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OZET

Firsatci mantar enfeksiyonlari 6zellikle immiinyetmezIikli hastalarda onemli bir tehdit olmaya devam
etmektedir. Erken ve dogru tani, antifungal tedavinin zamaninda baslanmasi ve antifungal ajanlarin ge-
reksiz kullanimini azaltmak icin son derece 6nemlidir. Son yillarda invazif mantar enfeksiyonlarinin daha
hizli ve daha duyarli saptanabilecegi antijenlerin, 6zgil antikorlarin, fungal metabolitlerin ve DNA'nin tes-
pitine yonelik cabalar artmistir. Bu raporda, daha dnceden kistik fibrozis ve difiiz bliyiik B hiicreli lenfo-
ma tanisi olan, ates, kusma ve okstriik sikayetleriyle basvuran yedi yasindaki bir erkek hasta sunulmakta-
dir. Hastanin toraks bilgisayarli tomografisinde, sag akciger alt lobda yaygin parankimal infiltrasyon ve al-
veoler opasiteler, her iki akcigerde de degisik segmentlerde yamali alveoler fokal infiltrasyonlar izlenmis-
tir. Bronkoskopiyi takiben mikoloji laboratuvarina gonderilen bronkoalveoler lavaj (BAL) 6rneginin direkt
incelemesinde Aspergillus ile uyumlu gériinimde hifler belirlenmis; kiltiiriinde de Aspergillus fumigatus
Gremistir. Hastanin BAL 6rneginde gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR), galaktomannan
(GM =1.08 ng/ml) ve 1,3-B-D-Glukan (BG > 523 pg/ml) test sonuglari pozitif iken, es zamanli serum 6r-
neginde PCR, GM (0.13 ng/ml) ve BG (< 7 pg/ml) sonuglari negatif olarak saptanmistir. Hastaya voriko-
nazol tedavisi baglanmis; 45 giin tedaviye devam edilmis ve genel durumu diizelen hasta taburcu edil-
mistir. Sonug olarak, immdunsipresif hastalarda invazif mantar enfeksiyonlarinin erken tani ve tedavisinin,
prognozu ciddi diizeyde etkilemesi nedeniyle, serum 6rneklerinden calisilan GM, BG ve Rt-PCR testleri
yaninda, BAL orneklerinden de GM, BG ve Rt-PCR caligiimasinin faydal olacagi ve bunun ileri ve daha
fazla olgu ile yapilan calismalarla desteklenmesi gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar sozciikler: Aspergilloz; bronkoalveoler lavaj; galaktomannan; 1,3-p-D-Glukan; PCR.
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Galaktomannan, 1,3-3-D-Glukan ve PCR Testlerinde

Bronkoalveoler Lavaj Orneginin Onemi

ABSTRACT

Opportunistic fungal infections are life threatening especially for immunosuppressed patients. Early
and accurate diagnosis is very important for the prompt initiation of treatment and to reduce unneces-
sary use of antifungal drugs. In recent years, efforts providing more rapid and more sensitive diagnosis
of invasive fungal infections have been increasing. These methods include detection of fungal antigens,
specific antibodies, fungal metabolites and DNA in the clinical samples. In this case, we report a seven
year-old male patient with cystic fibrosis and diffuse large B-cell lymphoma, who presented with fever,
vomiting and chronic cough. Diffuse parenchymal infiltrations and alveolar opacities in the inferior lobe
of right lung and focal patchy alveolar infiltrates in different segments in both lungs were seen in thora-
cal CT scanning. Bronchoalveolar lavage (BAL) sample obtained by bronchoscopy was sent to the myco-
logy laboratory and hypha elements that were compatible with Aspergillus were seen in direct examina-
tion. Aspergillus fumigatus was isolated from the culture of BAL sample. Real-time polymerase chain re-
action (Rt-PCR), galactomannan (GM = 1.08 ng/ml) and 1,3-3-D-Glucan (BG > 523 pg/ml) tests in BAL
sample yielded positive results, however simultaneously performed PCR, GM (0.13 ng/ml) and BG (< 7
pg/ml) tests in serum sample were found to be negative. Treatment with voriconazole was started and
continued for 45 days. The patient was discharged after improvement of his general state. It was conc-
luded that PCR, GM and BG tests performed both in sera and BAL samples might aid to the early diag-
nosis and treatment of patients with invasive fungal infections in immunosuppressed patients. These da-
ta should be supported with further larger scale studies.

Key words: Aspergillosis; bronchoalveolar lavage; galactomannan; 1,3-3-D-Glucan; PCR.

