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1. GİRİŞ 

Mantar infeksiyonları, 1980’ li yıllardan itibaren giderek artan sıklıkta 

görülmeye başlanmıştır. Özellikle son yıllarda modern tıptaki gelişmelere paralel 

olarak fırsatçı etkenler olan mantarların önemi oldukça artmıştır. Kemik iliği ve 

hematopoetik kök hücre transplantasyonu uygulamaları, organ 

transplantasyonlarındaki artış ve maligniteli hastalarda kemoterapötik ajanların 

kullanımı, yoğun bakım hastalarının yaşam sürelerinin uzaması mantar 

infeksiyonlarındaki artışın en önemli nedenleridir. Bunun yanı sıra mantar 

infeksiyonlarını arttıran diğer nedenler arasında, gelişmiş ülkelerde kronik 

hastalığı olan ileri yaş popülasyonunun artması gibi değişen demografik özellikler 

ve Edinsel Bağışıklık Yetmezlik Sendromu (AIDS) pandemisi yer alır (1). Tıpta 

yeni medikal veya cerrahi invaziv girişimlerin uygulanmaya başlanması, geniş 

spektrumlu antimikrobiyallerin veya sitotoksik kemoterapötiklerin yoğun bir 

şekilde kullanılması ile konak savunma mekanizmalarının zayıflaması son yıllarda 

mantar infeksiyonlarının görülme sıklığının artmasına neden olmuştur.  

Tedavi ve kemoprofilakside flukonazol gibi azollerin, febril nötropenide 

ampirik olarak amfoterisin B’ nin kullanılması kısmen de olsa yüksek riskli 

hastalarda gelişen mantar infeksiyonların epidemiyolojisinde belirgin 

değişikliklere yol açmıştır (2). 

Küf infeksiyonları bağışıklık sistemi baskılanmış hastalarda predominant 

olarak görülmeye devam etmektedir. Hematolojik maligniteli, solid organ ya da 

kök hücre nakli yapılmış ve kortikosteroid tedavisi alan hastalar küf infeksiyonları 
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açısından yüksek risk altındadırlar. Küf infeksiyonlarına sebep olan türler içinde 

en yaygını Aspergillus türleridir (2,3). 

İnvaziv aspergilloz (İA) bağışıklık yetmezliği olan hastalarda gelişen ve 

tanı konup sağaltılsa bile sıklıkla ölümle sonuçlanan fırsatçı bir infeksiyondur (4). 

İnvaziv kandidoz (İK) ve kandidemi, özellikle Yoğun Bakım Ünitelerinde (YBÜ) 

olmak üzere nazokomiyal ortamda sık görülmektedir (5,6).  

Mantar infeksiyonlarının sayısında ve duyarlı konakların sayısındaki artış 

sorumlu patojenleri daha hızlı şekilde tanımlayacak tanı testlerine ihtiyaç 

doğurmuştur. Kültürde üreme ve histopatolojik değerlendirme mantar 

invazyonunu göstermede hala en standart yöntemlerdir. Ancak bağışıklık sistemi 

baskılanmış hastalarda girişimsel işlemlerin uygulanması nötropeni ve 

trombositopeni gibi nedenlerden dolayı sorunlu olabileceği için bu yaklaşımlar 

tercih edilmemektedir (3,7,8). Ayrıca kan kültür sonuçları İK ve fuzaryoz 

hastalarının sadece % 50’ sinde pozitif iken İA’ lı hastaların ise çok azında pozitif 

olabilmektedir. Bu nedenle özellikle bu grup hastalarda invaziv olmayan tanısal 

yöntemler mantar infeksiyonlarının erken ve hızlı tanısı için çok önemli 

olmaktadır (3,7-10). 

  Mantar hücre duvarının bir komponenti olan kitinin varlığının 

gösterilmesinin in vivo mantar üremesini yansıtabileceği söylenmiştir (11,12). Bu 

nedenle dokuda kitin ölçümü, bazı çalışmalarda fungal yükün göstergesi olarak 

kullanılmıştır (13).  Buradan yola çıkarak bu çalışmada mantar infeksiyonlarının 

erken tanısına yönelik olarak sistemik mikoz şüpheli olguların serumlarında kitin 
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antijeni varlığının gösterilmesine yönelik enzim bağlanmış immünosorbent 

yöntemi (ELISA) geliştirilmesi planlanmıştır. Ayrıca kültür, galaktomannan, β-

glukan ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yöntemlerinin karşılaştırılması, 

aralarındaki korelasyonun araştırılması ve tanının doğrulanmasına katkılarının 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 İnvaziv mantar infeksiyonlarının epidemiyolojisi 

Nötropenik hastalarda mantar infeksiyonları özellikle 1970’ li yıllarda ve 

1980’ li yılların başında dikkati çekmeye başlamıştır. İnvaziv mantar 

infeksiyonlarındaki (İMİ) artışta son yıllarda tanıda kullanılan görüntüleme ve 

laboratuvar yöntemlerinin gelişmesinin de payı vardır (14).  

Geçen son üç dekat boyunca tıbbi ve cerrahi tedavideki gelişmeler, yatan 

hastalarda gelişen infeksiyonların etkenlerinde değişikliklere neden olmuştur. 

Yeni teknolojiler ve tedaviler, kemik iliği ya da solid organ transplantasyonu, 

kemoterapötik ajanlar birçok tıp merkezinde yaygın olarak uygulanmaktadır ve bu 

işlemler sonucunda kişilerde immün yetmezlik oluşmaktadır. Aynı zamanda 

özelleşmiş ünitelerde bakım ve invaziv gözlem aygıtlarının kullanımı, parenteral 

beslenme, yardımcı ventilasyon cihazları ölümle sonuçlanan hastalıklarda yaşam 

süresini uzatırken beraberinde bağışıklığı baskılanmış, hastanede yatan, ciddi 

hastalık taşıyan hasta popülasyonunda artışa neden olmuştur. Ayrıca epidemik 

görülen AIDS hastalığı da bu grup hasta sayısını arttırmaktadır (3,15). 

Son birkaç yılda sağlık alanında yapılan gelişmeler gerçek patojenler ve 

fırsatçı organizmaların oluşturduğu yaşamı tehdit eden infeksiyonların sayısında 

beklenmedik bir artış olmasına yol açmıştır (16). Bu infeksiyonlar risk altındaki 

popülasyonun artmasına bağlı olarak giderek yaygınlaşmaktadır. Bu 

popülasyonda AIDS’ li hastalar, transplant alıcıları, kanser hastaları ve immün 
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baskılayıcı tedavi alan diğer hastalar yer almaktadır. Transplant yapılan veya 

malignite tedavisi alan hastalarda yoğun ve geleneksel tedaviler daha derin ve 

daha uzun süren immün yetmezlik durumu oluşturmuştur (16). Benzer şekilde, 

YBÜ’ lerinde invaziv izlem ve agresif tedavilerin kullanıma girmesiyle yaşamı 

tehdit eden hastalığı bulunan hastaların sağ kalma oranları artmıştır; öte yandan 

bu gelişmeler, mantar infeksiyonları bakımından risk altındaki insan sayısında 

artış olmasına da katkıda bulunmuştur (16). Risk altındaki farklı gruplarda mantar 

infeksiyonlarının insidansında belirgin değişiklikler yaşanmasına yol açan diğer 

gelişmeler, tedavi ve kemoprofilakside azol grubu antifungal ilaçların artan 

kullanımı ve ampirik tedavi için amfoterisin B’ nin yaygın kullanımı olarak 

sayılabilir (16). 

Aspergillus fumigatus ve Candida albicans gibi iyi bilinen organizmalara 

bağlı fırsatçı mantar infeksiyonlarının prevalansında artışa ek olarak, zararsız 

saprofitler olarak bilinen gitgide artan sayıda mantar da immün yetmezlikli 

bireylerde ciddi veya öldürücü infeksiyon etkeni olarak bildirilmektedir. Örneğin, 

tırnak ve kornea infeksiyonlarının uzun zamandan beri bilinen bir etkeni olan 

Fusarium türlerinin günümüzde nötropenik kanser hastalarında ve kök hücre nakli 

alıcılarında ölümcül yaygın infeksiyon etkeni olduğu gösterilmiştir (16). 

Bu organizmaların önemli patojenler olduklarının ortaya çıkması hem 

klinik bulguları sık görülen bir hastalık olan aspergillozu taklit edebildiğinden, 

hem de bu organizmalar, febril nötropenik hastalarda mantar infeksiyonundan 
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şüphelenildiğinde ampirik olarak kullanılan, amfoterisin B’ ye genellikle dirençli 

olduğundan tanı ve tedavide önemli sonuçlar doğurmuştur (16).  

Mantar infeksiyonlarının günümüzdeki seyri gelişmekte olan ülkelerde 

gelişmiş ülkelere göre birçok yönden oldukça farklıdır. Gelişmiş ülkelerde 

kombine antiretroviral ilaçların yaygın şekilde kullanımı AIDS ile ilişkili fırsatçı 

infeksiyonlarda belirgin bir azalma olmasına yol açmıştır. Aksine, gelişmekte olan 

ülkelerde bu hastalıkların yarattığı sorun giderek büyümekte ve artmaktadır. 

Tayland’ da kriptokokkoz AIDS’ li kişiler arasında üçüncü fırsatçı infeksiyondur. 

Penicillium marneffei adı verilen Güneydoğu Asya ve Güney Çin’ de endemik 

olan bir mantar türünün oluşturduğu infeksiyon Tayland’ ın kuzey bölgesinde en 

sık dördüncü fırsatçı infeksiyondur. Afrika’nın birçok bölgesinde kriptokokkozun 

prevelansı AIDS’ li kişiler arasında % 30’u aşmıştır. Bu kıtadan yapılan 

bildirilerde, sıklıkla uygun dozda ve sabit saklama koşullarında antifungal 

ilaçların bulunmadığı lokal şartlarda tedavi edilen infeksiyonla ilişkili yüksek 

mortalite oranları yer almaktadır (16). 

İnvaziv mikozlara bağlı ölüm oranı her geçen yıl artmaktadır. Amerika’ da 

1980 yılı verilerine göre 828 ölümden etken olarak mantarlar izole edilmişler ve 

fatal infeksiyon etkenleri arasında onuncu sıradayken, 1997 yılında ölümler 2370’ 

e ve etkenler arasında da yedinci sıraya yükselmişlerdir (17). Fırsatçı mikozlara 

sebep olarak en iyi bilinen etkenler C. albicans, Cryptococcus neoformans ve A. 

fumigatus’ tur (17). Bu patojenlere bağlı tahmini yıllık invaziv mikoz insidansı, 

Candida türleri için milyonda 72-228, Cryptococcus türleri için milyonda 30-66 
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ve Aspergillus türleri için milyonda 2-34 infeksiyondur (17). Bu ajanlara ek olarak 

diğer fırsatçı mikozların sayısında da artış görülmektedir. Bu fungal patojenler C. 

albicans ve A. fumigatus dışındaki diğer Candida ve Aspergillus türleri, fırsatçı 

maya benzeri mantarlar (örneğin; Trichosporon ve Rodotorula türleri), 

zigomiçetler, hiyalin küfler (örneğin; Scedosporium ve Fusarium türleri) ve çeşitli 

dematösiyöz mantarlardır (8,15,18,19). Bu organizmalar kateter ilişkili fungemi 

ve peritonit, lokalize infeksiyonlar (akciğer, cilt, paranazal sinüsler gibi) ve kan 

yoluyla yayılarak gelişen infeksiyonlar gibi çeşitli infeksiyonlara sebep 

olmaktadırlar. Bu mantarların birçoğunun önceden patojen olmadıkları bilinirken 

günümüzde bağışıklığı baskılanmış hastalardaki invaziv mikoz etkenleri olarak 

tanımlanmışlardır (17). 

Maya infeksiyonları sıklıkla mukoza bariyerinin bütünlüğünün 

bozulmasıyla kazanılmasına rağmen, küf mantarı infeksiyonlarına temel olarak 

konidyanın inhalasyonu sebep olmaktadır ve sonuç olarak akciğerler sıklıkla 

primer infeksiyon yeridir. Özellikle kronik graft versus host hastalığında (GVHH) 

veya mukoza bariyeri yaralanması bulunan hastalarda, bağırsaklarda olası İA 

infeksiyonu olabileceği bildirilmiştir (20).  

Çok çeşitli patojenler İMİ ile ilişkili olabilmesine rağmen, Candida türleri 

geçmişte en sık sebep olan organizmalardır. Bununla birlikte, Avrupa’ daki İMİ 

epidemiyolojisi son yıllarda Aspergillus türlerine kaymıştır ve diğer küf 

mantarları da gittikçe önemi artan patojenler haline gelmiştir. 
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1990’ lara kadar, kandidoz Avrupa’ da immün yetmezlikli hastalar 

arasında en sık görülen İMİ idi. O zamandan beri, İA’ nın artan insidansıyla 

anlaşılabileceği gibi, epidemiyolojide belirgin bir kayma olmuştur (21,22). 

Örneğin bir Alman hastanesindeki otopsi çalışması, 1973 ile 1980 arasında tanı 

konulan 11 İMİ’ nin sebebinin Candida türleri olduğunu, 1992 ile 2001 arasında 

aynı hastanede belirlenen İMİ’ lerin % 62’ sinden (16/26) Aspergillus türlerinin 

sorumlu olduğunu ve olguların % 35’ inde Candida türleri tespit edildiğini 

bildirmektedir (21). Diğer raporlarda günümüzde Avrupa popülasyonlarının 

bazılarında majör İMİ sebebi olarak Aspergillus’ un Candida’ yı geçtiği 

belirtilmektedir. SEIFEM (Sorveglianza Epidemiologica Infezioni Fungine nelle 

Emopatie Maligne) 2004 çalışması, 1999 ile 2003 yılları arasında İtalya’ daki 

hematoloji servislerine yatırılan hematolojik maligniteli hastalarda İMİ’ lerin % 

64’ ünün sebebinin küf mantarları olduğunu belirtmektedir (23). Küf mantarı 

infeksiyonlarının % 90’dan fazlasına Aspergillus türleri sebep olurken, 

Zygomycetes (% 4) ve Fusarium türleri (% 4) ise ikinci ve üçüncü sırada 

gelmektedir (23).  Mayalar ise İMİ’ lerin % 36’ sında etken olarak saptanırken, 

Candida türleri  (% 91) maya infeksiyonlarının çoğundan sorumlu bulunmuştur 

(23). Aynı çalışma, hematopoetik stem cell transplantasyonuna (HSCT) giren 

hastalar arasında benzer sonuçlar vermiştir. 121 İMİ’ den 91 tanesinde (% 75) 

etken küf mantarları, 30’ unda (% 25)  ise maya mantarları olarak saptanmıştır 

(24). Epidemiyolojideki bir başka eğilim, albicans dışı Candida türlerinin 

(örneğin C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis) sebep olduğu 

infeksiyonların, özellikle hematolojik maligniteli hastalar arasında, gittikçe artan 
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şekilde görülmesidir (6,25-28). Önceden nadir olan Zygomycetes ve Fusarium 

türleri gibi diğerleri de etiyolojik patojenler olarak ortaya çıkmaktadır ve sıklık 

coğrafi lokasyona göre değişmektedir (22). 

İMİ’ nin değişen epidemiyolojisinin sebepleri tamamen bilinmemektedir, 

ancak büyük olasılıkla HSCT alıcılarında flukonazol profilaksisinin artan 

kullanımı ve çeşitli risk popülasyonları için tedavi stratejilerindeki değişiklikler 

gibi pek çok faktörden kaynaklanmaktadır (22). Avrupa ve Amerika Birleşik 

Devletleri’ nden gelen epidemiyolojik çalışmalar, kandidemi insidans oranlarının 

1970’ lerden 1990’ ların başına kadar arttığını göstermiştir. Bazı veriler, bundan 

sonra 1990’ lar boyunca insidans oranlarının sabitleştiğini ileri sürmektedir (29). 

İK açısından risk taşıyan hasta popülasyonları, YBÜ hastalarını, solid 

tümör veya hematolojik malignite bulunan hastaları ve ameliyata giren hastaları 

içermektedir (25). Sonradan Candida türlerine bağlı İMİ gelişimi için müköz 

membran kolonizasyonu bir ön koşul olarak görülmektedir ve kolonizasyonun 

meydana gelmesinin geniş spektrumlu antibiyotikler almakta olan kritik hastalar 

arasında anlamlı şekilde artmış olduğu görülmektedir (25). İK için diğer risk 

faktörleri, intravasküler cihazların, kateterlerin ve parenteral beslenmenin 

kullanılması, nötropeni, cerrahi işlemler, böbrek yetmezliği, steroidlerin kullanımı 

ve YBÜ’ lerinde daha uzun kalış süresini içermektedir (25,30). Avrupa Tıbbi 

Mikoloji Konfederasyonu ve diğer taramalardan gelen veriler, kandidemi 

olgularının yarısından fazlasında C. albicans’ ın sorumlu olduğunu belirtmektedir 
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(25,28). Bununla birlikte C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis ve C. parapsilosis 

gibi albicans dışı Candida türleri etken olarak ortaya çıkmaktadır (6,25,27,28).
   

Özellikle, albicans dışı infeksiyonlar hematolojik maligniteli hastalarda 

daha sık görülmektedir (25). Avrupa Kanser Araştırma ve Tedavi Örgütü / 

Mantar Çalışma Grubu (EORTC / MSG) tarafından yapılan prospektif, çok 

merkezli tarama çalışması, C. albicans’ ın solid tümörlü hastalarda olguların % 

70’ inde ve hematolojik hastalıkları bulunan hastaların ise % 36’ sında olduğunu 

bulmuştur, Oysa C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei ve diğer 

albicans dışı Candida türlerinin her birisi, hematolojik maligniteli hastalar 

arasında olguların %12 -14’ ünde etken olarak saptanmıştır  (31).
 

A. fumigatus aspergillozun önde gelen sebebidir; bununla birlikte A. flavus 

ve A. terreus gibi A. fumigatus dışındaki Aspergillus türleri daha sık 

görülmektedir (32). İA açısından risk taşıyan hasta popülasyonları hematolojik 

maligniteli, pulmoner hastalığı olan (örneğin kronik obstrüktif akciğer hastalığı ve 

astım), kök hücre alıcıları ve solid tümörlü hastaları içermektedir. İA için spesifik 

risk faktörleri nötropeniyi (Polimorfonükleer nötrofil sayımı < 0.5 g/l), antibiyotik 

tedavisini, kortikosteroid tedavisini, sitotoksik kemoterapiyi, diğer 

immünsupresifleri, Aspergillus kolonizasyonunu, sitomegalovirüs veya 

Pneumocystis jirovecii infeksiyonunu, kök hücre kaynağını, GVHH’ nı, HSCT’ de 

insan lökosit antijeni uyuşmazlığını, monoklonal antikorların kullanılmasını ve 

nükleozit analoglarının kullanılmasını içermektedir (33,34,35,36).
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Zigomikoz, yüksek mortalite oranıyla karakterize olan gittikçe artan 

öneme sahip bir İMİ olarak ortaya çıkmıştır (37). Hematolojik maligniteleri 

bulunanlar, AIDS olanlar, HSCT’ ye girenler veya kortikosteroid almakta olanlar 

gibi nötropenik ve immünsupresyonlu hastalarda artmış zigomikoz riski 

bulunmaktadır. 

Fusarium türleri hematolojik hastalığı olan nötropenik hastalarda ortaya 

çıkan patojenlerdir ve bu hastalarda insidansın artması beklenmektedir (38).
  

14 İtalyan hematoloji bölümünün taramasında, mikrobiyolojik olarak 

belgelenmiş filamentli mantar infeksiyonu bulunan hastaların % 1.7’ sinde 

Fusarium infeksiyonu belgelenmiştir (38). Bu çalışmada genel Fusarium insidansı 

10 yıllık dönem boyunca lösemili yetişkin hastalar arasında 0.06 idi (AML 

hastalarında ise 0.08). Fusarium infeksiyonu için risk faktörleri, HSCT, 

hematolojik kanserler (akut lösemi dahil), yanıklar, kortikosteroidlerin kullanımı, 

nötropeni, ciddi immünsupresyon, lenfopeni ve GVHH’ yi içermektedir (39). 

