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INVAZIV MANTAR HASTALIKLARININ MIKOLOJIK TANISI

MYCOLOGICAL DIAGNOSIS OF INVASIVE MYCOSES
Yildiz YEGENOGLU#*

OZET

Invaziv mantar infeksiyonlari, giiniimiizde 6zellikle riskli konumdaki immiinosupressif hastalar agisin-
dan 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam etmektedir. Infeksiyonun ¢ok hizli ilerleme-
si ve tanimlanmasindaki giicliikler sonucunda kesin tan1 ¢ogunlukla otopsi esnasinda konur. Mortalite-
nin % 40-70’lere ulasmis olmasi erken ve gercekci laboratuvar testlerine olan gereksinimin ne denli
onemli oldugunu carpict bir bigimde vurgulamaktadir. Bu derlemede invaziv mikoz etkeni olan/olabilen
mantarlar ve laboratuvar tani testlerinden s6z edilmistir.

Anahtar kelimeler: Invaziv mikoz, patojen mantar, firsatci mantar, immiinosupressif hasta, laboratuvar
tan1 testleri

ABSTRACT

Nowadays, invasive mycoses still continue to be the most important cause of morbidity and mortality particularly
in immunosuppressed patients. Due to quick progress and difficulty in defining the infection, definite diagnosis is
possible mostly during autopsy application. It has strikingly been shown that fast and reliable laboratory tests have
great importance for early diagnosis of the infection since the rate of mortality reached to 40-70%. In this article,
the fungi that are or could be responsible agents of invasive mycoses and their laboratory diagnostic tests are re-
viewed.
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INVAZIV MIKOZDA ETKEN OLAN MANTARLAR
Invaziv mantar infeksiyonlari, 6zellikle riskli konumdaki im-
munsupressif hastalarda morbidite ve mortalitenin Snemli bir
nedenidir. Intravenoz kataterler, hiperalimentasyon, mukoku-
tandz ylizeylerin mantar kolonizasyonu, akut pankreatit, genis
spektrumlu antibiyotiklerin agir1 kullanimi, akut hemodiyaliz,
sitotoksik ve steroid tedavisi, organ transplantasyonu gibi risk
faktorleri hastalik olusumunu kolaylagtirir. Infeksiyon ¢ok
hizli ilerledigi ve tammlanmasinda giicliikler yasandigi icin;
kesin tan1 ¢cogunlukla otopsi sirasinda konmaktadir (2,5,32).
Giinlimiizde sistemik mantar infeksiyonlarinda mortalitenin
% 40-70’lere ulasmis olmasi, erken ve gercekei laboratuvar
tanisint saglayan laboratuvar testlerine gereksinimin ne denli
gerekli ve onemli oldugunu agik¢a gostermektedir. Mikozla-
rin laboratuvar tanisi, multidisipliner bir yaklasimi gerektirir.
Mikolog, patolog, radyolog ve klinisyen (i¢ hastaliklari, cerra-
hi ve cocuk hastaliklar1 uzmanlar) igbirliginin saglanmasi, ta-
ninin dogrulugu, dolayisiyla hasta agisindan ¢ok Snemlidir
(1,5,8,16,17,22,28,29).

Sistemik mantar infeksiyonu etkeni olan mantarlar iki ana

grupta toplanir:

1- Gergek patojenler

2- Firsatg1 patojenler

Coccidioides immitis (koksidiyoidomikoz etkeni), Histoplas-
ma capsulatum (histoplazmoz etkeni), Blastomyces dermatiti-
dis (blastomikoz, K. Amerika blastomikozu etkeni), Paracoc-
cidioides brasiliensis (parakoksidiyoidomikoz, G.Amerika
blastomikozu etkeni) gergek patojen; Candida (kandidoz et-
keni), Aspergillus (aspergilloz etkeni), Cryptococcus neofor-
mans (kriptokokkoz etkeni), Mucor (mukormikoz etkeni),
Pneumocystis jiroveciii (pnomosistoz etkeni) firsatci patojen
mantarlardir.

Trichosporon asahii, Geotrichum, Fusarium, Penicillium
marneffei, Acremonium, Paecilomyces, Pseudallescheria
boydii, dematiaceous (dematiyosiy6z) kiifler gibi firsat¢i man-
tarlar da seyrek olarak infeksiyona neden olabilirler.

