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ANTIMIKROBIYAL iILACLARDA ASPERGILLUS GALAKTOMANNAN
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI*

INVESTIGATION OF ASPERGILLUS GALACTOMANNAN LEVELS IN
ANTIMICROBIAL AGENTS

Mine YUCESOY', M. Cem ERGON’

OZET: Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ciddi bir enfeksiyon olan invazif
aspergillozun tanisinda, hasta serumunda Aspergillus galaktomannan antijeninin enzim
immun yoéntemi (EIA) ile arastinimasi rutin laboratuvarlarda uygulanan bir yéntemdir.
Ancak yapilan calismalar, piperasilin-tazobaktam (PIP-TAZ) kullanan hastalarin
serumlarinda, Aspergillus galaktomannan antijeninin arastirlmasi sirasinda yalanci
pozitif sonuglarin izlendigini géstermektedir. Bu calismada, PIP-TAZ ile bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalarda siklikla kullanilan diger antimikrobiyal ilaglarin iceriginde,
Aspergillus galaktomannan antijen varliginin ve diizeylerinin arastirimasi amaglanmistir.
Galaktomannan duzeyleri, PIP-TAZ, ampisilin-sulbaktam, ampisilin, penisilin G, seftriakson,
sefepim, imipenem, klaritromisin, siprofloksazin, vankomisin, gentamisin, trimetoprim-
sulfametoksazol, ornidazol, flukonazol ve amfoterisin B igin ticari bir EIA ydntemi ile (Platelia
Aspergillus EIA, Bio-Rad, Fransa) arastinimistir. ilaglarin absorbans degerinin esik (cut-off)
degerine béliinmesi ile elde edilen galaktomannan indeksinin (Gi) >0.5 olmasi pozitif
olarak degerlendirilmistir. Calisilan 15 antimikrobiyal ilac arasinda tek pozitif sonug, en
yilksek Gl degeri ile ampisilin igin saptanmis (Gl=0.540), bunu pozitif olmamakla birlikte
gorece olarak yilksek Gi degeri ile PIP-TAZ (GI=0.235) izlemistir. Diger antimikrobiyal
ilaglarin Gi degerlerinin ise 0.011-0.188 arasinda degistigi bulunmustur. Sonug olarak, EIA
ile galaktomannan antijen testi yapilan hastalarin ézellikle ampisilin (olasi olarak da PIP-
TAZ) tedavisi alip almadiklarinin sorgulanmasi, ¢apraz reaksiyon nedeniyle yalanci pozitiflik
olasiigin dikkate alinmasi agisindan énem tasimaktadir diistincesine varilmistir.

Anahtar sézclkler: Aspergillus, galaktomannan, enzim immdin ybntemi, antimikrobiyal ilac.

ABSTRACT: The diagnosis of invasive aspergillosis which is a serious infection of
immunocompromized patients, depends on the detection of Aspergillus galactomannan
antigen in the serum by enzyme immunoassay (EIA) in routine laboratories. However,
it has been previously reported that false positive results in Aspergillus galactomannan
test may be obtained in the sera of patients sera receiving piperacillin-tazobactam
(PIP-TAZ). The aim of this study was to investigate the presence and levels of Aspergillus
galactomannan antigen in the content of PIP-TAZ and some other antimicrobial agents
that are often used for the treatment of infections in immunocompromised patients.
The level of galactomannan antigen was determined for PIP-TAZ, ampicillin-sulbactam,
ampicillin, penicillin G, ceftriaxone, cefepime, imipenem, clarithromycin, ciprofloxacin,
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vancomycin, gentamicin, trimethoprim-sulfamethoxazole, ornidazole, fluconazole and
amphotericin B, by a commercial EIA (Platelia Aspergillus EIA, Bio-Rad, France) Kkit.
Galactomannan index (Gl) was estimated with the ratio of absorbance values of
antimicrobials to cut-off value and evaluated as positive when Gl was found >0.5.
Amongst the 15 antibiotics studied, the only positive result was detected for ampicillin
with the highest index value (Gl=0.540), followed by PIP-TAZ with a relatively high
value (GI=0.235) even though it was not in the range of positivity. Gl values have
ranged from 0.011 to 0.188 for the other antibiotics. In conclusion, the use of especially
ampicillin (and probably PIP-TAZ) therapy should be questioned in patients whose sera
are being tested for Aspergillus galactomannan antigen by EIA in order to evaluate
the positive results in terms of false positivities due to cross reactivity.
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GiRiS