İmmün yetmezlikli hastalarda % 50’ den neredeyse % 90’ a kadar değişen yüksek 

mortalite oranları bulunmaktadır (23). 

2.2 Fungal hastalıklarda tanı 

Fırsatçı mantar infeksiyonlarının tanısı hala zor ve sorunludur. Bu 

infeksiyonlarda görülen klinik bulgular etkene özgü olmadığından tanıya katkıları 

sınırlı olmakta, histopatolojik ve radyolojik bulgular tanıya ilişkin önemli ipuçları 

sağlayabilmekte, kesin tanı ise mikrobiyolojik yöntemlerle konmaktadır.     
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Günümüzde fırsatçı mantar infeksiyonlarının rutin tanısındaki algoritmayı 

konvansiyonel yöntemler ve bu yöntemlere eşlik edecek şekilde uygulanması 

önerilen serolojik ve moleküler yöntemler oluşturmaktadır (40). 

Konvansiyonel yöntemler, direk mikropskopik inceleme ve kültürü 

kapsamaktadır. Klinik örneğin direk mikroskopik incelemesi, hızlı olası ön tanı 

sağlaması ve özellikle daha sonra kültürde bir küf mantarı üremesi durumunda 

kültür sonucunun değerlendirilmesine yardımcı olması nedeniyle değerli bir 

yöntemdir. Bu amaçla, çini mürekkebi, potasyum hidroksit gibi ıslak preperat 

hazırlama yöntemlerinin yanı sıra, gram ve kalkoflor beyazı gibi boyama 

yöntemleri kullanılarak mantarlara ait çeşitli yapılar görülebilir. Konvansiyonel 

yöntemlerin temelini oluşturan kültür ise, kesin tanı için altın standarttır. En 

önemli avantajları, cins ve tür düzeyinde tanımlama ve olası direnç tahmini şansı 

tanıması ve o infeksiyonda etken suş için antifungal duyarlılık testlerinin 

yapılmasına olanak sağlamasıdır. Kültürün ve direk mikroskobik incelemenin bu 

infeksiyonların tanısındaki duyarlılığı, her zaman istenilen düzeyde 

olmayabilmektedir. Hem direk mikroskopik inceleme, hem de kültür için klinik 

örneğin seçilmesi, tanıdaki başarıyı etkileyen en önemli faktörlerden birisidir. 

Bununla ilgili en tipik örnek, İnvaziv Pulmoner Aspergillozlu (İPA) olgularda tanı 

için en başarılı örneğin balgam değil, doku örneği olmasıdır. Ancak bu olgularda 

uygun ve steril örneklerin alınması, çeşitli nedenlerden ötürü her zaman mümkün 

olmamakta, örnekteki mantar miktarının azlığı ve bilgi ve deneyim eksikliği gibi 

faktörler de konvansiyonel yöntemlerin tanıdaki duyarlılığını düşürebilmektedir 

(41). Benzer şekilde, fırsatçı mantarlara bağlı gelişen fungemilerin tanısında kan 
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kültürünün duyarlılığı da sınırlı olabilmekte, en gelişmiş tekniklerle bile, örneğin 

kandidemili olgularda, kan kültürünün duyarlılığı %50-70’ in üzerine 

çıkamamaktadır (40). Bunun dışında, kültürün, özellikle küf mantarlarına bağlı 

gelişen infeksiyonlarda uzun inkübasyon süresi gerektirmesi ve erken tanıya 

yardımcı olamaması ve yine küf mantarları için kontaminasyon sorunu nedeniyele 

kültürün özgüllüğünün düşük olabilmesi, konvansiyonel tanı yöntemleri ile ilgili 

en önemli dezevantajları oluşturmaktadır (41). Günümüzde mikrobiyolojide 

kullanılan konvansiyonel tanı yöntemleri, invaziv fırsatçı mikozların kesin 

tanısındaki yerini korumakta, erken tanıya yardımcı olabilecek bazı serolojik 

testlerin (galaktomannan testi, β-glukan testi) ve moleküler yöntemlerin (PZR) 

rutinde konvansiyonel yöntemlere eşlik edecek şekilde uygulanması 

önerilmektedir (40 ). 

Tanı genelde klinik bulgularla laboratuvar tanısının birleştirilmesine 

dayansa da, klinik belirtiler çoğunlukla özgül olmadığı ve başka hastalıklarla 

karışabildiği için zordur. Bu nedenle mantar yükü artmadan ve hasta ölmeden 

önce nadiren tanı konulabilir. Erken laboratuvar tanısı ise genellikle zor 

konulmaktadır (42). Günümüzde İMİ’ lerin erken tanısı açısından gerek 

serodiagnostik yöntemler gerekse görüntüleme yöntemleri üzerine yoğun 

çalışmalar yapılmaktadır (43). Galaktomannan antijen testi, β-glukan testi ve PZR 

testleri üzerinde en çok çalışılan yöntemlerdir (43). 
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 İK tanısını kolaylaştırmak için mannan antijenemisini kullanılması 

önerilmiştir. Bu testlerin rutin kullanımı, erken tanıyı artırmak için değerli olabilir 

fakat tek başlarına tanı için kesin bir çözüm sunmamaktadır (44).  

Erken tanı konulmasındaki önemli gecikme, başarılı İA tedavisi için büyük 

bir sorun oluşturmaktadır (45). İPA düşündüren belirti ve semptomlar 

bulunabilmesine rağmen, İA tanısı infeksiyonun spesifik klinik belirtilerinin 

bulunmaması nedeniyle zor olmaktadır (45,46). Ayrıca, İPA’ nın diğer pulmoner 

mikozlardan ayırt edilmesi zordur (47). Klinik, radyolojik, mikrobiyolojik ve 

serolojik parametreleri bir araya getiren, İA için standardize tanı kriterlerinin en 

son ortaya konulmasıyla ilişkili önemli gelişmeler kaydedilmesine rağmen, 

Aspergillus infeksiyonlarının üçte birinden fazlası halen ante-mortem dönemde 

tanısız kalmaktadır (48).  

Histoloji ve kültür dayanan geleneksel yöntemler, İA kesin tanısını 

koymada önemli rol oynamaktadır (45). Yüksek çözünürlü bilgisayarlı 

tomografinin (BT) sistemik kullanımı, İPA erken tanı ve tedavisinde önemli bir 

ilerleme olmuştur (45). Göğüs yüksek çözünürlü BT taramaları, tipik olarak İA’ 

nın erken evrelerinde ara oluşum (halo belirtisi) ile çevrelenmiş küçük kama 

biçimli subplevral lezyonları veya nodülleri gösterebilir (49). Önemli olarak, halo 

belirtisi İA hastalarında erken tanı ve gelişmiş sonuçlar ile ilişkili bulunmuştur 

(50). 

Halo işareti, akciğerde nodüler bir infiltrasyon ve bunu çevreleyen kanama 

ve ödeme bağlı daha az yoğunluktaki buzlu cam manzarası olup İPA’ nın erken 
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dönemlerinde ortaya çıkar. Erken dönemde yapılan BT, pulmoner mantar 

infeksiyonların erken tanısında yardımcı olabildiği ve erken dönemde antifungal 

başlanmasıyla bu olgularda prognozun daha iyi olduğu gösterilmiştir (43). 

Aspergillozların tanısında etkenin doğada yaygın olarak bulunması nedeniyle 

kolonizasyon, infeksiyon ayrımının iyi yapılması gereklidir (51). Kesin tanı için 

mikroskobik bulguların kültürle doğrulanması gereklidir ancak kültürler çok 

başarılı olmamaktadır (51). Son dekat boyunca dolaşımdaki fungal antijenlerin, 

metabolitlerin veya Aspergillus Deoksiribo Nükleik Asit’ inin (DNA) tespitine 

dayanan testlerin geliştirilmesi önemli bir ilerleme olmuştur. Bugüne kadar, erken 

klinik çalışmalarda en fazla ümit veren iki yaklaşım, antijenlerin tespiti ve PZR 

kullanarak Aspergillus nükleik asitlerinin ölçümüdür (52). 

Kandidiyaz tanısı halen YBÜ’ nde büyük bir zorluktur ve sıklıkla 

infeksiyonun geç döneminde konulur. Bu birkaç faktörle açıklanabilir: klinik 

belirtiler non-spesifiktir, kan kültürleri genellikle infeksiyon seyrinde geç döneme 

kadar pozitifleşmez, kan kültürlerinden ayrı olarak serolojik testler ve kültürler 

non-spesifiktir ve bunların tanısal doğruluğu halen tartışmalıdır (53). Sonuç 

olarak, klinisyenler sıklıkla kandidoz için potansiyel tanıyı değerlendirir. Ek bir 

tanısal engel, YBÜ hastalarının profilaktik flukonazol dozlarını (örneğin 100 mg)  

almış olmalarıdır. Bu durum test sırasında numunelerin negatif olmasına sebep 

olmaktadır (44). 
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Tanıdaki temel özelliklerden birisi, infeksiyon için risk faktörlerinin 

değerlendirmesidir (54). İnvaziv Candida infeksiyonları için risk faktörleri tablo 

1’ de özetlenmiştir (6). 

Önceden bahsedildiği gibi, İK ve kandidemi tanısı semptomların ve 

belirtilerin genellikle non spesifik olması, mikrobiyolojik kültürlerin analizinin 

zor olması ve histolojik numunelerin invaziv işlemler gerektirmesi nedeniyle 

büyük zorluklar yaratmaktadır (55,56). 

Tablo 1 İnvaziv Candida infeksiyonları için risk faktörleri 

            Risk faktörleri 

Nötropeni 

Kanser kemoterapisi 

Candida spp. ile kolonizasyon 

Geniş spektrumlu antibiyotik kullanımı 

Santral venöz kateter varlığı 

Hemodiyaliz veya böbrek yetmezliği 

Hastalık şiddeti (Apache skoru) 

Parenteral beslenme 

Mekanik ventilasyon 

Geçirilmiş ameliyat 

Yaş 

 

Mantar infeksiyonlarının erken tanısı ve uygun tedavinin başlanması 

klinisyenler için çok önemlidir. Doku örneklerinde mikroorganizmaların 
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histopatolojik olarak gösterilmesi veya kültürde fungal ajanın üretilmesi hala altın 

standart olarak kabul edilmektedir. Hematopoetik kök hücre transplantasyonuna 

giden veya hematolojik malignitesi olan hastalarda fungal organizmalara ait hücre 

duvar elementlerinin, serum veya diğer vücut sıvılarında serolojik yöntemlerle 

araştırılması tanının konulmasında kullanılmaktadır (57). 

İmmündifüzyon, presipitasyon, veya kompleman fiksasyon testleri gibi 

standart teknikler immün yetmezlikli hastalarda İMİ’ nin tanısında yeteri kadar 

duyarlı olmamaları ve özgüllüklerinin yetersiz olmasından dolayı 

kullanılmamaktadır (57). 

2.3 Galaktomannan antijeni 

Galaktomannan antijen testi birçok merkezde rutin kullanıma girmeye 

başlamıştır. Galaktomannan, Aspergillus türlerininde içinde olduğu 

Hyalohyphomycetes grubu küf mantarlarının hücre duvar yapısında bulunan bir 

moleküldür (43). 

Galaktomannan A. fumigatus’ un hücre duvarı yapısına katılan, İA’ lı 

hastalarda mantar tarafından dokuda büyüme esnasında seruma salınan, 35-100 

kDA moleküler ağırlığında olan bir hücre duvar polisakkaritidir. ELISA, Radyo 

İmmün Assay (RIA) ve Lateks Aglütinasyon (LA) testlerini içeren çok sayıda 

teknik İA’ lı hastaların vücut sıvılarında galaktomannan antijenini tespit etmek 

için değerlendirilmiştir, ancak düşük tespit limitleri (5-15 ng/ml) nedeni ile rutin 

kullanımları sınırlı kalmıştır (8,42). Stynen ve arkadaşlarınca geliştirilen sandviç 
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ELISA yöntemi rat monoklonal antikoru EB-A2’ yi kullanmaktadır (Platelia 

Aspergillus Bio-Rad, Marnes La-Coquette, France) (58). ELISA testi serolojik bir 

test olup işaretli katı faz yöntemlerinden biridir. Ortak mekanizma reaktiflerden 

birisinin (antijen veya antikor) katı bir faza bağlanarak hareketsizleştirilmesi ve 

daha sonra özgül birleşmenin işaretli bir reaktif (konjugat) kullanılarak 

gösterilmesidir. Konjugatı işaretlemek içinde enzimler kullanılır. Yöntemin 

saptama sınırı, sandviç enzim immun assay ile 0,5-1 ng galaktomannan / ml serum 

şeklindedir. Bu test 2003 yılında Food and Drug Administration (FDA) tarafından 

tanı amacıyla kullanılmak üzere onaylanmıştır. Sonuçlar Galaktomannan İndeksi 

(GMI) olarak belirtilir. Amerika Birleşik Devletleri’ nde onaylandığı şekliyle 

GMI değeri 0,5 ve üzerinde ise pozitif kabul edilir. Avrupa ve diğer ülkelerde bu 

sınır (eşik) 0,5-1,5 arasında değişmekte olup, bu ülkelerde de son yıllarda 0,5 ve 

üzerindeki indeks değeri daha çok kabul görmektedir. Bu yöntemde en az % 90 

doğruluk elde edebilmek için riskli hastalarda testin en az haftada iki kez 

yapılması gerektiği bildirilmiştir (59). A. fumigatus ile deneysel olarak enfekte 

edilen veya A. fumigatus ekstraktları ile hiperimmünize olan tavşanlarda bu 

polisakkarite karşı direk antikorların varlığı gösterilmiştir. İA’ lı hastaların diğer 

biyolojik vücut sıvılarında da molekülün dolaştığı saptanmıştır. Serolojik tanı 

Bronko Alveolar Lavaj (BAL), idrar, serum gibi sıvılarda galaktomannan 

aranmasına dayanır. Çünkü İA için riskli olan ağır immün yetmezlikli hastalar A. 

fumigatus’ a karşı yeterli antikor cevabı oluşturamazlar. Dolaşımdaki antijenleri 

araştırmak için galaktomannana karşı oluşmuş poliklonal antikorlar veya 

monoklonal antikorlar kullanılır (57). 
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Sistemik mantar infeksiyon varlığında bu antijenler kanda geçici süre 

bulunurlar ve karaciğerde kupfer hücreleri tarafından endositoz yoluyla 

immünkompleksler şekliyle elimine edilirler  (57). 

İA’ nın tanısında serumda dolaşan galaktomannan antijenlerinin 

saptanması çok önemlidir. Galaktomannan oldukça immunolojik bir antijendir. A. 

fumigatus ve diğer Aspergillus türlerinde (A.flavus, A.niger, A.versicolor, 

A.terreus, A.nidulans, A.oryzae ) varlığı gösterilmiştir (57). 

İnvivo ortamda galaktomannan salınımının kinetiği ve kandaki varlığı ile 

ilgili hala yeterli bilgi olmayışından dolayı etkisini belirlemek zordur. 

Dolaşımdaki antijenlerin değişken paternleri bazı özel hastalarda saptanır. Renal 

yolla kandan temizlenmesi hastanın renal fonksiyonlarına ve dolaşan antijenlerin 

miktarına bağlıdır. Ayrıca infeksiyon odağında beslenme içeriğinin yetersizliği 

veya yokluğunda invivo ortamda salınan antijen miktarının hissedilebilir derecede 

azalabileceği gösterilmiştir. Düşük galaktomannan seviyeleri ayrıca anti- 

Aspergillus antikorlarının var olduğu hastalarda da gözlenebilir (57). 

Her ne kadar erken nötropeni fazında yüksek antikor titresinin varlığı 

gösterilmiş ise de Aspergillus antikorlarının tesbitine dayalı İMİ’ lerin immün 

tanısı sık kullanılmamaktadır. 

Galaktomannan varlığınının araştırılmasına dayalı, kültür dışı tanı 

metodlarından mümkün olan iki yöntemden biri, Platellia Aspergillus – Enzim 

Immuno Assay (PA- EIA) (platellia Aspergillus – bio – rat, Fransa) ve diğeri de 
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LA’ dır (LA, pastorex Aspergillus, bio-rat). Çalışmaların sonuçları, LA 

yöntemleriyle karşılaştırıldığında 1mL kandaki galaktomannanın 10 kat daha 

düşük konsantrasyonlarını tesbit edebilen PA- EIA yönteminin daha faydalı 

olduğunu göstermiştir (57). 

PA- EIA platellia Aspergillus testi Avrupa’ da yıllardır kullanılmaktadır 

(57). Onkoloji ve hematoloji hastalarında İA tanısında bu testin yüksek duyarlılık 

ve özgüllüğü araştırmacıların dikkatini çekmiştir.  

Allojenik kök hücre transplantasyonuna giden hastalarda haftada 2 defa 

galaktomannan varlığı araştırılır. Birbirini takip eden iki pozitif sonucun varlığı 

İA için doğrulayıcı olmaktadır.       

Bu durumda  duyarlılık ve özgüllüğü yaklaşık % 90’ dır. İnfeksiyonların 2 

/ 3’ ünde,  pozitif galaktomannan sonucu klinik semptomların, radyolojik 

değişikliklerin veya diğer tanı yöntemlerince pozitif sonucun elde edilmesinden 

önce saptanır. Diğer taraftan bazı çalışmalarda, galaktomannan tesbitinde PA-  

EIA platellia Aspergillus testinin yüksek özgüllüğüne rağmen, bazı zamanlarda 

düşük duyarlılık göstermesinin altı çizilmektedir (57). 

 PA- EIA platellia Aspergillus testi sistemik vücut sıvılarında infeksiyon 

olmamasına rağmen yalancı pozitif reaksiyon vererek (% 1-18) Aspergillus 

antijeni saptayabilir. Yalancı pozitif sonuçlar özellikle intestinal bariyerlerinin 

bütünlüğünün tam gelişmemiş olmasından dolayı yeni doğanlar ve bebeklerde 

antijen ile kontamine yiyeceklerden galaktomannanın alınması ile olur. Anne 
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sütünde ve formül mamalarda yüksek konsantrasyonda bulunan Bifidobacterium 

bifidum’ un çarpraz reaksiyonu ile de yalancı pozitiflik olabilmektedir. 

Erişkinlerde ise kemoterapi alanlarda gastrointestinal sistemin hasarlanması 

sonucu diyetteki galaktomannanın absorbsiyonunun artması ile de yalancı 

pozitiflik gözlenebilir. Ayrıca fungal orjinli ilaçlar örneğin; antibiyotikler 

(ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam, amoksisilin-klavulanik asit) yalancı 

pozitif sonuçlara yol açmaktadır. Platelia Aspergillus galaktomannan ile 

Penicillium spp arasında da çapraz reaksiyon gösterilmiştir. Fakat Penicillium 

türleri nadir insan patojenlerinden olduğundan klinikle çok az ilgili olarak 

görülmektedir. Paecilomyces variotii ve Alternaria türleri gibi diğer mantarlarla 

da çapraz reaksiyon gözlenmiştir. Aynı zamanda bakteriyemili hastalar ve 

otoreaktif antikorları olan hastalarda da yanlış pozitif reaksiyonlar gözlenmiştir 

(7,42). Bunları önlemek için haftada iki kez serumdan test çalışılmalıdır (57). 

Galaktomannan antijen testlerinde yalancı negatif test sonuç oranı % 5’ in 

altındadır. Yalancı negatif sonuç için sebeplerden biri anti- Aspergillus 

antikorlarının yüksek titresidir. Bu antikor yüksekliği antijenin EbA 2’ e 

bağlanmasını engelleyerek maskeleme yapmaktadır. Bu yüzden serumun immün 

komplekslerinin inaktive edilmesi için 100ºC’ ye ısıtılması önemlidir. Bu 

olgularda testin eşik değerinin düşürülmesi yalancı negatifliği azaltmaktadır (43). 