Hiyalen ve dematiyosiyoz kiifler; cogunlukla akciger, parana-
zal siniis infeksiyonlar1 ve fungemide; mayalar, fungemi, fo-
kal lezyonlar ve meningoensefalitde etken olarak izole edilir-
ler.
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Invaziv mantar hastaliklari

INVAZIV MIKOZ KUSKUSUNDA LABORATUVARA
SIKLIKLA GONDERILEN KLINIK ORNEKLER VE
EN FAZLA IZOLE EDILEN MANTARLAR

Kan: C.albicans, C .tropicalis, C parapsilosis, C.neoformans,
H.capsulatum, C lusitaniae, C krusei, S.cerevisiae, C.zeylano-
ides, T.asahii, C.immitis, C.guillermondii, M furfur;

Beyin omurilik sivisi: C. neoformans, C.albicans, C.parap-
silosis, C.tropicalis, C.immitis, H.capsulatum;

Genito iiriner sistem ornekleri: C.albicans, C.glabrata,
C.tropicalis, C.parapsilosis, Penicillium spp., C.krusei, C.ne-
oformans, Saccharomyces, H.capsulatum, Cladosporium, As-
pergillus, T.asahii, Alternaria;

Solunum sistemi érnekleri: Mayalar(Cryptococcus diginda),
Penicillium, A fumigatus, Cladosporium, Alternaria, A.niger,
G.candidum, Fusarium, A.versicolor, A flavus, Acremonium,
Scopulariopsis, Beauveria, T.asahii, P.boydii, Bipolaris, Exse-
rohilum, Aureobasidium’dur (2,9,10,11,18,26,28).

Cok cesitli olan mantarlarin izolasyon ve idantifikasyonlart
mikoloji laboratuvarinda, kiiltiir temelli, kiiltiire dayali olma-
yan (serolojik, molekiiler) yontemler uygulanarak yapilir
(6,7,10,13,15,19,23,27).

Tam ve dogru bir laboratuvar tanist i¢in, klinik tan1 ile uyum-
lu 6rneklerin uygun zamanda ve uygun yerden almarak uygun
kosullarda laboratuvara hemen ulastirilmasi gerekir.

KLINIK ORNEKLERIN MiKOLOJI
LABORATUVARINA GONDERILMESINDE
DIKKAT EDILECEK OZELLIKLER

- Antifungal tedavi 6ncesi alinmalidir.

- Aseptik kosullarda ve steril 6rnek toplama kaplarma
almarak en gec iki saat igcinde laboratuvara ulagtiril-
malidir.

- Busiire icinde laboratuvara gonderilemeyen 6rnekler
“Kan ve BOS diginda” +4°C’de bekletilmelidir.

- Anaerobik transport besiyerleri kullamlmamalidir.

KLINIK ORNEKLER VE UYGUN ALINIM
KOSULLARI (10,11,13,15,23)
Alt solunum yolu ornekleri
- Balgam, bronkoalveoler lavaj sivis1 (BAL), brongi-
yal yikama stvist, trakeal aspirat ve doku biopsi or-
nekleri uygun orneklerdir.
- Enuygun 6rnek; BAL ve bronsiyal yikama stvisidir.
- Balgam 5-10 ml, yeni ve sabah ¢ikarilmig olmalidir.
- Balgam, derin bir oksiiriikle cikarilmali; prodiiktif
oksiiriik yoksa izotonik tuzlu su inhalasyonu ile in-
diiklenmelidir.
- 24 saatlik balgam 6rnegi; incelenmek i¢in uygun de-
gildir.
- En az ii¢ balgam 6rnegi alinmali, tiikiiriik gonderil-
memelidir.
Kan
- Venden alinan 6rnek en uygunudur.
(Kiif infeksiyonu kuskusunda miimkiinse arter kani,
tercih edilmelidir).
- Kan, hasta baginda alindiginda derhal hemokiiltiir i-
sesine aktarilmalidir (6nceden sise agzindaki lastik

tipa alkolle silinmelidir).

- Antikoagiilan olarak sodyum polyanetol sulfat (SPS)
kullandmalidir.

- Eriskin bireylerden en az 10 ml (uygunu 20 ml), co-
cuklardan 1-5 ml kan alinmalidir. (Kan miktarmnin
coklugu etkenin saptanma olastliin: artirir).

- Febril dénem bagmna iki-ii¢c kan 6rnegi almalidir.

Kemik iligi

- Steril bir kaba; 3-5 ml 6rnek aspire edilmelidir.

- Antikoagiilan olarak SPS tercih edilmelidir.

- Ornekler, hasta baginda dogrudan kan kiiltiirii sisesi-
ne almabilir.

Serum

- Enaz 10 ml kandan elde edilmis olmalidur.

- Laboratuvara hemen ulagtinlamiyorsa +4°C’de kisa
bir siire bekletilebilir.

- Antikoagiilan eklenmemelidir.

- BOS, idrar veya diger viicut sivilart da serolojik yon-
den incelenmek {izere; steril bir cam tiipe alinarak
(miktar; 5-10 ml) gonderilebilir.

- Orneklerin cift veya birkag kez almarak génderilme-
si daha iyi sonug verir.

Plevra,sinoviyal ve peritoneal sivilar

- Az miktarda heparin igeren (1/1000) steril kaplara
alinarak laboratuvara gonderilmelidir.

Idrar

- Sabah cikarilan ilk idrar en uygun Ornektir.

