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Sunum Planı… 

 Candida spp. : Biyo-belirteçler 

 Aspergillus spp. : Biyo-belirteçler 

 Cryptococcus spp. : Biyo-belirteçler 

 Biyobelirteçlerinin tespitinde kullanılan moleküler testler 



Candida spp. 
Cryptococcus neoformans 
 
Trichosporon spp. 
Blastoscizomyces capitatus 
Malassezia spp. 
Rhodotorula rubra 
Sacchoromyces cerevisia 

Maya Mantarları Küf Mantarları 

İnvaziv Fungal Enfeksiyonlar-Etkenler 

Aspergillus spp. 
 
Mucormycetes spp. 
Fusarium spp. 
Scedosporium apiospermum 
Paecilomyces spp. 
Trichoderma spp. 
Acremonium spp. 
Scopulariopsis spp. 
 



• CLSI M54-A  2012 
 

• ECIL-3 –Classical Diagnostic Procedures 2012 
• ECIL – Biological markers 2012 
• ECIL 3- Mucormycosis  2013 

 
• IDSA-ASM Guidelines 2013 

 
• ESCMID – Candida 2012 

 
• ESCMID-ECMM Mucormycosis  2013 
• ESCMID-ECMM Rare Yeasts 2013 
• ESCMID-ECMM Phaeohyphomycosis 2014 
• ESCMID-ECMM Hyalohyphomycosis 2014 

 



 
İnvaziv Fungal Enfeksiyonlar-Mikrobiyolojik Tanı 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KONVANSİYONEL TANI YÖNTEMLERİ 
MiKROSKOBİ, KÜLTÜR 

   Halen mikroskobik inceleme ve kültürü elimine eden bir yöntem Ø 

Steril örnek alımındaki kısıtlamalar  (nötropenik, 
trombositopenik) 

Var olan kültürel yöntemlerin zaman alıcı , duyarlılık 
düşük 

Kan kültürü: 2-7 gün 
                       İnvaziv Kandidiyazis: % 20-50 
                       İnvaziv Aspergilloz: < % 5 

Doku kültürü:  duyarlılık % 40-70  

İdrar/BAL:  kolonizasyon                           

BAL duyarlılık:  %40-60  



Biyo-belirteçler 



Sirkülasyon hızlı  

İmmunkompleks, Kc’de Kupffer hücreleri 

Ag testleri:  POLİKLONAL AB 

Çapraz reaksiyon, tekrarlanabilirlik düşük 

 

İmmünkompromize: Ab yükü düşük Yalancı (-) 

Kolonizasyon:   Yalancı(+) 

Duyarlılık   



Biyo-belirteçler 

     TANI… 
 

Riskli hastalarda:   

Uygunsuz antifungal kullanımı         % 57 

Gereksiz antifungal kullanımı            %16    

 

Munoz P. et al. Antifungal stewardship in daily practice and health economic implications. 
Mycoses 2015 58 (2):14-25.  
 
 
 

Ampirik antifungal tedavi kullanımını azaltmak  

http://www.google.com.tr/url?url=http://eyuperdem.com/magaholdings.html&rct=j&frm=1&q=&esrc=s&sa=U&ved=0CBoQwW4wAziYAmoVChMIlO-f-dXkyAIVgs0UCh1ldwYH&usg=AFQjCNF61V2zmelrPi3UGFAu3t3_NQ87NA


Candida : Biyo-belirteçler 

Mannan antijen - anti mannan antikor 

D-arbinitol 

 Enolaz, aldolaz, salgısal aspartik proteinaz 

Hif yapısına özgül Candida antijenleri 
• Hyr 1 (Hyphally regulated protein 1) 

• Ece 1 (Extent of cell elongation) 

• Als 3 protein (Agglutinin like sequence) 

• Hwp 1 protein (Hyphal wall protein) 

 Candida albicans germ tüp antikor (CAGTA) 

 Termolabil antijen (Cand-Tec) 

 β GLUKAN  ANTİJEN             PANFUNGAL  



I- Mannan antijen - anti mannan antikor 

 Mannan antijen: 

• Pastorex Candida test (LA, Sanofi Diagnostic, Fransa) 

• Platelia Antigen test (ELISA, Bio-Rad, Fransa) 

 

 

 

