1 en aza indirmek i¢in baglarda 1.0-1.5 olarak belirlenmistir(102). 2008
EORTC/MSG tanmmlarinda 0,5'e distiriilmiistiir(78). Diistiriilen indeks yetiskin
hematoloji hastalar1 igin testin genel performansini iyilestirmistir(103). Bununla
birlikte, 2020 EORTC/MSG tanimlarinda, klinik taniy1r kesinlestirmek amaciyla

indeks tekrar ytikseltilmistir (Tablo 3).

IA tanisinda GM testinin roliinii degerlendiren ilk ¢alismalar, esas olarak
hematolojik malignite nedeniyle kemoterapi gdren nétropenik hastalarda veya
antifungal profilaksi almayan HSCT alicilarinda yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalarda,
%067 ila %100 arasinda degisen duyarlilik oranlar1 ve %86 ila %99 arasinda degisen

Ozgiilliik oranlar1 bulunmustur (104).

Platelia® Aspergillus ELISA testi (Bio- Rad Laboratories, Marnes-la-
Coquette, Fransa) yiiksek ozgiillik gdstermesine ragmen, uygulama zorluklari
nedeniyle bagka yontemlere gerek duyulmaktadir. ELISA i¢in en biiyiik zorluk,
yanlis sinyallere neden olabilen baglanmamis {iriinleri ortadan kaldirmak i¢in
zaman alic1 ve personel bagimli yikama basamaklar1 gerekliligidir. Bu durum yanlig
sonuclara da neden olabileceginden, GM tespiti icin daha stabil ve otomatize bir
sisteme gerek duyulmaktadir. Son yillarda CLIA temelli calisan otomatize sistemler
kullanilmaya baglanmistir. Bu testlerin ELISA yonteminden farki, kolorimetrik bir
substrat yerine bir kemiliiminesan bir substratin (luminol) kullanilmasidir(105). Bu
otomatize sistemler tek drnek calisabilmeleri ve kisa siirede sonu¢ vermeleriyle

avantaj olusturmaktadir.
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Gal Rat monoclonal
ageiomannan  aptibody EB-A2 Chromogen

SN + peroxidase
@7

Rat monoclonal
antibody EB-A2

Sekil 5. ELISA yontemiyle GM antijen aranmasi(101)

2.10.5.2. (1,3)-p-D-glukan (BDG) Antijen Testi

(1,3)-B-D-glukan, ¢esitli mantarlarin  hiicre duvarinda bulunan bir
polisakkarittir. Bu antijenik belirtecin tespiti IA, invazif kandidoz ve ayrica P.
jirovecii  pnomonisi tanmisinda  kullanilabilmektedir(106).  (1,3)-p-D-glukan
Amerikan at nali yengecinin amebositlerindeki koagiilasyon kaskadmi Faktér G
olarak adlandirilan proenzim yoluyla tetiklemektedir. Bunun sonucunda agiga ¢ikan
kromojenik pNA’nin kantitatif olarak 6lciilmesi esasia dayanan limulus lizat testi

ile BDG miktar1 6lgiilebilmektedir(107).

2020 yilinda yaymlanan EORTC/MSG revizyonu ile IA’nm aksine invazif
kandidoz ve pndomosistoz i¢in ardisik iki 6rnegin pozitif olmasi mikolojik tani
kriterlerinde yer almaktadir(79). Hematolojik malignitesi bulunan IA’lu hastalar
icin yapilan bireysel ¢aligmalarda testin duyarliligi %55 ila %95, 6zgiilliigii %77 ila
%96 arasinda degismektedir. (1,3)-p-D-glukan testi genellikle kilturle birlikte

degerlendirildiginde daha faydali olmaktadir. (108).
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2.10.6. Molekuler yontemler

Molekiiler yontemler immiin sistem fonksiyonundan bagimsiz olarak fungal
DNA’y1 saptayarak antikor yaniti olusmadan Once erken tanida

kullanilabilmektedir.

2008 EORTC/MSG tanimlarinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) heniiz
bir standardi olmadigindan mikolojik tani kriterlerine dahil edilmemistir. 2020
tanimlarinda ise kapsamli standardizasyon cabalarinin ardindan, serum, plazma
veya BAL kullanilarak yapilan Aspergillus PCR testleri mikolojik tan1 kriterlerine
dahil edilmistir. PCR ile ilgili 25 ¢alismanin incelendigi bir meta-analizde invazif
aspergillozu tespit etmek i¢in testin duyarliligl ve 6zgiilliigii sirasiyla %84,0 ve
%76,0 bulunmustur. En az iki PCR sonucu aspergilloz acisindan tanisal kabul

edildiginde ise, duyarlilik %64’e diiserken, 6zgiillik %95’e yiikselmistir(109).

Baska bir ¢alismada PCR duyarliliginin rutin kan 6rneklerinde tek basina
yapildiginda >%90, BAL oOrnekleriyle birlikte degerlendirildiginde ise %96’ya

ulasabildigi bulunmustur(110).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 31.07.2023 tarihli toplantisinda 658 karar numarast ve T.C. Saglik
Bakanhg: Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumunun 22.08.2023 tarih E-68869993-

000-1199247 sayili karar1 ile onaylandiktan sonra gergeklestirilmistir.

Bu tez caligmasi ‘Invazif mikozlarin tanisinda serolojik tani ydntemlerinin
yeri’ baslikli ve TTU-2023-8627 kodlu proje olarak Gazi Universitesi Bilimsel
Arastima Projeleri(BAP) tarafindan tipta uzmanlik tez projesi olarak 123.840 TL

biitce ile desteklenmistir.

3.1. Hasta se¢imi

Calismaya 1 Ekim 2023-1 Haziran 2024 tarihleri arasmda Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi hematoloji servisinde yatan 18 yasindan biiyiik
hematopoetik sistem kanserli invazif mikoz siiphesi olan 17 hasta, hematopoetik
sistem kanserli invazif mikoz siiphesi olmayan 49 hasta ve 27 saghkl goniilli

olmak tizere toplam 93 kisi dahil edilmistir.

Hastanemizin hematoloji servisinde yatan invazif mikoz sliphesi olan
hastalardan alinan serum Orneklerinde rutin olarak Dynamiker Aspergillus
Galaktomannan analizi yapilmaktadir. Bu g¢alismada bu rutin siirece ek olarak,
Platelia™ Aspergillus Ag ELISA Testi ve FACIS-1 cihazi kullanilarak yapilan
kemiliiminesans (CLIA) metoduna dayali galaktomannan ve (1-3)-f -D-glukan

analiz sonuglar1 karsilastirilmistir.
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Hastalara ait yas, cinsiyet, altta yatan hastaliklar, kok hiicre nakli varhigi,
GVHD gelisip gelismedigi, immiinsupresif ila¢ kullanimi, profilaktik kif etkili

antifungal alip almadig1 demografik veri olarak degerlendirilmistir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi

93 hastaya ait 93 kan 6rneginin glukan icermeyen tiipler i¢erisinde mikoloji
laboratuvarina ulastirilmasi saglanmistir. Kan 6rnekleri 3000 devirde 10 dakika
santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmistir. Glukan igermeyen konik tabanli santrifiij
tuplerine alinan serum 6rnekleri GM ve BDG ¢aligilmak {izere - 80°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3. Cahismada kullanilan cihaz ve sarf malzemeler

3.3.1. Kullamilan cihazlar
o -80°C’lik derin dondurucu (New Brunswick Scientific, ABD)
o +4°C’lik sogutucu (Arcelik, Tirkiye)

o Full-Automatic Chemiluminescence Immunoassay System (FACIS-I)

(Genobio,Cin)
o Santrifijj cihaz1 (Beckman Coulter, ABD)
o Vorteks (Boeco, Almanya)

o Is1blogu (Boeco, Almanya)
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o Etiv (Nuve, Turkiye)
o Mikropipet seti (Isotherm, Turkiye)

o Mikroplak okuyucu (Das, Italya)

3.3.2. Kullanilan sarf malzemeler

o Platelia™ Aspergillus Ag ELISA Kiti (Bio-Rad, Fransa)

o Dynamiker Aspergillus Galaktomannan Kiti (Dynamiker, Cin)
o Aspergillus Galactomannan Detection Kiti (Genobio, Cin)

o Fungus (1-3)-B -D-Glukan Tespit Kiti (Genobio, Cin)

o Steril pipet ucglar1 (Labcon, ABD)

o Glukan free tipler (Dynamiker, Cin)

o Glukan free pipet uclar1 (Dynamiker, Cin)

