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OZET

Klinik Orneklerde Kiif Mantarlariin Klasik ve Molekiiler Yontemlerle

Arastirillmasi ve Antifungal Duyarhhklarimin Belirlenmesi

Kiif mantarlar1 dogada cok yaygin olarak bulunmaktadir. invaziv fungal
infeksiyonlar 6zellikle nétropeni, kanser, kemoterapi, transplantasyon, AIDS gibi
immiin sistem zayifligina yol acan risk fakorii bulunan hastalarda morbidite ve
mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir. Candida turleri en sik izole edilen
mantarlar olmasina Kkarsin, kiiflerin yayginhgi gittikce artmaktadir. Aspergillus
tiirleri basta olmak iizere Fusarium ve Zygomycetes tdrleri yiksek mortalite
oranlarina sahiptir.

Bu ¢alismanin amaci1 Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan
hastalarin klinik orneklerinden izole edilen filamentéz mantarlarin tiir dagilimim
klasik ve PZR bazhh DNA dizi analizi teknikleri ile tamimlamak ve in vitro
antifungal duyarhlik paternlerini belirlemektir. Bu amacgla 22 ayhk donemde 6742
klinik ornek taranarak klasik yontemle tamimlanan alti Aspergillus niger, alt
A.flavus, bes A.fumigatus, dort A.terreus, bes Fusarium spp., iki Bipolaris spp. ve
birer Acremonium spp., Aurebasidium spp., Mucor spp. ve Scedosporium spp.
olmak Uzere toplam 32 filament6z mantar izole edilmistir.

Kiif mantan izole edilen hastalarin %62,3’iinde risk faktorii bulundugu
saptanmistir. DNA dizi analiz sonu¢larina gore sadece UG filamentéoz mantarin
tamisinda degisiklik olmustur. Klasik ve molekiler tekniklerle Aspergillus
tiirlerinin tiimii dogru olarak tammmlanirken tiim izolatlar arasindaki uyum %90
bulunmustur.

Biitiin suslarin antifungal duyarhhklarn1 amfoterisin B, vorikonazol,
flukonazol, kaspofungin ve posakonazol’e E-test ile, vorikonazol ve flukonazol’e
disk diflizyon testi ile belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, bu c¢ahsma Kklasik yontemlerle, yaygin olarak Klinik
orneklerden izole edilen filamentéz mantarlarin mikoloji atlaslarindan
yararlamlarak kolayca tamimlanabilecegini gostermistir. Ozellikle immiin sistemi
baskilanmis hastalarin klinik oOrneklerinin filament6z mantar yonidnden de
degerlendirilmesi Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Filamentéz mantar, Aspergillus, Fusarium, Lecyhtophora,

DNA dizi analizi, Antifungal duyarhhk
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ABSTRACT

Diagnosis of molds in clinical specimens by conventional and molecular methods

and determination of their antifungal susceptibility.

Molds are widely distrubuted in nature. Invasive fungal infections are one
of the important causes of morbidity and mortality particularly in patients with
underlying risk factors such as immune supression (e.g., neutropenia, cancer
chemotherapy, transplantation, AIDS). Although Candida species remain a
relevant cause of invasive fungal infections, molds have become increasingly
prevalent. In particular, Aspergillus species are the leading cause of mould
infections although other moulds including Fusarium species and Zygomycetes are
increasing in frequency, and are associated with a high mortality rate.

The aim of this study is to identify the species distribution of filamentous
fungi strains isolated from clinical specimens of the hospitalized patients in Mersin
University Medical Faculty Hospital by conventional and PCR based molecular
techniques and to detect in vitro antifungal susceptibility patterns. For this
purpose, 6742 clinical specimens were investigated during 22 months period and,
totally 32 filamentous fungi isolates were identified by conventional methods,
respectively, six Aspergillus niger, six A.flavus, five A.fumigatus, four A.terreus, five
Fusarium spp., two Bipolaris spp., one Acremonium spp., one Aurebasidium spp.,
one Mucor spp., and one Scedosporium spp.

Risk factors were detected in 62,3% of filamentous fungi isolated patients.
Only three of the isolates were identified differently according to DNA sequencing
results. For all of the Aspergillus isolates identification by conventional and PCR
based DNA sequencing techniques was correct and 90% agreement was detected
between all of the isolates.

In vitro susceptibility patterns of all isolates determined by E-test for
amphotericin B, fluconazole, caspofungin, voriconazole and posaconazole and by
disk diffusion test for fluconazole and voriconazole.

In conculusion, this study presents that common filamentous fungi isolates
from clinical specimens could be easly identified by conventional methods and
using a clinical mycology atlas. It is recommended that filamentous molds also
should be considered in clinical specimens of patients especially have
iImmunocompromission.

Key Wards: Filamentous fungi, Aspergillus, Fusarium, Lecyhtophora, DNA

sequencing, Antifungal susceptibility.
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1. GiRiS

Mantarlar ekosistemin dnemli bir parcasini olusturmaktadir. Dinya genelinde
yaklagik 150.000-200.000 civarinda mantar tiirii oldugu tahmin edilmektedir (1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8). Dogada toz, toprak, hava, su, bitki, giibre, ¢iiriiyen atiklar gibi bir ¢ok
ortamda yaygin olarak bulunmakta ve degisik hava hareketleri ile genis alanlara
yayilabilmektedirler (9, 10, 11). Mantarlar enerji dongiisti i¢in 6nemli canlilardir ve
karbon dongiisiinli devam ettirerek, tarimdan gidaya, alkol iiretiminden antibiyotiklerin
uretilmesine kadar bir¢ok alanda insanogluna yarar saglamaktadirlar (8, 12).

Insan yasaminda 6nemli bircok faydalarmin yani sira mantarlarm bir kismu
bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda hastaliklara yol a¢maktadir (8, 13). Yillarca
mantarlarin klinik olarak 6nemli olmadigina inanilmistir, ancak son yirmi yildir invaziv
fungal infeksiyonlarin insidansinda bir artis goriilmiistiir. Infekte olan hastalar
arasindaki 6liim oranlari yiikselmistir (10).

Insan viicudu normal kosullarda mantar infeksiyonlarina karsi1 direncli bir
konuma sahiptir. Bu yuzden bilinen bircok mantar tiriinden ancak ¢ok az bir kismi
(yaklasik 150-200 kadari1) insan ve hayvanlarda primer infeksiyon olusturabilmektedir
1, 7).

Immiin sistemi saglam konaklarda hastalik olusturmayip saprofit olarak bulunan
bazi mantarlar, immiin sistemi baskilanmis hastalarda firsat¢i patojen olarak tanimlanan
mantar infeksiyonlarina siklikla neden olmaktadirlar (6, 12). Uzun sireli nétropeni,
medikal invaziv uygulamalardaki gelismeler (santral vendz kateterler, diyaliz,
aspirasyon, skopi uygulamalari, yapay protezler), metabolizma diizenini zayiflatan
cesitli etkilere maruz kalanlar (sistemik lupus erythematosus ve diger kollagen vaskiiler
hastaliklar, Diabetes mellitus (DM) ile alkol ve diger damar i¢i ila¢ kullanicilari);
radyasyon, transplantasyon, yaslilik, bazi kronik hastaliklar, I6semi, lenfoma gibi
hematolojik maligniteler kanser, Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (Acquired
Immuno Deficiency Syndrome-AIDS), steroid ve yaygin genis spektrumlu
antibiyotiklerin kullanimi, kemoterapi, bazi viral infeksiyonlar, ciddi yaniklar ve
travmalar, parenteral beslenmenin genis ¢apta uygulanmasi, ¢esitli destek tedavileri alan

yogun bakim hastalar1 gibi immun sistemi baskilayan durumlardaki artis biyik 6lgtde



mantar infeksiyonuna yakalanma riski tasimaktadir (2, 3, 4, 5, 7, 10, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20).

Primer patojen mantar kavraminin bugiin artik kapsaminin genisledigi ve
onceden saprofit olarak diisiiniilen non-albicans kandidalarin, diger mayalar ve diger
filamentoz (kaf) mantarlarnin  artik patojen grup igerisinde degerlendirilmeye
baslandig1 dikkati ¢ekmektedir (4). Bircok merkezde son zamanlarda filament6z
mantarlarin neden oldugu infeksiyonlarin sayisinda yaygin bir artig oldugu bildirilmistir
(21). Mucorales, Aspergillus, Fusarium ve Scedosporium gibi kiif mantarlari, immiin
sistemi baskilanmis hastalarda ¢ok ciddi ve hizli 6lime neden olabilen temel filamentdz
mantarlardir (22). Insanlardaki Aspergillus infeksiyonlarinin %90’indan fazlasinda
Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) sorumlu iken, invaziv hastaliklarin %10’undan
Aspergillus flavus (A. flavus), %2 kadarindan da Aspergillus niger (A. niger) ve
Aspergillus terreus (A. terreus) sorumlu tutulmaktadir (9, 10, 23, 24, 25, 26). Invaziv
pulmoner aspergilloz’da (IPA) tedavi edilmeyen olgularda pnémoniye bagli élumler
gorilmektedir (%70-90) ve mortaliteyi konagin direnci belirlemektedir (25). Dissemine
aspergilloz ile ilgili en yaygin patojen A. fumigatus’tur (16, 17, 25, 27). Karaciger
transplantasyonu yapilan hastalarda sistemik fungal infeksiyonlarin sikliginin %10 ile
%40 arasinda oldugu bildirilmistir (28).

Hava, su ve hastane yuzeylerinde bulunan Aspergillus ve Fusarium’larin iginde
bulundugu firsat¢1 filamentoz mantarlar ile kanserli hastalardan izole edilen suslar
arasindaki klonal iliski molekiiler ¢alismalarda dogrulanmustir (29).

[limizin cografik Ozellikleri, yogun tarimsal faaliyetlerin yapilmasi (sebze ve
meyva yetistiriciligi, seracilik), nemin ve sicakligin yiiksek olmasi, organik materyal
zenginligi gibi faktorler filamentdz mantar gesitliligini ve yogunlugunu arttirmaktadir.
Daha once bolgemizde yapilan c¢alismalarda bitki patojeni olarak bilinen bazi
filament6z mantarlarin hastalarda infeksiyon olusturdugu bildirilmistir (30, 31, 32).

Bu tez caligmasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde 0zellikle kritik (initelerde (Yogun Bakim Uniteleri,
Reanimasyon, Diyaliz Uniteleri, Transplantasyon, Onkoloji) ve hastanenin diger
servislerinde (Gogilis Hastaliklari, Nefroloji, Hematoloji, Pediyatri, Enfeksiyon
Hastaliklar1, Kardiyoloji, Dermatoloji ve tiim cerrahi servisler) yatan, uzun sureli tedavi

goren ve invaziv girisim uygulanan hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen kiif



mantarlariin  klasik  ve molekiiler yontemlerle tiplendirilmesi ve antifungal
duyarliliklarinin belirlenmesi amaclanmistir. Ulkemizde klinik &rneklerde prospektif
olarak filament6z mantarlarin arastirildigi sinirli sayida ¢alisma vardir ve bu ¢aligsmalar
daha c¢ok olgu sunumu seklinde yapilmistir. Mersin’de ilk defa yapilmis olan bu
calismanin bolgemiz ve iilkemizdeki klinik oOrneklerden izole edilen filament6z
mantarlarin epidemiyolojik durumunun ve prevalansinin belirlenmesine 1sik tutucu

olacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGI

2.1. Tanim ve Tarihce

Mikoloji kelimesi Yunanca mykes (mantar) ve logos (bilim) kelimelerinin
birlesmesi  sonucunda  olusmustur. Mantar  infeksiyonlart mikoz  olarak
adlandirilmaktadir (1, 6, 33).

Mantar infeksiyonlarina ait bilinen en eski bilgi Hindu kutsal yazitinda (Samhita,
M.O. 2000-1000) bulunmaktadir. Mantarlarla ilgili gercek anlamda ilk sistematik
calismalar ise mikroskobun kesfi ile ger¢eklesmistir. Mikolojinin kurucusu olarak kabul
edilen Italyan botanik¢i Micheli 1729°da mantarlar ile ilgili degerli arastirmalarini
yayinlamistir. Mantarlarin insanlarda hastaliga yol a¢tigina dair ilk bilgiler ise 1839°da
bildirilmistir (33).

2.2. Mantarlarin sitniflandirilmasi

Filament6z mantarlar Andreoni ve ark. (34) 2003 yilinda yapmis olduklar

smiflandirmaya gore alt1 farkli grupta toplanmaktadir. (Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1. Filament6z mantarlarin siniflandirilmasi (34).

Filamentoz mantar gruplar1 | Cins ve turler

Hyalin Hifomicetler Acremonium, Beauveria, Chrysosporium, Fusarium, Geotrichum,
(Renksiz, pigment Gliocladium, Paecilomyces tlrleri, Penicillum, Scopulariopsis,
olusturmayan) Sepedonium, Sporotrichum, Trichoderma, Tricothecium, Verticillium
Aspergillus’lar A. candidus, A. clavatus, A. flavus, A. fumigatus, A. glaucus,

A. nidulans, A. niger, A. ochraceus, A. oryzae, A. parasiticus,

A. penicilloides, A. tamari, A. terreus, A. ustus, A. versicolor, A. wenti

Zygomigetler Absidia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus

Dermatofitler Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton




Cizelge 2.1.devami Filament6z mantarlarin siniflandirilmasi (34).

Dematiasdz Hifomigetler Alternaria, Aureobasidium, Bipolaris, Botrytis, Cladophialophora,
(Esmer mantarlar) Cladosporium, Curvularia, Epicoccum, Exophiala, Exserohilum,
Fonsecaea, Graphium, Lecythophora, Myceliophthora, Nigrospora,
Phaeoannellomyces, Pithomyces, Scedosporium, Stachybotrys,

Stemphylium, Ulocladium, Wangiella

Dimorfik Mantarlar Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma

capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Penicillium marneffei,

Sporothrix schenckii

2.3. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Mantarlar 6karyotik mikroorganizmalar olup canlilarin  besinci alemini
olusturmaktadirlar. Mantarlarin sitoplazma zar1 yapisal olarak insan sitoplazma zaria
benzemekte olup sporlari ile gevreye yayilmaktadirlar. Klorofil igermemeleri ile yiksek
bitkilerden ayrilmaktadirlar. Mantarlarda mitoz ile gergeklesen eseysiz veya mayoz ile
gergeklesen eseyli iireme goriilmektedir. Uremeleri esnasinda ve vejetatif gelismenin
yant sira dis  ortama dayanikli  eseysiz ve eseyli sporlart ayni anda
olusturabilmektedirler. Kiif mantarlar1 filamantéz yapi olustururken, mayalarin ¢ogu
filamantoz yap1 olusturmazlar. Mantarlar, hiicre duvar yapilari ile hayvan hiicrelerinden,
hiicre duvar yapisinda bulunan kitin ile de bakteri ve yiiksek bitkilerden ayrilmaktadirlar
(1,6, 35).

Mantar hiicreleri boyut olarak bakterilerden daha biiyiiktiir. Niikleuslar1 bir zarla
cevrili olup birden fazla kromozoma ve nukleolusa sahiptirler. Sitoplazma zarlarinda
sterol bulunmakta olup sitoplazmalarinda mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi
aygit1 ve 80S’lik ribozomlara sahiptirler. Mantarlarin hiicre duvarlar1 glukan, mannan,
kitin ve kitozan acisindan zengindir. Heterotrofturlar, aerop ve fakiiltatif anaerop
mikroorganizmalardir (6).

Hidrolitik ekzoenzimleri sayesinde (amilaz, lipaz, proteinaz) hiicre disindaki
maddeleri sindirerek hiicre duvarindan emerek igeri alirlar. Organik bilesikleri karbon,

elektron ve enerji kaynagi olarak kullanirlar.



Mantarlarmn in vivo/in vitro iireme hizini etkileyen baslica etmenler oksijen, 1si,
pH, besiyeri bilesimi gibi faktorlerdir. Mantarlarin ¢ogu asidik pH’da iyi iireyebilirken
optimum tireme pH aralig1 6,8-7 dir (6).

Mantarlarin ¢ogu karanlik ve %95-100 nemli ortamda daha iyi Grerler. Besin
emilimi i¢in ortamda suya gereksinimleri vardir. Ancak kuru ortamda konidiyosporlari
canli kalabilmektedir. Besiyerindeki nemlili§in azalmas1 mantar sporlariin gelisimine
yol a¢maktadir. Patojen mantarlarin sporlari kuruluga ¢ok direngli olup, yillarca bu
sekilde yasamsal iglevlerini siirdiirebilmektedir. Bu 0zelliklerin siirdiiriilmesini saglayan
diger onemli bir faktdr 1sidir. Mantarlarin ¢ogu mezofilik olup 10-40°C’de Urerken
optimal olarak 25-35°C’de iyi iireyebilmekle birlikte bazi mantarlar termotolerandir ve
genis bir 151 yelpazesinde c¢ogalabilme yetenegine sahiptir. Mantarlarin ¢ogu diisiik
1silara direnglidir ve psikrofil, asidofil ve halofilik 6zelliklere sahiptirler (6, 36).

Mantarlar treme Ozellikleri ve morfolojik yapilarina gére maya ve kiif mantari
olmak tizere iki grupta toplanmaktadir. Bazi mantarlar ise dogal ortamlarda (25-26°C)
kiif, insan viicut 1sisinda (37°C) maya seklinde goriiliirler. Isiya baglt yap1 degisikligi
gosteren mantarlara dimorfik (difazik) mantarlar denir (1, 6, 37). Maya mantarlari,
besiyerinde 24 saatte gozle gorinir hale gelirken kiif mantarlar1 maya mantarlarina gére

yavas Ureyerek tiire bagli olarak 4-21 glinde kolonileri gelismektedir (6).

2.3.1. Mayalar

Maya hicreleri, yuvarlak, oval veya silindir bi¢ciminde bir goriiniime sahip olup
tek hiicrelidir ve Gram pozitif boyanirlar. Boyutlari, tiirlere ve kiltlir kosullarina bagl
olarak, 2-10x3-16 um arasinda degismektedir. Tomurcuklanma veya ortadan ikiye
bolinme ile cogalmaktadirlar. Bir maya hiicresi, bir veya birkag farkli noktadan
tomurcuklanmaktadir. Olgunlasan yapi ana hiicreden koparak blastokonidium adi
verilen ana hiicrenin aynisi olan yavru hiicreyi olusturmaktadir. Bazen boliinen hiicreler
birbirinden ayrilmayarak zincir seklinde yalanci hif (psddohif) ya da yalanci micelyum
(psddomicelyum) olarak adlandirilan yapilart olusturur. Mayalar hiicre duvarlarinda

glikoz, mannoz, az miktarda protein, lipid ve kitin; sitoplazmalarinda ise hiicre



cekirdeginin yan1 sira yag, protein, karbonhidrat tanecikleri ve olgunlasmis hiicrelerde

vakuol icerirler (1, 6, 38).
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Sekil 2.1. Bir maya hicresinin yapis1 (39)

2.3.2. Filamentoz (Kuf) Mantarlar

Filament6z mantarlar, uzun dallanan 2-10 pum c¢apinda ipliksi yapilar
icermektedir. Kiif seklindeki mantarlarin hiicre duvarlari birbirine paralel tubuler
sekildeki esas yapi birimi hif olarak adlandirilan ¢ok hiicreli filament6z kolonilerdir.
Hiflerin bir araya gelerek olusturduklart topluluga migel adi verilir. Migelin
besiyerindeki gorinimune koloni denir. Bazi kiiflerde hifler enine septum adi verilen
bolmelerle boliinmiistiir. Septumlara sahip olan kiifler septumlu (bdlmeli), olmayanlar
ise septumsuz (bdlmesiz) hifli olarak adlandirilir. B6lmesiz hiflerin ¢ap1 10-15 pm iken,
daha kisa olan bolmeli hiflerin ¢ap1 2-5 pm’dir. Kuf mantarlarinin tanimlanmasinda
hiflerin ¢api, uzunlugu ve septumu 6nemlidir. Septada tek veya ¢ok sayida “por” adi
verilen delikler bulunur. Porlar sitoplazma akigini saglar. Septasiz hiflere, sitoplazmik
stirekliligin bulunmasi nedeniyle sonositik hif denir (6, 8, 35).

Hifler fonksiyonlarina gore iige ayrilir: Besiyerinin i¢inde veya ilizerinde gelisen
ve besinin emilimini saglayan hiflere vejetatif hif, ¢ogunlukla {ireme elemanlarini
(eseyli spor, eseysiz konidya) tasiyan ¢ogalmada rol oynayan yapilara (reproduktif)

cogalma hifi ve besiyeri ylizeyinde geliserek koloninin goriinen kismini olusturan



hiflere ise aerial (havasal) hif denir. Bu ii¢ tip hif tek bir kolonide bulunmaktadir. Migel
dokusunun artmasiyla “kadifemsi”, “tiytmst” kif kolonileri gelismektedir. Raket,
nodiiler, taraksi, spiral, favus samdan1 ve koksii (rizoid) yapidaki hifler mantar tiirlerine
gore degisiklik gostermektedir ve mikroskobik incelemede taniya yardimei olmaktadir
(6, 8, 35).

Kiif mantariin parlak renkli ve tiiylimsii yumusak yapida goriilmelerinin nedeni

aerial hifleri ve sporlardir (6, 8).

Vezikdl

Konidiafor

Septall hif

Sekil 2.2. Bir filament6z mantarin yapisi (40)

Filament6z mantarlar spor olusturarak degisik hava hareketleriyle genis alanlara
yayilabilmektedir. Havanin kimyasal ve fiziksel kirlenmesiyle birlikte mantar sporlari
da artmaktadir (41). Normalde acik havada 10° mantar sporu/m® bulunurken kapal1
ortamlarda bu say1 10°m*e kadar ¢ikabilmektedir. Gerek ic gerekse dis ortam
atmosferine ait solunan havanin 1 m*iinde asili bulunan konidial mantar sporu sayisi
10%ya ulastiginda dogrudan saghgi tehdit eder hale gelmektedir (8, 42). Havada
bulunan bu mantar sporlarmin sayisi mevsime, iklim kosullarina, cografik yerlesim
bolgesine ve giiniin belli saatlerine bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir. Sporlarin

biiyiikliikleri, renkleri, sekilleri ve sayilar1 mantar tiirlerinin tanimlanmasi ve ayriminda



kullanilmaktadir. Genellikle kii¢iik ve hafif olan mantar sporlari, havada uzun siire asili
kalabilmektedirler (43).

Dogada serbest yasayan mantarlarin havadaki sporlari insanlar ve hayvanlar
tarafindan solunum yoluyla veya inokiilasyon ile kolaylikla alinarak infeksiyonlara yol
acabilmektedirler. Bu sporlar ve diger mantar yapilari insanlar i¢in kuvvetli alerjen
olabilmektedir ve kiside asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 olusturabilmektedir. Bu alerjenler
viicutta depolandig1 bolgeye gore en ¢ok rinit, konjunktivit, bronsiyal astim, alveolit
veya genellesmis pndmoniye yol agmaktadirlar, bazen de lirtiker ve sistemik anaflaksiye
neden olabilmektedirler (8, 41, 42, 44, 45).

Sporlar1 dogada yaygin olarak bulunan Hyalohyphomycetes tirleri (A. flavus, A.
fumigatus, A. niger), Zygomycetes tirleri (Rhizopus, Mucor, Absidia), Fusarium tirleri
ve diger (Pseudallescheria, Alternaria, Cladosporium) kiifler en sik hastalik etkeni olan
tirlerdir. Yeterli nem, 1s1 ve besin maddelerini bulduklarinda ¢ok hizli gelisip ortami
istila edebilir ve gevre kirliligine neden olabilirler (42).

Mantarlar viicuda siklikla derideki yariklar (kateter), mukozal membranlar
(gastrointestinal yol) ve sinopulmoner invazyon yoluyla girerler. Saglikli konak
infeksiyondan dogustan ve sonradan kazanilan immiinitenin g¢esitli mekanizmalar ile
korunmaktadir. Deri ve mukozal membranlar mantarlara karsi primer savunmayi
olusturmakta olup anatomik bariyer olarak gérev yapmaktadirlar. Hem gastrointestinal
yolda hem de solunum yolunda bulunan epitel hiicreleri mantarlara karsi antimikrobiyal
efektorler salgilayarak primer savunma yapabilmektedirler. Ancak bazi mantarlar konak
savunmasindan korunmanin bir yolunu bularak etken hale ge¢ebilmektedir (2, 21).

Kiiflerin neden oldugu hastaliklarin patogenezi infeksiyon, alerji ve toksisite
olmak {izere ii¢ mekanizma ile agiklanmaktadir. insandaki mantar infeksiyonlar1 siklikla
deri veya akcigerlerde lokalize olmasma karsin sistemik olarak da lokalize
olabilmektedir. Merkezi sinir sistemi (MSS), kemikler, eklemler veya lenf nodlarini
tutan infeksiyonlar daha az yaygindir ve immiin sistemi baskilanmigs konaklarda
herhangi bir organda veya ylizeyinde doku apsesi ya da dissemine hastalik seklinde
firsat¢1 infeksiyonlar olusturmaktadir (36).

Alerji; uzmanlar tarafindan alerjik mekanizmalarca kiif sporlarinin

inhalasyonuyla olusan solunum hastaligi olarak tanimlanmistir. Atopik astim,



hipersensitif pndémoni, alerjik bronkopulmoner aspergilloz ve alerjik fungal sinuzit
olmak lzere dort bilinen hastalik vardir (36).

Toksisite ise; bazi filamentéz mantarlarin besinler (zerinde Ureyerek
olusturdugu mikotoksinleri (aflatoksin, okratoksin A, patulin, sitrinin) insanlarin
almasiyla olusmaktadir. Mikotoksin igeren gesitli yiyecekler belirli bir dozun iizerinde
almip sindirildiginde klinik mikotoksikozis’e (ergotizm, aflatoksikozis) neden
olmaktadir (36).

Bu mikotoksinler bobrek fonksiyonlarinin bozulmasina, deri duyarliligina,
nekroza ve bagisiklik yetmezligine de neden olmaktadirlar. Bazi mikotoksinler
norotoksik etki gostermektedir. Pekgok mikotoksinin diisiik doz ve uzun sireli etkisi,
ozellikle karacigerde, kanser olusumunda 6nemli role sahiptir. Karsinojen 6zellikte olan
ve en iyi bilinen toksin “aflatoksin” dir. Mantarlarda toksin yapimini ortamdaki besin,
1s1, nem, pH, oksijen varligi, tahil tirtinlerinin depolanma siiresi etkilemektedir (8).

Insan ve hayvanlarda mikoza yol acan mantarlar; viicuda girdiginde konagin
yiiksek 1sisindan etkilenmeyen, doku igindeki azalmis oksidasyon-rediksiyon
potansiyeli ve savunma mekanizmalarina ragmen hayatta kalan, bulunduklar: yerlerdeki
maddeleri parcalayacak enzimleri tagiyan mikroorganizmalardir. Mantarlarin hastalik
yapabilmelerinin temel dayanaginin veya bir bagka anlatimla mantar patojenitesi ile
ilgili temel mekanizmanin, mantarlarin dokudaki 1siya ve diger sartlara uyum
gosterebilme ve konagin savunmasina karsi diren¢ mekanizmalarinda sakli oldugu
belirlenmistir (33).

Firsatgt mantarlarin dokuya yerlesebilmeleri i¢in viicut direncinin ve normal
savunma mekanizmasinin 6nemli derecede hasar gormiis olmasi gerekmektedir.
Mantarlar igerisinde diisiik viriilansli, nadir goriilen fakat hayati tehdit eden etken sayist
ve cesitliligi giderek artmaktadir (33).

