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MANTARLAR

Dogada yaygin olarak bulunan, ¢ogu saprofit

== organizmalardir

Yiizeyel enfeksiyonlar
» u

Dermatofitler candida tiirleri

Invazif enfeksiyonlar

. Firsatci etkenler
Endemik etkenler - Candida tiirleri ve diger maya benzeri
- Histoplasma capsulatum mantarlar

*Blastomyces dermatitidis - Aspergillus tiirleri ve diger hiyalen
*Coccidloides immitis mantarlar

- Mucarales takimi mantarlar

-Paracoccidioides brasiliensis
- Esmer mantarlar




Fungal Enfeksiyonlarda Etiyolojik
Tani

- Direkt mikroskobik inceleme ve kdltir
* Ozgll mantar antijenlerinin belirlenmesi

+ Ozglil konak immun cevabin (antikor)
belirlenmesi

+ Ozgiil mantar niikleik asitlerinin (DNA ve
RNA) belirlenmesi

* Ayirt edici mantar metabolitlerinin
belirlenmesi



» Gegici olarak bulunmamals
» Sadece enfeksiyonda pozitiflesmeli

+ Insan ya da diger mikrobiyal antijenlerle
¢apraz reaksiyon vermemeli

» Erken donemde tespit edilebilmeli
» Kolay bir test ile tespit edilebilmeli



- Kapstil antijeni taranmasi (LA ve ETA)
- Cryptococcus tirleri

» Hicre duvari antijenleri

- B-glukan aranmasi (pan fungal)

- Galaktomannan aranmasi (aspergilloz)

- Mannan aranmasi (kandidoz)

- Diger yapilar
- Enolaz
- Proteinaz




Kapsil

antijeninin
aranmasi

* Cryptococcus nheoformans
» Cryptococcus albidus

* Capi 3,5-8um yuvarlak oval maya hiicreleri;
nadir yalanci hif

» C neoformans'in dort serotipi (A,B,C,D)
+ Filobasidiella neoformans (A,D)
- Filobasidiella bacillispora (B,C)



cryptococcus Enfeksiyonlari

» Glvercin ya da diger kuslarin digkilari ile
atitlir

- Inhalasyon ile bulag (akcigerler)

+ Hematojen yayilim ile beyin ve meninks
- Deri, kemik ve eklem tutulumu

» HIV enfeksiyonlarinda (7%10)

» Lupus, sarkoidos, lI6semi, lenfoma gibi
hastaliklar



Cryptococcus Enfeksiyonlarinda
Antijen

* Polisakkarit yapida kapsiil

(glucoronoxylmannan; GXM) antijenin
aranmasi

» Tldm serotipler igin kullanilabilir
+ BOS, serum, BAL

* Kitler LA veya ELISA sistemleri ile
calismaktadir



Latex Cryptococcal Antigen

Testleri (LCATS)

° CI"YPTO-LA (International Biological Labs, Inc., Cranburg, NJ, USA)

° MYCO-Immune (American Microscan, Mahwah, NJ, USA)

. Immy LGTCX-CF’YPTO AnTigen (Immuno-Mycologics, Inc.,
Norman, Okla, USA)

+ Calas-Cryptococcal Atigen Latex Agglutination
System (Meridian Bioscience Inc., Cincinnati, Ohio, USA)

* Pastorex Cryptococcus Test (sanofi biagrostic Pasteur)

+ Liken Latex Test (Liken Tokyo)



+ BOS'da bakildiginda duyarlilik %93-100,
ozgullik 7%93-98

» Serumda bakildiginda 6zgiillik ve duyarlilik
eski kitlerde distk

- Yeni kitlerde monoklonal antikor
kullaniimaktadir

* Pronaz ile muamele kitin 6zqlllik ve
duyarhligini arttirir

+ On iglem olarak kaynatma yapilmasi da
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Tanida ELISA Kiti

* Premier Cryptococcal Antigen Kiti
(Meridian Bioscience Inc., Cincinnati,
Ohio, USA)

