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ÖZET

Küf mantarları doğada çok yaygın olarak bulunmaktadır. Aspergillus başta olmak üzere Fusarium, Sce-
dosporium ve Zygomycetes türleriyle oluşan invaziv fungal enfeksiyonlar özellikle immün sistem yetmez-
liği bulunan hastalarda morbidite ve mortalitenin önemli nedenlerinden biridir. Bu çalışmada, klinik ör-
neklerden izole edilen filamentöz mantarların konvansiyonel ve moleküler yöntemlerle tanımlanması ve
antifungal duyarlılıklarının belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmaya, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Hasta-
nesinin kritik ünitelerinde yatan hastalardan, Nisan 2008-Ocak 2010 tarihleri arasında laboratuvarımıza
gönderilen toplam 6742 klinik örnek dahil edilmiştir. Örneklerden izole edilen mantarlar klasik mikolojik
yöntemler ve polimeraz zincir reaksiyonu bazlı DNA dizi analizi ile tanımlanmış; antifungal duyarlılıkları
ise amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol, kaspofungin ve posakonazole E-test ile, vorikonazol ve flukona-
zole disk difüzyon testiyle belirlenmiştir. Çalışmamızda, 32 hastaya (13’ü kadın, 19’u erkek; yaş aralığı 7
ay-77 yıl, yaş ortalaması: 46.6 yıl) ait 71 (%1.05) örnekten (13 balgam, 4 yara, 4 periton diyaliz sıvısı, 3
dış kulak yolu akıntısı, 3 apse ve birer beyin omurilik sıvısı, kan, doku biyopsi örneği, burun sürüntüsü,
konjunktiva sürüntüsü örneği) filamentöz mantar izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Hastaların %62.3’ünde
bir veya birkaç risk faktörü (kronik böbrek yetmezliği 8, kronik obstrüktif akciğer hastalığı 6, kanser 6, di-
abetes mellitus 5, periferal damar hastalığı 5) mevcuttur. Klasik yöntemle izolatların altısı Aspergillus niger,
altısı Aspergillus flavus, beşi Aspergillus fumigatus, dördü Aspergillus terreus, beşi Fusarium spp., ikisi Bipola-
ris spp. ve birer adedi Acremonium spp., Aurebasidium spp., Mucor spp. ve Scedosporium spp. olarak ta-
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nımlanmıştır. DNA dizi analizi sonuçlarına göre sadece üç filamentöz mantarın tanısında farklılık saptan-
mıştır. Her iki yöntemle Aspergillus suşlarının tümü tür düzeyinde; diğer mantarlar ise konvansiyonel yön-
temle cins, DNA dizi analiziyle tür düzeyinde tanımlanmıştır. E-test ile flukonazol minimum inhibitör kon-
santrasyonu (MİK) değerleri, Scedosporium spp. hariç, bütün suşlarda > 256 mg/L, vorikonazol MİK de-
ğeri tüm Aspergillus türlerinde < 0.38 mg/L, kaspofungin MİK değeri Fusarium, Scedosporium, Rhizopus ve
Bipolaris suşlarında > 32 mg/L, Aspergillus türlerinde ≤ 0.006-0.125 mg/L olarak saptanmıştır. Posakona-
zolün MİK değeri üç suşta (Fusarium equiseti, Cylindrocarpon lichenicola ve Rhizopus oryzae) > 32 mg/L ola-
rak bulunurken, diğer suşlarda < 1.5 mg/L olarak tespit edilmiştir. Amfoterisin B MİK değeri Fusarium, Sce-
dosporium, Rhizopus ve tüm A.terreus suşlarında > 32 mg/L iken, diğer suşlarda < 2 mg/L olarak bulun-
muştur. E-test ve disk difüzyon antifungal sonuçlarının birbiriyle ve yapılan diğer çalışmalarla uyumlu ol-
duğu saptanmıştır. Sonuç olarak, özellikle riskli hastalardan sıklıkla izole edilen Aspergillus ve Fusarium gi-
bi filamentöz mantarların tanısının klasik yöntemle doğru olarak ve kolayca yapılabildiği kanısına varılmış;
invaziv fungal enfeksiyonların giderek arttığı günümüzde, özellikle kritik hastaların klinik örneklerinde fila-
mentöz mantarların araştırılmasının mortalite riskini azaltması bakımından önemli olduğu düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: Filamentöz mantar; Aspergillus; Fusarium; DNA dizi analizi; antifungal duyarlılık.