3.4. Platelia™ Aspergillus Ag ELISA Kiti

3.4.1. Test prensibi

Platelia™ Aspergillus Ag testi serum ve BAL sivist Orneklerinde
Aspergillus galaktomannan antijeni aranmasmda kullanilan sandvi¢ ELISA
yontemidir. Mikroplak kuyucuklar1 GM yapisindaki 3(1,5) galaktofuranozu taniyan
sican monoklonal (IgM) EB-A2 antikorlar1 ile kaplidir. Monoklonal antikorlarla

kapli kuyucuklara es zamanli konjugat ve serum oOrnegi konulur. Konjugat,
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peroksidaz bagli monoklonal antikorlardir. Galaktomannan antijeni varliginda
monoklonal antikor-galaktomannan antijeni-peroksidaz bagli monoklonal antikor
birleserek kompleks olusturur. Yikama basamagi ile bagli olmayan molekiiller
uzaklastirilir. TMB soliisyonu eklenmesiyle mAb-Ag-mAb kompleksi varliginda
enzimatik reaksiyon gercekleserek mavi renk olusumu gozlenir. Siilfirik asit
eklenerek enzimatik reaksiyon durdurulur. Sulfirik asit ilavesi ile kuyucuklardaki
mavi renk sar1 renge doniisiir. Kuyucuk absorbanslar1 450 nm (referans filtre

620/630 nm) dalga boylarinda spektrofotometrede okutulur.

3.4.2. Testin uygulanisi

1. Kontrol ve serum/BAL s1vis1 6rneklerinden 300’er uLL alinarak 1.5 mL’lik

ependorflara konulmustur.
2. Uzerlerine 100 puL sample treatment soliisyon eklenmistir.
3. Vorteks yapilarak 120°C’de 6 dakika 1sitic1 bloga konulmustur.

4. Isitic1 bloktan ¢ikartilan ependorflar 10,000xg’de 10 dakika santrifiij
edilmigtir. Stipernatanlar ELISA basamaginda kullanilmak {izere

ayrilmistir.
5. Yikama soliisyonu hazirlanmistur.

6. Uretici firma &nerileri dogrultusunda bir kuyucuk negatif kontrol, iki
kuyucuk cut-off kontrol ve bir kuyucuk pozitif kontrol olarak

belirlenmistir.
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7. 50 uL konjugat kuyucuklara dagitilmistir. Kontrol ve serum/BAL sivisi
stipernatanlarindan 50 pL alinarak konjugat iceren kuyucuklara

eklenmistir.

8. Mikroplak yapiskan film ile kaplanarak 37°C’de 90 dakika inkiibe

edilmistir.

9. Inkiibasyon sonunda kuyucuk igerikleri aspire edilerek yikama soliisyonu

ile bes kez yikama yapilmistir.

10. Hizli bir sekilde her kuyucuga 200 pL kromojen TMB soliisyonu

eklenmistir.

11. Mikroplak karanlik bir alana konularak oda sicaklhiginda 30 dakika

inkiibe edilmistir.
12. Siire sonunda her kuyucuga 100 pL stop soliisyonu eklenmistir.

13. Mikroplak optik okuyucuda 450 nm (referans filtre 620/630 nm)

dalgaboyunda okutulmustur.

3.4.3. Sonuc¢larin yorumlanmasi

1. Ortalama cut-off kontrol degeri, cut-off kontrol serum optik dansiteleri

toplaminin ikiye boliinmesi ile bulunmustur.

2. Testin gecerli sayilabilmesi icin su kriterler kontrol edilmistir. 0.3<Her

bir cut-off kontrol serum OD<0.8
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Pozitif kontrol OD S
Ortalama cut — of f kontrol OD

Pozitif kontrol indeks = 1,5

Negatif kontrol OD <
Ortalama cut — of f kontrol OD

Negatif kontrol indeks = 0,4

3. Her bir serum i¢in indeks hesaplanmistir:

Ornek OD
Ortalama cut — of f kontrol OD

indeks =

Indeks>0.5 olmasi pozitif sonu¢ kabul edilmistir.

Indeks<0.5 olmasi negatif sonug kabul edilmistir.

3.5. Dynamiker Aspergillus Galaktomannan Kiti

3.5.1. Test prensibi

Dynamiker Aspergillus galaktomannan testi serum ve BAL sivisi
orneklerinde Aspergillus galaktomannan antijeni aranmasinda kullanilan sandvig
ELISA yontemidir. Galaktomannan antikorlar: ile kapl kuyucuklara serum/BAL
s1vis1 drnekleri konularak mikroplak inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklara konjugat eklenir. Konjugat, peroksidaz bagli GM antikorlaridir.
Galaktomannan antijeni varliginda galaktomannan antikoru-galaktomannan
antijeni-peroksidaz bagli galaktomannan antikoru birleserek kompleks olusturur.
Yikama basamagi ile bagli olmayan molekiiller uzaklastirilir. TMB soliisyonu
eklenmesiyle Ab-Ag-Ab kompleksi varliginda enzimatik reaksiyon gergekleserek

mavi renk olusumu gozlenir. Siilfirik asit eklenerek enzimatik reaksiyon
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durdurulur. Sulfirik asit ilavesi ile kuyucuklardaki mavi renk sar1 renge doniisiir.
Kuyucuk absorbanslar1 450 nm (referans filtre 620/630 nm) dalgaboylarinda

spektrofotometrede olciliir.

3.5.3. Testin uygulamsi

1. Kontrol ve serum/BAL sivisi 6rneklerinden 300’er pL alinarak 1.5 mL’lik

ependorflara konulmustur.

2. Uzerlerine 100 pL sample treatment soliisyonu eklenerek 10 saniye

vorteks yapilmistir.

3. 10,000rpm’da 5 saniye santrifiij edilen ependorflar 100°C’de 6 dakika

1sitic1 blokta bekletilmistir.

4. Isitic1 bloktan ¢ikarillan ependorflar 10,000xg’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. 100 pL siipernatan ELISA basamaginda kullanilmak iizere

ayrilmastir.
5. Yikama soliisyonu hazirlanmistir.

6. Uretici firma &nerileri dogrultusunda bir kuyucuk negatif kontrol, iki
kuyucuk cut-off kontrol ve bir kuyucuk pozitif kontrol olarak

belirlenmistir.

7. Kontrol ve serum/BAL sivist silipernatanlarindan 100 pL alinarak

kuyucuklara eklenmistir.
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8. Mikroplak yapiskan film ile kaplanarak 37°C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir.
9. Suire sonunda kuyucuk icerikleri aspire edilerek yikama soliisyonu ile bir
kez yikama yapilmistir.
10. Her kuyucuga 100 pL konjugat eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir.
11. Siire sonunda kuyucuk igerikleri aspire edilerek yikama soliisyonu ile {i¢
kez yikama yapilmastir.
12. Her kuyucuga 100 uL TMB soliisyonu eklenmistir.
13. Mikroplak karanlik bir alanda 37°C’de 25 dakika inkiibe edilmistir.

14. Siire sonunda her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklenmistir.

15. Mikroplak optik okuyucuda 450 nm (referans filtre 620/630 nm)

dalgaboyunda okutulmustur.
3.5.4. Sonuc¢larin yorumlanmasi

1. Ortalama cut-off kontrol degeri, cut-off kontrol serum optik dansiteleri

toplaminin ikiye bdliinmesi ile bulunmustur.
2. Testin gegerli sayilabilmesi i¢in su kriterler kontrol edilmistir.

Pozitif kontrol OD

> 1,5
Ortalama cut — of f kontrol OD

Pozitif kontrol indeks =

Negatif kontrol OD

<04
Ortalama cut — of f kontrol OD

Negatif kontrol indeks =
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3.Her bir serum i¢in indeks hesaplanmustir.

Ornek OD
Ortalama cut — of f kontrol OD

indeks =

Indeks>0.5 olmasi pozitif sonug kabul edilmistir.

Indeks<0.5 olmasi negatif sonug kabul edilmistir.

3.6. Fungus (1-3)-B-D-Glukan Tespit Kiti (CLIA)

3.6.1. Test prensibi

Fungus (1-3)-B -D-glukan Kiti serum ve BAL sivisindaki (1-3)-B-D-

glukanin kantitatif tespiti i¢in kullanilmaktadir.