» Sandvi¢ ELISA sistemidir

* Okuma LACTS testlerine gore daha
objektifdir

+ Ancak ekipman gerektirir



Testin Performansi

» Trichosporon tirleri ile benzer polisakkarit
yap! nedeniyle ¢apraz reaksiyon

- Gram (-) nanfermentatif bir bakteri olan DF-1
- Rhomotoid faktor
* Platin 6zeler

Duyarlihgr %99 civarindadir. Kapsiil
materyali az ya da hi¢ olmayan suslarla
gelisen enfeksiyonlarda yalanci
negatiflikler olabilir




(1,3-B-D glukan testi)

» 1,3-B-D glukan bir ¢ok mantarin hicre duvarinda
bulunan bir komponenttir (Cryptococcus ve Mucorales
haric)

+ Ekstraselliler ortama da salgilanabilir

* Bazi bakteriler de glukan ya da glukan benzer:i
polimerler olusturabilirler (A/caligenes ve
Streptococcus)

- Invazif mantar enfeksiyonlarinda serum seviyesinin
6l¢gllmesinin tanida yardimci olabilecegi distincesi ile
kullaniimaya baslanmistir



(1,3)-B-D Glukan__

1,3-B -D glukan'in Horseshoe
crab ameobositlerinden
degraniilasyona neden olur.

Salinan serin proteaz
zimogenler (faktor C ve
faktor G) aktive olarak
koagulasyonu harekete

gegirirler

-Limulus polyphemus

*Tachypleus tridentatus



http://www.dcwild.com/images/Shoreline/Horseshoe-Crab.jpg
http://www.globalclassroom.org/hcrab2.jpg

Limulus Testi (LAL)

LPS 1,3-8-D glukan
' \ /
Faktsr ¢ — Aktive faktor C Aktive faktor G «— Faktor G
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Faktor B > Aktive faktor B

1

Proclotting enzimler

» Clotting enzimler



1, 3-B-D Glukan Testleri

* B-glukan Wako test (Wako Pure Chemical
Industries, Tokya)

FungiTec G test (Seikagaku Corporation, Tokyo)
>20pg/ ml

* Fungitell test (Associates of Cape Code, USA)

<60pg/ mit; 60-79pg/ ml; >80pg/ ml

* B-glukan test (Maruha Corporation, Tokya)




(1,3)-B8-D Glukan

+ Insan serumunda bulunan serin proteaz
inhibitérleri uzaklastiriimali

Triton X-100 veya 70°C 10dk (Wako)
Alkali uzaklastirma (Fungitell)

+ Endotoksin uzaklastirilmasi

Polimiksin eklenmesi (Wako)

Faktor C eklenmesi (Fungitell)
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Fungitell - Test for invasive Fungal Infection
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Maliyet Analizi

+ SUT karsiligr yok

+ 2007-2009 arasi ¢alisildi

» 290 hastaya ait yaklasik 2000 test ¢alisildi
+ Kutu fiyati: 6915 TL

* Bir kutu ile 42 test ¢alisihyor
- 36 test

+ Bir test maliyeti 165 TL /192 TL
»+ SUT karsiligi en az >200 TL / test olmali




-
h |

Testin Performansi h

» Birgok ¢alismaya gore duyarliligi %80-
100
- Ozgiilliik %90

* NPD ¢ok yiiksek



Yalanci Pozitiflikler

* Hemodiyaliz

» Sirozlu hastalar

» Kardiyopulmoner by-pass

» Abdominal cerrahi sonrasi (steril gazlar)
 Immungloblin tedavileri

+ Antitimor polisakkarit kullananlar et

polisakkarit K, sizofilan)

» Hemolitik ve lipemik serumlar



(Galaktomannan Testi)

Asperagillus ve Penicillium tirleri igin onemli bir hicre duvari
komponenti (Aspergillus fumigatus)

Ekzoantigen (ExA) olarak da ortama salinabilir

Bir ¢ekirdek ve bir yan zincirden olugsmus

Cekirdek (mannan): a(1,2) ve a(1,4) mannoz (mannan)