- 24 saatlik (biriktirilmis) idrar gonderilmemelidir.

- Kateterize olmayan hastalarda uygun temizlik iglem-
lerinden sonra orta akim idrart almarak gonderilme-
lidir.

- Idrar torbasindan alman 6rek gonderilmemelidir.

- Yenidoganda en uygun idrar, suprapubik aspirasyon
ile toplanandir.

- Ornek laboratuvara hemen yollanamiyorsa, +4°C’de
12-14 saat bekletilebilir.

BOS

- Membran filtreli (0,45 mm) steril injektorler ile or-
nek alinmast tercih edilmelidir.

- Ornek miktar1 3-5 ml olmalidr.

- Orneklerin laboratuvara hemen ulagtiriimast gerekir;
eger bu miimkiin degilse, kisa bir siire oda 1s1s1 veya
300C’lik etiivde bekletilebilir (4°C’de bekletilme-
melidir).

Cerahat

- Ekuviyon ile alman siiriintii uygun 6mek degildir
(mutlaka gerekiyorsa antisepsi sonrasi en derin bol-
geden alinmalidir).

- Kapali lezyon ve abse drnekleri injektor ile aspire
edilerek alinmalidir (en uygun yontem).

- Acgik lezyonlardan akinti 6rnegi almadan once, bu
bolge iyice temizlenmelidir.

Doku

- Lezyonun merkez ve kenarmdan alinmali, steril %
0,85 NaCl igeren steril kaplarda laboratuvara gonde-
rilmelidir.

- Ornek, formalin icine alinmamalidir.
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- Kiigiik lezyonlar tamamen ¢ikarilip yollanabilir.

- Doku 6rnekleri laboratuvara hemen gonderilemiyor-
sa +4°C’de en fazla 8-10 saat bekletilebilir. Ornek
dondurulmamalidir.

Gozden alinacak ornekler

- Kuskulu komeal iilserlerin i¢ ve dis kenarlarmdan
steril bir spatula ile alinmalidir (6rnek az ise, dogru-
dan mikroskopik tani1 amaci ile temiz bir lam tizeri-
ne alinarak da gonderilebilir).

- Endoftalmit kuskusunda, >0,5 ml miktarindaki sivi,
steril bir tiipe alinarak gonderilmelidir. Ornek mikta-
11 az ise, icinde ornek olan injektor; laboratuvara
gonderilebilir.

Kulaktan alinacak ornekler

- Kuskulu lezyondan asepsi sonrast kazmti ormegi
alinmalidir.

- Akmnti 6rnekleri asepsi sonrast steril bir ekiiviyonla
alinip gonderilebilir.

Laboratuvara ulasan, kiiltiirii yapilacak klinik 6rneklerin;
hastanin tedavisine bir an 6nce baglanabilmesi agisindan;
bekletilmeden, dogrudan mikroskopik yontemler ile in-
celenmesi ve hemen ilk sonucun bildirilmesi gerekir
(6,9,15,18,23,26).

KLINIK ORNEKLERE ILK OLARAK

UYGULANMASI GEREKEN ISLEMLER
Mikoloji laboratuvarinda:

- Ornek iizerine % 10-15 KOH + % 1 kalkoflor beya-
71 konarak hazirlanan preparasyon fluoresans mik-
roskopta incelenir ve mantar elemanlar (hif ve/veya
spor) aranir
( Dogrudan mikroskopi)

- Gram boyast

- Cin miirekkebi boyasi
Patoloji laboratuvarinda:

- Methanamine giimiis boyasi (GMS)

- Papanicolau boyasi

- Periodic acid-schift boyasi (PAS)

- Wright boyasi

Mikoloji laboratuvarinda preparasyonlarin mikroskopik

incelenmesi sona erdiginde kiiltiirel islemlere gecilir.

Kiiltiir besiyerleri

Primer izolasyon amaclilar Kullanim nedenleri
- Sabouraud dekstroz agar (SDA) Saprofit ve patojen
(Siklohekzimidli veya mantarlarin primer
sikloheksimidsiz) izolasyonu
- Beyin kalb inifiizyon agar1 (BHI) Saprofit ve patojen
mantarlarm primer
izolasyonu
- Inhibitor mold agar Patojen mantarlarm
(dermatofit digindaki)
primer izolasyonu
- Maya oziitii fosfat agar Patojen mantarlarin
(dermatofit digindaki)
primer izolasyonu

Invasive myocoses

Spesifik amaclilar
Tween 80 ve tripan mavili musirunlu  C.albicans’m klamidospor

jeloz (MUJ) tanisi

Pamuk tohumu doniisiim agart B.dermatitidis’in kiif
fazindan maya fazina
doniistimi

-Czapek’s agar Aspergillus izolasyonu

-Kus tohumu agari (Staib agar) C.neoformans
idantifikasyonu

-Maya fermentasyon buyyonu Mayalarin fermentasyon
ozellikleri

-Maya nitrojen agari Mayalarin karbonhidrat
asimilasyon ozellikleri

Ekim yapilan besiyerleri 26 ve 37°C’de inkiibe edilir. Bir-dort
hafta icinde veya sonunda iireme goriilmiigse koloniden pre-
parasyon hazirlanir. Izole edilen mantar bir maya ise; bu ma-
yanin hif ve/veya yalanct hif olugturup olusturmadigi, klami-
dospor varligi, karbonhidrat asimilasyonu, nitrat asimilasyo-
nu, seker fermentasyonu ve gerektiginde diger oOzellikleri
aragtirtlarak tiir diizeyinde tantya gidilir.

