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Invazif Fungal infeksiyonlarin Tanisinda Kiiltir Disi Yontemlerin

Rolu

Role of Non-Culture Tests for the Diagnosis of Invasive Fungal Infections

Alpay Azap

Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

Ozet

invazif fungal infeksiyon (IFi), 6zellikle immiinosiiprese hasta-
larda gelisen ve hizli tani ve tedavi gerektiren bir durumdur.
Histopatolojik inceleme ve kiltir, tanida altin standard olma-
larina ragmen 6rnek alma guglugu ve kaltire iliskin sikintilar
nedeniyle daha kolay ve hizli tani testlerine gereksinim vardir.
Serolojik testlerin yani sira polimeraz zincir reaksiyonu gibi mo-
lekiiler yontemler klinik kullanima girmistir. Bu testlerden birka-
¢inin bir arada kullanilmasi sonucunda iFi tanisinda duyarhhk
ve ozgullik artmaktadir.
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Abstract

Invasive fungal infection (IFl) is a condition that develops
among immunosupressed patients particularly and requires
the prompt diagnosis and treatment. Histopathological exami-
nation and culture are the gold standards for the diagnosis, but
difficulties in sampling and shortcomings of culture mandate
use of easier and faster methods. Nowadays, molecular tests
such as polymerase chain reaction are used in clinical practice
in addition to serological tests. Combined use of these tests in-
crease the sensitivity and specifity of diagnosis for IFI.
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Giris

invazif fungal infeksiyon (iFi) sikhgi giderek artmak-
tadir (1). Candida turleri, en sik gérilen IFi etkenleridir
ve kan dolasimi infeksiyonu etkenleri arasinda dérdiincu
sirada gelmektedir (2). Aspergilloz, ikinci siklikta gori-
len iFi"dir; kiiflerin yol actigi IFi'ler arasinda ise Asper-
gillus turleri birinci siradadir. Kif seklindeki mantarlarin
yol actidi ikinci sikliktaki klinik tablo mukormikozdur (1).
Candida ve Aspergillus tlrleri ve Mucorales takiminda-
ki tirler disinda da bircok fungal etken hastalik yapa-
bilmektedir. iFi tanisindaki giicliikler nedeniyle olgula-
rin bir bolimundn tanisi ve bunun sonucunda tedavisi
gecikmektedir (3). C)rne@in hematolojik malignitesi olan
invazif aspergilloz (iA)'lu hastalarin yarisinda tani ante
mortem konulamamistir (4). Basta aspergilloz olmak
lizere iFi'ler sadece hematolojik malignitesi olanlarda

degil diger birgok hasta grubunda gorilmektedir ve akla
gelmedigi durumlarda tani koymak olanakli olmamakta-
dir. Aspergillus infeksiyonlar konusunda Avrupa Klinik
Mikrobiyoloji ve infeksiyon Hastaliklari Dernegi (ESC-
MID) ve ilgili baska dernekler tarafindan yayimlanan
rehberde hematolojik malignite disinda risk olusturan
durumlar uzun bir liste halinde verilmistir (5).

Kaltir disi tani yontemlerinden olan serolojik test-
lerin birgok avantaji vardir. Hastadan 6rnek almanin zor
oldugu durumlarda ve kultiirde Gretmenin zor oldugu
etkenler icin tanida yardimci olurlar. Serolojik testlerde
pozitiflik saptandigi durumda kultlir gereksinimi azal-
maktadir. Ayrica serolojik testler icin hastadan Ornek
(genellikle kan) elde edilmesi invazif bir islem degildir
(6).

Serolojik testlerin en dnemli dezavantaji ise duyar-
lihk ve 6zgulliklerinin distuk olmasidir. Negatif bir sero-
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lojik test sonucu IFl tanisini ekarte etmeye yetmeyecegi gibi,
bazi testler i¢in yalanci pozitiflikler de s6z konusudur (6). So-
nucta serolojik testlerin basarisi, hasta grubu, immiinostip-
resyonun durumu, hastaligin tutulum yeri ve siresine bagli
olarak degisebilmektedir. Ornegin, hematolojik malignitesi
olanlarda duyarlhgi yiiksek olan bir serolojik testin solid or-
gan nakli olgularinda duyarhhgi sinirli olabilir.

Kaltur digi tani yontemlerinin, tek baslarina degil, kon-
vansiyonel yontemler de dahil olmak tzere diger tani yon-
temleriyle birlikte kullaniimalari 6nerilir.

En sik gériilen i iFi olan kandidiyaz, aspergilloz ve mu-
kormikoz konusunda Amerikan infeksiyon Hastaliklari Der-
nedi (IDSA) ve ESCMID tarafindan yayimlanan rehberlerde
taniya iliskin oneriler ayrintili bir sekilde yer almaktadir (5,7-
9). Bu yazinin konusu, iFi tanisinda kullanilan yéntemler ara-
sinda yer alan biyobelirtecler, serolojik testler, nikleik asid
testleri ve yeniliklerdir.

