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Alınan örnekten hangi tetkikler 
istenmeli?
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• KONVANSİYONEL YÖNTEMLER 
Direk mikroskopik inceleme
Kültür

• KONVANSİYONEL YÖNTEMLER 
Direk mikroskopik inceleme
Kültür

MİKROBİYOLOJİK TANI: 

•DİĞER YÖNTEMLER
Moleküler yöntemler ? ? 
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YAYMA
Boyama : Hangi boyalar?

OLGU 1. M SORU -2



SAA, 2010

YÖNTEM UYGULAMA AMACI SIK GÖZLENEN 
YAPILAR

Gram boyası Bakteriyal etkenlerin 
ve maya mantarlarının 
saptanmasında 
kullanılır

Bakteriler, Gram 
pozitif, tomurcuklanan 
maya hücreleri (+ 
psödohif, gerçek hif)

Potasyum hidroksit
(KOH) ile ıslak 
preparat hazırlama

Örnekteki organik 
bileşikleri eriterek 
örnekte bulunan olası
bir mantarın 
görülmesini 
kolaylaştırır

Hif, artrokonidyum

“Calcofluor” beyazı
ile floresan boyama

Mantara ait yapıların 
görülme olasılığını
artırır. KOH’den 
önemli ölçüde daha 
duyarlıdır.

Hif, artrokonidyum,
maya hücreleri

Modifiye aside 
dirençli boyama 
yöntemi

Nocardia, 
Rhodococcus,...

Filamentöz, ince uzun, 
dallanan, aside kısmi 
dirençli basiller

Larone DH. Medically Important Fungi-A Guide to Identification, 1995; MCM 9th ed. 2007
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Yayma tanıya ne ölçüde yardımcı?

• Hızlı olası ön tanı
• Pozitif kültür sonucunun 

değerlendirilmesinde yardımcı (özellikle 
küfler)

AVANTAJLARI ve ÖNEMİ: 

Yaymanın duyarlılığı birçok faktörden etkilenebilir...:
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Bir küf mantarına bağlı alt solunum yolu 
enfeksiyonu şüphesinde uygun örnek?

Uygun Örnek Seçimi

Etkeni saptama şansı
BiyopsiBiyopsi > BAL > DTA > Balgam

Kontaminasyon? Kolonizasyon? Enfeksiyon?Kontaminasyon? Kolonizasyon? Enfeksiyon?

>2 
örnekte  
aynı küf
üremeli!
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Mikroskopik inceleme ve kültür: Duyarlılığı
(olumsuz yönde) etkileyen faktörler 

•Uygun (steril) örnek 
alınmasındaki zorluklar
•Uygun (steril) örnek 
alınmasındaki zorluklar

Trombositopeni

Genel durum 
bozukluğu

•Örnekteki 
•mikroorganizma
miktarının azlığı

••ÖÖrnekteki rnekteki 
••mikroorganizmamikroorganizma
miktarmiktarıınnıın azln azlığıığı

•Bilgi ve deneyim
eksikliği
••Bilgi ve deneyimBilgi ve deneyim
eksiklieksikliğğii
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Kültürde Aspergillus türlerinin izole edildiği 
invazif aspergillozlu olgularda direk mikroskopi 

pozitifliği
H.Ü. Mikoloji Lab., 1998-2005; n=42

%57.4

%38.3

%4.3

fumigatus

flavus

niger

ERERİŞİŞKKİİNN

%23

%77

Direk mikroskopi (+)

Direk mikroskopi (-)

43 örnek (13’ü biyopsi örneği) Direk mikr.ik inceleme yapılabilen 35 klinik örnek

Alp ve ark. 3. Mantar Hastalıkları ve Klinik Mikoloji Simpozyumu 2006, sf. 23
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Yayma ile tanı: Mantarların 
mikroskopik ayırımı mümkün mü?
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MİKROSKOPİK OLARAK GÖZLENEN MANTAR 
YAPILARI: 

Maya hücreleri

Psödohif

Gerçek hif (septalı / septasız)

Artrokonidyum

Sferül
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Mikroskopik inceleme

Tomurcuklanan maya hücreleri ve 
psödohif (Gram)

Kapsüllü maya hücreleri 
(çini mürekkebi)
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Mikroskopik inceleme

Septalı hif (Gram)

Hif (KOH)

Septalı hif (GMS)

Septasız 
hif
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• Mikroskopik inceleme ile cins ve tür 
düzeyinde kesin bir tanımlama yapılamaz...

• Görülen yapıların özellikleri incelenerek, bu 
yapıların, olası etken olarak düşünülen mantar 
ile uyumlu olup olmadığı söylenebilir...