ABSTRACT

Molds are widely distrubuted in nature. Aspergillus spp. represent the most frequently observed ca-
usative agents, however less frequent pathogens Fusarium, Scedosporium and Zygomycetes have also be-
en considered the most important causes of morbidity and mortality in profoundly immunosuppressed
hosts. The aims of this study were to identify filamentous fungi isolated from clinical specimens by con-
ventional and molecular methods, and to detect their antifungal susceptibilities. A total of 6742 clinical
specimens obtained from hospitalized patients at critical units of Mersin University Medical Faculty Hos-
pital and sent to our laboratory between April 2008-January 2010 were included in the study. The isola-
tes were identified by classical mycological methods and polymerase chain reaction-based DNA sequen-
cing. Susceptibilities to fluconazole and voriconazole were tested by disk diffusion method and to fluco-
nazole, voriconazole, amfoterisin B, caspofungin and posaconazole by E-test. Filamentous fungi were iso-
lated from 71 (1.05%) samples (13 sputum, 4 wound, 4 peritoneal fluid, 3 extrenal ear discharge, 3 abs-
cess and one of each cerebrospinal fluid, blood, tissue biopsy, nasal swab and conjunctival swab) which
belonged to 32 patients (13 female, 19 male; age range 7 months-77 years, mean age: 46.6 years). Of
the patients 62.3% presented one or more risk factors such as chronic renal failure (n= 8), chronic obst-
ructive lung disease (n= 6), malignancy (n= 6), diabetes mellitus (n= 5) and peripheral vascular disease
(n= 5). Of the isolates six were identified as Aspergillus niger, six as Aspergillus flavus, five as Aspergillus fu-
migatus, four as Aspergillus terreus, five as Fusarium spp., two as Bipolaris spp., and one of each as Acremo-
nium spp., Aurebasidium spp., Mucor spp., and Scedosporium spp. By conventional methods. Three isola-
tes exhibited different identities by DNA sequencing. All Aspergillus isolates were correctly identified at
species level by both methods, Other fungi were identified at genus level by conventional methods and
at species level by DNA sequencing. Fluconazole minimum inhibitory concentration (MIC) values were
determined as > 256 mg/L in all strains, except Scedosporium; voriconazole MIC values were < 0.38 mg/L
in all Aspergillus spp. Caspofungin MIC values were > 32 mg/L for Fusarium, Scedosporium, Rhizopus and
Bipolaris strains and ≤ 0.006-0.125 mg/L in all Aspergillus isolates, In three strains (Fusarium equiseti, Cylind-
rocarpon lichenicola and Rhizopus oryzae) posaconazole minimum inhibitory concentration (MIC) values
were > 32 mg/L, however it was < 1.5 mg/L, for the other strains. Amphotericin B MIC values were > 32
mg/L for Fusarium, Scedosporium, Rhizopus and all A.terreus strains and < 2 mg/L for the others. E-test and
disk diffusion test results were compatible with each other for all the antifungal agents tested. In conclu-
sion, the identification of filamentous fungi such as Aspergillus and Fusarium spp. is easily and reliably ac-
hieved by conventional methods. Since the rate of invasive fungal infections is increasing currently, fila-
mentous molds should be searched especially in the clinical specimens of immunocompromised patients
for accurate and prompt diagnosis of such infections and to decrease the related mortality risk.

Key words: Filamentous fungi; Aspergillus; Fusarium; DNA sequencing; antifungal susceptibility.
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GİRİŞ