Anti-mannan antikor: 

• Anti –Candida antibody kit (IgG Virotech, Almanya) 

• IgG Biomerica (Biomerica, CA) 

• SysCan3 (Rockeby Biomed, Avusturya) 

•  IgG Platelia ( Bio-Rad, CA) 

 

Platelia Candida Ag : C.albicans mannopentoz monoklonal EBCA-1 ab                            

                                       0.1ng/ml mannan 

 



• Mannan ve Anti-mannan Ab testlerinin duyarlılığı Candida türüne göre de farklılık 

göstermekte  

• Kan kültürü pozitifliğinden 2-15 gün önce pozitif sonuç alınabilmekte  

• ANCAK: (-) sonuç  enfeksiyonu eradike etmemekte!!! 

 

Duyarlılık  Ag 
% 

Ab 
% 

Ag+Ab 
% 

C. albicans 62 67 100 

C. glabrata 58 83 83 

C. tropicalis 70 60 80 

C. parapsilosis 30 10 40 

C. krusei  25 38 50 

-3rd European Conference on Infection in Leukemia Non-invasive diagnostic 
procedures for yeast infections. September 25-29,2009, Juan-Ies-Pins- France. 
 
-Kedzierska et al, Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2007) 26:755 



Mannan antijen - anti mannan antikor 

• Candida Ag  

 

 

• Candida Ab 

 

 

• Candida Ag+Ab 
Duyarlılık: 

%83 
Özgüllük 

%86 

Duyarlılık: 
%58 

Özgüllük 
%93 

Duyarlılık: 
%59 

Özgüllük 
%83 

-L Ostrosky-Zeichner . Invasive mycoses: diagnostic challenges. 
Am J Med. 2012 Jan;125(1 ): 14-24.  

-Mikulska  et al. The use of mannan antigen and anti-mannan antibodies in 
the diagnosis of invasive candidiasis: recommendations from the Third 
European Conference on Infections in Leukemia. Crit Care. 2010;14:R222. 



Mannan antijen - anti mannan antikor 

İnvaziv kandidiyazis tanısında 

Haftada iki 

Mannan Ag+anti mannan Ab 

Mannan Ag: SUT 



(1,3) β-D glukan (panfungal) 

Candida, Aspergillus, Fusarium, Trichosporon, Acremonium  

Mucorales, Cryptococcus, Blastomyces dermatitis 

• Fungitell (USA): 60-80 pg/ml    FDA onaylı  (ABD ve 

Avrupa) 

• Fungitec-G (Japan): 20 pg/ml  

• Wako (Japan): 11 pg/ml 

• Maruha (Japan): 11 pg/ml  

 

Kitlerde kullanılan kromojenik sübstratlar farklı  

USA: Limulus polyphemus  

Japan: Tachypleus tridentatus 



 

• Hemodiyaliz  

• Sirozlu hastalar 

• Hemoliz, bilirubin, TG  

• Kardiyopulmoner by-pass  

• Abdominal cerrahi sonrası 

 (cerrahi tamponlar, gazlı bez  %30)  

• İmmungloblin tedavileri  

• Antitümör polisakkarit kullananlar  

(lentinan, polisakkarit K, sizofilan)  

• Bakteriyemi, AB 

 

 (1,3) β-D glukan -kısıtlamalar 

Yalancı Pozitiflikler  
 

  Cins-türe özgü değil 



       Kandidemi 

%73-100  duyarlılık 

%64-90 özgüllük 

%73-97 NPD  

Meta-analiz 

16:İnvaziv kandidiyazis 

4 farklı beta glukan yöntemi 

İki ardışık (+) > Tek (+)  özgüllük 

 
Kandidemi 
β-D glukan: 1-2 hafta (ort: 10gün) önce 
KK(+): 3hafta - 8 hafta 
 
 

 
Antifungal tedavinin takibi 
Polyen grubu: β-D glukan  seviyesinde artma 
Dolaşımdan geç temizlenme 

 
 