Mantar infeksiyonlar: nozokomiyal ve toplum iliskili olmak tizere iki kategoride
toplanmaktadir. Nozokomiyal fungal infeksiyonlar, bir saglik kurumunda kazanilmis
olarak tanimlanmakta ve hemen hemen hepsi firsat¢r mikozlardir. Aksine toplum iliskili
fungal infeksiyonlar sadece firsatgr mikozlar1 degil endemik mikozlar1 da i¢cermektedir.
Son 25 yildir hem nozokomiyal hem de toplum iliskili fungal infeksiyonlar dramatik
olarak artmistir. Fungal infeksiyonlarda artisa katkida bulunan bir ¢ok faktér vardir

(46).
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Invaziv fungal infeksiyonlarin orani altta yatan risk faktorleri ve lokal faktdrlere
bagli olarak hastane ve bolgelerde degisiklik gostermekedir. En yaygin nozokomiyal
fungal patojenler arasinda Candida (yilda milyonda 73 vaka), Aspergillus (yilda
milyonda 12 vaka) ve Zygomycetes (yilda milyonda ~2 vaka) ilk ii¢ siray1 almaktadir.
Fungal infeksiyonlarda goriilen artis oranlart ayn1 zamanda 6liim oranlarindaki 6nemli
artis1 da beraberinde getirmektedir (46).

Hastalarin yattig1 odalarda veya yakin iinitelerde yapilan insaat ¢alismalar1 veya
tadilatlara baglh havalandirma sistemlerinin kontamine olmasiyla filament6z mantarlarin
neden oldugu nozokomiyal salgmnlar ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica kontaminasyon
kaynagi ilag ve ekipmanlarin hazirlandig1 veya saklandigi odalar olabilmektedir (10).

Hastane ve kritik Gnitelerinde, havada bulunan kiflerin yogunlugunun belirli
diizeylerde olmasi gerektigi ve firsat¢1 infeksiyonlarda havada bulunan kiiflerin etkili

olabildigi bildirilmistir (18, 32, 47).

2.4. En Sik infeksiyona Neden Olan Filamentdz Mantarlar

2.4.1. Aspergillus spp.

Aspergillus terimini ilk olarak 1729 yilinda Micheli kullanmistir. Virchow
1856°da, ayrintili mikroskobik gozlemleri ile Aspergillus’un insanlar icin patojen
olabilecegini bildirmistir. Cramer, 1859’da bir kulak infeksiyonundan A. niger’i
tanimlamigtir. Deve, 1938’de mantar topunu (pulmoner aspergilloma) tarif etmistir.
Gunumuzde 18 grup ve 200’Un dstunde tdr bildirilmektedir. Aspergillus turleri
cogunlukla anamorfik (eseysiz) olarak tiremektedirler (48).

Aspergillus cinsinden mantarlar gesitli besiyerlerinde genis bir 1s1 araliginda
kolayca ve bir ka¢ gun icinde Ureyebilirler. Patojen olabilen tlrler 37°C’de Ureyebilme
ozellikleri ile patojen olmayan tiirlerden ayrilir. Aspergillus’larn tiir ayrimi, konidiafor
uzunlugu, vezikiil bi¢imi, tek veya cift sirali fialoid (sterigma) olusumu, fialoidlerin
vezikiilde kapladig1 alana gore yapilmaktadir (24).

Aspergillus cinsi mantarlarin, “Y” seklinde dallanmalar gosteren, 3-4 pm

enindeki bolmeli hifleri tipiktir. Dik ve bdlmeli konidiaforlarin son kisminin
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yuvarlaklagmasi sonucunda olusan 10-30 um ¢apindaki vezikiil; tamamen veya kismen
4-6 um capinda fialoidler ile kaplanmistir. Tek veya ¢ift sirali fialoidler (zerinde
yuvarlak, nadiren oval 25-3 pum ¢apindaki konidium zincirleri bulunur.
Aspergillus’larin hiicre duvarimin kimyasal bilesimi; %40-60 glukan, %10-20 oraninda
kitin igerir ve diger kifler ile benzerlik gosterir.

Toprakta, suda ve cliriiyen bitkilerle esyada cok fazla sayida bulunan
Aspergillus’lar igin hastane ortamlarinin rezervuar olusturdugu, bu mantarin
hastanelerin i¢ ortam havasindan, yer dosemelerinden, havalandirma ve su
sistemlerinden, yemeklerden, siis bitkilerinden alinan o6rneklerde saptanabildigi
bildirilmistir (13, 49).

Aspergillus’larin, hayvanlarda ve insanlarda birgok hastaligin etkeni olarak izole
edilmeye baglanmasindan sonra 6nemi gittikge artmustir (48). Akcigerler ve santral sinir
sistemi, hastaligin en sik gortildigii bolgeler olup (50) dis kulak yolu, paranazal
siniisler, bronsektazi ve tuberkilloz (TBC) sonrasi olusan kavitelerde de kolonize
olabilmektedir (25).

Aspergillus’larin  olusturduklar1 hastaliklara genel olarak aspergilloz adi
verilmektedir. Bu hastaliklar saprofitik kolonizasyon, saprofitik bronkopulmoner
aspergilloz, solunum yolu ile almman sporlarinin antijenik uyarimi sonucunda olusan
alerjik hastaliklar; (alerjik astim, alerjik rinit, alerjik siniizit, hipersensitif pnémonit,
alerjik bronkopulmoner aspergilloz, toksik aspergilloz) énceden var olan kaviteleri
migellerinin doldurmasi ile gelisen aspergillom (mantar topu), siniizit, akciger nodiilleri,
osteomiyelit, trakeobronsit, endokardit, deri lezyonlari, dokulara yayilarak invaziv
sistemik infeksiyonlara (IPA) ve fungemilere neden olmaktadir (10, 25, 51, 52, 53, 54,
55). Ayrica son yillarda yapilan ¢aligsmalarda A. flavus’un olusturdugu aflotoksin B1’in
karaciger kanserine neden oldugu ileri siiriilmiistiir (56).

Aspergillus’lar Candida albicans’tan sonra insanda firsatgr  mantar
infeksiyonlarinin ikinci en yaygin nedeni iken (19) son 10-15 yildir invaziv kiif
infeksiyonlarinin en 6nemli etkenidir ve yiiksek mortalite oranlarina sahiptir (17, 20,
57). Bu mortalite oranlar erken tani ile etkili tedavinin zamaninda uygulanmasina ve
konak faktorlerine bagl olarak degismektedir ( 49).

Hava, Aspergillus’larin ¢evreye yayilmasinda ve hastalara ge¢isinde ¢ok 6nemli

bir rol oynamaktadir. Aspergillus infeksiyonlarinin primer bulas yolu konidialarin
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inhalasyonu ile olmaktadir (49). Solunum yoluyla alinan konidialar burada yaygin bir
sekilde kolonize olur (51). Hastaligin klinik seyri ve siddeti hastanin altta yatan risk
faktorleri ile iligkili olup, immiinolojik durumuna baghdir. Aspergillus’lar igin risk
faktorleri; kemik iligi transplantasyonu, organ transplantasyonu (kalp, akciger,
karaciger), ciddi ve uzun siire devam eden inat¢1 nétropeni (en 6nemli risk faktori),
AIDS, steroid kullanimi ve kronik graniilomat6z hastaliklar sayilabilir. Aspergillus spp.
TBC, sarkoid, diger mikozlar, kanser ve bronsektazili hastalarda siklikla ikincil firsatci
patojendir. Ancak saglikli kisilerde de goriilebilmektedir (25, 51).

Bir ¢ok nozokomiyal invaziv aspergilloz salgini bildirilirken (49), invaziv
aspergilloz, hastalarin 1/3’linde asemptomatik seyretmekte ve semptom ve belirtilerin
eksikligine bagl olarak ve Aspergillus antijenlerini serolojik yontemlerle tespit eden
ticari testler cok yaygin olmadigi i¢in tanisal zorluklar yagsanmaktadir (20, 53).

Invaziv aspergillozun transplant hastalarinda insidans1 transplante edilen organa
bagh olarak %0,7 ile %10 arasinda degigsmektedir. Akciger ve kemik iligi alicilarinda
invaziv aspergilloz gelisme riski yiiksek iken pankreas ve bobrek alicilarinda risk
diisiiktiir. invaziv aspergilloz insidansmin akut l6semili hastalarda %5-24 (29), kronik
graniilomatoz hastaliginda %25-40, karaciger alicilarinda %1,5-10, hematopoetik kok
hiicre alicilarinda %10-15 ve AIDS’li hastalarda %0-12 arasinda degistigi bildirilmistir
(28, 49, 58, 59). Aspergillus’lara bagh invaziv mantar infeksiyonlari, tiim invaziv
mantar infeksiyonlarinin %4-5'inden sorumlu tutulmaktadir (60).

Son yillardaki tam1 ve tedavideki ilerlemelere ragmen immiin baskilanmig
kisilerde mortalite ve morbiditenin en énemli nedenlerinden biri Aspergillus’larin neden
oldugu invaziv fungal infeksiyonlardir. invaziv aspergilloz tedavi edilmezse %50-100
fatal sonuglanmaktadir (49, 55). Hematolojik malignensitesi olan ve kemik iligi nakli
yapilan c¢ocuklarda invaziv aspergillozun mortalite oraninin %40-94 oldugu
bildirilmistir (61, 62).

A. niger ve A. terrus, dis kulak yolunun bakteriyel infeksiyonlarinda ikincil
infeksiyon etkeni olarak izole edilmektedir (25, 63).

Aspergillus’lar en 6nemli i¢ ortam kifu olarak degerlendirilmektedir (45). Hava
orneklerinin toplandig1 caligmalarda hem i¢ ortam hem de dis ortam havasinda A.
fumigatus’un spor konsantrasyonunun diger Aspergillus tirlerinden oldukga yuksek
oldugu bildirilmistir (49).
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Calismalarda invaziv aspergillozun patogenezi ve epidemiyolojisinde hastane
cevresinin rolii oldugu bildirilmistir. Kritik {initelerde yatan hastalarin havalandirma
sistemlerine High-Efficiency Particulate Air filtration (HEPA) filtreler takildiginda
ortam havasindaki konidia konsantrasyonunun diistiigii ve buna paralel olarak invaziv

aspergilloz sikliginin azaldigi bildirilmistir (49).

2.4.1.1. Aspergillus fumigatus

Dissemine invaziv aspergillozun en sik nedenidir. Sintslerden en sik izole edilen
ajanlardandir. A. fumigatus kolonileri; kadifemsi, pudramsi yapida olup, ilk tirediginde
beyaz renkli olan koloniler, eskidik¢e koyu gri, yesilimsi renge doner. Ters tarafi
beyazdan ten rengine kadar degisebilir (Sekil 2.3). Kolonilerden hazirlanan
preparasyonda, bolmeli hifler, dizgiin yiizeyli, renksiz, kisa konidiaforlar goralur.
Fialoidler tek sirali olup, vezikiiliin 2/3 st yarisindan baslamistir ve konidiaforun
eksenine paralel dizilim gosterirler. Konidiumlar 2-3,5 pum capinda ve genelde
dizginddr (Sekil 2.4) (25, 64).

Aspergillus fumigatu MEUTF Tibbi Mikrabiyoloji Aspergillus furigatus MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.3. A. fumigatus’un SDA’daki koloni goriintusi
(Hasta 8’den izole edilen sus, A .fumigatus BLAST:GU594752.1)
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Sekil 2.4. A. fumigatus’un mikroskobik goriintiisii (LFPM ile boyanmis)

2.4.1.2. Aspergillus flavus

Ikinci siklikta aspergilloz etkenidir. Pulmoner, sistemik infeksiyonlar, siniizit,
kulak ve diger infeksiyonlara neden olurlar. Aflatoksin tretirler. Kolonileri kadifemsi,
sartdan yesile degisen veya kahverengi olabilir. Koloninin ters tarafi saridan, kirmizi
veya kahverengiye kadar degisebilir (Sekil 2.5). Konidiaforlarinda degisken uzunlukta,
purtukld, ¢ukurlu, dikensi ¢ikintilar vardir, fialoidleri tek veya cift siralidir, vezikiiliin

her tarafini kaplar ve biitiin yonlere dogru uzanir (Sekil 2.6) (25, 64).

Aspergillus flavus T MEUTF Tibbi Mikrobiyoloj Aspergillus flavus MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.5. A. flavus’un SDA’daki koloni géruntiisu
(Hasta 9’dan izole edilen sus, A. flavus BLAST:GU594738.1)
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Aspergillus flavus MEUTF Tibbi Mikrobiyaloji

Sekil 2.6. A. flavus’un mikroskobik gorintiisi (LFPM ile boyanmus)

2.4.1.3. Aspergillus niger

Yaygin olarak kulak infeksiyonlarinda goriiliir. Siklikla aspergillom
olustururken nadir olarak dissemine infeksiyon yapar. Genellikle laboratuvar bulasina
neden olur. Makroskobik goriiniimleri ¢ok tiiylii, geng kolonileri baslangigta beyaz veya
yesil renkte goriiliirken sonradan siyaha doner. Besiyerinin arka tarafindan bakildiginda
koloni sar1 renkte goriiliir (Sekil 2.7). Konidiaforlar1 uzun ve diizdiir. Fialoidler ¢ift

siral1, vezikulln tim ylzeyini kaplar ve 1sinsal bir dizilim gosterirler (Sekil 2.8)(25, 64).

Sekil 2.7. A. niger’in SDA’daki koloni goriintusu
(Hasta 7°den izole edilen sus, A. niger BLAST:EF625687.1)
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Sekil 2.8. A. niger’in mikroskobik goruntusi (LFPM ile boyanmis)

2.4.1.4. Aspergillus terreus

Tirnak, deri, goz ve kulak infeksiyonlarmin yani sira sistemik infeksiyonlar da
yapmaktadir. Genellikle kadifemsi, tar¢in kahverengisine benzer renkte koloniler
olusturmaktadir. Koloninin ters tarafi beyaz veya kahverengidir. (Sekil 2.9)
Konidiaforlar1 kisa ve diizdir. Fialoidler ¢ift sirali, agara batmis micelyumda olusan

hyalin hiicreler ard arda siralanmustir (Sekil 2.10) (25, 64).

Aspergillus terreus MEUTF Tibbi Mikrobiyoloj Aspergillus terreus MEUTF Tibbi Mikmbi:yolo'i

Sekil 2.9. A. terreus’un SDA’daki koloni gorintisu
(Hasta 11°den izole edilen sus, A. terreus BLAST:FN811183.1)
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Sekil 2.10. A. terreus’un mikroskobik géruntist (LFPM ile boyanmis)

2.4.2. Fusarium spp.

Hyalin hifomigetes sinifi igerisinde yer alan Fusarium tirleri dinya genelinde
yaygin olarak bulunan toprak saprofitleri ve iyi bilinen bir bitki patojenidir. Yaklasik
olarak 1000’den fazla Fusarium tlrl patojen 0zellik gostermektedir (65, 66).

Fusarium’lardan iiretilen bazi metabolitler, bitkiler ve hayvanlarda biiyiimeyi
arttirict madde olarak kullanilirken, baz1 iddalara gore bu mantarlardan elde edilen
mikotoksinlerin biyolojik silah olarak kullanildigi ileri siiriilmektedir (66).

Nadir olarak insan ve hayvanlarda toksikozlara ve lokalize ya da hematojen
yayilimla cesitli sistemik infeksiyonlara neden olmaktadir (67). En fazla izole edilen
tirler F. solani, F. oxysporum ve F. moniliforme’dir. Keratomikoz, endoftalmit,
peritonit, invaziv nazal infeksiyonlar, sinlzit, rinoserebral infeksiyon, pulmoner
infiltratlar, piyomiyozit, onikomikoz, kemik, eklem ve derinin postoperatif ya da
travmatik lezyonlari, micetom, yanik yaralar1 gibi lokal infeksiyonlar ve dissemine
infeksiyonlar saglikli kisilerde ve immiinsiiprese hastalarda gelisebilmektedir. Bildirilen
sistemik fusariyoz olgularinin biiylik bir ¢ogunlugu hematolojik maligniteli hastalarin
notropenik periyodunda gelismektedir. Fusarium’larin  giris yolu; konidialarin
solunmasiyla akcigerler, paranazal siniisler ve biitiinligii bozulan deri olarak

belirtilirken, kan kiiltiirlerinde aspergilloz olgularina gore daha yiiksek oranda (%59-60)
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izole edilmeleri derinin en 6nemli bulas yolu oldugunu géstermektedir (13, 29 52, 55
64, 65, 68). Hastane havalandirma ve su sistemlerinde kontaminant olarak bulundugu
bildirilmistir (66). Fusarium’larin neden oldugu nozokomiyal salginlar tanimlanmstir
(61). Sistemik Fusarium infeksiyonu bulunan hastalarda 6liim oraninin %70’den fazla
oldugu bildirilmistir (66).

Dissemine Fusarium infeksiyonlarinin tanisinda kan kiiltiiriinden kiif mantari
izolasyonunun yanisira ayak bagparmagi ve parmaklarda eslik eden seliilit ve yaygin
deri lezyonlarinin bulunmasimnin 6nemli oldugu bildirilmistir. Deri lezyonlar1 ektima
benzeri ya da ¢ok sayida subkutan nodiil seklinde olabilmekte ve aspergillozdan daha
yiiksek siklikta meydana gelmektedir (52, 55).

Invaziv fusarioz immiin baskilanmis hastalarda aspergillozdan sonra en yaygin
invaziv kiif infeksiyonlar1 arasinda ikinci siray1 almaktadir (17, 29, 61, 65).

Fusarium kolonileri 4-5 giinde hizli sekilde tirerken, ilk basta beyaz fakat
merkezde pembe veya mor, cevre kisminda daha agik olan bir renge hizla degisir. Bazi
tiirleri beyaz kalirken, bazilar1 ten rengi veya turuncuya doniisiir. Kolonilerin ters tarafi
genellikle beyazdir ancak bazen renklenebilir (Sekil 2.11). Hiflerinde septalar1 vardir,
orak veya kano seklinde makrokonidia (3-5 septali) ve mikrokonidia (1-2 septali) olmak
tzere iki tip konidiaya sahiptir. Dallanmis veya dallanmamis konidiaforlara sahiptir
(Sekil 2.12). Baz tiirleri mikroskobik gorinttleri ile Acremonium’lara benzemektedir
(64).

- - e
MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji riu rsten gérindsil MELITF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.11. Fusarium oxysporum’un SDA’daki koloni goriintusi
(Hasta 1’den izole edilen sus, Fusarium oxysporum BLAST:GQ376117.1)
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2\

Fusarium oxysporum MEUTF Tibbi Mikrobiyolo)

Fusarium equiseti * " METF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.12. F. oxysporum, F. solani ve F. equiseti’nin mikroskobik gortintuleri (LFPM ile boyanmus)

Cylindrocarpon lichenicola MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.13. Cylindrocarpon lichenicola’nin mikroskobik goriintiisi (LFPM ile boyanmus)
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2.4.3. Mucor spp. ve Rhizopus spp.

Mucoraceae ailesinde yaygin olarak Rhizopus, Rhizomucor, Mucor ve Absidia
infeksiyonlara neden olmaktadir (69).

Mucorales grubunda risk faktorii olarak notropeni, diabetik ketoasidoz, asiri
demir yiikii, yaniklar, ¢ocuklarda kotii beslenme, yanlis ila¢ kullanimi ve transplant
alicilar1 sayilabilir. Olusturdugu hastaliklar arasinda siniizit, beyin apseleri, deri
lezyonlari, pndémoni, dissemine hastaliklar, gastrointestinal lezyonlar, endoftalmit,
kemik ve yumsak doku hastaliklart bulunmaktadir (10).

Zigomikoz etkenleri; toprakta, havada ve besinlerde yaygin olarak bulunan
saprofit kiif mantarlaridir. Zygomycetes siifinda yeralan firsatgr kiif mantarlarinin
neden oldugu zigomikoz, saglikli kisilerde de goriilmekle birlikte, 6zellikle
immiinsiiprese ve asidozlu hastalarda cesitli klinik sekilerde goriilen bir infeksiyondur.
Zigomikoz hizli ilerleyen oliimciil bir hastaliktir. Biitiin tedavi girisimlerine ragmen
hastalarin ¢ogu (%70-80) kaybedilmektedir (70).

Zigomikozda mikolojik incelemede damak ve nazofarinkste gorilen siyah renkli
nekrotik lezyondan ve akciger, rinoserebral ve deri lezyonlarindan alinan biyopsi
ornekleri incelenmektedir (70).

Mucor, mukormikoz etkenlerinden olup, predispoze kisilerde sistemik
infeksiyonlar olusturmaktadir. Rinoserebral zigomikozda, paranazal sinuslerden
baslayan infeksiyon komsuluk yolu ile yiiz, damak ve/veya beyine yayilmasi en sik
goriilen klinik seklidir. Daha sik olarak DM ve ketoasidozlu kisilerde ve organ
transplantasyonu yapilanlarda goriilmektedir (70).

Rhizopus oryzae birgok iilkede rapor edilmis en yaygin Rhizopus tlridir (71).
Mukormikoz’un en yaygin ajanidir (72). Sinonazal bolgeden alinan kemik ve yumusak
doku 6rneklerinden R. oryzae izole edilmistir (73).

Rizopus kolonisi sik orgiilii, pamugumsu goriiniimdedir. Tim besiyeri yizeyini
kaplayan beyaz renkli koloni bir siire sonra gri veya sar1 renge doniisiir. Koloni tabani
beyazdir (Sekil 2.14) Bolmesiz genis hifler ve uzun sporangiyofor kiimelerini birbirine
baglayan stolonlar bulunur. Stolon ile sporangiyofor ¢ogu kez dallanma gostermez.
Ikisinin birlestigi noktolarda rizoit ad1 verilen kokiimsii hifler bulunur. Sporangiyum

yuvarlak ve koyu renkli olup ¢ok sayida spor igerirler (Sekil 2.15) (70).
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Rhizapus oryzae MEUTF Tibbi Mikrobiyolaji Rhizopus oryzae MEUTF Tibbi Mikrobiyolaji

Sekil 2.14. Rhizopus oryzae’nin SDA’daki koloni goriintiisu
(Hasta 23’den izole edilen sus, Rhizopus oryzae, BLAST:GU594768.1)

Rhizopus oryzae MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.15. Rhizopus oryzae’nin mikroskobik goriintiisi (LFPM ile boyanmis)
(Hasta 23’ten izole edilen sus, Rhizopus oryzae, BLAST:GU594768.1)
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2.4.4. Scedosporium spp.

Dematiasdz hifomicetes grubunda bulunan Scedosporium cinsi kiif mantarlar
toprak, glbre, durgun su ve clrlyen bitkiler gibi genis bir alanda bulunmaktadir.
Insanlarda en sik eller ve ayaklarda olmak iizere ¢esitli anatomik bolgelerde
kolonizasyondan invaziv  infeksiyonlara kadar c¢ok degisik infeksiyonlar
olusturmaktadir. Eklem, kemik, kornea, beyin, akciger, siniisler, meningsler, deri ve
deri alt1 dokularindaki lokalize infeksiyonlar etkenin post-travmatik veya implantasyonu
ile olusmaktadir. Kortikosteroid ve immiinsiipresif ila¢ alan kisilerde hematojen
yayilimla sistemik infeksiyonlar gelisebilmektedir (4, 64, 68, 72, 74).

Aspergilloza benzer hastaliga neden olan Scedosporium cinsi filamentdz
mantarlardan en yaygin olarak Scedosporium apiospermum tiiriiniin olusturdugu
infeksiyonlar gortlmektedir. S. apiospermum, Pseudallescheria boydii’nin aseksuel
telemorf formudur. Oldukga viriilan olan bu kiif mantarinin mortalite ve morbititesi
oldukga yuksektir. Tedaviye oldukca direnclidir. Bagisikligi saglam kisilerde bile
6lumciil mikoz olustururken bagisikligi baskilanmis kisilerde hizla dissemine
infeksiyon olusturmaktadir. Ozellikle MSS infeksiyonlarinda mortalite oran1 %82
olarak bildirilmistir (29, 74, 75).

Ulkemizde Scedosporium cinsi kiif mantarlarinin neden oldugu cesitli olgular
bildirilmistir (74, 75, 76).

Yaklagik yedi gunde kolonileri drer. Sekstel doénemi olan P. boydii
siklohekzimid tarfindan inhibe olurken S. apiospermum inhibe olmaz. Yiizeye yayilan
once beyaz sonradan gri veya kahverengiye dodnen pamuksu aeral micelyumlara
sahiptir. Kolonilerin ters tarfi 6nce beyazken sonradan gri veya siyaha doner (Sekil
2.16). Septali hiflere sahip olup. kisa ve uzun konidiaforlardan ¢ikan konidialar tekli
veya kic¢lk gruplar halinde olabilir. Konidialar tek hiicreli, oval, uca dogru genisler ve
yaslandikca koyu renk alir (Sekil 2.17). Seksiiel asamada biiyilik, kahverengi ve
koloninin merkezinde kleistoteka olusur ve koptugu zaman eliptik askosporlar serbest

kalir (64).

23



Scedosporium apiospermum MEUIF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.16. Scedosporium apiospermum’un SDA’daki koloni géruntiisi
(Hasta 5’ten izole edilen sus, Scedosporium apiospermum BLAST:FJ345358.1)

i
Scedosporium apiospermum

Sekil 2.17.Scedosporium apiospermum’un mikroskobik gorintust (LFPM ile boyanmis)

2.4.5. Bipolaris spp.

Insanlarda yaygin olarak alerjik siniizit yaparken, immiin baskilanmis hastalarda
kemikleri tutabilmekte ve beyinde lezyonlara neden olabilmektedir. Nadir olarak
subkutandz, goz, deri, aort, akciger gibi diger bolgelerde infeksiyonlara neden olabilir.

Aym zamanda kontaminant olarak da degerlendirilmektedir (72). Dematiasoz
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hifomicetes grubunda bulunan Bipolaris spp. hizli bir sekilde bes gun icerisinde
ureyebilir. Koloni yizeyi ilk olarak gri kahverengi, merkez siyahlasarak kenarlara dogru
gri bir renk alir. Koloninin ters tarafi kahverengi veya siyahtir (Sekil 2.18). Koyu septali
hiflere sahiptir. Konidiaforlar uzar ve her konidiumun geldigi noktada egilirler. Zigzag

seklinde bir goriinim alir. Konidialar kahverengi, dikddrtgen-silindirik, kalin duvarli

goruldr, 3-5 septuma sahiptir ve hafifce ¢ikik bir hilumu vardir (Sekil 2.19) (64).

‘Bipolaris sipicifera MEUTF Tibbi Mikrabiyoloj Bipolaris spicifera MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.18. Bipolaris spicifera’nin SDA’daki koloni goriintisi
(Hasta 6°dan izole edilen sus, Bipolaris spicifera BLAST:GU596488.1)

¥ g s
Bipolaris sipicifera MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.19. Bipolaris spicifera’nin mikroskobik gorintust (LFPM ile boyanmis)
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2.4.6. Aureobasidium spp.

Insan ve hayvanlarda nadiren phaeohyphomycosis’in bir etkeni olarak
Aureobasidium pullulans bildirilmistir. Dematiaséz hifomicetes grubunda yer
almaktadirlar. Korneal, peritoneal, pulmoner, deri, tirnak, subkutandz ve derin
dokulardan izole edildigi rapor edilmistir. Klinik 6rneklerde bir kontaminant olarak
karsilagilmaktadir (64, 72).