Yayma ile tanı: Mantarların 
mikroskopik ayırımı mümkün mü?  -2
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Yaymanın mantarlar yönünden 
değerlendirilmesinde yeni gelişmeler var 

mı? (boyama, moleküler?)

• Direk örnekten
• Araştırma düzeyinde
• Moleküler inceleme yöntemleri

OLGU 1. M SORU -5
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CMI 2006; 12: 745
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Dannaoui E. CMI 2009; 15 (Suppl. 5): 66
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Klinik örneklerden direk Candida-tür tanısı
Kan kültüründen/klinik örneklerden/koloniden direk inceleme 

Nükleik asit hibridizasyon

Candida-PNA FISH: Türe özgü rRNA’yı hedef alan, floresan işaretli peptid 
nükleik asit problarını kullanır. Değerlendirme floresan mikr. ile yapılır.  

yeşil: albicans / parapsilosis

sarı: tropicalis

kırmızı: glabrata / krusei

negatif: bu beş türden birisi değil

www.advandx.com/products/pna_fish

Tür düzeyinde ayırım

Duyarlılık (%95‐99), özgüllük (%99‐100) 
(klinik örneklerden)

Wang P. Mycoses 2010; Jan 12; Reller et al. JCM 2007; 45: 3802
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Kültür için materyal laboratuvara nasıl 
iletilmeli?

Saklama koşulları
Transport
Klinisyen-lab işbirliği

OLGU 1. M SORU -6
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Örnek alma, saklama, laboratuvara 
ulaştırma: Genel ilkeler

• Uygun ve yeterli örnek
• STERİL koşullarda 
• Hızlı transport, çabuk işlem 
• Klinik ön tanı (örn. endemik mikoz etkenleri 

için özel besiyeri - - BHIA)

Kuruma

Transport besiyeri

Steril SF/distile su

Buyyon
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• Steril tüpte
• > 1 ml
• < 2 saat: oda sıcaklığı
• < 24 saat: 4°C’de
• Termal dimorfik mantarların dayanma 

süresi kısa

Alt solunum yolu örnekleri için kurallar  
(BAL, fırça, aspirasyon, balgam)

MCM 9th ed. 2007, 1730
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Kültür için hangi besiyerleri ve 
ekim koşulları?
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•(Rutin bakteriyolojik besiyerleri)

•Sabouraud dekstroz agar (birden fazla besiyerine)

(Küfler için kontaminasyonu ekarte etmeye 
yardımcı ekim yöntemleri  -- bu örnek için 
kontaminasyon riski düşük)

•30°C, 35°C

•3-4 hafta
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Aspergillus: Kültürün inkübasyon koşulları
duyarlılığı etkiler mi? – I

Enfekte dokuda: 
Fizyolojik sıcaklık, 

mikroaerobik atmosfer

Aspergillus ile enfekte doku Aspergillus ile enfekte doku öörnekleri:rnekleri:
Köpek modeli / insan otopsi materyalleri

İNKÜBASYON

25°C
normal atm.

35°C
normal atm.

İzolasyonda ˜10 kat artış

Tarrand et al. JCM 2005; 43: 382
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Tanıda kültürün etkinliği
Üreme olasılığı
Kontaminasyon-kolonizasyon sorunu

OLGU 1. M SORU -8

KKüültltüürrüün duyarln duyarlııllığıığı ve ve öözgzgüüllllüüğğüünnüü etkileyen faktetkileyen faktöörler:rler:

Doğru örnek, doğru işlem (Biyopsi )

Altta yatan hastalık (örn. IA yönünden yüksek 
riskli olgularda Aspergillus üremesi daha anlamlı)

Kontaminasyon/kolonizasyon: eşik değer yok
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Bir küf mantarına bağlı alt solunum yolu 
enfeksiyonu şüphesinde uygun örnek?

Uygun Örnek Seçimi

İzolasyon şansı
Biyopsi > BAL > DTA > Balgam

Kontaminasyon? Kolonizasyon? Enfeksiyon?Kontaminasyon? Kolonizasyon? Enfeksiyon?

>2 
örnekte  
aynı küf
üremeli!

Biyopsi örneklerinde duyarlılık yüksek, kontaminasyon riski düşük, başarı
şansı yüksek
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Örneğe göre kültürün 
duyarlılığı (invazif aspergilloz)

Örnek Duyarlılık (%)
Balgam 15-69
BAL, fırça 21-77

Albelda et al. Am J Med 1984, 76: 1027; Horvath et al. Am J Med 1996, 100: 171; 
Jantunen et al. Bone Marrow Transpl 2000, 25: 867
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Kültür sonuçlarını ne zaman elde ederiz?
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İnkübasyon süresi: 3-4 haftaya tamamlanmalı

Sıklıkla: Nocardia dışı bakteriyal etkenlerimiz: 24 saat

Mayalar: ∼24-72 sa içinde

Nocardia: 4 günden itibaren 

Küfler: ∼ 7 gün içinde 
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Kültürde yeni gelişmeler, yeni teknikler?