Calisma prensibinin ELISA ile temel farki kolorimetrik bir substrat yerine
kemiliiminesan bir substratin (luminol) kullanilmasidir. HRP (horseradish
peroxidase) isaretli anti (1-3)-B-D-glukan antikoru, numune ve (1-3)-p-D-glukan
antikoruyla kapli manyetik boncuk, reaksiyon kabinda karistirilir ve inkiibe edilir.
Serumda antijen varhiginda HRP etiketli anti (1-3)-p-D-glukan antikor — antijen —
antikor kapli manyetik boncuk bir kompleks olusturur. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra olusan ¢okelti bir manyetik alanin etkisi ile tekrar tekrar yikanir. Kromojen
soliisyonunu eklenir ve kemiliiminesans reaksiyonundan sonra aydmnlik siddeti
degeri okunur. Isik sinyalinin yogunlugu, BDG icerigi ile pozitif olarak iliskilidir.

Test edilecek numunedeki BDG konsantrasyonu standart egriye gore hesaplanir ve
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kantitatif tespiti ger¢eklestirilir. Tiim bu islemler tam otomatize kapali bir sistemde

gerceklesmektedir.

3.6.2. Testin uygulamsi

Bu test serum ve BAL numunelerinde kullanilmaktadir. Numuneler 2-8
°C'de saklanmalidir. Ornekler 24 saat icinde test edilemeyecekse - 20 °C'nin altinda
saklanmalidir. Bilyilk 06l¢ide hemolizli, ikterik veya lipemik numuneler

reddedilmelidir.

Optik sinyalin dogru 6lctilebilmesi i¢in cihazin bulundugu oda sicakligmin
25+5°C olmasma dikkat edilmistir. Kullanilacak kit ¢alismadan 30 dakika 6nce oda
sicakhigina ¢ikarilmistir. Kontrol soliisyonlar1 ireticinin  belirledigi sekilde
hazirlanip 60 saniye vortekslenmistir. Numunenin konacagi bolimiin filmi
acildiktan sonra test stribi FACIS’e yerlestirilmistir. Strip cihaza yerlestirildikten

sonra 300 uL numune/kontrol eklenip pipetlenmistir ve calisma baslatilmistir.

Sistem tarafindan kaydedilen kalibrasyon verileriyle bir ¢aliyma egrisi elde
edilmigtir. Sistem yazilimi, agirhikli dort parametreli bir yerlestirme yontemini
kullanarak her 6rnegin antijen konsantrasyonunu otomatik olarak hesaplamistir.

Yaklasik 1 saat icinde ng/mL biriminde bir sonug elde edilmistir.

3.6.3. Sorunlarin Yorumlanmasi

Test sonuglarmin giivenilirligini saglamak i¢in her bir kit partisi i¢in en az

iki kez kontrol ¢calisilmistir ve sonug belirtilen kontrol araliklar1 iginde bulunmustur.
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Pozitif kontroliin referans araligi 8-12 ng/mL'dir.
Negatif kontroliin referans araligi 0-0.06 ng/mL'dir.

BDG konsantrasyonunun > 0.1 ng/mL olmasi1 pozitif sonu¢ olarak kabul

edilmistir.

BDG konsantrasyonunun < 0.06 ng/mL olmas1 negatif sonu¢ olarak kabul

edilmistir.

BDG konsantrasyonunun 0,06-0,1 ng/mL arasinda olmasi ise siipheli sonug

olarak kabul edilmistir.

3.7. Aspergillus Galactomannan Detection Kit (CLIA)

3.7.1. Test prensibi

Aspergillus Galactomannan Detection Kit (CLIA), insan serumu ve
bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda Aspergillus galaktomannan antijeninin

kantitatif tespiti i¢in kullanilmaktadir.

Calisma prensibinin ELISA ile temel farki kolorimetrik bir substrat yerine
kemiliiminesan bir substratin (luminol) kullanilmasidir. HRP isaretli anti-
Aspergillus GM antikoru, numune ve Aspergillus GM antikoruyla kapli manyetik
boncuk reaksiyon kabinda karistirilir ve inkiibe edilir. Serumda antijen varliginda
HRP etiketli anti-Aspergillus galaktomannan antikor — antijen — antikor kaph
manyetik boncuk bir kompleks olusturur. Reaksiyon tamamlandiktan sonra olusan

cokelti bir manyetik alanin etkisi ile tekrar tekrar yikanir. Kromojen soliisyonunu
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eklenir ve kemiliiminesans reaksiyonundan sonra aydinlik siddetinin degeri okunur.
Isik sinyalinin yogunlugu, GM igerigi ile pozitif olarak iliskilidir. Test edilecek
numunedeki GM konsantrasyonu standart egriye gore hesaplanir ve kantitatif tespiti
gerceklestirilir.  Tim bu islemler tam otomatize kapali bir sistemde

gerceklesmektedir.

3.7.2. Testin uygulanisi

Bu test serum ve BAL numunelerinde kullanilmaktadir. Numuneler 2-
8°C'de saklanmalidir. Ornekler 24 saat icinde test edilemeyecekse - 20 °C'nin
altinda saklanmalidir. Biiyiik 6l¢iide hemolizli, ikterik veya lipemik numuneler

reddedilmelidir.

Optik sinyalin dogru 6lgiilebilmesi i¢in cihazin bulundugu oda sicakligmin
25+5°C olmasma dikkat edilmistir. Kullanilacak kit ¢alismadan 30 dakika 6nce oda
sicakligmma ¢ikarilmistir. Kontrol soliisyonlar1 {ireticinin belirledigi sekilde
hazirlanip 60 saniye vortekslenmistir. Numunenin konacagi bolimiin filmi
acildiktan sonra test stribi FACIS e yerlestirilmistir. Strip cihaza yerlestirildikten

sonra 300 pL numune/kontrol eklenip pipetlenmistir ve ¢aligma baslatilmistir.

Sistem tarafindan kaydedilen kalibrasyon verileriyle bir ¢alisma egrisi elde
edilmigtir. Sistem yazilimi, agirhikli dort parametreli bir yerlestirme yontemini
kullanarak her 6rnegin antijen konsantrasyonunu otomatik olarak hesaplamistir.

Yaklasik 1 saat icinde ng/mL biriminde bir sonug elde edilmistir.
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3.7.3. Sonug¢larin yorumlanmasi

Test sonuglarinin giivenilirligini saglamak i¢in her bir kit partisi i¢in en az

iki kez kontrol ¢alisilmistir ve sonug belirtilen kontrol araliklar1 i¢inde bulunmustur.

Pozitif kontroliin referans aralig1 8-12 pg/L'dir;

Negatif kontrollin referans araligi 0-0.25 pg/L'dir;

GM konsantrasyonunun > 0,5 ug/L olmasi pozitif sonu¢ olarak kabul

edilmistir.

GM konsantrasyonunun < 0.25 pg/L olmasi negatif sonu¢ olarak kabul

edilmistir.

GM konsantrasyonunun 0,25-0,5 pg/L arasinda olmasi ise siipheli sonug

olarak kabul edilmistir.

3.8. istatiksel Analiz

Arastirma verilerinin istatistiksel analizleri i¢in Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), Windows icin versiyon 25.0 (SPSS Inc. Chicago, USA)
bilgisayar paket programi kullanilmigtir. Tanimlayict istatistikler kisminda
kategorik degiskenler say1 ve yiizde verilerek, siirekli degiskenler ise ortalama +
standart sapma ve ortanca (en kulglk-en biiyiik deger) ile sunulmustur.
Galaktomannan ve (1-3)-3-D-Glukan testleri igin duyarhilik, 6zgiilliik, pozitif ve
negatif prediktif deger (PPD, NPD) hesaplanmistir. Testler aras1 uyum i¢in ROC

(Receiver Operating Characteristic) analizi yapilarak egri altinda kalan alan (AUC)
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hesaplanmistir. Egri altinda kalan alan 0.90-1.00 mikemmel, 0.80-0.90 iyi, 0.70-
0.80 orta, 0.60-0.70 zayif, 0.50-0.60 basarisiz bir test olarak degerlendirilmistir.