Doğada yaygın olarak bulunan filamentöz mantarlar, özellikle belirli risk faktörlerine
sahip hastalarda ciddi fırsatçı enfeksiyonlara neden olabilmektedir1. Örneğin; immün sis-
temi baskılanmış hastalarda, Aspergillus fumigatus başta olmak üzere Aspergillus türleriy-
le oluşan invaziv enfeksiyonların mortalitesi %58-99 gibi yüksek oranlara ulaşmaktadır2,3.
Ancak son yıllarda Aspergillus harici filamentöz mantarların insidansında da bir artış sap-
tanmakta olup, büyük çoğunluğu hematolojik maligniteli hastalar, altta yatan hastalığı
olanlar, transplant alıcıları ve kortikosteroid ya da immünsüpresif ilaç kullanan hastalar-
da olmak üzere Fusarium, Bipolaris, Scedosporium ve Mucorales grubu gibi mantarlarla
oluşan, mortalite oranı yüksek invaziv enfeksiyonlara rastlanmaktadır4-11. İnvaziv mantar
enfeksiyonlarında erken tanı, uygun tedavinin bir an önce başlanabilmesi için hayati
öneme sahiptir. Bu enfeksiyonlar çok hızlı ilerlediği ve tanımlanmasında güçlükler yaşan-
dığı için, kesin tanı çoğunlukla otopsi sırasında konmaktadır12. Buna karşın aspergillozun
tanısında polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve galaktomannan tespiti gibi hızlı yöntem-
lerin kullanılması, gecikmiş tanıdan kaynaklanan ölüm oranlarını düşürmektedir13.

Günümüzde mantar enfeksiyonlarının tedavisi büyük bir sorun oluşturmaktadır. Anti-
fungal ajanların kullanımı, toksisitesi veya uygun olmayan farmakokinetik özelliklerine
bağlı olarak çeşitli ilaçlarla etkileşimleri nedeniyle oldukça kısıtlıdır. Ayrıca, kullanımda
olan antifungal ilaçlara karşı görülen direnç de giderek artış göstermektedir14,15. Bu ça-
lışmada, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesinde yatan hastaların klinik örneklerin-
den izole edilen filamentöz mantarların klasik ve moleküler yöntemlerle tanımlanması ve
antifungal ilaçlara karşı duyarlılıklarının belirlenmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Sağlık Araştırma ve Uygulama Merkezinde Nisan
2008-Ocak 2010 tarihleri arasında kritik ünitelerde (yoğun bakım üniteleri, reanimasyon,
diyaliz üniteleri, transplantasyon, onkoloji) ve diğer servislerde (göğüs hastalıkları, nefro-
loji, hematoloji, pediatri, enfeksiyon hastalıkları, kardiyoloji, dermatoloji ve tüm cerrahi
servisler) yatan ve uzun süreli tedavi gören hastalardan tıbbi mikrobiyoloji anabilim dalı
laboratuvarına gönderilen 6742 klinik örnek çalışma kapsamına alındı. 

Örneklerin ekimi için %5 kanlı agar, EMB (Eosin-methylene-blue) agar, çikolata agar
ve Saboraud dekstroz agar (SDA) besiyerleri kullanıldı. Bakteriyolojik açıdan değerlendi-
rildikten sonra küf üremesinin takibi için petriler 25°C’de en az yedi gün daha inkübe
edildi. Üreyen küf kolonileri, makroskobik (koloni büyüklüğü ve rengi, yüzey görünümü,
pigment oluşumu vb.) ve laktofenol pamuk mavisi (LFPM) ile boyanarak mikroskobik (hif
ve spor yapıları, konidyumların dizilişi vb.) özelliklerine göre değerlendirildi ve klasik yön-
temlerle tanımlandı16,17.

Mikroskobik değerlendirme sonuçlarına göre, her hastadan birer suşun DNA dizi ana-
lizi için çalışılması uygun bulundu. Patates dekstroz agarda (PDA) saf olarak üretilen ko-
lonilerin hif ve sporları DNA izolasyonu için kullanıldı. DNA ekstraksiyonları, dondurma-
kaynatma, sıvı nitrojen, Qiamp DNA Mini kit (Qiagen) gibi farklı yöntemlerle ve modifi-
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ye edilerek kullanılan Makimura ve arkadaşlarının18 yöntemiyle gerçekleştirildi. DNA
miktarları spektrofotometre (ND 1000 UV-Vis, NanoDrop Technologies, ABD) ile ölçül-
dü. DNA dizilerinin çoğaltılması için daha önce tanımlanmış olan protokole göre PCR ka-
rışımı hazırlanarak termal döngü cihazına (Eppendorf Mastercycler, Almanya) yerleştiri-
lerek amplifiye edildi. 