GiRis

Aspergillus turlerinin neden oldugu enfeksiyonlar immuin sistemi baskilanmis hastalar-
da morbidite ve mortalitenin dnemli bir nedenidir'. Bu hastalarda klinik bulgularin be-
lirgin olmamasi ve kultir sonucu ¢ikana kadar gecen siire, tedavide 6nemli gecikmelere
neden olmaktadir. Erken ve dogru tani, antifungal tedavinin zamaninda baslanmasi ve
bu ajanlarin gereksiz kullanimini azaltmak icin son derece énemlidir?. Son yillarda inva-
zif mantar enfeksiyonlarinin daha hizli ve daha duyarl saptanabilecedi antijenlerin, 6z-
glil antikorlarin, fungal metabolitlerin ve DNA'nin tespitine yonelik cabalar artmigtir>*.
Serumda galaktomannan (GM) ve 1,3-p-D-Glukan (BG) testleri erken taniya yardimci ol-
masi amaciyla rutinde uygulanmakta iken, bu testlerin bronkoalveoler lavaj (BAL) icin
uygulanmasi heniiz arastirma safhasindadir. Bu raporda, BAL sivi kiltiriinden Aspergillus
fumigatus’un izole edildigi, es zamanl olarak BAL 6rneginden yapilan BG, GM ve gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) testlerinin pozitif, serum 6rneginden yapi-
lan BG, GM ve Rt-PCR testlerinin ise negatif oldugu immiunsupresif bir olgunun sunul-
masi amaclanmustir.

OLGU SUNUMU

Daha o6nceden kistik fibrozis ve difiiz bliylk B hiicreli lenfoma tanisi olan, bir hafta
once pediatrik hematoloji onkoloji servisinden taburcu olan yedi yasindaki erkek hasta
Nisan 2009 tarihinde Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Poliklinigine ates, kusma
ve Oksuruk sikayetleriyle basvurdu. Laboratuvar incelemelerinde, 16kosit sayisi 19.540
mm?, C-reaktif protein 47.3 mg/L olarak bulundu. Toraks bilgisayarli tomografisi

696 MiKROBIiYOLOJi BULTENi




Sav H, Atalay MA, Unal E, Kog N.

(BT)'nde sag akciger alt lobda yaygin parankimal infiltrasyon ve alveoler opasiteler, her
iki akcigerde de degisik segmentlerde yamali alveoler fokal infiltrasyonlar izlendi. Bron-
koskopiyi takiben mikoloji laboratuvarina gonderilen BAL 6rneginden direkt mikrosko-
bik inceleme yapildiktan sonra antibiyotiksiz ve antibiyotikli Sabouraud dekstroz agara
(Oxoid, ingiltere) ekildi; 37°C ve 25°C’de inkiibe edildi. Es zamanl olarak serum ve BAL
orneklerinden GM testi (Platelia Aspergillus EIA; Bio-Rad, Fransa) calisildi. Sonuclar 450
nm dalga boyunda optik okuyucuda (EL X 808, BioTek, ABD) okundu. Kontrol serum-
lari kullanilarak, hastanin serum ve BAL 6rnekleri icin indeks degeri hesaplandi ve > 0.5
ng/ml olan 6rnekler pozitif olarak degerlendirildi. Ayni 6rneklerden bir bagka serolojik
test yontemi olan BG testi (Fungitell, Associates of Cape Cod, ABD) calisildi. Sonuglar,
inktbatorlt ELISA okuyucusunda (EL X 808, BioTek, ABD) 37°C’de 405 nm dalga bo-
yunda birer dakikalik araliklarla 40 dakika okunarak elde edildi. Kullanilan kitin saptama
araligi 31.25-500 pg/ml idi. Degerlendirmede, < 60 pg/ml negatif, > 80 pg/ml pozitif,
60-79 pg/ml arasi siipheli sonug olarak yorumlandi. Orneklerinden niikleik asit eldesi
icin Heliosis DNA izolasyon sistemi (Metis Biyoteknoloji, Tuirkiye) kullanildi. Elde edilen
DNA'lar A.fumigatus icin secilen hedefleri cogaltmak tzere Rt-PCR (Light Cycler-Roche,
ABD) kullanilarak degerlendirildi. Reaksiyon karigimi icin “LightCycler FastStart DNA
Master Hybridization Kit” ve 6zgul primer-prob karisimi (TibMolbiol, Almanya) kullanil-
di. Her bir reaksiyon icin kapillere (Light Cycler 1.5/2.0) 15 pl karigimi transfer edildi.
Bu karigima 5 pl 6rnek ilave edilerek final konsantrasyonunun 20 ul olmasi saglandi. De-
natirasyon donglisi 45 kez;, 95°C’de 10 saniye, 58°C’de 15 saniye ve 72°C’de 18 sa-
niye olacak sekilde tekrarlandi. Bu basamagi 40°C’den 95°C’ye erime egrisi analizi izle-
di. Olgumuzun BAL Rt-PCR, GM ve BG sonuclar pozitif (1.08 ng/ml ve > 523 pg/ml)
iken, es zamanh serum Rt-PCR, GM ve BG sonugclari negatifti (0.13 ng/ml ve < 7
pg/ml).