Istatistiksel anlamlilik degeri p<0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza 1 Ekim 2023- 1 Haziran 2024 tarihleri arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji servisinde yatan ve 18 yasindan
biiyiik hematopoetik sistem kanserli invazif mikoz sliphesi olan ancak kiiltiir negatif
17 hasta, hematopoetik sistem kanserli IM siiphesi olmayan 49 hasta ve 27 saglikli
gonillii olmak tizere toplam 93 kisi dahil edilmistir. Bu hastalara ait toplam 93
serum calismaya almmustir. Platelia™ Aspergillus Ag testi ile GM pozitif sonug
alinan 17 hasta (%18,28) EORTC/MSG kriterlerine gore ‘yiiksek olasilikl’ invazif
mikoz olarak siflandirilmistir. Hematolojik malignite nedeniyle hematoloji
servisinde yatip testi negatif sonuclanan 49 kisi (%52,69) hasta kontrol grubunu
olusturmustur. Altta yatan herhangi bir malignitesi olmayan 27 kisi (%29,03) ise

saglikli kontrol grubunu olusturmustur.

4.1. Demografik Veriler

EORTC/MSG kriterlerine gore yiiksek olasilikli IM olarak tanimlanan grup
7 (%41,18) kadin, 10 (%58,82) erkek hastadan olusmaktadir. Bu grupta yer alan
hastalarin yas ortalamalar1 50,00+16,82°dir. IM olmayan hasta kontrol grubu 23
(%46,9) kadn, 26 (%53,1) erkek hastadan olugsmaktadir. Bu grubun yas ortalamasi
ise 51+13,4’tiir. Saglikli kontrol grubunda ise 15 (%55,6) kadin, 12 (%44,4) erkek
hasta bulunurken bu grupta yer alan hastalarin yas ortalamalar1 50,44+17,04 tiir.

Hasta gruplarma ait yas ve cinsiyet dagilimi tablo ’da gosterilmistir.
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Tablo 4. Hasta gruplarina ait yas ortalamasi

IM olan hasta | IM olmayan | Saghkli kontrol grubu
grubu hasta kontrol n (%)
n (%) grubu n=27
n=17 n (%)
n=49
Yas (x£SD) 50+16,82 51+13,4 50,44+17,04
Ortanca 53 (26-78) 53 (22-72) 50(18-77)
Tablo 5. Hasta gruplarina ait cinsiyet dagilimi
IM olan hasta | IM olmayan | Saghkli p degeri
grubu hasta kontrol
n (%) kontrol grubu
n=17 grubu n (%)
n (%) n=27
n=49
Cinsiyet ~ Kadim 7 (41,18) 23 (46,9) 15 (55,6)
>0,05
Erkek 105882 | 26(531) | 12(44.4)

Yiiksek olasiliklt IM olan hasta grubunda en sik altta yatan hastaligin AML

(%52,94) ikinci sirada lenfoma (%23,53), ti¢lincii sirada ise ALL (%17,65) oldugu

goriilmiistiir. Invazif mikoz olmayan hasta kontrol grubuna bakildiginda ise en sik

altta yatan hastalik AML (%46,94) ikinci sirada ALL (%16,33), {iciincii sirada ise

lenfoma (%14,29) oldugu goriilmiistiir. Hasta gruplarina ait altta yatan hastaliklar

tablo 6’da gosterilmistir. Hasta gruplarina ait risk faktorleri ise tablo 7 ve tablo 8’de

gosterilmistir.
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Tablo 6. Hasta gruplarina ait altta yatan hastaliklar

Altta yatan IM olan hasta IM olmayan hasta p degeri
hastalik grubu kontrol grubu
n (%) n (%)
n=17 n=49
ALL 3 (17,65) 8 (16,33)
AML 9 (52,94) 23 (46,94)
KLL 1 (5,88) 2 (4,08)
KML 0 (0) 2 (4,08) 50,05
Multiple 0(0) 6 (12,24)
Myelom
Lenfoma 4 (23,53) 7 (14,29)
Bifenotipik 0(0) 1(2,04)
akut l6semi
Tablo 7. Yiiksek olas1 IM tanili hasta grubuna ait risk faktorleri
ﬁisl\lfﬁ HSTC GVHD  STEROID B/ISE:-JL(»:A}Q\(IEICI EI;IL(JiFLi NOTROPENI  OLUM
ILAC AF
Hasta 1 AML ALLOJENIK VAR VAR VAR VAR VAR VAR
Hasta 2 LENFOMA YOK YOK VAR VAR VAR YOK VAR
Hasta 3 AML YOK YOK YOK YOK VAR VAR VAR
Hasta 4 AML YOK YOK YOK VAR VAR VAR VAR
Hasta 5 AML ALLOJENIK YOK YOK VAR VAR YOK YOK
Hasta 6 AML ALLOJENIK YOK YOK VAR VAR VAR YOK
Hasta 7 AML YOK YOK YOK YOK YOK VAR VAR
Hasta 8 ALL ALLOJENIK YOK YOK VAR VAR VAR YOK
Hasta 9 LENFOMA YOK YOK YOK YOK VAR VAR VAR
Hasta 10 LENFOMA  ALLOJENIK VAR VAR VAR VAR VAR YOK
Hasta 11 KLL YOK YOK VAR VAR VAR YOK VAR
Hasta 12 AML ALLOJENIK YOK YOK VAR VAR YOK VAR
Hasta 13 AML ALLOJENIK YOK YOK VAR VAR YOK VAR
Hasta 14 ALL YOK YOK YOK VAR VAR VAR VAR
Hasta 15 LENFOMA  ALLOJENIK YOK YOK VAR VAR YOK VAR
Hasta 16 ALL ALLOJENIK YOK YOK YOK YOK VAR YOK
Hasta 17 AML ALLOJENIK VAR YOK YOK VAR VAR VAR
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Tablo 8. Invazif mikoz olmayan hasta kontrol grubuna ait risk faktorleri

Hasta 1
Hasta 2
Hasta 3
Hasta 4
Hasta 5
Hasta 6
Hasta 7
Hasta 8
Hasta 9
Hasta 10
Hasta 11
Hasta 12
Hasta 13
Hasta 14
Hasta 15
Hasta 16
Hasta 17
Hasta 18
Hasta 19
Hasta 20
Hasta 21
Hasta 22
Hasta 23
Hasta 24
Hasta 25
Hasta 26
Hasta 27
Hasta 28
Hasta 29
Hasta 30
Hasta 31
Hasta 32
Hasta 33
Hasta 34
Hasta 35
Hasta 36
Hasta 37
Hasta 38
Hasta 39
Hasta 40
Hasta 41
Hasta 42
Hasta 43
Hasta 44
Hasta 45
Hasta 46
Hasta 47
Hasta 48
Hasta 49

KESIN
TANI
MM
AML
LENFOMA
LENFOMA
AML
AML
LENFOMA
MM
KML
ALL
ALL
AML
ALL
ALL
AML
AML
AML
AML
AML
ALL
KML
LENFOMA
KLL
AML
AML
MM
AML
LENFOMA
MM
ALL
KLL
AML
ALL
ALL
MM
AML
LENFOMA
LENFOMA
MM
BAL
AML
AML
AML
AML
AML
AML
AML
AML
AML

HSTC

ALLOJENIK
VAR
OTOLOG
YOK
YOK
YOK
YOK
ALLOJENIK
YOK
ALLOJENIK
VAR
VAR
YOK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
YOK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
OTOLOG
ALLOJENIK
YOK
YOK
ALLOJENIK
YOK
OTOLOG
ALLOJENIK
YOK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
OTOLOG
ALLOJENIK
OTOLOG
ALLOJENIK
ALLOJENIK
YOK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
YOK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
ALLOJENIK
YOK
YOK
YOK

GVHD STEROID BASKILAYICI

YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
VAR
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK

YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
YOK
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK

T HUC

ILAC
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
VAR
YOK
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK

KUF

ETKILI NOTROPENI

AF
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK

VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK

OLUM

YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
VAR
YOK
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
VAR
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
YOK
VAR
YOK
YOK

4.1. Dynamiker Aspergillus Galaktomannan Testi

Calisgmamizda toplamda 93 hasta serumu test edilmistir. Dynamiker

Aspergillus GM testinin Platelia™ Aspergillus Ag testi ile pozitif bulunan 17
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ornegin 17 tanesinde pozitiflik yakaladigi tespit edilmistir. Dynamiker Aspergillus

galaktomannan testi toplamda 19 6rnekte pozitiflik saptamistir.