PCR karışımı; toplam 25 µl olacak şekilde, örnek başına 3 µl kalıp DNA, 2.5 µl PCR
tamponu (10X, Vivantis), 2 µl MgCl2 (25 mM, Vivantis), 0.3 µl dNTP karışımı (10 mM,
Vivantis), 0.3 µl ITS (internal transcribed spacer)-1 primeri (100 pmol) (5’-TCC GTA GGT
GAA CCT GCG G-3’), 0.3 µl ITS-4 primeri (100 pmol) (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3’), 0.2 µl Taq DNA polimeraz (5 U/µl, Vivantis) ve 16.4 µl steril nükleaz içermeyen
distile su kullanılarak hazırlandı. Amplifikasyon şartları; 94°C’de 5 dakikalık 1 döngü baş-
langıç denatürasyonunu takiben, 94°C’de 20 saniye denatürasyon, 58°C’de 45 saniye
bağlanma, 72°C’de 1.5 dakika uzama olmak üzere toplam 40 döngü ve 72°C’de 7 da-
kikalık 1 döngü son uzama şeklinde uygulandı. PCR ürünleri 0.5 µg/ml etidyum bromür
içeren %1.5’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak mantarlara özgü DNA bantları
(500-600 baz çifti) ultraviyole ışık altında incelendi. 

Klinik suşların DNA dizi analizleri, elde edilen PCR ürünleri ve primerleri kullanılarak
özel bir laboratuvarda (RefGen) ABI 3100 Genetic Analyzer cihazı kullanılarak gerçekleş-
tirildi. Dizi analizi verileri “National Center for Biotechnology Information (Bethesda,
ABD)” BLAST sistemi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanılarak analiz edildi ve
suşlar tür düzeyinde tanımlandı. 

Suşların antifungal duyarlılıkları, amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol, kaspofungin
ve posakonazol için E-test ile, vorikonazol ve flukonazol için disk difüzyon testi ile GM-
MHA besiyeri (%2 glukoz ve 0.5 µg/ml metilen mavisi eklenmiş Mueller-Hinton Agar)
kullanılarak araştırıldı. PDA’da üretilen suşların spor süspansiyonları 10 ml steril serum fiz-
yolojik içerisinde 1 x 106 spor/ml olacak şekilde hazırlandı. GM-MHA besiyeri yüzeyine
5’er ml’lik hacimlerde yayılan spor süspansiyonlarının fazlası beş dakika bekletildikten
sonra steril pipetle toplanarak atıldı. Besiyerine inokülasyon için 15 dakika beklendikten
sonra E-test stripleri her petri için bir tane olacak şekilde yerleştirildi. Antifungal diskler
için tek petri kullanıldı. 35°C’de inkübe edilen petriler, 24 ve 48 saat sonra değerlendiri-
lerek E-test MİK değerleri ve disk difüzyon zon çapları belirlendi.

Standart kontrol suşları olarak Aspergillus niger (RSHMB 04017) ve A.fumigatus
(RSHMB 04005) kullanıldı.

BULGULAR

Çalışmamızda, 22 aylık dönemde 32 hastaya ait 71 (%1.05) örnekten filamentöz
mantar izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Hastaların 13’ü kadın 19’u erkek olup, beşi pedi-
atri hastası olmak üzere yaş aralığı 7 ay-77 yıl arasında (ortalama: 46.6 yıl) değişmekte-
dir. Hastaların sekizinde kronik böbrek yetmezliği, altısında kronik obstrüktif akciğer has-
talığı, altısında kanser, beşinde diabetes mellitus ve beşinde periferal damar hastalığı
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mevcut olup, küf mantarı izole edilen hastaların %62.3’ünde risk faktörü varlığı saptan-
mıştır. 

Hiçbir hastada birden fazla türe ait küf üremesi olmamıştır. Her hastadan birer suş ol-
mak üzere 13 balgam, 4 yara, 4 periton diyaliz sıvısı, 3 dış kulak yolu akıntısı, 3 apse ve
birer beyin omurilik sıvısı (BOS), burun sürüntüsü, doku biyopsi örneği, periferik kan ve
konjunktiva sürüntüsünden izole edilen suşların klasik yöntemle altısı A.niger (%18.7), al-
tısı Aspergillus flavus (%18.7), beşi Aspergillus fumigatus (%15.6), dördü Aspergillus terre-
us (%12.5) olmak üzere tür düzeyinde, beşi Fusarium (%15.6), ikisi Bipolaris (%6.2) ve
birer Scedosporium (%3.1), Acremonium (%3.1), Mucor (%3.1), Aureobasidium (%3.1) ol-
mak üzere cins düzeyinde tanımlanmıştır (Tablo I). 