Pinel ve arkadaşlarının, dahiliye YBÜ ve hematoloji ünitesinden İA 

olduğu bilinen 807 kişilik hasta grubunda yaptıkları çalışmada galaktomannan 

testi % 50 duyarlılığa sahip bulunmuştur. Yüksek riskli hastalarda, hematolojik 



 22 

malignitelilerde yapılan çalışmalarda sınır değer 0,5-0,6 olarak alındığında 

duyarlılık % 76-100, özgüllük % 65,7-97,5 olarak bildirilmiştir. ELİSA’ nın 

galaktomannanın tesbitindeki kullanışlılığı ve faydası kan dışındaki BAL, Beyin 

Omurilik Sıvısı (BOS) gibi diğer vücut sıvılarında da gösterilmiştir (57,60). 

Serum için FDA onayı alan bu test, BAL örneklerinde de kullanılmış ve özgüllük 

% 87 olarak belirlenmiştir. Bu örnek grubu için onay alınmamış olmasına karşın, 

araştırma sonuçlarına göre, İA riskli immün süprese hastalarda bronkoskopi 

yapılması durumunda,  BAL’ da da bu testin çalışılması önerilmektedir (59). 

Galaktomannan varlığı için birbirini takip eden iki pozitif sonucun varlığı 

İA için teyid edici olmaktadır. İA tanısının dışlanması ise negatif sonucun birkaç 

yeni testle gösterilmesine dayanır. 

Klinikte kandan galaktomannan taranması İA riski çok yüksek olan 

hastalara uygulanır. Bu yüksek riskli grupda Akut lösemi, myelodisplastik 

sendrom, HSCT alıcıları, solid organ transplant alıcıları ve GVHH için tedavi 

gören hastalar bulunmaktadır. 

EORTC / MSG kılavuzu, klasik mikolojik testler negatif olsa bile kanda 

galaktomannanın varlığının İA tanısında major bir kriter olduğunu kabul 

etmektedir (57). 

 Hastaların % 96’ sında İA tanısından (histo / sitokimyasal / veya 

mikrobiyolojik olarak) 2-110 gün önce galaktomannan antijenemisi tesbit 

edilmektedir. Hastaların % 90’ ında pozitif kültür sonuçlarından ortalama 10,5 
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gün önce galaktomannanın var olduğu gösterilmiştir. Galaktomannan tesbitinin 

duyarlılığı infeksiyonun durumuna bağlıdır. İPA gibi lokalize infeksiyonlarda 

sistemik infeksiyonlara göre dolaşan antijenlerin saptanmasında duyarlılık düşer. 

Galaktomannan seviyelerindeki düşme iyi prognazla ilgilidir. Fakat antijenin 

yokluğu infeksiyonu dışlamaz. Galaktomannan varlığı antifungal tedaviye cevap 

ile de koreledir. Serum örneklerinin devamlılığı antifungal tedavide kullanılan 

ilaçlara cevabın değerlendirilmesi gerektiğinde alternatif tedavilerin gerekip 

gerekmediği konusunda faydalıdır. Nötropenik hastalarda İA taranması için 

araştırmacılar antijenin kandaki geçici varlığından dolayı günde bir ve haftada en 

az iki defa bakılmasını önerirler. Aspergilloz tedavisi altındaki hastalarda da 

antijenin iki haftalık aralıklarla takibi önerilir. Pratikte aspergilloz için yüksek 

riskli hastaların takibinde haftada iki kez galaktomannan bakılmalıdır (GVHH 

veya uzamış kortikosteroid tedavisi gibi ilave risklerin varlığında) (57,60). 

BT ile tesbit edilen ve etyolojisi belirlenemeyen nötropenik pnömoni 

hastalarında alınan BAL sıvıları test edildiğinde tüm pulmoner aspergilloz 

olguları galaktomannan pozitif bulunurken, ardışık serum testi takiplerinde 

pulmoner aspergillozlu olguların sadece yarısında galaktomannan testi pozitif 

bulunmuştur (43). Özellikle BAL sıvısı olmak üzere, serum dışındaki sıvılarda 

galaktomannan tespitinin yüksek derecede duyarlı olmasına rağmen özgüllük 

problem olabilir (61). Örneğin, idrarda galaktomannan tespiti uygundur ve 

bununla birlikte bu yöntem kontaminasyona yatkındır (61).  BOS’ da 

galaktomannan tespitinin daha duyarlı olduğunu ve merkezi sinir sistemi İA’ sı 
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bulunan hastalarda kültürlerden daha önce İA açısından pozitifleştiğini gösteren 

küçük olgu serileri bulunmaktadır (61).  

Nötropenik olmayan hastalarda testin duyarlılığı tipik olarak düşüktür 

(%15-30). Bu durumun dolaşımdaki galaktomannan düzeyinin düşük olmasından 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Profilaktik ve ampirik olarak kullanılan 

antifungal ilaçlarda fungal yükü azaltarak antijen düzeyini düşürmektedir (62,63). 

Galaktomannan testi yüksek oranda özgül bir tanı aracı olarak görülmektedir 

Ancak sonuçların yorumlanmasıyla ilgili sıkıntılar nedeniyle bazı araştırmacılar 

eşik değerinin düşürülmesini önermişlerdir (51). Hayvan modelleri ve 

insanlardaki çalışmalar, galaktomannan değerlerinin Aspergillus fungal yükü ile 

korele olduğunu ve İA seyri açısından prognostik marker olarak işlev 

görebileceğini göstermiştir (64). Aspergillus fumigatus olmayan  türlerinin sebep 

olduğu infeksiyonlarda galaktomannan tahlilinin performansı kapsamlı şekilde 

çalışılmamıştır. Son olarak, numune alma oranı, galaktomannan tahlilinin eşik 

değeri ve istatistiksel analiz yöntemi (test başına veya hasta başına), bu testin 

performansını belirgin şekilde etkileyen değişkenlerdir (65). 

2.4 1,3--D-glukan (Beta Glukan) 

β-glukan sistemik mikozların tanısında sık kullanılan bir belirteçtir. β-

glukanlar doğada yaygın bulunurlar. Örneğin mantarlarda, mayalarda, alglerde ve 

bitkilerde bulunurlar. Fungal β-glukanlar hem çözünebilir hem de partiküllü 

formda olabilirler. Çözünebilir formdaki β-glukan, monositlerin fagositozunu 

inhibe edebilir. Bunu fagositler üzerinde β-glukanlar için bulunan reseptörleri 
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bloke ederek yaparlar. Miyaseki ve arkadaşları bunu mantar infeksiyonu 

gelişiminin muhtemel mekanizması olarak yorumlamışlardır (66). 

Kanıtlanmış İMİ olan hastalarda, antifungal tedavi alsın ya da almasınlar 

glukanların mantar hücre duvarından dolaşıma salındığı bilinmektedir. Kanda 

veya diğer vücut sıvılarında glukanların varlığı fungemili hastalar için serolojik 

bir belirteç olarak kabul edilebilir (66). 

Tanı sistemi Horseshoe crab’ dan (Kuzey Amerika Atlantik sahilindeki bir 

artropod) pürifiye edilen proteolitik koagülasyon kaskadının aktivasyonuna 

dayalıdır. β-glukanın gösterilmesi için renk esaslı yöntem tanımlanmıştır (67). 

Tanıda kullanılabilen tüm ticari testlerin (Fungitec-G; Glucatell; β-glukan 

test Wako WAKO; β-glukan Test Maruha)  duyarlılık ve özgüllükleri farklıdır. 

Geliştirilen bu testlerin ilki (Fungitec-G Test) Limulus faktör G’ nin glukana 

afinitesini kullanır. Koagülasyon kaskadının Faktör-G’ sini aktive edebilme 

yeteneği sayesinde tespit edilir. G-faktörün özellikle α subunitine bağlanır, ve 

serin proteaz β subunitini aktive eder. Bu testte kromojenik substratdan p-

nitroanilidini (pNA) açığa çıkarır. Salınan pNA 450 nm absorbsiyonda saptanır. 

Yapılan çalışmalarda C. albicans’ ın miçelyal formunun yüksek Limulus faktör-G 

aktive edebilme yeteneği ve insan kanında β-glukanın gösterilmesinin derin 

yerleşimli mikozların erken tanısı için önemli olduğu gösterilmiştir (66,67). Testin 

duyarlılığı % 90, özgüllüğü % 84-100 arasında bulunmuştur ve 20 pg/mL ve üstü 

düzeyde β-glukan varlığı pozitif olarak kabul edilmiştir (67). 
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Fungitec-G’ dekine benzer olarak Glucatell metodu da Limulus enzimini 

kullanır. Bu yöntem Limulus ameobocyte lysate (LAL)’ dan β-glukan için 

spesifik olan bakteriel endotoksin faktör-C’ nin ayrıştırılması esasına dayanır (67). 

2004 yılında FDA onayı almış Glucatell testi için önerilen sınır değer 80 pg/ml 

olup, yayınlarda 60 pg/ml kabul edilmekle birlikte, bazı çalışmalarda bu değer 

120 pg/ml olarak belirlenmiştir. 60 pg/ml’nin sınır değer olarak kabul edildiği 

çalışmalarda, örnek sayısı ile değişmekle birlikte, testin duyarlılığı % 65-100, 

özgüllüğü ise % 87-96 dır. Bu testin duyarlılığı Candida türleri için % 83, 

Aspergillus türleri için % 80,  Fusarium türleri için ise % 100 olarak belirlenmiştir 

(68). İA şüphesi olan hastalarda haftada 2 defa çalışıldığında duyarlılık ve 

özgüllüğün arttığı bulunmuştur. Araştırmacılar β-glukan ve galaktomannanın 

beraber tespitinde özgüllüğün % 100’ e ulaştığını bildirmektedirler. Eş zamanlı 

çalışıldığında her iki antijenin pozitif olması İA için değerliyken testlerden sadece 

birinin pozitif olması yalancı pozitiflik olarak kabul edilmelidir (67). β-glukan 

için yalancı pozitifliğe neden olan bazı nedenler tablo 2’ de verilmiştir. 

Tablo 2: Yalancı pozitif β-glukan sonuçlarının sebepleri 

 

 Selüloz membranlar kullanarak yapılan hemodiyaliz 

 Albümin 

 İntravenöz immün globülin 

 İntravenöz uygulama için selüloz derinlik filtrelerinin 

kullanılması 

 Serozal yüzeylerin gazlı bezle kapatılması 

 İntravenöz amoksisilin-klavulanik asit 

 

 

 

Özellikle hematolojik maligniteli hastalarda mantar infeksiyonu 

olmamasına rağmen β-glukan için yalancı pozitif sonuçlar görülebilir. 
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Kemoterapiyi takiben immun sistemin toparlanması sonucu spontan olarak 

temizlenen geçici fungemi ve Aspergillus antijenemisinin olduğunu destekler 

(67). 

β-glukan testi, galaktomannan testine göre daha geniş spektrumdaki küf 

mantarlarını tespit ettiği için, İMİ’ ler açısından yüksek riskli hastalarda koruyucu 

tedavi stratejilerine katılma potansiyelleri bulunmaktadır (69). Zygomycetes veya 

Cryptococcus neoformans hariç pek çok patojen maya ve filamentli funguslarda 

hücre duvarının ayrılmaz bir bileşeni olan -glukan, İA ve kandidozda ayrıca, 

Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces ve Acremonium türlerinin sebep olduğu, 

daha az görülen fakat bağışık engelli hastalarda önemli olan türlerin tespitinde 

etkili bulunmuştur (8,70).  

Serum β-glukan düzeyi tespiti özellikle akut myeloid lösemi, akut 

lenfositik lösemi, kronik lenfositik lösemi, non-hodgkin lenfoma, endojen fungal 

endoftalmitis, P. jirovecii  pnömonili ve İPA’ lı hastalarda  faydalıdır (67). 

İA’ lı hastalarda hastaların serum β-glukan konsantrasyonlarında 5 gün 

içinde anlamlı bir artış olur. Salınan bu antijenin kinetiğinden dolayı serum 

örneklerinin haftada iki kez çalışılması gerekir. Yapılan çalışmalarda radyolojik 

bulgulardan 9.3 gün önce İA olması muhtemel hastaların %100’ ünde β-glukan 

saptanabilmiştir. Odabaşı ve arkadaşları klinik tanıdan ortalama 10 gün önce β-

glukanın serumda pozitif olduğunu bildirmişlerdir (60) . 

β-glukan tespitini sağlayan ticari olarak mevcut yöntemlerin adaptasyonu 

konusunda büyük beklenti vardır. Çünkü İMİ tanısı onun kanda ve steril diğer 
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vücut sıvılarındaki varlığına dayanır. β-glukan antijeninin takibi hastalığın 

yaygınlığını ve tedaviye cevabın belirlenmesi için faydalıdır (67). 

2.5 Mannan ve Antimannan Testleri 

Glukanlar gibi mannanlar da C. albicans hücre duvarının majör 

bileşenidir, fakat glukanların aksine, mannanlar hücre yüzeyine non-kovalan 

şekilde bağlanmıştır (71). İmmün modülatör özellikleri olan oldukça immünojenik 

bir polisakkarit antijendir. Mannan, kandidanın hücre duvarının kuru ağırlığının 

%30’ unu oluşturur. Maya mannoproteinleri golgi kompartmanında sentez edilir. 

Daha sonra hücre duvarına getirilir. Oligomannoz epitopu humoral cevaba neden 

olabilir (60). 

İK infeksiyonlarının tanısının zor olması, klinik bulgularının özgün 

olmaması ve kan kültürlerinin düşük duyarlılığı nedeniyle tanıda kullanılabilecek 

ticari olarak geliştirilmiş iki test bulunmaktadır. Bunlar temel bir hücre duvar 

antijeni olan mannanın ve antimannan antikorlarının ELISA ile saptanmasıdır 

(72). Sistemik kandidoz için riskli hastalarda dolaşan mannan antijeni ve anti 

mannan antikorlarının takibi tanıda önemlidir (60). 

 İK tanısını kolaylaştırmak için mannan antijenemisinin kullanılması 

önerilmiştir; en önemli sınırlılık hastanın serumundan antijenin hızlı 

temizlenmesidir (73).  

Sendit ve arkadaşları kanıtlanmış İK olan hastalarda mannan tesbit 

edilebilme olasılığının % 40 olduğunu göstermişlerdir. Antikorların varlığı ise 
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hastaların % 53’ ünde gösterilmiştir. Her iki belirtecin paralel tesbiti ise yüksek 

duyarlılık (% 80) ve özgüllük değerlerine (% 93)’ e ulaşır  (57,60). 

Ayrıca nötropenik hematoloji hastalarında mannanemi ve anti–Candida 

antikorlarının paralel izlenmesinin de değerli olduğu gösterilmiştir. Yera ve 

arkadaşları hastaların % 73’ ünde, pozitif kan kültüründen 2-15 gün önce pozitif 

serolojik testleri elde etmişlerdir. Pozitif kan kültürü ile anti mannan antikorunun 

tesbiti arasında ortalama 7, mannan antijeninin tesbiti ile de 6 gün olduğunu 

bulmuşlardır (57). 

Mannan ve antimannan araştırılmasının İK için yüksek riskli olguların 

erken tanısında özellikle kültürlerin ve histopatolojinin negatif olduğu veya 

örneklerin alınamadığı olgularda kullanılabileceği belirtilmiştir (72). 

Riskli hastalarda kültür metodlarıyla kombine olarak her üç günde bir 

mannan ve anti- mannan antikorunun sürekli ölçülmesi yoluyla takip edilir. 

Candida infeksiyonu sırasında anti- mannan antikorlarının kontrolü özellikle 

hastaların immün durumlarını saptamak açısından önemlidir. Ancak antikorların 

varlığının gösterilmesi kandidozun invaziv ve yüzeysel formların birbirlerinden 

ayrılmasına izin vermez. Kalıcı antijenemiye rağmen antikor üretiminin olmaması 

kötü prognostik faktördür. Antikor seviyesindeki ani artış aktif infeksiyon 

lehinedir (57,60). 
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Düşük antijenemili ve erken dönem infeksiyonlarının tanısında tavsiye 

edilen test immünoenzimatik Platellia Candida Ag (Bio- Rad) ve paralel olarak 

anti- mannan  antikor testidir  ( Platelia – Candida – Ab/Ac/Ak; Bio – Rad) (57). 

Bu iki testin İK tanısında güvenilirliği genelde sınırlı kalmaktadır. Birden 

fazla örneğin alınması İK saptama olasılığını arttıracaktır (57). 

Yakın zamanda bir immün enzimatik yöntem (Down-flow immuno assay) 

kullanılmaya başlanmıştır. Bu test İK’ nın (mannan antijenleri) erken tanısında 

kullanışlıdır ve Unimedi Candida Monotest (Unitica) olarak adlandırır (57). Bu 

testlerin rutin kullanımı, erken tanıyı artırmak için değerli olabilir fakat tek 

başlarına tanı için kesin bir çözüm sunmamaktadır (44). 

2.6 Moleküler yöntem 

Nükleik asit amplifikasyon yöntemleri içerisinde hedef amplifikasyon 

yöntemlerinin ilk ve en önemlisi PZR’ dir. Nükleik asitlerin in vitro şartlarda 

replikasyonu için geliştirilmiş bir tüp test sistemidir. Hedef DNA / Ribo Nükleik 

Asit’ in (RNA) selektif olarak amplifikasyonuna olanak sağlar. Isıya dayanaklı 

DNA polimeraz enzimi yardımıyla genomun spesifik bölgelerinin kopyalanması 

gerçekleştirilir (74). 

Son yıllarda İMİ’ lerin tanısında kullanılabilecek panfungal veya fungusa 

özgü PZR teknikleri geliştirilmiştir. Bunların direk bakı ve kültüre göre duyarlılığı 

daha yüksek olmasına rağmen, kolonizasyon veya subklinik infeksiyonlarda da 

pozitif sonuçlar alınabilmektedir. Bunun yanında geliştirilen kalitatif ve kantitatif 
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PZR yöntemlerinin protokollerindeki farklılık göz ardı edilememekte, bu da 

standardizasyon sorununu ortaya çıkarmaktadır. Bu yöntemlerde hedef bölge 

olarak mantar nükleer rRNA’ sından üç gen bölgesi seçilebilmektedir. Bunlar 26S 

veya 28S, 18S ve 5.8S geni ile aralarındaki ITS bölgeleridir. Amplifikasyon 

ürünlerinin belirlenmesinde DNA probları, mikroarray, floresan in situ 

hibridizasyon ve pirosekanslama kullanılabilmektedir. Bunların yanında hızlı 

amplifikasyon ve kantitatif değerlendirme sağlayan gerçek zamanlı PZR de 

uygulamaya girmiştir (75). Bu yöntemlerin tanıya katkısı olabilmekle birlikte tanı 

algoritmasından yerini alabilmesi için daha standart ve geniş kapsamlı 

araştırmalara ve ciddi validasyon çalışmalarına gereksinim söz konusudur (75). 

Bu konuda geliştirilen ve deneme sürecinde olan birçok PZR yöntemi 

olmasına rağmen henüz pratik kullanıma giren standart bir PZR protokolü yoktur. 

Panfungal primerler (örn. 18S ribozomal DNA) ya da Aspergillus gibi belli bir 

mantar türüne yönelik primerler aracılığıyla hasta serumu veya BAL sıvısında 

fungal infeksiyon araştırması yapılabilmektedir (43) 

Bu yöntem ile özellikle pulmoner aspergilloz tanısına yönelik çalışmalarda 

testin duyarlılığı % 75-100, özgüllüğü ise % 90’ ların üzerinde bulunmuştur (43). 

Bu çalışmalarda galaktomannan antijen testinde olduğu gibi haftada iki kez veya 

daha fazla alınan serum örnekleri ile düzenli test edildiğinde klinik infeksiyon 

başlamadan ortalama 9 gün önce testin pozitifleşmeye başladığı gösterilmiştir. 