Tablo 9. Platelia™ Aspergillus Ag ve Dynamiker Aspergillus galaktomannan testlerinin

karsilastirilmast
PLATELIA GM
Pozitif Negatif Toplam
DYNAMIKER GM  Pozitif 17 2 19
Negatif 0 74 74
Toplam 17 76 93

FDA onayl Platelia™ Aspergillus Ag testi sonuglarma gére tek serum
orneginde Dynamiker Aspergillus GM testinin duyarlihigi %100, 6zgilligi %97,4,
pozitif prediktif degeri (PPD) %89,5, negatif prediktif degeri (NPD) %100 olarak

bulunmustur.

Tablo 10. Dynamiker Aspergillus galaktomannan testinin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif

prediktif degerleri
Duyarlhilik | Ozgiillik | PPD NPD p degeri
Dynamiker
AT %100 | %974 | %89,5 | %100 <0,001
galaktomannan
testi

Platelia. GM testi altin standart alinarak Dynamiker GM testi icin ROC
analizi yapilmistir. ROC egrisinin AUC degerlerine gore Dynamiker GM testi

%99,4 oraninda basarili bulunmustur.
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Sekil 6. Dynamiker GM testinin Platelia GM testi altin standart alinarak alinarak olusturulmus ROC
analizi

4.2. Kemiliiminesans Immiinoanaliz Temelli Aspergillus

Galaktomannan Testi

Aspergillus Galactomannan Detection Kit (CLIA GM) ile toplamda 93 hasta

serumu test edilmistir. CLIA GM testinin Platelia™ Aspergillus Ag testi ile pozitif

bulunan 17 6rnegin 12 tanesinde pozitiflik yakaladig: tespit edilmistir. CLIA GM

testi toplamda 18 Ornekte pozitiflik saptamustir.

Tablo 11. Platelia™ Aspergillus Ag ve CLIA GM testlerinin karsilastirilmasi

PLATELIA GM
Pozitif Negatif Toplam
CLIA GM Pozitif 12 6 18
Negatif 5 70 75
Toplam 17 76 93
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FDA onayl Platelia™ Aspergillus Ag testi sonuglarina gére CLIA GM

testinin duyarliligt %70,6, 6zgilliigi %92,1, pozitif prediktif degeri (PPD) %66,7,

negatif prediktif degeri (NPD) %93,3 olarak bulunmustur.

Tablo 12. CLIA GM testinin duyarhilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri

Duyarlilik

Ozgiilliik

PPD

NPD

p degeri

CLIAGM %70,6

%92,1

%66, 7

%93,3

<0,001

Platelia GM testi referans alinarak CLIA GM testi i¢cin ROC analizi

yapilmistir. ROC egrisinin AUC degerlerine gore CLIA GM testi %86,9 oraninda

basarili bulunmustur.

1,0

0,8
Y 0,6
=
4
j=3
a 0,4

0,2 |

0,0

0,0 0,2 0,4 0,6
1-Ozgiilliikk

1,0

Sekil 7. CLIA GM testinin Platelia GM testi referans alinarak alinarak olugturulmus ROC analizi
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4.3. Kemiliiminesans immiinoanaliz Temelli Fungus (1-3)-B -D-Glukan

Testi (CLIA BDG)

Fungus (1-3)-p -D-Glukan Tespit Kiti (CLIA BDG) ile toplamda 93 hasta
serumu test edilmistir. CLIA BDG testinin Platelia™ Aspergillus Ag testi ile pozitif
bulunan 17 6rnegin 15 tanesinde pozitiflik yakaladigi tespit edilmistir. CLIA BG

testi toplamda 29 ornekte pozitiflik saptamistir.

Tablo 13. PlateliaTM Aspergillus Ag ve CLIA BDG testlerinin karsilastiriimasi

PLATELIA GM
Pozitif Negatif Toplam
CLIA BDG Pozitif 15 14 29
Negatif 2 62 64
Toplam 17 76 93

FDA onayl Platelia™ Aspergillus Ag testi sonuglarina gore tek serum
orneginde CLIA BDG testinin duyarlilig1 %88,2, 6zgiilliigii %81,6, pozitif prediktif

degeri (PPD) %51,7, negatif prediktif degeri (NPD) %96,9 olarak bulunmustur.

Tablo 14. CLIA BDG testinin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri

Duyarhilik | Ozgiillik | PPD NPD p degeri

CLIA BDG %88,2 %81,6 %51,7 %96,9 <0,001

Platelia GM testi referans almarak CLIA BG testi i¢in ROC analizi
yapilmistir. ROC egrisinin AUC degerlerine gére CLIA BG testi %87,8 oraninda

basarili bulunmustur.
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Sekil 8. CLIA BDG testinin Platelia GM testi referans alinarak alinarak olusturulmus ROC analizi

Ug test i¢in birlikte ROC analizi yapilmistir. Referans yonteme gore, ROC
egrisinin AUC degerlerine gdre DYNAMIKER ELISA (0.994), CLIA BDG (0.878)

ve CLIA GM (0.869) olarak basar1 siralamasi yapilmustir.
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Sekil 9. Dynamiker GM, CLIA GM ve CLIA BG testinin Platelia GM testi referans alinarak alinarak
olusturulmus ROC analizi

Tablo 15. ROC Egrisi Altindaki Alan (Area Under Curve - AUC)

Asimptotik | Asimptotik 95% Giliven
Anlamlilik Araligi
Alan | Std Hata (p) Alt Smir Ust Smir
DYNAMIKER
ELISA 0.994 0.005 0.000 0.983 1.000
CLIA GM 0.869 0.058 0.000 0.755 0.983
CLIA BDG 0.878 0.056 0.000 0.768 0.989
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5. TARTISMA

invazif fungal enfeksiyonlar derin dokularda maya veya kiif kaynakli
sistemik mantar enfeksiyonlarmi kapsamaktadir. Bu enfeksiyonlarin kesin tanisi
icin kan veya invazif yontemlerle alinan doku 6rnekleri gerekmektedir. Hastalarin
bazilarindan invazif yontemlerle Ornek elde edilmesi zor oldugundan tanida
gecikmeler yasanabilmektedir. Kiiltiir dig1 hizli tani testleri, erken tan1 konulmasina
olanak saglayarak antifungal tedavinin hizli bir sekilde baslanmasina yardimci
olmaktadir. Bu nedenle invazif olmayan serolojik tani testleri 6n plana

¢ikmaktadir(111).

Galaktomannan, IFE tanisinda kullanilan, biiyiiyen hifler ve konidyumlar
tarafindan salinan, serumda, BAL’da veya BOS’da tespit edilebilen hiicre duvari
antijenidir. Galaktomannan antijeni immiin yetmezligi olan notropenik hastalarda

ve anjiyo-invazif karakterdeki enfeksiyonlarda daha sik tespit edilmektedir(112).

Platelia Aspergillus ELISA testi (Bio-Rad Laboratories, Redmond,
Washington) serumda ve BAL sivisinda Aspergillus fumigatus GM antijeninin
tespiti i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. Yetiskinlerde ve ¢ocuklarda >0,5'lik bir

optik yogunluk indeksi pozitif kabul edilmistir(113).

Bagisiklik sistemi baskilanmis ve ndtropenik hastalarm dahil edildigi bir
metaanalizde GM ELISA'nin OD indeksi 0,5 olarak kabul edildiginde duyarliligi
%78 (70% ila 85%) ve ozgiilliigii %85 (78% ila 91%) olarak bulunmusur. Optik

dansite indeksi 1,0 olarak kabul edildiginde ise duyarlilik %71 (63% ila 78%) ve

Ozgullik %90 (86% ila 93%) olarak bulunmustur(114). Optik dansitenin
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artirllmasiyla duyarhilik diiserken o6zgiilliik yiikselmistir. Bizim calismamizda
Platelia™ Aspergillus Ag testi referans test olarak alindiginda Dynamiker
Aspergillus GM testinin duyarliligi, 6zgiilliigii, PPD, NPD ve dogruluk sirasiyla
%100, %97.,4, %89,5, %100, %97,85 olarak bulunmustur(114). Optik dansite icin
sinir degeri Platelia™ Aspergillus Ag testi icin 0,5, Dynamiker Aspergillus GM

testi icin 0,5 olarak alinmustir.