-Poissy J, et al. Presence of Candida cell wall derived polysaccharides in the sera of intensive care unit patients: relation with 
candidaemia and Candida colonisation. Crit Care. 2014 Jun 29;18(3):R135. 
-Drosos E.  Karageorgopoulos et al. β-D-Glucan Assay for the Diagnosis of Invasive Fungal Infections: A Meta-analysis. Clin Infect 
Dis. (2011) 52 (6):750-770 
-Sims CR et al. Correlation of clinical outcomes with betaglucanlevels in patients with invasive candidiasis. J Clin Microbiol 
2012;50:2104-6 
 
 
 
 
 
 
 
 

Candida: (1,3) β-D glukan 



 
BG>80  pg/ml 
Mannan>125 pg/ml 
Anti-mannan >10 AU/ml 

 

Cand Tec Ag: duyarlılık %13 özgüllük %93.9 

 

Ag: duyarlılık %58.9 özgüllük %97.5  

Ab: duyarlılık %62.5 özgüllük %65  

Kombine: duyarlılık %89.3 özgüllük %63 

 

BG: duyarlılık %87.5 özgüllük % 85.5 

BG+mannan: duyarlılık %89.3 özgüllük %85 

Cut-off düşürülünce:  Duyarlılık ↑    
                                       Özgüllük ↓ 

 Held et al. Comprasion of B-D Glukan, Mannan/anti-Mannan Antibodies, and Cand-Tec antigen as 
serum biomarkers for Candidemia Clin. Microbiol. April 2013 :51 ;. 1158-64. 



BG>80pg/ml AUC 0.98 

Kandida skor >3  
AUC 0.80 

Kolonizasyon indeksi >0.5 
AUC 0,63 

464+81pg/ml 

217+115pg/ml 

SVK:  [Mannan] 

SVK: Fungal yük - Candida kolonizasyonu 

SVK- periferik kan:  Farklı *Mannan]  

SVK İLİŞKİLİ ENF ??????  



Kandidemi ve/veya histopatolojik kanıtlı invaziv kandidiyazis 
  

Yeo Sf et al. Clin Microbiol Rev  
2002 Jul;15(3):465-84 



 İnvazif kandidiazis tanısında serumda Candida hücre duvarı 

polisakkaritlerinin tespiti kan kültür sonuçlarına  anlamlı bir 

yardımcı 

 β glukan ve mannan:  kinetikleri ve sirkülasyon zamanları farklı 

 BG erken tespit,  özgüllük düşük 

 Mannan geç tespit, özgüllük yüksek 

 BG+mannan preempirik tedavi için anlamlı 

 BG+mannan takibi tedavi takibinde çok anlamlı değil, ancak 

yükselme relaps habercisi 

 

KİLİT MESAJLAR: 



Aspergillus : Biyo-belirteçler 



Aspergillus : Biyo-belirteçler 1976 



Aspergillus : Biyo-belirteçler 1979 



Aspergillus : Galaktomannan 

 

• Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces türleri için önemli bir hücre duvarı komponenti  

 

• Ekzoantigen (ExA) olarak da ortama salınabilir  

-Çekirdek (mannan): α (1,2) ve α(1,4) mannoz (mannan)  

-Yan zincir (galaktofuran)  

 

• Latex Aglütinasyon veya ELISA testi ile serum ,plazma, BAL, BOS, idrar 

  

• 2003 FDA Platelia Bio-Rad, Fransa 

• 2008 EORTC/MSG ‘‘ probable IA’ ’ yüksek olasılıklı İA 

 

• ELISA testinde fare EB-A2 monoklonal antikorları ile GM yan zinciri (1→5)-β-D-
galactofuranoz tespit edilir  

 

Exo-antigen 



Antijen Galaktomannan  
  

(1,3)-β-D-glukan  

Yöntem ‘Sandwich’ ELISA  
Lateks agglütinasyon   

Kolorimetrik 
 

Ticari Kit Bio-rad (Fransa)  
Pastorex Aspergillus   

Fungitell (ABD)  
Fungitec-G MK (Japonya)  
Wako (Japonya)  
Maruha (Japonya)   

Sınır değer (serum) 
BAL 

0.5-1.5  
0.5-1   

Fungitell 80 pg/mL  
Diğerleri 11-20 pg/mL  

Üreticinin önerdiği klinik 
örnekler   

Serum, BOS, BAL   Serum 
 

Erken Tanı 5-8 gün 3-10 gün 

Serum   Duyarlılık 
               Özgüllük 

%29-100  
%20-100   

%47-98  
%86-98   
 

BAL      Duyarlılık 
             Özgüllük 

%76-100 
%56-100 

%50-93 
%55-73 

Tdv takibi + Ø 

Maliyet  1300 Usd/110 test 900 Euro/96 test 

 S. Arıkan Akdağlı, et al. Turk J Haematol 2014;34:342-356  



Antijen Tests: 