Test açısından en önemli handikap ise yüksek yalancı pozitiflik ve buna bağlı 

düşük pozitif prediktif değerleridir (% 42-44). Yalancı pozitiflik değerleri 
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özellikle BAL sıvısı test edildiğinde fungal kolonizasyon riski nedeniyle daha sık 

olmaktadır (43). Kemik iliği nakli hastalarında BAL sıvılarında aspergilloz 

tanısına yönelik olarak galaktomannan ve PZR testlerinin karşılaştırıldığı bir 

çalışmada galaktomannan testinin duyarlılığı % 76, özgüllüğü % 94 bulunurken,  

PZR testinin duyarlılığı % 67, özgüllüğü ise % 100 bulunmuştur (43).  

Aspergillus nükleik asitlerinin PZR yöntemi ile erken İA tanısı için gittikçe 

artan şekilde değer görmektedir. Diğer kültür dışı yöntemlerin aksine, PZR’ nin 

cins seviyesinde Aspergillus’ un yanı sıra fırsatçı küf mantarlarını hızlı saptama 

ve moleküler tanımlama olasılığı vardır (76,77). Standardizasyon eksikliği ve 

ticari olarak hazır bir sistemin olmayışı, İA tanısında PZR’ nin rolünün 

gösterilmesinde önemli sorunlardır. Ek olarak, infeksiyonun erken evresinde 

dolaşımdaki Aspergillus DNA’ sı saptanabilmesine rağmen, infeksiyon yerinden 

hangi formdaki DNA’ nın nasıl serbestleştirildiği ve Aspergillus DNA 

serbestleşmesinin kinetiği üzerine antifungallerin uygulanmasının etkisi 

bilinmemektedir. Son olarak, DNA serbestleşmesi için fungal nekroz 

gerektiğinden, PZR’ nin antijen serbestleşmesini saptayan testlerle 

kıyaslandığında erken İA tanısı için gerçekten daha duyarlı olup olmadığı sorusu 

akla gelmektedir (78). Buraya kadar, tam kan kullanarak PZR sonuçlarının erken 

İA tanısı ve tedavi yanıtının takibi için yeterince duyarlı olduğu görülmektedir, 

bununla birlikte, PZR’ de serum kullanılması galaktomannan ve β-glukan gibi 

diğer biyolojik markerlerin eş zamanlı tespiti gibi avantaj sunabilir (76,77). 

Ayrıca, 18 S ribozomal alt ünitelerin yüksek derecede korunmuş çoklu kopya 

sekanslarının amplifikasyonunun yüksek duyarlılıkla patojen mantarların tespitine 
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olanak sağladığı görülmektedir (76,77). Önemli olarak, gerçek zamanlı PZR 

teknolojileri, fırsatçı mantarların genus ve türlere özgül olarak tanımlanması için 

spesifik DNA sekanslarının amplifikasyonu sonrasında hızlı ve etkili bir yöntem 

sunmaktadır (örneğin 18S ribozomal alt ünitelerin ITS1 bölgeleri) (76,77). Ayrıca 

kontaminasyona daha az yatkın olan gerçek zamanlı PZR protokolleri, DNA 

ekstraksiyonu için otomatik sistemlerle birlikte mevcut PZR testlerinin 

güvenirliliğinin standardizasyonuna ve gelişmesine yönelik önemli bir adım 

olarak karşımıza çıkmaktadır (77). Gerçek zamanlı PZR dolaşımdaki fungal DNA 

miktarının saptanmasına olanak sağlaması nedeniyle, antifungal ilaçlarla tedavinin 

izlemi sırasında fungal yükün indirekt bir parametresi olarak da kullanılabilir.  

PZR testi ile genomik sekansların amplifikasyonu, çoğunlukla İA için 

geliştirilmiş olup İK’ da rutin olarak kullanılmamaktadır (79). 

Kan, serum, BOS ve diğer klinik örneklerde Candida DNA’ sının tespit 

edilmesi için çok sayıda PZR bazlı metod geliştirilmiştir. Candida genomu 

üzerinde birçok bölge tesbit için hedef bölgeler olmak üzere değerlendirilmiş 

ancak bu çabaların çoğu ribozomal DNA gen kompleksi üzerine odaklanmıştır. 

Hem nested hemde panfungal PZR formatları ve kantitatif PZR metotları 

geliştirilmiştir. Moleküler tanı yöntemleri doğrudan dokudan veya vücut sıvısı 

örneklerinden Candida infeksiyonunun hızlı bir şekilde teşhis edilmesi için ümit 

verici görünmektedir ancak yanlış pozitif sonuçlar oluşabilir ve standardize ticari 

metodlar mevcut değildir (16). Yakın zamandaki bir çalışma, non-nötropenik 

YBÜ hastalarında prospektif olarak üç adet TaqMan bazlı PZR testini 
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değerlendirerek ve bu yöntemin % 90.9 duyarlılık ve % 100 özgüllük gösterdiğini 

bildirmiştir (44). Bu sonuçlar ileri değerlendirmeyi gerektirir. 

2.7 İnvazif mantar infeksiyonlarda tanıya genel bakış 

İnvaziv mikozlar son yıllarda önemli tehlikeli toplumsal sağlık problemleri 

içinde ön plana çıkmaktadır. Bu hastalıkların insidansında beliren dramatik artış 

risk altındaki popülasyonda görülen belirgin artışa bağlanmıştır. Bu popülasyon 

grubunda AIDS’ li hastalar, solid organ ya da kök hücre nakli alıcıları, 

hematolojik maligniteli hastalar ve diğer bağışık engelli bireyler bulunmaktadır 

(10,80,81). 

İMİ tanısı genelde klinik bulgularla laboratuvar tanısının birleştirilmesine 

dayanır. Ancak klinik belirtiler çoğunlukla özgül değildir ve başka hastalıklarla 

karışabilir. Erken laboratuvar tanısı ise genellikle zor konulmaktadır (82). Kesin 

laboratuvar tanısı, etkenin klinik örnekte direk mikroskobi ve histopatolojik olarak 

görüntülenmesi ve kültürde üretilerek tür düzeyinde tanımlanması ile 

konulmaktadır. Ancak mikroskobik inceleme ve kültür için bu örnekler, invaziv 

işlemlerle temin edilebilir ve bu işlemler çoğu zaman hastaların sitopenilerinden 

veya kritik durumlarından dolayı yapılamaz. Bu nedenle mantar yükü artmadan ve 

hasta ölmeden önce nadiren tanı konulabilir. Tanı için klinik, radyolojik ve 

mikrobiyolojik kriterlerden yararlanılmaya çalışılmaktadır (9). 

Mortalite ve morbiditenin düşürülmesi açısından erken tanı ve tedaviye 

başlanması konusu çok önemlidir. Bu yüzden çalışmalar, erken tanı koyarak bu 
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hasta grubunda yüksek mortalitenin düşürülmesi amacıyla yüksek duyarlılık ve 

özgüllüğe sahip, güvenilir tanı yöntemlerinin geliştirilmesi üzerinde 

yoğunlaşmıştır (9). 

2.8 Mantar hücre duvarı 

 Mantar hücre duvarı, mantar hücresinin çevreyle ilişkisini sağlarken 

hücreyi osmotik basınçtaki değişiklikler ve diğer çevresel streslere karşı koruyan 

dinamik bir yapıdır. Hücre duvarı eskiden etkisiz bir dış iskelet olarak kabul 

edilirken, artık çevresel stres ve kültür ortamlarının modifikasyonu sonucunda 

sürekli değişim gösteren dinamik bir yapı olarak kabul edilmektedir (83,84). 

Hücre duvarının polisakkarit yapıdan zengin 3 boyutlu bir yapısı vardır. 

Çalışmalarda mantar hücre duvarının primer olarak kitin, glukanlar, mannanlar ve 

glikoproteinlerden oluştuğu gösterilmiştir (85). 

Mantar hücre duvarının yapısı ve biyosentezi duvarının biyolojik rolü, 

kendine has biyokimyasal ve yapısal organizasyonu ve içeriğindeki çoğu 

komponentin memeli hücrelerinde olmayışı gibi sebeplerle antifungal ilaçların 

geliştirilmesi için mükemmel bir hedeftir (85). 

Mantar hücre duvarı, hem koruma hem de saldırı fonksiyonları 

içermektedir. Konak çevresi ile mantarın karşılaşmasında ilk bariyer olarak görev 

almasından dolayı koruyucudur. Hücre duvarı hem çevreden kaynaklanan osmotik 

basınç değişikliklerine karşı hücrenin yeterli mekanik sağlamlığının elde 

edilmesini sağlamak, hem de hücre büyümesi, hücre bölünmesi ve mantarın 
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yaşam siklusu boyunca farklı hücre formasyonlarına izin vermek için yeterli 

esnekliği sağlamak zorundadır. Hücrenin şeklini koruması ve çevresel strese 

uyum için hücre duvarı mantar hücresinin çevresiyle ilişkisine izin vermek 

zorundadır. Ayrıca saldırı fonksiyonuda içerir, mantar hücre duvarının hidrolitik 

ve toksik molekülleri, mantarın ekolojik ortamına yerleşmesi için gereklidir. 

Hücre duvarı bir hücrenin diğerine veya subsratına tutunmasına aracılık eder. 

Hücre duvarı sert yapısı sayesinde penetrasyon için ek bir güç sağlarken, ayrıca 

hücre içine doğru sinyal transdüksiyonunu aktive eden bir sinyal merkezi olarak 

da görev alır (85). 

Hücre duvar yapısının hasarlanması sıklıkla lizis ve ölümle sonuçlanan 

fungal hücre morfolojisi ve bütünlüğünde derin etkiler oluşturur (85). 

Fungal hücre duvarı esas olarak içerdiği glukan, kitin, glikoprotein 

yapılarının dışında, mantar hücre türüne göre değişiklik gösteren ilave minör 

hücre komponentleride (melanin deriveleri, inorganik elementler, fosfatlar ve 

aminopolisakkaritler) içerir. Hücre duvarında bulunan glikoproteinler, yaygın 

olarak hem N- hem de O- bağlı karbonhidratlarla değişikliğe uğramıştır. Ve çoğu 

durumda glikozil- fosfotidil- inositol (GPI) bağları içerir. Glukan komponenti esas 

olarak uzun lineer β 1,3 bağlı glukozdan yani β 1,3 glukandan (β-glukan) oluşur. 

Kitin, duvarın glukan ve glikoprotein kısımlarına göre daha az miktarda yer alır 

ve β 1,4 bağlı rezidü N- asetil glikozamin zincirlerinden meydana gelir (85). 
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Glikoprotein, glukan ve kitin komponentleri, hücre duvarı yapısının 

temelini oluşturan kompleks bir ağ oluşturmak üzere sıkı çapraz bağlarla bir arada 

olan komponentlerdir. 

Çoğu mantarda hücre duvarının en merkezinde β-1-4 bağı ile kitine 

bağlanan dallı, β-1,3 1,6 glukan (kor yapı) bulunmaktadır. Bu yapısal merkez 

farklı mantar türlerine bağlı olarak farklı dekorasyonda olabilir, genellikle 

fibrilerdir ve alkali uygulaması sonrası ortadan kalkan amorf bir yapı içerisine 

gizlenmiştir (85). 

 

Şekil 1: Mantar hücre duvarının yapısı 

 

2.9 Mantar hücre duvarının kitin yapısı 

Kitin, mantar hücre duvarının göreceli olarak minör,  yapısal olarak  lineer 

homopolimer β-1,4 bağlı N- asetil glukozaminden oluşan önemli bir 
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komponentidir. Kitin maya hücre duvarı kuru ağırlığının % 1-2’ sini oluşturur. 

Oysaki Neurospora ve Aspergillus gibi filamantöz mantarların hücre duvarlarında 

kitin miktarı %10-30 olarak belirtilmektedir.  

Kitin, selülozdan sonra dünyada en yaygın olarak bulunan ikinci 

biyopolimerdir (86). Yengeç, karides gibi kabuklu su ürünlerinin ana bileşeni 

olup, böceklerin iskeletinde de bulunmaktadır. Kitinin birçok türevi bulunmakla 

beraber, bunlar arasında en önemlisi kitosandır (86). 1894’ de Hoppe-Seyler, 

kitini potasyum hidroksit içerisinde 180ºC’ de işleme sokmuş (deasetilasyon) ve 

asetil içeriği azaltılmış bir ürün olan kitosanı elde etmiştir (86). Kitosan 

günümüzde tıptan gıdaya, ziraatten kozmetiğe, eczacılıktan atık su arıtımına ve 

tekstil sektörüne kadar sayısız alanda kullanılabilmektedir. Kitosan, medikal 

tekstiller alanında oldukça önem kazanmıştır. 1960' ların ortalarından beri 

Japonya başta olmak üzere pek çok Asya ülkesinde bu konuda çalışmalar 

yapılmaktadır. Özellikle yara tedavisinde doku sağlanması için kitosan oldukça 

yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Ayrıca, medikal yapay deri, cerrahi dikiş 

iplikleri, yapay kan damarları, , kontakt lens yapımı, yara bandı, sargı bezi gibi 

malzemelerin yapımında kullanılmaktadır. Kolestrol kontrolü (yağ bağlayıcı), 

tümör inhibitörü, antifungal, antibakteriyal, ve hemostatik etki göstermesi gibi 

faydaları da bulunmaktadır. (87).  

In-vivo testler, kitosanın insan vücuduna herhangi bir yan etkisi 

bulunmadığını göstermiştir. Kitosan, yara iyileşmesi prosesinde; polimorfonükleer 

hücre ve makrofajların aktivasyonu, fibroblast aktivasyonu, sitokin üretimi, dev 
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hücre migrasyonu ve kollajen sentezinin stimülasyonu gibi aşamalarda önemli rol 

oynamaktadır. Kitosan, çeşitli ilaç formülasyonlarında uygun bir matriks olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Çesitli ilaçlar, kitosan matrisi içerisine (film, mikrokapsül, 

kaplanmış tablet vb.) yerleştirilmekte ve böylece kontrollü ilaç salınımını 

sağlamaktadır. 

 

Sekil 2: Selüloz (a), kitosan (b) ve kitinin (c) kimyasal yapıları 

Hem mayalar hem de filamantöz mantarlarda kitin mikrofibrilleri zincirler 

arası hidrojen bağlarından oluşur. Bu kristal polimerler büyük bir gerilim 

kuvvetine sahiptir ve hücre duvarının tümünün bütünlüğünü sağlar. Kitin sentezi 

bozulduğunda duvarın yapısı bozulur, büyümekte olan hif erimeye başlar ve 

mantar hücresi malforme olarak osmotik açıdan stabil olmayan bir hal alır ve 

üzerinde baloncuklar gelişir (85).           

Hastalık sırasında yoğun olarak miçel gelişiminden ve akciğerde 

germinasyonunu tamamlamamış konidiyaların uzunca bir süre kalabilmesinden 

dolayı Colony Forming Unit (CFU) ölçülerine göre fungusun kantitasyonu 
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hastalığın şiddetini belirlemede iyi bir belirteç olarak kabul edilmemektedir. 

Bunun için fungal biyokütle ile uyumlu olan kitinin gösterilmesinin in vivo 

üremeyi daha uygun olarak yansıtabileceği açıklanmıştır (11,12). 

Bu çalışmada, İMİ şüphesi ile takip edilmekte olan nötropenik hastaların 

klinik örneklerinde kültür, galaktomannan antijeni, β-glukan düzeyleri, 

Aspergillus ve Candida için PZR sonuçlarının karşılaştırılması ve kitin antijeninin 

gösterilmesine yönelik ELISA yönteminin geliştirilmesi amaçlanmıştır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmamıza 15/11/2009 – 15/05/2010 tarihleri arasında Gazi Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Hastanesi’ nde İç Hastalıkları Anabilim Dalı, Hematoloji bilim 

dalında yatmakta olan 46 hasta alındı. Çalışmamıza sistemik mikoz şüpheli 

nötropenik ateşli  (en az bir gün süreyle nötrofil sayısının 500/mm
3
’ ün altında 

olması ve antibiyotik tedavisine rağmen 38ºC’ nin üzerinde ısrarcı ateş) hastalar 

dahil edildi. Trombositopeni nedeniyle kan alınamayan hastalar çalışma dışı 

bırakıldı. Hastalardan ve 46 sağlıklı gönüllüden alınan serum örnekleriyle kültür, 

β-glukan testi, galaktomannan, Candida PZR, Apergillus PZR testleri çalışıldı ve 

kitin antijenin aranmasına yönelik ELISA testi geliştirildi. Çalışmamızla ilgili etik 

kurul kararı Ankara 1 No’ lu Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ nun 11/11/2009 – 

106 tarih ve numarası ile alınmıştır.  

3.1 Gereçler 

3.1.1 Laboratuvar araçları 

Etüv (Elektro-mag, Türkiye) 

Otoklav (Sanyo, Japonya) 

Pastör fırını (Elektro-mag, Türkiye) 

Hassas terazi (Shımadzu, Japonya) 

Mikropipetler ve uçları (Beta Pette
TM

, ABD) 
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Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

Derin dondurucu (Uğur, Türkiye) 

Sınıf 2 biyogüvenlik kabini (Metis Biyoteknoloji, Türkiye) 

Işık mikroskobu ve dijital fotoğraf makinesi CX31 (Olympus, Japonya) 

ELISA okuma cihazı (Elx800, BioTek, ABD) 

İnkübatörlü ELISA okuma cihazı (BioTek Synergy HT, ABD) 

Santrifüj cihazı (HERMLE Z380, Almanya) 

Mikrosantrifüj (Heraeus, Almanya) 

Platelia® Aspergillus kiti (Biorad, Fransa) 

Fungitell
TM

 (CAPE COD, ABD) 

Heliosis Ekstraksiyon Modülü (Metis Biyoteknoloji, Türkiye) 

Cam eşyalar, özeler, kuru blok (Bio TDB-100, Almanya) 

Light Cycler® 2.0 (Roche, Almanya) 

3.1.2 Sarf malzemeler 

96 kuyucuklu, steril, yüksek bağlanma kapasiteli ELISA çalışma plağı 

(costar, USA) 
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Tween-20 (Amresco, Kanada) 

Sodyum azide (NaN3) (SIGMA, ABD) 

Bovine Serum Albumin, (BSA) (Amresco, Kanada) 

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Bıologıcal Industrıes ,İsrail) 

Sample buffer solutıon 

CDA2 (Kitin antijeni) peptid (Gen Script, ABD) 

Anti–CDA2 pürifiye antikor (Gen Script, ABD) 

Pre-immün serum (Anti-CDA2’ ye bağlanan spesifik antikor) (Gen Script, 

ABD) 

Keçide üretilmiş HRP işaretli anti – tavşan Ig G 

Tetra Metil Benzidin (TMB) 

3.1.3. Besiyerleri 

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Oxoid, İngiltere) 

Besiyeri (pH = 5.6)  

1 litre SDA için:   47 g SDA toz, 5 g agar, 1 L distile su 121°C' de 15 dk 

otoklavda sterilize edilmiş, sonra petri plaklarına dağıtılıp, oda ısısında 

katılaşmaya bırakılmıştır.   
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Kültür 

İMİ şüpheli hastalardan alınan kan örnekleri otomatik kan kültür şişelerine 

eklenmiştir. Kültürler yedi gün takip edilmiştir. Üreme sinyali veren şişelerden 

rutinde kullanılan SDA plaklarına ekilerek 24ºC ve 37ºC’ de inkübe edilmiştir. 

Üreme olan plaklardaki koloniler önce gram boyama ile boyanarak mikroskopta 

maya hücreleri görülmüştür. Daha sonra maya kolonileri tür ayrımı için mısır unu 

agara ekilmiş ayrıca germ tüp testi ve ID-32-C sistemiyle maya tiplendirilmesi 

yapılmıştır.    

3.2.2. Alınan örneklere yapılan işlemler 

Etilen Diamin Tetra Asetik Asitli (EDTA) tüplere alınan kan örnekleri 

Aspergillus DNA’ sının aranması için PZR işlemi yapılmak üzere ayrılmıştır. 

