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TURKCE OZET

Mukormikoz genellikle bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda goriilen
Mukorales takimi mantarlarin sebep oldugu bir mantar enfeksiyonudur. Tanis1 zor,
mortalitesi yiiksek ve diinya capinda nadir goriilmektedir. Insidansi tam olarak
bilinmemektedir, ¢iinkii popiilasyona dayali az ¢alisma bulunmaktadir.

Bu ¢alisma ile, Mucorales suslarinin tiir tanimlamasi morfolojik 6zellikleri ve
MALDI TOF MS ile yapilip ITS boélgesi ile karsilastirilmistir. Bu suslarin antifungal
duyarlilik profillerine bakilarak tilkemiz i¢in ilk tek merkezli epidemiyolojik veri elde
edilmistir.

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Merkez Mikrobiyoloji (Mikoloji) Laboratuvarina 2003 ile 2022 tarihleri
arasinda gelen ve -80°C’da saklanan, ayr1 hastalara ait 87 Mucorales susu kullanildi.
ITS bolgesiyle tanimlama amaciyla sadece referans suslarla BLAST analiz yapildi ve
oldukca net kurallar kullanildi. Bu suslardan 77’si ITS bolgesiyle tanimland1 ve en
fazla Rhizopus tiirleri (%75,3) saptandi. Ancak 10 izolat ITS bolgesi ile tanimlamadi.
Tanimlama yetersizligi %5,7 oraninda oldugu diistinildii. Tim suslarda cins
diizeyinde molekiiler tanimlama ile tam uyum saglanmigtir. MALDI TOF MS ile
tanimlamada kat1 ve sivi besiyerinden ekstraksiyon arasinda tiir agisindan bir fark
olmamakla beraber sivi ekstraksiyon yontemi anlamli bir sekilde daha basarili
bulunmustur. Tir tanimlanmas: tam yapilmis 77 susun, in vitro antifungal
duyarliliklari, CLSI M38 referans yontem ile belirlendi. Posakonazol direnci
saptanmamig ancak amfoterisin B direnci Rhizopus arrhizus suslarinda diisiik oranda
olsa da goriilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢alismada merkezimizde en sik izole edilen tiiriin R. arrhizus
oldugu, MALDI TOF MS tanimlamanin sivi ekstraksiyon yontemi kullanildiginda
oldukca basarili oldugu ve izolatlarimizda ciddi bir antifungal direncin olmadig:
saptandi.

Anahtar Kelimeler: Mucorales, mukormikoz, epidemiyolojik veri, MALDI TOF MS,
antifungal duyarlilik
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INGILIiZCE OZET

Retrospective Determination of Species Distribution and Antifungal
Susceptibility of Mucorales Fungi Isolated from Clinical Specimens

Mucormycosis is a fungal infection caused by fungi of the order Mucorales,
usually in immunocompromised patients. It is difficult to diagnose, has a high
mortality rate and is rare worldwide. Its incidence is unknown because there are a few
population-based studies.

In this study, species identification of Mucorales strains was performed by
morphological characteristics and MALDI TOF MS and compared with the ITS
region. By looking at the antifungal susceptibility profiles of these strains, the first
single-center epidemiological data for our country was obtained.

In this study, 87 Mucorales strains belonging to different patients, which were
received to the Central Microbiology (Mycology) Laboratory of Bursa Uludag
University Health Application and Research Center between 2003 and 2022 and stored
at -80°C, were used. BLAST analysis was performed only with reference strains for
identification by the ITS region and very precise rules were used. Of these strains, 77
were identified by the ITS region, with Rhizopus species being the most common
(75.3%). However, 10 isolates were not been abilite identified by the ITS region.
Identification failure was considered to be 5.7%. Complete agreement was achieved
with molecular identification at the genus level in all isolates. Although there was no
difference in terms of species between extraction from solid and liquid media in
identification by MALDI TOF MS, the liquid extraction method was significantly
more successful. In vitro antifungal susceptibilities of 77 strains with complete species
identification were determined by CLSI M38 reference method. No posaconazole
resistance was detected, but amphotericin B resistance was observed in Rhizopus
arrhizus strains, albeit at a low rate.

In conclusion, R. arrhizus was the most frequently isolated species in our
center, MALDI TOF MS identification was quite successful when liquid extraction
method was used and there was no serious antifungal resistance in our isolates.

Keywords: Mucorales, mucormycosis, epidemiological data, MALDI-TOF-MS,
antifungal susceptibility testing
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1.GIRIS

Mukormikoz, Mucorales takiminda yer alan mantarlarin sebep oldugu, goriilme
siklig1 giderek artan, hizli ve kotii seyirli global bir mantar enfeksiyonudur. Bir¢ok
tilkede aspergillozdan sonra ikinci veya ligilincii siradadir. Goriilme sikligi, tanisi zor
oldugundan ¢ok iyi bilinmemekle beraber, 6zellikle vorikonazol tedavisinin yogun
kullanimi ve riskli hastalarin daha fazla izlenmesi nedeniyle giderek artmaktadir.
Tedavide gecikme mortalite ile sonuglansa da medikal, cerrahi, radyoloji ve laboratuvar
ekiplerinin multidisipliner ¢alismasi mortaliteyi azaltmaktadir.

Mukormikoz etkenleri dogada yaygin olarak bulunmalarina ragmen sekonder
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Enfeksiyona sebep olan tiirlerin diisiik viriilanslt
olmasi ve tiremeleri i¢in uygun kosullar olustugunda hastalik olusturmalar1 bunun en
onemli sebebidir. Kontrolsiiz diyabet, mukormikoz i¢in en 6nemli risk faktoriidir.
Bunun 6tesinde nétropenik hematolojik malignitesi olan hastalar, kemik iligi alicilari
ile diger kemoterapi veya immunoterapi yapilan maligniteli hastalar da risk altindadir
(Cornely ve ark., 2019). Bilinen bir risk faktorii olmayan mukormikoz olgularinda ise
predispozan faktor genellikle yanik, travma ve cerrahi miidahale olmaktadir.
Popiilasyona dayali az sayida ¢alisma oldugundan, insidansi tam olarak bilinmez, ancak
birgok ¢alismada goriilme sikliginin arttigi gosterilmistir (Skiada, Pavleas, & Drogari-
Apiranthitou, 2020).

Mucorales takiminda yer alan tiirler morfolojik olarak birbirine oldukga
benzerler ve kabaca 55 cins ic¢inde 261 tiir bulunmakla beraber insanlarda hastalik
olusturanlarin sayis1 38 civarindadir. Rhizopus, Mucor ve Lichtheimia cinsleri
insanlarda en fazla hastalik yapan tirleri barindirmaktadir. Rhizomucor,
Cunninghamella, Apophysomyces ve Saksenaea tiirleri ise bunlar takip eder (Kwon,
2012). Bunun yani sira bu tiirler, belirli cografi bolgeler veya enfeksiyonlarda daha
siktir. Ornegin Lichtheimia ve Apophysomyces kutanéz mukormikoz olgularindan daha
fazla izole edilmektedir. Cunninghamella ise pulmoner ve dissemine enfeksiyonlarda
siktir (Badali ve ark., 2021).

Mukormikoz firsat¢1 bir enfeksiyondur. Konagin bagisiklik durumu, mantarin
tiirti ve enfeksiyonun yerine gore ¢ok ¢esitli klinik tablolar olusabilir. Kutanéz/yumusak

doku, rino-orbito-serebral, sino-pulmoner, gastrointestinal ve yaygin enfeksiyon baslica



goriilen klinik tablolardir. Hizli seyirli bir enfeksiyon oldugu i¢in erken tani dnemlidir.
Gorlintiileme yontemleri tanida siklikla kullanilmakla beraber, enfeksiyonun yayginligi
hakkinda bilgi verse de etkene yonelik bilgi vermez. Mukormikoza y6nelik spesifik bir
serolojik belirte¢ de yoktur. Galaktomannan (GM) ve B-D-Glukan (BDG) testlerinin
pozitif olmast mukormikoz tanisindan uzaklasmada yararli olmakla beraber miks
enfeksiyonlarin varligi unutulmamalidir.

Mukormikozun tanisinda enfeksiyon bélgesinden alinan biyopsi Orneginin
histopatolojik ve/veya direkt mikroskobik incelenmesi en énemli basamagi olusturur
(Cornely ve ark., 2019). Histopatolojik ve/veya direkt mikroskobik inceleme kesin
tanty1 koydurmakla beraber enfeksiyona yol acan tiir hakkinda bilgi vermez. Tiir
tanimlanmast ve antifungal duyarlilik caligilmasi i¢in kiiltiirlin 6nemi biiyiiktiir.
Bununla beraber iiremeleri, morfolojik olarak tanimlamak, benzer 6zellikleri nedeniyle
oldukga zordur ve ciddi deneyim gerektirir (Cornely ve ark., 2019).

Mucorales takimi i¢in hem “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)” hem de “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” tarafindan standardize edilmis antifungal duyarliblk yontemleri vardir
(Arendrup ve ark., 2015; Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2017). Her
iki yontemde de bazi tiirler i¢in epidemiyolojik esik degerler (EED) belirlenmis olsa da
klinik sinir degerler (KSD) higbir tiir-ilag kombinasyonunda yoktur (Espinel-Ingroff ve
ark., 2015).

Mucorales takiminda, morfolojik tanimlama cins ve tiirlerin benzer 6zellikler
gostermesi, kriptik ve spor olusturmayan suslar nedeniyle zordur. Tanimlama i¢in gesitli
deoksiribo niikleik asit (DNA) bolgeleri degerlendirilmis olsa da ribozomal DNA’nin
“internal transcribed spacer” (ITS) bolgesi hedef olarak seg¢ilmistir. Bu bdlgenin, ayni
tiriin bireyleri arasindaki farkliliinin az, degisik tiirlerin bireyleri arasindaki
farkliliginin fazla olmasi, tanimlamada altin standart olarak kullanilmasini saglamistir.

Tanimlamada molekiiler yaklagim altin standart olsa da rutin laboratuvarlar igin
daha hizli ve kolay alternatif arama caligmalar1 devam etmektedir. Bunlar arasinda
matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass spectrometry (MALDI
TOF MS) en umut vericidir. Yapilan ¢alismalarda molekiiler tanimlamayla %90’a kadar
uyumlu sonuglar alinmistir (Rychert ve ark., 2018; Shao, Wan, Li, & Yu, 2018).



Ulkemizde mukormikozla ilgili, demografik 6zellikler, altta yatan hastaliklar,
risk faktorleri, klinik formalar, tedavi ve prognoz ile ilgili bir¢ok olgu ve literatiir
taramalar1 bulunmaktadir (Alabaz ve ark., 2021; Demirkaya ve ark., 2018). Molekiiler
diizeyde tiir tanimlamasi ise sadece li¢ olguda yapilmis, epidemiyolojik bir seri
olusturulmamistir (Glimral ve ark., 2011; Kantarcioglu ve ark., 2006). Bu ¢alisma ile
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji
Laboratuvarinda -80°C’da saklanan Mucorales suslarinin tiir tanimlamas: morfolojik
ozellikler ve MALDI-TOF-MS sistemiyle yapilip ITS bélgesi ile karsilastirilacak,
antifungal duyarlilik profillerine bakilacaktir. Boylece iilkemiz i¢in ilk epidemiyolojik

veri elde edilmesi amaglanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Mikolojinin Tarihcesi

Mikolojinin tarih¢esi olduk¢a eskilere dayanmaktadir. Ancak bilimsel bir
disiplin olarak ortaya konulmasi daha yenidir. Mantar enfeksiyonlarina ait ilk bilgiler
milattan 6ncesine dayanir. Bilinen en eski belge M.O. 2000-1000 tarihlerine ait olup
Hindu kutsal yaztlarindadir. Ardindan, Hipokrat’a (M.O. 400-300) ait bir belge
bulunmustur. Ozellik hekimler ve bilim insanlari, 15. yiizyildan (yy) itibaren tibbi
mikoloji alaninda ¢aligmalarini arttirmislardir (Yiicel, 1999).

Isvicreli Gaspard Bauhin isimli botanik¢i, “Pinax Theatri Botanici” adh
eserinde, 100 kadar mantar1 6zellikleriyle beraber bildirmistir. Ancak mikolojinin de
modern anlamda tarihgesi, Antonie van Leewenhoek’un, 17. yy’da mikroskobu kesfiyle
hizla gelismistir (Yiicel, 1999).

Modern anlamdaki mikoloji 18. yy sonlarina dogru onemli gelismeler
kaydetmistir. Mikolojinin kurucusu olarak adlandirilan Italyan botanikgi Pier Antonio
Micheli, 1729°da “Nova Genera Platarum” adli eserde mantarlarla ilgili aragtirmalarini
yaymmlamistir (Ajello, 1998). Carl Linnacus 1753 yilinda “Species Plantarum” adli
eserinde mantarlar1 bitki ve hayvanlardan ayr1 bir taksonomik grup olarak
siniflandirmistir.

Diger bilim dallarinda oldugu gibi mikoloji alaninda da 19. yy’a gelindiginde
gelismeler goriilmeye baslanmistir. Elias Magnus Fries, 1825 yilinda, “Systema
Mycologicum” adli eserinde mantarlar1 ayrintili olarak smiflandirmis ve buglinkii
sistematigin temellerini kurmustur. Ilk defa Robert Remak tarafindan, 1835 yilinda
mantarlarin hastalik yaptig ile ilgili agiklama yapilmistir. Bu durum hekimlerin ilgisini
¢ekmis ve Gruby ile tip mikolojisinin tarihi gelisimi baglamistir (Yiicel, 1999).

Mikolojinin bugiinkii duruma gelmesinde katki saglayan ve mikoloji
laboratuvarlarinda hala aktif olarak kullanilan besiyerini gelistiren dermatolog,
“Raymond Jacques Adrien Sabouraud”, 1910 yilinda “Les Teignes” isimli bir Kitap
yayimlamistir. Bu kitapta, igerigi belirli bir besiyeri hazirlamis ve burada {ireyen

dermotofitleri ayrintili bir sekilde tarif etmistir (Yiicel, 1988).



Mantarlarin morfolojik ve fizyolojik ozellikleri, taksonomileri ve goriilme
sikligr ile ilgili caligmalar zaman igerisinde artmigtir. Ancak dogru tiir tanimlamalari, alt
tiirler ve tiplerin belirlenmesi molekiiler yontemlerin ortaya ¢ikmasiyla baslamigtir
(Hawksworth, & Liicking, 2017). Bu alanda ilk polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
1990 yilinda, White ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilmistir (White, Oliver, Gréser,
& Henn, 2008). Molekiiler ¢alismalar, 2010 sonrasi hiz kazanmis olmakla beraber halen

kesfedilmeyi bekleyen ¢ok sayida tiir bulunmaktadir.

2.2. Mantarlari Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Mantarlar hava, toprak, su ve ¢iiriimiis organik maddeler gibi dogada pek ¢ok
yerde bulunabilir. Nemli ve asidik ortamlar1 severler. Mantar1 inceleyen bilim dalina
mikoloji, olusturduklar hastaliklar mikoz denir.

Canlilarin olusturdugu alt1 alemden biri mantarlardir. Okaryotik canlilardir ve
bitkilerden klorofil tasitmamalari, heterotrof olmalar1 ve farkli hiicre duvar yapilariyla
ayrilirlar. Hayvanlar alemi ise hem hiicre duvarlarinin olmamasi hem de hiicre zarinda
kolestrol bulundurmalar1 nedeniyle mantarlardan farklidir. Mantarlarin hiicre zarinda
esas olarak ergosterol bulunur. Mantarlar Okaryotik canlilar olmasi nedeniyle
prokaryotik olan bakterilere de benzemezler (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2015).

Mantarlar koloni morfolojilerine goére kiif ve maya olmak iizere ikiye ayrilir.
Baz tiirler ise insan viicut sicakliinda maya iken doga kosullarinda kiif formunda
olabilir. Bu mantarlara dimorfik mantarlar denir (Inci, 1999). Mayalar kiiremsi sekilde
tek hiicrelidir. Tomurcuklanarak tirer. Kiifler ise ¢ok hiicreli, filament6z mantarlardir
(Murray ve ark., 2015).