Cuhadar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise Dynamiker Aspergillus
Galaktomannan ve Dynamiker Fungus (1-3)-B-D-Glukan testlerinin IPA
enfeksiyonlarindaki tanisal duyarhliklarmi FDA onayli Platelia™ Aspergillus Ag
testi ile karsilastirilmistir. Toplam 62 hastanin dahil edildigi ¢calismada 32 (%51,6)
hasta IPA olarak tanimlanmis, IPA olmayan 30 (%48,4) hasta ise kontrol grubunu
olusturmustur. IPA tanis1 alan 32 hastanm 11 (%34,4) tanesi yiiksek olasilikli IPA,
21’1 (%65,6) ise diisiik olasilikli IPA olarak smiflandirilmistir. Platelia™
Aspergillus Ag testi referans alindiginda Dynamiker Aspergillus galaktomannan
testinin duyarliigi %77,8, ozgilligii %93,7, PPD’si %63,6, NPD’si %96,7 ve
dogruluk %91,7 bulunmustur(p<0,001)(115). Bizim ¢alismamizda FDA onayli
Platelia™ Aspergillus Ag testi sonuglarina gore tek serum drneginde Dynamiker
Aspergillus GM testinin duyarlihigi %100, 6zgiilligii %97,4, PPD’si %89,5, NPD’si
%100 olarak bulunmustur. Bizim ¢aligmamizin daha yiiksek duyarlilifa sahip
olmasi, yiiksek olasilikli IM grubumuzun hematolojik maligniteli hastalardan

olusmasina baglanmustir.

Hematolojik malignitesi olan 82 hasta serumunda (28 yiiksek olasi, 23

diisiik olas1 IFE, 30 negatif) Dynamiker Aspergillus galaktomannan kiti ile yapilan
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retrospektif bir caligmada duyarlilik %79,3, 6zgillik %83, PPD %71,9, NPD %88

bulunmustur(116).

Guo ve arkadaslar1 tarafindan 228 hasta serumu ile yapilan c¢aligmada
EORTC/MSG kriterleri referans alindiginda Dynamiker Aspergillus GM testinin
duyarliligi, 6zgulliigli, PPD, NPD swrasiyla %80,73, %97,48, %96,70, %84,67
olarak hesaplanmistir. ROC egrisi altinda kalan alan ise 0,901 bulunmustur(117).
Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismayla uyumlu olarak Dynamiker Aspergillus GM

testi icin AUC degeri 0,994 bulunmustur.

Hematolojik malignitesi olan pediatrik hastalarda Platelia GM testinin
kullanim1 i¢in yapilan bir ¢aligmada OD indeksi> 0,5 olarak alindiginda duyarliligs,
ozgilliigii, PPD, NPD ve dogruluk sirasiyla %87,1, %86,8, %91,5, %80,5 ve %87,0
bulunmustur. En yiiksek dogruluk oranini tespit etmek i¢in ROC analizi yapilarak
ideal OD indeksinin 0,67 oldugu bulunmustur. Optik dansite indeksi 0,67 olarak
alimdiginda ise duyarhiligi, 6zgiilliigii, PPD, NPD ve dogruluk oranlar1 sirasiyla

%382,3, %97,4, 98,1, %77,1, %88,0 olarak bildirilmistir(118).

(1-3)-beta-D-glukan, IFE tan1 ve tedavisinin izlenmesi i¢in serum belirteci
olarak kullanilabilen bir fungal hiicre duvari bilesenidir (119). Galaktomannan
blyik Olclide Aspergillus'a 6zgu olsa da, BDG panfungal bir biyobelirtectir.
Aspergillus enfeksiyonlarini, Pneumocystis jirovecii pnémonisi veya kandidoz gibi

diger fungal enfeksiyonlar1 birbirinden ayirt edemez (120).

Yogun bakim {iinitesinde sistemik Candida enfeksiyonlarmim tanisi ve

tedavisinin smiflandiriimasinda serum BDG diizeyi yol gdsterici olsa da 1A tanis
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icin belirsizligini korumaktadir. (1-3)-beta-D-glukan duzeyleri Candida turlerinin
bagirsaktan fungal translokasyonu sonucu da yukselebilmektedir. Bu nedenle hava

yolu invazyonu olan IPA enfeksiyonunu gostermeyebilir(121).

Dichtl ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada EORTC/MSG
kriterlerine gore 47 kanitlanmis, 7 yiiksek olas1 1A tanili hasta ve 154 saghkl
kontrol grubu serum ornekleri Platelia™ Aspergillus Ag testi ve BDG ELISA
testiyle ¢alisilmistir. Hasta grubundan farkli zamanlarda 4 kez, kontrol grubundan
ise tek seferlik serum O6rnegi alinarak toplamda 380 serum Ornegi test edilmistir.
Galaktomannan ve BDG testlerinin duyarliliklar1 sirasiyla %48 ve %56 6zgiilliikleri
%99 ve %93 bulunmustur. Tiim O6lglim sonuglar1 kullanilarak bir ROC egrisi
cizilmistir. Egri altinda kalan alan (AUC) GM ELISA i¢in 0,76 ve BDG ELISA
testi icin 0,81 olarak bulunmustur. Hasta grubundan farkli zamanlarda alinan
orneklerin analizinde BDG testinin GM testine gore daha erken pozitiflestigi

bulunmustur. Enfeksiyonun prognozu agisindan tedavinin erken baslamasi 6nemli

olmaktadir(122).

Baska bir caliymada Weinbergerova ve arkadaslart BDG'nin serum ve
BAL’dan test edildiginde IPA tamsinin konmasindaki etkinligini incelemistir.
Yapilan BDG testinin BAL i¢in duyarliligi, 6zgiilliigli, pozitif ve negatif 6ngorii
degeri ve dogruluk orani sirasiyla %56,5, %83,2, %34,2, %92,5 ve %79,7, serum
icin sirastyla %56,5, %82,6, %33,3, %92,5 ve %79,1 olarak birbirine yakin degerler

bulunmustur(123).
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Hematolojik maligniteleri veya solid organ tiimorleri olan bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda yapilan bir metaanaliz ¢alismasinda IM tamisinda Fungitell
BDG testinin kullanim1 degerlendirilmistir. Bu ¢alismada duyarlilik ve 6zgiilliik
strastyla %80 ve %63 olarak bulunmustur. Yapilan ROC analizinde ise AUC degeri

0,81 olarak hesaplanmistir(124).

Karageorgopoulos ve arkadaslarinin 16 galismayr degerlendirildigi bir
metaanalizde BDG ELISA analizlerinin duyarliligt %76,8 (%67,1-%84,3) ve
ozgiilligii  %85,3 (%79,6-%89,7) olarak bulunmustur. EORTC/MSG tam
kriterlerinin altin standart olarak alindig1 ¢alismada ROC egrisi altinda kalan alan
0,89 olarak hesaplanmustir(125). Bizim ¢alismamizda BDG CLIA testi igin ROC

egrisi altinda kalan alan bu ¢alismayla korele sekilde 0.878 olarak hesaplanmaistir.

Baska bir ¢alismada hematolojik maligniteleri olan hastalarda 1A tanis1 i¢in
BDG testinin performansi incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda BDG testinin
kanitlanmis veya yiiksek olas1 IA tanisi olan hastalar icin GM testinden daha duyarl
oldugu fakat GM testine kiyasla daha diisiik 6zgiilliige sahip oldugu bulunmustur.
Invazif aspergilloz tanis1 igin GM testinin BDG testinden daha 6zgiil oldugu
(swrastyla %97'ye kars1 %82) ve BDG testinin GM testinden daha duyarl oldugu
(swrastyla %81'e karst %49) bulunmustur. Genel olarak BDG testi GM testinden
daha iyi performans gostermistir. Iki testin birbirini tamamlayacak sekilde
kullanilmas1 Onerilmistir (126). Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismayla uyumlu
olarak GM testinin BDG testinden daha 6zgiil oldugu (swrasiyla %92,1'ye karsi
%81,6) ve BDG testinin GM testinden daha duyarli oldugu (sirastyla %88,2'e kars1

%70,6) bulunmustur.
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Lahmer ve arkadaglar1 tarafindan yapilan gdzlemsel bir calismada
hematolojik maligniteleri ve septik soku olan kritik hastalarda IPA erken tanis1 i¢in
serum GM ve BDG ELISA testleri karsilastirilmistir. Galaktomannan Platelia testi
icin genel duyarlilik %30 (%26-38) ve 6zgullik %98 (%94-100), BDG Fungitell
testi i¢in genel duyarlilik %90 (%86-96) ve o6zgulluk %85 (%79-86) olarak

bulunmustur(127).