Heparinli tüplere alınan kan örneklerinin serumu β-glukan ve galaktomannan 

varlığının araştırılması için saklanmıştır. Bütün örnekler uygun ambalajlar içinde, 

işlem gününe kadar -20ºC’ de saklanmıştır.  

3.2.3. ELISA ile Aspergillus antijeninin aranması 

3.2.3.1-Testin prensibi 

Platelia® Aspergillus kiti (Biorad, Fransa) serumda galaktomannanı 

saptayabilen immünoenzimatik sandviç mikrokaplama yöntemidir. Testte tavşan 

monoklonal antikorları EBA-2 kullanılır. Monoklonal antikorlar ELISA 
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çukurlarında kaplanmış ve peroksidazla işaretlenmiş olarak bulunur. Test 0.5-1 

ng/ml galaktomannanı saptayabilecek hassaslıktadır.  

3.2.3.2-Testi uygulamadan önce yapılan işlemler 

a- ELISA çukurcukları paketinden çıkarılarak ve oda ısısında 15-20 dakika 

bekletilmiştir. 

b- Yıkama solüsyonu (Tris NaCl Ph 7,4 buffer, % 1 Tween 20 ve % 0.01 

sodyum metiolat) distile su ile 10 kat sulandırılmıştır.  

c- Kontrol serumları (pozitif, negatif ve eşik serumu) l ml steril su ile 

sulandırılıp iyice karıştırılmıştır.  

d- Konjugat (peroksidaz ile bağlı anti-galaktomannan monoklonal 

antikorları) % 0.01 metiolat içerir ve kullanılmaya hazırdır.  

e- Serum işleme solüsyonu (EDTA asit solüsyonu) kullanılmaya hazırdır. 

f- Substrat buffer (sitrik asit, sodyum asetat, pH 5.2, % 0.009 hidojen 

peroksid ve % 4 dimetilsülfoksit) kullanılmaya hazırdır.  

g- Kromojen solüsyonu tetrametilbenzidin içermektedir ve substrat buffer 

ile 50 kat seyreltilmiştir.  

h- Reaksiyonu durdurma solüsyonu 1.5 N sülfirik asit içermektedir ve 

kullanılmaya hazırdır.  
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3.2.3.3. Testin uygulanışı 

a- Steril ependorf tüplerine 300 l serum ve 100 l serum işleme 

solüsyonu konulduktan sonra iyice karıştırılmış ve 100
o
C’ de 3 dakika 

bekletilmiştir  

b- 10000 rpm’ de 10 dakika santrifüjlendikten sonra üstteki sıvı bölüm 

çalışılmıştır. 

c- Aynı işlemler kontrol serumları için de yapılmıştır.  

d- Serumların üstteki sıvı bölümünden 50 l ve konjugattan 50 l 

çukurlara konulmuştur.  

e- ELISA plağının üzeri yapışkan film ile kaplanmıştır. 

f- 37
o
C’ lik etüvde 90 dakika bekletilmiştir. 

g- ELISA plağından yapıştırıcı film çıkarılıp yıkama solüsyonu ile beş kez 

yıkanmıştır.  

h- ELISA plağında yıkama solüsyonunun kalmamasına dikkat edilmiştir.  

i- Hızlı bir şekilde ve direk ışıktan korunarak daha önce karışımı yapılan 

substrat - kromojen solüsyonundan 200 l eklenmiştir. 

j- Karanlık bir alanda oda ısısında 30 dakika bekletilmiştir. 
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k- Her çukura eşit zamanlı olarak 100 l reaksiyon durdurma 

solüsyonundan eklenmiştir. 

l- Sonuçlar 30 dakika içerisinde, 450 nm (referans aralığı 620 nm) dalga 

boyunda optik okuyucuda okunmuştur (Elx800, BioTek, ABD). 

3.2.3.4. Sonuçların hesaplanması ve yorumlanması 

a- Eşik (cut-off) değeri eşik kontrol serumunun optik dansitesi olarak 

belirlenmiştir. 

b- Her serum için indeks hesaplanmıştır:  

İndeks = örneklerin optik dansitesi / eşik serumun optik dansitesi 

İndeks  0.5 pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

c- Testi geçerli saymak için aşağıdaki sonuçların gerçekleşip 

gerçekleşmediğine bakılmıştır. 

0.3  OD kontrol eşik serum  0.8 

Pozitif indeks = OD pozitif kontrol / OD kontrol eşik serum > 2 

Negatif indeks = OD negatif serum / OD kontrol eşik serum < 0.5 
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3.2.4. Beta glukan testinin çalışılması 

Mantarların hücre duvarında bulunan β-glukanın araştırılması için 

Fungitell
TM

 (CAPE COD, ABD) glukan ölçüm kiti kullanılmıştır. Bu kit proteaz 

zimojen temeline dayalı olarak çalışır ve kinetik olarak ölçüm yapılabilen 

kolorimetrik bir işlem içermektedir. 

Standartın dışında hiçbir malzeme glukan içermemektedir. Ayrıca testte 

kullanılacak diğer malzemelerde glukandan uzaklaştırılmıştır. Bu amaçla cam 

malzemeler 235
o
C’ de 7 saat tutulmuş, plastik malzemeler ise kullanımdan önce 

RGW solüsyonu ile çalkalanmıştır.  

3.2.4.1-Test uygulanmadan önce yapılan işlemler 

a- Glukan standartlarının hazırlanması:  

Standart 1: Bir şişe glukan 2.9 ml RGW solüsyonu ile karıştırılmıştır (100 

pg/ml glukan içermektedir). 

Standart 2: 400 l solüsyon 1 + 400 l RGW (50 pg/ml glukan) 

Standart 3: 400 l solüsyon 2 + 400 l RGW (25 pg/ml glukan) 

Standart 4: 400 l solüsyon 3 + 400 l RGW (12.5 pg/ml glukan) 

Standart 5: 400 l solüsyon 4 + 400 l RGW (6.25 pg/ml glukan) 

Standart 6: RGW solüsyonu (glukan içermemektedir). 
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b- Serum işleme solüsyonunun hazırlanması 

400 l, 0.25 M KOH ile 400 l, 1.2 M KCl cam tüp içinde karıştırılmıştır. 

c- Fungitell ayıracının bir tanesi önce 2.8 ml RGW ile karıştırılmış, 

sonrasında 2.8 ml pirozol (yeniden yapılanma tamponu) eklenmiştir. 

3.2.4.2.-Testin uygulanışı 

a- Kuyucuklara örneklerden 5’ er l dağıtılmış (serum ve BAL örnekleri) 

ve üzerlerine 20 l serum işleme solüsyonundan eklenmiştir. İmalatçı firmanın 

önerisine uyularak dış kuyucuklar kullanılmamıştır. 

b- Plate 5 saniye çalkalandıktan sonra 10 dk 37
o
C’ de bekletilmiştir.  

c- Standartlardan 25’ er l dağıtılmıştır.  

d- Standartlar ve örneklerin üzerine hazırlanmış Fungitell ayıracından 100’ 

er l dağıtılmıştır. 

e- Plate 5 saniye çalkalanmıştır.  

f- İnkübatörlü ELISA okuyucusunda, 37
o
C’ de, 405 nm dalga boyunda 

birer dakikalık aralıklarla 40 dakika okuma yaptırılmıştır (Synergy HT, BioTek, 

ABD). 

3.2.4.3.- Sonuçların hesaplanması ve yorumlanması 
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Veriler toplandıktan sonra analizleri yapılmıştır. 0-40 dakika arasındaki 

her nokta için optik dansite değişiminin ortalama hızı hesaplanmış ve test edilen 

her örneğin glukan konsantrasyonu kaydedilmiştir (R
2
=0,8982).  

Fungitell değerlendirmede sonuçlar pg/ml olarak ifade edilmektedir. Bu 

testle 31.25-500 pg/ml arasındaki değerler saptanabilmektedir. 500 pg/ml’ nin 

üzerindeki değerler için örneğin seyreltildikten sonra tekrar test edilmesi 

önerilmiştir.  

60 pg/ml altındaki değerler negatif, 80 pg/ml üzeri pozitif, 60-79 pg/ml 

arası şüpheli sonuç olarak yorumlanmıştır. 

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yöntemi 

3.2.5.1. DNA’ nın eldesi 

Alınan serum örneklerinden mantarlara ait DNA, Heliosis Ekstraksiyon 

Modülü (Metis Biyoteknoloji, Türkiye) kullanılarak elde edilmiştir.  

EDTA’ lı tüplerdeki kan örnekleri saflaştırmaya alınmadan önce 

eritrositlerin uzaklaştırılması için kırmızı kan hücresi (Red Blood Cell) lizis 

solüsyon protokolü uygulanmıştır. 

1. Örneklerden 300 l alınıp 1.5 ml’ lik ependorf tüplerine aktarılmıştır. 

2. Üzerlerine 1.2 ml kırmızı kan hücresi lizis solüsyonundan eklenmiş ve 

pipetaj ile iyice karıştırılmıştır. Sonra 5 dakika –20
o
C’ de bekletilmiştir. 
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3. Üç dakika oda sıcaklığında 10000 rpm’ de santrifüj edilmiştir. 

4. Üst kısım çökeleğe dokunmadan pipetle alınmıştır. 

5. Çökelek rengi kırmızı ve daha koyu ise 2. ve 3. basamaklar tekrar 

edilmiştir. 

3.2.5.2.- Saflaştırma basamakları 

1. Yaklaşık 100 l’ lik örnekler üzerine 400 l DNA lizis bağlama 

solüsyonundan eklenmiş ve vortekslenmiştir.  

2. Karışım 65
o
C’ de 10 dakika , +4

o
C’ de 2 dakika bekletilmiştir.  

3. Spin santrifüj yapıldıktan sonra üzerine 500 l DNA çöktürme 

solüsyonu eklenmiş ve vortekslenmiştir. 

4. Onbeş dakika 13000 rpm’ de santrifüj edilmiştir.  

5. Üst kısım çökeleğe dokunmadan pipetle tamamen alındıktan sonra 500 

l DNA yıkama solüsyonu eklenmiş ve vortekslenmiştir. 

6. Beş dakika 13000 rpm’ de santrifüj edilmiştir. 

7. Üst kısım pipetle tamamen alınmış ve tüpler 10 dakika oda sıcaklığında 

kurutulmuştur. 
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8. 20 l DNA dilüsyon solüsyonundan konulmuş, vortekslenip spin 

santrifüj edilmiştir. 

9. Tüm DNA örnekleri çoğaltma işlemine kadar –20
o
C’ de bekletilmiştir.  

3.2.5.3. DNA’ nın çoğaltılması ve gösterilmesi 

Elde edilen DNA’lar hedeflenen primerler kullanılarak çoğaltılmıştır. 

Aspergillus DNA’ sının gösterilmesi için Aspergillus’ a özgül primer - probe 

karışımı ile Candida DNA’ sının gösterilmesi için Candida’ ya özgül primer-

probe karışımı ile gerçek zamanlı PZR yöntemi kullanılmıştır. 

Tablo 3: PZR için kullanılan primer ve prob dizileri 

Primer 5’-3’ yönünde dizi 

Candida primer forward CCT-GTT-TGA-GCG-TCR-TTT  

Candida primer reverse TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT  

Candida probe 6FAM – CAT-TGC-TTG-CGG-

CGG-TA – TMR 

Aspergillus primer forward CTG-TCC-GAG-CGT-CAT-TG  

Aspergillus primer reverse  TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT 

Aspergillus probe 6FAM – AGC-CGA-CAC-CCA-

ACT-TTA-TTT – TMR 
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Tablo 4: Mantar primerleri kullanarak hazırlanan PZR karışımı 

KARIŞIM 1X 15X 

Su 2 µL 30 µL 

MgCl2 (25mM) 1  µL 15 µL 

Fw primer 1  µL 15 µL 

Rev primer 1  µL 15 µL 

Probe 0.5 µL 7.5 µL 

Enzim 2  µL 30 µL 

Toplam Hacim 7.5 µL 112.5 µL 

 

Her örnek için hazırlanan ana karışımdan 7.5 µl, DNA’ dan ise 2.5 µl 

kapillerlere eklenmiştir. Amplifikasyon kontrolü için sadece karışımdan 10 µL bir 

kapiller içerisine konularak (içinde DNA yoktur) buna negatif kontrol denmiş ve 

sadece bu kapillerin kapağı karışım odasında (temiz oda) kapatılmıştır. Diğerleri 

ise kurşun bloğun içinde ekstraksiyon odasında bulunan biyogüvenlik kabini 

(Metis biyoteknoloji, Türkiye) içine götürülmüş ve orada DNA örneği 

eklenmiştir. Örnekler hızlı bir şekilde spin santrifüj edilerek LightCycler ® 2.0 ( 

Roche, Almanya) cihazına yerleştirilmiştir.  

Prob kullanıldığı zaman amplifikasyon TaqMan teknolojisi ile 

gerçekleştirilmiştir; Isı döngüsü aşağıda verilmiştir. Gerçek zamanlı PZR 

amplifikasyonu sonrasında, “absolute quantification” analizi incelenmiştir. 
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Tablo 5. Çoğaltma protokolü safhaları 

Denaturasyon 

 

 

 

Amplifikasyon 

 

Siklus  50 

Analiz Modu Kantitasyon 

Isı Değişimleri Segment 1 Segment 2 

Hedef ısı (°C) 95 60 

İnkubasyon zamanı (h:min:s) 10 40 

Isı değişim oranı (°C/s) 20.0 20.0 

İkinci hedef ısı (°C) 0 0 

Basamak uzunluğu (°C) 0.0 0.0 

Basamak gecikmesi (Siklus) 0 0 

Okuma modu Yok Tek 

 

 

Soğutma 

                                                                                                                                                                                                                                            

Siklus 1 

Analiz Modu Yok 

Isı Değişimleri Segment 1 

Hedef ısı (°C) 40 

İnkubasyon zamanı 30 

Isı değişim oranı (°C/saniye) 20.0 

İkinci hedef ısı (°C) 0 

Basamak uzunluğu (°C) 0.0 

Basamak gecikmesi (Siklus) 0 

Okuma modu Yok 
 

Siklus 1 

Analiz Modu Yok 

Isı değişimleri 1. segment 

Hedef ısı (°C) 95° C 

İnkubasyon zamanı 10 dakika 

Isı değişim oranı (°C/saniye) 20.0 

İkinci hedef ısı(°C) 0 

Basamak uzunluğu (°C) 0.0 

Step gecikmesi 0 

Okuma modu Yok 
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3.2.6. ELISA ile kitin antijeninin aranması  

3.2.6.1 ELISA testi uygulama yöntemi 

a- Antikitosan poliklonal antikorun sulandırılarak hazırlanması: 

b- Antikitosan poliklonal antikor 0.6 mg/ml konsantrasyonda olacak 

şekilde 15 ml PBS ( içerisine % 0.02 sodyum azide eklenen) ile sulandırılmıştır. 

Yavaş yavaş karıştırılarak beş altı kez çevrilmiş, 3000 devirde 10-15 dakika 

santrifüj yapılarak süpernatantı yeni bir tüpe aktarılmıştır.  

c- Preimmün serumun (Antikitosan poliklonal antikorun spesifik 

antikorunun) hazırlanması: 

0.5 mg/ml konsantrasyonda olacak şekilde PBS ile sulandırılarak 

hazırlanmıştır. 

d- Keçide üretilmiş HRP işaretli anti – tavşan Ig G, hazırlanması: 

0.5 mg/ml konsantrasyonda olacak şekilde 1/2500 PBS ile sulandırılarak. 

hazırlanmıştır. 

e- Standart antijen dilüsyonlarının hazırlanması: 

CDA2 (kitin antijeni) peptid 1ml blocking buffer içerisinde 

sulandırıldıktan sonra sekiz kez ½ kat seri dilüsyonları yapılmıştır.  
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f- ELISA testinin uygulanması: 

Antijen belirlenen yarışmalı sandwich ELISA yöntemi çalışılmıştır. 96 

çukurlu polistren mikrotitrasyon plaklarının her biri PBS’ de hazırlanan 

antikitosan poliklonal antikorla kaplanmıştır. Kaplama işlemi için, hazırlanan 

antikor fraksiyonlarından çukurcuk başına 100’ er l konulmuş, üzeri iyice 

kapatılarak bir gece +4ºC’ de inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası plak 

boşaltılmış ve % 0,05 Tween 20 içeren PBS ile 300 µl kuyucuklara koyularak 

yıkama işlemi yapılmıştır. Bu işlem üç kez tekrarlanmıştır. Non-spesifik 

bağlanmayı önlemek için % 1 BSA içeren PBS eklenerek (Blocking buffer) ve 

üzeri kapatılmış iki saat oda ısısında inkübasyona bırakılmıştır. Plaklar PBS-T ile 

üç kez yıkanmış ve sonra standart antijen dilüsyon serileri blocking buffer içinde 

hazırlanmıştır. Antikor kaplı kuyucukların üzerine 100 µl standart antijen 

dilüsyon serileri ve hasta serumları eklenerek, ve iki saat daha fazla oda ısısında 

inkübe edilmiştir. Plaklar hafifçe vurularak üç kez PBS ile yıkanmıştır. 

Kuyucukların üzerine 100 µl antikitosan poliklonal antikorun spesifik antikoru 

eklenerek ve oda ısısında iki saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası plak 

boşaltılmıştır. Daha sonra keçide üretilmiş HRP işaretli anti – tavşan Ig G antikor 

solüsyonundan kuyucuklara 100 µl eklenerek yeniden PBS-T yıkama işlemi üç 

kez tekrarlanmıştır. Üzerine 100 µl subsrat solüsyonu eklenerek bir saat oda 

ısısında inkübe edilmiştir. Reaksiyon, her çukura 100 µl 4N H2SO4 eklenerek 

durdurulmuştur. 

g- Sonuçların hesaplanması ve yorumlanması: 
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Sonuçların değerlendirilebilmesi için, deneyin başında boş bir çukura 

sadece konjugat, substrat ve sülfürik asit konulmuştur, yapılan körleme ile tüm 

çukurların absorbansı 450 nm’ lik filtre ile spektrofotometrede okutulmuştur. 

3.3 İstatiksel analiz 

Veriler SPSS 11.5 istatistik paket programına girilmiştir. Bağımlı gruplar 

arasındaki uyum Pearson korelasyon analizi testi ile yapılmıştır.  p<0.05 olması 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Deney grupları 

1- Grup I: Sağlıklı kontrol grubu (46 gönüllü kişi) 

2- Grup II: Sistemik mikoz şüpheli hasta grubu  (46 nötropenik hasta) 

4.1. Kontrol grubunun sonuçları 

Sağlıklı kontrol grubundan alınan kan örneklerinden yapılan kültürlerde 

hiçbir mantar üremesi olmamıştır. PZR uygulanan kan örneklerinde Aspergillus 

ve Candida DNA’ sı saptanmamıştır. galaktomannan (serum) ve -glukan (serum) 

düzeyleri negatif olarak hesaplanmıştır. Kitin ELISA’ sında hafif bir aktivite 

tesbit edilmiştir (ortalama: 2.478). 

4.2. Hasta grubunun sonuçları 

4.2.1. Hasta grubunun kültür sonuçları 

İMİ şüpheli 46 hastadan alınan kan örneklerinden 7’sinde (% 15,2) üreme 

olmuştur. Bu 7 hastanın birisinde Candida guillermondi kolonisi, altısında 

Candida albicans kolonileri izole edilmiştir (Şekil 2). 

4.2.2. Galaktomannan antijeni test sonuçları 
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Galaktomannan antijen testi 46 serum örneğinde çalışılabilmiş ve 8’ inde 

pozitif bulunmuştur (% 17.4). Pozitifliğe, indeks değerinin 0,5’ in üzerinde olması 

durumunda karar verilmiştir. 