Kiiflerde goriilen filamentoz yapilara hif denir. Hifler septali ya da septasiz
olabilir. Hifler bir araya gelerek miselyumlar1 olusturur. Miselyumlarin besiyerindeki
goriintiisii kolonidir. Miselyum; vejetatif yani beslenmeyi saglayan miseller, reproduktif
yani liremeden sorumlu sporlar tagtyan misellerden olugsmaktadir (Arda, 2015; Murray
ve ark., 2015).

Mantarlarda tireme sporlar ile olur ve eseyli ya da eseysiz lireme goriilebilir. En
sik karsilagilan eseysiz sporlar blastospor, klamidospor, artrospor, konidiospor ve

sporangiospordur. Sekil 2.1°de bu yapilar goriilmektedir.
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Sekil 2.1. A) Blastospor, B) Klamidospor, C) Artrospor, D) Konidiospor, E) Sporangiospor

Blastospor: Maya hiicrelerinde tomurcuklanma sonucu olusan spordur. Spor
olgunlasinca ana hiicreden ayrilir. Baz1 durumlarda bu ayrilma gerceklesmez ve yalanci
hif ad1 verilen yap1 olusur (Murray ve ark., 2015).

Klamidospor: Hiflerdeki bazi hiicrelerin  ¢eperlerinin  kalinlagsmast,
protoplazmanin yogunlagmasi ve dis kosullara daha direngli hale gelmesi sonucu olugur
(Murray ve ark., 2015).

Artrospor: Hiflerin septalardan ayrilmasi sonucu olusur (Murray ve ark., 2015).

Konidiospor: Oncelikle hiflerde konidiofor adi verilen 6zellesmis bir yapi
olusur. Konidiosporlar ya direkt olarak bu yapidan ya da sterigma ad1 verilen 6zel bir
tastyicidan gelisir. Tek hiicreli olanlarina mikrokonidyum, ¢ok hiicreli olanlarina
makrokonidyum denir (Murray ve ark., 2015).

Sporangiospor: Hiflerin ucunda yuvarlak kese bi¢giminde sporangium olusur ve
icerinde sporangiosporlar olusur. Sporangium acildiginda sporlar etrafa yayilarak
cimlenir (Murray ve ark., 2015).

Eseyli iireme sporlari ise askospor, basidiospor, zigospor ve oospordur. Sekil

2.2’de eseyli iireme sporlar1 goriilmektedir.
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Sekil 2.2. A) Oospor, B) Zygospr,) spbr goriintiileri

Askospor: Askus denilen kesenin igerisinde olusan sporlardir (Arda, 2015;
Murray ve ark., 2015).

Basidiospor: Lobut seklinde basidium igerisinde sporlardir. Basidiumdan ¢ikan
miselyumlar ile sporlar digar atilir (Arda, 2015; Murray ve ark., 2015).

Zigospor: Komsu iki zigogametin birlegsmesi sonucu kalin ¢eperli zigospor
olusur (Arda, 2015; Murray ve ark., 2015).

Oospor: Ayni karakter ve goriiniime sahip erkek gamet (antheridium) ve disi
gametin (oogonium) birlesmesi sonucu olusur (Arda, 2015; Murray ve ark., 2015).

Mantarlarin siniflandirilmasi eseyli spor yapilar1 dikkate alinarak yapilmis ve
dort boliimde toplanmustir. Insanlarda patojen olan mantarlar ise ii¢ boliimde yer alir.

Zygomycota: Mantarlar alemini az gelismis boliimiinii olusturur. Septasiz ve
hiyalen hiflere sahiptirler. Eseysiz sporlar1 sporangiospordur ve haraketsizdir. Zigospor
ile de eseyli tireme gerceklesir (Murray ve ark., 2015).

Basidiomycota: Mantarlar aleminde nispeten daha gelismis mantarlari igerir.
septumlu ve filamentli yapida olduklar1 gibi tipik maya yapisinda formlari
bulunmaktadir. Eseyli {lireme basidium adi verilen hiicrenin basidiosporlar
olusturmasiyla gergeklesir (Murray ve ark., 2015).

Askomycota: Tibbi 6nemi olan mantarlarin biliyiikk kismimi igerir. Askus adi
verilen kesenin icerisinde askosporlar olusur. Askus yapisindaki farkliliklar bu
mantarlarin siniflandirilmasinda énemlidir (Murray ve ark., 2015).

Taksonomik olarak mantarlar genel kurallara uygun olarak isimlendirilirler.
Bunlar su sekilde siralanabilir; division: -mycota, class: -mycetes, order: -ales, familya:

-aceae (Inci, 1999).



2.2.1. Mucorales Takimi Genel Ozellikleri

Zygomycota boliimii Mucormycotina alt boliimiinde yer alan Mucorales
takimindaki tiirler, hizli iirer ve insan viicut sicakliginda yasayabilmenin yani sira ¢ok
sayida termofilik tiir de igerir.

Mucorales tiyeleri eseyli olarak zigosporlar ile iirerler. Bunlar, sitoplazma ve
cekirdeklerin fiizyonu dahil, iki farkli hif ucunun fiizyonu ile olusan kalin duvarh ve

pigmentli sporlardir. Sekil 2.3.’de zigospor yapis1 goriilmektedir.

Sekil 2.3. Zigospor goriintiisii (Walther, Wagner, & Kurzai, 2019)

Mucorales takimi mantarlarda septa icermeyen ve ¢ok sayida cekirdek igeren
hifler (sonositik migeller) tipiktir. Septalar nadiren goriilebilir ve genellikle lireme
yapilarin1 veya sismis kisimlar1 sinirlamak i¢in olusturulur. Eseysiz sporlar
sporangiofor adindaki hif ile taginan sporangium igerisinde Uretirler ve degisik renk,
sekil ve dizilimdeki bu sporlara sporangiospor denir. Sporangioforlar1 tasiyan
0zellesmis hiflere ise stolon adi verilir. Bazi cinslerde sporangiofor ile sporangiumun
birlestigi yer genisleyerek apofiz adindaki yapiyr olusturur. Sporangium iginde
sporlardan zar ile ayrilmig degisik sekillerdeki vezikiiller yapiya ise kolumella denir.
Bazi cins ve tiirlerde ise besiyeri ya da substratin i¢ine dogru gelisen koke benzer
yapilara rizoit ad1 verilir. Sekil 2.4.’de Mukorales takim1 mantarlarin genel mikroskobik
yapist goriilmektedir.

Bazi familyalarda ise ayirt edici, 6zellesmis yapilar bulunmaktadir. Ornegin;
Syncephalastraceae ailesinde sporangium kiiresel degil, merosporangium adi verilen
kolumellast olmayan silindir seklindedir. Degisik sayidaki aseksiiel sporlarina da
“merospor” denir. Thamnidiaceae ve Cunninghamellaceae ailelerinde ise sporangiyum

tek ya da cok az sayida spor tasir ve sporangiyol adini alir.
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Sekil 2.4. Mucorales tanimi mantarlarda genel mikroskobi

Mucorales 55 cins ig¢inde 261 tiir igerir. Bu 261 tiirden 38’inin insan
enfeksiyonlarina neden olmustur. Firsate1 tiirleri igeren cinsler sunlardir: Actinomucor,
Apophysomyces, Cokeromyces, Cunninghamella, Lichtheimia, Mucor, Rhizomucor,
Rhizopus, Saksenaea, Syncephalastrum ve Thamnostylum (Benny, Smith, Kirk, Tretter,
& White, 2016; Spatafora ve ark., 2016; Wijayawardene ve ark., 2018). ITS dizilerine
dayali molekiiler tiir tanimlamasi, tiirleri giivenilir bir sekilde ayirt ettigi icin
Mucorales'te tercih edilen yontemdir. Mucorales takimi1 mantarlarin sistematigi Tablo

2.1°de goriilmektedir.

Tablo 2.1. Mucorales takimi mantarlarin sistematigi

Kingdom Fungi
Phylum Zygomycota
Subphylum Mucormycotina
Class Mucormycetes
Order Mucorales
Familya Mucoraceae
Genus Rhizopus
Rhizomucor
Mucor
Lichtheimia
Actinomucor
Apophysomycetes
Familya Cunninghamellaceae
Genus Cunninghamella
Cokeromyces
Familya Syncephalastraceae
Genus Syncephalastum
Familya Saksenaeaceae
Genus Saksenaea
Familya Thamnostylaceae
Genus Thamnostylum




2.3. Mukormikoz

Mukormikoz ilk olarak 1876 yilinda Almanya’da kanserden 6len bir hastada
tanimlanmistir. Hastanin sag akcigerinde mantar hifleri ve birka¢g sporangium
goriilmiistiir. Arnold Paltauf “Mycosis mucorina” adi ile ilk dissemine mukormikoz
vakasin1 1885’te yaymlamig ve bu enfeksiyonun bugiin Lichtheimia corymbifera
enfeksiyonu oldugu diistiniilmiistiir (Kwon, 2012). Ulkemizde ise 1966 yilinda Dogulu
ve ark. (15) tarafindan yayinlanan serebral mukormikoz ilk olgudur. (Dogulu, Yardim,
Tezok, Giilsen, & Akkaya, 1966)

Zygomycota phylumunda yer alan Mucorales takim1 mantarlardan en sik goriilen
etkenler Rhizopus spp., Mucor spp., Lichtheimia spp. olup bunlar1 Rhizomucor spp.,
Saksanea spp., Cunninghamella spp., Apophysomyces spp. takip eder (Kwon, 2012). Bu
takimda bulunan mantarlar hastanin altta yatan hastaligina ve enfeksiyonun viicuda giris
noktasina bagli olarak rinoserebral, pulmoner, gastrointestinal, dissemine, kutandz gibi

degisik klinik formlarda ortaya ¢ikabilir.

2.3.1. Epidemiyoloji

Mucorales takimi bagisikligi bozulmus konakta aniden gelisen, hizli ilerleyen ve
sonu Oliimle sonuglanabilen enfeksiyonlara neden olmaktadir (Malcolm, & Pirkko,
2007). Hematolojik malignite, uzun siireli ndtropeni, kontrolsiiz diyabet, solid organ
nakli, kemik iligi transplantasyonu, uzun stireli kortikosteroid kullanimi, HIV, tramva
en sik karsilasilan predispozan faktorlerdir (Cornely ve ark., 2019). Bunlarin yani sira
ciddi yaniklar, intravendz kateterler, intravenéz madde alimi, bocek 1sirmasi ile olusan
deri travmalar1 ile immunkompetan kisilerde de mukormikoz gelisebilir. Ayrica
hastanelerde c¢arsaflar, yastiklar, dil basacaklari, bandajlar gibi ortak kullanilan
malzemelerle iligkili salginlar da gosterilmistir. Bunlarin olusturdugu enfeksiyonlar
genellikle deri enfeksiyonlaridir (Cheng ve ark., 2016; Sundermann ve ark., 2019).

Solunum yolu ile sporlarin alinmasi durumunda pulmoner ve rinoserebral
enfeksiyon goriiliitken kontamine yiyecek ve tabletlerin yutulmasi veya dil
bastiricilarinin - kullanilmasi1 sonucunda gastrointestinal mukormikoz goriilebilir

(Rammaert ve ark., 2012).
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Mukormikoz ig¢in risk faktorleri cografi bolgelere ve iilkelerin gelismislik
durumuna gore degisiklik gostermektedir (Skiada ve ark., 2020). Gelismis iilkelerde
predispozan faktor olarak en sik hematolojik malignite ve solid organ transplantasyonu
goriiliirken, gelismekte olan iilkelerden kontrolsiiz diabetes millitus ve travma en sik
etken olmustur (Slavin ve ark., 2015).

Bazi ¢aligmalar ise enfeksiyon yerinin altta yatan hastalik ile iliskili oldugunu
gostermistir (Jeong ve ark., 2019; Roden ve ark., 2005; Skiada ve ark., 2011). Pulmoner
mukormikoz hematolojik malignite ve nitropeni olan hastalarda daha sik karsilasilirken
rinoserebral mukormikoz diyabet ve siniiziti olan hastalarda daha sik goriiliir. Travma
sonrasi ise genellikle kutan6z mukormikoz ile karsilagilir (Skiada ve ark., 2020).

Mukormikoz igin risk faktorlerinden biri de Aspergillus’a etkili ama Mucorales
takimina etkili olmayan vorikonazol ve ekinokandin grubu antifungallerin tedavi veya
profilaksi amaci ile kullanilmasidir. Uzun siireli vorikonazol kullanimi ile mukormikoz
iligskisine dair ilk yayin 2004 yilinda yapilmistir (Marty, Cosimi, & Baden 2004). Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada insidansin kullanilan antifungale, lokal epidemiyolojiye
ve hastaya bagli olarak degistigi gosterilmistir (Lionakis, Lewis, & Kontoyiannis 2018).

Bagisiklig1 yeterli hastalarda da goriilen mukormikoz vakalar1 bulunmaktadir.
Daga onceden yapilan iki biiyiik ¢alismadan Roden ve ark. yaptig1 yayinda vakalarin
%19’unun Jeong ve ark. yaptig1 yayinda ise toplam vakalarin %18’inde altta yatan
hastalik bulunmamistir (Jeong ve ark., 2019; Roden ve ark., 2005). Ancak bu gibi
durumlarda predispozan faktor biitiinliigli bozulmus deridir. Deri biitiinliigii ise yaniklar,
hayvan 1siriklar, trafik kazalari, cerrahi islemler veya dogal afetler ile bozulabilir.

Mukormikoz goriilme sikligr artmaktadir ancak az sayida popiilasyona dayali
calisma oldugu igin kesin bir insidans-prevalans yoktur. Bunun gesitli sebepleri vardir.
Verilerin vaka raporu veya vaka serileri seklinde ¢aligmalardan olusmasi, zor tani veya
tan1 protokollerindeki farkliliklar, kiiltiirde iireme olmamasi bunlarin basinda gelir.
Ayrica kiiresel bir oran olmadigi icin de karsilagtirma yapilabilecek bir veri havuzu
bulunmamaktadir (Cornely ve ark., 2019; Roden ve ark., 2005).

Literatiirde ilk kapsamli inceleme Roden ve ark. tarafindan 2005 yilinda
yapilmistir. Bu c¢alisma 1940-2003 yillar1 arasinda yayinlanan, entomoftoramikoz
olgular1 dahil 929 olguyu igermektedir (Skiada ve ark., 2020). Ardindan Jeong ve ark.
2000-2017 yillar1 arasinda yayinlanan 851 vakay1 analiz etmistir. Bu ¢calisma, PRISMA
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(Sistematik incelemeler ve Meta-Analizler igin Tercih Edilen Raporlama Ogeleri)
kilavuzlar1 kullanilarak yapilmis ve raporlanmis ve yalnizca Mucorales takimi
mantarlarin neden oldugu vakalar1 icermektedir (Jeong ve ark., 2019; Skiada ve ark.,
2020).

Yapilan prevalans ¢alismalarinda net bir artis oldugu goziikmektedir. Mesela
Fransa’da niifusa dayali yapilan bir c¢aligmada, mukormikoz prevalansi 1997°de
milyonda 0,7 vaka iken, 2006’da milyonda 1,2’ye yiikseldigi goriilmustiir (Lanternier
ve ark., 2012). Ay sekilde Belgika’da yapilan bir ¢alismada da 2000 yilinda milyonda
1,9 vaka iken 2009 yilinda milyonda 14,8 vakaya yiikselmistir (Saegeman ve ark.,
2010). Ispanya’da tek bir merkezde yapilan bir calismada 2007 yilindan 6nce
mukormikoz nedeniyle hastaneye yatis milyonda 12 iken 2007 sonrasinda bu say1 33’e
cikmustir. Isvigre, Iran, Liibnan gibi iilkelerde yapilan prevalans calismalarinda da
artiglar oldugu goriilmistiir (Cornely ve ark., 2019).

