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Ozet

Amac: Guniumizde onikomikoz tanisinda en ¢ok kullanilan laboratuvar metotlari, standart KOH (potasyum hidroksit) inceleme
(direkt mikroskopi) ve fungal kiiltiirdiir. Alternatif olarak kullanilan diger yontemler ise 24 saatlik KOH incelemesi ve tirnak pla-
ginin histopatolojik incelemesidir. Calismamizda bu yontemlerin onikomikoz tanisindaki duyarlihgini karsilastirmayr amacladik.
Gereg ve Yontemler: Onikomikoz siiphesi olan 58 hastadan alinan dérder numunede 58 tirnak 6rnegi, standart KOH inceleme,
24 saatlik KOH inceleme, kiiltiir ve histopatolojik inceleme ile fungal elemanlarin varligi acisindan degerlendirildi.

Bulgular: Toplam 46 hastaya onikomikoz tanisi kondu. Standart KOH inceleme ile 27 (%50), 24 saatlik KOH inceleme ile
37(%68.5), kiiltirle 14(%25.9) ve histopatolojik inceleme ile 40 (%74.1) hastada mantar enfeksiyonu tespit edildi. Bu yontemle-
rin duyarhligi sirasiyla %58, %80.4, %30.4 ve %87 olarak bulundu.

Sonug: Yirmi dort saatlik KOH icelemenin duyarhligi, standart KOH inceleme ve kiltirden anlamli derecede yiiksek bulunurken,
histopatolojik inceleme ile 24 saatlik KOH inceleme arasinda duyarlilik acisindan anlamli bir fark saptanmamustir.

(Turk | Dermatol 2011; 5: 48-52)
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Abstract

Objective: Standard KOH preparation and fungal culture are the most preferred methods used for the diagnosis of onychomyco-
sis. Alternatively used methods are histopathological examination and KOH preparation for 24 hours. Our aim was to assess the
sensitivity of standard KOH preparation, KOH preparation for 24 hours, fungal culture and histopathological examination for the
diagnosis of onychomycosis.

Material and Methods: Nail samples were taken from 58 patients with a clinical suspicion of onychomycosis. Standard KOH preparation,
KOH preparation for 24 hours, fungal culture and histopathological examination were searched for presence of fungal elements.
Results: Onychomycosis was diagnosed in 46 samples. Samples of 8 patients were negative by all methods. Fungal elements were
observed by standard KOH preparation in 27 patients (50%), by KOH preparation for 24 hours in 37 patients (68.5%), by culture
method in 14 patients (25.9%) and by histopathological examination in 40 (74.1%) patients. The sensitivity values of these meth-
ods were 58%, 80.4%, 30.4%, and 87% respectively.

Conclusion: This study showed that histopathological examination and KOH preparation for 24 hours methods are more sensitive
than the KOH preparation and fungal culture. (Turk | Dermatol 2011; 5: 48-52)
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Giris

Onikomikoz, tirnak bozukluklarinin gok yaygin bir nede-
ni olmakla birlikte tek nedeni degildir. Distrofik tirnaklarin
sadece %50’si fungal kaynaklidir (1). Hem distrofik tirnakla-
rn ayirici tanisi hem de uzun dénemde potansiyel yan etki-
leri olan sistemik antifungallerin dogru kullanilabilmesi igin
tani laboratuvar yéntemlerinin yardimi ile dogrulanmalidir.
Onikomikoz tanisinda geleneksel olarak potasyum hidroksit
(KOH) ile direkt mikroskobik inceleme (nativ preparat) ve
fungal kultir sayilabilir. Standart olarak KOH sollsyonu
icinde 1 saat bekletilen tirnak 6rnegi, tirnagin sert ve kalin
yapisi nedeniyle 24 saat bekletildiginde daha iyi sonuclar
alinir. Fungal kultir ise genellikle nativ preparatta tespit
edilen mantarin cinsini belirlemek amaciyla kullaniimakta-
dir. Periyodik asid-Schiff (PAS) boyasi ile histopatolojik
inceleme, mikotik tirnak enfeksiyonlarinin tanisinda tamam-
layici bir ydntem olarak diger yontemlerle tespit edilemeyen
ve onikomikozdan kuvvetle stiphe edilen olgularda tercih
edilen bir ydntemdir (2, 3). Bu geleneksel yéntemlerin disin-
da calcoflour white (CW) boyasi ile immunfloresan incele-
me, enzim analizleri, polimeraz zincir reaksiyonu gibi bircok
testin kullanimi da arastirma asamasindadir (4-6). Bu calis-
mada amacimiz, klinik olarak onikomikoz siphesi olan
olgularin tanisinda standart KOH inceleme, 24 saatlik KOH
inceleme, PAS boyasi ile histopatolojik degerlendirme ve
kiltorin tanisal deg@erini karsilastirarak, her bir ydntemin
tani koymadaki duyarligini 6lgmek olmustur.