invazif aspergilloz, sikligi son vyillarda artan ve basta kemik iligi veya
organ nakli ve hematolojik kanserli olmak Uzere bagisiklik sistemi baskilanmis
hastalarda ve yogun bakim hastalarinda énemli bir mortalite nedeni olan
enfeksiyondur'3. Etkin bir tedavi icin invazif aspergillozun dogru ve erken
tanisi oldukga énemlidir. Biyopsinin invaziv bir ydntem olmasi, bronkoalveolar
lavaj 6rneklerinden etkenin Uretilme olasiliginin ise distk (%50-60) olmasi
gibi nedenlerle daha pratik tani yéntemlerine gereksinim duyulmustur*®.
Galaktomannan antijeninin enzim immudn yéntemi (EIA) ile arastirimasi, invazif
aspergillozun tanisinda kullanilan kulttr disi ydntemlerden biri olup, erken tanida
ve tedavinin yénlendirilmesinde énem tagimaktadir®. Hematoloji hasta grubunda,
yontemin duyarllik ve 6zgulligunin sirasiyla %67-100 ve %81-100 arasinda
degistigi bildiriimektedir'®. Galaktomannan antijeninin, nétropenik hastalarda ve
transplant hastalarinda haftada iki veya Uc¢ kez EIA ydntemi ile arastirimasi
Onerilmektedir''. Ancak, piperasilin-tazobaktam kullanan hastalarin serumlarinda
Aspergillus galaktomannan antijeninin bu ydntem ile belirlenmesinde yalanci
pozitif sonuglarin elde edildigi rapor edilmektedir>'”.

Bu calismada, piperasilin-tazobaktam ve bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda siklikla kullanilan diger antimikrobiyal ilaglarin iceriginde Aspergillus
galaktomannan antijen varliginin ve dizeylerinin arastirimasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Antimikrobiyal ilaglar: Galaktomannan antijen duzeyleri, piperasilin-
tazobaktam (125 mg/ml; Tazocin, Wyeth, italya), ampisilin-sulbaktam
(125 mg/ml; Duobaktam, Eczacibasi, Turkiye), ampisilin (125 mg/ml; Penbisin,
I.E. Ulagay, Tirkiye), penisilin G (500000 IU/ml; iecilline, I.E. Ulagay, Tirkiye),
seftriakson (100 mg/ml; Novosef, Eczacibagi, Turkiye), sefepim (100 mg/ml;
Maxipime, Bristol-Myers Squibb, Turkiye), imipenem (5 mg/ml; Tienam,
Merck & Sharp Dohme, Tirkiye), klaritromisin (50 mg/ml; Klacid, Abbott,
Fransa), siprofloksazin (2 mg/ml; Cipro, Biofarma, Turkiye), vankomisin
(50 mg/ml; Vankomisin, Abbott, Fransa), gentamisin (40 mg/ml; Genta, I.E.
Ulagay, Turkiye), trimetoprim/stlfametoksazol (40/20 mg/ml; Bactrim, Roche,
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isvicre), ornidazol (166.6 mg/ml; Biteral, Roche, Fransa), flukonazol (2 mg/ml;
Lumen, Mustafa Nevzat, Turkiye) ve amfoterisin B (5 mg/ml; Amphotericin B,
Fluka, Isvigcre) icin aragtirildi.