 

Şekil 3: Candida albicans kolonileri 

4.2.3. Beta glukan test sonuçları 

-glukan aktivitesi 46 serum örneğinde araştırılmıştır. Serum örneklerinin 

beşinde pozitif sonuç elde edilmiştir (% 10.9). Hasta örneklerinin glukan 

konsantrasyonları şekil 3’de gösterilmiştir. -glukana ait okuyucu ekranında 

görülen aktivite eğrisi şekil 4’de ve  glukana ait standart eğri (korelasyon 

katsayısı sonucu)  şekil 5’ de gösterilmiştir. 

4.2.4. Gerçek Zamanlı PZR test sonuçları 

PZR ile tam kan örneklerinde Aspergillus ve Candida DNA’ sı 

araştırılmıştır. 46 tam kan örneğinin bir tanesinde Aspergillus DNA’ sı (% 2,2) 

pozitif bulunmuştur. 46 tam kan örneğinin altısında Candida DNA’ sı pozitif 

bulunmuştur (% 13). Hasta grubuna ait gerçek zamanlı PZR amplifikasyon 

eğrileri şekil 6’ da gösterilmiştir. 
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Şekil 4: Hasta örneklerinin glukan konsantrasyonları 
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    Şekil 5:  glukana ait okuyucu ekranında görülen aktivite eğrisi 

 

Şekil 6:  glukana ait standart eğri ( korelasyon katsayısı sonucu) 
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Şekil 7: İnvaziv mikoz şüpheli hastaların amplifikasyon eğrileri.  

 

4.2.5. Kitin antijeni ELISA test sonuçları 

Konjugat ve sülfirik asit koyduğumuz negatif kontrol kuyucukların değeri 

nk: 0.721, Standart antijen dilüsyonlarının okutulan değeri pk: 3.283 olarak 

saptanmıştır. 

Kitin antijen testi 46 serum örneğinde 1/1, 1/5 ve 1/10 dilüsyonlarında 

çalışılmış ve tüm örneklerde sonuç pozitif bulunmuştur (% 100). Hasta 

serumlarının sonuçları standart antijen dilüsyonlarının aktivite değeri ile yakındı 

(ortalama: 2.874). 

Hasta gurubuna ait örneklerle ilgili çalışmamızda kullanılan tüm yöntemler 

sonuçları ve yüzdeleri ile birlikte tablo 5’ de toplu olarak verilmiştir. 

Kültür sonucunda Candida üreyen 7 hastanın üçünde (%43) Candida PZR 

sonuçları da pozitif bulunmuştur. Kültür sonuçları ile Candida PZR sonuçları 
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arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon bulunmuştur (p=0.01). Kültür 

sonucu negatif olan 39 hastanın üçünde Candida PZR sonucu pozitif saptanmıştır. 

Tablo 6: Mikoz tanısı için çalışılan yöntemler ve hasta grubunun sonuçları (n: sayı) 

 Kültür  Galaktomannan  Glukan  Candıda PCR Asper PCR Kitin  

  

negatif 

n:39 

% 84.8 

n:38               

% 82,6 

n:41   

% 89.1 

n:40            

% 87 

n:45        

% 97.8 

n:0 

   

pozitif 

n:7   

% 15.2 

n:8                 

% 17.4 

n:5   

% 10.9 

  n:6          

% 13 

n:1 

% 2.2 

n:46 

 

Çalışmaya alınan 46 hastanın 8’ inde (% 17.4) galaktomannan ELISA 

sonucu pozitif bulunmuştur. Çalışmaya alınan 46 hastanın birinde Aspergillus 

PZR (% 2.2) sonucu pozitif bulunmuştur. Aspergillus PZR sonucu pozitif olan 

hastanın galaktomannan ELISA’ sı da pozitifti. Ancak galaktomannan ELISA’ sı 

pozitif olan hastaların hepsinin Aspergillus PZR sonuçları pozitif değildi. 

Aspergillus PZR ile galaktomannan ELISA sonuçları arasında kısıtlı ancak 

anlamlı bir uyum gözlenmiştir (p=0.028). 

-glukan testi 46 hastanın 5’ inde (% 10.9) pozitif bulunmuştur. Candida 

PZR testi ise hastaların 6’ sında (% 13) pozitif bulunmuştur. -glukan testi pozitif 

çıkan 5 hastanın ikisinde Candida PZR sonucu pozitif saptanmıştır ancak -

glukan ve Candida PZR sonuçları arasında anlamlı korelasyon saptanmamıştır 

(p=0.060). 
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-glukan testi pozitif çıkan 5 hasta ile galaktomannan testi pozitif çıkan 8 

hasta arasında sonuçlar açısından uyum gözlenmemiştir. Galaktomannan pozitif 

olan hastaların hiçbirinde -glukan pozitif bulunmamıştır. 

Çalışmaya alınan 46 hasta serumundan çalışılan tüm yöntemler ve bu 

yöntemlerin birbirleri ile korelasyonu tablo 6’ da verilmiştir.  

Tablo 7: Mikoz tanısı için kullanılan yöntemler ve bunların birbirleri ile 

korelasyonları ( p değerleri) 

 

 Kültür Aspergillus Candida Beta glukan Galaktomannan 

Kültür - 0.677 0.010 0.326 0.195 

Aspergillus 0.677 - 0.703 0.731 0.028 

Candida 0.010 0.703 - 0.060 0.237 

Beta glukan 0.326 0.731 0.060 - 0.287 

Galaktomannan 0.195 0.028 0.237 0.287 - 
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5. TARTIŞMA 

Sistemik mantar infeksiyonları kemik iliği ve organ transplantasyonu 

hastaları, immün yetmezlikli bireyler, cerrahi olarak tedavi edilenler, travma 

geçirenler, yanık hastaları ve yenidoğan YBÜ’ lerindeki bebeklerde sık görülen 

komplikasyonlar olarak karşımıza çıkmaktadır (88). Sistemik mantar 

infeksiyonlarının tanısı hala zor ve sorunludur. Bu infeksiyonlarda görülen klinik 

bulgular etkene özgü olmadığından tanıya katkıları sınırlı olmakta, histopatolojik 

ve radyolojik bulgular tanıya ilişkin önemli ipuçları sağlayabilmekte ancak kesin 

tanı ise mikrobiyolojik yöntemlerle konmaktadır. Fakat konvansiyonel yöntemler 

yeterli duyarlılığa sahip değildir. Altın standart olarak kabul edilen histopatolojik 

inceleme ve derin dokulardan alınan kültür yöntemlerinin uygulanması 

çoğunlukla bu hastaların genel durumlarındaki bozukluklardan veya 

trombositopeniden dolayı mümkün olamamaktadır. Kan örneklerinin kültür 

sonuçları nadiren pozitif çıktığı için hastaların kanlarından mantar saptamada 

yüksek duyarlıklı yöntemler gerekli hale gelmiştir. Konvansiyonel yöntemlerin 

temelini oluşturan kültür, kesin tanı için altın standart olmakla beraber bazen zor 

ve zaman alıcı olmaktadır. Kültürün en önemli avantajları, cins ve tür düzeyinde 

tanımlama ve olası direnç tahmini şansı tanıması ve o infeksiyonda etken suş için 

antifungal duyarlılık testlerinin yapılmasına olanak sağlamasıdır.  

Kültürün ve direk mikroskobik incelemenin bu infeksiyonların tanısındaki 

duyarlılığı, her zaman istenilen düzeyde olmayabilmektedir. Hem direk 

mikroskopik inceleme, hem de kültür için klinik örneğin seçilmesi, tanıdaki 
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başarıyı etkileyen en önemli faktörlerden birisidir. Bununla ilgili en tipik örnek, 

İPA’ lı olgularda tanı için en başarılı örneğin balgam değil, doku örneği olmasıdır. 

Ancak bu olgularda uygun ve steril örneklerin alınması, çeşitli nedenlerden ötürü 

her zaman mümkün olmamakta, örnekteki mantar miktarının azlığı, bilgi ve 

deneyim eksikliği gibi faktörler de konvansiyonel yöntemlerin tanıdaki 

duyarlılığını düşürebilmektedir (41). 

Kültür dışı tanı yöntemlerinde, özellikle son dekat boyunca dolaşımdaki 

fungal antijenlerin, metabolitlerin veya mantar DNA’ sının tespitine dayanan 

testlerin geliştirilmesinde önemli gelişmeler olmuştur. Son yıllarda, İMİ’ lerin 

tanısına yönelik girişimler galaktomannan, -glukan ve DNA gibi mantar 

bileşenlerinin tespiti yoluyla erken, güvenilir markırlara dayanan kültür dışı tanı 

yöntemleri üzerine yoğunlaşmıştır. Her ne kadar kültür dışı serolojik ve moleküler 

yöntemlerde duyarlılık ve özgüllük problemleri olabilmekte ise de, pozitif çıkması 

için fazla miktarda örnek gerektiren, infeksiyon süresince geç döneme kadar 

pozitif sonuç vermeyebilen ve nadiren pozitif çıkan kültür gibi konvansiyonel 

yöntemlere göre mantar infeksiyonlarının erken tanınması ve komplikasyonlar 

ortaya çıkmadan önce erken dönemde tedaviye başlanmasına olanak 

sağlamasından dolayı önem kazanmaktadırlar. Bahsi geçen kültür dışı 

yöntemlerin her biri infeksiyonların farklı zaman noktalarında pozitifleştiği  

ve bu yöntemlerin hiçbirisi İMİ’ li hastaların kesin tanısı için tek başına 

yeterince hassas olmadığından, bu testlerin performanslarını artırma girişimi 

olarak bunların kombinasyonunun kullanılması etkileyici görünmektedir (69). 
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EORTC / MSG 2008 yılında İMİ tanısıyla ilgili olarak kesin, yüksek 

olasılıklı ve düşük olasılıklı şeklindeki tanımlamalarını yenilemişlerdir (89). 

Tanı teknolojilerindeki gelişmeler bu yeni dökümanın yayınlanmasına sebep 

olmuştur. Yeni tanımlamalarda da İMİ tanısı için kesin, yüksek olasılıklı ve 

düşük olasılıklı sınıflamalarına sadık kalınmıştır. Kesin İMİ tanımı steril 

materyalden direk mikroskopik yöntemler, steril materyalin kültürü veya kan 

kültürü pozitifliğine dayandırılmıştır. Bu revizyonda yüksek olasılıklı İMİ 

tanımı için galaktomannanla beraber kültür dışı metodlardan β-glukan testi de 

ilk defa dahil edilmiştir (89). Çünkü bu test Aspergillus dışındaki diğer mantar 

türlerini tespit edebilmektedir ve bu yöntemle ilgili bir ticari test (Fungitell
TM

 

(CAPE COD, ABD) FDA tarafından onaylanmıştır. Ancak yenilenen EORTC 

tanımlamalarına PZR gibi klinik örneklerden mantar taranmasında kullanılan 

moleküler yöntemler dahil edilmemiştir. Bunun nedeni olarak da henüz yeterli 

standarda sahip olmaması ve bu tekniklerin hiçbirinin klinik olarak onaylanmamış 

olması gösterilmiştir (89). 

Kolay ve tekrarlı numune alınmasına olanak vermesi nedeniyle farklı 

testlerin kombinasyonlarının çalışılması açısından mantıksal olarak en iyi 

yöntem serum numunelerinin taranmasıdır. Biz de çalışmamızda bu sebeple 

serum örneklerinden çalışmayı uygun bulduk. 

Kitin, selülozdan sonra dünyada en yaygın olarak bulunan ikinci 

biyopolimerdir. Yengeç, karides gibi kabuklu su ürünlerinin ana bileşeni olup, 

böceklerin iskeletinde ve mantarların hücre duvarlarının yapısında da 

http://www.fda.gov/
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bulunmaktadır. Kitinin birçok türevi bulunmakla beraber, bunlar arasında en 

önemlisi kitosandır. Doğada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen 

bir biyopolimer olan kitosan, canlılara karşı toksik özelliğinin olmaması, biyolojik 

olarak parçalanabilirliği, biyo uyumluluğu, kimyasal ve fiziksel özellikleri 

bakımından diğer biyopolimerlere göre üstün özellikler göstermesi nedeniyle 

birçok endüstri dalı için uygun bir madde olarak karşımıza çıkmaktadır (86). 

Kitin ölçümü ile ilgili yöntem ilk olarak 1975 yılında Lehman ve ark. 

tarafından geliştirilmiştir (12). Mantarlarda hücre duvarının yapısal 

elemanlarından biri olan kitin, infeksiyon sırasında dokuda dağılmaktadır 

(90). Kitinin dokuda ölçülmesi ise yeni bir yöntem olmamakla birlikte diğer 

polisakkaritler gibi mantar infeksiyonu tanısında kullanılmamaktadır. Bu güne 

kadar yapılmış olan çalışmalarda, kitin düzeyi daha çok hayvan modellerinde 

infeksiyonun şiddetinin gösterilmesinde ve antifungal tedaviye yanıtın 

değerlendirilmesinde kullanılmıştır (11,91).  

Çalışmamızda çoğunun immün yetmezlikli olduğu sistemik mikoz 

şüpheli hastalarda İMİ tanısı için oldukça invaziv bir yöntem olan doku 

biyopsisi ile kitin ölçümü yerine, daha önce denenmemiş olması, 

tekrarlanabilir olması ve daha az invaziv olması sebebi ile serumda kitin 

varlığını ELISA yöntemi ile araştırmayı planladık. Bu sayede aynı serumdan 

eşzamanlı olarak çalıştığımız diğer yöntemlerin sonuçları ile uyumunu 

araştırmayı da amaçladık.. 
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Hif içerisinde bulunan fakat konidya içerisinde bulunmayan kitin,  dokuda 

bulunan bağıl hif kütlesinin göstergesidir. Çeşitli gruplar, fungal yük göstergesi 

olarak dokuda kitin ölçümü yöntemi kullanmışlardır (91,92). Kitin aktivitesi 

dokunun 130ºC’de KOH içinde bekletilmesi ile ortaya çıkan kitosanın, HNO2 ile 

aldehit oluşturması ve oluşan aldehitin Fe
+3

 bileşiği ile reaksiyonunun, 

spektrofotometrede okunduktan sonra glukozamine oranlanması ile hesaplanmıştır 

(12). Yararlı olmasına rağmen, bu yöntemin birkaç çekincesi bulunmaktadır. 

Protokol basamaklarının sayısı ve kitosanı ekstre etmek için gereken sert 

kimyasallardan dolayı sıkıntı yaşanmaktadır (93). Ayrıca, canlı olmayan hifin 

tespit edilen kitin miktarına katkı yapması olasılığı nedeniyle, kitin tahlilinin 

canlılığı belirtmeyeceği ileri sürülmüştür (93). Kuştimur ve arkadaşlarının 

yaptığı bir çalışmada deneysel olarak aspergilloz ve kandidoz oluşturulan 

hayvan modellerinde dokudan kitin varlığı spektrofotometrik yöntemle sayısal 

olarak gösterilmiştir (94). 

Çalışmamızda kitin antijen testi 46 serum örneğinde 1/1, 1/5 ve 1/10 

dilüsyonlarında ayrı ayrı çalışılmış ve tüm örneklerde sonuç pozitif çıkmıştır (% 

100). Standart antijen dilüsyonlarının okutulan değeri pk: 3.283 olarak 

saptanmıştır. Hasta serumlarının sonuçları standart antijen dilüsyonlarının aktivite 

değeri ile yakın bulunmuştur (ortalama: 2.874). Kontrol grubunun kitin ELISA’ 

sında hafif bir aktivite saptanmıştır (ortalama: 2.478). 

Bilgilerimize göre ELISA yöntemi ile serumda kitin aranması daha önce 

denenmemiştir. Kitinin karmaşık peptid yapısından dolayı ELISA yöntemi için 
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gerekli olan monoklonal antikor elde edilememiştir. Çalışmamızda kitosana karşı 

elde edilmiş poliklonal antikorlarla ELISA plağı kaplanmıştır. Bundan dolayı non-

spesifik bağlanmalar meydana gelmiş olabilir. Bunun çalışmamızda tüm 

örneklerde sonucun pozitif çıkmasına sebep olduğu düşünülmüştür.  Bağlanmayı 

engellemek için inkübasyon sürelerinin kısaltılması, hasta serumlarının dilüe 

edilmesi ve plağın yıkanması sırasında yıkama solüsyonuna BSA ekleyerek 

yalancı pozitifliğe neden olabilecek maddelerin uzaklaştırılması gibi birçok işlem 

uygulanmasına rağmen tüm hasta sonuçları pozitif çıkmıştır. Bu yöntemde kitinin 

eşik (cut-off) değeri belirlenemediği için hastalarla hasta olmayanlar arasında 

uyum yoktur. İMİ erken tanısında kitin ELISA yönteminin tanıda kullanılması 

konusunda uzak bir noktada olduğumuzu düşünmekteyiz. Serumda kitin ELISA 

yöntemi geliştirilmesi için non-spesifik bağlanmayı engelleyen ek protokollerin 

uygulanması gibi zaman alıcı optimizasyon çalışmalarına ihtiyaç vardır. 

ELISA plağı tarafımızdan hazırlanmıştır. Antikor poliklonal olduğu için 

beklenenin üzerinde bağlanma sağlanmıştır. Kontrol grubundaki sonuçların da 

pozitife yakın çıkmasının sebebi olarak antikorun istenenden daha çok plağa 

bağlanması olabileceği düşünülmüştür. Ayrıca poliklonal antikorlar kullanılırken 

çapraz reaksiyon oluşma durumları da göz önünde bulundurulmalıdır. Yeni bir 

alanda çalışma yapılırken monoklonal antikorlarla çalışmanın yapılması tercih 

edilmelidir.  

Walker ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada P. jirovecii’ de immüno 

histokimyasal kitin tespitine yönelik olarak P. jirovecii' yi boyamak için, kitin ve 
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kitin oligomerlerine karşı poliklonal antiserumlar kullanmışlardır. Tüm olgularda 

antiserumlar P. jirovecii’ ye bağlanmış fakat konakçı doku bileşenlerine 

bağlanmamıştır. Antiserumlar kist ve aynı zamanda intrakistik cisimlere ve trofik 

formlarada bağlanmıştır. Pürifiye kitinle muamele edilmiş anti-kitin antiserumu 

kullanıldığında P. Jirovecii’de boyanma gözlenmemiştir. Buna dayanarak, P. 

jirovecii’ nin infekte insanlarda yaşam döngüsünün birden fazla evresinde kitin 

ürettiği sonucuna varmışlardır (95). 

 Pneumocystis jirovecii gittikçe artan sıklıkta fırsatçı bir patojen haline 

gelmiştir. Günümüzde, AIDS’ li hastaların tahminen % 60 ile 80’ i hastalığın seyri 

boyunca P. Jirovecii  pnömonisi geçirmektedirler (96). Çalışmamıza alınan 

hastaların P. jirovecii ile infekte olup olmadıklarını bilinmemektedir Ancak, 

immün yetmezlikli hastaların yaklaşık % 80’ inde hastalığın seyri boyunca P. 

jirovecii pnömonisi geçirildiği bilindiğinden bizim hastalarımızın da yüksek 

oranda kitin ürettiği bilinen P. jirovecii infeksiyonu geçirdikleri düşünülebilir. Bu 

durum bizim hasta grubumuzdaki kitin ELISA’ sındaki yüksek pozitifliği 

açıklayacak bir faktör olabilir. 

Kültür sonucunda Candida üreyen 7 hastanın üçünde Candida PZR 

sonuçları da pozitif bulunmuştur. Kültür sonuçları ile Candida PZR sonuçları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon bulunmuştur (p=0.01). Kültür 

sonucu negatif olan 39 hastanın üçünde Candida PZR sonucu pozitif saptanmıştır. 

Bizim çalışmamızda antifungal tedavinin kullanılıp kullanılmadığı 
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bilinmemekteydi. Bu nedenle antifungal kullanımına bağlı olarak kültür pozitif 

olan hastaların oranının etkilendiği düşünülmüştür.  