Gerec¢ ve Yontem

Bu galismaya klinigimize bagvuran ve onikomikoz slip-
hesi olan, uygulanacak dort tani ydntemini de kabul ederek
onaylayan 58 hasta alindi. Galismaya, iki ay i¢inde sistemik
ya da topikal antifungal tedavi alan, psoriazis vulgaris tanisi
olan, sadece 5. tirnakta renk ve sekil bozuklugu olan hasta-
lar dahil edilmedi. Olgularin demografik 6zellikleri, tirnak
yakinmalarinin niteligi, siresi ve lokalizasyonu ve daha
once tedavi alip almadigi belirlendi. Klinik degerlendirmede
renk degisikligi, subungual hiperkeratoz, onikoliz, onikogri-
fozis, tirnak katlantilarinda basiyla agri, eritem, 6dem, akin-
ti gibi sikayetler kaydedildi. Calisma sonunda klinik gori-
nimle birlikte tani yéntemlerinden en az biri pozitif olan
hastalar onikomikoz olarak degerlendirildi. Dért tani yénte-
minin de negatif oldugu hastalarda ise onikomikoz tanisin-
dan uzaklagsildi.

Klinik olarak onikomikoz distinilen hastalardan tirnak
Orneklerini almadan dnce cesitli artefakt ve mikroorganiz-
malar uzaklastirmak igin tirnak ve gevresi %70’lik etil alkol-
le temizlendi. Steril bir bistiri ile distal ugtaki tirnak plag
distalinden kesilerek alinan tirnak parcasi ayri ayr steril
petri kutularinda toplandi. Kesilen tirnaklarin bir kismi steril
bir tipe materyalin Gzerini 6rtecek kadar %20 KOH solls-
yonu konulup, kapatilarak 24 saat bekletildi. Diger taraftan
tirnak plagi altindan kazinarak alinan subungual materyalin
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bir kismi lam-lamel arasina konup %20 KOH eklendikten
sonra icinde islatiimis gazli bez bulunan petri kutusunda,
nemli ortamda 45-60 dakika bekletildi. Bu slre sonunda
preparat i1sik mikroskobunda 10x10 ve 10x40 bulyitmeyle
incelendi. Steril bir bistiri ile distal ugtaki tirnak plagi dista-
linden kesilerek alinan tirnak parcasi ayr ayn steril petri
kutularinda toplandi. Bu materyale de bu sire sonunda
standart nativ yénteminde uygulanan iglemler sirasiyla
uygulanarak 1sik mikroskobunda mantar elemanlarinin varli-
g1 acisindan degerlendirildi. Mantar kuiltliri amaciyla her
hastanin tirnak plagi altindan bistiriyle kazinarak alinan
subungual materyalin diger kismi, yatay olarak hazirlanmis
cam tuplerdeki patates dekstroz agar, mikobiyotik agar ve
Saboraud dekstroz agara ¢cengelli 6ze yardimi ile (i¢ noktaya
ekildi. Ureyen koloniler yiizey morfolojileri, ters yiizey pig-
menti, Ureme hizi, Ureme IsiIsI ve besiyerine yayillan pigment
varligi yéniinden degerlendirildikten sonra koloni micellerin-
den bir 6ze alinan 6rnek laktofenol pamuk mavisi kullanila-
rak selofan bant ydntemiyle mikroskobik olarak incelendi.
Dermatofitlerin besiyerinde yapmis olduklari koloninin mak-
roskobik ve mikroskobik gérintmlerine gére turleri belirlen-
di. Trichophyton rubrum (T. rubrum) ve T. mentagrophytes
arasindaki ayinmda Ureaz testi uygulandi. Histopatolojik
inceleme icin tirnak makasiyla subungual debrisi de icere-
cek sekilde mimkin oldugunca proksimalinden kesilerek
alinan distal tirnak plagdi, %10’luk tamponlanmis nétral for-
malinde 8-12 saat tespit edildi. Tespit islemi sonrasi rutin
doku takip isleminden gegcirilerek parafin bloklar hazirlandi.
Parafin bloklara %71’lik hidrokloroasteik asit ile yuzeysel
dekalsifikasyon islemi uygulandiktan sonra kesitler alind.
Parafin bloklardan alinan 4-6 pm’lik kesitler Olympus Bx50
Isik mikroskobunda mantar hif ve sporlarinin varigi agisin-
dan incelenerek gézlenen ek patolojik bulgular not edildi.