Galaktomannan diizeylerinin belirlenmesi: Antijen duzeyleri, mikroplak
kuyucuklar EBA-2 anti-galaktomannan sican monoklonal antikorlari ile kaplanmig
hazir ticari kit (Platelia Aspergillus EIA; Bio-Rad, Fransa) ile arastiridi. Antimikrobiyal
ilaclar 300 ul'lik hacimlerde EDTA iceren islem ¢Ozeltisi ile kanistinldi ve 3 dakika
kaynatildi. Peroksidaz isaretli anti-galaktomannan monoklonal antikor konjugatindan
50’ser ul dagiiimis kuyucuklara antimikrobiyal ilag iceren ¢dzeltilerden 50°ser ul
pipetlendi. Negatif ve pozitif kontrol serumlari igin birer, kalibratér serumu icin iki
kuyucuk kullanildi. Mikroplaklar 37°C’de 90 dakika inklibe edildikten sonra bes kez
yikama iglemi yapildi. Her bir kuyucuga 200 ul substrat ¢dzeltisi dagrtildi ve oda
Isisinda 30 dakika inkUbe edildi. Enzimatik reaksiyon 100 ul durdurma cozeltisi
eklenerek durduruldu ve kontrol ile antimikrobiyal maddelerin optik dansiteleri (OD)
plak okuyucu ile 450/620 nm dalga boyunda okundu. Galaktomannan indeks
(Gl) degerleri, 6rneklerin OD degerlerinin esik (cut-off) degerine béliinmesi ile
elde edildi. Uretici firma, negatif ve pozitif sonuclar icin sirasiyla <1.0 ve =1.5
degerlerinin esik deger, 1.0 ile 1.5 arasindaki Gi degerlerinin ise orta deger olarak
kabul edilmesini 6nermektedir. Ancak FDA onayi almig trtnlerde >0.5 degerinin
pozitiflik icin esik deger olarak kabul edilmesi nedeniyle, calismamizda da bu
degerin Uzerindeki sonuglar pozitif olarak kabul edildi. Calismada her érnek ¢
kez caligildi ve butun deneyler iki kez tekrarlanarak ortalamalari alindi.

BULGULAR

Calismamizda, 15 antimikrobiyal ilac arasinda tek pozitif sonug 0.540 Gi
degeriyle ampisilin igin saptanmistir. Piperasilin-tazobaktam icin saptanan deger
(G1=0.235) ise pozitiflik sinirna girmemekle birlikte gérece olarak ikinci sirayi
almigtir. Galisilan antimikrobiyal ilaglarin Gl degerleri Tablo I'de verilmistir.

Tablo 1. Calisilan Antimikrobiyal ilaclarin Ortalama Galaktomannan Diizeyleri

Antimikrobiyal ilaglar Galaktomannan indeksi (Gl)
Sefepim 0.011
Imipenem 0.011
Seftriakson 0.017
Penisilin G 0.020
Ornidazol 0.044
Klaritromisin 0.050
Gentamisin 0.052
Ampisilin-sulbaktam 0.058
Flukonazol 0.065
Trimetoprim sulfametoksazol 0.066
Amfoterisin B 0.098
Siprofloksazin 0.144
Vankomisin 0.188
Piperasilin-tazobaktam 0.235

Ampisilin 0.540
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TARTISMA

Galaktomannan antijeninin EIA ile arastirlmasi invazif aspergillozun
tanisinda hizli ve tedavinin yénlendiriimesinde 6énemli bir test olmakla birlikte,
piperasilin-tazobaktam (PIP-TAZ) kullanan hastalarin serumlarinda Aspergillus
galaktomannan antijeninin bu ydntem ile belirlenmesinde yalanci pozitif
sonugclarin izlendigi bildiriimektedir'®'”. Bifidobacterium tirlerinin ve cesitli
gidalarin, serum galaktomannan antijen testinde yalanci pozitif sonugclar
Uzerindeki etkisi de arastirlan konular arasindadir'®’®.

Piperasilin-tazobaktam (PIP-TAZ)’in, Penicillium tarlerinden Uretilen yari
sentetik bir antibiyotik olmasi nedeniyle, galaktomannan ile capraz reaksiyon
vermesi beklenilen bir sonuctur'®. Walsh ve arkadaslarinin? galismasinda,
in vitro degerlendirmede cesitli antimikrobiyal ilaglar arasinda en yilksek Gi
degeri PIP-TAZ icin saptanmistir. Yirmi dokuz mantar tlrintn dahil edildigi
bir bagka calismada da, EIA yénteminde galaktomannan ile gapraz pozitifligin
sadece Penicillium turleri ve Paecilomyces variotii icin bulunmus olmasi bu
duslnceyi desteklemektedir®. Yine ayni calismada bakteriler igin capraz
pozitifik saptanmamistir®®. Calismamizda, galaktomannan pozitifligi saptanan
ampisilinin de Penicillium chrysogeneum’dan elde ediliyor olmasi bu sonucun
bir nedeni olabilir?'. Bart-Delabesse ve arkadaslari??, arastirmamizdaki sonuca
benzer sekilde ampisilin preparatlan ile de Aspergillus EIA testinde pozitiflik
saptandigini bildirmiglerdir. Ayni galismada, amoksisilin, amoksisilin-klavulanik
asit ve fenoksimetilpenisilin gibi beta-laktam antibiyotik preparatlari ile de pozitiflik
saptanmistir’2. Amoksisilin-klavulanik asit ile yapilan bir baska arastirmada, hasta
amoksisilin plazma konsantrasyonlari ile Gi degerleri arasinda bir korelasyon
oldugu izlenmis ve amoksisilin-klavulanik asit preparati Aspergillus EIA testi ile
pozitif sonug vermistir®. Bu arastiricilar, amoksisilin-klavulanik asit preparatlarinda
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Aspergillus spp. varligini arastirmiglar
ancak negatif sonuc almislardir®®. Calismamizda, beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitéri kombinasyonunu iceren antibiyotiklerden olan amoksisilin-klavulanik
asit calisiimamis, buna karsin ampisilin-siilbaktamin Gi degeri negatif sinirlar
icinde bulunmustur.