Kolonileri iki ¢ giinde hizli iirer. Fakat pigment iiretimi ve karakteristik
morfolojisi i¢in daha uzun siire gereklidir. Kolonileri ilk basta beyaz, agik pembe veya
1slak krem renginde goriilebilir. Artrokonidia gelistigi zaman kahverengi veya siyah
alanlar gelisir ve parlar. Koloni kenarlar1 beyazdan kahverengiye doniisiir. Koloninin
ters tarafi olgunlastigi zaman koyu bir renk alir (Sekil 2.20). Mikroskobik olarak genc
koloniler tek hiicrelidir ve maya hiicresi gibi tomurcuklanir. iki tip hif gelisir; birincisi
hyalin, narin ve ince duvarli, belirli fertil noktalarda duvardan dogrudan blastokonidia
tiretirken ikincisi; kalin duvarli, koyu, artrokonidia olan sik septali segmentlerden olusur
(Sekil 2.21). Erken maya benzeri formlar1 Candida’lara benzer. Siklikla Hormonema
dematioides ile karistiritlmaktadir (64).

iJ

i

e o AR 4 b 3
Aureobasidium pullulans i i ji Aurechasidium kalonisi, tersten garinigi MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.20. Aureobasidium pullulans’in SDA’daki koloni goriintiisu
asta an izole edilen sus, Aureobasidium pullulans : .
(Hasta 26°dan izole edil Aureobasidi llulans BLAST: AF121283.1)
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MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.21. Aureobasidium pullulans’in mikroskobik gérintust (LFPM ile boyanmig)

2.4.7. Lecythophora spp.

Dematiastz hifomigetes olan Lecythophora cinsi filament6z mantarlarin etken
oldugu korneal infeksiyonlar, endoftalmit, peritonit, sinizit, endokardit ve subkutandz
apse seklinde olgular rapor edilmistir (64, 72). Kolonileri yedi ginde buyirken, ilk
gunde dizgin, nemli-yapiskan, bazen mayaya benzeyen, pembeden somon rengi veya
turuncuya kadar degisen koloni olusturur. Diklesmis hif tiiyleri kiimesi olusturabilir.
Eger sus klamidospor Uretirse koloninin merkezi kahverengi siyah olacaktir. Koloninin
ters tarafi pembe veya ten rengindedir (Sekil 2.22). Mikroskobik gérinimlerinde, hifler
septali, hyalin veya ¢ok hafif pigmentlidir. Fialoidlerin genellikle septumu yoktur. Kisa
volkan seklinde veya uzun cam sise seklinde ya da silindiriktir. Konidialar ¢gogunlukla
hyalin tek hiicreli, oval veya silindirik bazen hafif kavislidir. Bazen kahverengi, kalin

duvarli, genis labut seklinde klamidokonidialar gorulebilir (Sekil 2.23) (64).
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Lecythophora hoffmannii MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.22. Lecythophora hoffmannii’nin SDA’daki koloni géruntisi
(Hasta 12°den izole edilen sus, Lecythophora hoffmannii BLAST: AB231012.1)

Sekil 2.23. Lecythophora hoffmannii’nin mikroskobik gorintiisi (LFPM ile boyanmis)

2.4.8. Acremonium spp.

Hyalin hifomicetes grubu dyesi olan Acremonium beyaz tahil migetomunun
etyolojik ajani olarak bilinmesine karsin tirnak infeksiyonu gibi lokalize hastaliklar ve
korneal veya endoftalmik infeksiyonlar yapmaktadir. Kolonileri bes-yedi gunde
tirerken, ilk basta yogun ve tiiysiiz, sonra pudramsi, veya pamuksu olabilir. Beyaz,

sarimsl, agik gri veya acik giil renginde goriilebilir. Ters tarafi renksiz veya pembemsi
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olabilir. Mikroskobik morfolojisi; olduk¢a kirilgandir. Hifleri septali, fialoidler
diklesmis, dallanmamis ve incelmistir (Sekil 2.24) .

Acremonium spp. MEUTF Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.24. Acremonium spp.’nin mikroskobik gorintisi (LFPM ile boyanmus)

2.5. Mantarlarin Laboratuvar Tanisi

Tam ve dogru bir laboratuvar tani i¢in, klinik tan1 ile uyumlu 6rneklerin uygun
zamanda ve uygun yerden alinarak uygun kosullarda laboratuvara hemen ulastirilmasi
gerekir (7, 77).

Invaziv mantar infeksiyonlarinda erken tani ile uygun tedavinin bir an 6nce
baslanmasi i¢in hayati dneme sahiptir. Tani i¢in radyolojik, histopatolojik teknikler,

geleneksel mikrobiyolojik yontemler ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir (78).

2.5.1. Klasik (Konvansiyonel) Ydntemler

Sistemik ve firsatg1 kiif infeksiyonlarinda, etkenin yerlesim bdlgesine gore

cesitli klinik drnekler (balgam, beyin omurilik sivisi [BOS], doku, kemik iligi, kan)
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alinarak steril sartlarda incelenmelidir. Eger 6rneklerin incelenmesi gecikecekse, kiiltiir

icin 4°C’de bekletilmelidir (79).

2.5.1.1. Dogrudan Mikroskobik Inceleme

Invaziv kiif infeksiyonu olan hastalardan alman numunelerden hazirlanan
preparatlarda dogrudan mikroskopi ile kiiflerin tiir tayini yapilmasi ve birbirinden
ayrilmast miimkiin degildir. Ancak kiif elemanlarinin goriilmesi infeksiyon etkeni

olabilecegini akla getirmektedir.

2.5.1.1.1. %10’luk KOH veya NaOH ile inceleme

Kiif mantar1 siiphesi ile laboratuvara gonderilen klinik 6rnek, temiz bir lam
uzerine 1 damla %10-15 KOH (10 g KOH + 10 g Gliserol + 80 ml distile su) veya
NaOH damlatilmis sollisyon igerisine bir miktar alinarak iyice karistirilmaktadir.
Uzerine bir lamel kapatilarak hafifce bastirilip 15-20 dakika kadar oda 1sisinda
icerisinde nemli gazli bez bulunan petri kutusu igerisinde bekletildikten sonra
mikroskopta incelenmektedir. Ornek hemen incelenecekse lam altindan hafifce 1sitilarak
da inceleme yapilabilmektedir. Bu yontem daha ¢ok yiizeyel kiif infeksiyonlarinda
kullanilirken, kullanilan %10-15 KOH veya NaOH soliisyonlar1 hem mantarlarin i¢cinde
bulundugu dokuyu eriterek mantar yapilarinin serbest kalmasini hem de mantara
benzeyen yapilarin eriyerek kaybolmasii saglamaktadir. Hazirlanan preparatlar 6nce
kiigiik biiyiitmeli 10X objektifte sonra biiyiik biiyiitmeli 40X objektifte 151k
mikroskobunun diyaframi kisilarak incelenmektedir. Preparatta dallanmis hif yapilari,
septum ve sporlarinin varlig1 arastirilmaktadir. Bazi mantar elamanlarinin goériilmesi ile
(Aspergillus, mukormikoz vb.) 6n tan1 konulabilmektedir. Ancak kesin tani1 i¢in kiiltiir

ile dogrulama yapilmasi gerekmektedir (79, 80).
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2.5.1.2. Boyah Mikroskobik Inceleme

Hastadan alman klinik 6rnek temiz bir lam iizerine yayilarak preparat
hazirlanmakta ve havada kurutulmaktadir. Preparat degisik boyama yontemleri

kullanilarak boyanmakta ve mikroskopta incelenmektedir (79, 80).

2.5.1.2.1. Gram Boyama Yontemi

Hazirlanan preparat alevde tespit edildikten sonra Gram boyama yontemi ile
boyanmaktadir. Preparat 151k mikroskobunun 100X immersiyon objektifi kullanilarak

incelenmektedir. Gram pozitif boyanmis hif yapilar1 ve septum varligt arastirilmaktadir
(79).

L. - - ey
Gram Boyama MEUTF _Tibbi Mikrobiyoloji

Sekil 2.25. Gram ile boyanmusg bir klinik 6rnekte hif yapilari

2.5.1.2.2. Giemsa ve Wright Boyama Yontemleri

Daha ¢ok kemik iligi, kan ve ¢esitli doku 6rneklerinde mantar elemanlarini
gormek i¢in yapilan bir boyama yontemidir. Kan yaymalari, sitratlh kan santrifiyj

edildikten sonra buffy coat kismindan yapilirsa daha iyi sonu¢ alinmaktadir (79, 80).
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2.5.1.2.3. Kalkoflor Beyaz1 Boyama Yontemi

Boya B 1-3, B 1-4 polisakkaritlere (seliiloz ve kitin gibi) baglandigi icin klinik
orneklerdeki mantar hiicrelerinin gdsterilmesinde yararli olmaktadir. Boya kisa dalga
boylu ultraviyole 151k etkisiyle floresans vermektedir. Temiz bir lam {izerine 1 damla
%10 KOH ve 1 damla %0,1’lik kalkoflor boyasi soliisyonundan damlatilarak
karistirilmaktadir. Ornekten bir miktar konup iizerine lamel kapatilmaktadir. Lam
hafifce altindan 1sitilarak floresans mikroskobunda kii¢iik biiylitmede incelenmektedir.
Kullanilan filtreye bagl olarak hif yapilari tebesir beyazi veya elma yesili renginde

floresans vermektedir (1, 79, 80).

2.5.1.2.4. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyama Yontemi

Mantarlarin histopatolojisinin incelenmesinde en yaygin kullanilan boyama
yontemlerinden biridir. Klinik 6rneklerin dogrudan incelenmesinde ve mantar siiphesi
olan KOH preparatlarinda gézlemlenemedigi durumunda kullanilmaktadir. Bu boyama
yonteminde mantar hiicre duvarlarinda bulunan bazi polisakkaritler boyanmaktadir.
Mantarlar koyu morumsu-kirmizi renkte goriiliirken, zemin agik yesil renkte
gorulmektedir (79, 80).

2.5.1.2.5. Laktofenol Pamuk Mavisi Boyama Yodntemi (LFPM)

Laktofenol pamuk mavisi (LFPM) hem bir kaplama solisyonu hem de bir
boyadir. Ozellikle kiif mantarlarindaki hif ve sporlarin incelenmesi amaciyla kullanilan
bir boyama yontemidir. Laktik asit temizleyici ajan olarak gorev yapar ve kiif yapilarini
koruyarak tespit eder. Fenol olduruci etki gostermektedir. Gliserol kurumayi onler ve
pamuk mavisi kiif yapilarinin boyanarak daha iyi goriilmesini saglamaktadir. Mantar
yapilar1 mavinin farkli tonlarinda boyanarak goriilmektedir. Ornekler dogrudan lam-

lamel aras1 incelenebildigi gibi selofan bant yontemi ile de incelenebilmektedir (79, 80).
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Pratik olarak temiz bir lam Gzerine bir damla LFPM eriyiginden konulmaktadir.
Selofan bandin yapigkan tarafi petri kutusunda iiretilmis olan mantar kolonisi iizerine
temas ettirildikten sonra lamin tizerindeki LFPM alani iizerine gelecek sekilde hafifce
bastirilarak lamin yilizeyine yapismasi saglanmaktadir. Sonra 1-2 dakika bekletilerek
hiflerin boyay: iyice almasi saglanir ve mikroskopta 10X ve 40X objektiflerle
incelenmektedir. Incelemede kiif kolonilerine ait hif ve spor yapilar1 bozulmadan
gorulebilmektedir (79, 80).

2.5.1.3. Kiltdr Yontemleri

Dogrudan mikroskobik inceleme ile her zaman etkeni gérmek mimkin
olmamaktadir. Hem kesin tani, hem de etkenin tiirlinlin belirlenebilmesi igin kiiltiir
yapilmast gerekmektedir. Kiiflerin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in ¢ok sayida
besiyeri kullanilmaktadir. Alinan klinik 6rnekler kiif mantarlarinin kolay tireyebilecegi
genel besiyerlerine ekilmelidir. Bu amagcla genellikle Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)
besiyeri kullanilmaktadir. Bunun yaninda Sabouraud Dekstroz Broth (SDB), Patates
Dekstroz Agar (PDA), Selektif (sikloheksimit + kloramfenikol) SDA, Beyin Kalp
Infiizyon Agar (Brain Heart Infusion Agar -BHIA), Mycosel Agar (MA), Yeast Extract
Phospate Agar (YEPA) gibi besiyerleri de kullanilmaktadir. Kullanilan selektif
besiyerlerine Dbakterilerin Uremesini engellemek ic¢in kloramfenikol, gentamisin,
penisilin veya streptomisin gibi bir antibiyotik ve saprofit mantarlarin {iremesini
engellemek icin sikloheksimit gibi bir antimikotik katilmasi gerekmektedir.
Kloramfenikol+gentamisin kombinasyonu hem genis bir antibakteriyel etki spektrumu
oldugu i¢in hem de giivenli sekilde otoklavlanabildigi i¢in daha ¢ok tercih edilmektedir
(79, 80).

Saprofit mantarlar antimikotik katilmayan besiyerlerinde hizli bir sekilde iireyip
etken olan mantarin {lizerini kapatarak iiremelerini engellemektedir. Ancak firsatgi
patojen olan bazi1 kiiflerin de {iremesi engellendigi ic¢in klinik Ornekler hem
sikloheksimitli hem de sikloheksimit icermeyen besiyerlerine ekilmelidir. Klinik
ornekler kiiltiir icin uygun sekilde isleme alindiktan sonra tiiplerde veya plaklarda

hazirlanmis besiyerlerine ekim yapilmaktadir. Ekim islemi ucu “L” seklinde olan sert
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telli igne Ozelerle yapilmalidir. Klinik 6rnekler L 6ze ile besiyerinin icine iyice
gomiilmelidir. Ayr1 koloniler izole etmek isteniyorsa daha genis bir yiizey alan1 bulunan
plaklara ekim yapilmasi1 daha uygundur. Ancak plaklar kontaminasyona daha aciktir. Bu
nedenle ekim isleminden sonra plaklarin kenar1 hava almayacak sekilde parafilm ile
kapatilmalidir (79, 80).

Kaltlrlerin  ilk ekimlerinde wuzun siire inkiibasyona birakildiklarindan
kurumamast i¢in vida kapakli tiiplere egik olarak hazirlanmis besiyerleri tercih
edilmektedir. Tiiplere ekim yapilmigsa yeterli oksijen destegi i¢in kapaklar1 gevsek
birakilmalidir. Ekilen kiiltiirlerin  inkiibasyonu i¢in farkli laboratuvarlar farkli
protokoller uygulamaktadir. Bazi1 laboratuvarlar her tiirlii ekimi iki ayr1 besiyerine
yapip, birisini 37°C’de inkiibe ederken digerinin oda 1sisinda (22-25°C) inkibe
edilmesini uygun bulmaktadir. Bazi laboratuvarlar ise Ornekleri sadece oda 1sisinda
inkiibasyona birakmaktadir. Ancak gece-giindiiz arasinda 1s1 farki oldugu i¢in bazi
patojen mantarlarin tireme siireleri uzun oldugundan bu yontem Onerilmemektedir.
Kiiltiirler sadece 37°C’de inkiibe edildiginde, bir¢ok klinik 6rnek bakterilerle yogun
sekilde kontamine oldugundan ve bakteriler bu 1sida hizla iireyerek mantarlarin
tiremesini baskiladigi igin ve bu 1s1da bazi patojen mantarlarin zayif tireme gosterdikleri
veya iireyemedikleri i¢in onerilmemektedir. inkiibasyona birakilan drnekler etiivde en
az dort alt1 hafta bekletilmelidir. Besiyerinin kurumasini dnlemek i¢in etiiviin igerisine
bir miktar su konulmalidir. Ekim yapilan besiyerleri iki G¢ gunde bir incelenmelidir.
Ureme goriilen kiiltiirler ¢ikartilarak incelemeye alinmalidir. Mantarlarin iireme hizi
biiyiik 6lciide inokuliim miktarina baghdir. Inokuliim miktar1 az ise kiiltiirde i¢ dort
haftada Ureme g0zlenirken, inokuliim miktar1 fazla ise iki ¢ gunde Ureme
go6zlenebilmektedir (79, 80).

2.5.1.3.1. Kiiltiirlerin incelenmesi
Klinik 6rneklerin ekimi yapildiktan sonra inkiibasyon siiresince her giin ya da
haftada en az iic defa kiif iiremesi yoniinden belirli araliklarla takip edilmesi

gerekmektedir. Ureme gozlenen besiyerleri gerek makroskobik gerekse mikroskobik

olarak degerlendirilip lireyen kiif mantariin tanist konulmaya calisilmaktadir. Ayrica
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baz1 filamentdz mantarlarin tanis1 i¢in gerektifinde biyokimyasal testlere

basvurulmaktadir (80).

2.5.1.3.2. Makroskobik inceleme

Koloni iireme hizi: Genellikle yavas lireyen mantarlar kiigiik, hizli iireyen
mantarlar ise biiylik koloni olusturmaktadir. Kufler ortalama 2-15 gun icerisinde treme
gostermektedir (80).

Koloninin yizeysel gorinimi: Genellikle kif kolonileri etiivde 25°C’de 7-10
gunlik bir sdre igerisinde tanimlama igin uygun {iremeyi gostermektedir. Kif
kolonisinin rengi besiyerinin yiizeyinde, pigmenti ise besiyerinin arka kisminda
olugmaktadir. Kiif kolonileri dncelikle ¢iplak gozle, daha sonra stereo mikroskop altinda
incelenir. Bu incelemede, kolonin sekli (diizgiin kenarli, girintili ¢ikintili kenarl,
daginik, diigmemsi, kubbemsi), koloninin biiyiikligii, ylizey goriiniimii (¢iplak, tiylii,
pamuksu, tozlu, tanecikli, kadifemsi, burusuk), besiyeri iizerindeki kismin renk
ozellikleri (agik, koyu, dalgali, hareli), pigment olusturma, pigmet rengi, belirgin bir
koku olusturma ve su damlaciklar1 olusturup olusturmama gibi 6zellikleri

degerlendirilmelidir (80).

2.5.1.3.3. Mikroskobik inceleme

Kiiltiirde tiremis olan kiif kolonisinden bir parca alinarak boyanip tani igin
mikroskop altinda incelenmelidir.

Koloniden par¢a alimarak inceleme: Temiz bir lam Uzerine bir damla LFPM
damlatilir. Kiif kolonisinden L seklindeki igne 6ze ile bir parga alinarak, LFPM
icerisinde iyice karistirilarak migellerin birbirinden ayrilmasi saglanir. Lam iizerine bir
lamel kapatilarak 6nce kiiglik biiytitmede (10X objektif), sonra blyik buyitmede (40X
objektif) mikroskopta incelenir. Bu yontemde hizli sonu¢ alinmasina karsin spor ve

hiflerin 6zgiil yapilar1 ve dizilimleri bozuldugu igin kesin tan1 koymak olduk¢a zordur
(80).
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Selofan bant yontemi: Besiyerinde iiremis olan koloni iizerine U seklinde
yapiskanli kismi dig tarafa gelecek sekilde bir cubugun etrafina sarilmis olan selofan
bant koloninin farkl1 yerlerine (kenar, orta) yapistirilip cekilmektedir. Uzerine LFPM
damlatilmig lam iizerine hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yapistirilmaktadir. Mantar
yapilarinin boyay1 almasi i¢in 1-2 dakika beklendikten sonra 10X ve 40X objektiflerde
incelenerek cins veya tiir diizeyinde tanimlanmaya ¢alisilmaktadir. Bu yéntemle hif ve
spor yapilar1 bozulmadan incelenebilmektedir.

LFPM yontemiyle hiflerin dallanip dallanmadigi, sekilleri, kalinliklari, septali
veya septasiz oluslari, saydamliklari, rengi, konidiumlarin biyiiklikleri, sekilleri,
renkleri, diziligleri, vezikiil yapilarinin olup olmadigi ve sporlarimin 6zellikleri
incelenerek cins veya tir diizeyinde identifikasyonlar1 yapilabilmektedir.

Lam kaltur yontemi: Bir petri kutusuna 3-4 mm kalinliginda besiyeri dokiiliir.
Besiyeri steril bir bistiiri yardimi ile 1x1 cm boyutlarinda pargalara ayrilir. Bu parcalar
steril bir pens yardimiyla steril bir lamin ortasina konur. Kiif mantari siiphelenilen klinik
ornekten Oze ile 6rnek alinarak besiyeri parcasinin tam orta noktasina ekim yapilir.
Uzerine steril bir lamel Kapatilarak hafif¢e bastirilir. Igerisinde nemli gazli bez ve
tizerinde baget bulunan petri kutusunun igerisine yerlestirilir. Petri kutusunun kapagi
kapatilarak oda 1sisinda inkiibe edilir. Ekim iki-l¢ ginde bir gdzlenerek tireme varligi
takip edilir. Ureme goriildiigiinde lam almarak mikroskopta 10X ve 40X objektiflerde
incelenir. Lam kiltir yontemi kiiflerin dogal mikroskobik yapilarinin en iyi
gozlemlendigi yontemdir. Mikroskopta hiflerin yapisi, saydamliklari, konidiumlarin

bi¢imleri, biiyiikliikleri, dizilisleri gibi 6zelliklerine gore tanimlama yapilmaktadir (1).

2.5.2. Serolojik Tan1 Yontemleri

Mantar infeksiyonlarinin kesin tanisi, etken mikroorganizmanin klinik 6érnekten
izole edilmesi ve tanimlanmasina baghdir. Fungal serolojik testler daha ¢ok fikir verici
veya kultir ve histolojik bulgular1 destekleyici niteliktedir. Bu testler daha ¢ok ticari
olarak hazirlanmis kitler seklindedir. Invaziv mantar infeksiyonlarinda ayirt edici klinik
olgularin yetersiz olmasi ve mevcut mantar izolasyonunda zaman zaman etkenin

izolasyonunun diisiik olmasi serolojik tani yontemlerini giindeme getirmistir. Son
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zamanlarda immiinbaskilanmis hastalarda antijen saptamaya yarayan tani yontemleri
onem  kazanmustir.  Ozellikle aspergilloz  tamisinda  serolojik  testlerden
yararlanilmaktadir. Immiinsistemi baskilanmis hastalarda invaziv aspergillozun tanisi ve
tedavisi oldukca giigtiir. Bu infeksiyonlarda erken taninin hemen konulmasi ve
antifungal tedaviye biran 6nce baslanilmasi ile mortalite oranlar1 diisiirecektir. Kiiltiir
yonteminin dort hafta gibi uzun bir siire almas1 ve kiiltiirde tireyen kiif kolonisinin etken
olabilecegi gibi kontaminasyona bagli bir {ireme olabilecegi gbéz Oniinde
bulundurulmalidir. Her ne kadar kiiltlir yontemleri altin standart testler olarak degerini
korusa da hizli tan1 testlerine gereksinim vardir. Bu testlerin dezavantajlarindan birisi,
diger mantar antijenleri ile ¢apraz reaksiyon vererek yalanci pozitif sonuglara neden
olmasidir. Serolojik testlerin anlamli olabilmesi i¢in, arastirilan antijene karsi yliksek
antikor titresi elde edilmesi ve iki-U¢ hafta sonra alinan Ornekte titre artiginin
gosterilmesi gerekmektedir (79, 81, 82).

Galaktomannan (GM), dokuda mantar iiremesi sirasinda dolagima salinan
Aspergillus turlerinin bir polisakkarit hicre duvar komponenti ve Aspergillus’un bir
ekzoantijenidir. Bu ekzoantijeni tespit etmeye yarayan testlerden, GM testi serum ve
viicut sivilarindan antijen arastirilmasina yonelik bir testtir. Bu test icin 6nceleri lateks
testi kullanilirken daha sonra duyarliligi ve 6zgilligi yiksek Enzim Linked Immun
Assay (ELISA) testleri gelistirilmisitr. Serumda antijenler ¢cabuk kaybolurken, idrarda
daha yiiksek diizeyde kaldig1 gézlenmigtir. GM ELISA testinin duyarliliginin %29-100,
Ozgiilliiginiin ise %79-92 arasinda degistigi bildirilmistir (79, 83, 84, 85). Aspergillus
antijenlerine kars1 olusmus antikorlarin tespiti i¢in gelistirilen serolojik testler saglam
kisilerde aspergillom veya alerjik bronkopulmoner aspergilloz tanisinda yardimci
olabilmektedir (86).

Bilgisayarli tomografi ve Aspergillus antijeni tespiti (GM), IPA’un erken
tanisinda umut verici géziikmektedir (20).

Penicillum tiirleri arasinda sistemik infeksiyonlara neden olan en onemli tiir
dimorfik bir mantar olan Penicillum marneffei’dir. Insan Bagisiklik Yetmezlik Viriisi
(Human Immunodeficiency Virus-HIV) infeksiyonlu hastalarda giderek artan onemi
nedeniyle kiiltiirde belirlenmis P. marneffei infeksiyonlarinin tanisinda destekleyici
olarak antijen ve antikor saptanmasina yonelik serolojik testler gelistirilmistir. Kiiflerin

tanisi i¢in kullanilan serolojik testler kisitlidir, ancak giin gegtik¢e artmaktadir (81).
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2.5.3. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Invaziv mantar infeksiyonu etkenlerinin tamimlanmasinda, dogrudan
mikroskobik inceleme ve kiiltiir giinlimiizde halen altin standart yontemler olarak
degerini korumaktadir. Ancak gerek zaman alici olmasi, gerekse her zaman olumlu
sonug¢ vermemeleri, baz1 mantarlar agisindan zor uygulanabilir ve yorumlanabilir olmasi
nedeniyle, bu yontemlerin yani sira; daha hizli, duyarhilik ve 6zgiilliigii yiiksek yeni tani
yontemleri gelistirilmektedir. Son yillarda DNA ¢ogaltma yontemlerinin gelisimi bu
giicliiklerin ¢oziimlenmesinde 6nemli bir adim olarak dikkatleri ¢ekmektedir. Tanisal
Mikrobiyoloji’de temel hedef, etkenin en kisa siirede saptanip tanimlanmasi ve
hastaligin hizli tanis1 etkin tedavinin temelini olusturmaktadir (78, 87).

Mantarlarin gerek klinik orneklerden, gerekse kiiltiirden tanimlanmasi i¢in bir
cok molekiiler yontem gelistirilmistir. Molekiiler tan1 yontemleri giderek populer
olmakla birlikte, her klinik mikoloji laboratuvarinda rutin bir yOntem olarak
uygulanmas1 gerek ekonomik nedenlerden, gerekse tam bir standardizasyonunun
saglanamamas1 nedeni ile olas1 degildir. Ancak invaziv mikozlarda mortalitenin
yiiksekliginden dolay1 erken tani ¢ok 6nemli oldugu i¢in ve bu yontemlerle kisa siirede
sonuca ulasildigindan giiniimiizde bir¢ok arastirma laboratuvarinda klinik 6rneklerde
mantar DNA’sinin saptanmast konusunda {imit verici ¢esitli ¢calismalar yapilmaktadir.
Ayrica, tiir tayini, epidemiyolojik tiplendirme ve ilag direnci ile ilgili arastirmalarda da
oldukca yol almmis olup, calismalar siirdiiriilmektedir. infeksiyon etkeni mantarlarin
saptanmas1 ve tanimlanmasinda niikleik asit amplifikasyon ve hibridizasyon problariin
kullanildigi sinyal amplifikasyon yontemlerinden yararlanilmaktadir. Nukleik asit
amplifikasyon teknolojilerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) veya benzeri
yontemler kullanilmaktadir (7, 24).

Baz1 klink orneklerde mantar yiikiiniin ¢ok az olmasi nedeniyle, kiiltiir ve
serolojik taninin heniiz yetersiz oldugu evrede PZR temelli tan1 y6temlerinin ¢ok daha
etkin olacagi sdylenmektedir. Yeni molekiiler yontemlerin yakin bir gelecekte tam
stirecini kisaltip, dogru tani olasiligini artirmasi, en kisa zamanda etkene 6zgii tedavi

olanag1 saglayip, klinik basar1 oranini yiikseltilmesi hedeflenmektedir (7).
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PZR caligmalarinda kiiltiirden genomik DNA’nin ekstraksiyonu sirasinda
mayalardan DNA ekstraksiyonu daha kolay olurken, filament6éz mantarlarda zahmetli
ve zaman alicidir (88).