Hindistan’da ise mukormikoz prevalansi gelismis tilkelerdeki prevalansin
yaklasik 80 katidir. Bu da 1000 niifus basina yaklasik 0.14 vakaya denk gelmektedir
(Chander ve ark., 2017).

Bu artislarin sebebi fiili olabilecegi gibi hastalik hakkinda artan bilgi ve daha
gelismis tan1 yontemleri olabilir (Skiada ve ark., 2020). Sekil 2.5.’de mukormikoz

diinyadaki insidans1 goriilmektedir.
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Sekil 2.5. Mukormikoz insidansi ve {ilkelere dagilim
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2.3.2. Patogenezi

Mukorales takim1 mantarlar dogada olduk¢a yaygin olmalarina ragmen sekonder
enfeksiyonlar olustururlar. Diisiik viriilansli olmalar1 ve iireyebilmeleri i¢in uygun
kosullarin varligi, bunun en 6nemli sebebidir. Uygun kosullar olustugunda viicuda giren
Mukorales takimi mantarlara ait sporlar 6nce germine olur. Germinasyon ig¢in ise
konagin dogal ve spesifik humoral ve hiicresel immiin sisteminden kagabilmesi
gerekmektedir. Normalde diisiik viriilansli oldugu i¢in bu oldukg¢a zordur. Sporlar hedef
dokuya girdiklerinde makrofajlar hizla o bolgeye goc ederek hif ve sporlar1 6ldiiriir ve
germinasyonu engeller. Ancak kisi ndtropenik veya fagosit fonksiyonlart bozuk ise bu
savunma mekanizmast olmayacagi icin mukormikoz gelisme riski artacaktir.
Hiperglisemi ve asidoz fagositlerin kemotaksis ve oldiirme yetenegini bozmaktadir
(Chinn, & Diamond, 1982; Diamond, Haudenschild, & Erickson 1982; Topgu, Soyletir,
& Doganay, 2002).

Demir mantarlarin hayatta kalabilmesi icin gerek duydugu kilit elementtir.
Yapilan calismalarda yiiksek seviyelerde demir olan hastalarin mukormikoza karsi
duyarliliginin arttigim1 gostermektedir (Boelaert ve ark., 1994). Bu nedenle kandaki
yiiksek demir seviyeleri hiperglisemi ve diyabetik ketoasidoz (DKA) gibi asidozlu
hastalarda mukormikoz duyarlilig1 artmaktadir. Kandaki diistik ve anormal pH, plazma
selatorlerini destabilize eder. Boylece demirin proteinden ayrilmasini kolaylastirir ve
serumdaki serbest demir konsantrasyonunu arttirir.

Mukorales takimi1 mantarlar i¢in iki demir alim yolu bulunmaktadir. Bunlardan
ilki; yiiksek afiniteli demir alim mekanizmasidir. Bu mekanizma {i¢ proteinden
olugmaktadir. Bunlar; demir rediiktaz (Fre), ferroksidaz (Fet3), demir permeaz
(Ftrl)’dir. Burada permeaz ve ferroksidaz sistemin dogru calismasi i¢in anahtar
proteinlerdir (Navarro-Mendoza ve ark., 2018). Ikincisi ise sideroforlarin kullanimidr.
Sideroforlar, demiri yiiksek afinite ile tutan kii¢iik molekiillerdir. Bunlar ¢evrede var
olan demiri almak i¢in konak ile rekabet eder (Haas, 2003). Mucorales ortamdan demiri
almak i¢in bu iki yolu da kullanabilir.

Rhizoferrin, bazi mucorales tiirleri tarafindan iiretilen karakterize bir endojen
siderofordur (Thieken, & Winkelmann, 1992). Ksenosiderofor ise Rhizopus spp.

patogenezi ile iliskilendirilmistir. Deforoksamin, mukormikoz vakalarinda en sik
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goriilen ksenosidefordur. Bu demir alim mekanizmalart Mucorales takimi mantarlarin
konak i¢inde hayatta kalmalarin1 ve yayilmalarini saglar (Ibrahim ve ark., 2007).

Mukormikozun en belirgin 6zelliklerinden biri de anjioinvazyon yapmasidir.
Boylece doku nekrozu ve tromboza neden olur. Bu sebeple endotelyal hiicrelerin hasari
ve patojenlerin igeri girmesi de 6nemli bir adimdir. CotH atipik bir protein kinazdir.
Invazif olan patojenlerin sporlarinda bulunabilir ve mucorales suslarinin da ortak bir
ozelligidir (Gebremariam ve ark., 2014). CotH protein kinazlari, Mucorales takimi
mantarlara konakg¢1 dokulara yapigsma ve hasara neden olma yetenegi verir (Liu ve ark.,
2016).

CotH proteinlerinin aracilik ettigi doku invazyonu mekanizmasi CotH2-
CotH3'in epitel hiicrelerinin yiizeyinde GRP78 (glikozu regiile eden protein 78) ile
etkilesimine dayanir. GRP78 ile CotH3 proteini baglandiginda invazyon ve doku
hasarinin kolaylastig1 goriilmiistiir. Mukormikoz gelisiminde CotH ve GRP78'in 6nemi
in vivo modeller kullanilarak da incelenmistir. DKA'li farelerde, yiiksek
konsantrasyonlarda demir ve glikoz varligt GRP78’1n asir1 ekspresyonu ve hastaliga
daha yiiksek duyarlilik oldugu goriilmiistir. Nispeten, CotH2 ve CotH3'lin
azaltildiginda ise GRP78'in ekspresyonu normal seviyelerin iizerinde olsa bile R.

delemar'in viriilansint azalmistir (Liu ve ark., 2010).

2.3.3. Klinik Tablolar

Mukormikoz olgular1 ¢ogunlukla baska bir hastaligin tedavisi sirasinda ortaya
¢ikar ve ¢ogu zaman erken teshis edilemez. Lezyonlarin anatomik dagilimi etkenin giris
yeri ve hastanin altta yatan hastalig: ile iliskilidir. En 6nemli klinik tablolar;
Rinoserebral ~mukormikoz, pulmoner mukormikoz, kutanéz mukormikoz,

gastrointestinal mukormikoz ve dissemine mukormikozdur.
2.3.3.1. Rinoserebral Mukormikoz
Mukormikozun en sik goriilen klinik formu olup paranazal siniislerden baglar ve

yiiz, damak, orbita ve beyine dogru ilerleyen bir yayilim gosterir. En sik diabetes

millitus (DM) hastalarinda goriilirken maligniteli hastalarda, solid organ nakli
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alicilarinda da goziikebilir (Skiada ve ark., 2011). Nazal mukoza patojenin giris
kapisidir. Sporangiosporlarin solunmast ile patojen paranazal siniise yerlesir. Konagin
immiin sistemini tarafindan tutulamayan patojen germinasyon gergeklestirir ve hizlica
cogalmaya ve yayilmaya baslar. Ilk sert ve yumusak damaga ardindan siniislere ve sonra
orbitalara ardindan ise kranial bolgeye yayilabilir (Hosseini, & Borghei, 2005).

Yiiz, goz ve bas agris1 hastalardan gelen ilk sikayetlerdir. Bulanik gorme,
burundan piirilan akintt gelmesi bunlar1 takip eden belirtilerdir. Ates, orbital
inflamasyon, géz kapaginda 6dem, akut gorme kaybi, yilizde veya damakta nekrozda
ilerleyen donemlerde goziiken komplikasyonlardir (Cornely ve ark., 2019; Kwon, 2012;
Roden ve ark., 2005).

Tedavi icin erken tan1 dnemlidir. Tan1 i¢in ise eskarli veya nekrotik dokudan
biyopsi ile histopatolojik goriintiileme ve kiiltiir iiremesi yapilmalidir. Tedavi i¢in de
cerrahi debridman ve uygun antifungalin kullanimi ile multidisipliner bir yol

izlenmelidir (Richardson, & Koukila-Kahkola, 2007).

2.3.3.2. Pulmoner Mukormikoz

Pulmoner mukormikoz patojenin aspirasyonu, solunumu veya hematolojik ve
lenfatik yolla yayilimi ile ortaya ¢ikar. Klinik ag¢idan pulmoner mukormikoz ile
pulmoner aspergillozu birbirinden ayirabilecek tipik ayirt edici bir belirti
bulunmamaktadir. Cogu olgu Aspergillus tedavisi sirasinda kullanilan antifungal tedavi
sirasinda ortaya c¢ikar (Richardson, & Koukila-Kahkola, 2007). Ancak etkenin
uretilmesi ile kesin tani konulabilir. Ayrica erken donemde bilgisayarli tomografide
(BT) ters halo goriilmesi invazif aspergillozdan ayiran bir bulgudur.

En sik maligniteli kemoterapi alan nétropenik hastalarda goriiliir. Kemik iligi
transplantasyonu yapilan hastalar ve graft-versus-host hastaligi olan kisilerde de
karsilagilabilmektedir. DM hastalarinda nadiren goriilmektedir (Tedder ve ark., 1994).
Genellikle uzun siireli yiiksek ates hastalardaki ilk sikayettir. Kuru 6ksiiriik de siklikla
goriiliirken daha nadir olarak gogiis agrisi ve dispne goriiliir (Gupta, Khullar, Behera,
Radotra, & Sakhuja, 1998).
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2.3.3.3. Kutanoz Mukormikoz

Kutan6z mukormikoz genellikle yaniklar, agik yara, cerrahi yaralar, intravendz
giris yerleri, bocek 1sirmasi, diken batmasi gibi deri biitiinliigli bozulmas1 sonrasi bu
bolgeye mantar sporlarinin bulagsmasi ile olusmaktadir. Genellikle hastanin altta yatan
hastaligt olmadigi durumlarda lokal kalir. Ancak predispozan bir faktér olmasi
durumunda deri alt1 dokuyu etkileyebilecegi gibi daha derinlerde kas, tendon ve kemigi
etkileyen enfeksiyonlar da gortilebilir. Kutan6z mukormikoz oykiileri daha ¢ok DM
hastalarinda goriliir. Buna ragmen diger formlara gore daha az sistemik hastaliklarla
iligkilidir (Cornely ve ark., 2019; Topgu ve ark., 2002).

Baglangigta ates, sisme ve yarayi g¢evreleyen nekrotik eskar goriiniimii bu
thtimali diisiindiirmektedir. Apse, nodiil, piistiil, nekrotik iilser de olusabilecek diger

semptomlardir (Cornely ve ark., 2019).

2.3.3.4. Gastrointestinal Mukormikoz

Gastrointestinal mukormikoz kontamine besin maddelerinin tiiketilmesi sonucu
mantarin sporlarinin alinmasiyla sindirim sisteminde aciga ¢ikan bir enfeksiyondur.
Lezyonlar sindirim sisteminde herhangi bir yerinde c¢ikabilecegi gibi en sik midede
goriilmektedir. Klinik acisindan diger gastrointestinal sistem (GIS) hastaliklarina
benzedigi i¢in tanisi ¢ogunlukla gecikir hatta genellikle hasta hayatta iken tam
konulamaz (Cornely ve ark., 2019). Cocuklarda, 6zellikle prematiire yeni doganlarda
goriilmektedir. Hematolojik malignite, DM, kortikosteroid kullanimi da predispozan
faktorler arasindadir.

Semptomlar tutulum olan bolgeye gore degisiklik gosterebilir. Karin agrisi,
bulanti, kusma en tipik semptomlardir. Hastada nekrotik {ilser ve perforasyon, sepsis ve

hemorajik sok ile sonuglanan tablolar goriiliir.

2.3.3.5. Dissemine Mukormikoz

Dissemine mukormikoz iki veya daha fazla organ tutulumu seklinde seyreden

mukormikozdur. Tiim mukormikozlarin birbirinin ardindan gelisebilecegi gibi
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pulmoner mukormikoz sonrasi daha sik goziikiir. GIS ve kutanéz mukormikoz sonrasi
daha az karsilasilir. En sik karsilasilan yayilim yeri beyin olup kalp, karaciger, dalak ve
diger organlara da yayilim gosterebilir.

Tanis1 genellikle 6liim sonrasi konulabilir ve mortalitesi yiiksektir. Derin
immiinsiiprosyonu olan hastalarda, deferoksamin tedavisi goren hastalarda, derin

notropenik hastalarda karsilagilma riski bulunmaktadir.

2.3.3.6. Diger Mukormikoz Tablolar:

Serebral mukormikoz; santral sinir sisteminin tutulmasiyla olusan
mukormikozdur. Renal mukormikoz; dissemine mukormikoz vakalar1 disinda oldukga
nadir goriilen bir formudur. Osteomiyelit mukormikoz; endokardit mukormikoz,

peritonit mukormikoz nadir goriilen diger mukormikoz tablolaridir.
2.3.4. Tam Yontemleri

Mukormikozda erken tan1 mortaliteyi azaltir. Erken tani iginde multidisipliner
bir yaklagim gerekmektedir. Klinik bulgular iyi degerlendirilip radyolojik, histolojik ve
mikrobiyolojik veriler toplanarak cerrahi ve medikal miidahalede bulunulmalidir
(Cornely ve ark., 2019).
2.3.4.1. Goriintiileme Yontemleri

Goriintlileme yontemleri kesin tan1 saglamamakla beraber kullanilmasi onerilir.
Ozellikle hastaligin yaygmligi, tedavi planin yapilmasi ve tedavi yanitinin
degerlendirilmesi i¢in periyodik goriintiileme yapilmasi gereklidir. Hematolojik
maligniteli hastalarda akcigerin BT sinde ters “halo” goriintiisii pulmoner mukormikoz
icin oldukgca tipik kabul edilir (Cornely ve ark., 2019).

2.3.4.2. Mukormikozda Ornek Alma

Histopatolojik ve direkt mikroskobik inceleme ile kiiltiir i¢in dogru 6rnek almak
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cok onemlidir. Hizli ilerleme gosteren mukormikoz genellikle aspergilloz ve fusaryozda
da goriilen doku nekrozuna neden olur. Bu sebeple kesin tani i¢in biyopsi 6rneklerinin
histopatolojik ve direkt mikroskobik incelemesi ile kiiltiiriiniin yapilmas: gerekir.
Kutan6z mukormikoz olgularinda siiriinti 6rnekleri kiiltiir i¢in uygun degildir. Ancak
biyopsi alinamayacak hastalarda, duyarliliginin diisiik oldugu g6z 6niine alinarak, bu
yola bagvurulabilir. Dissemine veya serebral mukormikoz olgularinda kan kiiltiirleri ve
beyin omurilik sivisinin (BOS) tamida yeri yoktur. Benzer sekilde pulmoner
mukormikoz olgularinda da bronkoalveolar lavaj (BAL) ve balgamin 6zgiillik ve
duyarhiliklar diistiktiir. Bu bolgelerden alinan 6rneklerdeki pozitif kiilttirler, her zaman
klinik bulgular, radyolojik kanitlar ve 6zgiil olmayan laboratuvar verileriyle birlikte
degerlendirilmelidir (Skiada ve ark., 2018; Richardson, & Koukila-Kahkola, 2007).

2.3.4.3 Orneklerin Histopatolojik ve Direkt Mikroskobik Incelenmesi

Mukormikoz tanisinda histopatolojik ve direkt mikroskobik inceleme kiiltiirden
daha duyarlidir. Bunun sebebi Mucorales takim1 mantarlarin frajil bir yapisi olmasi ve
ornekler ekilirken yapilan islemler sirasinda canliigini kaybederek iireyememesidir
(Richardson, & Koukila-Kahkola, 2007). Ayrica, mukormikoz hizli yayilan bir
enfeksiyon olmasi sebebiyle hizli tant sag kalim agisindan onemlidir. Bu sebeple
ozellikle direkt mikroskobik inceleme hizli bir islem olmasi nedeniyle erken tanida
onemlidir.