Adam ve arkadaslar'é, yalanci galaktomannan pozitifligini son dénemlerde
kullandiklari PIP-TAZ preparatlarina baglamislar ve yalanci pozitiflik yéninden
farkh “lot” tasiyan ilaglarla farkl sonugclar elde edilebilecegini belirtmiglerdir.
Benzer sekilde baska bir calismada, PIP-TAZ icin 15 farkh ”lot” icerisinde 12
tanesinin capraz reaksiyon verdigi saptanmistir’®. Machetti ve arkadaslar?,
30 farkli “lot” PIP-TAZ preparatinin %86’sinda galaktomannan pozitifligi
saptamislardir. Penack ve arkadaslari®® ise, 13 farkh “lot” PIP-TAZ alan
nétropenik hasta grubunda yaptiklarn calismada, bu ilacin kullanimi ve
yalanci galaktomannan pozitifligi arasinda bir iligkili olduguna dair bir kanit
saptamamislardir. Singh ve arkadaslari®®, Platelia Aspergillus EIA yéntemiyle bir
grup antimikrobiyal ilacta galaktomannan duzeylerini arastirmiglar ve sadece PIP-
TAZ icin 0.5 Gi degerinin tizerinde pozitiflik bulmuslardir. Arastiricilar bu pozitifligi,
calistiklar tim “lot’larda elde etmislerdir. Calismamizda ise, PIP-TAZ icin Gi
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degeri 0.235 olarak bulunmus ve bu deger EIA testlerinde yalanci pozitiflige
neden olabilecek bir dizey olarak belirlenmemistir. Singh ve arkadaslarinin®
calismasinda ayrica serumda farkll konsantrasyonlarda bulunan PIP-TAZ icgin
galaktomannan duzeyleri arastirnimis ve yiksek serum konsantrasyonlarinda
pozitiflik gézlenirken, disuk konsantrasyonlarda saptanmamistir. Bu nedenle
arastiricilar, serumlarinda Aspergillus antijeni arastirilacak hastalarda kan
aliminin PIP-TAZ enjeksiyonundan &énce yapilmasini dnermektedir®. Buna
karsin Bart-Delabesse ve arkadaslari??, beta-laktam enjeksiyonundan 6nce
kan 6rneginin alinmasinin Gi’'ni esik degerin altinda tutmaya yetmedigini
belirtmekte ve olasi yalanci pozitiflikleri 6nleyebilmenin bir yolu olarak her
yeni “lot” antibiyotik icin Gi’nin arastinlmasini énermektedirler. Arastirmamizda
antimikrobiyal maddelerin tek bir “lot’unun calisiimis olmasi sonuglarimizin
degerlendiriimesinde sinirlayici bir unsur olup, birden fazla “lot”un incelenecegi
calismalardan elde edilecek bulgular, sonuclarimiz ile ilgili daha net fikir elde
edilmesine yardimci olacaktir.

Sonug olarak calisilan antimikrobiyal ilaglar arasinda, sadece ampisilinin
iceriginde galaktomannan varliginin saptanmasi, EIA ile galaktomannan
antijeninin arastirildigi hastalarda ampisilin kullaniminin sorgulanmasinin yalanci
pozitif sonuglarin degerlendiriimesi agisindan yararli olacagini distndurmektedir
Ayrica, pozitiflik sinirina ulasmamakla birlikte gbreceli olarak yuksek antijen
degeri ile PIP-TAZ'In da hasta serumlarinda ¢apraz reaksiyona neden olabilecegi
akilda bulundurulmalidir.
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