European Organization for Research and Treatment of Cancer and the
Mycoses Study Group (EORTC/MSG) 2020 tanimlamalarinda mikolojik kriter
olarak antijen ELISA testleri onerilmektedir. ELISA testlerinin toplu olarak
calisilmasi, tek ornek calismak i¢cin ekonomik olmamasi, sonu¢ verme siiresinin
uzun olmasi ve uzun manuel basamaklardan olusmasi gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Bu nedenle, tek bir numuneyle maliyet agisindan verimli bir sekilde
calisabilen GM ve BDG testleri, IFE tanisin1 hizlandirma ve mortaliteyi azaltma
potansiyeline sahiptir. Son yillarda IFE tanis1 igin kemiliiminesans immiinoanaliz
(CLIA) temelli calisan ve kisa siirede sonug veren tam otomatize kapali sistemler

kullanilmaya baglanmaistir.

Troncoso ve arkadaslarinm yaptig1 bir ¢alismada Platelia™ Aspergillus Ag
testiyle Aspergillus GM testi (CLIA) karsilastiriinmstir. iki yontem serum 6rnekleri
icin %85,7 uyumlu bulunmustur. Aspergillus GM testi (CLIA) Platelia™"ya gore
yaklasik %16 daha yiiksek bir duyarliliga sahipken, Platelia™ ELISA, GM
CLIA'ya gore %11 daha fazla 6zgiilliik gdstermistir(128). Calismanizda Platelia™
ELISA referans alindiginda, Aspergillus GM testinin (CLIA) testinin duyarlilig

%70,6, 6zgiilligl %92,1 olarak bulunmustur.
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Wang ve arkadaslarinmn yaptig1 bir ¢ahsmada 126 1A (43 kamtlanmis, 83
yiiksek olas1) ve 195 negatif serum drnegi toplanmstir. Invazif aspergilloz tanis
EORTC/MSG kilavuzuna gore konulmustur. Toplanan 326 serum o6rnegi hem
Platelia™ Aspergillus Ag testiyle hem de Aspergillus GM testi (CLIA) ile
calistlmistir. Platelia™ Aspergillus Ag testine gore Aspergillus GM testinin (CLIA)
duyarlilik  %83,33 ve oOzgillik %82,05 olarak bulunmustur(129). Bizim
calismamizda ise Platelia™ Aspergillus Ag testi referans alindiginda GM CLIA
testinin duyarliligt %70,6, Ozgilligli %92,1 olarak bulunmustur. Bizim
calismamizda duyarlilik oranmin daha diisiik bulunmasi, 1A tanili hasta sayismim

daha az olmasima baglanmaistir.

Kiipper ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢aligmada allojenik kok hiicre nakli
olan 101 hastadan (kamtlanmis/yiiksek olast 1A 4 hasta) olusan bir grupta
Aspergillus GM Ag testi (CLIA) performansi degerlendirilmistir. GM CLIA testi
icin tek serum 6rneginde duyarlilik, 6zgiilliikk, PPD ve NPD sirasiyla %75.0, %88,7,
%21,7, %98,8 olarak bulunmustur. Yapilan ROC analizinde ise AUC degeri 0,819

olarak hesaplanmistir(130).

Bagska bir ¢alismada Calero ve arkadaslar1 iki farkli Aspergillus GM antijen
testini karsilastirmistir. 327 hastadan Aspergillus galactomannan Ag (CLIA) ile
Platelia Aspergillus Ag (Bio-Rad) testleri c¢aligilmistir. Bunlardan 120'si
retrospektif olarak (95 kanitlanmig/yiiksek olasi, 25 saglikli kontrol) 207'si
prospektif olarak test edilmistir. Platelia™ Aspergillus Ag testi referans alindiginda
GM CLIA testi icin %93,8 duyarlilik ve %89,5 6zgiilliik elde edilmistir. ROC egrisi

altindaki alan 0,97 bulunmustur. EORTC/MSG kriterleri referans aliarak sadece
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retrospektif grup igin testler degerlendirildiginde Platelia™ Aspergillus Ag testi
icin duyarlilik, 6zgiillik, PPD, NPD sirasiyla %63,2, %100, %100 ve %41,7 iken
Aspergillus galactomannan Ag (CLIA) igin sirasiyla %80,9, %100, %100 ve %59,5
bulunmustur. ROC egrisinin egrisi altinda kalan alanlar ise Platelia™ Aspergillus

Ag testi icin 0,962 ve GM CLIA testi i¢in 0,968 hesaplanmistir(105).

Albert ve arkadaglarmmin caligmasinda serum ve alt solunum yolu
orneklerinde Platelia Aspergillus Ag testi ve Aspergillus GM CLIA testi
karsilagtirilmistir. Toplamda 177 yetiskin hastadan alinan 535 6rnek (320 serum,
86 bronsiyal aspirat, 70 BAL ve 59 ETA) her iki yontemle test edilmistir. Hasta
gruplarinda kanitlanmis IPA tanili 1 hasta, yiiksek olasilikli IPA tanili 11 hasta ve
diisiik olasilikli IPA tanil1 33 hasta bulunmaktadir. Kanitlanmis/yiiksek olas1 IPA
tanisi icin GM CLIA testinin genel duyarliligi ve 6zgilliigii sirasiyla %100 ve %65
olarak bulunmustur. Serum 6rnekleri igin PPD ve NPD sirasiyla %42 ve %92 olarak
diger Orneklere gore daha yiiksek hesaplanmistir. Sadece serum Orneklerini
icerecek sekilde ROC analizi yapilarak AUC degerleri GM CLIA i¢in 0,80 Platelia
GM i¢in 0,87 bulunmustur(131). Bizim ¢alismamizda ise Platelia Aspergillus Ag
testi referans alindiginda GM CLIA testinin duyarlilig1 %70,6, 6zgilligi %92,1,
PPD %66,7, NPD %93,3 olarak bulunmustur. ROC analizi sonucunda AUC degeri

0,869 olarak hesaplanmistir.

B-(1,3)-D-glukanin tespiti, atnali yengegleri (horseshoe crab) olarak bilinen
Limulus polyphemus ve Tachypleus tridentatus amebositlerinden elde edilen faktor
G’nin BDG tarafindan aktive edilerek koagiilasyon kaskadini baglatmasi esasina

dayanmaktadir. Limulusun yapay olarak yetistirilmesi zordur ve biiyiik dlgekli
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yetistirme hi¢bir zaman elde edilememistir(132). Limulus kaynaklarinin giderek
azalmasi nedeniyle farkli bir yontem bulmak i¢in arastirmalar yapilmaktadir. Liu
ve arkadaslariin yaptig1 bir aragtirmada 574 serum Ornegi ¢aligilmistir. Calismada
52 6rnek IFE hastalarindan, 140 drnek yiiksek olas1 IFE hastalarindan ve 382 drnek
IFE olmayan veya saghkli goniilliilerden almmistir. Ornekler CLIA ve ELISA
yontemi kullanilarak (1-3)-p-D-glukan antijen tespiti i¢in es zamanli olarak test
edilmistir. Her iki test i¢in de ROC analizi yapilmistir. Egri altinda kalan alan 0,905
bulunmustur. Kemiliiminesans yontemle ¢alisilan BDG antijen testi i¢cin duyarlilik
ve Ozgullik sirasiyla %83,33 ve %89,76 olarak hesaplanmistir(133). Bizim
calismanmizda Platelia™ Aspergillus Ag testi sonuglarina gore tek serum drneginde
CLIA BDG testinin duyarlilig1 %88,2, 6zgiilligii %81,6, PPD’si %51,7, NPD’si
%96,9 olarak bulunmustur. ROC analizi sonucunda AUC degeri 0,878 olarak

hesaplanmastir.