Hasta grubu Duyarlılık (%) Özgüllük (%) 

Hematolojik Malignensi 70 92 

HSCT 82 86 

SOT 22 84 

Galaktomannan 

Aspergillozis 

Pfeiffer CD, Fine JP, Safdar N. Diagnosis of invasive aspergillosis using a galactomannan assay: a meta-analysis.  
Clin. Infect. Dis. 2006;42(10):1417–1427 

Altta yatan hastalık, etkenin invazyonu, etkenin türü, örnek sıklığı 



 

• Anti-aspergillus antikor varlığı 

• Antifungal tdv,  düşük fungal yük 

• Etkenin invazyonuna (apse, kavite)  

 

• Testin cut-off değerlerinin düşürülmesi yalancı 

negatifliği azaltmaktadır  

 

 

 

• GM çeşitli besinlerde (tahıllar, pirinç, konserve, 

besin katkı maddeleri) bulunabilir 

• Beta-laktam antibiyotiklerde (pip/tazo, 

amox/clav)  

• Barsaklardan translokasyon 

• Bifidobacterium türleri(süt ve süt ürünleri) 

çocuklardaki yüksek yalancı pozitiflik 

• Penicillium , Histoplasma, Blastomycosis  X 

 
Marchetti O, et al. Bone Marrow Transplant. 2012;47(6):846-54.  

Galaktomannan 



Piperasillin Tazobaktam Alanlarda GM 
Yalancı Pozitifliği 

Son yıllarda Avrupa ve ABD GM yalancı pozitif(+) çok düşük oranda 
 

ABD: 5 firma, 32 lot GM tespit edilmiyor  

 
Paschalis et al.Reduction in False-Positive Aspergillus Serum Galactomannan Enzyme Immunoassay Results 

Associated with Use of Piperacillin-Tazobactam in the United States J Clin Microbiol. 2014; 52(6): 2199–2201 



Galaktomannan-Örnek seçimi-PLASMA 



Meta –analiz  

16 çalışma  

Serum-BAL GM 

Galaktomannan-Örnek seçimi-BAL 

 
Duyarlılık %  
(%95 Güvenlik aralığı)  
 

 
Özgüllük % 
 (%95 Güvenlik aralığı) 
  

 

Serum 65 (54–75) 95 (90–97)
  

BAL 
 

85 ( 72–92) 86 (78–92) 
  



<0,5= %93,2 olasılıkla İPA değildir  
 
>3=  %100 olasılıkla İPA’dır  
 

Cut-off yükseldikçe:  Duyarlılık  
                                      Özgüllük 

J. Clin. Microbiol. 2013, 50(4):1258 
 



Galaktomannan-Örnek seçimi-BOS 
Serebral Aspergillozda Galaktomannan  

 

Serum GM 
  

BOS GM  

Antinori et al. 
 

2.5 7.4 

Van de Beek et 
al. (Olgu 1) 

0.3 6.4 

(Olgu 2) 0.06 2.7 

-Antinori, et al. J Infect 2013 (3): 218-238 
 
  
 
 

-Van de Beek, et al. Neurology, 2008(10): (24pt2)  

Duyarlılık %80               Özgüllük %100    



Galaktomannan indeksi ile İA’de klinik sonuç 
arasındaki ilişki 

• Klinik sonucun tahmininde kullanılabilen bir biyo-belirteç 

• Serum GMI mortalite oranının göstergesi 

 

-Fisher CE et al. Clin Infect Dis 2013 57:1001–1004. 
-Mikulska M et al. Clin Infect Dis 2013 57:1786–1787. 



Galaktomannan indeksinin tedaviye  etkisi 

117 nötropenik ateş epizot: 41 epizot : %35 (ampirik)  

 

GALAKTOMANNAN  

 

%7,7 (pre-ampirik) 

 

 

Ampirik antifungal kullanımında %78 lik azalma 

  

Ancak Aspergillus dışı İFİ kaçırıyor. 