Dondurma-kaynatma yöntemiyle Fusarium, sıvı nitrojen yöntemiyle Fusarium, Rhizo-
pus ve Scedosporium, hazır DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen, ABD) ile A.fumigatus ve A.fla-
vus türleri ve modifiye yöntemle18 bütün türlerin DNA ekstraksiyonları yapılabilmiştir.
PCR ürünlerinin görüntüleri Resim 1’de verilmiş; ancak özellikle bazı Aspergillus türlerin-
de (A.niger, A.flavus, A.fumigatus) çok zayıf bantlar elde edildiği için tekrar ikinci bir DNA
ekstraksiyonu yapılmıştır (Resim 2). 

Klasik yöntemle elde edilen sonuçlardan farklı olarak DNA dizi analizi ile Fusarium, Bi-
polaris, Scedosporium ve Aureobasidium suşları tür düzeyinde tanımlanmıştır. Acremoni-
um, Mucor ve Fusarium olarak cins düzeyinde tanımladığımız suşlar, DNA dizi analizi ile
sırasıyla Lecythophora hofmannii, Rhizopus oryzae ve Cylindrocarpon lichenicola olarak tür
düzeyinde tanımlanmıştır.

Aspergillus spp. kronik böbrek yetmezliği, kronik obstrüktif akciğer hastalığı, kanser,
diabetes mellitus ve periferal damar hastalığı olan hastalardan; Fusarium spp. kronik böb-
rek yetmezliği, diabetes mellitus ve kanserli hastalardan; Bipolaris spp. kronik böbrek yet-
mezliği ve diabetes mellituslu hastalardan; Lecythophora kronik böbrek yetmezliği ve di-
abetes mellitusu olan bir hastadan; Rhizopus pansitopenisi olan hastadan; Scedosporium
yabancı cisim batması olan hastadan ve Aureobasidium penil protez implantasyonu ya-
pılan hastadan izole edilmiştir. Aspergillus üreyen 21 hastadan altısı invaziv pulmoner as-
pergilloz ve biri meningosel aspergilloz tanısı almıştır. Hastaların 7 (%21.8)’si filamentöz
mantar izolasyonundan kısa bir süre sonra hayatını kaybetmiştir.

İzolatların E-test ve disk difüzyon yöntemleriyle saptanan antifungal duyarlılık sonuç-
ları ayrıntılı olarak Tablo II’de görülmektedir. 

TARTIŞMA

Son yıllarda filamentöz mantarların neden olduğu enfeksiyonların sayısında yaygın bir
artış olduğu bildirilmiştir19,20. Birçok çalışmada hastaların klinik örneklerinden %69.8-85
oranlarıyla en sık Aspergillus cinsi küf mantarları izole edilmektedir3,8,13,21,22. Bizim çalış-
mamızda da ilk sırayı %62.5 izolasyon oranıyla Aspergillus spp. almıştır. Casto’n ve arka-
daşları22 retrospektif çalışmalarında 1994-2004 yılları arasındaki dönemde yatarak ya da
ayakta tedavi gören 332 hastanın 505 solunum yolu örneğinden sırasıyla Aspergillus
(%80.5), Penicillium (%7.9), Fusarium (%2.1), Scedosporium (%5.3), Alternaria (%1.4),
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Paecilomyces (%0.8), Cladosporium (%0.8), Mucor (%0.6), Rhizomucor (%0.2) ve Tricho-
derma (%0.2) türlerini izole ettiklerini bildirmişlerdir. Bizim çalışmamızda, incelenen top-
lam 6742 klinik örnekten 32 hastaya ait 71 (%1.05) örnekte filamentöz mantar üremiş
ve bunların klasik yöntemle tanımlanması sonunda sırasıyla A.niger (%18.7), A.flavus
(%18.7), A.fumigatus (%15.6), A.terreus (%12.5), Fusarium spp. (%15.6), Bipolaris spp.
(%6.2) ve %3.1 oranında olmak üzere Aureobasidium spp., Acremonium spp., Mucor spp.
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M‹KROB‹YOLOJ‹ BÜLTEN‹