Son yillarda enzimatik reaksiyon olusumu temeline dayanan;
Chromagar, Albicans ID gibi testler bazi laboratuvarlar tara-
findan izolasyon ve idantifikasyonda kullanilmaktadir.

Kiif iiremesi saptandiginda ise; koloniler 6nce makroskopik,
daha sonra mikroskopik olarak incelenir. Mikroskopik tanida;
laktofenol pamuk mavisi kullanarak sellofan band, koparma
veya lam kiiltiirii yontemlerinden yararlanihr, tipik hif ve ko-
nidyum yapilarma gore isimlendirme yapilir.

Kan, invaziv mikozda ¢ok dnemli bir klinik 6rnektir ve man-
tarlarin kandan izolasyonunda 6zel islemler uygulanir.
Izolasyon yontemleri

Bactec 9000 (6zel siseleri: MYCO/ FLYTIC medium= MFL)
Bact/Alert

ESP [(septi-chek-bifazik besiyeri) (katt ve siv1)]

Bu besiyerlerinde mayalar iki ii¢ glinde izole edilir.

LS (isolator): Izolator tiipiindeki saponin, eritrosit ve 16kosit-
leri eriterek, hiicre igindeki mikroorganizmanin serbest kal-
masini saglar; tiip santrifiij edilerek, olusan ¢okelti besiyerine
ekilir. 3.8-10,5 giinde iireme saptanir. Cogunlukla ilk dort
giinde lireme goriiliir.

H.capsulatum ve filament6z mantarlar bu besiyerinde bazen
10-14 giinde iirer. (Optimal 1s1: 30°C, siire:21 giin)

Invaziv mikozda en sik Candida cinsi, ikinci siklikta Aspergil-
lus cinsi etken olarak saptanir (5,9,10,18).

Var olan kiiltiirel yontemlerin zaman alisi, etken mantar izo-
lasyonundaki basar1 oranmin cok yiiksek olmayisi serolojik
testlerin uygulanabilirlifini giindeme getirmigstir. Mantarlar,
bakteriler ile karsilastirldiklarinda zayif antijenik yapiya sa-
hip olsalar da, serumda sirkiile olan antijen ve antikorlarimn
saptanmasi ve uygulanan deri testleri mikolojik taniya yar-
dimcr olur. Cesitli mikotik infeksiyonlarda tedaviye yanitin
belirlenmesi icin hastalik prognozunun izlenmesinde serolojik
testlerden yararlanilabilir (3,10,15,18).

Giiniimiizde, serolojik test Kkitleri bulunan mikozlar: Kan-
didoz, kriptokokkoz, aspergilloz, blastomikoz, parakoksidiyo-
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Invaziv mantar hastaliklari

idomikoz, sporotrikoz, histoplazmoz, koksidiyoidomikoz’dur.
Serolojik test kitleri gelisme asamasindaki mikozlar: Pno-
mosistoz, zigomikoz, kromoblastomikoz’dur. Patojenik man-
tarlarin cesitli cins ve tiirlerinin ortak antijen yapisina sahip ol-
malar1 nedeniyle ¢ogunlukla yiizeyel kolonizasyon ve derin
mikoz aymriminda kararsiz kalinir ve bu nedenle mantar infek-
siyonlarinda antikor tamsinin yarart smirhidir. Bu testlerden
ancak subkutan ve derin mikoz aymrmminda yararlanilir.
Histoplazmoz ve koksidiyoidomikozda antikor tanis1 degerli-
dir. Ardarda alman serumlarda titrasyon artiginin saptanmasi
anlamhdir. En gergek¢i mikoserolojik test; C.neoformans’in
antijen tanisidir.

Aspergilloz, kandidoz, histoplazmoz icin benzer serolojik
testler gelistirilmektedir.

KANDIDOZDA SEROLOJIK TANI
Invaziv kandidozlu hastalarin % 50-70’i giiniimiizde kaybe-
dilmektedir.