Serolojik Testler

B-p-Glukan

1,3-p-D-glukan (BDG), patojen olan bircok mantar tiiri-
nin hiicre duvarinda bulunur. Bu nedenle pan-fungal bir test
olarak tanimlanmaktadir. Testte, at nali yengeci (“horseshoe
crab”) olarak bilinen Limulidae ailesindeki deniz artropod-
larinin amobosit denen kan hicrelerinden elde edilen sulu
bir ekstre (lizat) kullanilir. Testin temeli, -glukanin bu lizatla
reaksiyon vermesine dayanir. Mucorales ve Cryptococcus
turlerinin hiicre duvarinda bulunmadigindan mukormikoz
ve kriptokok infeksiyonu tanisinda kullanilmaz. Birgok calis-
manin dahil edildigi meta-analizler sonucunda serum BDG
testinin iFi tanisi icin duyarlihg %60-80, 6zgiilligi %80-90
olarak bildirilmektedir (10). N6tropenik olmayan hastalar-
da IFi tanisi icin dzgulliigi ve pozitif prediktif degeri yeterli
degildir (11). Bronkoalveoler lavaj (BAL) sivisinda BDG sap-
tanmasinin iFi tanisinda 6zgilligi disiik oldugundan tani
degeri sinirhidir (12). Serum BDG testinin, Pneumocystis ji-
rovecii pnomonisi (PJP) tanisinda duyarliligi ve 6zgullugu,
sirasiyla, %95 ve %86 olup oldukca ytliksektir. Bu oranlara
gore serum BDG testinin negatifliginin PJP tanisini ekarte
ettirebilecedini, pozitifliginin ise tani koydurucu oldugunu
soylemek mimkindur (13). PJP tanisini ekarte edebilmek
icin daha dustk serum BDG sinir degeri kullanilmasi da
oneriler arasindadir (14).

BDG'nin IFi tanisinda kullanimi FDA tarafindan 2003 yi-
linda onaylanmistir. Uzun yillardir bilinen bir test olmasina
karsin test kitlerinin pahali olmasi ve uygulanmasindaki tek-
nik guclikler nedeniyle tlkemizde yayginlik kazanamamistir.
ilk gelistirilen Fungitec-G™ (Seikagaku Corporation, Tokyo,
Japonya) testidir. Daha sonra farkh firmalar tarafindan da ge-
listirilen test kitleri olmustur. Pozitiflik siniri firmalarin trin-
lerine gore degismektedir. Serum BDG’nin negatif olmasi,
iFi tanisini biiylik oranda ekarte etmeyi saglarken, pozitifligi
yalanci pozitiflikle iligkili olabilir. Serum BDG testi icin en sik
gorilen yalanci negatiflik nedeni, profilaksi veya tedavi ama-
ctyla kullanilan antifungal ilaclardir. Yalanci pozitiflik neden-
leri ise selliloz hemodiyaliz membranlar, pg-laktam antibiyo-
tikler, immUn globulin preparatlari, albimin ve plazma gibi

kan Urilnleri, bakteriyel infeksiyonlar ve abdominal cerrahi
seklinde 6zetlenebilir. Pek cok mantarin yapisinda bulunan bir
molekil olmasi nedeniyle de hastaligin hangi etkenle gelisti-
gi konusunda bilgi saglamaz (7,8,15).

Galaktomannan

IA, imminosupresif tedavi alan bircok hastada goriil-
mekte ve sikligi da giderek artmaktadir. Ornegin hemato-
lojik malignitesi olan hastalarda gorilme sikligi %25’lere
kadar cikabilmektedir (16). iIAda mortalitenin yiiksekligi de
g6z 6niinde bulunduruldugunda erken tani ve uygun tedavi
onem kazanmaktadir. Gereksiz ve yaygin antifungal kullani-
mini azaltmak, ayni zamanda tedavide gecikmemek lizere uy-
gulanan preemptif yani “tani gidimli” tedavinin en 6nemli
belirteci galaktomannandir.

Galaktomannan (GM), Aspergillus hiicre duvarinda bulu-
nan bir polisakariddir. Doku invazyonu sirasinda agiga c¢ikar
ve EB-A2 monoklonal antikorlari kullanilarak sandvi¢c ELISA
yontemiyle saptanir. Aspergillus damar duvarlarini invaze
etme egiliminde oldugundan GM antijeni kana gegebilir. GM
antijeni, ELISA yontemiyle serum, BAL ve beyin-omurilik sivi-
s1 (BOS)'nda saptanabilir. Sonuclar optik dansite indeksi (ODI)
olarak bildirilir. IA’nin klinik bulgulan ortaya ¢ikmadan ortala-
ma 3-4 glin 6nce pozitif sonug verebilmektedir (10,15).