Geleneksel mikrobiyolojik testlerle kiyaslandiginda PZR biiyiikk avantajlara
sahiptir. Biitlin mantarlarda ortak 18S ve 28S rRNA geninin korunmus dizisi igin
spesifik Pan-fungal primerler klinik Orneklerde patojen mantarlarin tespitinde
kullanilmaktadir (78, 87). Fungal DNA’nin hastanin kaninda saptanmasi konvansiyonel
metotlara gore ¢ok erken olmaktadir. Testin standardizasyonu heniiz yapilamamistir.
PZR yonteminin duyarliliginin  %79-100, ozgilligiiniin %81-93 oldugu baz
calismalarda bildirilmektedir. Bu test icin kan, bronkoalvoeler lavaj (BAL), doku,
parafin kesitler kullanilabilmektedir. Doku 6rneklerinde PZR yodntemi kultirden daha
duyarhidir. BAL Orneklerinde DNA’nin saptanmasi kolonizasyon ve hastalig
ayirdettirmez. PZR’nun klinik duyarliligi antifungal tedavi ile etkilenebilir. Real-time
metotlar kantitatif Ozelliklere de sahip oldugundan hem tani hem de tedaviye yaniti
izlemede 6nemlidir. Mikroaarray teknoloji (panfungal chip) ile hizli identifikasyon
miimkiindiir ve bu konuda ¢aligmalar yapilmaktadir (89).

Mantarlarin tanimlanmasinda yaygin olarak biiyiik ribozomal alt-Unitesinin 28S
ribozomal alt tnite (D1-D2 bdlgesi) ile kiicik ve biyik ribozomal alt-iiniteleri arasinda
yer alan tlre 6zgl internal transcribed spacer 1 ve 2’yi (ITS1 ve ITS2 bélgeleri) iceren
ribozomal RNA gen kompleksi icerisinde hedef dizileri ¢ogaltan PZR metodu basarili
bir sekilde kullanilmaktadir (84, 90).

Molekiiler yontemler sadece klinik Ornekten mantari tanimlamak i¢in degil
ayrica tir tayini, ila¢ direnci ve epidemiyolojik tiplendirme amaciyla da

kullanilmaktadir.

2.5.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

2.5.3.1.1. PZR’nun Temel Bilesenleri

a)Kalipp DNA: PZR’nunda herhangi bir DNA pargasi kalip DNA olarak kullanilabilir ve

arastirma laboratuvari ya da klinik 6rneklerden izole edilmis olabilir.

39



b)Tag DNA polimeraz: DNA polimeraz enzimleri kalip DNA ipligindeki bolgeye
baglanan oligonukleotid primerlerin  3” hidroksil ucuna ortamda serbest olan
deoksiribonukleotid  trifosfat (dNTP)’lar1  baglayarak yeni DNA  ipliginin

polimerizasyonunu saglar.

c)Primerler: Calisilacak kalip DNA’daki istenen bolgeye tamamen komplemanter olan
primerler segilir. Primer segilirken g¢iftlerin 3’ uglarinin birbirlerine ya da oligoniikleotid

dizinin i¢indeki bagka bir yere komplemanter olmamasina dikkat edilmelidir.

d)dNTP ve Mg*%: Reaksiyonda kullanilacak dért dNTP’mn konsantrasyonlar1 ayni
olmalidir. dANTP konsantrasyonunun yukselmesine bagli olarak; primeri daha ¢ok
baglayacak olan Mg*? konsatrasyonu artar. Mg*? iyonunun azalmasi ise Taq DNA
polimerazin aktivitesini etkiler. Bu nedenle dNTP konsantrasyonu arttik¢a Mg+2

iyonunun konsantrasyonu artirilmalidir.

2.5.3.1.2. PZR YoOntemi

Denatiirasyon, primerlerin baglanmast ve uzama olmak {izere iic asamada

gergeklestirilir.

1. Denatiirasyon (Cift iplikli DNA’min a¢ilimi): Cift iplikli kalip DNA molekiili
yiiksek sicakliklarda (95-100°C) oligoniikleotid primerlerin (amplimer) baglanmasi
icin denatiire edilir. Denatiirasyon i¢in baslangic 1sis1 ¢ogaltilmak istenen hedef
bolgenin G+C igerigine gore belirlenir. Sonucta DNA’nin ¢ift ipliginin birbirinden

ayrilmasi saglanir. Her siklusun basinda cift iplikli yap1 yeniden ayrilmalidir.

2. Primerlerin baglanmasi (Annealing). Denatlirasyon asamasindan sonra tek iplikli
kalip DNA molekiilii iizerinde bulunan hedef bolgeye oligoniikleotid primerlerin
baglanmasi icin 1sinin diisiiriilmesi gerekmektedir. Bu nedenle de baglanma

sicakligr (Tm) reaksiyonun gergeklesmesi agisindan onemlidir. Bu sicaklik degeri
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primerlerin baz sayisina gore degisir ve [(A+T)x2°C+HG+C)x4°C] formiilii ile
hesaplanir. Bu formiilde A: adenin, T: timin, G: guanin, C: sitozin niikleotidlerinin

sayisidir.

3. Primerlerin uzamast (Extension). Oligonlkleotid primerlerin uzama asamasinda
Taq DNA polimerazin polimerizasyonu i¢in en uygun sicaklik olan 72°C kullanilir.

Enzim, ortamdaki dNTP’lar, primerlerin 3’ ucuna baglayarak uzamalarini saglar.

Genelde toplam dongii sayist 25-35 arasinda degismektedir. Sayinin artmasi
istenmeyen {iriinlerin ortaya c¢ikmasmi saglarken, c¢ogaltilmak istenen bdlgenin
iiriinlerinde bir artis olmaz. Bu nedenden dolay1r 40’dan fazla siklusu olan PZR

reaksiyonlarinda istenilen sonug elde edilmez.

1. Denatiirasyon

mwmamwwwm

g ) | Wy | YT Gt iplik DNATIN agilmi
| —

2. Primerlerin baglanmasi

||F 7

3- Uzama

”] || i |“| H :. Spesifik balgelere badlanan
\4 =

prlmerlerln uzamasi

Sekil 2.26. PZR nun asamalari (91)
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DENATHRASYON
94°C-97°C

47C-60°C
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Sekil 2.27. PZR sicaklik-zaman grafigi (92)

2.5.3.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizleri ya da sekanslama, DNA birincil yapilarinin tayininde ve
niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir. Analiz bir niikleik
asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif
ya da radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir.

DNA dizi analiz yontemleri artik giinlimiizde otomatize sistemlerle
yapilmaktadir. Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart ¢alisma
kosullar1 ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde de yarar saglamaktadir.

Walter Gilbert ve Frederick Sanger’in 1980 yilinda gelistirdigi yontem ile belirli
bir niikleotid ile sonlanan bir DNA zincirinin sentezi gergeklestirilmektedir.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiikli
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igermektedir. Bu
yontemde DNA’nin yapisinda yer alan her bir niikleotid lazer 1511 altinda dort farkli
renk veren floresans Ozellikteki boyalar ile isaretlenmektedir. Dideoksiniikleotid
yontemi ile sentezlenen kisa DNA zincirleri kapiler elektroforezden gegerken
biiyiikliiklerine gore ayrilirlar ve bu siiregte lazer 1s1m1 altinda bir dedektér (CCD
kamera) niikleotidlerin verdikleri floresans 1simalar1 kaydederek dort renkli

kromatogram olusturmaktadir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile
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degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilmaktadir. Kalip DNA’daki niikleotidlerin hepsi okunduktan sonra bilgisayar
aracilig1 ile dizilim analiz edilmektedir. DNA dizi analizi cihazlarinda alti bazdan 1000

baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (93).

2.6. Antifungaller

Aktif ve giivenli antifungal ajanlarin gelistirilmesinde ilk doniim noktas1 1939
yilinda Oxford tarafindan griseofulvin’in antifungal aktivitesinin kesfiyle baslamistir.
Wolley 1944°te ilk azol olan benzimidazol’u kesfederken, Elson ise bir yil sonra
propamidin’in fungistatik 6zelliginin oldugunu rapor etmistir. Hazen ve Brown 1950
yilinda ilk poliyen makrolid antifungal olan nistatini bulmustur. 1955’te amfoterisin B
kesfedilmistir. Uzun bir siire herhangi bir antifungal gelistirilmezken bundan dokuz yil
sonra oral ajan olan 5-flourositozin bulunmustur. Mikonazol ve klotrimazol 1969,
ekonazol 1974, ketokanazol 1981, flukonazol 1990, itrakonazol 1992, kaspofungin ve
vorikonazol 2001, mikafungin 2005 ve anidulafungin ve posakonazol 2006 yilinda
kesfedilerek antifungal tedavide kullanilmaya baglanmistir (94).

Antifungal ilaglar kimyasal yapilarina gore; poliyenler (amfoterisin B), pirimidin
tarevleri (flusitozin), alilamin tdrevleri (terbinafin, naftifin, tolnaftat), azol turevleri
(mikonazol, ketokonazol, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, posakonazol,
ravukonazol, albakonazol) ve kandinler (kaspofungin, anidulafungin, mikafungin)
olmak (zere bes grupta siiflandirilmaktadir. Bu antifungallerden, poliyenler,
alilaminler ve azoller hiicre zarina etki ederken, 5-flourositozinler protein/DNA
sentezine ve ekinokandinler ise hiicre duvarina etki ederek aktivitelerini gostermektedir
(95).

Amfoterisin B, hayati tehdit eden progresif sistemik mantar infeksiyonlarinda en
cok kullanilan antifungaldir. Fakat toksisitesi klinik kullanimini sinirlandiran en 6nemli
faktordiir. Etki mekanizmasi, membran sterolleriyle etkileserek mantarin dig
membraninda delikler olusturmaktadir. BoOylece mantar hiicresi igindeki makro

molekiiller hiicre disina sizarak mantarin 6liimiine neden olmaktadir. Amfoterisin B’ nin
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onemli toksisitesi ise doz bagimli olusan nefrotoksisite ve kemik iligi siipresyonudur
(24, 94).

Azol grubu antifungaller, mantar hiicre duvarinin &6nemli yapisal
kompenentlerinden biri olan ergosterol biosentezinde goérev alan ve lanosteroli
ergastrole ceviren lanosterol demetilaz enzimini inhibe ederek etkilerini gosterirler. Bu
grup icerisinde imidazol ve triazol olmak Uzere iki alt grup vardir. Yan etkileri diger
antifungal ajanlara gore daha azdir, fakat fazla kullanimlar1 diren¢ olusumuna yol
acmaktadir (94).

Ekinokandinler, mantarn farkli bir yapisal kompenentini hedefleyen ilaglar
{izerine odaklanmasiyla gelistirilmistir. insanlarda hastaliklara neden olan birgok mantar
hiicresinin duvarinda bulunan ancak memeli hiicresinde bulunmayan kendine 0zgii
kompenentleri vardir. Bu duvarin dis yliziinii mannoproteinler, i¢ yiiziini 6-(1,3)-
glukan/kitin ag1 kaplar. B-(1,3)-glukan hicre duvarinin yapisal biitiinliigiinden
sorumludur. Mannoproteinler, glukan ve Kkitin yeni antifungallerin hedeflerini
olusturmaktadir. Ekinokandinler B-(1,3)-glukan sentaz enzimini inhibe edip B-(1,3)
glukan yapimini engelleyerek etki gostermektedir. Bu enzimin inhibe olmasi hiicre
duvar gecirgenliginin artmasina ve hiicre duvarinin lizisine neden olmaktadir (94).

Bir florin anologu olan flusitozin, aslinda antineoplastik bir ilag olarak
sentezlenmistir. Ancak antitiimoral etkisi zayif olan bu bilesik in vitro ve in vivo
antifungal etkinliginin goriilmesiyle antifungal tedavide kullanilmaya baslanmistir.
Flusitozin (5-fluorositozin) fungal bir enzim olan sitozin permeaz tarafindan hiicre igine
alinarak deaminasyona ugrar ve yeni olusan bu bilesik (5-fluorouracil) RNA sentezinde
inhibitor rol oynar. Ayrica flusitozin DNA sentezinde piirin ve pirimidin ile yarigsarak
DNA sentezini de inhibe etmektedir (94).

Glinimiizde mantar infeksiyonlarinin tedavisi halen biiyiikk bir sorun
olusturmaktadir. Amfoterisin B’nin klinik kullanima girmesinden bu yana uzun yillar
gecmesine ragmen antifungal tedavide kullanilabilecek ilac¢ sayist halen ¢ok sinirlidir.
Bu ilaglarin  kullanimi, ilaglarin toksitesi veya uygun olmayan farmakokinetik
ozelliklerine bagli olarak cesitli ilaglarla etkilesimleri nedeniyle oldukga kisithidir.
Ayrica kullanimda olan antifungal ilaglara kars1 goriilen direng giderek artis

gostermektedir. Bunda mantar hiicresine ait Ozellikler 6nemli rol oynamaktadir.
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Okaryotik yapidaki bu organizmalara etkili, ama memeli hiicresinde toksik olmayan
bilesiklerin bulunmasi oldukg¢a zordur (60, 96, 97).

Yeni antifungal ilaglarin gelistirilmesi, kombinasyon antifungal tedaviye ilginin
artmasina yol agmustir. Ozellikle kiif mantarlarina bagl invaziv infeksiyonlarda
mortalitenin hala ¢ok yiksek olusu, bu infeksiyonlarin tedavisinde kombinasyonun daha

iyi sonuglar verebilecegi umudunu dogurmustur (98).

2.7.Antifungal Duyarhlik Testleri

Klinik siirecte tedaviye erken baslanabilmesi icin filamentéz mantar
infeksiyonlarinin hizla dogrulanmasi, erken tani prosediirlerinin temel eksenini
olusturmaktadir. Gilinlimiizde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda genis bir
yelpazedeki mayalar ve kifler icin glvenilir in vitro duyarlilik testleri yapilmaktadir.

Antifungal ilaglarin kullanimindaki artis, infeksiyon etkeni mantarlarda
antifungal ilaglarin bir ya da daha fazlasina kars1 primer ve sekonder direng gelismesine
neden olmaktadir. Buna bagli olarak antifungal ilaglarin in vitro duyarliliklarin1 6lgen
testlerin onemi artmistir. Bu testlerden, yeni antifungal ajanlarin gelistirilmesinde ve bu
ajanlarin  klinik kullanim 06ncesi degerlendirilmelerinde de yararlanilmaktadir.
Antifungal duyarlilik testlerine, etken mikroorganizmaya etkili oldugu bilinen
antifungal ile tedaviye yanit alinamadig1 durumlarda, alternatif ilaglarin arastiritlmasinin
gerektigi ve ozellikle secilen ilaca karsit mantarin direncli oldugu bilinen durumlarda,
yeni ilaglarin kullanildigir durumlarda, agir immiin sistem yetmezligi bulunan hastalarda
sistemik infeksiyon gelistigi zaman, in vitro ve in vivo uyumun belirlenmesini
amaglayan durumlarda bakilmalidir (99).

Antibiyotik Duyarlilik Testleri Avrupa Komitesi (European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing -EUCAST) ve Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitusu (Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI) niin referans metodlari ile
mayalar ve filamentdz mantarlar yiiksek diizeyde MIK degerlerine sahip suslarin
saptanabildigini gostermistir (100).

Antifungal duyarlilik testleri, CLSI tarafindan, flukonazol duyarliliginin
Candida’lar i¢in smir degerlerinin standardize edilmesi amaciyla baglatilmistir (101).
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CLSI tarafindan belirlenmis olan duyarlilik testi yontemlerinden M-38A belgesi, hifli
mantarlar i¢in gecerliligini korumaktadir (101).

Insanlarda yaygin olarak gériilen patojen mantarlarin antifungal duyarlilik profilleri
verilmigtir (102).

Maya ve filemant6z mantarlar i¢in kullanilan antifungal duyarlilik testleri

1. Dillsyon Testleri
a. Referans Sivi Mikrodiliisyon Testi
b. Referans Sivi Makrodiliisyon Testi
2. Kolorimetrik Mikrodilusyon Testi
3. Agar Dillisyon Testi
4. Adgar Difuzyon Testi
a. Disk Diflizyon Testi
b. E-test
5. Flow Sitometri Testi

6. Ticari Antifungal Duyarlilik Sistemleri

2.7.1. Stvi Makrodiliisyon Testi

Antifungal calismalarinda en ¢ok kullanilan yontem oldugundan, bu yontemin
standardizasyonu ic¢in ¢alismalar yapilmistir. CLSI (eski adi National Committee for
Clinical Laboratory Standards-NCCLS) 1992 yilinda referans standart yontemi olan
M27-P belgesini agiklamistir. Bu yontem daha c¢ok Candida cinsi mayalar igin
standardize edilmistir. Sivi makrodiliisyon testi, mantar suslarina karst tim
antifungallerin test edilmesi icin uygun ve yeterli bir yontemdir. Ancak ¢alisilacak
ornek sayilari az olan kiigiik laboratuvarlar i¢in daha uygundur (99).

Steril tiiplerde antifungal ilaglarin seri sulandirimlari yapilarak (zerlerine
degerlendirilecek olan maya veya filamentoz mantar eklenmektedir. Tiipler 35°C’de
inkiibasyona birakilarak mantarin cinsine baglh olarak 24, 48 ve 72 saat

bekletilmektedir. Sonuclar treme skoruna gore;
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O=berrak,

1=hafif bulanik,

2=0reme kontrol ¢ukuruna kiyasla bulaniklik belirgin azalmus,
3=tireme kontrol ¢ukuruna kiyasla bulaniklik hafif azalmas,

4=tireme kontrol ¢ukuruna kiyasla bulaniklikta fark yok,

seklinde degerlendirilmekte ve MIK degeri saptanmaktadir.

CLSI mayalar i¢in s1v1 diliisyon antifungal duyarlilik testlerinde referans metod
olarak M27-A3 dokiimaninin 3. baskisini 28.04.2008 tarihinde, filamentdz mantarlar
icin siv1 diliisyon antifungal duyarlilik testlerinde referans metod olarak M38-A2

dokiimaninin 2.baskisini ise 28.04.2008 tarihinde yayinlamustir.

2.7.2. Sivi Mikrodiliisyon Testi

S1vi makrodiliisyon testine benzeyen bir yontemdir. Farkli olarak daha fazla ilag¢
duyarliligina bakilmasi amaci ile test daha kiiciik miktarlarda U tabanli 96 kuyucuklu
plaklarda yapilmaktadir. Antifungal ilaglarin seri sulandirimlar1 yapilarak {izerlerine 0,5
McFarland bulanikliginda maya veya filament6z mantar eklenmekte 35°C’de 24 ve 48

saatlik inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmaktadir.

2.7.3. Kolorimetrik Mikrodiltsyon Testi

Mikrodiliisyon yontemini esas alan ancak MIK okumasi i¢in kolaylik ve daha
objektif son nokta elde edilmesini saglamak amaci ile ortama bir oksidasyon-rediksiyon
indikatorti ilave edilerek yapilan bir yontemdir. Oksidasyon-rediksiyon indikatori
olarak bir ¢ok calismada Alamar mavisi kullanmistir. Baslangigta mavi renkteki bu
madde mantarin iiremesi ile kirmiz1 renge donmektedir. MIK degeri ise kirmiz1 rengin
olusmasini Onleyen en diisiik ila¢ konsantrasyonudur. Yapilan ¢alismalarda Alamar
mavisi mikrodiliisyon MIK degerleri ile standart makrodiliisyon arasmda %94,

mikrodiliisyon arasinda %97 oraninda uyum goriilmistiir. Kolorimetrik mikrodiliisyon
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yontemi, liremenin (bulanikli§in) gorsel olarak degerlendirildigi yontemlere gore daha

ustiin gérulmektedir (99).

2.7.4. Agar Diltsyon Testi

Referans yontemlerde kullanilan ila¢ konsantrasyonlari ile ayni1 konsantrasyonda
antifungaller hazirlanarak uygun sekilde eritilmis agarli besiyerlerine farklh
konsantrasyonlarda eklenerek hazirlanir. Farkli antifungal calismalari igin farkl
besiyerleri kullanilmaktadir. inokulimde kullanilacak miktar1 10> CFU/ml’den fazla
olmamalidir. Ureme kontrolii i¢in ayn1 zamanda ilagsiz besiyerleri de hazirlanmaktadir.
Ayrica duyarliligt ve direnci bilinen standart suslar testte kontrol amaci ile
kullanilmaktadir. Inkiibasyon 30°C’de yapilarak kontrol petrilerindeki iiremeye gore
siire belirlenerek gozle agikga goriinen olgun koloniler gelistigi zaman sonuglar
degerlendirilmektedir. MIK degerleri, makroskobik olarak gdzlenen kolonilerin
tiremesini inhibe eden en diisiik ila¢ konsantrasyonu olarak saptanmaktadir. Agar
dililisyon testi, mayalardan ziyade hizl1 ve yavas iireyen kiifler i¢in uygun bir yontem

olarak dnerilmektedir (99).

2.7.5. Agar Diflizyon Testi

2.7.5.1. Disk Diflizyon Testi

Belirli konsantrasyonlarda antifungal ilag emdirilip kurutulmus 6 mm ¢apinda
filtre kagidi seklindeki diskler kullanilmaktadir. Bu diskler, fungal patojenlerin agar
disk difiizyon testi prosedirilyle yari-kantitatif in vitro duyarhilik testi igin
kullanilmaktadir. Candida tlrlerinin test edilmesi icin bir disk difuzyon yontemi
gelistirilmistir ve 2004 yilinda, CLSI M44-A doékiimani ile Maya Antifungal Disk

Diflizyonu Duyarlilik Test Y6ntemi’ni standardize etmistir.
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Disk diflizyon yontemi, antifungal duyarlilik testini daha c¢abuk kullanima
sunmakta ve azalan bir maliyet alternatifiyle ¢cogu zaman sivi dillisyonundan 24 saat
once kalitatif sonuglar saglamaktadir.

Antifungal ajanlar iceren diskler, saf klinik sus kiiltiirlerinin inokiile edildigi %2
glikoz ve 0,5 pg/mL metilen mavi boyasi eklenmis pH 7,2-7,4 Mueller Hinton Agar
(GM-MHA) yiizeyine uygulanmaktadir. Besiyeri yilizeyi asir1 nemli olmamalidir.
Antifungal iceren diskler 4°C’de buzdolabinda saklanmaktadir. Inokuliim yogunlugu
icin 35°C’de 24 saatlik kultlrde saf olarak iiremis maya kolonisinden alinarak 5 ml SF
bulunan steril tip igerisinde homojen bir silispansiyon hazirlanmaktadir.
Spektrofotometrede 530 nm’de McFarland 0,5 bulanikligina (1x10°-5x10° hiicre/ml)
gore ayarlanmalidir. Inokuliim besiyerinin tiim yiizeyine yayilmaktadir. Diskler
arasindaki mesafe en az 25 mm olacak sekilde yerlestirilerek igne ile hafifge bastirilarak
35°C’de inkiibasyona birakilmakta ve zon g¢aplart 20-24 saat sonra
degerlendirilmektedir. Yeterince iireme gozlenmedigi durumda inkiibasyon siiresi 48
saate ¢ikarilmaktadir. Diskleri gevreleyen inhibisyon alanlari Slgiiliip belirlenen zon
caplariyla karsilastirilarak antimikrobiyal tedavide kullanilmak i¢in en uygun antifungal
ajan/ajanlar tespit edilmektedir.

CLSI mayalarin antifungal disk difiizyon duyarlilik metodu i¢in M44-A2
dokiimanin1 2. baskisin1 28.08.2009 tarihinde, filament6z mantarlarin antifungal disk
difiizyon duyarlilik metodu ic¢in ise M51-P doékiimanmin 1. baskisim1 30.06.2009
tarihinde yayinlamustir.

Filament6z mantarlar icin disk difiizyon duyarlilik testleri amfoterisin B,
kaspofungin, itrakonazol, posakonazol, vorikanazol ve flukanazol diskleri kullanilarak

yapilmaktadir.

2.7.5.2. E-Test

E-test dogrudan kantitatif antifungal duyarliligi belirlemeye yarayan ticari bir
testtir. MIK saptamaya yarayan bu test, bir uctan diger uca tedricen artan antifungal
konsantrasyonu iceren plastik stripler kullanilarak yapilmaktadir (99, 103). Metod
antifungal ilacin agarl besiyerine gegisi ile gerceklestirilen bir diflizyon testidir (99).
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Bu metod antifungal ajanlarin bir ¢oguna uyarlanmistir. Amfoterisin B
(konsantrasyon araligir 0,002-32 pg/ml), flusitozin (0,002-32 pg/ml), flukonazol (0,016-
256 pg/ml ), itrakonazol (0,002-32 pg/ml), ketokonazol (0,002-32 ug/ml), vorikonazol
(0,002-32 pg/ml), kaspofungin (0,002-32 pg/ml) ve posakonazol (0,002-32 pg/ml) E-
test stripleri ticari olarak bulunmaktadir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarin sonucunda ve standardizasyon teknikleri ile
E-test ve referans yontemler arasindaki uyumu antifungal azol ajanlar1 ve kandidalar
icin kabul edilebilir olarak degerlendirilmistir. Biitlin bunlarin yaninda yapilan
calismalar sonucunda E-test yontemini kullanan Kkisilerin ¢ok dikkatli ¢alismasi
gerektigi vurgulanmustir.

Inokuliim hazirlanirken bulanikligin 0,5 McFarland standardina gore olmasi
onerilmektedir. A. flavus icin amfoterisin B’nin E-test MIK degerinin CLSI MIiK
degerinden oldukga yiiksek oldugu bildirilmistir (104).

Bir cok kuf icin, (Aspergillus dahil) amfoterisin B ve itrakanazol E-test
calismasinin, CLSI’nin M38 metoduyla MIK belirlenmesi arasinda iyi bir uyum oldugu
bildirilmistir (103, 104, 105). E-test yonteminde bir¢cok kati besiyeri kullanilmasina
karsin RPMI bazli agarlarin ¢ok daha kullanigh oldugu bildirilmistir (103, 104).

E-test’in uygulamasinin kolay ve basit olmast ve ek malzemeye gerek
duyulmamasi gibi avantajlarinin yanisira, pahali bir yontem oldugu bildirilmistir (104).

Biitiin bunlarin yaninda E-test yontemi henlz referans bir yontem olarak kabul

edilmemistir.

2.7.6. Flowsitometri Testi

DNA’ya baglanan vital boyalar yardimi ile, 6lii ve canli hiicreler birbirinden
ayrilabilmektedir. Floresansli boyalar, antifungal ilaca bagli olarak membran hasari
olursa hiicre igine girebilmektedir. Flow sitometri, Candida ve Aspergillus tirleri igin
aragtiritlmis, inkiibasyon suresini 3—4 saate kadar azalttigi ve antifungal aktivitenin ¢cok
kisa siirede saptanabildigi belirtilmistir. Referans yontemler ile genellikle iyi dizeyde
korelasyon gosteren sonuclar elde edilmistir. Ancak, 6zel donanim gerektirmesi

nedeniyle, yaygin olarak kullanilmamaktadir (99, 106).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali’nda bulunan arag ve geregler kullanilarak yapilmistir. Diger kimyasal maddeler ve
sarf malzemeleri, BAP-SBE TM (SD) 2008-10 DR nolu projeden saglanan maddi

kaynakla tedarik edilmistir.