OLGU 1. M SORU -10

Moleküler tanımlama yöntemleri 
(rutinde kullanım gereksinimi nadir)
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Yayma raporu?

OLGU 1. M SORU -11

Septalı hifler

Dikotom dallanma
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Üreme?

OLGU 1. M SORU -12

Kültürden mikroskopik inceleme 
(LPM)

Aspergillus fumigatus komplekskompleks
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Galaktomannan antijen testinin 
tanıdaki yeri nedir?

OLGU 2. M SORU -1
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Galaktomannan (GM) testi
• Lateks aglütinasyon (15 ng/ml)

• ELISA (0.5-1 ng/ml)

Sabetta et al. JID 1985, 152: 946; Ansorg et al. EJCMID 1994, 13: 582; Verweij et al. JCM 1995, 33: 3150; Maertens et al. Blood 2001, 
97: 1604; Herbrecht et al. J Clin Oncol 2002, 20: 1898; Altun ve ark. 31. Türk Mikrobiyoloji Kongresi 2004, S-4.2; Kedzierska et al. 

EJCMID 2007; 26: 755; Tanriover MD et al. Mycoses 2010; 53:16

ELISA
Duyarlılık: %29-100
Özgüllük: %21-98

FDA verileri
Duyarlılık %81, Özgüllük %89

PA-EIA, Platelia Aspergillus, Bio-Rad
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GM: “cut-off“ indeks değerinin geçtiği 
evreler (serum)

Maertens et al. JCM 1999, 37: 3223; Blood 2001, 97: 1604; Br J Haem 2004, 126: 852, Maertens et al.CID 2007;44:1329

0.5

0.8

1.5

FDAFDA

ÜÜretici retici 
firmafirma

Statik Statik 
indeksindeks

Dinamik Dinamik 
indeksindeks

Özgüllük Duyarlılık 

Allan et al. Br J Haem 2005; 128: 578

FDA FDA ,  Avrupa ,  Avrupa 

2 ardışık örnek, >0.5: 
testin doğruluk oranı

en yüksek 



SAA, 2010
SAA, 2010

GM testi-Yalancı pozitiflik
Çapraz reaksiyon (Penicillium chrysogenum, 
P. digitatum, Paecilomyces variotii, Geotrichum 
capitatum, Histoplasma); (Bifidobacterium-
prematüre, yenidoğan)

ÇÇapraz reaksiyonapraz reaksiyon (Penicillium chrysogenum, 
P. digitatum, Paecilomyces variotii, Geotrichum 
capitatum, Histoplasma); (Bifidobacterium-
prematüre, yenidoğan)

Yalancı pozitif antijenemi (Besin kaynaklı
translokasyon—süt, pirinç, proteinden zengin 
ürünler...) 

YalancYalancıı pozitif antijenemipozitif antijenemi (Besin kaynaklı
translokasyon—süt, pirinç, proteinden zengin 
ürünler...) 

İlaçlar, solüsyonlar (Piperasilin, Piperasilin-
tazobaktam, Amoksisilin-klavulanik asit, 
Sitotoksik kemoterapötikler, “Plasmalyte”)

İlaçlar, solüsyonlar (Piperasilin, Piperasilin-
tazobaktam, Amoksisilin-klavulanik asit, 
Sitotoksik kemoterapötikler, “Plasmalyte”)

Serumun alSerumun alıınma zamannma zamanıı——Vadi dVadi dööneminde/neminde/
doz verilmeden hemen doz verilmeden hemen öönce olmalnce olmalıı

Letscher-Bru et al. J Mycol Med 1998, 8: 112; Verweij et al.43rd ICAAC 2003, abst. no. M-1027;Sulahian et al.43rd ICAAC 2003, abst no. 2033;  Viscoli et a
CID 2004; 38: 913; Singh & Paterson. CMR 2005; 18:44; Weisser et al. CID 2005; 15;41:1143; Mennink-Kersten et al. JCM 2005; 43: 3925, Giacchino et a

JCM 2006; 44: 3432; Machetti et al. JAC 2006; 58: 806; Hage et al. JCM 2007; 45: 676; Narreddy et al.  J Infect 2007; Nov 3, Penack et al. DMID 2007; 
Sept 20.
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GM testi- öneriler, güncel durum

• IA yönünden yüksek riskli olgularda, -konvansiyonel tankonvansiyonel tanıı
yyööntemlerine entemlerine eşşlik edebileceklik edebilecek- bir tarama testi

• Haftada (en az) iki örnek
• Farklı merkezlerde bulunan duyarlılık değerleri çok 

değişken. Bunda, hastanın antifungal tedavi alıp almıyor 
olması da etkili.