 Maertens J, et al. Galactomannan and computed tomography-based preemptive 
antifungal therapy in neutropenic patients at high risk for invasive fungal infection: a 
prospective feasibility study. Clin Infect Dis. 2005 Nov 1;41(9):1242-50.  



Galaktomannan Ag Tespiti ECIL-3, 2012 
 

 Prospektif : İA gelişme riski >%5-10 olan nötropenik hastalarda kullanımı 

önerilmektedir (serum AII, plasma CIII) 

 

  3-4 günde bir GM takibi önerilmektedir (AII) 

 

  İA’da serum GM düzey takibi, antifungal tedavinin başarısı ve prognoz açısından    

bilgi verebilir  

 

 

 

 

 

 
Marchetti O, et all.; European Conference on Infections in Leukemia (ECIL) Laboratory 
Working Groups. ECIL recommendations for the use of biological markers for the diagnosis 
of invasive fungal diseases in leukemic patients and hematopoietic SCT recipients. Bone 
Marrow Transplant. 2012 Jun;47(6):846-54.  



 

                                             

Nötropenik hastalarda tanı değeri GM 

GM A. fumigatus (%13) < A. fumigatus dışı (%49) 

β -D glukan A. fumigatus ve A. fumigatus dışı (%88) 

 

İA TARAMA-TANI: HaftaX2 

Duyarlılık azalmakta, özgüllük artmakta 

SUT:Ø 

Aspergillozis: (1,3) β-D glukan  

%55-95 %77-96 

-Hachem et al. JCM 2009; 47: 129 

-Arvanitis M et al. Clin Microbiol Rev. 2014 Jul;27(3):490-526. 



GM ve (1,3) β-D glukan kinetiği 

GM β-D glukan 

Ateş 4 5 (4-6) 

Klinik septomlar 9 (4-15)  10.7 (4-21) 

Pulmoner HRCT 7.2 (1-5) 9.3 (1-21) 

AF tedavi başlanması 12.5 (1-23) 14 (4-25) 

Hematolojik malignansi 

İnvazif aspergilloz 

Pazos et al. J Clin Microbiol Jan 2005: 299-305 

Aspergillozis 



Duyarlılık % 87.5 

Özgüllük % 89.6 

Duyarlılık % 87.5 

Özgüllük % 89.6 

Duyarlılık % 87.5 

Özgüllük % 100 

İA riskli hastalarda her iki teste kullanılabilir 

Kombine, PPD: %100, Testlere bağlı yalancı (+) ekarte ediliyor 

Aspergillozis : Galaktomannan - (1,3) β-D glukan  

Pazos et al. JCM 2005; 43: 299 



Aspergillozis 
Aspergillus spesifik glikoprotein antijen tespiti 

 Lateral Flow Device (LFD): 

İmmunkromotografi 

Aspergillus tarafından salgılanan ekstrasellüler glikoproteine karşı oluşturulmuş  

JF5 IgG3 monoklonal Ab kullanmakta.  

Mab Aspergillus spp. oldukça spesifik 

Candida , Fusarium, Scedosporium, Mucormycetes 

10-15 dk, ekipman gerektirmiyor 

HM, SOT : NPD 

 



 LFD- PERFORMANS? 

İPA BAL-GM 
       BAL- LFD 

İPA şüpheli 311 BAL olgu prospektif 

HM ve HM dışı (SOT, Steroid Kullanan, Solid Tm, Diğer) 

96 hasta: 89 HM dışı 

Duyarlılık 
%66 

Özgüllük 
GM %52 
LFD %94 

HM: GM=LFD 
HM dışı: LFD>GM 
 



Literatür  
İmmunokromotografik testler 

Hedef Süre Duyarlılık-tespit sınırı Referans 

C. albicans,  
C. dubliniensis 

2.5 saat %91-4-96.6 
%98.3 

Marot-Lenlond et 
al. (2004) 

Aspergillus spp. 15 dk 37ng/ml Thornton (2008) 

Aspergillus spp. - - Dufresne et al. 
(2012) 

C. neoformans 10 dk >5ng/ml Jarvis et al. 
(2011) 

Cryptococcus spp. 5-15 dk %100 (serum) 
%70.7- 92 (idrar) 

Lindsley et al. 
(2011) 

Teles F.  J Med Microbiol The future of novel diagnostics in medical mycolog.2015 Apr;64:315-22.  
 