Siiphelenilen bdlgeden alinan biyopsi 6rneklerinin histopatolojik incelemesinde
hematoksilen-eozin (HE), Gomori methamine giimiisleme ve periodik asit-schiff (PAS)
gibi boyalar kullanilmaktadir. Direkt mikroskobik inceleme de 6rnek yogun ise 6nce
kiigilik pargalara boliinerek, %10-30 potasyum hidroksit (KOH) ile muamele sonrasi lam
lamel aras1 boyasiz olarak incelenir. Ayrica, goriintiiyii belirgin hale getirmek igin
laktofenol pamuk mavisi veya kalkoflor beyazi, blankofor gibi floresan boyalar da
kullanilabilir. Bu boyalar hiflerin gériinmesi kolaylastirir. Mucorales takiminda enleri
6-25 pm genisliginde septasiz veya seyrek septali genis ve diizensiz hifler goriiliir.
Hifler 45-90 derecelik acilarla dallanir ve bazan kurdele gibi katlanmalar yapabilir
(Skiada ve ark., 2018). Sekil 2.6’da Mucorales takiminin direkt mikroskobik inceleme

goriintiileri bulunmaktadir.
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Sekil 2.6. Mucorales takiminin direkt mikroskobik goriintiisii. a: %36‘ KOH ile muamele sonrasi lam
lamel aras1 inceleme b: Kalkoflor beyazi ile yapilan inceleme c: PAS ile boyanmis histopatolojik preparat

2.3.4.4. Orneklerin Ekimi

Her ne kadar mukormikoz tanisinda histopatolojik ve direkt mikroskobik
inceleme daha duyarl olsa da kiiltiir mutlaka yapilmalidir. Kiiltliriin yapilmasi tiir ve
cins diizeyinde tanimlama yapmaya ve izolatin antifungal duyarlilik paternini
belirlemeye olanak saglar. “European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases” (ESCMID) tarafindan 2019 yilinda yayimlanan kilavuzda da kiiltiiriin
yapilmas1 All kanit diizeyinde Onerilmistir (Cornely ve ark., 2019). Ancak, Mucorales
takimu frajil yapida oldugu i¢in ekim yaparken ornegin fazla hirpalanmamasina dikkat
etmek gerekir ve ekim deneyimli bir personel tarafindan yapilmalidir.

Mucorales takimi1 mantarlar hizli ve petri kutusunu dolduran tiremeleri ile diger
tiirlerden ayrilmaktadir. 25-37°C’da 24-48 saatte petri kutusunu dolduran yiiniimsii
orgiide koloniler olusturur. Koloni renkleri beyaz, grimsi veya kahverengi olabilir.
ESCMID tarafindan 2019 yilinda yayimlanan kilavuzda, 30°C ve 37°C olmak tizere iki
sicaklikta da inkiibe edilmesi, bazi tiirlerin 30°C’da daha rahat tiremesi nedeniyle

tavsiye edilmistir.

2.3.4.5. Tanida Biyobelirtecler

Invaziv mantar enfeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak kullanilan GM ve
BDG gibi hiicre duvari antijenlerinin mukormikoz tanisinda yeri yoktur. Mukormikoza
yonelik spesifik bir serolojik belirteg de yoktur. Ancak hematolojik maligniteli
hastalarda, klinik ve BT bulgularimin varliginda, GM testinin kan ve 6zellikle BAL
sivisinda negatif olmast mukormikoz acgisindan Onemli bir bulgu olarak

degerlendirilmektedir (Cornely ve ark., 2019).
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Galaktomannan ve BDG testlerinin mukormikoz tanisinda yeterli olmamasindan
dolay1 ilgi, molekiiler testlerle 6zgiill DNA aranmasina kaymistir. Ancak heniiz bir
standart olmadigi i¢in kullanim onerisi daha diistiktiir. Bununla ilgili olarak “The
International Society for Human & Animal Mycology (ISHAM)” caligmalar
yiriitmektedir. Semi-nested PCR, real time PCR gibi degisik PCR yontemleri ve rRNA
18S kiigtik alt birim, 28S biiyiik alt birim, ITS bolgelerine 6zgii primer ve prob’lar
kullanilmistir. (Cornely ve ark., 2019; Kontoyiannis, & Lewis, 2015). En iyi sonuglar
biyopsi ornekleri ile yapilan testlerden alinmistir. Yapilan ¢alismalar, taze dokuda PCR
ile Mucorales takimi aranmasinin, formalin ile fikse parafine gomiilmiis dokularda
aranmasindan daha basarili oldugunu gostermistir. Formalin fiksasyonu esnasinda
DNA’nin par¢alanmasinin bu durumdan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Cornely ve
ark., 2019). Biyopsi Ornekleri iyi sonuglar vermekle beraber alinmasi kolay
olmadigindan diger 6rnekler de onemlidir. Hizli tan1 amaciyla BAL, kan ve idrar
orneklerinden yapilan g¢alismalar da bulunmaktadir (Millon, Scherer, Rocchi, &
Bellanger, 2019). Bunun yani sira Mucorales tespiti i¢in PCR tabanli ticari bir kit
(PathoNostics'ten MucorGenius) de vardir (Mercier ve ark., 2019).

2.3.5 Mucorales Takiminin Tanimlanmasi

Direkt mikroskobik inceleme ve koloni morfolojisi ile Mucorales takimini cins
ve/veya tir diizeyinde tanimlamak kolay degildir ve deneyimli personel gerektirir.
Fenotipik testler ve biyokimyasal reaksiyonlarin da basarili olmamasi, tanimlamada
farkli yollarin denenmesini gerekli kilmistir. Tanimlamada korunmus boélgelerin dizi
analizi altin standart olarak kabul edilir. Ancak zaman alic1 ve rutin laboratuvarlar igin
uygun olmadigindan MALDI TOF MS ile tanimlama giderek daha fazla 6nem

kazanmustir.

2.3.5.1. Molekiiler Tanimlama

Mucorales takiminin molekiiler tanimlanmasi, korunmus bdlgelerin dizi analizi
ile yapilir. Basarili bir molekiiler tanimlama i¢in giivenilir bir hedef dizi veya gen
secilmelidir. Tiir dlizeyinde giivenilir bir tanimlama yapmak i¢in ¢esitli DNA bdlgeleri

degerlendirilmistir. Bu bolgeler; ribozomal RNA bdlgelerinden 18S, 28S ve ITS
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bolgelerdir (Cornely ve ark., 2019). Ancak bunlardan ITS dizisi cins ve genellikle tiir
diizeyinde tanimlama i¢in hedef olarak CLSI kilavuzu tarafindan 6nerilmistir (Schwarz
ve ark., 2006). Bu gen kompleksi ribozomal RNA (rRNA)’y1 kodlayan ¢ok kopyali bir
gen bolgesidir. Okaryotik canlilarda bu gen bolgesi 18S kiigiik alt birim, 28S biiyiik alt
birim ve 5.8S alt birimden olugmaktadir. Bu ii¢ gen kompleksi arasinda onlari
birbirinden ayiran ITS bélgeleri bulunur. (Sekil 2.7) ITS1 ve ITS2 bolgeleri tiirler
arasinda degisiklikler gostermektedir. Bu bdlgelerin, ayni tiiriin bireyleri arasindaki
farkliliginin az, degisik tiirler arasindaki farkliliginin fazla olmasi, tanimlamada altin
standart olarak kullanilmasini saglamistir (CLSI, 2008; Balajee ve ark., 2009). Ancak
bazi durumlarda bu gen bolgeleri yeterli gelmeyebilir. Bu gibi durumlarda ise B-tubulin,
kalmodulin, 28S rDNA’nin D1/D2 bélgeleri ve EF-1a genleri kullanilir (Larone, 2020).

ITS1 ITS2

18S rDNA 5.8S 28S rDNA
Kiiciik Alt Birim(SSU)rDNA rDNA Biiyiik Alt Birim(LSU)rDNA

p Y

Evrensel Primer Baglanma Bolgeleri

Sekil 2.7. Ribozomal DNA gen kompleksi

Bu gen bolgelerinin dizisi Sanger yontemiyle yapilmaktadir. Sanger metodu
1977 yilinda Frederick Sanger ve ekibi tarafindan gelistirilen zincir sonlandirma
teknigidir (Bolukbasi, E. & Aras, E. S., 2015). Bu yontemde, test edilen organizmadaki
gen bolgesi oncelikle PCR ile ¢ogaltilir. Sonra PCR’a benzer sekilde, DNA polimeraz
enzimi kullanarak hedef DNA isaretlenir. Fakat PCR’dan farkli olarak rewers ve
forward primerler aymi reaksiyon igerisinde bulunmaz, ayr1 ayr1 reaksiyonlara
koyulmaktadir. Bu islem ile ¢ogaltma degil isaretleme islemi yapilmaktadir. PCR’dan
bir diger farki ise hem DNA’nin uzamas: i¢in baz ekleyen deoksiniikleotit trifosfat
(INTP) hem de DNA uzamasimi engelleyen dideoksiniikletit trifosfat (ddNTP)
kullanilmasidir. Her biri i¢in farkli renklerde olan dort tane dANTP (ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) bulunmaktadir. Reaksiyon ilerledik¢e her niikleotitin bir sonraki
niikleotidin 3'OH ucu ile birlesir, ancak ddNTP’nin 3'OH olmadig1 i¢in zincirin uzamasi

durur ve zincirin son niikleotidi olugsmustur. Bu ugta dort farkli renk boya olur. Uzayan

21



yan lrilinler ideal sayidaki dongiiden sonra kapiller elektroforeze dayali bir otomatik
analizorler ile degerlendirilir. Sonuglar farkli renkteki dANTP’yi gdsteren piklerden
olusmaktir. Piklerin renginin ve yiiksekliginin incelenmesi ile analiz edilir ve bu da
DNA niikleotit dizisini verir. Sekil 2.8’de dizi analiz goriintiisiiniin okunmasi

goriilmektedir.

M eV

GGCTGCAAGACGCCTTCTCTGCCA

e

> O O -

Sekil 2.8. Dizi analiz goriintiisi

2.3.5.2 MALDI TOF MS ile Tanimlama

MALDI TOF-MS son yillarda mikrobiyolojik tanimlama ydntemleri arasinda
hizla popiilerlesen bir teknolojidir. Bunun sebepleri arasinda geleneksel yontemlere
gore daha hizli ve objektif sonu¢ vermesi ve molekiiler tekniklerin yiiksek maliyetine
gore daha diisiik maliyetli olmast etkili olmustur. Ayrica molekiiler tekniklerin
uygulanmasi ve sonuglarin analizi sirasinda ihtiya¢ duyulan deneyimli kisiler yerine
bir¢ok laboratuvar ¢alisani tarafindan rutin olarak kullanilabilmesi de etkilidir. Ayni
zamanda geleneksel yontemlerdeki diisik 6zgiillik ve uzun zaman alma gibi
dezavantajlar1 ortadan kaldirmasi sebebiyle de giderek tercih edilen bir teknoloji olarak
yerini almistir (Patel, 2015).

MALDI TOF MS proteomik arastirmalar icin kullanilan bir kiitle
spektrometresidir. Bu ydntem biyomolekiilleri (polisakkarit, protein, niikleik asit)
ayrmtili bir sekilde analiz etmektedir (Nenni, Celebier, & Siislii 2020).
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Klinik mikrobiyoloji uygulamalari i¢in kullanilan MALDI TOF MS sisteminin
temel prensibi peptitler ve proteinler gibi biyomolekiillerin kiitle/yiik oranidir. MALDI
Olclimii aslinda incelenen numunenin molekiillerinin, iyonizasyonu i¢in kullanilan faz
ile lazer enerjisini absorbe edebilen yardimci bir malzeme (matriks) yardimiyla iyonize
edilmesidir  (Beavis, & Chait, 1989). Analitler, lazer enerjisini analitin
makromolekiillerine aktaran matriksin kristaline gomiilir (Batoy, Akhmetova,
Miladinovic, Smeal, & Wilkins, 2008). Islem sirasinda, test numunesinden
makromolekiil-matriks kompleksleri salinir (desorpsiyon fazi) ve daha sonra ortaya
cikan molekiiler iyonlar, yiiksek vakum ve hizlandirma voltaj1 altinda analiz cihazina
iletilir. Test edilen numunenin kiitle spektrumunun veri tabanindaki spektrumlarla
iligkisini belirlemek i¢in referans spektrumlar veya ayristirilmis spektrumlar veri tabant
ile karsilagtirir ve en yakin iligkili organizmalar siralanir. Genel olarak kiitle
spektrumlari; cinslere, tiirlere ve suslara 6zgi piklerle belirlenir. Degerin yiiksekligine
bagl olarak organizma cins veya tiir diizeyinde tanimlanir (Patel, 2015). Sekil 2.9’da

MALDI TOF MS sisteminin ¢aligma diizenegi goriilmektedir.
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Sekil 2.9. MALDI-TOF’ un ¢alisma diizenegi. (Patel, 2015)

MALDI TOF MS yonteminde oncelikle kiiltiirden elde edilen bakteri veya maya
kolonileri steril bir kiirdan ile alinarak plate’in iizerindeki kuyucuga siiriiliir ve iizerine
1 u matriks damlatilarak kurumaya birakilir. Burada kullanilan matriks a-HCCA (%50
asetonitril ve %2,5 trifloroasetik asit iginde ¢ozdiiriilmiis a-siyano-4-hidroksisinnamik

asit)’dir. Matriks analit karisimi plate ilizerinde kristallendikten sonra genellikle UV
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lazerden gelen lazer bombardimanina tutulur. Matriks lazer enerjisini emerek 1s1
enerjisine doniistlriir. Olusan 1s1 analitteki molekiillerin proton kazanarak veya
kaydederek iyonize olmasini saglar. Boylece molekiiller buharlasir ve serbest gaz haline
gecer. Iyonize olan molekiiller dnce elektrostatik alan tarafindan hizlandirilir ve
dedektore ulasmak i¢in de vakuma tabi tutulan bir ugus tiipline aktarilir. Bu amagla
molekiillerin bir metre uzunlugundaki ugus tiipii igerisindeki hareketlerini hizlandirmak
icin 20 kV elektrik voltaji uygulanir. Cihaz i¢inde olusan vakumlama, hava molekiilleri
ile iyonlarin temasimi onlemektedir (Posteraro ve ark., 2013; Yilmaz, 2020). iyonlar
ucus tliplinde hareket ederken, bir reflektor ile dedektore yansitilir. Kiigiik iyonlar daha
hizli hareket etmesi sebebiyle biiylik iyonlara gore dedektore daha hizli ulasir. Dedektor
iyonlarin ugus siiresini (TOF), analitin kiitlesini(m) ve yiikiinii(z) hesaplayarak (ugus
zaman kiitle spektometrisi, TOF MS) analite ait bir kiitle spektrumu olusturur. Olusan
spektrumlar her mikroorganizma tiiriine 6zgiil oldugundan bu spektrumlara kiitle
parmak izi denir. Bu spektrumlar daha sonra cihazin veri tabaninda bulunan
mikroorganizmalara ait tiim spektrumlarla karsilastirilir ve tanimlama yapilir (Clark ve
ark.,2013; Olmez, 2020; Singhal ve ark., 2015). Tanimlamanin dogrulugunu tahmin
eden bir log skor degeri (LSV) iiretilir. LSV > 1,70 ise cinse 6zgii tanimlama olarak
kabul edilir, LSV > 2,00 ise tiire 6zgii tanimlama olarak kabul edilir (Clark ve
ark.,2013).

Glinlimiizde ticari olarak dort tane farkli MALDI TOF MS sistemi
bulunmaktadir. Bunlar; Bruker Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), Vitek
MS (Biomerieux, Durham, NC, Fransa), Andromas (Andromas SAS, Fransa) ve
Axima/Saramis (Shimadzu, Japonya) sistemleridir (Tekinaslan, 2022). Bu sistemlerden
iki tanesi ise bakterilerin ve mantarlarin tanimlanmast i¢in Food and Drug
Administration (FDA)’den onay almistir. Bunlar; Biotyper CA System (Bruker
Daltonics) ve Vitek MS (bioM¢érieux)’dir (Patel, 2015).