Yan zincir (galaktofuran):
a: diz yapida B(1,5) galaktofuranoz ve B(1,4) galaktopiranoz
b: dallanmis yapida (1,5) ve (1,6) galaktofuranoz

E Latge et al. Infect Immun 1994; 62: 5424-5436



Galaktomannan Testi

» Jean-Paul Latge: Pasteur Estitisu Mikoloji
bollimd

+ Stynen ve Latge: Sigandan galaktomannan
karsi monoklonal antikor hazirlanmasi (1990-

1992)
» Bu antikor IgM yapisinda (EB-A2)

* B (1,5) galaktofuranoz yan zincirindeki bir
epitopu taniyor. En az 4 epitop olmal

* Bu epitop hiicre igi, hiicre digi ve hiicre
duvarindaki yapilarin hepsinde var



Monoklonal Antikor (EB-A2)

¢alismalarda ’ 1999'da Avrupa'da

denenmeye ticari kit olarak
baslandi kullaniimaya
baslandi

|

Mayls-2003'dé
FDA
onay verdi




Platelia Aspergillus (Bio-Rad)
&

Enzim

Dedektor

antikor

Galaktomannan

Bagh
antikor

- Tek basamakli sandvi¢ ELISA
*Sican monoklonal antikor (EB-A2)
*0.5-1 ng/ml galaktomannan

LA: 15 ﬂg/ m/ (Pas‘rorex Aspergillus; Sanofi

Diagnostik Pasteur)

RIA: 10 ng/m/

ELISA (inhibisyon): 4-5 ng/m/
*En iyi sonug serum ile aliniyor
*BAL, BOS, idrar ?
*Hastanin yatisindan itibaren haftada
iki kez ¢alisiimasi
-Ust (st gelen iki 6rnekte pozitiflik
olursa IA agisindan anlamli kabul
ediliyor
*Cut of f degeri: 0.5



Galaktomannan testinin
duyarliligs

*+ Hematolojik malinite ve kemik iligi alicilar
» Solid organ alicilari

» Notropenik olmayan hastalar

+ Antifungal tedavi alanlar

» Lokal ve kronik enfeksiyonlar

+ Yetersiz ornekleme

- Ornegin asit ile 6n muamelesi

Duyarlilik %29-100




Testin Ozgqiilliigii (%90-95)

» Translokasyon
+ Bifidobacterium bifidum

+ Sitotoksik kemotorapstik - Testin tekrarlanabilirligi
ilaclar (Siklofosfamid) - Bizzini A et al. Transpl

+ Piperasilin-tazobaktam, Infect Dis 2012: 14: 218-

ampisilin-sulbaktam e
- E. Furfaro et al. Transpl

+ Oto-antikorlar (kronik Infect Dis 2012: 14: E38-

GvHD, KC E39.
transplantasyonu)

- Renal yetmezlik ve diyaliz




Deneyim \

+ 2003 y1li-2013 il
»+ 27 000 6rnek / >5000 hasta
* 96 kuyucuklu plaklar (8 X12 strip)

» Bir kutuda 6 sise kontrol ¢ikiyor
- 2 pozitif kontrol (6 galismaya yeterli)
- 2 negatif kontro
- 2 cut-off kontro
* En az iki strip ¢alisiimasi gerekiyor (16 kuyu; 4
kontrol ve 12 hasta)




Maliyet analizi

+ 2006 yilinda kutu fiyati: 400 TL

+ 2012 yilinda kutu fiyati: 2100 TL

+ SUT: 38 TL / test 43 TL / test

+ 4+4+2+2 // 28 + 28 + 12+ 12= 80 test
+ 2100/ 80=26,25TL

* Bir kutu ile en az 72 test ¢alisilabiliyor
(12 serumX6=72 test)




Antijen Tarama Testleri

Antijen Metot Ticari kit Antikor
-Isiya dayaniksiz LA (Cand-Tec) (Ramco) Poliklonal
Antijen
*Mannan Dot imunassay Yok MADb
LA Pastorex Candida MAb
ELISA Platelia Candida Ag MADb
EIA ICON Poliklonal