Literatiire gore; IA i¢in GM testinin genel duyarlilik ve dzgiilliik degerleri
strastyla %67-%100 ve %86-100 arasinda degismektedir. Galaktomannan tespiti
icin en sik kullanilan ticari test, FDA onayl: Platelia™ Aspergillus Ag testi olarak
bilinmektedir. Cesitli calismalarla Platelia™ Aspergillus Ag testi %44 ile %100
arasinda degisen duyarlilik degerleri ve %78,6 ile %100 arasinda degisen 6zgiilliik
degerlerine sahip olarak bulunmustur. Galaktomannan IA tanisi ve tedavi takibi i¢in
iyi bir biyobelirte¢ olmasina ragmen, bazi yaymlarda A. fumigatus’a kars: diisiik
duyarlilik gostermesi ve erken tani i¢in yetersiz kalmasi dezavantaj olarak
bildirilmistir. Buna ragmen riskli hasta popiilasyonunda invazif 6rnek alinmasi zor

oldugu icin serolojik teslerin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Serum 6rneklerinde
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calisilan (1-3)-B-D-glukan testi, IFE’lerin taranmasinda ve tanisinda yardimei olan
etkili bir panfungal belirtectir. Baz1 calismalarda %75 oraninda yanlis pozitif sonug
bildirilmistir. Fakat BDG testinin NPD’si %90,57-99,8 araliginda oldugu i¢in bu

antijenin daha ¢ok IFE dislanmasi i¢in kullanilmasi dnerilmistir(134).
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6. SONUCLAR

Invazif fungal enfeksiyonlar immiin sistemi baskilanmis hematolojik
maligniteli hastalarda dnemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Hematolojik
malignitesi, kemoterapi kaynakli nétropenisi veya hematopoietik kok hiicre nakli

(HSCT) yapilmis hastalar ytiksek risk altindadir.

Invazif fungal enfeksiyonlarin tanis1 i¢in kan veya invazif yontemlerle
alman doku ornekleri gerekmektedir. Kiiltiir dis1 hizli tami testleri, erken tani
konulmasima imkan saglayarak antifungal tedavinin hizli bir sekilde baglanmasma

yardimc1 olmaktadir.

Calismamizda GM ve BDG testlerinin IA icin tamisal duyarliliklar
degerlendirilmistir. Kemiliiminesans analiz yontemiyle yapilan BDG testinin GM
testine gore daha yiiksek duyarliliga fakat, disiik o6zgilliige sahip oldugu
bulunmustur. Invazif aspergilloz tamis1 i¢in Platelia™ Aspergillus Ag testini
referans kabul ederek, CLIA temelli yontemleri karsilastirdigimizda, bu testlerin
hizli tanida kullanilabilecegi, ancak daha genis hasta gruplarmi igeren ek
caligmalarla bu bulgularin dogrulanmas1 gerektigi sonucuna varilmistir. Hizl tani
konmasiyla uygun tedaviye erken baglanmasi, mortalitenin diisiiriilmesi i¢in faydali

olmaktadir.
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8. OZET

INVAZIF MIKOZLARIN TANISINDA SEROLOJIK TANI YONTEMLERININ
YERI

Invazif mikozlar bagisiklign baskilanmis hastalarda morbidite ve
mortalitenin dnemli bir nedenidir. Serolojik testler, erken tan1 konulmasina imkan
saglayarak antifungal tedavinin hizli bir sekilde baglanmasina yardimci olmaktadir.
Serumda galaktomannan, 1,3-B-D-glukan testleri erken taniya yardimci olmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Platelia™ Aspergillus Ag Testi referans
alinarak Dynamiker Aspergillus Ag Kit (ELISA), Aspergillus Galactomannan
Detection Kit (CLIA) ve Fungus (1-3)-f -D-Glukan Tespit Kit (CLIA) antijen

testlerinin duyarliliklar1 bulunmustur.

Calismamiza 1 Ekim 2023- 1 Haziran 2024 tarihleri arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi hematoloji servisinde yatan hematopoetik
sistem kanserli invazif mikoz siiphesi olan hastalardan (17 hasta), hematopoetik
sistem kanserli invazif mikoz siiphesi olmayan hastalardan (49 hasta) ve saglikli
goniillillerden (27 kisi) alinan 93 serum dahil edilmistir. Tiim 6rnekler FDA onayli
Platelia™ Aspergillus Ag Testi ile analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda pozitif
cikan 17 hasta EORTC/MSG kriterlerine gore yliksek olasilikli invazif aspergilloz
olarak simniflandirilmistir. Toplamda 93 hasta serumu Dynamiker Aspergillus Ag Kit
(ELISA), Aspergillus Galactomannan Detection Kit (CLIA) ve Fungus (1-3)-3 -D-
Glukan Tespit Kiti (CLIA) kullanilarak test edilmistir. CLIA testleri FACIS-1(Full-

Automatic Chemiluminescence Immunoassay System) cihazinda ¢alisilmistir. Bu
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sonuclara gore Platelia™ Aspergillus Ag Testi referans alinarak &zgiilliik,

duyarlilik, negatif prediktif ve pozitif prediktif degerleri hesaplanmistir.

FDA onayl Platelia™ Aspergillus Ag testi sonuglarma gore tek serum
orneginde Dynamiker Aspergillus GM testinin duyarliligi %100, 6zgilligi %97,4,
pozitif prediktif degeri (PPD) %89,5, negatif prediktif degeri (NPD) %100
(p<0,001), CLIA GM testinin duyarlilig1 %70,6, 6zgilligi %92,1, PPD’si %66,7,
NPD’si %93,3 (p<0,001), CLIA BDG testinin duyarlilig1 %88,2, 6zgiilliigii %81,6,
PPD’si %51,7, NPD’si %96,9 (p<0,001) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore
CLIA BDG testinin CLIA GM testinden daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu,
CLIA GM testinin ise CLIA BDG testinden daha yiiksek 6zgiilliige sahip oldugu

gosterilmistir.

Platelia™ Aspergillus Ag testi referans alinarak yapilan ROC analizinde
egri altinda kalan alan (AUC) Dynamiker ELISA i¢in 0,994 CLIA BDG i¢in 0,878
ve CLIA GM igin 0,869 bulunmustur. Bu sonuglara gore invazif aspergilloz
tanisinda, CLIA temelli yontemlerin hizli tanida kullanilabilecegi, ancak daha genis
hasta gruplarin1 iceren ek caligmalarla bu verilerin dogrulanmasi gerektigi

diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Galaktomannan, Aspergillus, invazif mikoz, CLIA
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9. SUMMARY

IMPORTANCE OF SEROLOGICAL METHODS IN THE DIAGNOSIS OF

INVASIVE MYCOSES

Invasive mycoses are an important cause of morbidity and mortality in
immunocompromised patients. Serological testing allows early diagnosis and rapid
initiation of antifungal therapy. Serum galactomannan and 1,3-B-D-glucan tests are

used for early diagnosis.

Our study, was performed by using a total of 93 serum samples from patients
with suspicion of invasive mycosis with hematopoietic malignancy (17 patients),
patients without suspicion of invasive mycosis with hematopoietic malignancy (49
patients) and healthy volunteers (27 people) who were admitted to the Hematology
Department of Gazi University Faculty of Medicine Hospital between October 1,
2023 and June 1, 2024. All samples were tested using the FDA approved Platelia™
Aspergillus Ag Test. As a result of this analysis, 17 positive patients were classified
as probable invasive aspergillosis according to EORTC/MSG criteria. A total of 93
patient samples were tested using the Dynamiker Aspergillus Ag Kit (ELISA),
Aspergillus Galactomannan Detection Kit (CLIA) and Fungus (1-3) B -D-Glucan
Detection Kit (CLIA). CLIA tests were performed on FACIS-1 (Full-Automatic
Chemiluminescence Immunoassay System). Specificity, sensitivity, negative
predictive value and positive predictive value were calculated according to the

reference method Platelia™ Aspergillus Ag Test.
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According to the results of the FDA-approved Platelia™ Aspergillus Ag
Test, the sensitivity of the Dynamiker Aspergillus GM Test in a single serum sample
was 100%, specificity 97.4%, positive predictive value (PPV) 89.5%, negative
predictive value (NPV) 100% (p<0.001), the sensitivity of the CLIA GM test was
70.6%, specificity 92.1%, PPV 66.7%, NPV 93.3% (p<0.001), while the sensitivity
of the CLIA BDG test was 88.2%, specificity 81.6%, PPV 51.7%, NPV 96.9%
(p<0.001). According to these results, the CLIA BDG test has been shown to have
higher sensitivity than the CLIA GM test and the CLIA GM test has higher

specificity than the CLIA BDG test.

Using the Platelia™ Aspergillus Ag Test as a reference, the areas under the
curve (AUC) of the ROC curve were 0.994 for Dynamiker ELISA, 0,878 for CLIA
BDG and 0,869 for CLIA GM. According to these results, CLIA-based methods
can be used for rapid diagnosis of invasive aspergillosis, but these data should be

confirmed with further studies in larger patient groups.

Key words: Galactomannan, Aspergillus, invasive mycosis, CLIA
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