Her bir tani yéntemi icin klinik gérinim ve bir test pozi-
tifligi altin standart alinarak duyarlilik (sensitivite) degerleri
hesaplandi. Tani yéntemlerinin duyarlihd arasinda fark olup
olmadigi McNemar testiyle (bagimli gruplarda ki-kare testi)
degerlendirildi. Yas ve hastalik sUresi degiskenlerinin nor-
mal dagiima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testiyle ince-
lendi. Yas degiskeni normal dagiima uydugdu icin ortalama
+ standart sapma seklinde, hastalik sliresi normal dagiima
uymadigi i¢in ortanca (minimum-maksimum) degerleri ola-
rak verildi. Onikomikoz varliginin degerlendiriimesinde cin-
siyetler arasinda fark olup olmadigi ki kare ve Fisher’in
kesin testi ile degerlendirildi. P anlamlilik diizeyi p<0.05
olarak alindi.

Bulgular

Onikomikoz 6n tanisiyla ¢calismaya alinan 58 hastanin
54’0 galismayi tamamlayarak degerlendirmeye alindi. Dort
hasta alinan materyalin yetersiz, kontamine veya inceleme
icin uygun olmamasi nedeniyle ¢alisma digi birakild.

Calisgmaya alinan hastalarin 22 (%40.7)’si kadin, 32
(%59.3)’si erkekti. Hastalarin yaslan 19-82 arasinda degis-
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mekte olup, yas ortalamalari 54.4+15.3 yil, kadin hastalarin
yas ortalamasi 51+15.5 yil, erkek hastalarin yas ortalamasi
56.8+15 yildi. Hastalik suresi 1-60 yil arasinda degismekte
olup ortanca hastalik siresi 20 yildi.

Tum hastalarin onikomikoz tipi distal lateral subungual
onikomikoz seklindeydi. Hastalarin 29’unun (%53.7) her iki
ayak tirnaklarinda, bunlarin birinin de el tirnaklarinda tutu-
lum mevcuttu. Dérdintin (%7.4) sadece el tirnaklarinda,
geriye kalan 21 (%38.8) hastanin ise birka¢ ayak tirnaginda
tutulum vardi. Olgularda ayak tirnaklarindaki bozuklugun, el
tirnaklarindan fazla oldugu dikkat cekti.

Calismaya alinan olgularin 11’inde (%20.3) klinik olarak
tirnak katlantilarinda basiyla eritem, agr, 6édem mevcut
fakat tirnak katlantilarinda basliyla akinti higbirinde yoktu.
Onikoliz, 20 hastada (%37) gérildd. Kirk alti hastada
(%85.1) kirli san renk degisikligi, 8 hastada (%14.8) ise
sarimsi-beyaz renk degisikligi kaydedildi. Dért hastada par-
siyel ya da tam tirnak plagi kaybi, bir hastada sag ayak 1.
parmakta onikogrifozis vardi. Kirk ¢ hastada (%79.6) tir-
nak plaginda kalinlasma, 11 hastada (%20.4) tirnak ylzeyi-
nin beyaz ufalanmig kirntil gérinimu vardi. Hastalarin
hicbirinde pitting, oil spot ve koilonisi tespit edilmedi.