2.3.5.3 In Vitro Antifungal Duyarhhk Testleri
Mucorales takimi1 mantarlar i¢in “EUCAST, E.DEF 7.3.2” ve “CLSI, M38” in

vitro antifungal duyarlilikta kullanilabilecek olan referans testler bulunmaktadir. Her iki

kilavuzda da 24 saatlik inkiibasyon sonrast minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
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belirleyen mikrodiliisyon yontemi 6nerilmistir. Mucorales takimi i¢in in vitro/in vivo
korelasyonu gosteren calismalar azdir ve elde edilen MIK degerlerini yorumlamak
glictiir. Bu sebeple bazi tiirler i¢in EED olusturulmus olmakla beraber iki referans

yonteminde de KSD yoktur (Cornely ve ark., 2019).

2.3.6. Mukormikoz Tedavisi

Mukormikoz tanis1 sonrasit basarili bir tedavi icin Oncelikle miimkiinse
predispozan faktor ortadan kaldirilir ardindan cerrahi miidahale ve uygun antifungal
tedavi gereklidir. Yapilan ¢alismalar amfoterisin B’nin ¢esitli tiirlere kars1 daha iyi bir
aktivite gosterdigi ve daha diisiik MiK sergiledigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle bu
takim tiyelerinin sebep oldugun enfeksiyonlara amfoterisin B’nin lipid formiilasyonlari
birinci basamak ajan olarak dnerilmektedir (Cornely ve ark., 2019).

Azol grubu antifungallerden ise posakonazol ve isavukonazol tedavisi kurtarma
tedavisi olarak onerilmektedir. Ayn1 zamanda ESCMID ve European Confederation of
Medical Mycology (Avrupa Tibbi Mikoloji Konfederasyonu [ECMM]) kilavuzlarinda
renal yetmezlik tablosu mevcut iken intravendz olarak Lipozomal amfoterisin B yerine
kullanilmast 6nerilmistir (Cornely ve ark., 2019). Bununla birlikte posakonazol ve
ozellikle isavukonazoliin bu takima karsi in vitro aktivitesine iliskin veriler azdir.
Yapilan ¢aligmalar daha ¢ok bu iki antifungalin bazit Mucorales takimi {iyelerinde daha
diistik MIK degerlerinde oldugunu gostermistir. Bu da bu antifungallerin tiire 6zgii

aktivite sagladigini diistindiirmektedir (Borman, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi, Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi (SUAM), Merkez Mikrobiyoloji (Mikoloji) Laboratuvarinda -80°C’da
saklanan, ayr1 hastalara ait 87 Mucorales susu kullanildi. Calisma icin Bursa Uludag
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 11 Mayis 2022 tarihli

ve 2022-10/13 no’lu karar ile izin alindi.

3.1. Suslarin Canlandirilmasi

Bursa Uludag Universitesi, SUAM, Merkez Mikrobiyoloji (Mikoloji)
Laboratuvarinda -80°C’da saklanmis olan Mucorales takimi suslar, Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA: Oxoid, Hampshire, ingiltere) besiyerine pasajlanarak 37°C’da iki giin
inkiibe edildi. SDA’daki (Oxoid) liremelerden tekrar yeni bir SDA (Oxoid) besiyerine
pasaj yapilarak ayni kosullarda yeniden inkiibe edildi. Boylece iist {iste yapilan iki pasaj

ve inkiibasyon ile suglarin saflig1 ve canliligindan emin olundu (Carolis ve ark., 2012).

3.2. Suslarin Koloni Morfolojileri ve Mikroskobik Morfolojilerinin incelenmesi

Safliindan emin olunan suslar yeni bir SDA (Oxoid) besiyerine pasajlanarak
37°C’da inkiibe edildi. Kolonilerin boyutlar1 yeterli diizeyde olustugu zaman (genellikle
2-3. giin) rengi ve dokusu agisindan incelendi ve SAMSUNG GALAXY A6 SM-
A6007F ile goriintiileri ¢ekildi. Mikroskobik inceleme, laktofenol pamuk mavisi ile
selofan bant yontemi kullanilarak yapildi. Mikroskopta hif ve spor yapilar1 incelenerek
fotograflart SAMSUNG GALAXY A6 SM-A6007F ile ¢ekildi. Suslarin koloni ve
mikroskobik morfolojileri, “Atlas of Clinical Fungi” kullanilarak incelendi ve

tanimlama yapilmaya ¢alisildi (Hoog ve ark., 2020).

3.3. MALDI-TOF-MS ile Tanimlama

Microflex LT/SH mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
cihazi, MALDI-TOF-MS ile tanimlamada kullanildi. FlexControl 3.4 yazilim
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programiyla (Bruker Daltonics) 2.000 ila 20.000 kDa kiitle araliginda pikler (spektrum)
elde edildi. Bilinmeyen bu spektrumlar MBTCompass yazilimi (Bruker Daltonics)
araciligiyla kiitiiphanedeki (Filamentous Fungi Library [FFL4.0 Bruker Daltonics])
tiirlerle eslestirildi ve tiir tanimlamasi yapildi. Elde edilen skorlar 0.00- 1.69 arasi ise
giivenilir olmayan tanimlama; 1.7-1.99 arasi cins diizeyinde giivenilir ancak tiir
diizeyinde giivenilir olmayan tanimlama; >2.0 skorlamalar ise tiir diizeyinde giivenilir
tanimlama olarak degerlendirildi (Shao ve ark., 2018). Sekil 3.1’de Bruker Daltonik’in

de 6nerdigi skorlara gore renk degerlendirmesi goriilmektedir.

0.00 1.70 2.00 3.00

Sekil 3.1. MALDI TOF MS’in skorlara gore renk degerlendirmesi

MALDI TOF MS ile oncelikle bes sus dort farkli yontem ile tanimlandi. Bu
yontemlerden ilkinde, SDA (Oxoid) besiyerinde olan iliremeden alinan bir parca,
MALDI-TOF-MS “target” (Bruker Daltonik) iizerine konuldu ve tizerine 1 pl, %50
acetonitril (Merck & Co., Inc., Rahway, NJ, ABD) ve %2,5 triflorasetik asit (Bruker
Daltonik) i¢inde satiire, matriks (a-cyano-4 hydroxy-cinnamic asit [HCCA; Bruker
Daltonik]) damlatilarak okutuldu. Ikinci yéntemde ise mayalardaki gibi drnegi “target”e
(Bruker Daltonik) koyup, tizerine %70’lik formik asit (Merck & Co., Inc) damlatip
kurumaya birakildi ve kuruduktan sonra satiire matriks (HCCA; Bruker Daltonik)
damlatilarak okutuldu. Ugiincii yontem olarak kati besiyerinden protein ekstraksiyonu,
dordiincii yontem olarak ise s1v1 besiyerinden protein ekstraksiyonu yapildi ve bes susla
yapilan bu 6n ¢alisma sonuclar1 degerlendirilerek basarili bulunan iki yontemle diger

suslar tanimlandi.
3.3.1 MALDI TOF MS Tanimlama i¢in Protein Ekstraksiyonu

Kat1 besiyerinden yapilan ekstraksiyonda, Mucorales suslart SDA’da (Oxoid) 24
saat 37°C’da tretildi. Mikro santrifiij tiiplerine (Eppendorf AG [120.086], Hamburg,

Almanya) 300 pl distile su koyup iizerine kat1 besiyerindeki koloniden 1cm? kadar alan
eklendi. Daha sonra tizerine 900 ul %100 etanol ilave edip 13000 rpm’de iki dakika
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santrifiij edildi. Santrifiij sonunda dipte kalan ¢okeltiye zarar vermeden iistteki sivi faz
tiipten uzaklastirilarak yeniden 13000 rpm’de iki dakika daha santrifiij edildi. Yeniden
kalan s1v1 uzaklastirildi ve kurumasi ve etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in bes dakika
bekletildi. Kuruyan peletin tizerine 40 pl asetonitril (Merck & Co., Inc) ilave edilip 30
saniye vortekslendi. Ardindan 40 pl %98 formik asit (Merck & Co., Inc) koyulup 30
saniye daha vortekslendi ve 13000 rpm’de iki dakika santrifiij edildi. Sekil 3.2’de bu
ekstraksiyon basamaklari resmedilmistir. Bu islemden sonra ekstraksiyonun iist
kismindaki sividan 1 pl “target”e (Bruker Daltonik) damlatildi ve oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 1 pl satiire matriks (HCCA; Bruker Daltonik)
damlatild1 ve yeniden oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra target
cihaza yerlestirildi ve okuma yapildi (Schwarz, Guedouar, Laouiti, Grenouillet, &
Dannaoui, 2019; Cassagne ve ark., 2011)

MALDI-TOF-MS ile kiifler ve ¢ok hiicreli mantarlarin tanimlanmas: halen
problemlidir. Kiiltiir kosullar1 bu problemin baslica nedenidir. Kat1 besiyerindeki
kolonilerden alarak yapilan tanimlama, bulasan agar ve lireme yapilarinin tek bir formda
olmamast nedeniyle basarili olmamaktadir. Kiiltiir kosullarinin kiitle spektrumu
tizerindeki etkilerini azaltmak ve tek tip formda iretime yardimci olmak igin
standartlastirilan sivi bazli bir yontem gelistirilmistir (Schulthess ve ark., 2014). Bu
calismada da bu yontem kullanildi. SDA’da (Oxoid, England) 24 saat 37°C’da iireyen
suslardan 1 cm?’lik bir alan s1v1 besiyerine (PDB: Pepton [10 gr] dekstroz [20 gr] broth
[1000ml distile su]) aktarild1. Bir giin oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibe edildi. Daha
sonra siispansiyondan 600 pl alip mikro santrifiij (Eppendorf AG) tiipiine aktarildi ve
tizerine 900 ul %100 etanol ilave edip 13000 rpm’de iki dakika santrifiij edildi. Bundan
sonra, kat1 ekstraksiyon yontemindeki ayni basamaklar (Sekil 3.2) uygulanarak devam
edildi (Schulthess ve ark., 2014; Shao ve ark, 2018).

Sekil 3.2. Mantarlarin MALDI TOF MS ile tanimlanmasi i¢in gerekli ekstraksiyon basamaklari
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3.3.2. Kati ve Sivi Besiyerlerinden Ekstraksiyonla Yapilan Tamimlamada

Skorlarin Karsilastirilmasi

Kat1 ve sivi besiyerlerinden yapilan tanimlamada skorlarin karsilastirilmasi
amaciyla rstatix (versiyon 0.7.2) R paketi kullanilmistir. Skorlarin ortalama degerleri
paired t-test ile yapildi ve p<0,05 oldugu zaman anlamli kabul edildi. Cinsler arasi
skorlarin ortalama degerlerinin dagilimi ggplot2 (versiyon 3.4.3) programiyla grafik

haline getirildi.

3.4 Suslarin Dizi Analizi ile Tanimlanmasi

Bu ¢alismada Mucorales takiminin tanimlanmasinda altin standart olan; 18S ile
28S ribozomal alt tinitelerin arasinda bulunan ve 5.8S alt {inite ile ikiye boliinmiis olan
ITS1 ve ITS2 bolgesinin dizi analizi de yapildi (Romanelli, Sutton, Thompson, Rinaldi,
& Wickes, 2010).

3.4.1. Suslardan DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunda, E.N.Z.A. HP Fungal DNA Kiti (Omega Bio-Tek,
Norcross GA, ABD) kullanildi. Bu ticari {iriin, polisakkaritler, enzim inhibitorleri ve
fenolik birlesikleri elimine eden “spin column” teknolojisiyle ¢aligmakta olup Resim

3.1.’de E.N.Z.A. HP Fungal DNA kiti ve igerigi goriilmektedir.

@on 29 © Spont
HiBind® DNA Mini Columns

e
wld

Resim 3.1. E.N.Z.A. HP Fungal DNA Kit (Omega Bio-Tek) ve igerigi
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Oncelikle mantar hiicre duvarmin yikimi ve dokularin eritilmesi icin SDA
(Oxoid) besiyerinde iiretilmis koloniden bir par¢a (yaklasik 1 cm? kadar), i¢inde 4-5
adet porselen boncuk (gap1: 3mm Genbiotek, Istanbul) olan iki ml'lik mikrosantrifiij
tiipiinin (Eppendorf AG) igerisine, homojenizasyon amaciyla kondu. Uzerine,
ekstraksiyon kitinin i¢inden ¢ikan ve yiiksek tuz igerikli “cetyltrimethyl ammonium
bromide” (CTAB) tampon soliisyonundan 600 ul eklendi ve homojenizatorde (Allsheng
Bioprep 6; Allsheng Instruments Co., Ltd., China) iyice karigtirildi (90 sn 4350
hi1z/dongii; toplam 10 dongii). Ardindan suslar 65°C'da 30 dakika inkiibe edildi. Boylece
iyi bir homojenizasyon saglandi. Daha sonra karigima 600 pL kloroform: izoamil alkol
(24:1) eklenip 30 sn vortekslendi ve 10 dakika 13000xg'de santrifiijlendi. Santrifiij
sonrast listeki sivi faz yeni bir 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiipiine (Eppendorf AG)
aktarildi. Uzerine 150 pL CXD tampon soliisyonu ve 300 uL %100 etanol eklenip
homojen bir karisim elde etmek i¢in vortekslendi. Bir mikrosantrifiij tiipiine (Eppendorf
AG) bir HiBind DNA Mini Kolon yerlestirildi. Ornegin tamami kolona aktarildi ve bir
dakika 10000Xg'de santrifiij edildi. Siiziintii atildi. HiBind DNA Mini Kolon yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine (Eppendorf AG) yerlestirildi. Uzerine 650 pL DNA yikama
tamponu kondu ve DNA yikandi. Bu DNA yikama islemi iki kere yapildi. HiBind DNA
Mini Kolon matriksinin kurutulmasi ve artik etanoliin uzaklastirilmasi i¢in mini kolon
tekrar yeni bir mikrosantrifiij tiipiine (Eppendorf AG) yerlestirildi ve bos olarak
13000Xg’de iki dakika santrifiij edildi. HiBind DNA Mini Kolon temiz yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine (Eppendorf AG) aktarildi. Uzerine 1sitilmis (65°C) steril
deiyonize su eklenip bir dakika oda sicakliginda bekletildi ve bir dakika 10000xg'de
santrifiij yapildi (“Omega Bio-Tek”, ty.). DNA Kkalitesi ve miktar1 UV-Vis
Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman-Coulter, Brea Ca, ABD) cihazinda 280/260 nm

dalga boyunda optik dansite ve konsantrasyon incelenerek belirlendi.
3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyon

Biitlin izolatlarda ITS bolgesi (ITS1 ve ITS2), universal primeler olan ITS1
(5°TCC GTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (S"TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3”) kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi (Lu ve ark., 2013). PCR islemi, iceriginde Taq™
DNA Polimeraz, reaksiyon tamponu (20 mM Tris-HCI, 80 mM KCI, 4 mM MgCl,),
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dNTP karisimi, enzim stabilizatdrii, sediment yiikleme boyasi bulunan ExPrime Taq™
Premiks 2X (Genetbio Co., Ltd. Daejeon, Republic of Korea) ticari {iriin ile yapildu.
Uretici firmanm &nerileri dogrultusunda total hacim 20,5 ul olacak sekilde bir karisim
(ExPrime Tagq™ Premix 2X: 10ul, 1 nM forward ve reverse primerler [her birinden 1,5
ul], 100-1000 ng aras1 ekstrakta edilmis DNA [3 ul] ve 4,5 ul niikkleaz igermeyen su)
olusturuldu (“Genetbio”, t.y.). PCR reaksiyonu Techne TC-412 Thermal Cycler (Keison
Products, Essex, UK) cihazinda yapildi. ilk denatiirasyon 94°C'da 5 dk; ardindan,
94°C’da 45 sn, 53*C’da 45 sn ve 72°C'da 2 dk seklinde 35 dongii; son uzama ise 72°C'da
7 dk olarak ayarland1 (Lu ve ark., 2013).