Kiltirde Greme gorildikten sonra tiir diizeyinde tanimlama yapmak icin misir un-
lu agar kullanilarak lam kultiiri yapildi. Tar tayini yapildiktan sonra RPMI 1640 (Sig-
ma, ingiltere) besiyerine ekilerek antifungal duyarhlik testi yapildi. BAL 6rneginin di-
rekt incelemesinde Aspergillus ile uyumlu olabilecek goriiniimde hifler belirlendi (Re-
sim 1). Kultiirde baglangi¢ta beyaz renkli olan, zamanla yesile donen koloniler goriil-
du. Lam kdltirdyle yapilan mikroskobik incelemede ise septali hifalar, kubbe seklinde
vezikil, Ust kismin yarisini kaplayan fiyalidler ve siitun seklinde dizilmis konidyumlar
gériildii ve sus morfolojik olarak olasi bir A.fumigatus izolati olarak tanimlandi'. Mo-
lekiiler diizeyde tanimlama yapilmadi. izolatin antifungal duyarlli§i, amfoterisin B ve
vorikonazol i¢in hem mikrodilisyon hem de E-test (AB Biodisk, isve¢) yontemiyle,
kaspofungin icin ise sadece E-test yéntemi ile calisildi®. Mikrodiliisyon ve E-test yon-
temiyle amfoterisin B icin minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri sirasiy-
la 0.50 pg/ml ve 0.50 ug/ml, vorikonazol icin 0.25 ug/ml ve 0.35 pg/ml, kaspofun-
gin icin 0.25 pg/ml olarak bulundu. Hastaya vorikonazol baslandi (ilk giin 2 x 6
mg/kg, sonra 2 x 4 mg/kg intravendz) ve 45 glin devam edildi. Genel durumu du-
zelen hasta onerilerle taburcu edildi.
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Resim 1. Bronkoalveoler lavaj 6rneginde hif gériinimdi.

TARTISMA

A.fumigatus basta olmak Uizere, Aspergillus spp., Scedosporium apiospermum ve Exophi-
ala dermatitidis kistik fibrozisli hastalarin solunum salgilarindan en sik izole edilen man-
tarlardir®. Kistik fibrozis ve B hiicreli lenfoma tanisi alan olgumuzda da etkenin A.fumiga-
tus oldugu saptanmustir. ilging olarak kistik fibrozisli kii¢tik cocuklarda A.fumigatus’un ne-
den oldugu solunum yolu enfeksiyonlari bakteriyel etkenler kadar yaygin degildir. Yayin-
larda kistik fibrozisli hastalarin solunum sekresyonlarindan A.fumigatus ve S.apiosper-
mum’un ilk izole edilme yaslarinin sirasiyla ortalama 12.3 ve 14.1 yil oldugu, diger taraf-
tan Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa igin ise sirasiyla ortalama 5.4 ve
8.1 yil oldugu belirtiimektedir’. Olgumuzun yasi yedi olup, A.fumigatus izole edilme yas
ortalamasindan dusuktir.

invazif aspergillozlu olgularda doku érneklerinin zor alinmasi, diger klinik drneklerin
(surunti, balgam ve kan) tanida duyarlilik ve 6zgiillik agisindan yetersiz kalmasi ve to-
raks BT’nin tanida oldukca yararli olmasi ancak 6zgiil olmamasi yeni arayislari giindeme
getirmistir. GM ve BG antijen tarama testleri ve hasta kaninda Aspergillus’a 6zgul nikle-
ik asit testleri son yillarda kullaniimaya baslayan invazif olmayan tani yéntemleridir®. Kiil-
tdr disindaki bu tani yontemlerinden en cok kullanilan ve FDA (Food and Drug Admi-
nistration) tarafindan 2003 yilinda onaylanmis olan, Aspergillus cinsine 6zgiil GM antije-
ninin enzim temelli immiinolojik yontem (ELISA) ile gosterildigi, Platelia Aspergillus (Bio-
Rad, Marnes La-Coquette, Fransa) testidir*®.