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Etlv (NUve EN 500, Turkiye )

Biyoguvenlik kabini (Nuaire NU 425-300E Class Il, ABD)
Hassas terazi (Sartorius BL310, Almanya)

Distile su cihaz1 (Millipore, Fransa)

Sogutmali mikrosantriflij (Hettich- Micro 200R, Avusturalya)
Midi santrifllj (Avusturalya)

Vortex (Nive NM- 110, Turkiye)

Sicak su banyosu (Nuve BM 402 Turkiye)

-80°C’lik Derin dondurucu (Heto, Cin)

+4°C’lik sogutucu (Ariston, Turkiye)

Otoklav (Hirayama- HA-300 M4, Japonya)

Pasteur firm1 (Memmert UE 500, Ingiltere)

Elektrik ocagi (Beko, 0.710, Turkiye)

Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)

Dijital fotograf makinesi (Olympus, C7070, Japonya)
Yatay c¢alkalayic1 (IKA, Werke Typ VX2, Brezilya)
Bulasik makinasi (Beko, Turkiye)

pH metre (Hanna, italya)
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e Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500, Turkiye)

e Mikropipet Seti (Biohit, Proline 0,5uL-1000uL, Finlandiya))

e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler, Almanya)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra, Almanya)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30, Almanya)

e Jel Gorlntlleme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)

e Nanodrop ND 1000 UV-Vis Spektrofotometre (NanoDrop Technologies,
Houston, TX, ABD)

e Homojenizatér (Heidolph Tip F/F ingiltere)

3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Malzemeler

e Tris-hidroklorid (Sigma, T-5941, Lot 31 K5466)

e Etilen diamin tetra asetik asit disodyum salt dihydrate (EDTA) (Sigma,
E5134)

e Sodyum dodezil sulfat (SDS) (Merck, L51736210)

e Magnezyum klorid (MgCl,) (Promega, A351H)

e Sodyum klorid (NaCl,) (Riedel-de Haan, Lot 33000/ 13423)

e (- 2 merkaptoetanol (Sigma, 024K0117)

e Proteinaz K (Sigma P2308 lot 065 K8603)

e Litikaz (Sigma, L4276)

e Sivi fenol (Sigma, P4557-100ML)

e Kloroform (Merck)

e Izoamil alkol (Merck)

e Izopropil alkol (Merck, K-32883695 405)

e Etanol absolut (Riedel de Hadn/ Lot 32221)

e 10x PZR Buffer (Mg free) (Vivantis)

o dNTP Mix (Sigma, Deoxynucleotide set DNTP-100)

e Taq DNA Polimeraz (Vivantis)

e DNase, RNase Free Su
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e Agaroz (Sigma, A-5093)
e Potasyum asetat (Sigma K1190)
e Steril Distile su

e 100 bp Molekiler Agirlik Standardi (Fermentas, GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, #SM0241)

e Brom fenol mavisi

e Etidyum bromid

e Tum mantarlara 6zgu 1TS-1 ve ITS-4 primerleri

Primer Sequence ' —> 3
ITS 1 {forward) TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS 4 (reverse) TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS1

—
[185) Small Subunit Gene ITS-A GS::.SE ITS-B (285) Large Subunit Gene

Sekil 3.1. Mantarlara 6zgi ITS bélgesi (107)

3.1.3. Kullamlan Besiyerleri ve Boyalar

e Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)
e Patates Dekstroz Agar (PDA)

e Mueller Hinton Agar (MHA)

e Sabouraud Dekstroz Broth (SDB)
e Laktofenol Pamuk Mavisi (LFPM)
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3.1.4. Kullanmlan Antifungal Strip ve Diskler

e Flukonazol E-test (0,016-256 pg/ml) (AB Biodisk, Solna, isveg)
e Vorikonazol E-test 0,002-32 pg/ml) (AB Biodisk, Solna, Isveg) (
e Amfoterisin B E-test (0,002-32 pg/ml) (AB Biodisk, Solna, Isvec)
e Kaspofungin E-test (0,002-32 pg/ml) (AB Biodisk, Solna, Isveg)
e Posakonazol E-test (0,002-32 pg/ml) (AB Biodisk, Solna, isvec)
e Flukonazol (25-pg) disk (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere)

e Vorikonazol (1-ug) disk (Oxoid, Basingstoke, Ingiltere)

3.1.5. Kullanilan Standart Suslar

e Aspergillus niger standart susu (RSHMB 04017)
e Aspergillus fumigatus standart susu (RSHMB 04005)

3.1.6. Kullanilan Bilgisayar Programlari

e FinchTv (Versiyon 1.4.0) www.geospiza.com/FinchTv
e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) www.pubmed.com
e SPSS 11.5.1 for Windows

e Photoshop programi (Versiyon 10.0)

3.2. Yontemler

3.2.1. Besiyerleri ve Boyalarin Hazirlanmas1 ve Kalite Kontrollerinin

Y apilmasi

3.2.1.1. Sabouraud Dekstroz Agar’in (SDA) Hazirlanmasi

Hastalardan alinan klinik 6rnekler, mantarlarin iiretilmesinde kullanilan bir genel

tretim besiyeri olan SDA (Oxoid, Hampshire/Ingiltere) besiyerine ekilerek kiif Giremesi
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yonunden degerlendirilmistir. Diisiik pH igerigi nedeni ile bakterilerin tiremesini inhibe
etmektedir. Besiyerleri 90 mm c¢apindaki steril plastik petrilere dokiildiikten sonra kalite

kontrolleri yapilarak kullanildi.

Besiyerinin igerigi:

Mikolojik pepton 10 g/L
Glikoz 40 g/L
Agar 15 g/L
pH 5,6+0,2

Toz besiyerinden 65 g tartilarak bir balon jojeye konulmustur, Uzerine 1 L’ye
tamamlayacak sekilde distile su eklenerek siispanse edilmistir. Kaynar suda 1sitilarak
besiyerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta
sterilize edilmistir. Steril petri kutularina kalinligi 4 mm olacak sekilde 25’er ml
dokiilerek katilagincaya kadar bekletilmistir ve kullanilincaya kadar +4°C’de

buzdolabinda saklanmustir.

3.2.1.2. Patates Dekstroz Agar’min (PDA) Hazirlanmasi

Kiflerin morfolojik yapilarinin gézlenmesi ve daha fazla spor olusturmalari igin

PDA (Oxoid, Hampshire/Ingiltere) kullanilmistir.

Besiyerinin igerigi:

Patates 6zutu 4 g/L
Glikoz 20 g/L
Agar 15 g/L
pH 5,6+0,2

Toz besiyeri 39 g tartilarak bir balon jojeye konulmustur, lzerine 1 L’ye
tamamlayacak sekilde distile su eklenerek siispanse edilmistir. Kaynar suda isitilarak

besiyerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta
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sterilize edilmistir. Steril petri kutularina kalinligi 4 mm olacak sekilde 25’er ml
dokiilerek katilasincaya kadar bekletilmistir ve kullanilincaya kadar +4°C’de

buzdolabinda saklanmastir.
3.2.1.3. Mueller Hinton Agar’in Hazirlanmas1 (%2 glikoz ve 0,5 pg/ml
metilen mavisi eklenmis)
Kiflerin antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla %2 glikoz ve 0,5
pg/ml metilen mavisi eklenmis Mueller Hinton Agar (Oxoid, Hampshire/Ingiltere)

kullanilmustir.

Besiyerinin igerigi:

Et 6zitl 300 g/L
Kazein hidrolizati 17,5 g/L
Nisasta 1,5¢g/L
Glikoz 20 g/L
Metilen mavisi 0,5 mg/L
Agar 17 g/L
pH 7,3+0,1

Toz besiyerinden 38 g ve glikozdan 20 g tartilarak bir balon joje’ye
konulmustur, tizerine 1 L’ye tamamlayacak sekilde distile su eklenerek siispanse
edilmistir. Kaynar suda 1sitilarak besiyerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Otoklavda
121°C’de 15 dakikal atm basingta sterilize edilmistir. Besiyeri sicakligi 50-55°C ye
geldiginde lizerine filtrasyon ile steril edilmis metilen mavisi (0,5 mg/L) eklenerek iyice
homojenize edilmistir. Cap1 90 mm olan steril petri kutularina kalinligi 4 mm olacak
sekilde 25’er ml dokiilerek katilasincaya kadar bekletilmistir ve kullanilincaya kadar
+4°C’de buzdolabinda saklanmistir.
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3.2.1.4. Sabouraud Dekstroz Broth’un (SDB) Hazirlanmasi

Hastalardan alinan klinik 6rnekler mantarlarin iiretilmesinde kullanilan bir genel
iiretim besiyeri olan SDB (Oxoid, Hampshire/ingiltere) besiyerine ekilerek kif tiremesi
degerlendirilmistir. Diigiik pH icerigi nedeni ile bakterilerin {iremesini inhibe
etmektedir. Besiyerleri 10 cm uzunlugundaki steril tiiplere dagitilmistir. Daha sonra

kalite kontrolleri yapilarak ¢alismada kullanilmstir.

Besiyerinin igerigi:

Mikolojik pepton 10 g/L
Dekstroz 20 g/L
Agar 15g/L
pH 5,6+0,2

Toz besiyerinden 30 g tartilarak bir balon jojeye konulmustur, Uzerine 1 L’ye
tamamlayacak sekilde distile su eklenerek siispanse edilmigtir. Kaynar suda 1sitilarak
besiyerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta
sterilize edilmistir. Steril tiiplere 5’er ml dagitilarak kullanilincaya kadar +4°C’de

buzdolabinda saklanmaistir.

3.2.1.5. Besiyerlerinin Kalite Kontroll

Hazirlanmis olan tiim besiyerlerinin pH Olglimleri petrilere veya tlplere
dokiilmeden Once yapilmistir. Petri kutularinin etrafi kontaminasyonu engellemek igin
parafilm ile sarilmistir. Hazirlanmis besiyerleri ekim isleminden 6nce 25°C’de en az 5
giin bekletilerek herhangi bir mikroorganizma iireyip iiremedigi goézlenmistir. Ureme
yoksa ekim icin kullanilmistir. Ayrica hazirlanmig besiyerlerine standart maya ve kiif

suglarindan ekim yapilarak besiyerlerinin kalite kontrolii yapilmistir.
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3.2.1.6. Laktofenol Pamuk Mavisi’nin (LFPM) Hazirlanmasi

Laktik asit 20 ml
Fenol kristal (veya fenol) 10 g
Gliserol (veya Gliserin) 40 ml
Pamuk mavisi 0,059
Distile su 20,0 mi

Laktik asit icinde fenol tamamen c¢ozuldl, gliserol ve su hafifce isitilmistir.
Pamuk mavisi eklenerek iyice karistirilmistir. Koyu renkli siselerde 1siktan korunarak
oda sicakliginda 15-30°C’de saklanmistir.

Laktik asit temizleyici ozellik gostermekte ve fungal yapilart korumaktadir,
fenol, 6ldurict etki gostermekte, gliserol preparatin kurumasini énlemekte ve pamuk

mavisi ise fungal yapilarin boyanmasini saglamaktadir.

Laktofenol Pamuk Mavisi Boyama Yontemi: Ozellikle kiif tarzinda iireyen
mantarlardaki hif ve sporlar1 incelemek amaciyla kullanilmaktadir. Pratik olarak temiz
bir lam Gzerine bir damla LFPM eriyiginden konur. Selofan bandin yapiskan tarafi petri
kutusunda tretilmis olan mantar kolonisi iizerine temas ettirildikten sonra lamin
uzerindeki LFPM iizerine bastirilarak, yapiskan kismin lamin yiizeyine yapismasi
saglanmigtir. Sonra 4-5 dakika oda 1sisinda bekletilerek 10X ve 40X objektifte

mikroskopta incelenmistir.

3.2.2. Kullanilan Tampon Cézeltilerin Hazirlanmasi

3.2.2.1.DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Soliisyonlar

3.2.2.1.1. Parcalama Tamponu (Lizis tamponu) (100 ml)

Tris-HCI 1,576 g
EDTA 1,116 g
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SDS 0,500 g
[100 mM Tris HCI; 30mM EDTA (pH:8), % 0,5 SDS]

Koyu bir cam sise igerisinde tartilan kimyasal maddeler distile su ile eritilerek
100 ml’ye tamamlanmistir ve pH 8,0’e ayarlanmistir. Tampon +4°C’de buzdolab1
1s1sinda saklanmustir.

3.2.2.1.2. Proteinaz-K (100 mg/mL)

Hazir olarak alinan liyofilize 100 mg Proteinaz-K (Sigma) 1 ml steril distile su

ile ¢oziilerek 100 mg/ml’lik konsantrasyona getirilmistir. Cozelti 25 pL’lik porsiyonlara

bolinerek -20°C’de saklanmustir.

3.2.2.1.3. Fenol-Kloroform-izoamil Alkol (25:24:1)

S1v1 fenol 25 ml
Kloroform 24 ml
[zoamil alkol 1ml

Karisim hazirlanip vortekslendikten sonra koyu bir cam sise igerisine konularak

buzdolabinda + 4°C’de saklanmustir.

3.2.2.1.4. Kloroform-izeamil Alkol (24:1)

Kloroform 24 ml
[zoamil alkol 1ml
Karisim hazirlanarak vortekslenip koyu bir cam sise igerisine konularak

buzdolabinda + 4°C’de saklanmustir.
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3.2.2.1.5. %70’lik Etil Alkol
Etil alkol 70 ml
Steril distile su 30 ml

Karigim hazirlanarak 100 ml’lik koyu renkli bir siseye konarak buzdolabinda

saklanmustir.

3.2.2.2.Elektroforez I¢in Kullanilan Soliisyonlar

3.2.2.2.1. 10X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu Stok Solusyonu

Tris Base 108 g
Borik Asit 559
EDTA 93¢

Kimyasallar tartilarak distile su ile eritilmis ve pH 8,0’e ayarlanmustir. Distile su

ile 1 L’ye tamamlanarak, oda sicakliginda saklanmistir.

3.2.2.2.2. Elektroforez YUuritme Tamponu (1X TBE)

10x TBE tamponu stok soliisyonundan alinarak distile su ile dilie edilip 1X

TBE tamponu haline getirilmistir, elektroforez yuritme tamponu olarak elektroforez

tankinda kullanilmistir.

3.2.2.2.3. Yukleme Tamponu (Loading Buffer), 20 ml i¢in

Sukroz 49

Brom fenol mavisi 0,059

Tartilan kimyasallar 20 ml 1X TBE tamponunda ¢oziilerek oda 1sisinda saklanmustir.
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3.2.2.2.4. Etidyum Bromid (Et-Br)

Stok Et-Br’den alinarak 10 mg/ml’lik olacak sekilde hazirlanmustir.

3.2.2.2.5. Agaroz Jel Solusyonu (% 1,5)

Elektroforez i¢in %1,5’luk agaroz jelin hazirlanmasinda, 100 ml’lik bir balon
jojeye 0,75 g agaroz tartilarak 1X TBE tamponu ile 50 mL’ye tamamlanmistir ve
mikrodalga firinda homojen bir sekilde seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi (yaklagik iki-
tic dakika). Sicak jelin igerisine 10 mg/ml konsantrasyonundaki Et-Br’den 4 pL
eklenmistir. Et-Br’iin jel icerisinde iyice karigmasi saglandiktan sonra sicak jel PZR
tirtinlerinin yiiklenmesi i¢in kuyucuklarin olugsmasini saglayan jel taragi yerlestirilmis
jel tepsisine dikkatlice dokiildii. Jelin i¢inde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi.
Yaklasik 30 dakika oda 1sisinda beklenerek jelin katilasarak donmasi saglanmistir. Daha

sonra jel i¢erisinden tarak ¢ikartilarak elektroforez tankina yerlestirilmistir.

3.2.3.Hasta Orneklerinin Toplanmasi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
kritik {initelerde (yogun bakim iiniteleri, reanimasyon, diyaliz iiniteleri, transplantasyon,
onkoloji) ve hastanenin diger servislerinde (Go6gilis Hastaliklari, Nefroloji, Hematoloji,
Pediyatri, Enfeksiyon Hastaliklar1, Kardiyoloji, Dermatoloji ve tim Cerrahi servisler)
yatan, uzun siireli tedavi goéren, invaziv girisim uygulanan hastalardan 01.04.2008 ile
01.01.2010 tarihleri arasinda Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na
gonderilen mikolojik kultlr istenen ve istenmeyen toplam 6742 klinik 6rnek ¢alisma
kapsamina  alinmustir. Ayrica  projelendirme  tarthinden o6nce  Mikoloji
Laboratuvari’mizda dort farkli hastadan filamentoz mantar suslari izole edilmis ve bu

olgular da ¢alisma kapsamina alinmistir (Cizelge.4.1).
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Toplanan klinik érnekler (kan, BOS, balgam, BAL, trakeal aspirat, kan, diyaliz
sivilari, steril viicut sivisi, doku, endotrakeal tiip, yara) steril kaplar igerisinde aseptik
kosullarda ulastirilarak hemen isleme alinmis ve hastalara ait bilgiler kaydedilmistir.

Calismaya baz1 klinik 6rnekler (idrar, gaita ve bogaz) dahil edilmemistir.

Cizelge 3.1. Klinik 6rneklerin 6rnek ¢esidine gore dagilimi

Sira | Ornek Say1 Sira Ornek Say1
1 Periferik Kan 1668 17 Sinoviyal siv1 37
2 Yara 1103 18 Vajinal akinti 36
3 Doku 580 19 Endo trakeal tip 36
4 Trakeal aspirat 578 20 Konjuktiva sirintiisu 31
5 BOS 450 21 Safra sivisi 18
6 Balgam 409 22 Uretral akinti 14
7 Periton diyaliz sivisi 396 23 Aspirat 13
8 Apse 357 24 Dis kulak yolu akintist 13
9 Katater 227 25 Amniyon s1vis1 12

10 | Plevra sivist 224 26 Korneal surinti 11
11 | Diren 115 27 Prostat sivist 10
12 | Burun slrantisu 103 28 Torasentez sivisi 8
13 | Gdébek siriintisi 86 29 Perikard stvisi 5
14 | Agiz igi siiriinti 71 30 Asit s1visi 4
15 | Sperm 68 31 Kemik iligi 4
16 | BAL 51 32 Transbronsiyal sivi 4
Toplam 6742

Cizelge 3.2. Klinik 6rneklerin gonderildigi bolimlere gore dagilimi

Sira | Bolum Say1 Sira BolUm Say1
1 Pediyatri 1661 16 Ndroloji 172
2 Genel Cerrahi 690 17 Kardiyoloji 147
3 Plastik Cerrahi 412 18 KVvC 135
4 Hematoloji 335 19 Acil 128
5 Enfeksiyon Hastaliklar1 329 20 Dermatoloji 124
6 Beyin Cerrahi 286 21 GYB 107
7 Gastroentroloji 285 22 Goz 51
8 | Uroloji 270 23 Dahiliye 35
9 Gogiis Hastaliklart 265 24 Algoloji 20
10 | Ortopedi 260 25 Romatoloji 20
11 | Kadin Dogum 229 26 Endokrinoloji 19

12 | KBB 189 27 Psikiyatri 17
13 | Nefroloji 182 28 Onkoloji 16
14 | Reanmiasyon 177 29 YBU 7
15 | Gogiis Cerrahi 174 Toplam 6742
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3.2.4. Klinik Orneklerin Gram Boyama ile Incelenmesi

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na ulastirilan 6rnekler ekim islemi yapildiktan
sonra temiz bir lam iizerine siiriilerek oda 1si1sinda kuruyuncaya kadar bekletilmistir.
Preparatlar alevde tespit edildikten sonra Gram boyama ile boyanarak, mikroskopta

100X objektifinde immersiyon yagi damlatilarak incelenmistir.

3.2.5. Hasta Orneklerinin Kilturunin Yapilmasi

Rutin kiiltiirde klinik 6rneklerin ekimi igin %5 kanli agar, Eosin Methylene Blue
agar, cukulata agar ve SDA besiyerleri kullamlmistir. Ozellikle SDA besiyerleri kiiltiir
icin kullanilmadan 5-7 giin 6nce oda 1sisinda bekletilerek herhangi bir istenmeyen kuf
kontaminasyonu agisindan kontrolii yapilmistir.

Ekim yapilan petriler 37°C’de bir gece (16-18 saat) inkiibasyondan sonra
bakteriyolojik agidan degerlendirildikten sonra kiif liremesinin takip edilmesi ig¢in

25°C’lik etiivde en az 7 giin daha bekletilmistir.

3.2.6. Kultar Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Degerlendirme kriteri olarak ekim yapilan petrilerde lireme varligi ve yaygin
ureme g6z 6niinde bulundurulmustur. Sayet tek petride Ureme varsa, lreme ekim ¢izgisi
disinda ise ve bir-iki koloni goriilmiigse havadan kontaminasyon olarak diisiiniiliip
degerlendirmeye alimmamustir. KUf Gremesi gozlenmeyenler negatif olarak
degerlendirilirken, kuf 0Uremesi gOzlenenler ileri islemler i¢in degerlendirmeye
almmistir. Ureme go6zlenen kif kolonileri gerek makroskobik gerekse mikroskobik
olarak degerlendirilip tireyen kif mantarmin tanis1 klasik olarak konulmaya
calistlmistir. Bu amacla cesitli mikoloji atlaslarindan (34, 64) ve internetten (51)

yararlanilmstir.
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3.2.6.1. Makroskobik Degerlendirme

Koloni iireme hizi: Besiyerinde iireyen kiif mantarlarinin koloni olusturma
hizlar1 kaydedilmistir. Yavas lireyen mantarlarin kiiciik, hizli lireyen mantarlarin ise
blylk koloni olusturduklar1 gozlenmistir.

Koloninin yuzeysel gorinimu: Kif kolonisinin besiyeri ylzeyindeki yapilar1 ve
besiyerinin arka yizeyinde pigment olusumu degerlendirilmistir. Kuf kolonileri
oncelikle c¢iplak gozle, daha sonra stereo mikroskop altinda incelenmistir. Bu
incelemede, koloninin sekli (diizgiin kenarli, girintili ¢ikintili kenarli, daginik,
diigmemsi, kubbemsi), koloninin biiyiikliigii, ylizey goriiniimii (¢iplak, tiiylii, pamuksu,
tozlu, tanecikli, kadifemsi, burusuk), besiyeri tlizerindeki kismin renk o6zellikleri (acik,
koyu, dalgali, hareli), pigment olusturma, pigmet rengi, belirgin bir koku olusturma ve

su damlaciklari olusturup olusturmama gibi makroskobik 6zellikleri degerlendirilmistir.

3.2.6.2. Mikroskobik Degerlendirme

Ureme kontrolii giinliik olarak takip edilmis ve Ureyen kolonilerin
identifikasyonu konvansiyonel yontemlere gore yapilmigtir. Kolonilerin identifikasyonu
icin makroskobik ve mikroskobik morfolojiler degerlendirilerek, gerektiginde
biyokimyasal testler yapilmistir. Mikroskobik morfoloji icin LFPM ile hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobunda incelenerek kiif kolonilerine ait hiflerin dallanip
dallanmadig, sekilleri, kalinliklari, septali veya septasiz oluslari, saydamliklari, rengi,
konidiumlarin biiytiklikleri, sekilleri, renkleri, diziligleri, vezikiil yapilarinin olup
olmadigi ve sporlarinin 6zellikleri incelenerek bazi filamentoz mantarlar cins

duzeyinde, bazilari ise tiir diizeyinde tanimlanmuistir.
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3.2.7.Hasta izolatlarinin Saklanmasi

3.2.7.1.Serum Fizyolojik I¢erisinde Saklama

Klinik orneklerden {iretilmis olan suslar SDA besiyerinde saf kiltir olarak
uretilmistir ve KUf kolonilerinden icerisinde steril serum fizyolojik bulunan 1,5 ml’lik
steril ependorf tiipler icerisine 6ze yardimi ile alinarak -80°C’de saklanmistir. Daha
sonraki caligmalarda saklanmig olan suslar tekrar SDA besiyerine pasajlanarak

uretilmistir.

3.2.7.2. Kum I¢erisinde Saklama

Hastalarin klinik orneklerinden izole edilen suslar ayni zamanda steril kum
icerisinde saklanmustir. Denizden alinmis olan ince kum U¢ defa musluk suyu ile
yikandiktan sonra bir saat distile su igerisinde bekletilmistir. Yikanmis kum suyu
stizuldukten sonra Pastor firminda 100°C’de bir saat bekletilerek kurutulmustur. Temiz
cam flakon siselerin igerisine yarisina gelecek kadar bu kurutulmus kumdan eklenerek
spang ile agizlar1 kapatilmistir. Siseler Pastor firrinda 160°C’de 2 saat bekletilerek
steril edilmistir. Saklanacak olan suslarin kolonilerinden igne 6ze ile alinarak kum
icerisinde yayilmasi saglanmistir. Siselerin  kapaklar1 kapatilarak oda 1sisinda
saklanmigtir. Tekrar canlandirma yapilacaginda steril ekivyonlu c¢ubuklar SDA
besiyerinin bir kenarinda hafifge 1slatildiktan sonra siseden kum tanecikleri ile birlikte
saklanan Ornek alinarak SDA besiyerine pasaj yapilmistir. Besiyeri etiivde 24°C’de
inkibe edilerek suslar canlandirilarak ¢alismalarda tekrar kullanilmistir,

SDA besiyerinde yapilan canlandirma pasajlarinda koloniler 24 saat sonra gozle
gorulir hale gelirken A. flavus ve Fusarium kolonileri 48 saatten daha sonra gozle

goriiliir hale gelmeye baslamistir.
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3.2.8. Molekiiler Yontemle izolatlarin Tiplendirilmesi

3.2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

3.2.8.1.1. DNA izolasyonu (108)

1. Steril 1,5 ml’lik ependorf tup icerisine 100 pl parcalama tamponundan

eklenmistir.

2. Uzerine SDA besiyerinde 72 saatte iiretilmis saf kiiltiir halindeki kiif
kolonisinden steril distile su igerisinde sogutularak islatilmis igne uglu 6ze ile

cok az miktarda alinmustir.
3. Tuplere 100 mg/ml’lik proteinaz K’dan 10 pl ilave edilerek vortekslenmistir.

4. Tupler 65°C’ye 1sitilmis kuru 1s1 bloklarina konularak yarim saatte bir

vortekslenerek 2 saat inkibe edilmistir.

5. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 95°C’de 10 dakika inkiibe edilerek proteinaz K

denature edilmistir.
6. Tupler 10.000 rpm’de 1 dakika santriftlj edilmistir.

7. Dip kisimdaki ¢okeltiye dokunmadan siipernatanttan 100 pl alinarak yeni bir

ependorf tiipe aktarilmistir.

8. Uzerine 150 pl fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1) karisimindan

eklenerek vortekslenmistir.
9. Tupler 14.000 rpm’de 5 dakika santrifilj edilmistir.

10. Siipernatant ¢okeltiye dokunmadan yeni bir tiipe alinarak Uzerine 200 pl

kloroform-izoamilalkol (24:1) karisimindan ilave edilip vortekslenmistir.
11. Tupler 14.000 rpm’de 3 dakika santrif(j edilmistir.

12. Siipernatant yeni bir tiipe alinarak iizerine 2,5 kat1 kadar %100 etil alkol

eklenmistir.

13. Sonra 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
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14. Siipernatant atilarak c¢okeltinin tizerine 200 pl %70’lik etil alkolden

eklenmistir.
15. Tupler 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

16. Stpernatant dokulerek pellet havada kurutulmustur ve Gzerine 30 pl Tris-
EDTA (TE) soliisyonundan eklenerek -20°C’de saklanmustir.

3.2.8.1.2. DNA izolasyonu i¢in Yapilan Diger Denemeler

3.2.8.1.2.1. Dondurma-Kaynatma Yodntemi (109)

Daha once bakterilerin DNA izolasyonunda kullanilan dondurma-kaynatma
yontemi kifler icin de uygulanmistir. SDA besiyerinde saf olarak {iretilmis olan 7
giinliik kiif kolonisinden ¢ok az bir miktar alinarak igerisinde 1 ml serum fizyolojik
bulunan steril ependof tiipe konulmustur. Tpler -80°C’de en az bir saat bekletilmistir.
Tuplerin igerisindeki sivi ¢oziilmeden kaynayan su igerisinde 15 dakika bekletilmistir.
Ornekler 13.000 rpm’de 10 dakika santrifij edildikten sonra sipernatant

amplifikasyonda kullanilmustir.