İnvaziv Kriptokokoz,  Biyo- belirteçler  



 

 

Crypto-LA (International Biological Labs, Inc., Cranburg, NJ, USA)  

Myco-Immune (American Microscan, Mahwah, NJ, USA)  

Immy Latex-Crypto Antigen (Immuno-Mycologics, Inc., Norman, Okla, USA)  

Calas-Cryptococcal Atigen Latex Agglutination System (Meridian Bioscience 

Inc.,Cincinnati,USA)  

Pastorex Cryptococcus Test (Sanofi Diagnostic Pasteur)  

Liken Latex Test (Liken Tokyo)  

 

C. neoformans LATEKS ANTİJEN TESTLERİ (LCATS) 



Kriptokokal tanı testlerinin  BOS örneklerinde performansı 

Tanı  testi Örnek 
sayısı 

Duyarlılık (%) Özgüllük (%) PPD NPD 

CRAG LFA 666 99.3 99.1 99.5 98.7 

CRAG latex (Meridian) 279 97.8 85.9 92.6 95.5 

CRAG latex (Immy) 749 97.0 100.0 100.0 75.8 

Çini Mürekkebi 805 86.1 97.3 98.2 80.2 

BOS  kültürü 806 90.0 100.0 100.0 85.3 

•100 µl 524 94.2 100.0 100.0 91.2 

•10 µl 282 82.4 100.0 100.0 75.8 

Boulware, D.R et al. Mulitisite validation of cryptococcal antigen lateral flow assay and quantification by laser thermal contrast. Emerg. 
Infect. Dis. 2014, 20, 45–53. 
 
 



Fungal Biyo-belirteçler: MOLEKÜLER YÖNTEMLER 



DNA Teknolojisi 

DNA probları 
 

Southern Hibridizasyon 

In-situ Hibridizasyon 

Microarray 

Macroarray 

Reversed line blot 
 

 

 

 

 

PCR primerleri 
Panfungal PCR 

 Multiplex PCR 

 Nested PCR 

 Real Time PCR 

 PCR Fingerprinting 

 AFLP 

 PCR-RFLP 



• Üniversal fungal primerler 

- Çok kopyalı gen bölgeleri:  

  rDNA : 18S, ITS1/2, 5.8S, 28S, 5S, IGS 

-Tek kopyalı gen bölgeleri: 

  Aktin, Alkalin Proteaz (ALP), Kitin  Sentaz , Lanosterol -  - demetilaz (LIA1), 

Secreted Aspartic Protease (SAP), Beta glukan sentataz,  Histon. 

• Cins veya tür spesifik primerler  

  18S, ITS1/2, 28S rDNA, Mitochondrial DNA, Histone 

   Candida, Cryptococcus, Aspergillus  

Fungal Biyo-belirteçler: MOLEKÜLER YÖNTEMLER 



-Arendrup MC, Fisher BT, Zaoutis TE. Invasive fungai infections in the paediatric 
andneonatal population: diagnostics and management issues. CMI. 2009: 15; 
613-624. 
-Xavier MO, Oliveria FM, Severo LC. Laboratory diagnosis of pulmonary mycose. J 
BrasPneumol. 2009: 35; 907-919 
 

 
Çok sayıda çalışma var:  İCE-İAE  

DM ve kültüre göre duyarlılıkları yüksek  

Tam kan, serum, plazma, doku, BAL, BOS         
ABD: % 5, Ülkemizde: epidemiyolojik, araştırma 

Fungal Biyo-belirteçler: MOLEKÜLER YÖNTEMLER 

DNA ekstraksiyonu için optimum yöntem  
onay almış standart test yöntemi yok 



KISITLAMALAR 

• Standardizasyon 

• Kontaminasyon 

• Kolonizasyon-infeksiyon 
ayırımı 

• Proflaktik tedavinin DNA 
salınımına etkisi 

• Tedaviye yanıt olmaksızın 
negatifleşme 

Fungal Biyo-belirteçler: MOLEKÜLER YÖNTEMLER 



Candida - PCR 

• 20 çalışma  

• Serum/tam kan 

• İnvaziv Kandidiyazis 

 

• Duyarlılık %56.2- 100 

• Özgüllük %54-100 

• Kan kültürü %38 

• PCR: %85 

 

Derin doku kandidiyazis  KK (+) %17, Beta glukan (+) %62, PCR(+) %88 

Arvanatis M. et al. Molecular and nonmolecular diagnostic methods for invasive fungal infections . Clin Microbiol Rev. 2014;27(3):490-526. 
 