GM antijen testi serum ornekleri disinda BAL, trakeal salgilar ve beyin omurilik sivisi
gibi cesitli 6rneklerde de bakilabilmektedir. GlinimUzde genel olarak testin BAL'da du-
yarlihiginin %80’e, 6zgulliglinin %94’e ulastigi ve yanls pozitiflik oraninin %8 oldugu
bildiriimistir'®. Luong ve arkadaslari'', 145 hematolojik maligniteli hastadan alinan 173
BAL 6rnegi ile yaptiklari calismada; GM indeks esik (cut-off) degerinin > 0.5 alindiginda,
BAL GM testinin duyarlilik, 6zgullik, pozitif (PPD) ve negatif prediktif degeri (NPD)'nin
sirasiyla %100, %75, %26 ve %100 oldugunu, diger taraftan GM indeks esik degerinin
> 2.0 alindiginda duyarhlik ve NPD’nin degismedigini (%100), 6zgillik ve PPD’nin ise
arttigini (sirastyla %93, %350) bildirmislerdir. Hsu ve arkadaslar'?, BAL GM testinin inva-
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zif pulmoner aspergilloz tanisinda guivenli ve yararh bir yardimci test oldugunu, ancak
asiri invazif pulmoner aspergilloz tanisindan kaginmak icin BAL GM esik degerlerinin se-
rum GM esik degerleri ile karsilastiriimasi gerektigini belirtmislerdir. GM indeks esik de-
gerinin > 0.5 ng/ml alindigi olgumuzun BAL GM degeri 1.08 ng/ml, serum GM degeri
ise 0.13 ng/ml olarak bulunmustur.

Bazi antibiyotiklerin (piperasilin-tazobaktam, amoksisilin-klavulanik asit, tikarsilin) kul-
laniminin; bazi mantarlar (Penicillium, Paecilomyces, Alternaria, Geotrichum, Histoplasma,
Cryptococcus) ile olusan enfeksiyonlarin ve ayrica ticari bir elektrolit replasman soliisyo-
nunun (Plasmalyte, Baxter Healthcare Corporation) kullaniminin, serum veya BAL 6rnek-
lerinde GM yalanci pozitifligine neden olabilecegi bildiriimistir'3. Bazi calismalarda, GM
testinin duyarlliginin cocuklarda ve eriskinlerde farkliliklar gosterdigi ve ayrica aspergil-
lozlu erigkin ve cocuk hastalardaki yalanci pozitiflik oranlarinin sirasiyla %3-10 ve %10-
44 oldugu bildirilmektedir'*. Diger taraftan Hayden ve arkadaslari'>, GM yalanci pozitif-
liginin cocuklarda daha sik oldugu gorisinin dogru olmadigini, GM varliginin pediat-
rik onkoloji hastalarinin cogunda invazif aspergilloz gostergesi oldugunu belirtmislerdir.

Bir fungal hiicre duvar bileseni olan BG, zigomicetler ve kriptokoklar hari¢ panfungal
bir tarama testi olarak tanida kullanilmaktadir?. Aspergilloz, fusariyoz, kandidiyaz ve tri-
kosporonoz gibi invazif mantar enfeksiyonlarini klinik tanidan ortalama 10 gin 6nce
yiiksek bir duyarlilik (%97) ve 6zgiilliikle (%93) saptadigi bildiriimektedir'®. invazif pul-
moner aspergillozlu hastalarda BG testinin, serumda ardisik GM pozitif sonuglarini dog-
rulayan bir test oldugu ve her iki testin pozitifliginin PPD’yi artirdi§i, yalanci pozitif so-
nuglari ise azalttigi belirtilmistir'”. Daha &nce laboratuvar sonuclarimizin degerlendirildi-
gi, invazif pulmoner aspergillozlu hastalarda, BG testinin tanisal duyarllik degerinin op-
timal esik degerine odaklanarak arastirnldigi bir calismada, yuksek esik degerlerinin 6z-
gulligu artirmasina ragmen, duyarhligi kabul edilemez diizeylere dustrdigu ve uretici
firma tarafindan énerilen esik degerinin (80 pg/ml) uygun oldugu bildirilmistir'®. BG tes-
tinin BAL ornekleri icin uygulanmasi ise, hentiz daha ¢ok deneysel ozelliktedir ve arasti-
rilmaktadir. BG testini < 60 pg/ml negatif, > 80 pg/ml pozitif, 60-79 pg/ml arasi stiphe-
li sonug olarak yorumladigimiz olgumuzda, BAL BG sonucu > 523 pg/ml, es zamanl se-
rum BG sonucu ise < 7 pg/ml olarak bulunmustur.