3.4.3. Cogaltilan Gen bolgesinin Agaroz Jelde Yiiriitillerek Goriintillenmesi

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan bolgenin kalitesi ve dogrulugu, %2°1ik
agaroz jelde elektroforetik olarak yiiriitiilerek incelendi. Agorozun hazirlanmasinda
Tris- Borat- Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)(TBE: 12,8 gr trizma-base, 5,5 gr borik
asit, 4 ml 0.5M EDTA, bir litre distile su) tampon ¢6zelti kullanildi. TBE ¢6zeltisinden
100 ml alind1 ve 2 g agaroz (LE 500, Genetbio) eklenerek yaklasik iki dakika 100°C’da
kaynatildi. Igine bantlarin gériiniirliigiinii saglamak amactyla 0.5 pg/ml etidyum bromiir
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ilave edildi. Karisim, yatay elektroforez
aparatina (Thermo Scinetific, ABD) dokiilerek yaklasik bir saat kurumaya birakildi.
Tarak ile agilan kuyucuklardan ilkine 100-1500 baz arasi 100°lik agilima sahip
“marker” (100bp DNA Marker, M-1000, Genetbio), digerlerine ise PCR ile ¢ogaltilan
orneklerden 4 ul ve yiikleme soliisyondan (6X DNA Loading Dye [10 mL], B-2006,
Genetbio) 3 pl konuldu. Yiiriitme 90 Voltta 400 mA’de 75 dakika boyunca yapildi.
Olusan bantlar ultraviyole (UV) 151k (Wealtech, ABD) altinda incelendi. Mucorales
takimi1 agisindan olusan bant uzunlugunun 500-800 baz arasinda olmasi beklendi. Resim

3.2’ de PCR iiriinlerinin jelde yiiriitiilme goriintiileri goriilmektedir.

Resim 3.2. PCR {irlinlerinin jelde yiiriitiilme goriintiileri
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3.4.4. Piirifikasyon

Piirifikasyon E.N.Z.A. Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek) kullanarak onun
protokoliine uygun bir sekilde yapildi. Bu sistemde, proteinlerin ve diger maddelerin
uzaklastirilmasini saglayan, optimize edilmis kosullarda DNA veya RNA'y1 spesifik
olarak baglayan HiBind® matriks bulunmaktadir. Matrikse baglanan niikleik asitler,
diger maddelerin uzaklastirilmasindan sonra deiyonize su veya diisiik tuzlu tamponla
kolaylikla elde edilebilir (“Omega Bio-Tek”, t.y.). Resim 3.3’te E.N.Z.A. Cycle Pure

Kit kutu ve igerigi gosterilmektedir.

Resim 3.3. E.N.Z.A. Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek, ABD) ve icerigi

Cogaltilmis PCR iiriinii 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine (Eppendorf AG)
aktarilarak {izerine dort kati kadar kitin i¢inden ¢ikan “CP Buffer” kondu ve
vortekslendi. Kitte bulunan 2 ml’lik toplama tiipiine bir HiBind DNA Mini Kolon
yerlestirildi. Ornegin tamami kolona aktarildi ve 24°Cda 60 sn 13000 rpm’de santrifiij
edildi. Ardindan ¢ikan siiziintii atildi ve HiBind DNA Mini Kolon toplama tiipiine
yeniden takildi. DNA yikama tamponundan 700 pl eklenerek bir dakika 14000 rpm’de
santrifiij edilip siizlintii atildi. Bu islem iki kez yapildi. Ardindan iki dakika 14000
rpm’de kolonu kurutmak i¢in santriflij yapildi ve toplama tiipti atildi. Kolon temiz
mikrosantrifiij tiipiine (Eppendorf AG) yerlestirildi ve iizerine 35 pl steril deiyonize su

eklendi. Oda sicakliginda iki dakika bekletildi ve 14000 rpm’de 60 saniye santrifiij
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edildi. HiBind DNA Mini Column atilip saf hale DNA elde edildi (“Omega Bio-Tek”,
t.y.). Piirifikasyon sonrasinda da yukarida anlatildig1 sekilde agaroz jel elektroforez ile

bandlarin uygunlugu incelendi.
3.4.5. Dizi Reaksiyonu

Dizi reaksiyonu i¢in “Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS; Beckman-
Coulter) Quick Start” kiti kullanildi. Bu islem sirasinda tiim reaktifler buz iizerinde
tutuldu ve belirli bir siraya gére eklendi. Oncellikle 9 pl deiyonize su ince duyarl bir
tiipe kondu. Uzerine 2 pl saflastirilmis PCR iiriinii, 1pl tek yonlii (revers) primer (10
pmol/ ul) ve 8ul “DTCS Quick Start Master Mix” eklendi. Dizi reaksiyonu 94°C’da 2
dk ve ardindan 30 dongii olacak sekilde 96°C’da 20 sn 53°C’de 20 sn ve 60°C’de 4 dk
olacak sekilde Techne TC-412 Thermal Cycler (Keison Products) cihazinda yapildi.
Sekil 3.3.’de dizi reaksiyonu goriillmektedir.

94°Cde 2 dk
96°C'de 20sn
53 C'de 205ﬂ} 30 déngi
60°C'de 4 dk

8pL DTCS Quick Start Master Mix
1pL Tek yonld (Revers) Primer

2 pl saflagtinimig PCR Urinu

9 pl Deiyonize su

Sekil 3.3. Dizi reaksiyon basamaklar1

Reaksiyonunun sonlandirmak ve DNA’nin goriinlir olmasint saglamak i¢in
alkolle ¢oktiirme islemi yapildi. Her bir sus i¢in 2 pul sodyum asetat (Sigma-Aldrich), 2
ul sodyum etilendiamin tetraasetik asit (EDTA; Sigma-Aldrich) ve 1 pl kitin i¢inden
¢ikan glikojen sonlandirma soliisyonu olarak mikro santrifiij (eppendorf AG) tiipiinde
hazirlandi. Uzerine dizi reaksiyonu eklendi. Karisim iizerine 60 pl %96’lik soguk etil
alkol (bio-Rad) ilave edilerek +4°C’da 14000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Cokeltiye
dokunmadan siipernatant atildi ve 200 pl %70’lik soguk etil alkol (bio-Rad) ilave
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edilerek +4°C’da 14000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Yeniden stipernatant atildi ve
alkoliin de uzaklagmasi i¢in 37°C’da 90 dk bekletildi ve kitin i¢inden ¢ikan 40 ul
“Sample Loading Solution” i¢inde tekrar siispanse edildi. Alkolde ¢oktiirme isleminin

asamalar1 sekil 3.4.’de gosterilmistir.

(+4:Cde sogutulmusg +4:Cde sogutulmus
14000 Xg'de 15dk 14000 Xgde 2dk |

2 4l Sodyum EDTA | 200 pl %70 Etanol

VAR A | A ) ..
S = e ’— ~ L
1 1 |
‘ — [] —bl,‘“»u—bi i >4 —> |
ez \ | =y, U V @&
" | i 1

—_—

Sekil 3.4. Alkolle ¢oktiirme basamaklari

Hazirlanan siispansiyon 96 kuyucuklu plaga (Beckman-Coulter; PN 609801)
aktarildi. Kitin icerinden ¢ikan mineral yagi her bir kuyucuga bir damla damlatilarak
plak cihaza (Beckman-Coulter CEQ8000) yiiklendi (Resim 3.4.) ve dizi reaksiyonu
programi (GenomeLab; GeXp) secilerek islem baglatildi.

Resim 3.4. Beckman-Coulter CEQ8000 cihaz1
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3.5. Elde Edilen Dizilerin Analizi

Cihaz (Beckman-Coulter CEQS8000), analizi tamamladiktan sonra ham veri
ekranda incelendi ve bas ve/veya sondaki uygunsuz kisimlar kesilerek ‘“Fatsa
formatinda” indirildi. Fungal Internal Transcribed Spacer rDNA (ITS) RefSeq Targeted
lokus projesindeki (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/ PRINA177353) RefSeq
dizileri kullanilarak BLAST veri tabani olusturuldu (URL:

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/Fungi) (Son Degistirme Tarihi: 2023-
09-05). ITS RefSeq Targeted lokus projesi, uluslararasi mantar taksonomistlerinin
dogru isimlendirme i¢in olusturduklart bir proje olup MycoBank, Index Fungorum,
ISHAM ve UNITE gibi uluslararast mantar kuruluslarinin kolebrasyonu ile
gerceklesmistir (Nilsson ve ark., 2015). Sorgu dizileri, blastn (Siirim 2.12.0+)
programinin megablastin metotu kullanilarak veri tabanina hizalandi1 (Zheng, Schwartz,
Wagner, & Miller, 2000). Verilerin, %96-%100 blastn ile eslesmesi, E degerinin 0,0
olmasi ve sorgu dizisinin en az %95’ini kapsamasi halinde anlamli kabul edildi. Bu
kriterleri karsilamayan veriler "tanimlanamadi" olarak degerlendirildi. Ayn1 cinse ait
diziler, MAFFT (Versiyon 7.5.2.0) uygulamasi ile hizalandi ve ¢oklu dizi hizalama
FASTA dosyalar1 (MSA) olusturuldu (Kazutaka, Kuma, Toh, & Miyata, 2005).

3.6. Suslarin Antifungal Duyarhhg

Mukormikoz tedavisinde kullanilan amfoterisin B ve posakonazoliin in vitro
antifungal etkinligine, CLSI M38 tarafindan kiif mantarlar i¢in gelistirilen, Standart
mikrodiliisyon yontemi ile bakildi. Ilaglarin sulandirimi, inokulum hazirlanmasi ve
miktar1, inkiibasyon sicakligi ve zamani, besiyeri formiilii ve MIK belirleme gibi

kriterler bu referans yonteme gore yapildi (CLSI, 2017).
3.6.1 Antifungal Duyarhlik Mikrodiliisyon Plaklarinin Hazirlanmasi
Mikrodiliisyon plaklar1 manuel olarak laboratuvarimizda hazirlandi. CLSI M38

dokiimaninda o6nerdigi gibi “U” tabanli, 96 kuyucuklu, kapakli ve steril polistiren
plaklar (Microcult, Ankara, Tirkiye) kullanildi. Mikrodiliisyon plaklarina dagitim
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yapmadan Once her iki ilag da 1600 pg/ml’lik stok soliisyonlardan referans dokiimana
uygun olarak seyreltildi. ilk sulandirma mikro santrifiij tiiplerinde (Eppendorf AG)
dimetil stilfoksit (DMSO; Merck & Co., Inc) kullanilarak yapildi. Sekil 3.5’de
amfoterisin B’nin (posakonazol i¢in de ayn1) DMSO’daki sulandirimi goériilmektedir.
Kisaca 1 no’lu mikro santrifiij tiipii bog birakilip 2-5-8 no’lu mikro santrifiij tliplerine
150 ul DMSO, 3-6-9 no’lu mikro santrifiij tiiplerine 300 ul DMSO ve 4-7-10 no’lu
mikro santrifiij tiiplerine 700 pl DMSO konuldu. Daha sonra 1 no’lu mikro santrifiij
tiiptine 300 pl amfoterisin B veya posakonazol (1600 pg/ml), 2 no’lu mikro santrifiij
tiipiine 150 pul amfoterisin B veya posakonazol, 3 ve 4 no’lu mikro santrifiij tliplerine
100’er ul amfoterisin B veya posakonazol koyup i¢ i¢e karigtirildi. Dort ve 7 no’lu mikro
santrifij tliplerinden ise sekil 3.5.’de goriilen miktar, diger tiiplere aktarildi. Boylece

ilaglarin iki kat azalan (1600-3,125 ug/ml) seri diliisyon yapildi (CLSI, 2017).
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Sekil 3.5. Amfoterisin B veya posakonazoliin DMSO ig¢indeki seri diliisyonu

iki “3-

morpholinopropane-1-sulfonik asit (MOPS; Sigma-Aldrich), ile tamponlanmig L-

Dimetil siilfoksitin etkisini azaltmak igin her ilacin da

glutaminli-sodyum bikarbonatsiz Roswell Park Memorial Institute (RPMI; Sigma-

Aldrich), besiyerinde 1/50 sulandirimi yapildi. Boylece 32-0,06 pg/ml araliginda iki kat

seri diliisyon hazirlandi. Sekil 3.6.’da 1/50 sulandiriminin nasil yapildig: gortilmektedir.
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Sekil 3.6. Antifungallerin RPMI besiyerinde 1/50 sulandirim1

Ilaglarm, MOPS ile tamponlanmis RPMI besiyerinde 1/50 sulandirim
yapildiktan sonra her tiipten 100 pl alarak ayni siradaki mikrodiliisyon plaklarina
dagitildi. En yiiksek konsantrasyon (32 pg/ml) birinci kuyucuga, digerleri sirayla diger
kuyucuklara konuldu. En diisiik konsantrasyon (0,06 pg/ml) 10. kuyucukta oldu. Sekil
3.7°de calismada hazirladigimiz mikrodiliisyon plaklarindan bir tanesi 6rnek olarak
verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi 11. kuyucuk bos birakildi. Ureme kontroliinii
yaptigimiz son kuyucuguna (12. kuyucuk) 100 pl MOPS ile tamponlanmis RPMI
besiyeri (ilags1z) kondu. Iginde degisik konsantrasyonlarda antifungal olan bu
kuyucuklara daha sonra ¢alisma suslarindan hazirlanan 100 pl inokulum eklenmesi ile
her iki ila¢ i¢in de son konsantrasyonlar 16-0,03 pg/ml seklinde CLSI M38
dokiimaninda 6nerildigi aralikta oldu (CLSI, 2017).

1 { % ? r3 5 7, 8 "i 1{) BOS RRMI
PQS/ v\ Y ) { { {
AMB, B @ o
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Sekil 3.7. Hazirlanmis olan bir antifungal mikrodiliisyon plaginin goriintiisii
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3.6.2 Mucorales Suslarindan In Vitro Antifungal Duyarhlik Testi I¢cin inokulum

Hazirlanmasi

Canlandirilmis ve safligindan emin olunan Mucorales suslar1 egri patates
dekstroz agar (PDA; Oxoid) besiyerine pasajland1 ve 35°C’da inkiibe edildi. Iyi bir
sporlanma elde edene kadar (maksimum 7 giin) inkiibasyonda tutulmasi onerilmekle
beraber Mucorales suglar1 hizli tirediginden, CLSI M38’de de belirtildigi gibi 48 saatlik
inkiibasyon yeterli oldu. Uremenin oldugu PDA besiyeri igerisine 1 ml steril serum
fizyolojik ve 3 damla Tween 20 (Sigma Aldrich) eklendi. Birkag kere asag1 yukar1 pipet
ucuyla nazik bir sekilde kazindi ve 5 dk agir partikiillerin asag1 ¢cokmesi i¢in beklendi.
S1v1 kisim pipet yardimiyla ¢ekilerek steril bir mikro santrifiij tiipiine (Eppendorf AG)
aktarildi. Tekrar 5 dk agir partikiillerin ¢okmesi beklendi. Usteki kisim tekrar yeni bir
steril tiipe alind1 ve 15 sn vorteks ile karigtirldi. Inokulum siispansiyonun absorbansi
530 nm’de spektrofotometrik (Beckman Coulter) olarak olgiildii. Spektrofotometrik
olarak absorbansi 0,15-0,17 olarak ayarlanan inokulum siispansiyonu 1/50 oraninda
tamponlanmig RPMI besiyeri ile sulandirildi. Bdylece 0,4X10* — 2,5X10* CFU/ml’lik
inokulum hazirlanmis oldu. Hazirlanmis inokulumdan 100 pl mikrodiliisyon plaklarina
dagitild1 ve 35°C’da 21-26 saat inkiibe edildi. Her bir sus i¢in kontrol amagl koloni
sayimi1 yapildi. RPMI ile yapilan 1/50 sulandirimdan (0,4X10* — 2,5X10* CFU/ml) 1 pl
alinarak SDA besiyerine damlatildi. Bir gece 35°C’da inkiibasyondan sonra olusan
koloniler sayildi. Koloni sayisi 4-50 arasinda oldugu zaman inokulum miktarinin dogru

oldugu kabul edildi (CLSI, 2017).