3.2.8.1.2.2. Sivi Nitrojen Yontemi (110)

Bir ¢ok makalede kullanildigi gibi DNA izolasyonu igin sivi nitrojen yontemi
uygulanmustir. Steril bir ependorf tiip igerisine kuru olarak alinan kiif kolonileri zaman
kaybetmeden igerisinde sivi nitrojen bulunan kap icerisinde iki-ii¢ dakika bekletilmistir.
Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) karisimi ile DNA izolasyon yontemine devam
edilmistir. Sonrasinda %100 izopropanol ve %70 etil alkol ile DNA presipitasyonu
yapilarak 6rnekler amplifikasyonda kullanilmistir.
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3.2.8.1.2.3. Mirhendi’nin Yontemi (111)

Bir ¢ok kiif 6rneginden DNA izolasyonu yapmis olan Mirhendi’nin uygulamis
oldugu yontem denenmistir. Hazirlanan lizis soliisyonuna proteinaz K (100 mg/mL)
eklenerek inkiibasyona birakilmistir. Yukardaki yontemde uygulandigi gibi fenol-
kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ve alkol presipitasyonu yapilmistir. Orneklere PZR

uygulanarak degerlendirilmistir.

3.2.8.1.2.4. Fuji Film Hazir Kit Yontemi

Mayalar i¢in genomik DNA izolasyonunda kullanilan yar1 otomatize ticari Fuji
Film kiti deneme amach kullanilmustir. Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda kit

protokolii uygulanarak DNA izolasyonu yapilmaya calisilmustir.

3.2.8.1.2.5. MagNa Pure Yontemi ( 112)

Loeffler ve ark.(112) kullanmis olduklari, maya ve filamentoz kifler icin tam
otomatize MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit ile DNA izolasyonu
yapilmaya calisilmistir. Sivi ve kat1 besiyerlerinde tiretilmis kiif kolonilerinden alinarak

DNA izolasyonu dretici firma onerileri dogrultusunda yapilmistir.

3.2.8.1.2.6. Qiagen Hazir Kit Yontemi (113)

Calismada Aspergillus’larin DNA izolasyonunda sorunlar yasandigi igin Qiagen
firmasina ait Qiamp DNA Mini kit DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Daha 6nceki
ticari kitlerde uygulandigi gibi DNA izolasyonu protokoliine gore yapilmaya

calisilmastir.
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3.2.8.1.2.7. Modifiye Yontem

Farkli makalelerden yola ¢ikilarak ortak bir protokol ¢ikartilmistir. Bu protokole
gore oncelikle bir lizis tamponu hazirlanmistir. Bu tampona kif kolonisinden bir miktar
almip proteinaz K (100 mg/mL) ilave edilerek 56°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Ardindan  fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ve alkol presipitasyonu

uygulanmistir. DNA 6rnekleri amplifiye edilerek jelde yiirtitiilmistiir.

3.2.8.1.2.8. Bes Kez Dondurma- Kaynatma Yontemi

Ik denenen kaynatma-dondurma yo6nteminin bir modifikasyonu olarak
yapilmistir. DNA izolasyonu igin igerisinde 1 ml serum fizyolojik bulunan tiplere
alinan 6rnekler derin dondurucuda -80°C’de en az 1 saat bekletilmistir. TUpler kaynar su
icerisinde 15 dakika bekletilerek tekrar -80°C’ye konulmustur. Bu islem 5 kez
tekrarlanmistir. Sonra fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ve alkol presipitasyon

protokolii uygulanarak PZR iglemi yapilmustir.

3.2.8.1.2.9. Homojenizatdr Kullanarak Yapilan Yontem

Serum fizyolojik igerisine alinan kiif 6rnekleri homojenizator cihazi (Heidolph
Tip F/F Ingiltere) ile 15 dakika isleme tabi tutulmustur. Islem sonrasi klasik fenol-
kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ve alkol presipitasyon protokolii uygulanmustir.

3.2.8.1.3. PZR Reaksiyon Karisim

Hazirlanan PZR reaksiyon karisimi (Cizelge 3.3) vortekslendikten sonra, her bir
ornek icin numaralandirilmis steril 0,2uL’lik PZR dplerine 22 pl dagitilip, klinik

orneklerden ekstrakte edilen DNA 6rneginden 3 pl eklenip flash spin yapilarak termal
dongii cihazina (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler) yerlestirilmistir.
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Cizelge 3.3. PZR reaksiyon karigimi

Son konsantrasyon Son hacim

Distile su 1X 16,4 ul
10X PZR tamponu 1X 2,5l
MgCl, (25 mM) 2mM 2 ul

dNTP miks (10 mM) 30 uM 0,3 ul
ITS-1 primeri (100 pM) 1,2 uM 0,3ul
ITS-4 primeri (100 pM) 1,2 uM 0,3 ul
Tag DNA polimeraz (5 U/ul) 0,04 U/l 0,2 ul
DNA 3ul

Toplam Hacim 25 ul

3.2.8.1.4. Amplifikasyon Sartlari

Calismada DNA’lar1 ¢ogaltmak icin kullanilan

cizelge 3.4’te verilmistir

Cizelge 3.4. PZR amplifikasyon sartlart

PZR amplifikasyon sartlari

Reaksiyon asamasi Sicaklik (°C) Sire Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 94 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 20 saniye

Primer baglanmasi (Annealing) 58 45 saniye 40
Zincir uzama (Elongasyon) 72 90 saniye

Son uzama (Post elongasyon) 72 7 dakika 1
Muhafaza 4 )

3.2.8.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonrasi olusan lriinlerin, hazirlanan jelde yiiriitiilmesi ile DNA’larin bant

biiytikliikleri, belli DNA fragmentleri ihtiva eden DNA size marker ile kiyaslanarak
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saptanmustir. Elektroforez yiritme tamponu olarak 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)
kullanilmustir.

PZR Urdnlerinden 7,5’er ul alinarak 2,5 pl 1X TBE ile hazirlanmis yikleme
tamponu (%20 stikroz veya gliserol, %0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirtlmigtir
ve elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklenmistir. Tankin
kapaginda bulunan elektrotlar yerlestirilerek gii¢ kaynagina baglanmistir. Gii¢ kaynagi
120 Volt ve 40 mA olacak sekilde ayarlanarak ¢alistirilmistir. Yikleme tamponunun jel
tizerinde yiiriimesi takip edilerek yaklasik 45-60 dakika jelin 3/4’liik kismin yiiriimesi

beklenerek elektroforez islemi sonlandirilmustir.

3.2.8.1.6. Elektroforez Sonuc¢larinin Gézlenmesi

Jel tanktan ¢ikararak 312 nm dalga boyunda 151k veren UV-transliminatérinde
incelenmistir ve elektroforez islemi sonunda elde edilen bantlar jel goruntileme
sisteminde (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) gozlemlenerek kaydedilmistir.

Ayrica jel goriintiistiniin ¢iktis1 alinmistir (Sony printer).

3.2.8.2. DNA Dizi Analizi

Klinik suslarin DNA dizi analizleri PZR islemi yapildiktan sonra PZR Urunleri
ve primerleri kullanilarak Orta Dogu Teknik Universitesi yerleskesi igerisinde bulunan
Teknokent bolgesindeki 6zel bir laboratuvarda (RefGen) yaptirilmustir.

Kullanilan cihaz: ABI 3100 Genetic Analyzer

Kullanilan kit: BigDye Cycle sequencing kit V.3.1

Kullanilan Sekans temizleme yontemi: NaOAC-EDTA-EtOH purifikasyon
Kullanilan PZR temizleme kiti: Nucleospin Extract Kit, Macherey-Nagel

Dizi analizi verileri National Center for Biotechnology Information (Bethesda,
Md., ABD) BLAST sistemi (available at http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

kullanilarak degerlendirilmistir.
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3.2.9. izolatlarin Antifungal Duyarhhk Testleri

3.2.9.1. Disk Difuizyon ve E-Test Yontemi

Her iki antifungal duyarlilik testi ayn1 zamanda gergeklestirilmistir. Her bir test
icin ayr1 birer GM-MHA besiyeri kullanilmistir.

[zolatlar PDA’da 35°C’de 7 giin boyunca inkiibe edilerek yeterince sporulasyon
olusturmalari saglanmustir. izolatlarin spor siispansiyonlari igerisinde 10 ml %0,85lik
steril serum fizyolojik bulunan steril tuplerde hazirlanmistir ve kif kolonisinden steril
ekivyonlu ¢ubukla alinarak tiip igerisinde siispanse edilmistir. Homojen bir stispansiyon
elde etmek icin 30 saniye iyice vortekslenip 530 nm transmiktans %68-82’e uygun
olarak 1x10° spor/ml olacak sekilde ayarlanmistir.

Stipansiyondan antifungal ¢alismak i¢in hazirlanmis GM-MHA besiyerlerinin
yuzeyine 5 ml steril otomatik pipetle eklenmistir. Oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten
sonra besiyeri yiizeyindeki fazla inokiilasyon sivisi hafif egik pozisyonda steril pipet
yardimiyla toplanarak atilmistir. Besiyeri ylizeyinin kurumast i¢in 15 dakika
beklendikten sonra E-test stripleri veya antifungal diskler agar yuzeylerine uygun olarak
yerlestirildi ve 35°C’de inkiibasyona birakilmistir. Sonuclar 24 ve 48 saat sonra
degerlendirilerek E-test MIK degerleri strip iizerinde isaretlenmis skalaya gore
tiremenin oldugu en son nokta okunarak sinir degeri belirlenmistir. Disk diflizyon
testinde ise disk zon caplar1 dl¢llmiistiir. Uremenin goriilmedigi elips zon igerisinde

goriilen mikrokoloniler gozardi edilmistir.
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Cizelge 3.5. Caligmada izlenen akis semast

Calismada Izlenen Akis Semasi

Klinik 6rneklerin laboratuvara gelmesi
Hasta bilgilerinin kaydedilmesi

Orneklerin SDA ve diger besiyerlerine ekilmesi

37°C’de besiyerlerinin 16-18 saat inkiibasyonu

J

Kltdrlerin bakteriyolojik olarak degerlendirilmesi

Besiyerlerinin kiif yoniinden degerlendirilmesi
icin 24°C de 7 giin inkiibasyonu

J

Kiif tiremesi olmayanlarin negatif
olarak sonuclandirilmasi

Kf Uremesi gozlenenlerin klasik yontemlerle
cins veya tir dizeyinde tiplendirilmesi

J

Suslarin -80°C de saklanmasi

PZR sonras1 DNA dizi analizi ile suslarin tiir
diizeyinde tanimlanmasi

<:II

Suglarin antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi

P
<<=



4. BULGULAR

4.1.Klinik Orneklerden Kiiflerin Izolasyonu

Calismaya 01.04.2008 ile 01.01.2010 tarihleri arasinda Mersin Universitesi T1p
Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yatmakta olan hastalardan Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvaria gonderilen toplam 6742 klinik 6rnek dahil
edilmistir. Orneklerin ¢esidine ve gonderildigi boliime gore dagilimi Cizelge 3.1 ve
Cizelge 3.2°de verilmistir.

Toplam 32 hastanin ardigik Klinik 6rneklerinden 71 filament6z mantar izole
edilmistir. Hastalardan izole edilen filament6z mantarlarin klasik yontemlerle
tiplendirilmesi sonucunda alti A. niger (%18.75), alt1 A. flavus (%18.7), bes A.
fumigatus (%15,62), dort A. terreus (%12.50), bes Fusarium spp. (%15.62), iki
Bipolaris spp. (%6,25) ve birer Aureobasidium spp. (%3,12), Acremonium spp.
(%3,12), Mucor spp. (%3,12), Scedosporium spp. (%3,12) identifiye edilmistir.

4.2 Kiif Mantan Izole Edilen Hastalar (Cizelge 4.1 ve 4.2)

Hasta 1: Pediatrik Nefroloji Klinigi’nin infantil nefropatik sistinozis,
hipotiroidizm, Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY) tanisi ile takip ettigi ve siirekli
ayaktan periton diyaliz (SAPD) uygulayan 13 yasindaki erkek hastadan hastanede
yattig1 siire i¢inde alinan 13 periton diyaliz sivis1 kiiltiiriinde Fusarium cinsi filament6z
mantar tiremistir. Amfoterisin B ve oral flukonazol tedavisi uygulanan hastanin sonraki
kiiltiirlerinde iireme saptanmamistir. Hastanin periyodik kontrollerindeki kiiltiirlerinde

de tireme olmamistir. Hasta iyileserek taburcu edilmistir
Hasta 2: On giin 6nce goziine toprak kagmasi hikayesiyle hastanemize basvuran

DM ve Diyabetik Retinopatisi olan 53 yasindaki kadin hastanin ardisik iki konjuktiva

stirintiisi 6rneginde Fusarium cinsi filament6z mantar tiremistir. Hasta amfoterisin B
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ile tedavi edilmistir. Hastanin sonraki kiiltiirlerinde iireme saptanmamistir. Hasta

taburcu edilmistir

Hasta 3: Kalp-Damar Cerrahisi Klinigi’nde damar greft ameliyati gegiren 67
yasindaki erkek hastanin sol ayaginda meydana gelen iilsere lezyon 6rneklerinde mantar
hifleri goriilmiis ve yara bolgesinden alinan {i¢ ardisik klinik 6rneginde Fusarium spp.
tremistir. Kontakt dermatit tanist konulan hastaya sistemik terbinafin tedavisi

uygulanmistir. Hastadan tedaviden sonra alinan kiiltiir 6rneginde lireme olmamustir.

Hasta 4: Plastik Cerrahi Klinigi’nde yatan, 15 yildir DM ve KBY bulunan 55
yasindaki kadin hastanin sol ayak yara bolgesinden alinan doku 6rneginde Fusarium

spp. liremistir. Hastanin tekrar kiiltiirleri génderilmemistir.

Hasta 5: Anamur Devlet Hastanesi’nden sag gdziine yabanci cisim batmasi ile
hastanemize sevk edilen 65 yasindaki kadin hastanin sag géz nazalindaki kiigiik apseden
gonderilen ornekte Scedosporium cinsi filamentéz kiif mantar1 liremistir. Antifungal
tedavi uygulanmayan ve ayaktan takip edilen hastanin kontrol 6rnekleri istendigi halde

tekrar gonderilmemistir.

Hasta 6: Nefroloji  Klinigin’de KBY  nedeniyle takip edilen
Membranoproliferatif Glomerulonefrit (MPGN) tanist almis 22 yasindaki erkek
hastanin solunum yetmezligi ve hemoptizisi olmasi iizerine balgam kiiltiirii istenmis ve
yapilan kiltiir sonucunda Bipolaris cinsi filament6z mantar tremistir. Hastadan
gonderilen ikinci balgam kiiltiirinde {ireme olmamistir. Antifungal tedavi

uygulanmayan hasta 14 giin sonra eksitus olmustur.

Hasta 7: Ug yildir Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) tedavisi géren
57 yasindaki kadin hasta hastanemiz GOglis Hastaliklart Klinigi’ne sevk edilerek
yatirtlmistir. Noninvaziv mekanik ventilasyon uygulanan hastadan gonderilen tek
balgam 6rneginde A.niger tiirii filament6z mantar {iremistir. Hastaya antifungal tedavi

uygulanmamis ve kontrol kiiltiirleri génderilmemistir.
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Hasta 8: Cocuk Cerrahisi Klinigi’ne boynunda kitle ile bagvuran 11 aylik erkek
bebege meningomyelosel tanist konulmustur. Hastanede yattii siire i¢inde kitlenin
perfore olmasi iizerine acilen ameliyata alinan hastanin ameliyat sirasinda alinan BOS
orneginin kiiltiriinde A. fumigatus tir filamentéz mantar izole edilmistir. Hastaya 14
giin siireyle vorikonazol tedavisi uygulanmistir. Kontrol kiiltiiriinde {ireme olmayan

hasta taburcu olmustur.

Hasta 9: KBY nedeniyle takip edilen sekiz yasindaki kiz hastaya Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde bobrek nakli yapilmistir. Hastada aym
zamanda dilate kardiyomyopati ve anemi tanilar1 da konulmustur. Cocuk Hastaliklar1
Klinigi’nde yatan hastadan ardisik iki giin arayla gonderilen dort periton diyaliz sivisi

kaltarindn ikisinde A. flavus tiremistir. Hastaya antifungal tedavi uygulanmamustir.

Hasta 10: Cocuk Nefroloji Servisi’nde yatan 16 yasindaki erkek hastaya Alport
sendromuna bagli KBY tanis1 konulmustur. Bu hastadan gonderilen ardisik 15 periton
diyaliz s1vis1 6rneklerinden birinde Bipolaris cinsi filamentdz mantar tiremistir. Hastaya

15 giin amfoterisin B uygulanmigtir. Hasta alt1 ay sonra eksitus olmustur.

Hasta 11: Gogiis Hastaliklar1 Servisi’nde kronik astim tanisiyla yatan 48
yasindaki kadin hastadan gonderilen balgam Orneginin mikrobiyolojik acidan
degerlendirilmesi sonucu kiiltiiriinde A. terreus tiremistir. Tek balgam 6rnegi gonderilen

hastaya antifungal tedavi de uygulanmamastir.

Hasta 12: DM’a bagli KBY tanisi ile Nefroloji Servisi tarafindan takip edilen 59
yasindaki kadin hastanin gonderilen periton diyaliz sivisina yapilan kiiltiir sonucunda
Acremonium cinsi filament6z mantar iiremistir. Tedavisi tamamlanmadan kendi istegi
ile Mersin Devlet Hastanesi’ne nakledilen hastanin kiiltiiriinii dogrulamak amaciyla bu
merkezden farkli zamanlarda alinan 5 periton diyaliz sivist 6rneginde de ayni cins
filament6z mantar {irerken, alinan bir kan kiiltiirii 6rneginde iireme olmamistir. Hasta
tekrar filamentdz mantar tedavisi i¢in hastanemize yatirilmigtir. Hastaya 28 giin siireyle
Amfoterisin B ve oral flukonazol tedavisi verilmistir ve hastanin kontrol kiiltiirlerinde

tireme olmamistir. Hasta taburcu edilmistir.
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Hasta 13: Aplastik anemi tanisi ile Hematoloji Servisi’nde yatan 67 yasindaki
romatoid artritli kadin hastamin  radyolojik tetkikleri sonucunda IPA’dan
stiphelenilmistir. Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na iki giin arayla gonderilen balgam
kiltiriinde A. fumigatus Gremistir. Hastaya 25 giin antifungal tedavi olarak vorikonazol

uygulanan hasta bir ay sonra eksitus olmustur.

Hasta 14: Serebrovaskiler hastaligi bulunan 77 yasindaki erkek hastaya
Nefroloji  bolimince Akut Bobrek Yetmezligi (ABY) tanist  konulmustur.
Ozgegmisinde daha once gecirilmis TBC oykiisii bulunan. hastanin toraks
tomografisinde sol ve sag akciger ist loblarinda kaviter lezyonlar gozlenmistir.
Solunum yetmezligi gdzlenen hastada, IPA siiphesi iizerine birer giin arayla gonderilen
dort balgam kultirlerinde A. fumigatus tiremistir. Vorikonazol tedavisine alinan hasta

15 giin sonra eksitus olmustur.

Hasta 15: Gogiis Hastaliklar1 Klinigi’i tarafindan brongektazi tanisi ile takip
edilen ve gecirilmis TBC Oykiisii bulunan 53 yasindaki erkek hastada nefes darligi ve
hemoptizisi sikayetleri gelismistir. Hastadan bes farkli zamanda gonderilen balgam
kalturinde A. fumigatus tremistir. Bu tremeler Gogiis Hastaliklart tarafindan

kolonizasyon olarak degerlendirilmis, hastaya antifungal tedavi uygulanmamastir.

Hasta 16: Rektum kanseri tanisi ile Onkoloji ve Nefroloji Klinikleri’nin ortak
takip ettigi ve kemoterapi alan 60 yasindaki erkek hastanin yatisinda gonderilen ilk kan
kiltirinde Fusarium cinsi filamentéz mantar tretilmistir Bunun {zerine farkli
zamanlarda gonderilen yedi kan kiiltlirii 6rneginde lireme olmamigtir. Ayrica hastanin
yattig1 odanin hava orneklerinde Fusarium cinsi kiif mantar1 arastirilmistir. Antifungal

tedavi uygulanmayan hasta taburcu olmustur.

Hasta 17: Akciger kanseri olan 52 yasindaki erkek hastanin Patoloji
Laboratuvarina gonderilen bronkoalveoler lavaj (BAL) 6rneginde Asperegilloma hifleri
goriilmesi tizerine, Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigi tarafindan gonderilen balgam

ornegine yapilan kiiltiir sonucunda A. flavus tiremistir. Enfeksiyon Hastaliklar1 bolimii
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tarafindan yapilan degerlendirme sonucu hastaya IPA tanis1 konulmustur. Vorikonazol

tedavisi baslanan hasta 14 giin sonra eksitus olmustur.

Hasta 18: Kulak tikanikligina bagl isitme kayb1 olan 52 yasindaki kadin hasta
KBB Klinigi’nce degerlendirilmistir. Hastadan bir giin arayla gonderilen dis kulak yolu
sirintd  kaltdrlerinde A. niger tremistir. Hastaya lokal tedavi olarak asit borik

uygulanmistir.

Hasta 19: Bir yi1l 6nce Konya’da sol goz tlizerinde beyinde apse nedeniyle opere
edilmis olan 25 yasindaki kadin hasta burnunun sol tarafinda bulunan kitleye bagl
burun tikaniklig1 nedeniyle KBB Klinigi’ne basvurmustur. Hastanede 39 giin siireyle
yatan hastadan yatiginin ikinci, besinci, sekizinci, onyedinci ve yirmiyedinci gilinlerinde
alinan bes burun siiriintii kiiltiiriinde A. terreus tremistir. Herhangi bir antifungal tedavi

uygulanmayan hasta taburcu olmustur.

Hasta 20: Altmis dokuz yasindaki kadin hasta Gogiis Cerrahisi Klinigi
tarafindan akcigerinde kitle nedeni ile degerlendirmeye alinmigtir. Hastanin patoloji
sonucu fungusla uyumlu olarak rapor edilmistir. Hastadan gonderilen iki farkli balgam
killtiiriinde A. niger iiremistir. Toraks tomografisi de uyumlu bulununca hastaya IPA
tanist konularak amfoterisin B ile antifungal tedaviye alinmistir. Ancak alerji gelismesi

tizerine iki ay boyunca vorikonazol tedavisi uygulanmistir. Hasta taburcu olmustur.

Hasta 21: Akut Lenfoid Losemi (ALL) ve DM tanilari ile Hematoloji Klinigi
tarafindan takip edilen 40 yasindaki erkek hastanin 6zge¢misinde gecirilmis Bypass
ameliyati da bulunmaktaymis. Cekilen toraks bilgisayarli tomografi sonucunda
aspergilloz ile uyumlu bélgeler oldugu rapor edilmistir. iki giin arayla gonderilen iKi
balgam kiltirinde A. flavus {iremistir. IPA tanis1 konularak vorikonazol tedavisi

uygulanan hasta taburcu olmustur.
Hasta 22: Sol elini kiyma makinesine kaptiran 50 yasindaki kadin hasta Plastik

Cerrahi Klinigi tarafindan opere edilmistir. Bir siire sonra sol el parmak ucundaki yara

yerinde apse olugsmustur. Bir giin arayla gonderilen iki apse kiiltiiriinde A. terreus tarQ
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filament6z mantar iremistir. Hastaya antifungal tedavi uygulanmayan hasta taburcu

olmustur.

Hasta 23: Cocuk Hastaliklar1 Klinigi tarafindan aplastik anemi tanis1 konulan
yedi aylik erkek bebekte solunum sikintis1 gelismistir. Yapilan klinik degerlendirmede
Mucor infeksiyonu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yogun bakima yatirilan hastanin
damaginda bulunan apse Orneginden Mucor spp. izole edilmistir. Vorikonazol ve
amfoterisin B antifungal tedavisi uygulanan hasta yatisinin 34. gininde eksitus

olmustur.

Hasta 24: Yaklasik yedi yildir DM tanisi ile Endokrinoloji Klinigi tarafindan
takip edilen 48 yasindaki erkek hastadan gonderilen iki balgam Orneginin birinde A.

flavus tiremistir. Antifungal tedavi uygulanmayan hasta taburcu edilmistir.

Hasta 25: Gogiis Hastaliklart Klinigi tarafindan takip edilen bronsektazili 54
yasindaki erkek hasta hemoptizi sikayetiyle yatirilmistir. Hastadan gonderilen tek
balgam 6rneginde A. flavus tiremistir. Hastaya antifungal tedavi uygulanmamistir. Hasta

taburcu edilmistir.

Hasta 26: Daha once baska bir merkez tarafindan penil protez takilan 39
yasindaki erkek hastada protezin takildigi bolgede olusan yara nedeniyle Uroloji
servisine yatirilmistir. Bu boélgeden alinan oOrnegin kiiltiiriinde Auerobasidium spp.

tremistir. Antifungal tedavi uygulanmayan hasta taburcu edilmistir.

Hasta 27: Hematoloji Klinigi tarafindan takip edilen Akut Myeloid Lésemili
(AML) ve KOAH’l1 57 yasindaki erkek hasta IPA tanis ile yatirilmus, hastanin iki farkl
zamanda gonderilen balgam 6rneklerinden A. flavus izole edilmistir. Amfoterisin B

tedavisi uygulanan hasta tedavinin altinci giinlinde eksitus olmustur.
Hasta 28: Sol kulaginda akinti sikayetiyle KBB Klinigi’ne basvuran 69

yasindaki kadin hastadan alinan dis kulak yolu akinti kiiltiirinde A. niger tremistir.

Hastaya lokal tedavi olarak asit borik uygulanmustir.
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Hasta 29: Sol kulak otomikozu nedeniyle 49 yasindaki erkek hastadan
gonderilen dis kulak yolu akint1 6rneginde Gram boyama ile mantar hifleri goriilmiis ve

A. niger tiremistir. Hastaya lokal tedavi olarak asit borik uygulanmistir.

Hasta 30: Gogilis Hastaliklar1 Klinigi tarafindan 10 yildir KOAH nedeniyle takip
edilen 76 yasindaki erkek hasta nefes darlig1 sikayetiyle servise yatirilmistir. Hastadan
iki farkli zamanda alinan balgam 6rnegi kiiltiirinde A. fumigatus tiretilmistir. Antifungal

tedavi uygulanmayan hasta taburcu edilmistir

Hasta 31: Alt1 yildir serebrovaskiiler hastaligi bulunan 71 yasindaki erkek
hastaya Nefroloji Klinigi’nce ABY 0n tanist konularak hastaneye yatirilmistir. Hastanin
sag ayak bagparmaginda nekrotik yara gelismistir. Yara yerinden alinan 6rnekte A. niger

tremistir. Antifungal tedavi uygulanmayan hasta taburcu edilmistir.