Tablo 1’de doért tani ydntemiyle mantar tespit edilme
oranlari goérulmektedir. Standart KOH (nativ) ydntemiyle
mantar tespit edilen 27 6érnegin 10’unda (%37) killtirde
mantar Uretilirken, kalan 17 6rnekte (%63) mantar eleman-
lan direkt mikroskobide goruldigi halde kiltirde Greme
saptanamadi. Dort 6rnekte ise standart KOH inceleme
negatif sonug verdigi halde kiltirde Greme oldu. Standart
KOH inceleme ile mantar saptanamayan bu 4 6rnekten 2’si
(%50) 24 saatlik bekletilerek bakilan nativ incelemede pozi-
tif sonug verdi. Standart KOH incelemenin olumiu oldudu
tim olgularda 24 saatlik nativ inceleme de olumluydu.
Standart KOH incelemenin olumsuz oldugu 27 olgunun
10’unda (%37) 24 saatlik KOH incelemede direkt mikrosko-
bide fungal elemanlar géruldu.

Kualtdrde Uretilen mantarin tamami 7. rubrum’dan olusu-
yordu. Maya ya da nondermatofit kiifler tespit edilmedi. Bu
patojen, ayak tirnaklarinda 12 6érnekte (%85.7), el tirnakla-
rinda ise 2 ornekte (%14.3) kaydedildi.

Histopatolojik incelemenin pozitif oldugu 40 olguda
(%74.1), tirnak plaginda bol miktarda duzenli, pembe-
eflatun renkli hif ve sporlar mevcuttu. Standart nativ incele-
menin olumsuz oldugu 27 olgunun 16’sinda (%59.3), 24
saatlik nativ incelemenin olumsuz oldugu 17 olgunun
9unda (%52.9), kiltlrin olumsuz oldugu 40 olgunun
28’inde (%70) histopatolojik incelemede mantar tespit edil-
di. Dort hastada (%14.8) standart nativ ve 24 saatlik nativ
incelemede hif tespit edildigi halde histopatolojik inceleme-
de fungal elemanlar gérilmedi. Bunlarin ikisinde kiltlrde
T. rubrum Uretildi. Her dért tani yénteminden en az biri pozi-
tif olan 46 (%85.2) hastaya onikomikoz tanisi kondu. Sekiz
hastada ise (%14.8) tum incelemeler negatif sonug¢ verdi.
Onikomikoz 6n tanisiyla standart KOH ydntemi negatif ola-
rak sonuclanan olgularda diger yéntemlerle mantar tespit
edilme oranlari ile kiltirde Greme olmayan olgularda man-
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tar tespit edilme oranlan Tablo 2 ve 3’de verilmigtir.
Calismamizda klinik gériiniim ve en az bir testin pozitifligi
istatistiksel anlamda altin standart olarak alinmistir. Buna
gore duyarlilik (sensitivite) degerleri Tablo 4’de verilmistir.

Bu sonuglara gére hem patolojik hem de 24 saatlik KOH
incelemenin duyarlh@ standart KOH inceleme (p<0.01) ile
kiltirden (p<0.001) 6énemli derecede yiiksek bulundu.
Histopatolojik incelemenin duyarlilidi (%87), 24 saatlik KOH
incelemeden daha ylksek olmasina ragmen bu fark, istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Tartisma

Yaygin bir tirnak hastaligi olan onikomikoz, yuzeysel
mikozlarin %30’unu, tim tirnak hastaliklarinin ise %50’ye
yakinini olusturur (1). Tanida en iyi bilinen tani yéntemleri
standart nativ preparattan olusan direkt mikroskobik ince-
leme ve fungal kultirdir. Kesin tani, direkt mikroskobide
fungal elemanlari gérmek ve kiltirde de patojen organiz-
may! tespit etmekle konur (4, 5). Ayrica birgok kaynakta
onikomikozdan klinik olarak sliphelenilmesine ragmen tek-
rarlayan KOH incelemeler ve kiltlr negatifse tirnak plaginin
histopatolojik incelemesi dnerilmektedir (7-11).