3.6.3 Minumum Inhibitér Konsantrasyonlarin Belirlenmesi ve Yorumu

Uygun inkiibasyon sonunda mikrodiliisyon plaklar1 ayna yardimiyla gozle
okundu. Her iki ilag igin de iiremenin %100 inhibe edildigi ilk kuyucuk MIK olarak
degerlendirildi (CLSI, 2017). Mucorales suslarinda CLSI M38 referans yontemi ile
belirlenmis KSD olmadig1 icin elde edilen MIK’lerle duyarli/direncli yorumu
yapilmadi. Ancak, EED bulunan baz tiirler igin amfoterisin B ve posakonazol MiK leri
wildtype (WT)/non-wild type (NWT) olarak yorumlandi (CLSI 2020; Espinel-Ingroff
ve ark., 2015). Tablo 3.1°de EED bulunan suslar 6zetlenmistir. Sus sayis1 10’dan fazla
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olan ve epidemiyolojik esik degeri bulunmayan tiirler icin MIK aralig1, MiKso ve MiKgo

degerleri hesaplandi.

Tablo 3.1. Mucorales suslar1 i¢in belirlenmis epidemiyolojik esik degerler
Amfoterisin B Posakonazol

EED %95* EED %97,5* EED %95 EED %97,5
Lichtheimia corymbifera 1 pg/ml 2 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml
Mucor circinelloides 1 pg/ml 2 pg/ml 4 ng/ml 4 ng/ml
Rhizopus arrhizus 2 pg/ml 4 ng/ml 1 pg/ml 2 pg/ml
Rhizopus microsporus 2 pg/ml 2 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml

*Suslarin %95 veya %97,5’ini kapsayan en yiiksek MIK degeri
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4. BULGULAR

Calismamizda Bursa Uludag Universitesi SUAM Tibbi Mikrobiyoloji
(Mikoloji) laboratuvarina gelen ve iireme olmasi sonucu -80°C’da saklanan suglar
calisildi. Laboratuvarimizda Kasim 2003 — Kasim 2022 tarihleri arasinda 138 hastadan
Mucorales takimi izole edildi ve bu ¢alismada, bunlardan saklanmis olan ve saf sekilde

izole edile 87 hastaya ait izolatlar kullanildi.
4.1. Mucorales suslarinin Koloni Morfolojisi ve Mikroskobik Goriintiileri

Farkli koloni morfolojilerine sahip suslarin 1., 2., 5. giinlerindeki goriintiileri

Resim 4.1°de goriilmektedir.

Rhizomucor spp. Rhizopus spp.

Lichtheimia spp.
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Mucor spp. Cunninghamella spp.

Syncephalastrum spp.

Resim 4.1. Suglarin 1., 2., 5. giinlerindeki kolonileri morfolojileri

Farkli mikroskobik morfolojilere sahip suslarin 4. giinlerindeki goriintiileri

Resim 4.2°de goriilmektedir (Walsh ve ark. 2020).
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Resim 4.2. Mikroskobik goriintiiler
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Cinslere gore degisen bu farkli morfolojik 6zellikler tablo 4.1°de 6zetlenmistir.
Morfolojik tanimlama sonucu, 61 Rhizopus cinsi %100 dogru tanimlanabilirken 57’si
(%93,4) tir diizeyinde (R. arrhizus) dogru tanimlandi. Rhizomucor, Lichtheimia,
Cunninghamella, Mucor ve Syncephalastrum cins diizeyinde %100 dogru

tanimlanirken tiir diizeyinde tanimlama yapilamadi.

Tablo 4.1. Cinslere gére morfolojik dzellikler

. Rhizomucor | Lichtheimia | Cunninghamella Syncephalastrum
Rhizopus sp. Mucor sp
sp. sp. sp. sp
Koloni | Baslangicta Bagslangigta Beyaz gri Kremsi beyaz Bagslangigta Baslangigta grimsi
rengi beyaz, kahve/gri, sarimsi beyaz
olgunlastikca | olgunlastikca olgunlastikca olgunlasinca
siyah kahverengi kahve /sar1 grimsi siyah
Koloni | Yaygin 24. Yasst yayilim | Pamuksu Keskin yuvarlak Yass1 yayilim Pamuksu
yapist | saatte petriyi gosteren kompakt koloniler | gésteren
dolduran
Sporan | Biiyiik Kiigiik Konik Vezikiil iizerinde | Yuvarlak Bezelye gibi sirali
gium yuvarlak yuvarlak (vezikiil) tek sporlu zincir sporlardan
(tisten basik) (yandan sporangiol olugur
basik) (merosporangium)
Sporan | Kisa, uzun- Uzun-ince Uzun-ince Uzun ince Uzun ve kisa Kisa-kalin
giofor | kalin sporangiofor
Kisa
sporangiofor
tizerindeki
sporangiumda
kivrilma

4.2. Suslarin MALDI TOF MS Yontemiyle Tanimlanmasi

MALDI TOF MS ile tanimlamada oncelikle bes sus kullanilarak dért yontemin
denemesi yapildi. Bu yontemlerden ilki besiyerinde olan iremeden bir parca hif alinarak
plate’in {izerine konuldu ve matriks damlatilarak okutuldu. ikinci ydntemde ise
mayalardaki gibi 6rnegi koyup iizerine %70’lik formik asit damlatip kurumaya birakild
ve kuruduktan sonra matriks damlatilarak okutuldu. Ugiincii yontem olarak kati
besiyerinden ekstraksiyon yapildi. Dordiincli yontem denemesi olarak ise sivi
besiyerinden ekstraksiyon yapildi. Tablo 4.2°de elde edilen sonuglar goriilmektedir. Bu
sonuglardan sonra sadece kati ve sivi ekstraksiyon yontemi ile caligmaya devam

edilmeye karar verildi.
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Tablo:4. 2.

MALDI TOF MS ile tanimlamada yontem deneme sonuglari

Deneme Direkt koloniden Formik asit (%70) uygulama Kat1 besiyerinden S1v1 besiyerinden
Suslar tamimlama sonrasi tanimlama ekstraksiyon ekstraksiyon
(Skor / Tiir) (Skor / Tiir) (Skor / Tiir) (Skor / Tiir)

1 Pik elde edilemedi 2.35 / Rhizomucor 2.06 / Rhizomucor
pusillus pusillus

2 Pik elde edilemedi 1.96 / Rhizopus 2.26/ Rhizopus arrhizus
arrhizus

3 Pik elde edilemedi 1.88 / Rhizopus 2.09/ Rhizopus
microsporus microsporus

4 1.96 / Rhizopus arrhizus 1.75 / Rhizopus 1.93 / Rhizopus
arrhizus arrhizus

5 Pik elde edilemedi 1.92 / Rhizopus 2.20 / Rhizopus
arrhizus arrhizus

Kat1 ve s1v1 besiyerinden yapilan ekstraksiyonlarda skorlar farkli olsa da cins ve
tiir diizeyinde farkli sonug elde edilmedi. MALDI TOF MS ile 87 susun tiir tanimlamas1
Tablo 4.3.’de goriilmektedir.

Tablo 4.3. MALDI TOF MS ile 87 Susun Tiir Dagilimi

TUR SUS >2 | 170-1,99 | <1,69
SAYISI Kati Siv1 Kati Siv1 Kati Siv1
n (%)
Rhizopus oryzae 57 (%65,5) 21 55 33 2 3 0
(%36,8) | (%96,5) | (%57,9) (%3,5) (%5,3)
Rhizomucor pusillus 13 (%14,9) 5 13 6 0 2 0
(%38,5) (%100) (%46,2) (%15,4)
Rhizopus microsporus 4 (%4,6) 1 3 3 1 0 0
(%25) (%75) (%75) (%25)
Cunninghamella bertholletiae 2 (%2,3) 1 1 0 0 1 1
(%50) (%50) (%50) (%50)
Rhizomucor miehei 2 (%2,3) 0 0 0 2 2 0
(%100) | (%2100)
Syncephalastrum monosporum 2 (%2,3) 1 1 0 0 1 1
(%50) (%50) (%50) (%50)
Mucor circinelloides 2 (%2,3) 2 2 0 0 0 0
(%100) (%100)
Lichtheimia cormbifera 2 (%2,3) 0 1 1 1 1 0
(%50) (%50) (%50) (%50)
Lichtheimia ramosa 1(%1,1) 0 0 0 1 1 0
(%100) | (%2100)
Lichtheimia sp. 1 (%1,1) 0 0 0 1 1 0
(%100) | (%2100)
Cunninghamella elegans 1(%1,1) 0 0 0 0 1 1
(%100) | (%100)

Kat1 besiyerinden yapilan ekstraksiyon sonrasi tanimlamada suslarin 31
tanesinin (%35,6) skoru >2, 43 tanesinin (%49,4) skoru 1,70-1,99 arasi, 13 tanesinin

(%14,9) skoru <1,69 olarak bulundu. Siv1 besiyerinden yapilan ekstraksiyon sonrasi
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tanimlamada suslarin 76 tanesinin (% 87,4) skoru >2, sekiz tanesinin (% 9,2) skoru 1,70-
1,99 arasi, ii¢ tanesinin (% 3,4) skoru <1,69 olarak bulundu (Tablo 4.3). iki farkl
ekstraksiyon yontemi kullanilarak yapilan tanimlamalarda elde edilen skorlarin
ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (paired t test;

p=<0,0001). Sekil 4.1°de skorlarin ortalama degerlerinin dagilimi goriilmektedir.

2.50 4
&2
o
2.25 4 .
o Cins
Cunnighamella
© Lichtheimia
. 2.004 @ Lichthemia
=]
=
w © Mucor
] Rhizomucor
1.75 4 ® Rhizopus
° © Syncephalastrum
o
1.50 4 8
T
Sivi

Besi yeri

Sekil 4.1. Kati ve sivi besiyerinden yapilan tanimlamada skorlarin ortalama degerlerinin dagilimi

4.3. Suslarin Dizi Analizi ile Tanimlanmasi

ITS dizisi ile MALDI TOF MS tanimlamanin karsilastirilmas: Tablo 4.4’de
goriilmektedir. MALDI TOF MS tanimlamada s1v1 besiyerinden yapilan ekstraksiyon
sonuclart daha anlamli bulundugu i¢in, karsilagtirmada bunlar kullanild1 ve skoru >2
olanlar tiir dlizeyinde, 1,99-1,70 olanlar cins diizeyinde dogru kabul edildi. Skoru <1,69
olan sadece ii¢ sus (C. bertholletiae, C. elegans, S. monosporum) vardi. Calismamizda
87 Mucorales susunun 77’si ITS boélgesi ile (Sorgu dizisinin en az %95’ini kapsamasi
ve verilerin %96-%100 blastn ile eslesmesi, E degerinin 0,0 olmasi kosuluna uygun) tiir

diizeyinde tanimlandi. Kalan 10 sus belirlenen kosullar dahilinde herhangi bir tiirle
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eslesmediginden tanimlanamadi. ITS dizi analizi ile tanimlanan 77 susun, MALDI TOF
MS sivi ekstraksiyon yontemiyle 77’si (%100) cins diizeyinde 72’si (%93,5) tiir
diizeyinde dogru tanimlandi. Tablo.4.4.’de ITS dizisi ile MALDI TOF MS

tanimlamalar1 karsilastirilmistir.

Tablo.4.4. ITS dizisi ile MALDI TOF MS tanimlamanin karsilastirilmasi

CINS ve TURLER ITS DiZiSi ile TANIMLAMA MALDI TANIMLAMA
n n (%)

Rhizopus spp 58 58 (100)

e R arrhizus 57 55 (96,5)

e R microsporus 1 1 (100)
Rhizomucor spp 13 13 (100)

o R pusillus 13 13 (100)
Mucor spp 2 2 (100)

e M. circinelloides 2 2 (100)
Lichtheimia 4 4 (100)

e L. cormbifera 1 1 (100)

e L. ramosa 2 0

. L. ornata 1 0
TOPLAM 77 77 cins diizeyi / 72 tiir diizeyi

ITS dizi analizi ile tanimlanamayan 10 susun dort tanesinde (%40) MALDI TOF
MS sivi ekstraksiyon yontemiyle >2 skor elde edildi. Bunlardan ikisi R. microsporus
iken birer tane C. bertholletiae ve S. monosporum vardi. MALDI TOF MS sivi
ekstraksiyon yontemiyle tanimlanmayan (skor<1,69) ancak giivenilir olmasa da C.
bertholletiae, C. elegans, S. monosporum diye isimlendirilen ti¢ sus ITS dizi analiziyle
de tanimlanamadi. Tablo 4.5.’de ITS dizi analiziyle tanimlanamayan suslarin MALDI

TOF MS s1v1 ekstraksiyon yontemiyle tanimlanma skorlart goriilmektedir.

Tablo 4.5. ITS dizi analiziyle tanimlanamayan suslarin MALDI TOF MS sivi ekstraksiyon yontemiyle

tanimlanma skorlari

Tiirler MALDI TOF MS Sivi ekstraksiyon yontemiyle tanimlama skoru
Rhizopus microsporus 2,08
Rhizopus microsporus 2,21
Cunnighamella bertholletiae 2,09
Syncephalastrum monosporum 2,08
Rhizopus microsporus 1,91
Rhizomucor miehei 1,8
Rhizomucor miehei 17
Syncephalastrum monosporum 1,6
Cunnighamella bertholletiae 1,51
Cunnighamella elegans 1,49
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4.4. Antifungal Duyarhhk

ITS dizi analiz ile tiir diizeyinde dogru tanimlanan Mucorales takimina ait 77
susun CLSI M38 ve M61 referans sivi mikrodillisyon yontemi kullanilarak antifungal
duyarliliklart yapildi (CLSI, 2017; CLSI, 2020). Duyarlilik i¢in iilkemizde kullanimi1
olan posakonazol ve amfoterisin B tercih edildi. Tablo 4.6’da posakonazoliin in vitro

antifungal etkinligi goriilmektedir.

Tablo 4.6. Posakonazoliin in vitro aktivitesi

| RANGE | MODE | MICs | MICq WT NWT
pg\ml pg\mli pg\mi pg\ml %95*  %97,5**  %95*  %97,5**
Rhizopus arrhizus (57) <0.03-0.50 0.125 0.125 0.25 %100 %100 - -
Rhizopus microsporus (1) 0.25 %100 %100 - -
Rhizopus pusillus (13) 0.06-0.50 0.25 0.25 0.25 - - - -
Mucor circinelloides (2) 0.125 %100 %100 - -

L. ramosa (2) 0.25-1.0 - - - -

L. cormbifera (1) 0.125 %100 %100 - -

L. ornata (1) 0.25 - - - -

*Suslarm %95’ini kapsayan en yiiksek MIK degeri; **Suslarm %97,5’ini kapsayan en yiiksek MIK
degeri

Tablo 4.7°de amfoteresin B’nin in vitro antifungal etkinligi goriilmektedir.

Tablo 4.7. Amfoterisin B i¢in invitro aktivite

RANGE MODE | MICs, | MICy NWT
pg\ml pg\mi pg\mi pg\ml %95*  %97,5** = %95* = %97,5**
Rhizopus arrhizus (57) <0.03->16.0 0.50 0.50 1.0 %94,7 = %98,3 %5,3 | %17
Rhizopus microsporus (1) 2.0 %100 %100
Rhizopus pusillus (13) 0.25-1.0 0.50 0.50 1.0 - -
Mucor circinelloides (2) 1.0 %100 %100
L. ramosa (2) 1.0 - -
L. cormbifera (1) 0.5 %100 %100
L. ornata (1) 1.0 - -

*Suslarin %95’ini kapsayan en yiiksek MIK degeri; **Suslarin %97,5’ini kapsayan en yiiksek MIK
degeri
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Merkez Mikrobiyoloji (Mikoloji) Laboratuvarimizda, 2003-2022
tarihleri arasinda 87 hastadan izole edilen Mucorales takimi mantarlarin koloni ve
mikroskobik morfolojileri, MALDI TOF MS ve ITS bolgelerinin dizisi ile tiir diizeyinde
tanimlanmasi yapilmis ve antifungal duyarlilik profilleri incelenmistir. Bildigimiz
kadariyla daha 6nce Tiirkiye’de bu kadar genis bir hasta grubuyla farkli yontemler
kullanilarak tiir tanimlamasi yapilan bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile
tilkemize ait ilk tek merkezli epidemiyolojik bir seri elde edilmistir.