Hasta 32: Sol el ikinci parmaginda kesik bulunan 26 yasindaki erkek hasta Plastik
Cerrahi Klinigi tarafindan hastaneye yatirilmistir. Kesi yerinden alinan Ornegin
kalturinde A. terreus tremistir. Antifungal tedavi uygulanmayan hasta taburcu

edilmistir.
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Bipolaris spp

Sekil 4.1. DNA dizi analiz sonuglarina gore suslarinin dagilim

4.3 Kiiltirde Uretilen Suslardan Elde Edilen DNA’larin Ol¢iim Sonuclari

Saklanan suslar SDA/PDAda iiretildikten sonra elde edilen PZR 6ncesi ve PZR

sonrast DNA’lar Nanodrop ND 1000 UV-Vis Spektrofotometre (NanoDrop

Technologies, Houston, TX, ABD) cihaz1 ile saflik ve miktarlarinin belirlenmesi
amactyla dl¢iilmiistiir. Bu islemler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Molekiiler Mikoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. NanoDrop
ND-1000 DNA, RNA, protein ve boyanin absorbanisini 6l¢gmek ig¢in fulspektrum bir
spektrofotometredir. Cihaz 220-750 nm araligindaki bir spektrumu otomatik olarak
Olgebilmektedir. Kapiller veya kiivet olmadan 1,5 pl hacimdeki 6rnegi dlgebilmektedir.
DNA konsantrasyonu ve optik dansite (OD) oran1 260/280 nm’de DNA’nin safligini

degerlendirerek ayn1 zamanda hesaplayabilmektedir.
Olgiim isleminde PZR sonrast DNA miktarlarmin yiikseldigi goriilmiistiir. Bu

ornekler DNA dizi analizinde kullanilmistir.
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Sekil 4.2. PZR 6ncesi ve sonrasi bir susa ait DNA konsantrasyonu 6l¢lim rapor 6rnegi
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Cizelge 4.3. Suslarin PZR 6ncesi ve sonrasi DNA konsantrasyonu 6l¢iim sonuglari (ng/ul)

Hasta Ureyen PZR 6ncesi DNA PZR sonrasi DNA
mikroorganizma olcim sonucu (ng/pl) | 6lgiim sonucu (ng/pl)
1 Fusarium oxysporum 67,6 332,4
2 Fusarium solani 70,3 359,0
3 Fusarium spp. 51,1 3714
4 Fusarium spp. 454 319,8
5 Scedosporium spp. 86,7 281,5
6 Bipolaris spp. 65,8 164,6
7 Aspergillus niger 8,7 370,8
8 Aspergillus fumigatus 10,9 170,8
9 Aspergillus flavus 119,3 1732
10 Bipolaris spp. 61,1 319,6
11 Aspergillus terreus 41,3 302,1
12 Lecythophora spp. 177,9 218,2
13 Aspergillus fumigatus 25,6 304,0
14 Aspergillus fumigatus 27,5 322,4
15 Aspergillus fumigatus 11,6 326,1
16 Fusarium spp. 47,7 172,0
17 Aspergillus flavus 26,9 339,8
18 Aspergillus niger 28,6 316,9
19 Aspergillus terreus 29,4 331,0
20 Aspergillus niger 18,8 353,9
21 Aspergillus flavus 8,9 326,3
22 Aspergillus terreus 57,1 356,6
23 Rhizopus spp. 186,8 301,2
24 Aspergillus flavus 34,4 214,2
25 Aspergillus flavus 25,1 203,0
26 Aureobasidium spp. 25,7 245,6
27 Aspergillus flavus 43,3 339,0
28 Aspergillus niger 24,3 309,4
29 Aspergillus niger 16,7 150,8
30 Aspergillus fumigatus 66,0 233,8
31 Aspergillus niger 20,2 334,7
32 Aspergillus terreus 57,1 203,4
RSHMB 04005 | Aspergillus fumigatus 28,3 309,5
RSHMB 04017 | Aspergillus niger 22,7 300,8
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4.4. PZR Sonuclari

Mantarlar igin ITS-1 ve ITS-4 {niversal primerleri kullanilarak yapilan PZR
sonrasi agaroz jelde yapilan elektroforez goriintiileri sekil 4.3’te verilmistir. Orneklere
ait jel goriintiisiinde yaklasik 500-550 baz ¢ift (bg)’lik bolgede bant goriilmesi pozitif
olarak degerlendirilmistir. Bant gozlenmeyen orneklerden tekrar DNA ekstraksiyonu

yapilarak PZR yapilmistir.

9 10 11 12 13 14 15 M

9 10 11 12 13 14 16 M

- G|

Sekil 4.3. Suslarin PZR sonras1 agaroz jel elektroforez gorintiisii, Ust sira kolon 1, 2, 3, 6,7, 8,9, 11, 12,
13 PZR pozitif 6rnekler, kolon 4, 5, 10, 14 PZR negatif drnekler, Alt sira kolon 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 12
PZR pozitif 6rnekler, kolon 5, 7, 9, 10, 13, 14 PZR negatif érnekler, Ust-Alt kolon 15 Negatif kontrol
Ust-Alt sira kolon 16 (M); molekiiler agirlik standart1 (®X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, Fermentas),
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4.5.DNA izolasyonu icin Yapilan Diger Denemelerin Sonuclar

Dondurma-kaynatma yontemi ile yapilan DNA izolasyonu sonrasinda
amplifikasyon ve agaroz jel elektroforezi sonucuna gore degerlendirilmistir. Fusarium
cinsi kiif mantar1 izole edilen 6rneklerde beklenen bant gozlenirken diger cinslerde bant

g6zlenmemistir. Deneyin tekrarinda da sonug degismemistir.

Sekil 4.4. Dondurma-kaynatma yontemi ile agaroz jel elektroforez gorintiisi (1-A. niger, 2-A.flavus,
3-A.fumigatus, 4-Rhizopus, 5-A.terreus, 6-Fusarium, 7- Fusarium, 8-Negatif kontrol, Marker)

Sivi nitrojen yonteminde agaroz jel elektroforezi sonucuna gore Fusarium,
Rhizopus ve Scedosporium cinsi kif mantarlarinin bulundugu o6rneklerde bant
gozlenirken ozellikle Aspergillus cinsi kiif mantarlarinin hi¢ bir 6rneginde bant

g6zlenmemistir. Deney tekrarinda sonug degismemistir.
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Sekil 4.5. Siv1 nitrojen yontemi ile agaroz jel elektroforez gérintiisi (Marker, 1-A. niger, 2-Fusarium,
3-A.fumigatus, 4-Rhizopus, 5-A.terreus, 5- A flavus, 7-Scedosporium, 8-Negatif kontrol)

Mirhendi’nin uygulamis oldugu yonteme goOre Aspergillus’lardan sonug

alinmazken Fusarium 6rneginde pozitiflik saptanmuistir.

Sekil 4.6. Mirhendi’nin yontemi ile agaroz jel elektroforez goriintiisu (Marker, 1-A. niger, 2-Fusarium,
3-A.fumigatus, 4- A. niger, 5-A.terreus, 6- A.flavus, 7-Negatif kontrol)
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Fuji Film Hazir kitle DNA ekstraksiyon yapilip PZR sonrasi degerlendirmede
yine Aspergillus cinsi kiiflerde bant gézlenmezken Scedosporium cinsi kiif mantarinda

bant gozlenmistir.

-——
. ———
—
—
Wl
e
-— -
—

Sekil 4.7. Fuji Film DNA izolasyon kitle ile agaroz jel elektroforez gériintusi (1-A. niger, 2-
Scedosporium3-A.fumigatus, 4- A. niger, 5-A.terreus, 6- A.flavus, 7-Negatif kontrol, Marker)

MagNa Pure yontemiyle yapilan DNA izolasyon sonrasi PZR islemi yapilarak
agaroz jel elektroforezi uygulandi. Sonuglar degerlendirildiginde Orneklerde non-

spesifik bir¢ok bandin ¢ikt:igi goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. MagNa Pure yontemi ile agaroz jel elektroforez goriintust (Marker, 1-Rhizopus,
2- Aureobasidium,,3-A.fumigatus, 4- A. niger, 5-A.terreus, 6- A.flavus,
7-Scedosporium 8-Negatif kontrol, 9-Fusarium)

Qiagen Mini hazir kit ekstraksiyonu ile yapilan PZR sonuclar1 gézlendiginde
Aspergillus cinsi kiif mantarlarindan alinan 6rneklerde bir A. fumigatus ve bir de A.
flavus susunun PZR sonucunda pozitif bant goriilirken diger Aspergillus tirlerinde
pozitiflik gdézlenmemistir. Diger biitlin suslarin bu hazir kit ile DNA izolasyonlari
yapilmistir. Ancak yapilan sonraki Qiagen denemelerinde pozitif bant gézlenmezken
dort ornekte nonspesifik bantlar gozlenmistir. Qiagen Kkiti ile farkli denemeler

yapilmustir ancak Aspergillus’lar i¢in saglikli bir sonug alinamamustir.
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Sekil 4.9. Qiagen DNA izolasyon kitiyle agaroz jel elektroforez goriintusi (1-A. niger, 2-A.fumigatus,
3-A.flavus, 4- A. niger, 5-A.terreus, 6- A.terreus,7-A.flavus, 8-Negatif kontrol, Marker)

Modifiye yontemin degerlendirme sonucunda sadece bir drnekte zayif bir bant
gozlenirken diger ornekler negatif olarak belirlenmistir. DNA konsantrasyonlarinin
yiiksek olabilecegi diisiiniilerek DNA oOrnekleri 1/2, 1/5 ve 1/10 oraninda diliie
edilmistir. PZR sonrasi jelde sonuclarm aymi ¢iktigi goriilince PZR reaksiyon
karisiminda ve amplifikasyon sartlarinda degisikliklere gidilmistir. Primer miktarlari
yar1 yariya azaltilmig, amplifikasyon sartlari tekrar diizenlenmistir: annealing sicakligi
58°C’den 55°C’ye, siklus sayis1 40’tan 35’e distirtilmistiir. Ancak beklenen sonuglar

elde edilememistir.
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Sekil 4.10. Modifiye yontemi ile agaroz jel elektroforez goriintust (1-A. fumigatus, 2-A.niger,
3-A.flavus, 4- A. niger, 5-A.terreus, 6- A.terreus,7-A.flavus, 8-Fusarium, Marker)

Bes kez doundurup-kaynatma yonteminde birer A. fumigatus ve A. flavus
pozitifligi tespit edilirken diger ornekler negatif bulunmustur. Deneyin tekrarinda

benzer sonuglar alinmustir.

Sekil 4.11. Bes kez doundurup-kaynatma yontemi ile agaroz jel elektroforez gorintisi (1-A. flavus,
2-A.fumigatus, 3-A.niger, 4- A. terreus, 5-A.terreus, 6- A.niger,7-A.fumigatus, 8- A. flavus, Marker)
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Homojenizator ekstraksiyon denemesinde bir hastaya ait olan A. fumigatus
susmin iki farkli kuyucukta yiiriitiilen 6rneklerinde ve bir Fusarium 6rneginde pozitif

bant zayif gozlenirken diger 6rneklerde pozitiflik tespit edilememistir.

Sekil 4.12. Homojenizattr yontemi ile agaroz jel elektroforez goruntiisu (1-A. fumigatus, 2-A.terreus
3-A.niger, 4- A. flavus, 5-Fusarium, 6- A.niger,7-A.fumigatus, 8- A. flavus, Marker)

4.6. DNA Dizi Analizi Sonuclari

Suslarin molekiiler identifikasyonu ITS bolgesinde PZR bazli DNA dizi analizi
ile belirlenmistir. PZR iiriinleri ve forward primerler DNA dizi analizi i¢in bagka bir
Ozel laboatuvara gonderilmistir. DNA dizi analizi, ABI 3100 Genetic Analyzer
cihaziyla BigDye Cycle sequencing kit V.3.1 kullanilarak yapilmistir. PCR temizleme
Nucleospin Extract Kit, Macherey-Nagel kiti ve Sekans temizleme yéntemi olarak
NaOAC-EDTA-EtOH purifikasyon kullanilmistir. Buradan alinan sonuglar Finch Tv
bilgisayar programi kullanilarak niikleotid dizileri sekil 4.13’te gosterildigi gibi
niikleotid dizileri farkli renklerde goriiniir hale getirilmistir.

Bu DNA dizilerine ait analizi verileri National Center for Biotechnology
Information (Bethesda, Md., USA) BLAST sistemi (available at http:/

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanilarak internet ortaminda analiz edilmistir.
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Suslarin maksimum identifikasyon yiizdelerinin %92 ile %100 arasinda degistigi

belirlenmistir.

"% FinchT¥ - 1-1T51_C04.ab1
Flle Edit ew Finch Help
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230 240 230 260

Wertical

Scale

]

Reset Scales Harizontal Scale - j

Sekil 4.13. DNA dizi analizi sonrasinda Finch TV programu ile bir susa ait farkli renklerdeki niikleotid
dizilerinin gdsterilmesi
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Cizelge 4.4. Klasik identifikasyon ve DNA dizi analiz sonuglarinin karsilastiriimasi

Hasta | Klasik identifikasyon DNA Dizi analizi Max id %
1 Fusarium spp. Fusarium oxysporum 99
2 Fusarium spp. Fusarium solani 100
3 Fusarium spp. Cylindrocarpon lichenicola 99
4 Fusarium spp. Fusarium brachygibbosum 99
5 Scedosporium spp. Scedosporium apiospermum 100
6 Bipolaris spp. Bipolaris spicifera 100
7 Aspergillus niger Aspergillus niger 98
8 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 98
9 Aspergillus flavus Aspergillus flavus 100
10 Bipolaris spp. Bipolaris spicifera 100
11 Aspergillus terreus Aspergillus terreus 96
12 Acremonium spp. Lecythophora hoffmannii 100
13 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 96
14 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 98
15 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 98
16 Fusarium spp. Fusarium equiseti 99
17 Aspergillus flavus Aspergillus flavus 95
18 Aspergillus niger Aspergillus niger 98
19 Aspergillus terreus Aspergillus terreus 98
20 Aspergillus niger Aspergillus niger 98
21 Aspergillus flavus Aspergillus flavus 94
22 Aspergillus terreus Aspergillus terreus 96
23 Mucor spp. Rhizopus oryzae 100
24 Aspergillus flavus Aspergillus flavus 100
25 Aspergillus flavus Aspergillus flavus 96
26 Aureobasidium spp. Aureobasidium pullulans 99
27 Aspergillus flavus Aspergillus flavus 99
28 Aspergillus niger Aspergillus niger 92
29 Aspergillus niger Aspergillus niger 98
30 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 97
31 Aspergillus niger Aspergillus niger 98
32 Aspergillus terreus Aspergillus terreus 95

*STD1 | Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 100

*STD2 | Aspergillus niger Aspergillus niger 100

* Refik Saydam Hifzisthha Referans Laboratuvari’ndan elde edilen standart suslar

4.7.Disk Diflizyon Test Sonuclari

Hasta suslarinin vorikonazol ve flukonazol’e antifungal duyarliliklar1 disk

difiizyon yontemi ile ¢alisilmistir. Hasta suslarina ait farkli duyarlilik profilleri sekil

4.14’te verilmistir.

Hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen tiim filamentdz mantarlarin 24 ve 48

saatlik antifungal disk difiizyon test sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.14. Farkli hastalarin disk difiizyon antifungal duyarlilik test goriintiileri
(Hasta 21:Vorikonazol:24 mm, Flukonazol: <6 mm, ve Hasta 1:Vorikonazol: <6 mm Flukonazol: <6 mm)

4.8.E-Test sonuglari

Hastalarin klinik 6rneklerinden izole ettigimiz filamentdz mantarlarin 24 ve 48
saatlik E-test antifungal test sonuglari ¢izelge 4.5’te verilmistir.

Hasta suslarmin bes farkli antifungal’e duyarliliklar1 E-test yontemi ile
caligilmstir. Sekil 4.15°te hasta suslarina ait farkli duyarlilik profilleri verilmistir.

Sekil 4.15.Bir hastanin E-test antifungal duyarlilik goériintuleri
(Hasta 26: Vorikonazol MIK: 0.094 mg/L, Flukonazol MIK: >256 mg/L)
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4.9 Istatistiksel Analiz

Klinik 06rneklerinde filament6z mantar {ireyen hastalar arasinda yapilan
istatistiksel degerlendirmeye gore immiin sistemi baskilanmis (altta yatan bir hastalig
olan) hastalarin (%62,3), immiin sistemi baskilayan bir hastaligi olmayan hastalara
(%37,7) gore filament6z mantar Gremesi yonunden istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (Mini tab version 12.0 Iki oran karsilastirma testi, p=0,046).

Ureyen filamentdz mantarlar cins diizeyinde degerlendirildiginde Aspergillus’lar
anlamli derecede diger cinslerden yiiksek bulunmustur (SPSS 11.5.1 for Windows
Kikare dagilima uygunluk testi, p=0,001).

Aspergillus suslarmin tiirleri arasinda goriilme sikligi agisindan bir uyum
gozlenirken, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (SPSS 11.5.1 for
Windows Kikare testi p=0,914).

Ureme gorilen cinsler ile gonderilen bdliim arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamistir (SPSS 11.5.1 for Windows Kikare uyum testi).

Kiiltiir pozitif 6rnekler arasinda gozlemlenme sikligina bakildiginda anlamli bir
fark bulunmus olup, balgam oOrneklerinde daha fazla Ureme gozlemlenmistir (SPSS
11.5.1 for Windows Kikare testi p=0,001)

Incelemeye alinan &rneklerin - gonderildigi  béliimlere gore dagilimina
bakildiginda Pediyatri Boliimii’nden gelen Orneklerin istatistiksel olarak anlaml
derecede fazla oldugu gorilmistir (SPSS 11.5.1 for Windows Kikare uyum testi
p=0,001).

Laboratuvara inceleme amacli gonderilen orneklerin yogunluguna goére birinci
sirada kan ve ikinci sirada yara ornekleri diger drneklerden anlamli derecede yuksek
bulunmustur (SPSS 11.5.1 for Windows Kikare uyum testi p=0,001).

Hastalarin altta yatan hastaligi ile Oliim arasinda anlamli bir iliski
bulunamamustir (SPSS 11.5.1 for Windows Fisher exact test).

Kiiltiirde izole edilen suslarin tiplendirilmesinde klasik yontem ile molekiiler
yontem arasindaki uyum orani %90 bulunmustur (SPSS 11.5.1 for Windows Cohen
Kappa testi).
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5. TARTISMA

Kif mantarlar1 diinyamizda ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir (9). Organik
madde ve su igeren tiim yiizeylerde hizla gelisip ¢cogalabilme yetenegine sahip olan
kifler, her zaman ve her yerde bulunabilir, akla gelen her tlrlii maddeyi substrat olarak
kullanarak iireyip ortamu istila edebilmektedir (44). Hatta baz tiirleri saglikli insanlarin
solunum ve gastrointestinal sistemlerinde % 2 oraninda saprofitik olarak yasamini
strdidrmektedir (9).

Mantarlar dogada yaygin olarak bulunmalarina karsin insanin yiiksek dogal
direnci nedeniyle saglikli kisilerde derin mikoz olusturmalar1 olduk¢a zordur. Bu
nedenle yakin zamanlara kadar dermatomikoz, onikomikoz, otomikoz, keratit gibi ciddi
morbidite ve mortalite sebebi olmayan yiizeyel infeksiyonlara yol agmaktadirlar. Ancak
konak savunmasi yetersiz kaldiginda artan duyarliliga bagl olarak genis bir yelpazede
yer alan ¢esitli infeksiyonlar gelismektedir (7).

Son zamanlarda havanin kimyasal ve fiziksel kirlenmesiyle fungal sporlar da
artmistir (41). Hastalar genellikle infekte mantar sporlarinin inhalasyonuyla infekte
olmaktadirlar. Insanlar giinde yaklasik olarak 200 mantar sporu inhale etmektedirler. Bu
sporlar alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilerek yok edilmektedir.
Makrofajlarin etkisinden kagan ve hif olusturan mantarlar, savunma sisteminin diger bir
elemani olan polimorfoniikleer I6kositler tarafindan hasara ugratilirlar. Bu savunma
sistemi zayif veya bulunmadigi zaman filamentéz mantarlar lokal veya dissemine
infeksiyonlara neden olmaktadir (18).

Normalde anatomik bariyerler mantar infeksiyonlarina karsi viicut savunmasinin
ilk hattin1 olusturmaktadir. Deri ve ylizeyel mukozalar mikroorganizmalarin viicuda
girisini durdurur ve asidik pH, enzimler, mukus ve diger antimikrobiyal sekresyonlar
ile kendilerini korurlar. Bu bariyerler bozuldugunda (yaniklar, baz1 viral infeksiyonlar,
baz1 bakteriyel infeksiyonlar, kemoterapi, radyoterapi, graft-versus-host hastaligi)
mantar hilcreleri viicuda girerek infeksiyonlara neden olmaktadir (10).

Dogal direncin azaldig1 durumda mikoza yol acan degisik tiirden bir¢ok mantar,
sartlara uyma ve yayilma yetenekleri sayesinde, “muhtemelen biitiin mantarlarin

potansiyel olarak patojen sayilabileceklerini” de gostermektedir (13).
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Agir klinik tablosu olan veya cerrahi girisim uygulanan hastalar agisindan, tani
ve tedavi yaklasimlarindaki gelismeler, gercek patojen ya da firsatgr mantarlara bagh
yasami tehdit edici infeksiyonlarm artisini da beraberinde getirmistir. Ozellikle
imminbaskilanmis hastalarda tan1 ve tedavinin erken donemde gergeklestirilmesi
yiiksek mortalite hizinin diigmesine neden olmaktadir.

Sporlar1 dogada yaygin olan Hyalohyphomycetes tiirleri (A. flavus, A. fumigatus,
A. niger) Zygomycetes turleri (Rhizopus, Mucor, Absidia), Fusarium tlrleri ve diger
(Pseudallescheria, Alternaria, Cladosporium) kiifler en sik hastalik etkeni olabilen
trlerdir (42).

Bu tez calismasinda hastanemizde yatarak tedavi goren hastalarin klinik
orneklerinden filamentoz mantarlarin izole edilerek klasik ve molekiler yéntemlerle
tiplendirilmesi ve antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmigtir. Calismada,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na 22 aylik donemde 29 farkli
klinikten rutin kiiltiir amaciyla gonderilen 32 farkli 6rnek ¢esidi olmak iizere toplam
6742 klinik 6rnek filament6z mantar agisindan da degerlendirmeye alinmistir.

Otuziki hastaya ait kimi ardisik kimi tek olmak tizere 71 ornekten filamentoz
mantar izole edilmistir. Klasik yontemle alt1 A. niger, alt1 A. flavus, bes A. fumigatus,
dort A. terreus, bes Fusarium spp., iki Bipolaris spp. ve birer Scedosporium spp.,
Acremonium spp., Mucor spp., Aureobasidium spp. cinsi olarak tanimladigimiz
filament6z mantarlar daha sonra DNA dizi analiziyle dogrulanmak Uzere Ankara’da
bulunan 6zel bir molekiiler identifikasyon laboratuvarina gonderilmistir.

DNA Dizi analizi sonucglar1 ile bizim bulgularimiz kiyaslandiginda
Aspergillus’larin tamamini klasik yontemlerle tiir diizeyinde, Fusarium’lardan biri haric
digerlerini cins diizeyinde, Bipolaris, Scedosporium ve Aureobasidium’u cins dlzeyinde
dogru olarak tanimladigimiz anlasilmistir. Klasik yoOntemle sirasiyla Acremonium,
Mucor ve Fusarium olarak tanimladigimiz suslar dizi analizi sonucuna gore yine
sirastyla Lecythophora, Rhizopus ve Cylindrocarpon olarak tanimlanmustir.,

Retrospektif bir calismada, Marr ve ark. (21) Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde bulunan Fred Hutchinson Kanser Arastirma Merkezi’nde 1993 ile 1998
yillar1 arasinda hematopoetik kok hiicre transplantasyon yapilan 358 hastanin klinik
orneklerinde (akciger, siniis, diger) farkli Aspergillus cinsi kiif mantar izole edildigini,

hastalarin invaziv aspergilloz tanis1 aldiginmi bildirmislerdir. Aspergillus’larin bir ¢ogu
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tir diizeyinde tanimlanirken (213 A. fumigatus, 43 A. niger, 17 A. flavus, 7 A. terreus
susu) bir kismi ise sadece cins diizeyinde tanimlanabilmistir.

Calismamizda, mikoloji atlaslarindan yararlanilarak yaygin olarak izole edilen
filament6z mantarlarin dogru olarak kolayca tanimlanabilecegini gordiik. Sik olarak
izole edilmeyen ve klasik yontemlerle tanimlanmasi zor olan suslarin ise referans
laboratuvarlarda tanimlanmasi uygun olacaktir.

Calismada en sik izole edilen Aspergillus turleri KBY, KOAH, kanser, DM ve
periferal damar hastaligi bulunan hastalardan izole edilmistir. Fusarium ikinci siklikta
izole edilmis olup KBY, DM ve kanserli hastalardan izole edilmistir. Bipolaris turleri
KBY ve DM’lu hastalardan, Lecythophora KBY ve DM’u bulunan bir hastadan,
Rhizopus pansitopenisi olan hastadan, Scedosporium yabanci cisim batmasi olan
hastadan, Aureobasidium penil protez implantasyonu yapilan hastadan izole edilmistir.

Filamentdz mantar {iiretilen hastalarin ¢cogunda hastanin altta yatan bir hastalig1
bulunmaktadir. Ran Nir-Paz ve ark.(65) Israil’de bir iiniversite hastanesi (18 vaka 15
yil) ve bir saglik merkezinde (71 vaka 10 yil) 89 hastadan alinan klinik 6rneklerde (alt
ekstremite 48, goz 12, akciger 6, genitoiiriner yol 5, kan 3, nazofarinks 3,
gastrointestinal yol veya periton 4) Fusarium spp. izole ettiklerini bildirmislerdir.
Hastalarin 22’sinde KBY, 27’sinde DM, 15’inde periferal damar hastaligi, 14’iinde
iskemik kalp hastaligi, sekizinde yanik oldugu bildirilmistir (65). Benzer sekilde bizim
hastalarimizin ¢ogunda da altta yatan bir hastalifi oldugu goriilmektedir. Hastalarin
sekizinde KBY, altisinda KOAH, altisinda kanser, besinde DM, besinde periferal damar
hastalig1 oldugu belirlenmistir.

Soubani ve ark. (53) hastanede yatan 65 yas {istii 66 hastanin alt solunum yolu
orneklerinde Aspergillus spp. iiretmislerdir. Bu hastalarin ikisi aspergillom, ii¢ii IPA
tanis1 alirken 61 hastada ise sadece Aspergillus kolonizasyonu olduguna karar
vermislerdir. Bizim hastalarrmizdan da Aspergillus iireyen 21 hastadan altis1 IPA ve biri
meningosel aspergilloz tanisi almistir. Filamantéz mantar ireyen hastalarin klinik
orneklerinin dagilimina bakildiginda; 13 hastanin balgam, dorder hastanin yara ve
periton diyaliz s1visi, liger hastanin dis kulak yolu akintis1 ve apse, birer hastanin BOS,
burun sdrdntisu, doku, periferik kan ve konjuktiva sdrinti 6rneklerinde Greme
gOzlenmistir. Yas ortalamasi 46,6 olan (7 ay ile 77 yas) hastalarin yedisi (%21,8)

filament6z mantar izolasyonundan sonraki bir tarihte hayatini kaybedilmistir.
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Calismamizda farkli kliniklerden gonderilen cesitli klinik 6rneklerde farkli cins
ve tlrde filament6z mantarlar izole edilmistir. Benzer sekilde daha Once yapilan
caligmalarda, Aspergillus tiirlerinin giderek arttigi, siklikla infeksiyon etkeni olarak
izole edildigi ve klinik olarak aspergillozdan ayirimi zor olan Zygomycetes, Fusarium
tirleri ve granulositopenik hastalarda etken olan Scedosporium tirlerinin de yogun
bakim tinitelerinden izole edildigi bildirilmistir (52).

Ulkemizde, Kantarcioglu ve ark., Nisan 1999-Mart 2001 tarihleri arasinda
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’'nde ¢esitli kliniklerinden Mikrobiyoloji laboratuvarina
gonderilmis olan 384 klinik &rnekten izole edilen maya ve kiifleri incelemislerdir. iki
yillik donemde 146 maya ve 12 hifli mantar susu, klasik mikolojik ydntemler
kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanmistir. Izole edilen maya tiirlerinden kandidalarin
(%66.4) ilk siray1 aldig: bildirirken, kiif mantarlarinin dagilimimin ise dort (%33,3) A.
flavus, iki (%16,6) A. fumigatus, ¢ (%25) A. niger, bir (%8,3) A. versicolor, bir (%8,3)
Cladosporium cladosporioides, bir (%8,3) Scopulariopsis candida sust oldugu
bildirilmistir (4).