Tablo 1. Tani ydntemlerine gbre pozitif sonug oranlari

Onikomikoz KOH 24 saat Kiiltiir | Patoloji
KOH

n % | n % n % | n %

Pozitif 27 | %50(37 | 68.5 | 14 | 25.9/40 | 741

Negatif 27 | %50(17 | 31.5 | 40 | 74.1/14 | 25.9

Tablo 2. Standart KOH inceleme negatif olan olgularda mantar
tespit edilme oranlari

KOH (-) 24 saat KOH Kiiltar Patoloji
n n % n % n %
27 10 37.0 4 | 148 16 | 59.3

Tablo 3. Kiltir negatif sonu¢ veren olgularda mantar tespit
edilme oranlar

Kiiltiir (-) | Standart KOH | 24 saat KOH Patoloji
n n % n % n %
40 17 42.5 17 42.5 28 70

Tablo 4. Tani yontemlerinin analizi sonucunda elde edilen
duyarliik ytzdeleri

Duyarhlik %
Standart KOH 58.7
24 saatlik KOH 80.4
Kulttr 30.4
Histopatoloji 87




Turk ) Dermatol 2011, 5: 48-52

Tanida kullanilan geleneksel metotlardan KOH inceleme
ve fungal kiltdr, klinikte yaygin olarak kullaniimasina ragmen
dogru tani orani %50-70 arasindadir (6). Yapilan ¢alismalar-
da gosterilmistir ki KOH ve/veya kiltirin duyarliigr %25-80
arasinda degismektedir (10). Ayrica yanhs negatiflik oraninin
direkt mikroskobide %30, kiltirde ise %30-50 arasinda
oldugu bulunmustur (12-15). Literatiirde standart mikrosko-
bik incelemelerde pozitiflik orani %10 ile 75 arasinda degi-
siklik géstermektedir (5, 8, 9). Bizim ¢alismamizda ise pozi-
tiflik orani %50 olarak saptanmistir. Yanlis negatif mikrosko-
bik incelemenin en sik gértlen nedeni, hi¢ fungal hif icerme-
yen enfekte tirnak kisminin incelenmesidir (13, 16). Bunun
yani sira énceki topikal ya da sistemik tedavi, tirnak érnek-
lerinin kalitesi ve miktari, klinisyenin becerisi, materyali
incelemek igin yeterince zaman ayrilamamasi ve klinik sip-
heli olmasina ragmen nativ tekrarinin yapilmamasi da yanls
negatif mikroskobik incelemenin nedenleri arasinda sayila-
bilir (4, 12, 16). Bu nedenle sipheli olgularda taniyr dogru-
lamak igin kiltdr yapilmasi gerekmektedir.

Pratikte fazla kullaniimayan ancak oldukga eski bir yén-
tem olan bir diger yéntem de tirnak kalinhginca kesilen
parganin KOH sollsyonu iginde 24 saat bekletildikten sonra
incelenmesidir (2, 3). Literatiirde bu yontemle yapilan sade-
ce bir klinik arastirma mevcuttur. Grover ve ark. (7)'nin
yaptidi bu calismada klinik olarak onikomikozdan stiphele-
nilen 120 hastada nativ preparat, kultir ve histopatoloji
sonuglarn karsilastinlmis ve 24 saat sonunda %82.5 gibi
yuksek bir pozitiflie rastlanmistir. Bizim ¢alismamizda ise
biraz daha distiik olarak %68.5 oraninda pozitiflik saptan-
mistir. Tekrarlayan KOH incelemeler ve kdiiltir negatif sonug
verdiginde fungal enfeksiyonun varligini degerlendirmede
tirnak Unitesinin histopatolojik incelemesi tavsiye edilmek-
tedir (4, 8, 17, 18). Yapilan bazi calismalarda ise tirnagin
standart biyopsisinin incelenmesinin 6nemi halen vurgulan-
makla birlikte, teknik olarak agrii olmasi ve kalici hasar
birakabilmesi ve uzun zamanda sonug¢ alinmasi nedeniyle
pratikte uygun degildir (9, 18). Son yillarda tirnak plaginin
tirnak makasiyla kesilerek histolojik incelemesi, diger insiz-
yonel biyopsi ydntemlerine iyi bir alternatif olarak o&neril-
mektedir (18). ilk olarak Sagher (19) 1948 yilinda bu yéntemi
KOH ve kilturle karsilastirarak anlamli derecede yiksek
pozitif sonuglar bulmus, daha sonra birgcok galismada bu
yontemin degeri gosterilmistir (9, 14, 20).