BAL, pulmoner enfeksiyon durumunda mantar DNA'sini saptamak lizere uygun bir or-
nektir; ancak BAL ile calisilan PCR sonuglari invazif enfeksiyonla kolonizasyon ayirimini
yapmakta yetersiz kalabilmektedir'®. Aydogan ve arkadaslar*, deneysel olarak akciger
aspergillozu gelistirdikleri nétropenik sican modeli calismalarinda, aspergilloz grubun-
dan alinan BAL orneklerinin %58.3 (7/12)'linde, kan 6rneklerinin ise %36.8 (7/19)’inde
Aspergillus DNA'sin1 Rt-PCR ile gostermisler; bu grupta GM antijenini, 20 serum 6rnegi-
nin 7 (%35)'sinde; BG antijenini ise 22 serum 6rneginin 11 (%50)’inde, 17 BAL 6rnegi-
nin 9 (%52.9)'unda saptamiglardir. Ayrica, kiltir referans yontem olarak alindiginda,
BAL 6rneklerine uygulanan Rt-PCR testinin diger yontemlere gore daha ytksek duyarlli-
ga sahip oldugunu vurgulamislardir. Ahmad ve arkadaslari?®, Aspergillus terreus ile en-
fekte ettikleri immiinsupresif sicanlarla yaptiklari caismada, serum 6rneklerinde BG, GM
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ve “nested” PCR pozitiflik oranlarini sirasiyla %43, %78 ve %73 olarak bulmuslar; BAL'da
ise GM ve “nested” PCR pozitifliginin sirasiyla %80 ve %81 oldugunu bildirmislerdir. Ol-
gumuzda da, es zamanl olarak BAL 6rneginden yapilan BG, GM ve Rt-PCR testleri pozi-
tif iken, serum 6rneginden yapilan BG, GM ve Rt-PCR testleri negatif bulunmustur.

MIK degerlerinin belirlenmesinde kullanilan E-test yontemi, kolay uygulanabilir olma-
si ve 6zel bir ekipmana ihtiyac gostermemesi nedeniyle tercih edilmekle birlikte referans
yontem degildir. Yapilan calismalarda, E-test ile mikrodiliisyon yontemleri arasindaki
uyumun amfoterisin B icin %88.5, vorikonazol icin %97.6 oldugu bildirilmistir?'?2, Gu-
inea ve arkadaslan?® ise vorikonazol icin E-test yonteminin A.fumigatus’'un duyarliigini
test etmede uygun bir alternatif oldugunu, ancak amfoterisin B aktivitesinin, E-test yon-
temiyle saptanmasindan kacinilmasi gerektigini vurgulamislardir. Martos ve arkadaglari*
Aspergillus niger ve Aspergillus glaucus turleri hari¢, tim Aspergillus tirlerinde kaspofun-
gin E-test ve mikrodilisyon yontemlerinin uyumunun iyi oldugunu ve %82.4-100 ara-
sinda degistigini bildirmislerdir. A.fumigatus olarak tanimlanan izolatimizin, mikrodilis-
yon ve E-test yontemleriyle amfoterisin B icin MiK degerleri sirasiyla 0.50 pg/ml ve 0.50
pg/ml, vorikonazol icin 0.25 pg/ml ve 0.35 pg/ml olarak bulunmus; kaspofungin icin E-
test ile saptanan MIK degeri 0.25 pug/ml olarak izlenmistir. Azol tirevi bir antifungal olan
vorikonazol invazif aspergilloz ve yaygin kandidiyaz tedavisinde ilk secenek ilagtir®>. OI-
gumuzda da antifungal tedavi olarak vorikonazol (ilk giin 2 x 6 mg/kg, sonra 2 x 4
mg/kg intravendz) baslanmis ve 45 gin devam edilmistir. Genel durumu diizelen olgu-
muz Onerilerle taburcu edilmistir.

Sonug olarak; immunsupresif hastalarda invazif mantar enfeksiyonlarinin erken tani ve
tedavisinin prognozu ciddi diizeyde etkilemesi nedeniyle, serum orneklerinden calisilan
GM, BG ve PCR testleri yaninda, BAL 6rneklerinden de GM, BG ve PCR calisiimasinin fay-
dali olacagi ve bunun ileri ve daha fazla olgu ile yapilan calismalarla desteklenmesi ge-
rektigi kanaatine varilmistir.
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