Preemptif yaklasimda en yiliksek olasilikli dogruluk, se-
rum GM diizeyi icin iki ardisik érnekte ODIi'nin 0.5 ve lize-
rinde olmasiyla elde edilir. Bu nedenle notropenik vakalarda
serumda haftada iki kez arastirilmasi 6nerilmektedir (5,7).

Meta-analizler sonucunda noétropenik hastalarda serum
GM antijen testinin duyarhhiginin %60-80'lerde, 6zgulligl-
nin %80-95'lerde oldugu saptanmistir (17,18). Notropenik
olmayan hastalarda, dolagimdaki noétrofiller, antijeni temiz-
lediginden, serum GM antijen testinin tanida yeri sinirlidir;
ornegin solid organ nakli hastalari icin preemptif tedavi aci-
sindan serum GM takibi 6nerilmez (5,7,11).

IA’da serum GM diizey takibi, antifungal tedavinin basa-
risi ve prognoz acisindan bilgi verebilir; kanser hastalarinda
fungal infeksiyon tedavisine yaniti degerlendirmek acgisin-
dan tedavinin ilk iki haftasinda GM dlizeyinde diisme olmasi
onemli bir kriterdir (5).

BAL sivisinda GM saptanmasi, nétropenik olan ve olma-
yan hastalarda, daha yliksek duyarlilik (%85-90) ve 6zgullige
(%90-95) sahiptir (19,20). Pozitiflik icin sinir degerin ne olma-
si gerektigine iligkin tartismalar devam ederken optimal sinir
degerin 0.5-1 ODI arasinda oldugu; 1 ODi'nin kabul edilebilir
oldugu lizerinde durulmaktadir (5,11).

BOS’ta da GM 0lgiimt yapilabilir; ancak henlz pozitiflik
icin bir sinir deger belirlenmis degildir. Ayrica akciger doku
orneklerinde de GM o6lgimu yapilabilmektedir; pozitiflik icin
sinir deger 0.5 ODI olarak 6nerilmistir (5).

GM testinde yalanci pozitiflige yol agcan durumlar, trans-
flzyonlar, antibiyotik kullanimi (Tazocin™ artik yalanci pozi-
tiflik nedenleri arasinda sayilmamaktadir) ve Plasmalyte™
inflzyonu olarak siralanabilir (11,21). GM testinde ¢apraz po-
zitiflige yol agan diger fungal hastaliklar, histoplazmoz, fusar-
yoz, penisiloz ve trikosporonozdur (21). GM testinde yalanci
negatiflige yol agan en 6nemli durum ise profilaksi veya teda-
vi amaciyla antifungal kullanimidir (7).
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Mannan/Anti-Mannan

invazif kandidiyaz tanisinda antijen-antikor testlerinin
tani deg@eri sinirlidir; antijenin klirensi hizhdir; antikor testle-
rinin ise -diger tani testlerinde oldugu gibi- immuinosiiprese
hastalardaki tani degeri sinirlidir (21). Bunlardan en sik kulla-
nilani, kombine mannan/anti-mannan testidir ve Avrupa’da
ABD’den daha yaygindir. Bu test, hepatosplenik (kronik) kan-
didiyaz tanisinda kullanilabilir (8,21).

Aspergillus Lateral Akim Cihazi

immiinokromatografik bir yéntem olan lateral akim ci-
hazi, JF5 monoklonal antikorunu kullanarak Aspergillus tir-
lerine 0zgl ekstraseliler mannoproteini saptama esasina
dayanir. Meta-analiz sonucuna gore duyarlilik ve 6zgullik ko-
nusunda serumda GM (duyarlilik %68, 6zgullik %87) ve BAL
sivisinda GM saptanmasina (duyarlilik %86, 6zguillik %93)
benzerdir; diger tani testlerinde oldugu gibi antifungal alan
hastalardaki duyarhihdr dusiktir (11,22). Aspergillus lateral
akim cihazi henliz yaygin kullanima girmemistir (5).

Kriptokok Antijeni

Cryptococcus neoformans’a bagli meningoensefalit,
kriptokok infeksiyonlarinin en sik gorilen formudur (9,23).
BOS o6rneginde kriptokok antijeninin lateks agliitinasyon
veya ELISA ile arastirilmasinin duyarlihdr %93-100; 6zgullugu
%93-98 arasindadir (24). Serum Orneginde kriptokok antije-
ni arastirilabilir; ancak solid organ nakli hastalarinda -HIV ile
infekte hastalardan farkl olarak- testin negatifligi C. neofor-
mans meningoensefalitini ekarte ettirmez (23). Son yillarda
kriptokok antijenini lateral akim cihaziyla saptamaya yonelik
calismalar da vardir (25).