Candida antijenleri Testler

- Hiicre duvart mannani EIA,RIA, LA

- 1,3-b-D-glukan (¢ift antikor sandvig
EIA ile kanserli
hasta otopsilerinde
% 65 duyarhlik,
%100 ozgtilliik)

- Enolaz (48 kDA agirligindaki EIA, RIA, LA

stoplazmik protein) invaziv (Cand.tec: % 88

kandidozda seyrek olarak antikor duyarli

yanit1 alinir. (48,52,45,47 kDA (% 77 ozgiil)

agirlikh antikorlar immunblot,

IHIEIDF ile arastirilir)
-Hiicre duvar termolabil LA (1/8 titrasyon

glikoproteini anlamli, 1/4 titrasyon
hem invaziv, hem
kolonizan kisilerde
pozitif)

-Polisakkarit¢e zengin yiiksek CIE

molekiil agirhklh antijen

(235 kDA-250 kDA)

- Acotinase, pyruvate kinase, WB EIA, antijen

phosphoglycerate, mutase, yakalamali EIA,

methionine synthase ,aspartil inhibisyon EIA

proteinase (SAP) (invaziv kandidoz

tam ve tedavisinde 6nemli)

Serum D-arabinitol, fungemi tanisinda 6nemli bir belirleyici-

dir, invaziv kandidozda idrarda saptanir (3,10,15,25).

KRIPTOKOKKOZDA SEROLOJIK TANI

C.neoformans antijeni:
Polisakkarit glukoroksilomannan
(GXM)

Test
LA(en gergekgi
mikoserolojik test)

Ornekteki Trichosporon asahii ve
Capnocytophaga canimorsus (DF-2 basili) varligi capraz
reaksiyona neden olabilir.

Yalanci pozitifliklerde titrasyon 1/8’den azdir. LA ile; hem
BOS, hem de serumda kriptokokkal meninjitli hastalarin %
90’dan fazlasinda pozitiflik saptanir (5,10,15,21,24).

ASPERGILLOZDA SEROLOJIK TANI
A fumigatus, % 90; A flavus % 10, A.niger % 2, A.terreus %
2, A.nidulans < % 1 civarinda invaziv aspergilloz etkenidir.

Aspergillus antijenleri Testler

- Galaktomannan polisakkarit antijeni CIE
(serum, idrar, BAL, perikard sivist  RIA
ve BOS’da)
Invaziv infeksiyonda (JA) seruma LA
kiyasla idrarda daha yiiksek
pozitiflik oran1 saptanir. % 12 yalanci
pozitiflik goriilebilir. EIA
(sandvig¢ EIA,
hematoloji
hastalarinda
daha duyarl olup
9 50-90 duyarlilik,
% 81-93 ozgiillige
sahiptir.

Cocuklarda alcak
titrede yalanci
pozitiflik saptanir.
Kronik granulamattz
hastalig1 olanlarda
yalanci negatiflik
goriilebilir.

A fumigatus
galaktomannan
antijeni 1 ng/ml’ye
kadar saptanabilir.
Riskli notropenik
hastalarda testin
haftada 2-3 kez
tekrar1 Onerilir.

- 1-3 b-D glukan (hiicre duvari EIA (% 90 duyarllik,
komponenti olup serolojik tanida % 100 ozgiilliik)
yeni bir yaklasim olarak goriilmektedir.

EIA testlerinin asemptomatik TA riskli hastalarda tarama ama-
c1 ile yetersiz; semptomatik hastalarda klinik taniy1 dogrula-
mak icin yeterli oldugu kabul edilmistir.

Antikor testlerinin, allerjik bronkopulmoner aspergilloz
(ABA) ve aspergilloma tamisinda yararli, kronik invaziv as-
pergillozdaki yarar1 ise tartigmalidir.

Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt / Volume: 70 « Sayr / Number: 1 « Yil/Year: 2007

226 -



Antikor testleri

IH, LA, IE, (yeni gelistirilen Paragon yontemi) RIA, EIA,
BALISA, Iluminescent immunassay, indirekt IF
(3,9,10,11,15,16,30).

HISTOPLAZMOZDA SEROLOJIK TANI
Antikor testleri : CF, presipitasyon, LA, ID
CF, en uygun testtir: 1/8 titrasyonda pozitiflik
anlaml olup, 1/32 titras-
yonda pozitiflik aktif in-
feksiyonu gosterir. Titras-
yonda dort kat artig an-
lamhidir.% 15 yalanct po-
zitiflik (blastomikoz,kok-
sidiyoidomikozda) sapta-
nabilir.

H ve M antijenlerine kars! olusan presipitasyonlar dnemli ka-
bul edilir.

H antijeni; infeksiyon gostergesidir. M antijeni sadece aktif
hastalik sirasinda degil, diger zamanlarda da pozitif olabilir
(3,5,7,10,15,18,19,21,31).

KOKSIDIYOIDOMIKOZDA SEROLOJIK TANI
Primer serolojik testler dnemlidir. Antikor yanit1 tan1 ve prog-
nozda degerlidir. Erken primer infeksiyonda presipite edici
antikorlar (IgM) olusur. IgG smifi CF antikorlart infeksiyonun
sonunda ortaya cikar.