Yöntem Firma Method Patojen Tespit limiti 
(CFU/ml) 

Süre (h) 

Luminex xTAG 
Fungal ASR  

Luminex, TX, 
ABD 

Multipleks PCR ve 
Flow sitometri 

Candida ve 
Cryptococcus 
dahil 23 fungal 
etken 

- 5-6 

PNA-FISH AdvanDX, 
MA, ABD 

PNA probları ile 
Floresans temelli 
hibridizasyon 

5 Candida spp. - 1.5 

FilmArray İdaho Tecno, 
UT, ABD 

Multipleks PCR 5 Candida spp. 
 

- 1 

Prove-it-sepsis Mobidiag, 
Helsinki, 
Finlandiya 

Multipleks PCR-
Microarray 
hibridizasyon 

Candida ve 
Cryptococcus 
dahil 13 fungal 
etken 
 

- 3-5 

Candida tespitinde kullanılabilecek ticari moleküler testler 

 Pozitif kan kültürü şişesinden  

PNA-FISH  
Duyarlılık %99  Özgüllük %100  PPD %100 
2. jenerasyon 30 dk 
Konvansiyonel yöntemlerden 24-48 saat önce 

Luminex, FilmArray  
Duyarlılık %100 
Özgüllük %99 

  Micheal Pfaller Application of Culture-Independent Rapid Diagnostic Tests in the Management of Invasive Candidiasis and Cryptococcosis 
   J. Fungi 2015, 1(2), 217-251 
 
 
 
 
 



Direkt tam  kan  

Yöntem Firma Method Patojen Tespit limiti 
(CFU/ml) 

Süre (h) 

SeptiTest Molzym, 
Almanya 

Geniş spektrumlu 
PCR  

5 Candida 
spp. ve 
Cryptococcus  
 

20-40 8-12 

Magicpleks 
Sepsis Real-
Time Test 

Seegene Inc, 
Güney Kore 

Muitipleks Real time 
PCR 

6 Candida spp - 3-4 

Real-Time PCR 
panel 

Quest Diag. 
NJ, ABD 

Muitipleks Real time 
PCR 
 

5 Candida 
spp.  

1-350 6 

Real-Time PCR 
panel 
 

Viracor-IBT, 
MO, ABD 

Real-Time PCR 5 Candida 
spp. 

<1 6 

LightCycler 
Septifast Test 

Roche, NJ, 
ABD 

Multipleks Real time 
PCR 
 

5 Candida 
spp. 
 

30-100 6 

İnvaziv Kandidiyazis:  PCR duyarlılık %95 özgüllük %92 

-Chang, S.S et al. Multiplex PCR system for rapid detection of pathogens in patients with presumed sepsis 
systematic review and meta-analysis. PLoS ONE 2013, 8, e62323. 
 
 

Duyarlılık %61 
Özgüllük %99  -Micheal Pfaller Application of Culture-Independent Rapid Diagnostic Tests in the Management of 

Invasive Candidiasis and Cryptococcosis. J Fungi 2015, 1(2), 217-251 

Candida tespitinde kullanılabilecek ticari moleküler testler 



Aspergillozis- PCR 



      Aspergillus - PCR standardizasyon çalışmaları 

LightCycler (Roche, UK) 

Corbett Rotor-Gene ( Corbett,Research LTD, UK) 

TaqMan (Applied Biosystems, UK) 