Niikleik Asid Testleri

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle fungal et-
kenlerin cesitli genetik sekanslari hedef alinarak testler ge-
listirilmektedir. PZR yontemine iliskin standardizasyon ve va-
lidasyon problemleri nedeniyle bu tiir testlerin iFi tanisinda
rutin kullanima girmeleri zaman almaktadir.

invazif kandidiyaz tanisinda kiiltir disindaki tani test-
leri konusunda calismalar sirmektedir (26). Klinik kulla-
nimda olan gergcek zamanli multipleks PZR testlerinden biri
(LightCycler® SeptiFast), 19 bakterinin yani sira alti mantar
turlina (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. krusei, Aspergillus fumigatus) de tespit edebilmektedir ve
duyarhhgr %94'tur (8).

Aspergillus infeksiyonlarina iliskin olarak IDSA tara-
findan 2016 yilinda yayimlanan rehberde, kanda PZR ile
Aspergillus tanisinin umut verdigi, ancak ticari testlerin
standardizasyon ve validasyonunun hentiz yeterli olmadigi
belirtilerek PZR testlerinin klinik degerlendirme ve diger ta-
nisal testlerin sonuglariyla birlikte degerlendirilmesi oneril-
mistir (7). ESCMID ve ilgili baska dernekler tarafindan 2018
yilinda yayimlanan rehberde de kan ve BAL orneklerinde
uygulanan PZR testlerinin diger tanisal testlerle kullanimi
sonucunda IFi tanisinin daha erken dénemde ve daha 6zgiil
olarak konabildigi belirtilmistir. Ornegin PZR ile birlikte GM
testinin kullanilmasi tek basina PZR testi kullanilmasindan
ustindur (5).

PZR testleri, infeksiyon boélgesinden alinan doku, BOS
vb. orneklere de uygulanabilmektedir. PZR testleri, histopa-
tolojik olarak hif goriilen dokularda kiifiin tanimlanmasi igin,
hif gortilmemis 6rneklerde de aspergilloz tanisi icin kullani-
labilmektedir. Ancak, 6rnegin alinmasinin zorlugu ve testin
standardizasyonu/validasyonuyla ilgili sorunlar devam et-
mektedir (7).

Kanda uygulanan Aspergillus PZR testlerinde IA tanisini
ekarte etmek icin tek negatif sonug yeterli olurken, IA tanisi
koymak icin iki pozitif sonuca gereksinim duyulmaktadir; ¢lin-
ki testin 6zgulligu daha yuksektir (15).

Yeni Testler

Uriner Antijenler

Aspergillus tirlerinin salgiladigi galaktofuranoz antijen-
leri kan dolasimindan hizla temizlenerek bobreklerden atil-
maktadir. A. terreus disindaki Aspergillus turlerinin antijeni
idrarda lateral akim cihaziyla saptanabilmektedir. Fusarium
turleri, Paecilomyces turleri ve Trichophyton rubrum ile ¢ap-
raz reaksiyon olabilmektedir (11). Testin duyarliigi %80, 6z-
gulligl %92 olup antifungal tedaviden etkilenmemektedir
(11,27).

Sideroforlar

Funguslarin demiri hiicre icine tagimalarini saglayan mo-
lekiller olan sideroforlar, o6zellikle A. fumigatus igcin Gnem-
li virtlans faktorleridir ve infeksiyon sirasinda serumda ve
BAL sivisindaki diizeyleri yiikselir. iA’si olan hastalarda kiitle
spektrofotometresiyle triasetilfusarinin C (TAFC) diizeyinin
belirlenmesinin duyarlihgi %40, 6zgulligi %79'dur (28). An-
cak TAFC sadece A. fumigatus ve A. nidulans infeksiyonla-
rinda yukselir; diger Aspergillus tirlerinin neden oldugu in-
feksiyonlarda ylikselmez. Ayrica Fusarium graminearum ile
capraz reaksiyon goriilebilmektedir (29).

Pentraksin 3

Patern taniyan c¢o6zunebilir reseptorlerden biri olan
pentraksin 3, dogal immiinitenin bir komponentidir. invazif
pulmoner aspergillozlu hastalarda -n6tropenik olsun olma-
sin- BAL sivisindaki duzeyi yukselirken, kolonize hastalarda
yukselmemektedir (30,31). Ancak dogal immunitenin bir
komponenti oldugundan bakteriyel infeksiyonlarda ve diger
inflamatuar siireclerde de ytiikselebilir; bundan dolayi tani de-
geri sinirhidir.

Cikar Catismasi
Yazar, herhangi bir ¢cikar catismasi bildirmemistir.
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