Antikorlar Testler
IgM (iki hafta i¢inde belirlenip, Tiip presipitasyon veya
alt1 hafta i¢cinde kaybolur) 1gG ID (IDTP)

Cift ID (IDCF)

Antijen: Koksidioidin ve sferiilin (her ikisi de esit duyarhiliga
sahiptir, sferiilin 6zgiilliik agisindan iistiinliik gosterir).

IgG, IgM tanisinda LA (yalanct pozitiflik saptanabilir), EIA
ve RIA testlerinden yararlanilabilir(3,5,10,11,13,15,18,19,21).

BLASTOMIKOZDA SEROLOJIK TANI

Bu konuda yapilmis olan immunolojik arastirmalar yeterli de-
gildir.

CE 1D, EIA, RIA testleri ile B.dermatitidis’e kars1 olusan an-
tikorlar aranir. CF, yeterli duyarlilik ve 6zgiilliige sahip, degil-
dir, ID ile, CF’dan daha saglikli sonuclar alinir. RIA testinde
120 kDA hiicre duvari protein antijeni (WI-1) kullanarak et-
kene karg1 antikorlar arastirilmsgtir.

% 52-80 hastada; A antijenine karg1 antikorlar saptanmustir. En
uygun tani, yontemi; organizmanin mikroskopta gézlemlen-
mesidir. (2,10,15,21).

PARAKOKSIDIYOIDOMIKOZDA SEROLOJIK TANI
Agar jel ID testi ile olgularin % 95’inde dolasan antikorlar
saptanir, ozglilliik orant yiiksektir.

CF (Albeit) IF, CIE, dotblot yontemleri, diger antikor saptayi-
ci testlerdir.

Invasive myocoses

Glikoprotein yapisindaki gp43’e kars1 olusan IgG, IgM, IgA
antikorlarmin belirlenmesinde EIA yontemi ile iyi sonuglar
alinmistir. % 60°dan fazla hastada antijen varlig1 saptanmustir
(3,10,15,18).

PJIROVECII INFEKSIYONLARINDA

SEROLOJIK TANI

Antipnémosistis antikor testlerinin tamida yararsiz oldugu be-
lirlenmistir. En sik kullanilan, kist ve trofozoit saptayici; mik-
roskopiden daha duyarli, ancak daha pahali olan IF yontemi-
dir. Coziinebilir Pjirovecii antijenlerinin saptanmasinda im-
munblot yontemi kullanilir (10,12,14,22).

MOLEKULER TANI YONTEMLERI

Giderek popiiler olmakla birlikte her klinik mikoloji labora-
tuvarinda rutin bir yontem olarak

uygulanmasi gerek ekonomik nedenlerden, gerekse de tam bir
standardizasyonunun saglanamamasi nedeni ile olas1 degildir.
Ancak invaziv mikozlarda mortalitenin yiiksekliginden dola-
y1 erken tani cok onemli oldugu i¢in ve bu yontemlerle kisa
zamanda sonuca ulagildigindan giiniimiizde bir¢ok arastirma
laboratuarinda klinik 6rneklerde mantar DNA’sinin saptan-
mast konusunda {imit verici gesitli calismalar yapilmaktadir.
Ayrica, tiir tayini, epidemiyolojik tiplendirme ve ilag direnci
konulu aragtirmalarda da epeyce yol alinmig olup, caligmalar
siirdiiriilmektedir. Infeksiyon etkeni mantarlarin saptanmasi
ve tanimlanmasinda niikleik asit amplifikasyon ve hibridizas-
yon problarmm kullamldig1 sinyal amplifikasyon yontemle-
rinden yararlanilir. Niikleik asit amplifikasyon teknolojilerin-
de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) veya benzeri yontemler
kullanilir. Iyi donammh klinik mikoloji laboratuvarlarinda
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis ve Cocci-
dioides immitis tanimlanmasinda siklikla niikleik asit hibridi-
zasyon problar1 yeglenir.PCR cift iplikli bir DNA molekiiliin-
de, hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve
uzamast esasina dayanir. Testin duyarliligi (kan 6rneklerinde
birden fazla kez calisildiginda) %100’diir.Testin pozitifligi
icin gerekli siire iki gilindiir (Klinik tam i¢in belirlenen ortala-
ma siire: dokuz giin).Yontemi uygularken ¢evrede yaygin ola-
rak bulunan kiiflerden dolay1 olusabilecek kontaminasyon ris-
ki iizerinde titizlikle durulmasi gerekir. Giiniimiizde sadece
sistemik mikoz etkeni birka¢ mantar tiirii i¢in ticari kitler mev-
cuttur (Tablo1).