Resim 1. Suşların ITS1-ITS4 primerleriyle amplifikasyon sonrası elektroforez görüntüsü [Kolon 10, 11, 18, 24,
29: A.flavus; Kolon 4, 6, 14, 20, 28: A.niger; Kolon 5, 9, 22, 26: A.fumigatus; Kolon 7, 19, 25: A.terreus; Ko-
lon 1, 2, 3, 17, 27: Fusarium spp.; Kolon 21, 23: Bipolaris spp.; Kolon 16: Scedosporidium spp.; Kolon 8: Ae-
robasidium spp.; Kolon 12: Mucor spp.; Kolon 13: Acremonium spp.; Kolon 15, 30: Negatif kontrol; M: Mo-
leküler ağırlık standardı (φX174 DNA/BsuRI [HaeIII] Marker, Fermentas)].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

M
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72
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72

Resim 2. Aspergillus suşlarının ITS1-ITS4 primerleriyle ikinci amplifikasyon sonrası elektroforez görüntüsü [Ko-
lon 1(4), 2(6), 3(14), 4(20): A.niger; Kolon 5(10), 6(11), 7(24), 8(29): A.flavus; Kolon 9(5), 10(22): A.fumi-
gatus; M: Moleküler ağırlık standardı (φX174 DNA/BsuRI [HaeIII] Marker, Fermentas)] (parantez içerisindeki
kolon numaraları Resim 1’de zayıf bant veren Aspergillus suşlarına aittir).
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ve Scedosporium spp. saptanmıştır. Husain ve arkadaşlarının20 çok merkezli olarak dört
yıllık dönemde yaptıkları çalışmada da, invaziv küf enfeksiyonu bulunan 53 karaci-
ğer/kalp alıcısından, bizim izolat dağılımımıza benzer şekilde, en çok Aspergillus spp. (n=
37) izole edilmiş, bunu Aspergillus dışı Hyalohyphomycetes (n= 5), Phaeohyphomycetes
(n= 5), Zygomycetes (n= 3) ve diğerleri (n= 3) izlemiştir. Eren ve arkadaşları23, 10 aylık
dönemde kritik ünitelerde yatan immün sistemi baskılanmış 43 hastaya ait klinik örnek-
leri mikolojik olarak değerlendirmişler ve örneklerin sekizinden filamentöz mantar (dört
Penicillum chrysogenum, iki A.fumigatus, bir A.flavus, bir Valsa sordida) izole ederek mole-
küler yöntemlerle doğrulamışlardır.

Filamentöz mantar üretilen hastaların çoğunda altta yatan bir hastalık bulunmaktadır.
Nir-Paz ve arkadaşları6 Fusarium izolasyonu yaptıkları 89 klinik örneğin 22’sinin kronik
böbrek yetmezliği, 27’sinin diabetes mellitus, 15’inin periferal damar hastalığı, 14’ünün
iskemik kalp hastalığı ve sekizinin yanıklı hastalara ait olduğunu belirtmişlerdir. Çalışma-
mızda da en sık tespit edilen Aspergillus ve Fusarium türlerinin kronik böbrek yetmezliği,
kronik obstrüktif akciğer hastalığı, kanser, diabetes mellitus ve periferal damar hastalığı
bulunan hastalardan izole edildiği izlenmiştir. Yapılan bir çalışmada, 22 hematopoietik
kök hücre alıcısının %82’sinden Aspergillus cinsi, %18’inden Zygomycetes grubu izole
edilmiş ve hastalardan 20 (%91)’sinin öldüğü bildirilmiştir21. Karacan ve arkadaşlarının24

solid organ transplantasyonu yapılan 207 hastayı üç yıl izledikleri çalışmalarında, yedi
hastaya invaziv pulmoner aspergilloz tanısı konulmuş ve bunların 5 (%71.4)’i antifungal
tedaviye rağmen kaybedilmiştir. Bizim çalışmamızda ise mortalite oranı %21.8 (7/32)
olarak saptanmıştır. 