Kandidoz tanısı için PZR yönteminin incelendiği bir çalışmada kan kültürü 

pozitifliği saptanan örneklerin % 58’ inde Candida PZR sonucu pozitif 

bulunurken kan kültürü negatif olan 460 örneğin 28’ inde pozitif PZR sonucu elde 

edilmiştir (97). Bizim sonuçlarımızla benzerlik gösteren bu çalışmada kandidoz 

tanısı için PZR yönteminin kültüre göre hızlı sonuç verdiği ve komplikasyonların 

önlenmesini sağlayacak antifungal tedavinin gecikmeden başlanabilmesine olanak 

sağladığı belirtilmiştir (97). 

Başka bir çalışmada farelere intravenöz yolla C. albicans inokülasyonunu 

takiben 72 saat sonra kan örneğinden bakılan Candida PZR sonuçlarının kültüre 

göre çok daha duyarlı bulunduğu bildirilmiştir (% 100’ e karşılık % 67) (98). 

Yaptığımız çalışmada β-glukan testi 46 hastanın 5’ inde (% 10.9) pozitif 

bulunmuştur. Candida PZR testi ise hastaların 6’ sında (% 13) pozitif 

bulunmuştur. β-glukan testi pozitif çıkan 5 hastanın ikisinde Candida PZR sonucu 

pozitif saptanmasına rağmen, β-glukan ve Candida PZR sonuçları arasında 

anlamlı korelasyon saptanmamıştır (p=0.060). 

Sakai ve arkadaşlarının PZR ve β-glukan testi ile inceledikleri 24 hastanın 

sonuçlarında PZR pozitifliğini %75, -glukan pozitifliğini ise % 54 oranında 

bulmuşlardır. Çalışmalarında PZR ve -glukan sonuçlarının anlamlı bir 

korelasyon gösterdiğini bildirmişlerdir (99). Bizim çalışmamızda PZR ve β-
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glukan testlerinin pozitiflik oranlarının düşük olması ve bu iki test arasında 

korelasyon bulamayışımız hasta popülasyonlarının farklı klinik özellikler 

içermesine bağlı olabilir. Çünkü Sakai ve arkadaşları endotrakeal entübasyon 

yapılmış, intravenöz yolla beslenen ve uzun süredir yoğun bakımda tedavi gören 

mantar infeksiyonu açısından daha yüksek riske sahip ağır klinik özelliklere sahip 

hastaları çalışmalarına dahil etmişlerdir. 

Aynı çalışmada PZR yöntemi, β-glukan yöntemine göre daha duyarlı 

ancak iki yöntem birbiri ile korele bulunmuştur (99). Her ne kadar İMİ tanısında 

serum β-glukan tespiti faydalı olsa da bu çalışmada 5 örnekte PZR pozitifken β-

glukan seviyesinin negatif olması bu testin yalancı negatif sonuç verebileceğini 

ortaya koymuştur (99). Bizim çalışmamızda da PZR pozitif 6 olgunun sadece 2’ 

sinde β-glukan pozitif çıkmıştır. 

Yapılan bir çalışmada kemik iliği ve organ transplantasyonu yapılan 

hastalardan çalışılan 197 serum örneğinden β-glukan ve Candida PZR çalışılmış 

ve sonuçlar %56 oranında uygunluk göstermiştir (100). Kültür dışı farklı 

yöntemlerin İMİ tanısı için birlikte kullanılması gerektiği ve hiçbir testin tek 

başına yeterli olmadığı vurgulanmıştır (100). 

PZR erken tanı ve antifungal tedaviye karar açısından kullanışlı ve 

faydalıdır. PZR yöntemi az miktarda kana ihtiyaç duyması ve sonuçların çabuk 

elde edilmesinden dolayı özellikle yeni doğanlarda faydalı bir tanı yöntemi olarak 

kullanılabilir. Ancak PZR daha pahalı olması nedeniyle ve genel kullanımda 
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standardize edilmiş bir yöntem olmadığı için İMİ’ lerin tanısı için kullanımı ümit 

kırıcı ve sınırlıdır (101). 

Çalışmamıza alınan 46 hastanın 8’ inde (% 17.4) galaktomannan ELISA 

sonucu, birinde ise Aspergillus PZR (% 2.2) sonucu pozitif bulunmuştur. 

Aspergillus PZR sonucu pozitif olan hastanın galaktomannan ELISA’ sı da pozitif 

olarak saptanmıştır. Ancak galaktomannan ELISA’ sı pozitif olan hastaların 

hepsinin Aspergillus PZR sonuçları pozitif bulunmamıştır. Çalışmamızda 

Aspergillus PZR ile galaktomannan ELISA sonuçları arasında kısıtlı ancak 

anlamlı bir uyum gözlenmiştir (p=0.028). 

  Son yıllarda, ELISA testiyle serum galaktomannan seviyelerinin 

izlenmesi, rutin uygulamada standardizasyon ve uygulanabilirlik nedeniyle İA 

erken tanısı için yaygın kullanılır hale gelmiştir (102). 

EORTC / MSG 2008 yılında İMİ tanısıyla ilgili yaptığı tanımlamalarda 

FDA tarafından onaylanmış olan galaktomannan testinin kullanımını kriterler 

arasına almışken belli bir standardizasyonu olmadığı gerekçesiyle PZR 

yöntemini tanımlamalarında kullanmamıştır. Bizim çalışmamızda da 

galaktomannan testi ile pozitiflik saptadığımız hastaların sadece birinde 

Aspergillus PZR sonucunun pozitif çıkması PZR yönteminin standardizasyonla 

ilgili eksiklikleri olduğunu desteklemektedir. 

White ve arkadaşlarının sistemik mantar infeksiyonları ile ilgili yaptıkları 

çalışmada aspergilloz olduğu bilinen yedi hastanın dördünde pozitif PZR, ikisinde 
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pozitif galaktomannan sonucu elde edilmiş, ancak PZR pozitif saptananların 

hiçbirinde galaktomannan pozitif bulunmamıştır (103). Bizim çalışmamızda ise 

tek bir hastada Aspergillus PZR sonucu elde edilmiştir. Ancak o hastanın 

galaktomannan testi de pozitif olduğu için her iki test arasında kısıtlı bir uyum 

gözlemlenmiştir. 

Genel olarak serumda galaktomannan saptanması, küf mantarlarına karşı 

aktif antifungal profilaksiye maruz kalmamış olan hematolojik maligniteli 

nötropenik hastalarda çok yararlıdır (65,104). 

İA, kök hücre nakli hastalarının yaklaşık % 10’ unda ve solid organ nakli 

hastalarının % 5’ inde meydana gelir. Tanısı sıklıkla zordur ve ateş ile göğüs BT 

analizinde anormal bulgulara dayanarak antifungal tedavi genellikle ampirik 

olarak başlatılır (105). Tipik olarak, histopatoloji veya kültür yoluyla tanı 

kanıtlanamaz. Eğer tedavi İA’ yı hedefliyorsa ve hastada zigomikoz veya bir 

başka küf mantarı infeksiyonu bulunuyorsa, etkili olmayabilir. Bu nedenle, İA’ 

nın doğru tanısına yardımcı olacak testlerin kullanılması sonucu iyi yönde 

değiştirebilir (106). Üstelik, İA’ nın olmadığını belirten bir test, hekimin tedaviyi 

düzenlemesi veya ek tanısal işlemlere başvurması konusunda uyarıcı işaret 

olabilir. Aspergillus hücre duvarındaki galaktomannanı tespit eden bir enzim 

immün testi bu görevlerde yardımcı olabilir. Bu test, birincil olarak, İA için erken 

markır olan galaktomannan antijenemisi gelişimi açısından immün baskılanmış 

hastaların izleminde, ayrıca İA şüpheli olgularının tanısı için de 
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kullanılabilmektedir. İPA tanısı açısından duyarlılık, BAL örnekleri test edilerek 

arttırılabilir (101). 

İA tanısında galaktomannan tahlilinin rolünü değerlendiren çalışmalar, 

baskın olarak lösemi için kemoterapi almakta olan belirgin nötropenik hastalar 

veya flukonazol profilaksisi alan HSCT alıcıları ile gerçekleştirilmiştir (65). Bu 

çalışmalar, % 67-100 arasında hassasiyet oranları ve % 86-99 arasında özgüllük 

oranlarını belgelemiştir. Ayrıca, hayvan modelleri ve insanlardaki çalışmalar, 

galaktomannan değerlerinin Aspergillus fungal yükü ile korele olduğunu ve İA 

seyri açısından prognostik marker olarak işlev görebileceğini göstermiştir (64). 

Bir başka çalışmada, belirli aralıklarla çalışıldığında, galaktomannan yöntemi İA 

tanısında ortalama 6-14 gün süreyle diğer yöntemlere göre daha önde ve üstün 

bulunmuştur (107). 

  Galaktomannan testi hematolojik maligniteleri bulunan hastaların 

takibinde büyük bir ilerleme sağlamıştır. Bununla birlikte, her bir merkez bu testin 

kullanılabilirliğini kendi koşullarında değerlendirmelidir. Hastaların Aspergillus 

türlerine maruziyetinin artması, piperasilin-tazobaktamın kullanımı, anti- 

Aspergillus antikorlarının görülmesi erken tanı için bu önemli serolojik markerin 

verimini belirgin şekilde etkileyebilir (102). 

  İA dışındaki fungal infeksiyonlar pozitif galaktomannan sonuçları 

verebilir. Histoplazma, Penisillium, Cryptococcus, ve Blastomyces, yalancı pozitif 

sonuçlara sebep olduğu bildirilmiş olan mantarlar arasındadır (108-110). 

Hastaların % 57’ si takip süresince en az bir ishal atağı yaşadığı için, 
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gastrointestinal mukozanın bütünlüğünün bozulmasının da yalancı pozitifliğe yol 

açtığı bildirilmiştir (111). Aspergillus’un hastane ve laboratuar ortamında sık 

görülmesi, örneklerin alınması, işlenmesi veya taşınması sırasında 

kontaminasyona dolayısıyla yalancı pozitifliğe sebep olabilir (101). Ayrıca 

Plasmalyte® elektrolit çözeltisinin intravenöz uygulamasının da yalancı pozitif 

antijenemiye sebep olduğu bildirilmiştir (112,113). 

           Bazı araştırıcılar nötropenik olmayan hastalarda düşük duyarlılığı 

nedeniyle dolaşımda galaktomannan tespitinin değerinin sınırlı olduğunu ve bu 

hastalarda, İPA tanısı için BAL sıvısı yerine serumda çalışılmasının daha uygun 

olabileceğini bildirmişlerdir (114). 

Becker ve arkadaşları İA olgularının % 47’ sinde seruma kıyasla BAL’ da 

% 100’ lük galaktomannan pozitif sonuçlar bildirmişlerdir (115).  

YBÜ hastalarında yapılan bir çalışmada, Aspergillus açısından olguların % 

60’ ında kültür veya direkt inceleme pozitif,  % 42’ sinde serum galaktomannan 

antijeni pozitif, hastaların % 88’ inde BAL’ da galaktomannan antijeni pozitif 

olarak saptanmıştır. BAL’ daki antijen tespiti açısından özgüllük (% 87), kültür ve 

direkt inceleme özgüllüğünden (% 70) daha yüksek bulunmuştur (114). 

Sistemik mikoz şüpheli hastalarda yapılan bir çalışmada kan kültürü ile 

kanıtlanmış İA’ lı olguların tamamına yakınında BAL galaktomannan sonuçları 

pozitif bulunurken % 44 ’ünde serum galaktomannan değeri pozitif ve % 58’ inde 

BAL kültür sonuçları pozitif bulunmuştur (114). BAL’ daki galaktomannan 
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saptanmasının duyarlılığı % 88 ve özgüllüğü % 87 olarak belirlenmiştir. Genel 

olarak İA tanısını koymada BAL sıvısı ile yapılan galaktomannan testi, serum ile 

yapılan galaktomannan testi ve BAL kültürüne göre daha anlamlı sonuç vermiştir 

(114). Bu çalışmada aynı zamanda nötropenik ve nötropenik olmayan iki grup 

hastada serum ve BAL galaktomannan testleri çalışılmış ve BAL galaktomannan 

sonuçları her iki grupta eşit bulunurken serum, galaktomannan seviyeleri 

nötropenili hastalarda anlamlı şekilde daha yüksek bulunmuştur. Araştırıcılar 

nötrofillerin mannoz bağlayıcı reseptörleri yoluyla kandan galaktomannanı 

temizleyebildiği hipotezinden yola çıkarak İA riski bulunan çoğu YBÜ hastasının 

nötropenik olmadığını ve Aspergillus konidyasının primer giriş yerinin akciğer 

olduğunu düşünmüşler ve bu hastalarda serum örneği yerine BAL örneği ile 

galaktomannan çalışmanın daha uygun olacağı kararına varmışlardır (114,116). 

           Aspergillus Platelia® kitiyle serum galaktomannan ölçümlerinin bildirilen 

duyarlılık ve özgüllük değerleri literatürde çok fazla değişmektedir. Bunun en 

büyük sebebi çalışmalar arasındaki heterojenliktir (117). Testin uygulanmasındaki 

bu farklılıklar hasta popülasyonlarının ve kullanılan numunelerin farklılığına, 

numunenin taşınması veya işlenmesi sırasında kontrol edilemeyen değişkenlere ve 

farklı hastalık tanımları ile eşik (cut-off) değerlerine bağlı olabilir. Ayrıca düzenli 

olarak haftada iki kez örneğin alınamadığı hastalarda pozitif değerler 

kaybedilebilmektedir (118). Bir başka faktör, şüpheli İA olgusu düşünülen veya 

akciğerde kaviter lezyonlar bulunan durumlarda ampirik antifungal ilaç 

kullanımının molekülün kanda serbestleşmesinin azalmasına yol açarak yalancı 
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negatif sonuçlara neden olabilmesidir (119). Ayrıca anti- Aspergillus antikorları 

olan hastalarda yalancı negatiflik görülmektedir. 

Bizim çalışmamızda da tek örnekle çalışıldığı ve hastaların antifungal 

aldıkları düşünüldüğünde galaktomannan sonuçlarında pozitif değerleri atlanarak 

yalancı negatiflik gelişmiş olabilir.  

İMİ şüpheli hastalarda yapılan bir çalışmada serum galaktomannan 

antijenemi testi, serum β-glukan testi ile karşılaştırıldığı zaman duyarlılık  % 100’ 

e karşı % 55 olarak bildirilmiştir (120). Yapılan başka çalışmada ise bu iki yöntem 

için benzer duyarlılık bildirilmiştir (121). Bununla birlikte, β-glukan testi İA için 

spesifik değildir. İA riski bulunan hastalarda kandidoz sıktır ve β-glukan testi iki 

mikoz arasında ayırım yapmaz. β-glukan testi, bakteriyemi, hemoliz, plazma 

proteinlerinin veya koagülasyon faktörlerinin intravenöz uygulanması, belirli 

ilaçlarla tedavi, selüloz membranlar kullanarak hemodiyaliz yapılması, pamuklu 

bandajlara maruziyet durumlarında yalancı pozitif sonuç verebilir (122,123). Bazı 

antibiyotiklerin (kolistin, sefazolin, trimetoprim - sulfametoksazol, sefotaksim, 

sefepim ve ampisilin-sulbaktam) yüksek konsantrasyonda kullanımı β-glukan 

testinde pozitif sonuçlara sebep olabilir (124). Bu gibi nedenlerle, İA tanısı için 

galaktomannan antijenemi testi tercih edilmektedir (101). 

Kami ve arkadaşları hematolojik maligniteli 215 hastada İA tanısı 

için β-glukan ile galaktomannan yöntemini karşılaştırmışlardır. 

Galaktomannan testinde % 44 duyarlılık ve % 94 özgüllük,  β-glukan testinde 

ise % 63 duyarlılık ve % 76 özgüllük bulmuşlardır (125). 
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 Kawazu ve arkadaşları yaptıkları çalışmada hematolojik maligniteleri 

bulunan 96 hastanın İA tanı ve taraması için, β-glukan yöntemi ile 

galaktomannan ELISA yöntemini karşılaştırmışlardır. Dokuzu kanıtlanmış, 

ikisi olası olmak üzere İA tanısı koydukları 11 hastada iki ardışık pozitif 

galaktomannan testinin iki ardışık β-glukan testinden daha iyi tanısal 

performans gösterdiğini bildirmişlerdir (120).  

Yapılan bir diğer çalışmada İA seyrinde, β-glukan testinin galaktomannan 

antijen testine kıyasla daha sonra pozitifleştiği bildirilmiştir (120). Bununla 

birlikte yakın tarihli bir çalışmada hematolojik maligniteli yüksek riskli 

nötropenik hastalarda, serum galaktomannan ve β-glukan testlerinin birlikte 

kullanılmasının, her bir testin duyarlılık ve özgüllüğünü belirgin şekilde artırdığı 

bildirilmiştir (121). β-glukan yöntemini, galaktomannan yöntemine göre daha 

geniş spektrumdaki küf mantarlarını saptadığı için, İMİ açısından yüksek riskli 

hastalarda, koruyucu tedavi stratejisine katılma potansiyeli bulunmaktadır. 

Çalışmamızda ise β-glukan ve galaktomannan sonuçları arasında anlamlı 

bir uyum bulunamamıştır. β-glukan pozitif olan hiçbir hastanın galaktomannan 

değeri pozitif saptanamamıştır. Bu durum bizim diğer çalışmalardaki kadar fazla 

sayıda hasta ile çalışamamamızdan kaynaklanmış olabilir. 

Yakın zamandaki bir çalışma, kanser hastalarında İK, İA ve diğer küf 

mantar infeksiyonlarının tanısında galaktomannan ve β-glukan yöntemlerinin 

kullanımını karşılaştırmıştır. Yazarlar, galaktomannanın İA tanısı için daha özgül, 

β-glukanın ise İMİ tanısı için daha duyarlı olduğunu bildirmişlerdir (126). 
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Son zamandaki bir çalışma da, β-glukan yönteminin çok yüksek negatif 

prediktif değere sahip olduğunu (% 97.8) ve yüksek riskli hastalarda İA dahil 

İMİ’ leri ekarte etmek için en kullanışlı yöntem olabileceğini bildirilmiştir (122). 

 β-glukan, İA dahil İMİ tanı ve tedavisinde yararlı bir yardımcı yöntem olarak 

ortaya çıkmıştır. Bunun optimal kullanımı, konakçının risk faktörlerinin, hastanın 

başvurudaki durumunun ve İA dahil çeşitli mantar infeksiyonlarının radyolojik 

değerlerinin tümünün birlikte değerlendirilmesini gerektirir. İMİ için birkaç 

çalışmada, infeksiyon klinik olarak bariz hale gelmeden önce ve uygun antifungal 

tedavi başlanmadan önce β-glukanın yükseldiği görülmektedir (67). β-glukan testi 

özellikle yüksek negatif prediktif değeri sayesinde çoğu vakada İMİ’ nin ekarte 

edilmesinde yararlı olabilir. β-glukan ve galaktomannan testlerinin birlikte 

kullanılmasının ise İA tanısında bunların tek başlarına kullanımlarından üstün 

olabileceği ileri sürülmüştür (121). 

Çalışmamızda sistemik mikoz şüpheli hastalardan β-glukan yöntemi ile 

sonuçları negatif çıkan hastaların bir kısmında diğer yöntemlerin sonuçları pozitif 

bulunmuştur. Dolayısı ile bizim çalışmamızın sonuçlarına göre β-glukan 

yönteminin negatif prediktif değerinin yüksek olduğunu söylememiz mümkün 

değildir. Negatif β-glukan sonuçlarının yüksek riskli hastalarda İA dahil İMİ’ leri 

her zaman ekarte ettiremeyebileceği düşünülmüştür. 