Eren ve ark. (114) 10 aylik doénemde (Temmuz 2003-Mart 2004) Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde kritik tnitelerde (yogun bakimlar, bobrek ve
kemik iligi nakil tniteleri, ¢ocuk ve eriskin hematoloji ve onkoloji servisleri) yatan
immiin sistemi baskilanmis 43 hastadan alinan balgam, BAL, endotrakeal tip ve sinus
dokusu 6rneklerini mikolojik olarak degerlendirmisler ve klinik 6rneklerin dordunde (4
balgam) Penicillum chrysogenum, ikisinde (balgam ve BAL) A. fumigatus, birinde
(BAL) A. flavus ve birinde (siniis dokusu) Valsa sordida olmak Uzere toplam sekiz
ornekte filament6z mantar izole ederek molekiiler yontemlerle dogrulamiglardir. Bizim
calismamizda en ¢ok balgam Orneklerinde kiif mantar1 izole edilmis olup en sik olarak
Aspergillus tdrleri izole edilirken,. Penicillum cinsine rastlanmamistir. Bunun nedeni
Eren ve ark. ¢alisma sirasinda hastalarin odalarindan almis olduklar1 i¢ ortam hava
orneklerinde de en yogun olarak Penicillum tirlerini (%50,6) izole ederken, Aspergillus
tirleri dordiincii  siklikta (%10,6) izole etmis olmalarindan kaynaklandigini
diisinmekteyiz. Bizim hastanemizin kritik Unitelerinden daha 0Once alinan hava
orneklerinde ise Aspergillus’lar ikinci siklikta izole edilmistir (47).

Casto’n ve ark. (57) retrospektif olarak yaptiklart ¢aligmada 10 yillik donemde
(1994-2004) bir hastanede yatan veya ayakta tedavi goren yaslar1 3 ay ile 93 yas
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arasinda degisen 332 hastanin solunum yolu orneklerinden (balgam, BAL, bronsiyal
aspirat, igne aspirasyonu ve akciger biyopsi) 505 ardisik filamentéz mantar izole
ettiklerini bildirmislerdir. Hastalardan tiretilen filament6z mantarlarin, Aspergillus spp.
(%80,5), Penicillium spp. (%7,9), Fusarium spp. (%2,1), Scedosporium spp. (%5,3),
Alternaria spp. (%1,4) Paecilomyces spp. (%0,8) Cladosporium spp. (%0,8) Mucor spp.
(%0,6), Rhizomucor spp. (%0,2) ve Trichoderma spp. (%0,2) oldugunu belirlemislerdir.

Bizim calisgmamizda izole ettigimiz mantar tiirlerine benzer sekilde Husain ve
ark. cok merkezli olarak dort yillik donemde yapmis olduklari ¢aligmada invaziv kiif
infeksiyonu bulunan 53 karaciger veya kalp transplant alicisindan 37 Aspergillus cinsi,
bes non-Aspergillus hyalohyphomycetes (S. apiospermum ve Fusarium spp.), bes
Phaeohyphomycetes (dematiaceous), (¢ Zygomycetes (Rhizopus ve Mucor spp.) ve (¢
diger olmak tizere toplam 53 filament6z mantar izole etmislerdir (115).

Aasma ve ark., (54) Roswell Park Cancer Enstitiisii’'nde 1995 ile 1999 yillar
arasinda 22 hematopoetik kok hiicre transplantasyon alicisinda (16 erkek, 6 kadin)
filamentdz mantar izole etmislerdir. Orneklerin 18’inde (%82) Aspergillus cinsi, dort
(%18) Ornekte Zygomycetes grubu izole edilirken, altt 6rnekte iki farkli filamentoz
mantar izole edilmislerdir. Bu hastalardan 20’sinin invaziv mantar infeksiyon tanisi
aldiktan belirli bir siire sonra (41-833 giin) 6ldiigii, iki hastanin ise hala hayatta oldugu
bildirilmistir.

Ulkemizde ise Karacan ve ark. (116) retrospektif olarak yaptiklari calismada,
solid organ transplantasyonu yapilan 207 hastay1 (27 karaciger, 180 bobrek nakli) ii¢
yillik dsnemde IPA yoniinden degerlendirmislerdir. Dérdii histopatolojik, ii¢ii kiiltiirde
tireme seklinde toplam yedi olgu (dort bobrek, iic karaciger alicisi) bildirmislerdir.
Ayrica hastalarn IPA tanilari radyolojik bulgu ve klinik degerlendirmelerle de
desteklenmistir. Bu olgularin hepsinin antifungal tedavi almasina ragmen, bes hastanin
ilk iki ay igerisinde hayatin1 kaybettigi bildirilmistir.

Cizelge 5.1.’de farkli tilkelerden ve Tiirkiye’den bildirilen, filament6z mantar
izole edilen belirli bir donem igerisinde ve belirli hasta gruplarinda yapilmis olan

caligsmalar gosterilmistir.
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orneklerinden en sik Aspergillus cinsi kuf

mantarlar1 izole edilirken (Aasma %82 (54), Serdar %85 (4), Casto'n (57) %79,8,

Bir ¢ok ¢alismada hastalarin klini
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Husain (115) %69,8) bizim calismamizda da ilk siray1r %62,5 izolasyon orani ile

Aspergillus’lar almistir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda uygun iireme ortami

bularak infeksiyonlara neden olan Aspergillus’lara bagli salginlar ve olgu sunumlari

bildirilmistir. Ulkemize ait farkl illerden bildirilen baz1 olgu sunumlar1 Cizelge 5.2.’de

gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Ulkemizde farkli illerden bildirilen aspergilloz olgular

Arastirmaci Hastanin il Yili Filamentoz Tedavi Kaynak
klinigi mantar no
Bulbil M Diyaliz Ankara 1997 | A. niger Flukonazol 128
hast.
Mansuroglu D Kalp nakli Istanbul 1998 | A. flavus Amfoterisin B 129
Ucan ES Ulseratif [zmir 2001 | Aspergillus spp. | Amfoterisin B 130
kolit Itrakonazol
Calikoglu M KOAH Mersin 2003 | A. niger Amfoterisin B 131
Kantarcioglu AS | DM Istanbul 2003 | A. niger Itrakonazol 132
Ozden SS KOAH Izmir 2004 | Aspergillus spp. | Amfoterisin B 133
ftrakonazol
Ayyildiz O ALL Diyarbakir 2004 | Aspergillus spp. | Amfoterisin B 134
Kadakal F Oksiiriik Istanbul 2004 | A.fumigatus ? 135
Biiyiiksirin M AC kanseri | Izmir 2005 | Aspergillus spp. | Itrakonazol 136
Amfoterisin B
Elmali M ALL Samsun 2005 | Aspergillus v ? 137
Bor O ALL Eskisehir 2006 | A.flavus Amfoterisin B 138
Ugan ES Diabet [zmir 2006 | Aspergillus spp. | Amfoterisin B 139
Vorikonazol
Lakadamyali H Akciger Antalya 2007 | Aspergillus spp. | Itrakonazol 140
kanseri
Erkekol FO Astim Ankara 2007 | Aspergillus spp. | Itrakonazol 141
Sirmatel O DM Bolu 2008 | A. flavus Kaspofungin 142
Ozcelik T ALL Bursa 2009 | A.flavus Kaspofungin 143

Vorikonazol
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Fungal keratit, tropikal ve suptropikal iklimlere sahip gelismekte olan iilkelerde
oldukca yaygin olarak goriilmektedir. Bu bdlgelerde filamentoz tiirler iklime baglh
olarak infeksiyonlardan siklikla izole edilmektedir. Fusarium, Aspergillus, Candida
tirleri ve diger hyaline ve dematiaceous hyphomycetes’ler en sik izole edilen
mantarlardir (144). Kontak lens kullanimina baglh bir¢ok Fusarium vaka ve salginlari
bildirilmistir (145). Gorscak ve ark. (146) ABD’inde 11 aylik bir donemde (Temmuz
2005-May1s 2006) iki ayr1 merkezde kontak lens kullanan kisilerde Fusarium’a bagl
keratitleri incelemislerdir. Bu donemde 15 hastaya Fusarium keratiti tanis1 konulurken
yillik ortalama vaka sayist 16,4 olarak bildirilmistir. Arastirmacilar ayn1 merkezlerde bir
onceki donemde 30 aylik (Ocak 2003-Haziran 2005) periyotta belirlenen Fusarium
keratitine bagli yillik vaka sayisinin 2,4 oldugunu bildirirken bir sonraki ddnemde
yaklagik 7 kat artigim1 vurgulamislardir. Ng ve ark. (147) ise 11 aylik bir donemde
kontak lens kullanan 16 hastanin kiiltiirinde Fusarium iretmislerdir.  Bizim
calismamizda da GOz Hastaliklar1 Klinigi’'nden gonderilen bir hastanin konjuktiva
struntisinde Fusarium solani izole edilmistir.

Yine Fusarium keratiti ile ilgili bagka bir restrospektif ¢calismada Xie ve ark.
(148) Cin’in Shandong bolgesinde bulunan bir goz enstitiisiinde alti yillik donemde
(2001-2006) 674 fungal keratitli hastanin 549 (%81,5)’unda Kkiiltiir pozitifligi
belirlemislerdir. Baskin olarak iireyen patojenin Fusarium cinsi (%77,6) (F. solani
%37,3, F. moniliforme %30,0, F. oxysporum %27,9) oldugunu gormiislerdir. ikinci
sikliktaki patojenin ise Aspergillus (%10,8) (A. flavus %49,2, A. fumigatus %35,6)
oldugunu bildirmislerdir.

Kontak lens ve soliisyonlarinda kolayca tireyen Fusarium cinsi kiif mantarlar
farkli iilkelerde salginlara neden olmustur. Ulkemizde ve diger iilkelerde gériilen

Fusarium keratiti salginlar1 gizelge 5.3.’de gosterilmistir.
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Cizelge 5.3. Farkli iilkelerden bildirilen Fusarium’a bagli keratit salginlari

Arastirmaci Hastanin Yer Yih | Filamentdz Hasta Calisma Kaynak
Klinigi mantar sayisi dénemi no

Khor WB Kontak lens | Singapur | 2006 | Fusarium spp 58 2005-2006 149
kullanicilari

Alfonso EC Kontak lens | ABD 2006 | F.solani 34 2004-2006 150
kullanicilart F.oxysporum

Chang DC Kontak lens | ABD 2006 | Fusarium spp. 164 2004-2006 151
kullanicilart

lyer SA Fungal ABD 2006 [Fusarium spp. 59 1999-2006 152
keratitli IAspergillus spp.

Bipolaris spp.

Gorscak JJ Kontak lens | ABD 2007 | Fusarium spp. 15 2005-2006 146
kullanicilart

Donnio A keratomikoz | Fransa 2007 | F.solani 5 2005-2006 153

Kaufmann C Kontak lens | Isvicre 2008 | Fusarium spp. 6 2005-2007 154
kullanicilar

Gaujoux T Kontak lens | Fransa 2008 | F.solani 17 2004-2006 155
kullanicilar F.oxysporum

F.dimerum

Ma SK Kontak lens | Hong 2009 | Fusarium spp 33 2005-2006 156
kullanicilart | Kong

Cakir M Endoftalmit | Tirkiye | 2009 | Fusarium spp 8 2008 157

Gower EW Fungal ABD 2010 | Fusarium spp 271 2001-2007 158
keratit

SAPD uygulamalar1 KBYli hastalarda olduk¢a énemlidir. Bu uygulamaya bagl

peritonitlerden genellikle Gram pozitif ve negatif bakteriler izole edilirken %21-15

arasinda degisen oranlarda fungal etkenler izole edilmektedir. Bunlarin biiyiik bir

cogunlugunu Candida cinsi mayalar olustururken, nadir olarak Mucor, Fusarium,

Aspergillus ve Penicillium cinsi filamentéz mantarlarda izole edilmektedir (159).

Cizelge 5.4.de farklh iilkelerden bildirilen periton diyaliz sivilarindan izole edilen

Fusarium olgular1 verilmistir.
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Cizelge 5.4. Farkli iilkelerden bildirilen Fusarium spp.’ye bagli peritonit olgulari

Arastirmaci Hastann klinigi Yer Yih Filamentoz Tedavi Kaynak
mantar no
Flynn JT KBY ABD 1996 | Fusariumspp. | ? 160
Garcia-Tapia A | KBY Ispanya | 1999 | F.oxysporum | ? 161
Bibashi E KBY Kanada | 2002 | F.solani Amfoterisin B 162
Ketakonazol
Garbino J Bobrek transplant. | Isvigre | 2005 | Fusarium spp. | Vorikonazol 163
Garcia-Martos P | KBY Ispanya | 2009 | F.oxysporum | Flukonazol 164
Unal A KBY Turkiye | 2010 | Fusariumspp. | ? 165
Gaur S KBY+DM Ingiltere | 2010 | F. dimeru Amfoterisin B 166
Flostozin

Hastalarin klinik orneklerinden izole edilen filamentéz mantarlarin DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. izolatlarin DNA konsantrasyonlar: Nanodrop ND 1000 UV-
Vis Spektrofotometre ile dl¢iildiigiinde bazi suslara ait DNA dlglimlerinin diisiik oldugu
gozlenmistir. Bu durumun filamentéz mantar cinslerinin farkli olusuna ve el
maniiplasyonuna bagli olarak degistigini diisiinmekteyiz. Bu ¢alismada ITS primerleri
kullanilarak PZR yapilmistir. PZR amplifikasyon sonrasi elekteroforez uygulandiginda
bazi suslara ait orneklerde beklenen bant gézlenmemistir. Daha sonra ayni orneklerin
DNA ekstraksiyonlar1 tekrarlanmustir ve tekrar PZR yapildi. ikinci sefer yapilan PZR
sonrasi elektroforez sonucunda bantlar gorilmistiir.

DNA ekstraksiyonu sirasinda bazi problemlerle karsilagiimistir. Farklt DNA
ekstraksiyon yontemlerinde bazi cinslerde sonu¢ alinirken bazilarinda sonug
almamamuistir. Denenmis olan bir ¢ok yontem sirasinda en ¢ok Aspergillus’larin DNA
ekstraksiyonunda sorunla karsilasilmistir.

Elde edilen PZR firiinlerinin DNA konsantrasyonlar1 tekrar dlgiilmiistiir. PZR
trtinleri ve ITS1 (Forward) primerleri kullanilarak ABI 3100 Genetic Analyzer
cihazinda dizi analizi yaptirilmigtir. Elde edilen suslar tiir diizeyinde tanimlanmustir.
Klasik yontemlerle yapilan tiplendirme ile DNA dizi analizi ile yapilan yontem
karsilastirildiginda 32 6rnegin 29’unda (%90) uyum goriiliitken {i¢ (%10) Ornekte
farklilik tespit edilmistir. Ancak bu (¢ 6rnekten izole edilen suslarin klasik yontemle
tanimlanan cinslerin ayni aile grubu igerisinde oldugu belirlenmistir. Bunun klasik
yontemlerle tiplendirme yapilirken gozden kagirilmig olan kiicik ayrintidan

kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Calismamizda klasik yontemle tim Aspergillus’lar tir
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diizeyinde tanimlanirken molekiler yontemle uyum (%2100) bulunmustur. Diger
filamentdz mantarlar ise cins diizeyinde tanimlanabilmistir.

Filamentoz mantarlarin tamisinda mikroskobik inceleme i¢in en ¢ok kullanilan
boyama yoOntemi LFPM’dir. Bu yOntemle yapilan preparatlarda ayni aileye ait bazi
filamant6z mantar cinslerinin aymriminda giigliikler yasanabilmektedir. Cinslere ait
biitiin 6zellikler ayn1 anda goriilmeyebilmektedir.

Ahmad ve ark. da (167) bir peritonit vakasinda oOnce klasik ydntemle
Aureobasidium pullulans olarak tiplendirdikleri izolatin DNA dizi analiziyle
Lecythophora mutabilis oldugunu bildirmistir.

Antifungal duyarlilik testlerinin standardizasyonu antifungal ila¢ direncinin
tesbitinde biiyiik bir avantaj sunmaktadir (100).

Filament6z mantarlarin antifungal duyarhiliklarinin belirlenmesinde uzun
zamandir standardize olmayan test metodlart kullanildigi igin direng durumlarinin
yorumlanmasi olduk¢a zordur. Aspergillus’lar igin antifungal duyarlilik testleri
hastanelerdeki rutin Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlari igin dnerilmemektedir (85).

Cesitli galismalar antifungal duyarlilik testi olan E-test ile makro ve mikro
diliisyon testleri arasinda iyi bir uyum oldugunu bildirmislerdir (168). Pfaller ve ark.
(105) yaptiklar1 ¢alismada Aspergillus’lar ig¢in yapilan referans sivi mikrodiliisyon
yontemi ile E-test yontemi arasindaki uyumun %100 oldugunu bildirilirken, baska bir
calismada ise (Fusarium ve Aspergillus) E-test ile altin standart olarak kabul edilen
makrodilisyon arasindaki uyumun %80 oldugu bildirilmistir (169).

Flukonazol Aspergillus tiirlerine karsi temel olarak etkisizken, amfoterisin, yeni
azoller ve ekinokandinler genellikle etkilidir. Ancak, amfoterisin B, itrakonazol,
vorikonazol ve kaspofungin’e kars1 direngli suslarda bildirilmistir (17, 85). Xei ve ark.
(148) yaptiklar1 antifungal duyarlilik testlerinde Aspergillus ve Fusarium suslarinin
flukonazol’e direngli oldugunu bildirirken, bizim ¢alismamizda da Scedosporium spp.
susu haric bitun suslar E-test ile flukonazol icin >256 mg/L ve disk difuizyon ile <6 mm
oldugu goriilmiistiir.

Vorikonazol’in Aspergillus tiirlerine karst in vitro ve in vivo miukemmel bir
aktivite sergiledigi vurgulanmistir (86). Bizim c¢alismamizda E-test ile yapilan
antifungal duyarlilik testinde tiim Aspergillus’lar icin MIK degeri E-test ile 24 saatte

<0,38 mg/L bulunurken, disk difiizyon ile >15 mm oldugu goriilmiistiir.
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Kaspofungin; Fusarium, Scedosporium, Zygomycetes, P. boydii ve dematiaceous
kiiflere kars1 ya siirh bir etkiye sahiptir veya etkisizdir (17). Bizim ¢alismamizda da
Fusarium spp., Scedosporium spp., Rhizopus spp., ve Bipolaris spp. suslarinda
kaspofungin E-test MiK degerlerini >32 mg/L olarak tespit edilmistir. Martos ve ark.
(170) 2010 yilinda Aspergillus’larda (67 sus) kaspofungin duyarliligin1 E-test yontemi
ile 24 saatlik degerlendirmede MIK degerlerisi0.015 -1 mg/L arasinda bulduklarini
belirtirken, biz de bu g¢alismayla uyumlu olarak0.006 -0.125 mg/L olarak
belirlenmistir. Ayn1 calismada ayrica 10 Fusarium spp. suslarinin MIK degerlerini > 8
mg/L olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Posakonazol siklikla izole edilen bir¢ok maya (kandida) ve filament6z mantara
(Aspergillus, Zygomycetes) karsi etkilidir (17). Calismamizda ¢ sus (bir Fusarium
spp., bir Cylindrocarpon spp. ve bir Rhizopus spp. susu) E-test ile posakonazol MIK
degeri >32 mg/L bulunurken diger suslarin MiK degeri <1,5 mg/L olarak tesbit edildi.
Ozellikle Aspergillus suslarmin diisiik MIK degerine sahip oldugu gériilmiistiir.

A. terreus suslarimin genellikle amfoterisin B’ye direngli oldugu bildirilirken
(85), bizim izole ettigimiz biitiin A. terreus suslarmin da E-test ile MiK degerinin >32
mg/L oldugu goriilmistiir. Ayrica Fusarium spp., Scedosporium spp., Rhizopus spp.
amfoterisin B E-test MIK degerleri >32 mg/L olarak bulunurken diger suslarm MIK
degeri <2 mg/L olarak bulunmustur.

Sistemik fungal infeksiyonlar i¢in etkili bir tan1 tekniginin bulunmamasi hastalik
yonetiminde proflaksi ve ampirik tedavide anahtar rol oynamaktadir (10).

Bir hastadan izole ettigimiz Rhizopus spp. susina uyguladigimiz E-test ve Disk
difiizyon testi ile tiim antifungallere kars1 direngli oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bir ¢ok caligmada ve referans antifungal duyarlilik testleri i¢in difiizyon
testlerinde  MOPS ve RPMI 1640 ile hazirlanmis besiyerleri Onerilirken bazi
calismalarda GM-MHA oOnerilmektedir.

Pfaller ve ark. (105) lowa Universitesinde 24’ui Aspergillus, 13’ii Fusarium, besi
Pseudallescheria, altist Rhizopus, biri Paecilomyces ve biri Acremonium cinsi olmak
uzere toplam 50 klinik filamentdz mantar susuna E-test yontemiyle RPMI agarda
antifungal duyarlilik testi yapmuslardir. Aspergillus, Fusarium ve Acremonium’larda E-
test yontemiyle itrakonazol duyarliligmnin, referans mikrodilisyon ydntemiyle

arasindaki uyumun %100 oldugunu bildirmislerdir.
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Martin de la Escalera ve ark. (171) yapmus olduklar1 ¢alismada 51 Aspergillus,
20 dematiaceous mantar, 18 hyaline Hyphomycetes ve 14 Zygomycetes cinsi olmak
tizere toplam 103 kiif mantarinin yeni bir triazol grubu olan BAL 4815 ‘e karsi
duyarliligi incelemistir. Aspergillus’lara karsi BAL 4815’in miikemmel bir invitro
aktivite gosterdigi diger filament6z mantarlara karst degisken bir aktivite gosterdigi
bildirilmistir.

Mersin’de yapilan bir calismada mevsimlere gore dis ortam kiif yogunlugunun
degistigi, Ocak-Subat aylarinda yogunlugun en diisiik diizeyde gozlendigi, Nisan-May1s
aylarinda en yiiksek seviyeye ulastigi bildirilmistir (32). Bizim susglarimizin izolasyon
tarihlerine bakildiginda donemsel olarak bir artis veya azalma goriillmemistir.

Hastanede ya da yakininda insaat yapilmasi ile aspergilloz epidemileri
goriilebilecegi bildirilmistir (55). Bizim hastanemiz daha yeni kurulan bir hastane
oldugu i¢in donem donem tadilatlar ve yeni hizmet binalar1 yapilmaktadir. Bu insaatlara
bagh kiif yogunlugunun degistigini hastanemizde daha Onceden yapilmis olan
calismalar dogrulamaktadir (47). Ayrica hastanemizde tam anlamiyla hizmet veren bir
havalandirma sistemi bulunmamaktadir.

Hastalik Koruma ve Kontrol Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention-CDC) yiiksek riskli bolumlerde yatan hastalarin korunmalari igin ¢evre
stratejilerinin uygulanmasi gerektigini 6nermistir. Bu kritik {initelerde yatan hastalarin
koguslarindaki mantar yiikiiniin devamli olarak takip edilmesi gerektigi belirtilmistir.
Bu bolumlerde yatan hastalar yiksek riskli hastalar oldugu i¢in mantar sporlarinin
konsantrasyonu yiiksek c¢iktiginda kati koruyucu onlemler alinmasi gerektiginin alti
cizilmistir. Yiizeylerin dezenfektanlarla giinliikk olarak dezenfekte edilmesi gerektigi
bildirilmesine karsin, gece boyunca UV lambalar1 kullanilsa bile mantarlarin
eradikasyonu igin yeterli olmayacagi vurgulanmustir. Ozellikle havalandirma
tinitelerinde mantarlarin yogun bir sekilde kolonize olabilecegi belirtilmistir (18).

Immiinsiipresyonlu  hastalar invaziv aspergilloz yoniinden her zaman
korunmalidir. Odalara toz tutucu filtreler takilmali, hastalar disar1 ¢iktiklarinda maske
takmali, hasta odalarinda bitki ve ¢igek bulundurulmamali ve hastalar insaat

alanlarindan miimkiin oldugunca uzak tutulmalidir (25).

111



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde yatmakta olan hastalardan gonderilen Kklinik 6rneklerden izole edilen
filament6z mantarlar1 klasik ve molekiiler (DNA dizi analizi) yOntemlerle
tanimlanmustir.

Mersin’de bulunan hastanelerde boyle bir prospektif c¢alismanin ilk defa
yapiliyor olmasi ¢alismamizin 6nemini arttirmaktadir.

Toplam incelenen 6742 klinik drnekten 32 hastaya ait 71 (%1.05) 6rnekte
filamentdz mantar iiremistir. izole edilen filamentdz mantarlarin klasik yontemlerle
tiplendirilmesi sonucunda altt A. niger (%18.75), alt1 A. flavus (%18.75), bes A.
fumigatus (%15,62), dort A. terreus (%12.50), bes Fusarium spp. (%15.62), iki
Bipolaris spp. (%6,25) ve birer Aureobasidium spp. (%3,12), Acremonium spp.
(%3,12), Mucor spp. (%3,12) ve Scedosporium spp. (%3,12) olarak belirlenmistir.
Klinik 6rneklerden kdiltirde Uretilerek izole edilen suslarin klasik tiplendirme metodu
ile molekiiler tiplendirme metodu karsilastirildiginda sadece ti¢ susta farklilik
gozlenirken uyum orani tUm suslar gézoniine alindignda %90 olarak bulunmustur.
Aspergillus’lar degerlendirildiginde tiir diizeyinde uyum oraninin ise %100 olarak
belirlenmistir.

Filamentéz mantar {retilen hastalarin altta yatan klinik durumlar
degerlendirildiginde, sekizinde KBY, altisinda KOAH, altisinda kanser, besinde DM,
besinde periferal damar hastaligi oldugu belirlenmistir. Hastalarimizin yedisi ¢alisma
stiresi igerisinde hayatini kaybetmistir.

Izolatlarin E-test yontemiyle bes farkli (flukonazol, vorikonazol, amfoterisin B,
kaspofungin, posakonazol) antifungale ve disk diflizyon yontemi ile iki farkli
(vorikonazol, flukonazol) antifungale duyarliliklari belirlenmistir.

Scedosporium spp. susu hari¢ biitiin suslar E-test ile flukonazol MIK degeri
>256 mg/L ve disk difizyon ile <6 mm oldugu saptanmistir. Vorikonazol’iin tim
Aspergillus’lar icin MIK degeri E-test ile <0,38 mg/L bulunurken, disk difiizyon ile >15

mm oldugu goriilmiistiir.
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A. terreus, Fusarium spp., Scedosporium spp., Rhizopus spp. suslarinin
amfoterisin B E-test MiK degeri >32 mg/L, diger suslarin MIK degeri < 2 mg/L olarak
belirlenmistir.

Bir Fusarium spp., bir Cylindrocarpon spp. ve bir Rhizopus spp. susu E-test
posakonazol MIK degeri >32 mg/L bulunurken diger suslarin MiK degeri <1,5 mg/L
olarak tespit edilmistir.

Butiin Aspergillus spp. ve Lecythophora spp. E-test Kaspofungin MiK degerleri
< 1,5 mg/L olarak bulunurken diger tiim suslarda MIK degeri >32 mg/L olarak
belirlenmistir.

Ayrica Rhizopus oryzae susunun tiim antifungallere direngli oldugu goriilmiistiir.

Calismamiz  sirasinda  klinik-laboratuvar  isbirligi  sayesinde  mikoloji
laboratuvarinin 6nemi anlasilmis olup klinik 6rneklerden kiif mantarlarinin aranmasi ile
ilgili talepler artmistr.

Bagisiklik yetmezligi olan hastalarda mantar infeksiyonunun tanimlanmasi
hastanin kisa zamanda tedavisi agisindan biiyiik yarar saglayacaktir. Bu bakimdan bu
hastalarin 6rneklerinin ayn1 zamanda mantar yoniinden degerlendirilmesi yapilmalidir.

Calismamizin, bolgemiz ve Ulkemizdeki klinik 6rneklerden izole edilen
filament6z mantarlarin epidemiyolojik durumunun belirlenmesi ve antifungal
duyarliliklarinin saptanmasi noktasinda daha sonra yapilacak olan c¢alismalara 11k

tutacagini diisiinmekteyiz.
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