• Negatif prediktif değerinin yüksek olması nedeniyle 
enfeksiyonun ekarte edilmesinde yardımcı

•• CutCut--off, off, sson öneri: 0.50.5 (A.B.D. ve Avrupa)
• Tedaviye yanıtın izlenmesinde başarılı

Upton et al. JCM 2005; 43: 4796, Kedzierska et al. EJCMID 2007; 26: 755
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Balgam kültüründe Aspergillus flavus

OLGU 2. M SORU -2

Sonuçların yorumu
Balgam kültürünün tanıdaki yeri:

BALGAM KBALGAM KÜÜLTLTÜÜRRÜÜ: : 
•En az 2 balgam kültüründe aynı küfün izolasyonu!
•Direk mikroskopi sonucu kültür sonuçlarının 
yorumlanmasında önemli
•Altta yatan hastalık, balgam kültüründeki Aspergillus 
üremesinin anlamı yönünden önemli
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Kültürde Aspergillus ürediğinde...?

24 merkez, 
A.B.D.

1209 olgudan 
1477 pozitif 

kültür

Üreme saptanan 
örneklerin çoğu 
(%72.9) balgam 

(%49.6) veya BAL 
(%23.3)

Üreme saptanan 1209 olgudan 245’inde 
(%20.3) klinik hastalık var: 

Üreme saptanan 1209 olgudan 245’inde 
(%20.3) klinik hastalık var: 

KLİNİK HASTALIK n (%)
İnvaziv aspergilloz 148 12

Kanıtlanmış 90 61
Yüksek olasılıklı 49 33
Düşük olasılıklı 9 6

Kronik nekrotizan 
aspergilloz

19 2

Aspergillom 43 4
ABPA 35 3Yüksek riskli olgularda (allojeneik KİT, hematolojik kanser, nötropeni) kültürde üreme olması

olguların %50-65’inde IA ile ilişkili. Diğer olgularda oranlar daha düşük. Kontaminasyon olan 
örnekler ekarte edildiğinde oranlar daha da yükseliyor. (Yüksek risklilerde: %70-80). 

Perfect et al. CID 2001; 33: 1824
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Tedavi izleminde galaktomannan 
monitorizasyonunun yeri

OLGU 3. M SORU -1
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GM (+)

GM (-)
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Galaktomannan indeksi ile IA’da 
klinik sonuç arasındaki ilişki

27 çalışma sonucu
Kanıtlanmış / olası
IA olguları (n=257)

GM indeks, IA’da klinik yanıt ile korelasyon 
gösteriyor. Klinik yanıtın tahmininde yararlı

bir belirteç

Miceli et al. CID 2008; 46: 1412
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Bu preparatlar size konsülte edilse nasıl 
yorumlarsınız? 

OLGU 3. M SORU -2

Dikotom dallanma gösteren, düzgün 
yapıda septalı hifler

Dikotom dallanma gösteren, düzgün 
yapıda septalı hifler
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Kültür yok. Yapılması gerekir miydi?

OLGU 3. M SORU -3

KÜLTÜR ŞART !:KÜLTÜR ŞART !:

•Cins düzeyinde tanımlama (Bu görünüm, farklı cinsteki 
küflere ait olabilir.)

•Tür düzeyinde tanımlama, duyarlılık profilinin tahmini ve 
duyarlılık testlerinin yapılması:

TEDAVİ BAŞLANMADAN ÖNCE ALINMALI
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Antifungal ilaçlara suş düzeyinde azalmış
duyarlılık ya da potansiyel direnç saptanmış
izolatların ait olduğu türler (direnç nadir)

A. terreus (kompleks) Amfoterisin B (doğal direnç)
A. fumigatus Azol (itrakonazol, 

vorikonazol, posakonazol) 
A. fumigatus Kaspofungin

A. flavus Amfoterisin B

A. flavus Kaspofungin

Lass-Flörl et al. Br J Haem 2005, 131: 201; Denning et al. JAC 1997, 40: 401; Denning et al. 
AAC 1997, 41:1364; Verweij et al. JCM 2002; 40: 2648; Snelders et al. PLoS Med 2008; 5: 

e219; Howard et al. Emerg Infect Dis 2009; 15: 1068
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A. fumigatus ve azoller için önerilen direnç
sınır değerleri ve tanımlamalar

EUCAST

CLSI
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KBB, sinüs biyopsisi. Tanı?

OLGU 4. M SORU -1

SeptalSeptalıı hifhif

SeptasSeptasıız hifz hif
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Aspergillus flavus’un amfoterisin B ve 
vorikonazol duyarlılığı

OLGU 4. M SORU -2
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Arikan et al. Med Mycol 2008; 46: 567
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