‘Proteinaz Com ELISA Yok Anti-SAP




Antijen Tarama Testlerindeki
Sorunlar

* Notropenik olmayan hastalar

+ Tek serumda ¢alismak yetersiz

» Cut Off degerler'i Cand-Tec
Cand-Tec 21/4, »1/8, >1/16

* Mannan
<625 pg/ml negatif
62,5-125 pg/ml ara deger
>125 pg/ml pozitif
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Ag-Ab Testlerini Kombine
Kullanimi

+ Cand-Tec ve Ind HA
Ag: dUYGr'llllk 0/059 OZQU“Uk O/097
Ab: duyarlilik %53 6zgiillik %86

Bar et al. Mycoses 2002

» Platelia Candida Ag ve Platelia Candida Ab
Ag: duyarhlik %40 6zgdllik 798
Ab: duyarlilik %53 0ozgullik %94

Yera H et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis



B

* Bagisikligi baskilanmis hastalarda yeterli
yanit yok

- Kolonizasyon varliginda pozitif sonuglar
alinmakta




Antikor Tarama Testleri

+ Immundifiizyon
- Karsit immunelektroforez (CIE)
* Kompleman fiksasyon

- Indirekt Hemagl(j’rinasyon@or @
- Indirekt immunfloresan

- RIA
- ELIS@HG Ccmdida@




Kullanilan antijenler

* Dipeptidil peptidaz =~
+ Slperoksit dismutaz

+ Katalaz

* Metalloproteaz

* Mitogillin

Rekombinant
>‘ antijenler

* Galaktomannoprotein —



D-arabinitol: ¢ albicans, ¢ tropicalis, ¢
parapsilosis

D-mannitol: cryptococcus neoformans, Aspergilius
turleri

D-arabinitol / L-arabinitol orani
D-arabinitol / kreatin orani
D-mannitol / kreatin orani




Metabolit belirleme teknikleri

» Enzimatik belirleme
- ArDH kiti (Nacalai Tesque, Kyoto,Japan)

- NAD-dep D-arabinitol dehdrogenaz
(Enterobacter aerogenes)

- Mannitol de substrati

* 6az kromatografi
- D/L arabinitol
- Arabinitol/kreatin



| Molekiler Testler “

PCR'a dayali testler

- Standart PCR -Artmig duyarlilik
- PCR-ELISA -Kisalmis zaman

- Nested PCR

- Real-time PCR

Ribozomal DNA (rDNA)

- 185 -Duyarlilik %67-90
- 985 -Ozgiillik %88-100
- 28S

- ITS1

- ITS2

Diger genler

- Mitokondri genleri, 1RNA, (Apo) cytochrome b, aktin, kitin
sentetaz vb.



rDNA Bolgesi

major RNA transcript
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Teknik Zorluklar

Uygun klinik 6rnek
- Tam kan, plazma, serum, BAL, doku

Uygun miktar (sivi orneklerde 200ul-10ml)
- Orneklerde genellikle <10 CFU/ml

DNA ekstraksiyonu ve piirifikasyonu
- In-house yontemler

- Ticari kitler Kolonizasyonu ayirma
- Otomatik ticari kitler Kontaminasyon
Primer sec¢imi

Optimize ve standart tespit
Teknigin validasyonu
Sonuglarin yorumu



SONUC

* Mantar enfeksiyonlar: higbir spesifik bulgusu
glcmarr(\quu nedeniyle tanisi en zor infeksiyonlardan
irisidir.

- Halen mikroskobik inceleme ve kiltiri elimine eden

bir yontem bulunmamaktadir.

- Ancak mikroskobik inceleme ve kiltirdeki tiremelerin

degerlendirilmesi deneyim gerektirmekte olup,
bireysel farkliliklar sonu¢lara yansimaktadir.

- Galaktomannan ve beta-glukan testleri invazif

aspergilloz tanizinda EORTC/MSG kriterlerine
girmigtir
* Molekiiler yontemler cok yayginlagmig olmakla beraber

standardizasyon ve validasyon eksikligi nedeniyle
kriterler arasinda bulunmamaktadir