Weinberg ve ark. (7)’ nin yaptidi bir calismada 105 has-
tada KOH incelemesi, kiiltlr , Biyopsi/PAS ve CW boyasi-
nin onikomikoz tanisinda duyarliigi karsilastinimis ve CW
istatistiksel olarak altin standart olarak alinmistir. Bu ¢alig-
manin sonunda hastalarin 93’(nde onikomikoz tespit edil-
mis (en az 1 test pozitif), 37 hastada her dért yontem de
pozitif, 21 hastada KOH incelemesi, biyopsi ve CW pozitif,
kultir negatif, 12 hastada her dért yéntem de negatif, 8
hastada ise sadece biyopsi ve CW pozitif olarak saptanmig-
tir. Bu sonuglara gére KOH incelemesinin duyarlihg %80,
biyopsinin %92, klltlrin ise %59 olarak bulunmustur. Hem
KOH incelemesi, hem biyopsi/PAS kiiltirden daha duyarli-
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dir. Bu calisma sonunda da biyopsi/PAS’In onikomikoz
tanisinda en duyarl metot oldugu gdsterilmistir.

Borkowski ve ark. (20)'nin yaptiklar bir bagka ¢alismada
ise klinik olarak onikomikoz diistiniilen 50 hastada KOH
incelemesi, kultir ve biyopsi yéntemleri karsilastinimigtir.
Calisma sonucunda, 50 olgunun 36’sinda onikomikoz sap-
tanmis ve bunlarin 16’sinda KOH incelemesi, 12’sinde kiil-
tlr pozitifligi, 36’sinda ise histopatolojik incelemede hiflerin
tirnaga invazyonu tespit edilmistir. Buna gore KOH incele-
menin duyarlihgr %44, kiltirin %33, biyopsinin ise %100
olarak bulunmustur. Bu ¢alismada da tirnagin histopatolojik
incelemesinin KOH incelemesi ya da kiiltirden daha duyar-
Il oldugu gosterilmistir. Histopatolojik inceleme yapmanin
bir diger avantaji da tirnak distrofisine neden olabilecek
liken planus, psoriazis gibi nedenlerin de saptanabilmesidir.
Fakat liken planus igin karakteristik olan, granuler tabaka ve
bant benzeri epidermotrofik infiltratin onikomikozda da
gorulebilecedi unutulmamaldir (7, 9).

Ceren ve ark. (21), 2008 yilinda KOH ile mikroskobik
inceleme, fungal kiltlr histopatolojik incelemeyi iceren 3
farkli tani yontemini karsilastirdiklan galismalarinda, KOH ile
direkt mikroskobik incelemeyi %92 duyarlilik ve %53 negatif
prediktif deger ile onikomikoz tanisinda en duyarli yéntem
olarak tespit etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda onikomikozdan
stiphelenilen 54 hastanin 27’sinde (%50) standart KOH ince-
leme, 37’sinde (%68.5) 24saatlik KOH inceleme, 14’Unde
(%25.9) kdltiir, 46’sinda (%85.2) ise en az bir ydntem pozitif,
8’inde (%14.8) her dort yontem de negatifti. Bu sonuglara
gore KOH incelemenin duyarliigi %58.7, 24 saatlk KOH
incelemenin %80.4, klltirin %30.4, histopatolojik incele-
menin ise %87 olarak bulundu. Yirmi dort saatlik KOH ve
histopatolojik incelemenin duyarliigi, standart KOH ve kul-
tlrden istatistiksel olarak 6nemli derecede anlamli olmasina
ragmen 24 saatlik KOH ile histopatolojik inceleme arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Sonug olarak, poliklinik sartlarinda yapilabilecek kolay,
ucuz ve guvenilir bir test olan KOH ile mikroskobik incele-
me, onikomikoz tanisinda ilk basamak metodu olarak segi-
lebilir. Ancak tekrarlayan standart KOH inceleme ve kulti-
riin negatif oldugu ve onikomikozdan klinik olarak stiphele-
nilen olgular gibi 6zel durumlarda veya arastirmalar i¢in 24
saatlik nativ inceleme ve histopatolojik degerlendirmenin,
tanida tercih edilebilecek alternatif ve degerli yéntemler
oldugu unutulmamaldir.

Cikar GCatismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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