Tablo 1. Sistemik mikoz etkeni olan mantarlarin
molekiiler tanilarim saglayan Kitler ve uygulama siireleri

Mantarlar Siire Test Hedef
C.neoformans 2 saat Accuprobe  rRNA
H.capsulatum 2 saat Accuprobe  rRNA
C.immitis 2 saat Accuprobe  rRNA
B.dermatitidis 2 saat Accuprobe  tRNA

PCR temelli taninin, geleneksel kan kiiltiiriinden daha duyar-
I1 oldugu (6zellikle notropenik hastalarda) gosterilmistir. Bun-
dan dolay1 mantar yiikiiniin cok az olmasi nedeniyle, kiiltiir ve
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Invaziv mantar hastaliklari

serolojik taninin heniiz yetersiz oldugu evrede PCR temelli ta-
n1 yontemlerinin ¢ok daha etkin olacagi soylenebilir. Revers-
transkriptaz (RT) PCR’da hedef RNA'nin ¢ogaltilmast amac-
lanmugtir. Pneumocystis jirovecii’yi de igeren cesitli mantarla-
rin saptanmasim amaclayan PCR-parmak izi (PCR fingerp-
rinting), mitokondriyal sitokrom b gen dizi analizi, multipleks
PCR, gercek zamanli PCR(real-time PCR), yuvalanmis PCR
(nested PCR), kesilmis parcalarin uzunluk polimorfizmi
(RFLP), rastgele cogaltilmig polimorfik DNA (RAPD) ve
PCR ELIZA (PCR-EIA) yontemleri PCR temeline dayan-
maktadir. Cesitli hibridizasyon yontemlerinden bazilar1 ¢izgi
prob {line prob assay (PCR-LPA)}, referans sarmal aracilikli
uyum teknigi {reference strand mediated conformational
analysis (RSCA)} ve insitu hibridizasyon (ISH) dur. Yeni mo-
lekiiler yontemlerin yakin bir gelecekte tani siirecini kisaltip,
dogru tam olasiligini artirmasi, en kisa zamanda etkene 6zgii
tedavi olanag1 saglayip, klinik basari oranin1 artirmasi hedef-
lenmektedir (1,4,19,20,21).

Sonug olarak, bagisiklik yetmezligi olan hastalarda (6zellikle
notropenikler) Candida, Aspergillus, Cryptococcus ve Pne-
umocystis vb. gibi 6n plandaki mantar infeksiyonunun tanim-
lanmasinda, geleneksel yontemlerin yanisira kosullar uygun-
sa hizli tan1 yontemlerinin de gozardr edilmemesi ve gelismis
teknolojik yontemlerin devreye sokulmasi hastanin kisa za-
manda tedavisi agisindan biiylik yarar saglayacaktir.

KAYNAKLAR

1. Bialek R, Konrad F, Kern J, Aepinus C, Cecenas L, Gonzales GM
Just-Nubling G, Willinger B,Prester] E, Lass-Florl C,Rickerts V.
PCR based identification and discrimination of agents of mu-
cormycosis and aspergillosis in paraffin wax embedded tissue. J
Clin Pathol 2005; 58:1180-1184.

2. Bradsher RW. Blastomycoses. In: Dismukes WE, Pappas PG, So-
bel ID (eds). Clinical mycology. Oxford University Press. New-
York, USA, 2003; pp 299-310.

3. de Repentigny L, Serological techniques for diagnosis of fungal in-
fection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1989; 8:361-375.

4. de Valk HA, Meis JE Curfs IM, Muehlethaler K, Mouton JW,
Klassen CH. Use of a novel panel of nine short tandem repeats for
exact and high-resolution fingerprinting of Aspergillus fumigatus
isolates. J Clin Microbiol 2005; 43:4112-4120.

5. Dupont P, Pappas PG, Dismukes WE. Fungal infections among pa-
tients with AIDS. In: Dismukes WE, Pappas PG, Sobel JD (eds).
Clinical mycology. Oxford University Press. New York, 2003; pp
188-205.

6. Frank U, Malkotis D, Mlangeni D, Daschner FD. Controlled clini-
cal comparison of three commercial blood culture systems. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis 1999; 18:248-255.

7. Gomez BL, Figuero JL, Hamilton AJ, Ortiz BL, Robledo MA,
Restrepo A Hay RJ. Development of a novel antigen test for histop-
lasmosis J Clin Microbiol 1997; 35:2618-2622.

8. Guinvarc’h A, Guilbert L ,Marmorat-Khuong A, Lavarde V, Che-
valier P, Guillemain R, Berrebi A. Disseminated Fusarium solani
infection with endocarditis in a lung transplant recipient. Mycoses
1998; 41: 59-61.

9. Kemn ME. Medical mycology a self-instructional text, FA Davis

Co. Philadelphia, USA, 3nd ed; 1988.

Kwon-Chung KJ, Bennett JE. Medical mycology, Lea&Febiger.

Philadelphia, USA, 1992.

11. Larone DM. Medical important fungi,a quide to identification,

ASM Press. Washington D.C, USA, 4nd ed; 2002.

