





Mantar Infeksiyonlarinin
Teshisinde Kullanilan Yontem

1-) Anamnez
2-) Klinik Bulgular
3-) Nekropsi Bulgulari
4-) Intradermal Deri Testleri
5-) Klinik 6rneklerin laboratuvarda incelenmesi
a) Direkt mikroskopi
b) Izolasyon
c) Identifikasyon
* Koloni1 ozellikler1
* Makrokonidialarin incelenmesi

 Belirli dermatofit ve mayalarda biyokimyasal testler



5-) Inceleme Ornekleri

Dermatofitlerde fungal patojenleri i¢erdigi diistiniilen sa¢ (kal,
tily) ornekler1 ve der1 kazintilar

Eksudatlar, biyopsi ve dokular

Cogu fungal patojen cevrede yaygin olarak bulundugu i¢in
histopatolojik muayene ile fungal hifa, maya hiicreler1 ya da
bunlarin doku reaksiyonlarinin gortintillenmesi 1¢in dokunun
da alinmas1 gerekir

Eger 1zole edilen etken ile histopatolojik bulgular uyusuyorsa
bu teshisi dogrular!!!

Histopatolojik kesitler biyopsi ornekler1 ya da dokulardan
hazirlanabilir. Dondurulmus kesitler taze dokulardan

hazirlanirken, daha kalic1 doku kesitler1 %10 formalin 1ile fikse
edilmis materyalden hazirlanir.



Teknik

Kullanim Amaci

Mantarlar

Hair Perforation Test

Sag ve killarda meydana gelecek
perforasyona gore degerlendirme
yapilir.

Microsporum canis, M. equinum
ve Trichophyton mentagrophytes —
T. rubrum arasinda ayrim yapmak
i¢cin kullanilir.

Wood's Lamp
Uygulamasi

Sac ve killarin, dermatofitlerle
infekte oldugu durumlarin
tespitinde kullanilarak tespit
edilmesinde kullanilir.

Karanlik bir odada, killara
tutunmus sporlarin sar1 yesil renkli
floresan yansimasi ile tespit
edilmesi esasina dayanur.

Hayvan Inokulasyon

Yapay besiyeri ortamlarinda saf
kiiltiirler elde edilir. Beyaz fareler

Klinik materyallerden izole
edilmis mantar etkenleri, hayvan
etik komitesinin izni ile

Teknigt ve guinea pig tercih edilir. laboratuvar hayvanlarina inokule
edilir
Immun sistem baskilanmis
Seroloiik Testler Spesifik mantar antikorlari hastalarda da hi¢ antikor
J tespit edebilir. olmayabilir ya da ¢ok diistik
miktarda uretilir,
Molekiiler Glincel ve alternatif yaklasim. | Cogu mantar ve maya, dimorfik
Biyotekbolojik Daha spesifik, kesin sonug formlar, dokulardaki maya benzeri
Yontemler alinabilir. formlar




Laktofenol Pamuk Mavisi

Fenol kristal 20 g. F P

Laktik asit 20 cc.
Gliserin 40 cc.
Distile su 20 cc.

Pamuk mavisi  0.0075 g.

-Fenol kristal, distile su i¢inde hafifce 1sitilarak eritilGincei suina wiges
bilesenler katilir.

-Solusyonun 1i¢indeki laktik asit oOzellikle mantar elementlerinin
muhafazasinda, fenol mantarlarin o6ldiriilmesinde ve pamuk mavisi
(anilin mavisi) de boyamada gorev alarak 1yi bir goriiniim saglar.

-Temiz bir lam tuizerine bir damla Laktofenol Pamuk Mavisi soliisyonu
konur. Uzerine kil érnekleri ya da besiyerinde iiremis mantar kolonisi
parcasi kiiguk bir ti¢gen seklinde Orneklendikten sonra konarak
lizerine lamel kapatilir ve mikroskopta muayene edilir.