Aspergillus tespiti için ilk PZR 1990’ ların başında bildirilmesine rağmen 

bu teknik halen deneysel olarak kabul edilmektedir. Aspergillus PZR’ nin ümit 

verici yararları olduğu ve galaktomannan antijen tespiti gibi diğer biyolojik 
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testlerin özelliklerini tamamlayabildiği görülmektedir. Aspergillus DNA’ sı, 

sıklıkla İMİ’ nin klinik belirti ve semptomlarının bulunmadığı çok erken 

dönemlerde tespit edilebilir (127). Ayrıca, antifungal ilaçlara maruziyet, 

galaktomannan yönteminin aksine, bu testin duyarlılığını artırabilir (128). Ticari 

bir format halen eksik olmasına rağmen, birçok araştırmacının katıldığı 

uluslararası bir girişim, klinik olarak kullanıma olanak sağlayan, Aspergillus PZR 

için bir standart tasarlamayı amaçlamaktadır (129). PZR için böyle bir standart, 

PZR’ nin mikolojik kanıt göstergesi olarak kabul edilebilmesi amacıyla, EORTC / 

MSG tanımlarının bir sonraki düzenlemelerinden önce hazır olmalıdır.(130). 

İA’ nın tanısında, kanda Aspergillus DNA’sının saptanması için PZR’ nin 

uygunluğunu gösteren çalışmalar bildirilmiştir. Duyarlılık % 36’ dan % 98’ e ve 

özgüllük % 72’ den % 100’ e kadar değişmektedir (122,131). Bununla birlikte, 

kıyaslandığı zaman, PZR galaktomannan antijenemi testinden daha duyarlı 

değildir. Yapılan bir çalışmada PZR (% 45), antijen saptanmasından (% 93)  daha 

az duyarlı bulunmuştur (120). 

Challier ve arkadaşları, 41 immün yetmezlikli hastadan alınan 207 serum 

numunesi ile PZR ve galaktomannan testi çalışmışlardır. Kanıtlanmış veya olası 

İA bulunan hastalarda iki yöntemden en az birisi ile pozitif sonuçlar elde 

edilmiştir. PZR sonuçları açısından yetişkinler ile çocuklar arasında hiçbir 

farklılık bulunmamakla birlikte, olası İA olguları bulunan birçok çocukta yalancı 

pozitif galaktomannan sonuçları bildirmişlerdir (132).  
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İmmatür veya hasar görmüş intestinal epitelle galaktomannan içeren besin 

alımı ve yeni doğanlarda kullanılan bebek mamalarının yalancı galaktomannan 

pozitifliklerinden sorumlu olduğu ileri sürülmüştür (133).  Bu nedenle 

araştırmacılar PZR yönteminin daha özgül olduğunu ve iki yöntemin aynı 

zamanda çalışılmasının İA tanısını güçlendirdiğini savunulmuştur (134). 

Çalışmamızda da galaktomannan, PZR den daha duyarlı bulunmuştur, 8 

galaktomannan pozitif hastanın sadece bir tanesinde PZR pozitif bulunmuştur. Biz 

de bunu diğer çalışmalarda bahsedidiği gibi Aspergillus DNA’ sını yakalamak için 

optimize edilmiş bir amplifikasyon yönteminin olmamasına bağladık. 

Galaktomannan ELISA yöntemi daha ucuz ve daha kısa sürede sonuç verdiği için 

asıl olarak, İA için erken belirteç olarak immün baskılanmış hastaların izleminde 

kullanılır. Bu test, İA şüpheli olgularının tanısı için de kullanılmaktadır. 

Hayvanlarda deneysel olarak akciğer aspergillozu oluşturulan bir 

çalışmada tüm hayvanların akciğer doku kültürlerinde A. fumigatus kolonileri 

izole edilmiş, ancak aynı hayvanlarda kandan PZR ile araştırılan Aspergillus 

DNA’ sı örneklerin  %58 inde pozitif bulunmuştur. Bu çalışmada yazarlar kan 

dışında solunum yollarından bir örnek seçilmiş olması halinde PZR için pozitiflik 

oranının daha yüksek bulunabileceğini ileri sürmüşlerdir (131). 

Çalışmamızda hastalarımızın bir kısmının lokal aspergilloz olduğunu 

varsayarak serum örneği yerine BAL örneği kullanmış olsaydık Aspergillus PZR 

sonucundaki pozitiflik oranını daha yüksek bulabilirdik. Biz birçok parametreyi 

birden çalıştığımız için örnekten ziyade yöntemleri karşılaştırmayı amaçlamıştık. 
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Aspergillus nükleik asitlerinin PZR ile gösterilmesi, erken İA tanısında 

gittikçe artan şekilde değer kazanmaktadır. Diğer kültür dışı yöntemlerin aksine, 

PZR’ nin tür seviyesinde hızlı tespit ve tanımlanması açısından önemi vardır 

(76,77). Bazı araştırıcılara göre PZR duyarlılığı iyidir, fakat invaziv infeksiyonlar 

için düşük seviyedeki özgüllüğü problem olabilir ve yalancı pozitif sonuçlar sık 

görülebilir (76,77). 

          Standardizasyon eksikliği ve ticari olarak hazır bir sistemin olmayışı, İA 

tanısında PZR’ nin rolünün tespitinde önemli sorunlardır. Ek olarak, infeksiyonun 

erken evresinde dolaşımdaki Aspergillus DNA’ sı tespit edilebilmesine rağmen, 

infeksiyon yerinden hangi formdaki DNA’ nın nasıl serbestleştiği 

bilinmemektedir. DNA serbestleşmesi için fungal nekroz gerektiği düşünülürse, 

PZR’ nin antijen serbestleşmesini tespit eden yöntemlerle kıyaslandığında erken 

İA tanısı için gerçekten daha duyarlı olup olmadığı sorusu akla gelmektedir (78). 

Örneğin, A. fumigatus üremesi olan yakın zamanlı in vitro çalışmalarda, β-glukan 

ve DNA birlikteliğine kıyasla galaktomannan antijeninin daha erken ve daha 

yüksek miktarlarda serbestleştiği gösterilmiştir (78). Ancak buna rağmen 

kontaminasyona daha az yatkın olan gerçek zamanlı PZR protokolleri, DNA 

ekstraksiyonu için otomatik sistemlerle birlikte mevcut PZR testlerinin 

güvenirliliğinin standardizasyonuna ve gelişmesine yönelik önemli bir adım 

olarak karşımıza çıkmaktadır (77). Gerçek zamanlı PZR dolaşımdaki Aspergillus 

DNA miktarının saptanmasına olanak sağlaması nedeniyle, antifungal ilaçlarla 

tedavinin izlemi sırasında fungal yükün indirek bir parametresi olarak da 

kullanılabilir (69). 
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EORTC / MSG tarafından yapılan tanımlamalarda, PZR bir kriter olarak 

kabul edilmemiş ve benzer nükleik asit saptama yöntemlerinin ancak 

standardizasyonlarının iyileştirilmesinden sonra daha kullanışlı olacakları 

vurgulanmıştır (89). 

Kontrol grubumuzun sonuçları incelendiğinde kitin dışındaki tüm 

yöntemler negatif sonuç vermiştir. Bu da tüm testler yapılırken  laboratuvarımızda 

mantara ait  herhangi bir yapı ile kontaminasyonun olmadığını göstermektedir. 

Güncel olan kültür dışı yöntemlerin hiçbirisi İA' lı hastaların tespiti 

için yeterince hassas olmadığı için ve her bir yöntem infeksiyonun farklı bir 

zaman noktasında pozitifleştiği için, bu testlerin kombinasyonunun 

kullanılması uygun olacaktır (42,135). Yakın zamanda, Florent ve arkadaşları 

antifungal profilaksi almakta olan hematolojik maligniteli 167 hastada serum 

PZR yöntemini tek başına ve serum galaktomannan ile kombine şekilde 

prospektif olarak değerlendirmiştir (136). Elli beş tanımlanmış İA olgusunda, 

PZR ve galaktomannan yöntemlerinin kombine kullanımı ile duyarlılık % 

83.3’ e ve negatif prediktif değer de 97.6’ ya yükselmiştir. Bununla birlikte, bu 

testlerin kombinasyonu azalmış özgüllük ve pozitif prediktif değer ile 

sonuçlanmıştır (136).  

Ek olarak, İA’ lı 11 hastayı içeren hematolojik maligniteli 40 yüksek 

riskli hastada yapılan küçük bir retrospektif çalışmada, galaktomannan ve β-

glukan kombinasyonunun duyarlılık ve negatif prediktif değeri etkilemeden her 
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iki testin özgüllük ve pozitif prediktif değerini % 100' e yükselttiği bildirilmiştir 

(121). 

Hem Aspergillus galaktomannan hem de Aspergillus DNA, BAL ve 

BOS’ da gösterilebildikleri için, serum dışındaki örneklerin 

değerlendirilmesinde, farklı yöntemlerin kombine edilerek çalışılması değer 

taşıyabilir (65). Bununla birlikte, kolay ve tekrarlı örnek alınmasına olanak 

vermesi nedeniyle farklı testlerin kombinasyonlarının çalışılması açısından 

mantıksal olarak en uygun materyal serum örnekleridir (69). 

EORTC / MSG 2008 yılında İMİ’ lerin tanısıyla ilgili olarak kesin, 

yüksek olasılıklı ve düşük olasılıklı şeklindeki tanımlamalarını yenilemişlerdir 

(89). İnfeksiyonların tanımlarının sade ve net bir şekilde belli standartlar içinde 

olması,  yapılan çalışmaların kalitesini arttırmak ve bu çalışmaların uyumunu 

ve tekrarlanabilir olmasını güçlendirmek için faydalı olabilir. Biz çalışmamızda 

dahil ettiğimiz hastaların klinik ve radyolojik özelliklerini gözetmeden 

seçtiğimiz için bu tanımlama kriterlerini kullanmadık.  

İMİ bulunan hastaların son yıllardaki sağkalım oranlarındaki artışlara 

rağmen, epidemiyolojideki ve direnç gelişmesindeki değişikliklerle ilgili 

zorlukları karşılamak için tanıya yönelik araştırmaların süreklilik göstermesi 

gerekir. PZR, galaktomannan ve β-glukan gibi kültür dışı yöntemlerin tanısal 

amaçlı kullanımı ile daha doğru sonuçlar elde edilebilmektedir. Erken tanı ile 

artmış sağkalım ilişkili olduğu için bu konu önemlidir. Doğru tanı ve in vitro 

duyarlılık testleri, değişen epidemiyoloji kapsamında ve antifungal ilaçlara karşı 
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kazanılmış direncin ortaya çıkması nedeniyle tedavi için önemli hale gelmektedir 

(130). 

Daha doğru tanı yöntemleri ve etkili antifungal ilaçlar, yüksek İMİ riski 

taşıyan hastalarda prognozu iyileştirmiştir. Bununla birlikte, girişimlerimiz direnç 

gelişmesinin ve fungal patojenlerin epidemiyolojisindeki daha az sıklıkta görülen 

küf mantarlarına doğru geçişin tehdidi altındadır. Yakın gelecekte İMİ ile ilişkili 

morbidite ve mortaliteyi aşmamızı beklemek mantıksız olacaktır. Bununla 

birlikte, immün sistemi baskılayıcı tedavilerin neticesinde fungal 

komplikasyonların geliştiği hastaların sağkalımını artırmaya devam etmek için her 

tür çabanın gösterilmesi gereklidir (130). 

Çalışmamızda,  erken tanının değerine inanarak, mantarların hücre 

duvarında bulunan ve infeksiyon sırasında konakçı dokusunda dağıldığını 

bildiğimiz kitin antijenini sistemik mikoz şüpheli hastaların serumlarında ELISA 

yöntemi ile aramayı amaçladık. Sonuçta kontrol grubu dahil tüm hastalarda pozitif 

değerler elde etmemiz nedeniyle, bu aşamada rutin tanıda kullanılabilirlik 

noktasından uzakta olduğumuza ancak bu yöntemle ilgili olarak ek protokoller ve 

uygun optimizasyon çalışmalarının yapılması gerektiği kanısına varmış 

bulunuyoruz. İMİ tanısında kitin ELISA yönteminin kullanımı, bu iyileştirmeler 

sonrasında diğer yöntemlerle birlikte çalışılarak tanısal değer kazanabilecektir. 
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6. SONUÇLAR 

1. İMİ şüpheli 46 hastadan alınan kan örneklerinden 7’ sinde (% 15,2) üreme 

gerçekleşmiştir. Bu 7 kan örneğinden birinde Candida guillermondi, altısında 

Candida albicans kolonileri izole edilmiştir. 

2. Galaktomannan antijen testi 46 serum örneğinin 8’ inde pozitif bulunmuştur 

(% 17.4). 

3. -glukan testi 46 serum örneğinde çalışılmıştır. Serum örneklerinin 5’ inde 

pozitif sonuç elde edilmiştir (% 10.9). 

4. 46 serum örneğinin bir tanesinde Aspergillus DNA’sı (% 2,2) pozitif 

bulunmuştur. 46 tam kan örneğinin 6’ sında Candida DNA’ sı pozitif bulunmuştur 

(% 13). 

5. Kitin antijen testi 46 serum örneğinde 1/1, 1/5 ve 1/10 dilüsyonlarında 

çalışılmış ve tüm örneklerde pozitif sonuç (ortalama: 2.874) elde edilmiştir (% 

100). 

6. Sağlıklı kontrol grubundan alınan kan örneklerinden yapılan kültürlerin 

hiçbirinde mantar üremesi olmamıştır. 

7. PZR uygulanan kontrol grubu kan örneklerinde Aspergillus ve Candida DNA’ 

sı saptanmamıştır. 

8. Kontrol grubundan çalışılan serum galaktomannan ve β-glukan testlerinin 

sonuçları negatif bulunmuştur.  

9. Kontrol grubundan çalışılan kitin ELISA’ sında hafif bir aktivite (ortalama: 

2.478) saptanmıştır. 
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10. Kültür sonucunda Candida üreyen 7 hastanın 3 tanesinde Candida PZR 

sonuçları da pozitif bulunmuştur. Kültür sonuçları ile Candida PZR sonuçları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı korelasyon bulunmuştur (p=0.01). 

11. Aspergillus PZR ile galaktomannan ELISA sonuçları arasında kısıtlı ancak 

anlamlı bir uyum gözlenmiştir (p=0.028). 

12. -glukan ve Candida PZR sonuçları arasında anlamlı korelasyon 

saptanmamıştır (p=0.060). 

13.  glukan testi pozitif çıkan 5 hasta ile galaktomannan testi pozitif çıkan 8 

hasta arasında sonuçlar açısından uyum gözlenmemiştir. 
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8. ÖZET 

 

Sistemik mantar infeksiyonlarının tanısı hala zor ve sorunludur. 

Konvansiyonel yöntemlerin temelini oluşturan kültür kesin tanı için altın standart 

olmakla beraber bazen zor ve zaman alıcı olmaktadır. 

Bu çalışmada sistemik mantar infeksiyonu tanısında kullanılan kültür ve 

kültür dışı yöntemlerden galaktomannan, β-glukan ve PZR’ nin karşılaştırılması 

ve aralarındaki korelasyonun araştırılması amaçlanmıştır. Ayrıca sistemik mikoz 

şüpheli olguların serumlarında kitin antijeninin ELISA yöntemiyle aranarak 

mantar infeksiyonlarının erken tanısında kullanılabilirliğinin araştırılması ve 

geliştirilmesi planlanmıştır.  

Bu çalışmaya sistemik mikoz şüpheli 46 hasta ve 46 sağlıklı gönüllü dahil 

edilmiştir. 

Sistemik mantar infeksiyonu şüpheli 46 hastadan alınan kan örneklerinden 

7’ sinde (% 15,2) kültürde üreme olmuştur. Platelia  Aspergillus testi ile 

galaktomannan antijeni örneklerin 8’ inde pozitif bulunmuştur (% 17.4). 

Fungitell
TM

 kiti ile -glukan aktivitesi ölçülmüş, örneklerin beşinde pozitif sonuç 

elde edilmiştir (% 10.9). Gerçek zamanlı PZR ile örneklerin altısında Candida 

DNA’ sı (%13), bir tanesinde Aspergillus DNA’ sı (% 2,2)  pozitif bulunmuştur. 

Kitin antijen testi 46 serum örneğinde 1/1, 1/5 ve 1/10 dilüsyonlarında çalışılmış 

ve tüm örneklerde (% 100) sonuç pozitif çıkmıştır (ortalama: 2.874). 
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Kontrol grubunun kan örneklerinden yapılan kültürlerde mantar üremesi 

olmamıştır. PZR testinde Aspergillus veya Candida DNA’ sı saptanmamış, 

galaktomannan ve -glukan düzeyleri negatif olarak bulunmuştur. Kitin ELISA’ 

sında hafif bir aktivite tesbit edilmiştir (ortalama: 2.478). 

Kültür sonuçları ile Candida PZR sonuçları arasında istatistiksel olarak 

anlamlı korelasyon bulunmuştur (p=0.01). Aspergillus PZR ile galaktomannan 

ELISA sonuçları arasında kısıtlı ancak anlamlı bir uyum gözlenmiştir (p=0.028). 

Ancak β-glukan ve Candida PZR sonuçları arasında anlamlı korelasyon 

saptanmamıştır (p=0.060).  

Sonuçta kültür dışı testlerin performanslarını arttırmak için 

kombinasyonlarının kullanılması gerektiği düşünülmüştür. 

Mantar infeksiyonlarının erken tanısına katkı sağlayabileceğini düşünerek 

ELISA yöntemi ile serumda kitin antijeninin varlığı test edilmiştir. Ancak diğer 

tanı yöntemleri ile karşılaştırıldığında anlamlı bir korelasyon saptanmamıştır. Şu 

anda rutin kullanım amacından uzak olmakla beraber ELISA ile kitin taraması 

yönteminin ek protokoller ve uygun optimizasyon çalışmaları sonrasında 

geliştirilerek tanısal değer kazanabileceği kanısına varılmıştır. 

Anahtar kelimeler: PZR, Galaktomannan, β-glukan, kitin ELISA 
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9. SUMMARY  

          The diagnosis of systemic fungal infection is still be difficult and 

problematic. Although the culture is the gold standard among the conventional 

diagnostic methods, it can be sometimes difficult and time-consuming.  

 In this study, we aimed to compare the use of conventional culture with the 

non culture methdos such as galactamannan assay, β-glucan assay, and 

polymerase chain reaction in the diagnosis of systemic fungal infections. On the 

other hand, we aimed to investigate and develop the possible usage of the chitin 

measurement by ELISA in the sera of the patients with suspected mycosis for the 

early diagnosis of fungal infections.  

 Fourty six patients with suspected fungal infections and 46 volunteers 

were included in this study.  

 Blood cultures were found positive in the seven (15.2%) of the 46 patients 

with systemic fungal infections. Galactomannan antigen was found positive in 8 

(17.4%) samples by the Platelia  Aspergillus test. β-glucan activity was 

measured by the Fungitell
TM

 kit and five (10.9%) samples yielded positive results. 

Candida DNA was found positive in six (13%) samples by real-time PCR, and 

Aspergillus DNA in one (2.2%) sample. Chitin antigen was measured in 46 serum 

samples in 1/1, 1/5, and 1/10 dilutions and was found positive in all of them.  

 No growth was observed in the cultures of the blood samples of the control 

group. Aspergillus and Candida DNA were also not detected, and galactomannan 
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and β-glucan levels were found negative in the control group. A slight activity, 

however, was detected in the chitin ELISA.  

 A statistically important correlation was found between the culture and 

Candida PCR results (p=0.01). We found also an important correlation between 

the Aspergillus PCR and galactomannan ELISA results (p=0.028). A correlation 

was not found between β-glucan and Candida PCR results (p=0.060).  

 In conclusion, we think that the use of these test in combination would be 

useful in order to improve the performance of the non culture tests. Investigation 

of the presence the chitin antigen by ELISA would be useful for the early 

diagnosis of the funfal infections and therefore we tested the chitin level in the 

serum samples. However, we did not found any correlation when compared with 

other diagnostic methods. We think that, although the chitin assay has not been 

routinely used now, measurement of the chitin level may be useful in the future 

after appropriate optimization.  

      Key words: PCR, Galactomannan, β-glukan, chitin ELISA 
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