18S, 28S 

10-5000 konidya/ml Candida –Aspergillus, Aspergillus DNA 

28S>18S 

Duyarlılık, Özgüllük, PPD, NPD 

 TaqMan  
% 100 Duyarlılık 

 %100 NPD 

Rotor-Gene  
% 100 Duyarlılık 

 %100 PPD 



Tüm öneriler EDTA tam kan  

En az 3ml kan ekstrakte edilmeli 

Fungal hücrelerin lizisi cam boncuklarla yapılmalı 

Her örnek iki kere analiz edilmeli, uyumsuz ise DNA ekstraksiyonu 
tekrar 

PCR internal kontrol mutlaka yapılmalı 

DNA ekstraksiyonu ve PCR için mutlaka negatif kontrol yapılmalı 

Elüsyon hacmi < 100 µl 

Tüm kullanılan ürünler olası bir fungal kontaminasyon açısından 
taranmalı 

European Aspergillus PCR Initiative (EAPCRI) çalışma grubu Önerileri 



İnvaziv Aspergilloz-PCR 

Plazma-Tam kan 

Serum -Tam kan 

Tek PCR -Çift PCR pozitif 

Tek PCR (-) sonuç: İA ekarte etmekte 

İA tanısı için çift PCR(+) çünkü duyarlılık tek PCR(+) den yüksek 

 

Mengoli et al. Use of PCR for diagnosis of invasive aspergillosis: systematic review and meta-analysis.  

Lancet Infect Dis 2009 Febr; 9(2): 89-96 
 

PCR - İA 

• Duyarlılık %43-100 

• Özgüllük %64-100 

PCR iA -BAL 

• Duyarlılık %36-100 

• Özgüllük %70-100 

PCR İA- BOS 

• Duyarlılık % 100 

• Özgüllük % 93 



İnvaziv Aspergilloz-PCR 

DNA: miçelyal yıkım 

AF tedavi:  miçelyal yıkım, PCR ürün artış 

 

İA fare modellerinde 

Posakonazol, Kaspofungin: PCR duyarlılığı azaltmakta 

Amfoterisin B:  PCR duyarlılığı etkilenmiyor 

 

Hastaların çoğunluğu Candida türlerine özgü tek AF ile proflaksi altında 

BAL PCR duyarlılığı tek AF kullanımdan etkilenmiyor 
 

 
-McCulloch E, et al. Antifungal treatment affects the laboratory diagnosis of invasive aspergillosis. J. Clin. Pathol. 2012 65:83-6 
-Reinwald M, et al. Therapy with antifungals decreases the diagnostic performance of PCR for diagnosing invasive aspergillosis in bronchoalveolar 
lavage samples of patients with haematological malignancies. J. Antimicrob. Chemother. 2012 67:2260–2267 



Mortalite: Ardışık PCR (+) yüksek mortalite 

Ampirik tedavi: 2 (+) PCR                    HM:%37 azalama 

 

 

İnvaziv Aspergilloz-PCR 

 Ampirik tedavide                    
 
 
    %17 azalma 

Morissey et al. Galactomannan and PCR versus culture and histology for directing 
use of antifungal treatment for invasive aspergillosis in high-risk haematology 
patients: a randomised controlled trial. Lancet Infect. Dis. 2013 13:519-528. 

 6 merkez, 240 HM 

 Biyo-belirteçler (GM-PCR) 



• İA BAL PCR - GM performansları aynı anlamlı 
fark yok 

• İA Serum PCR-GM performansları aynı anlamlı 
fark yok 

• Kombine kullanım yüksek duyarlılık (%97) 

• Özgüllük azalmıyor (%97.5) 

İnvaziv Aspergilloz: PCR - GM 

Arvanatis M. et al. Molecular and nonmolecular diagnostic methods for invasive fungal infections. Clin Microbiol Rev. 
2014;27(3):490-526. 
 



I. İFİ tanısında altın standart yöntemin duyarlılığı düşük, yeterince hızlı değil 

II. Hızlı ve doğru tanımlama yapabilecek yöntemler:   

III. Erken tanıya yardımcı , ampirik tedaviyi azaltıyor, erken-etkin tedavi 

IV. GM testleri (plazma, serum, BAL, BOS) invazif aspergilloz tanısında EORTC/MSG 

kriterlerine girmiştir  

V. βeta-glukan testleri (serum) İFİ tanısında EORTC/MSG kriterlerine girmiştir  

VI.  Moleküler yöntemler: standardizasyon ve validasyon eksikliği EORTC/MSG 

         kriterlerine girmemiştir 

SONUÇ… 

Biyo- Belirteçler 



İlginiz İçin Teşekkür Ederim… 