Mukormikoz bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda akut, hizl1 gelisen ve koti
prognoza sahip bir hastaliktir. Klinik belirtilerin degiskenlik gostermesi, altta yatan
hastalik sebebiyle belirtilerinin gec¢ fark edilmesi ve farkli uzmanlik alanlarina sahip
hekimler tarafindan izlenmesi sebebiyle erken tani bazen miimkiin olmamaktadir.
Hastaligin gec¢ fark edilmesi ve tedaviye gec kalinmasi mortaliteyi arttirmaktayken
erken fark edilmesi durumunda cerrahi ve antifungal ajanlarla beraber tedavi edilmesi
miimkiindiir (Sun, & Singh 2011).

Mukormikoz tamisinda klinik  Orneklerden  kiltiir yapmak tiirlerin
tanimlanmasina ve antifungal duyarlilik testlerine olanak sagladigindan onemlidir.
Ancak Mucorales takimi mantarlar frajil yapida olduklar: i¢in liretmek kolay degildir.
Daha 6nceden yapilan ¢calismalarda, Roden ve arkadaglari (Roden ve ark., 2005) direkt
mikroskobisi pozitif 6rneklerin %50’sinde, Jeong ve arkadaslari (Jeong ve ark., 2017)
ise %21’inde iireme saptamamislardir. Ancak, lireme oranlar1 diisiik olsa da kiiltiir
yapmak tiim kilavuzlarda yiiksek kanit diizeyi ile onerilmektedir (Cornely ve ark., 2019;
Skiada ve ark. 2020). Ureme olmasi durumunda tiir tanimlanmasi rutin hizmetlerde
istenmemekle beraber epidemiyolojik ¢alismalarda veya Cunnighamella gibi
mortalitesi daha yiiksek tiirleri saptamada 6nem kazanir (Cornely ve ark). Bu ¢alismada
da epidemiyolojik amagcla tiir tanimlamasi1 yapilmistir.

Mucorales takimi mantarlari, farkli tiirlerin benzer o6zellikler gostermesi
nedeniyle koloni ve mikroskobik morfolojileriyle tanimlamak oldukga zordur. Kriptik
suslarin olmas1 veya spor olusturmayan ya da standart besiyerlerinde iiremeyen tiirler
nedeniyle zorluk daha da artmaktadir. Bu g¢alismada 87 sus morfolojik olarak

tanimlanmaya c¢alisilmis ve tiim suslarda cins diizeyinde molekiiler tanimlama ile tam
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uyum saglanmigtir. Her ne kadar morfoloji ve molekiiler tanimlama arasindaki yiiksek
diizeyde uyum (>%90) yalniz referans laboratuvarlarda saglansa da deneyim kazanarak
cins diizeyinde tanimlama yapilabilecegi bu ¢alisma ile gosterilmistir (Alvarez ve ark.,
2009). Ozellikle Cunnighamella ve Syncephalastrum gibi mantarlarin tipik mikroskobik
morfolojileri, cins diizeyinde tanimlamay1 saglamaktadir. Rhizopus cinsi (arrhizus)
basik sekide olan tipik basi ve rizoidleri ile kolaylikla tanimlanmaktadir. Rhizomucor,
Lichtheimia ve Mucor tiirleri en fazla benzerlik géstermekle beraber Mucor cinsinin
sar1, Rhizomucor cinsinin kahverengi ve Lichtemia cinsinin beyaz kolonileri ¢ogunlukla
ayirt edici 6zelliktedir (Hoog ve ark., 2020; Yang ve ark., 2016).

Mucorales takimindaki tlirlerin tanimlanmasinda birgok genetik lokus
incelenmistir. ITS bolgesinin giivenilir ve dogru tanimlamayi sagladigi ¢alismalarda
gosterilmis ve kullanilmasi Onerilmistir (Balajee ve ark., 2009; CLSI, 2008). Bu
calismada da ITS bolgesiyle tanimlama amaciyla 87 Mucorales takimi izolat kullanildi.
Ancak izolatlarin 10 tanesinde ITS bolgesi ile tanimlama saglanamadi ve bunlarin iki
tanesi morfolojik olarak Syncephalastrum ve {i¢ tanesi Cunnighamella diisiiniilen
izolatlardi. Yapilan c¢alismalarda, S. racemosum ve Cunnighamella suslarinin
tanimlanmasinda, ITS bolgesinin yetersiz kaldig1 ve ribozomal biiyiik alt birimin (28S)
D1-D2 bélgesinin ek olarak kullanilmasi 6nerilmistir (Kurahara, Shimatani, Ryuge, &
Tsuyuguchi, 2023; Mousavi ve ark., 2019; Raju, Santhanakumar, & Kesavachandran,
2020; Yang ve ark., 2016). Bu ¢alismada morfolojik olarak Rhizopus ve Rhizomucor’a
benzeyen diger bes sus i¢in farkli genetik lokuslarin sekanslarina bakilmasinin veya tiim
genom analizi yayillmasinin uygun olacagi disiinildi (Cornely 2019). Cesitli
caligmalarda ITS bolgesinin bu tiirleri tanimlamada basarili oldugu sdylenmekle beraber
Mucorales takimi suslarda, ITS bolgesinde cesitliligin ¢ok olmasi, bazen veri
tabanlariyla eslestirmeyi giiclestirmektedir. Bu calismada sadece referans suslarla
BLAST analiz yapild1 ve olduk¢a net kurallar kullanildi. Ayrica c¢esitli ¢alismalar
sonucu yliklenen (publik diziler) diziler kullanilmadi. Bu durumun %5,7 oraninda
tanimlama yetersizligine yol a¢tig1 diisiiniildii.

Genis kapsamli yapilmis ¢alismalar ve meta analizlerde Rhizopus tiirlerinin
cogunlukla ilk sirada ve %40-79 oraninda mukormikoz olgularindan izole edildigi
gosterilmistir (Badali ve ark., 2021; Bonifaz ve ark., 2021; Jeong ve ark., 2019; Roden

ve ark., 2005). Literatiir ile uyumlu olarak bu ¢alismada da ITS bolgesiyle tanimlanan
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77 sus arasinda en fazla Rhizopus tiirleri (%75,3) saptandi. Ancak diger ¢alismalarda
ikinci ve Tglincli siklikta goriilen cinslerin  Mucor ve Lichetemia oldugu
vurgulanmaktadir (Badali ve ark., 2021; Bonifaz ve ark., 2021). Bizim ¢alismamizda ise
hi¢ azzimsanmayacak oranda ikinci sirada (%16,9) Rhizomucor pusillus bulundu. Tiir
dagiliminda cografi farkliliklarin oldugu, 6rnegin Avrupa’da Lichetemia tiirlerinin daha
fazla oldugu gosterilmistir (Skaida ve ark., 2011). Apophysomyces variabilis ise
Hindistan’da ikinci sirada saptanmistir. Apophysomyces tiirleriyle gelisen mukormikoz
olgularinin %60’1 Hindistan’dan bildirilmistir (Chakrabarti ve ark., 2003). Mucor
irregularis ¢ogunlukla Cin ve Hindistan’daki olgulardan izole edilmistir (Hemashettar
ve ark., 2011). Dolaysiyla tiir dagiliminda cografi farkliliklar vardir. Tirkiye’de
yapilmis genis kapsamli epidemiyolojik baska calisma olmadigindan, ¢alismamizda
ikinci sirada saptadigimiz R. pusillus’un bizim tilkemize 6zgii olup olmadigi konusunda
yorum yapmak miimkiin degildir. Daha kapsamli ¢aligmalarda bu durum agiklik
kazanacaktir. Ayrica yapilan bazi ¢calismalarda carsaflar, duslar, hava ve havalandirma
sistemlerinde ¢ok sayida R. pusillus sporlarina rastlanilmis ve hastanelerde salginlar
olusturabilme potansiyelinden bahsedilmistir (Walther, Wagner, & Kurzai, 2020). Bu
calismada cevre oOrneklerinden tarama yapilmadigindan hastane ortamimizla ilgili
verimiz yoktur. Ancak yeni bir ¢aligma ile hastane ortaminin taranmasi planlanmistir.

Calismamizda tiir tanimlanmasi tam yapilmis 77 susun, in vitro antifungal
duyarhiliklari, CLSI M38 referans yontem ile belirlendi. Mucorales takimi i¢in in
vitro/in vivo korelasyonu gosteren ¢aligmalar olmadigindan elde edilen MIK degerlerini
yorumlamak giictiir. Bu sebeple bazi tiirler icin EED olusturulmus olmakla beraber iki
referans yontemde de KSD yoktur (Espinel-Ingroff ve ark., 2015). Bu c¢aligmada
direncin yiiksek oldugu bilinen Cunnighamella izolatlar1 tanimlanmadigindan direngle
cok karsilagilmamistir (Roden ve ark., 2005). Posakonazol direnci saptanmamis, ancak
amfoterisin B direnci Rhizopus arrhizus suslarinda diisiik oranda olsa da goriilmiistiir.
Benzer sekilde, baz1 calismalarda Rhizopus tiirlerinde amfoterisin B MiK lerinin daha
yiiksek oldugu belirtilmistir (Badali ve ark., 2021).

Giliniimiizde molekiiler yontemler mantarlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in
altin standarttir. Ancak pahali olup 6zel ekipman veya uzmanlhik gerektirir ve klinik
laboratuvarlarda yaygin olarak bulunmaz. MALDI TOF MS dakikalar igerisinde tiir

tanimlamasi yapabilen hizli ve giivenilir bir teknolojidir. Ticari sistemlerde bakteriler
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ve mayalar i¢in kanitlanmig veri tabanlart mevcut iken filamentdz mantarlar igin
gelismis degildir. Inkiibasyon siiresi, besiyeri secimi ve érnek hazirlamadaki farkliliklar
sonuglart etkileyebileceginden filament6z mantarlarin tanimlanmasinda zorluklar
devam etmektedir. Bruker Daltonics yakin zamanda bir¢ok filament6z mantarlarin
tanimlamast i¢in “Filamentous Fungi Library FFL4.0” isimli bir kiitiiphane
olusturmustur (“Bruker Daltonics”, t.y.). Bu ¢alismada da tanimlama bu kiitiiphaneden
yararlanilarak yapildi. Sivi ekstraksiyon yontemi literatiir uyumlu olarak kati
ekstraksiyondan daha basarili bulundu (Li ve ark., 2020). Kat1 ekstraksiyon yonteminde
skorlar diisiik olmakla beraber farkli tiir tanimlamasi olmadigindan rutin hizmette
oncelikle kat1 ekstraksiyonla baglanip sonu¢ alinamadigr durumda sivi ekstraksiyona
gecilmesi ve boylece sivi ekstraksiyondaki inkiibasyonla kaybedilecek gecikmenin
kisaltilabilecegi disiiniildii.

MALDI TOF MS ile tanimlamaya bu c¢alismada cins ve tiir diizeyin olduk¢a
basarili (>%90) uyum elde edildi. Yapilan ¢alismalarda bu ¢aligmayla uyumlu olarak
Rhizopus suslarini tanimlamada tiir diizeyinde basariliydi (Shao ve ark., 2018). Ancak
Cunninghamella ve Syncephalastrum suslarinda tanimlama giivenilirligi diisiiktii (Shao
ve ark., 2018; Zvezdanova ve ark.,2023). Bu ¢alismada da ii¢ Cunninghamella susundan
biri ve iki Syncephalastrum susundan biri tiir diizeyinde giivenilir olarak tanimlandi.
Diger suglar Bruker algoritmasina gore tanimlanamadi. Ayrica Lichtheimia ornata
susunun Bruker veri tabaninda bulunmamasi sebebiyle yanlis tanimladigi caligmalarda
bahsedilen diger bir konuydu (Barker ve ark., 2022; Shao ve ark., 2018). Bu ¢alismada
ITS dizisi ile Lichtheimia ornata olarak adlandirilan bir sus MALDI TOF MS ile tiir
diizeyinde giivenilir olmamakla beraber Lichtheimia cormbifera olarak tanimlandi.

Sonug olarak bu ¢alismada merkezimizde en sik izole edilen tiiriin R. arrhizus
oldugu, literatiirden farkli olarak ikinci sirada Rhizomucor pusillus goriildiigi, MALDI
TOF MS tanimlamanin 6zellikle sivi ekstraksiyon yontemi kullanildiginda oldukca

basaril1 oldugu ve izolatlarimizda ciddi bir antifungal direncin olmadig: saptandi.
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7. SIMGE ve KISALTMALAR

BAL: Bronkoalveolar lavaj

BDG: B-D-Glukan

BOS: Beyin omurilik s1visi

BT: Bilgisayarli tomografi

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CTAB: Cetyltrimethyl Ammonium Bromide

ddNTP: Dideoksiniikletit trifosfat

DKA: Diyabetik ketoasidoz

DM: Diyabetes mellitus

DMSO: Dimetil Siilfoksit

DNA: Deoksiribo niikleik asit

dNTP: Deoksi niikleotit fosfatlar

DTCS: Dye Terminator Cycle Sequencing

ECMM: European Confederation of Medical Mycology (Avrupa Tibbi Mikoloji
Konfederasyonu)

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

EED: Epidemiyolojik esik deger

ESCMID: European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi)
EUCAST: European Comitte on Antimicrobial Susceptibility Test
FDA: Food and Drug Administration

GIiS: Gastrointestinal Sistem

GM: Galaktomannan

GRP78: Glikozu regiile eden protein

HCCA: p-siyano-4-hidroksisinamik asit

ISHAM: The International Society for Human & Animal Mycology
ITS: Internal Transcribed Spacer

HE: Hematoksilen-eozin

KOH: Potasyum hidroksit

KSD: Klinik sinir degerler

L-AmB: Lipozomal Amfoterisin B

LSV: Log Skor Degeri

M: Molar

MALDI-TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorption—lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry (Matriks Aracili Lazer Dezorpsiyon Iyonizasyon-Ugus Zamani
Kiitle Spektrometrisi)

MEK: Minimum Efektif Konsantrasyon

MIK: Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu

MOPS: 3-N-morpholine-propane sulfonic acid

NWT: Non-Wild Type

PAS: Periyodik asit-Schiff

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PDA: Patates Dekstroz Agar

PDB: Pepton Glikoz Broth

PET: Pozitron emisyon tomografisi

pH: Power of Hydrogen
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POS: Posakonazol

PRISMA: Sistematik Incelemeler ve Meta-Analizler igin Tercih Edilen Raporlama
Ogeleri

rDNA: Ribozomal DNA

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SDA: Sabourraud Dextrose Agar

SOT: Solid organ transplantasyonu

SUAM: Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi

TBE: Tris- Borat-EDTA

WT: Wild type
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9. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimimde ve tez ¢calismamda kendisinden ¢ok sey 6grendigim,
deneyim ve bilgileri ile her zaman yanimda olan, projenin her asamasi ile birebir
ilgilenen, 6grencisi olmaktan onur duydugum ve 6rnek aldigim saygideger hocam Prof.
Dr. Beyza ENER,

Yiiksek lisans egitimim boyunca egitimime katkida bulunan bdoliimiimiiz
hocalarima,

Projemin her agamasinda bana yardimci olan, motive eden, yanimda olan ve
emegi gegen asistan doktorlara,

Laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda  bilgi  ve birikimlerini  aktaran,
deneyimlerinden yararlandigim ve yardimlarimi = esirgemeyen  bdliimiimiiz
teknikerlerine,

Biitiin egitim hayatim boyunca her zaman yamimda olan, maddi manevi
desteklerini esirgemeyen, her zaman daha iyisi i¢cin motive eden aileme sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alisma TGA-2023-1313 no’lu proje kapsaminda Bursa Uludag Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
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10. OZGECMIS

[Ikdgretim ve lise egitimimi Bursa’da tamamladim. 2015 yilinda Bursa Uludag
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimiine basladim. 2020 yilinda bu
boliimden mezun oldum. Ayni y1l Bursa Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tip-Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimime bagladim.
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