Linke MJ, Rebholz S, Collins M, Tanaka R, Cushion MT. Nonin-

vasive method for monitoring Pneumocystis carinii pneumonia.

10.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

23.

24.

25.

26.

27.

28.

20.

30.

31

32.

Emerg Infect Dis 2003; 9:1613-1616.

Merz WE, Roberts GD. Algorithms for detection and identification
of fungi. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JM, Pfaller MA
(eds). Manual of Clinical Microbiology. ASM Press. Washington,
USA, 8nd., 2003; pp 299-310.

Ng L, Virani NA, Chaisson RE, Yajko DM, Sphar HT, Cabrian K,
Rollins N, Charache P, Krieger M, Hadley WK. Rapid detection of
Pneumocystis carinii using a direct fluorescent monoclonal anti-
body stain. J Clin Microbiol 1990;28:2228-2233.

O’Shaughnessy EM, Shea YM, Witebsky FG. Laboratory diagno-
sis of invasive mycoses. Infect Dis Clin N Am 2003; 17:135-158.
Peterson DL. New clinical presentations of invasive aspergillosis in
non-conventional hosts. Clin Microbiol Infect 2004; 10:24-30.
Pfaller MA, Diekema DJ. Twelve years of fluconazole in clinical
practice: global trends in species distribution and fluconazole sus-
ceptibility of bloodstream isolates of Candida. Clin Microbiol In-
fect 2004; 10:11-23.

Richardson MD, Warnock DW. Fungal infection, diagnosis and
management, Blackwell Pub Ltd. Massachusetts, USA, 3nd ed;
2003.

Sandhu GS, Kline BC, Stockman L, Roberts GD.Molecular probes
for diagnosis of fungal infections. J Clin Microbiol 1995; 33:2913-
2919.

Saribas Z, Arikan S(gevirenler).Patojen mantarlarm molekiiler yon-
temlerle saptanmast. Icinde: Tekeli A, Ustagelebi S(geviri editorle-
ri).Molekiiler mikrobiyoloji, tam prensipleri ve uygulamalar.”Per-
sing DH, Tenover FC, Versalovic J, Tang YW, Unger ER, Relman
DA, White TJ (eds): Molecular microbiology, diagnostic principles
and practice” kitabindan. Palme yaymncilik. Ankara, 2006; 551-559.
Stockman L, Clark KA, Hunt JM, Roberts GD. Evaluation of com-
mercially available acridinium ester-labeled chemiluminescent
DNA probes for culture identification of Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans and Histoplasma
capsulatum. J Clin Microbiol 1993; 31:845-850.

Stringer JR, Beard CB, Miller RF, Wakefield E. A new name (Pne-
umocystis Jiroveci) for Pneumocystis from humans. Emerg Infect
Dis 2002; 8:891-896.

Sutton DA. Specimen collection, transport and proccessing: Myco-
logy In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA (eds).
Manual of clinical microbiology. ASM Press Washington, USA,
8nd ed., 2003; pp 1659-1667.

Tanner DC, Weinstein MP, Fedorciw B, Joho KL, Thorpe JJ, Rel-
ler L. Comparison of commercial kits for detection of cryptococcal
antigen. J Clin Microbiol 1994; 32:1680-1684.

Tavanti A, Davidson AD,Johnson EM, Maiden MC, Shaw DJ,
Gow NA, Odds FC. Multilocus sequencetyping for differentiation
of strains of Candida tropicalis. J Clin Microbiol 2005; 43:5593-
5600.

Vanbreuseghem R, Vroey CH De, Takashio M. Practical quide to
medical and veterinery mycology, Masson Pub. New York, USA,
2nd ed., 1978.

Walsh TJ, Fancesconi A, Kasai M, Chanock SJ. PCR and single-
strand conformational polymorphism for recognition of medically
important opportunistic fungi. J Clin Microbiol 1995; 33:3216-
3220.

Walsh TJ, Groll A, Hiemenz J, Fleming R, Roilides E, Anaissie E.
Infections due to emerging and uncommon medically important
fungal pathogens. Clin Microbiol Infect 2004; 10: 48-66.

Welty FK, McLeod GX, Ezratty C, Healy RW, Karchmer E. Pse-
udallescheria boydii endocarditis of the pulmonic valve in a liver
transplant recipient. Clin Infect Dis 1992; 15:858-860.

Wheat LJ. Rapid diagnosis of invasive aspergillosis by antigen de-
tection. Transpl Infect Dis 2003; 5:158-166.

Wheat LJ. Current diagnosis of histoplasmosis. Trends Microbiol
2003; 11:488-494.

Yeo SF, Wong B. Current status of nonculture methods for diagno-
sis of invasive fungal infections. Clin Microbiol Rev 2002; 15:465-
484,

Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt / Volume: 70 « Sayr / Number: 1 « Yil/Year: 2007

-28-