Water

Toothpick

/1’7

Mold Solution Cover Ship

Laktofenol Pamuk Mavisi ile
Preparat Hazirlama

UGA - Ext, Punt Pathobgy



5(b)-Mantar Izolasyonu ve Pasajlanmasi

Klinik orneklerden patojen mantar izolasyonunda kullanilan besiyerinin
daha hizli tireyen bakteri ve kontaminant mantarlara karsi selektif olmasi
gerekir.

En cok kullanilan besiyeri: Sabouraud Dextrose Agar !!!

pH’ s1 5.6 olup aside tolerans gosteren mantarlarin tiremesini desteklerken
bakteriler1 inhibe eder.

Bu besiyerine kloramfenikol (antibakteriyal) ve cycloheximide (actidione,
antifungal) eklenerek daha da selektif hale getirilebilir.

Dimorfik mantarlarda %35 koyun kanli brain-heart infusion agar kullanilir.
Bu besiyeri 37°C’ de inkube edildiginde miselyal formdan maya formuna
gecis sekillenir.

Trichophytonlar i¢in maya ekstrakti (liretme faktorii), kloramfenikol (0.05
g/l) ve sikloheksimid (0.4 g/1) katilir.

37°C’ de inkubasyon basli basina bir selektif prosediirdiir. Hayvansal
dokular1 invaze eden patojenler bu sicaklig tolere edebilir.



Besiyerine Inokulasyon

Mayalar ayni bakterilerde oldugu gib1 klinik ya da nekropsi
materyalinden hazirlanan inokulum besiyeri ylizeyine 6ze
yardimiyla inokule edilir.

Mantar 1zolasyonunda, besiyeri yilizeyinde 5 noktada steril bir
bistiir1 1le art1 seklinde ekim alanlar1 olusturulur. Daha sonra
kiiciik lezyonlu doku parcalari, deri kazint1 ornekleri veya
tiiyler bu art1 seklindeki alanlarda agara hafifce batirilir.

Eger ornekler agara direkt batirilirsa uzun stireli
inkubasyonlarda agarda yarilma, parcalanma gerceklesebilir.

Mayalar ayn1 bakterilerde oldugu sekilde yeni besiyerine 0ze
ile pasajlanur.



Maya inokulasyonu Mantar inokulasyonu



Mantar Kolonilerinin Mikroskobik Muayenesi

Dissecting microscope
ile inceleme

LPCB

(Lactophenol Cotton
Blue / Laktofenol Pamuk
Mavisi )

ile lam lamel arasi
preparat hazirlama

(wet mount method)

1le inceleme

Yapiskan seloteyp
yontemi

Lam Kiltiir Teknigi




Seloteyp Yontemi




5(c)-Mantarlarin Identifikasyonu

Klinik ornekte mantarin direkt mikroskobik gortintiisi
Koloni morfolojisi ve pigmentasyon tipi

Mantar kolonilerinde makrokonidia (fruiting heads) ve
sporlarin mikroskobik goriintiisii

Maya morfolojisi ve tomurcuklanma sekli

Mayalar ve daha az oran ve siklikta mantarlar i¢in 1¢in
biyokimyasal testler

Candida albicans 1¢in germ tube test1 gibi etkene spesifik
testler

Spesifik serolojik testler
Kontaminantlarin durumu !!!



Mikolojide Guvenlik Kosullari

Hayvanlarda hastaliga yol acan mantarlarin ¢ogu insanlar
icin de patojeniktir

Ozellikle patojenik mantar icerdigi diisiiniilen materyal ve
kiiltiirler ele alinirken ¢cok dikkatli olunmalidir!!!

Ozellikle Coccidioides immitis gibi 25 ve 37°C’ lerde
yuksek oranda infektif arthrosporlar olusturan ve kolaylikla
aerosolize olabilen patojenlere karsi cok dikkatli
olunmalidr.

Cryptococcus neoformans ve Blastomyces dermatitidis gibi
dimorfik mantarlar insanlarda ¢ok ciddi hastaliga yol
acmaktadir.

Ideal olan biitiin mikolojik muayenelerin biyogiivenlik
kabini i¢erisinde yapilmasidr.