Filamentöz mantarlar, sert hücre duvar yapılarına ve aktif nükleazlara sahip olduk-
ları için genomik DNA ekstraksiyonu oldukça zahmetli ve zaman alıcı bir işlemdir25.
Çalışmamızda Aspergillus’ların DNA ekstraksiyonunda farklı yöntemler denenmiş olma-
sına rağmen tam olarak etkili sonuçlar Makimura ve arkadaşlarının18 yöntemiyle alın-
mıştır. Elde edilen DNA’ların dizi analizi sonuçları, klasik yöntemlerle elde edilen so-
nuçlarla karşılaştırıldığında, Aspergillus’ların tamamının klasik yöntemlerle tür düzeyin-
de; Fusarium suşlarından biri hariç diğerlerinin cins düzeyinde; Bipolaris, Scedosporium
ve Aureobasidium suşlarının ise sadece cins düzeyinde doğru olarak tanımlanabildiği
görülmüştür. Klasik yöntemle sırasıyla Acremonium, Mucor ve Fusarium olarak tanımla-
dığımız suşlar dizi analizi sonucuna göre yine sırasıyla Lecythophora, Rhizopus ve
Cylindrocarpon olarak tanımlanmıştır. Buna göre klasik yöntemle cins düzeyinde doğ-
ru tanımlama oranı %90 (29/32) olarak tespit edilmiştir. Klasik yöntemle tanımlanan
tüm Aspergillus türleri moleküler yöntemle %100 uyumlu bulunmuş; diğer üç suşun
klasik yöntemle tanımlanan cinslerle aynı aile içerisinde olduğu belirlenmiştir. Bunun,
klasik yöntemlerle tiplendirme yapılırken gözden kaçırılmış olan küçük ayrıntılardan
kaynaklandığı düşünülmüştür. Yaygın olarak izole edilen filamentöz mantarlar mikolo-
ji atlaslarından yararlanılarak doğru olarak tanımlanabilse de, daha nadir rastlanan ve
klasik yöntemle zor tanımlanan suşların referans laboratuvarlarda incelenmesi uygun
olacaktır.
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Filamentöz mantarların antifungal duyarlılıklarının belirlenmesinde uzun zamandır
standardize olmayan test yöntemleri kullanıldığından direnç durumlarının yorumlanması
oldukça zordur. Bu amaçla “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” referans
yöntem olarak sıvı dilüsyon yöntemlerini önermekte ve E-test ile makro ve mikrodilüsyon
testleri arasında iyi bir uyum olduğu bildirilmektedir26. Yapılan çalışmalarda Aspergillus ve
Fusarium suşlarında E-test ile mikrodilüsyon arasındaki uyumun %100, makrodilüsyon
yöntemiyle %80 olduğu ifade edilmiştir26-28. Buna karşın Aspergillus spp. için antifungal
duyarlılık testleri hastanelerdeki rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarları için önerilme-
mektedir29. Çalışmamızda tüm izolatların antifungal duyarlılıkları E-test ve disk difüzyon
yöntemleriyle araştırılmıştır (Tablo II). Flukonazolün Aspergillus türlerine karşı temel olarak
etkisiz olduğu bildirilmektedir29,30. Çalışmamızdaki tüm Aspergillus suşlarının MİK değer-
leri > 256 mg/L ve disk difüzyon ile zon çapı < 6 mm olarak saptanmıştır. Vorikonazolün
Aspergillus türlerine karşı in vitro ve in vivo mükemmel bir aktivite sergilediği vurgulanmış-
tır31. Çalışmamızda Aspergillus spp. için E-test ile MİK değeri 24 saatte < 0.38 mg/L bulu-
nurken, disk difüzyon ile zon çapının ≥ 15 mm olduğu görülmüştür. Kaspofungin; Fusari-
um, Scedosporium, Zygomycetes, P. boydii ve dematiaceous küflere karşı ya sınırlı bir etki-
ye sahiptir veya etkisizdir32. Bizim çalışmamızda da Fusarium spp., Scedosporium spp., Rhi-
zopus spp. ve Bipolaris spp. suşlarında kaspofungin E-test MİK değerleri > 32 mg/L olarak
tespit edilmiştir. Aspergillus’larda kaspofungin duyarlılığı E-test ile ≤ 0.006-0.125 mg/L
MİK değerleri arasında saptanmış ve diğer çalışmalarla uyumlu olduğu görülmüştür33,34.

Posakonazolün sıklıkla izole edilen birçok maya (Candida) ve filamentöz mantara (As-
pergillus, Zygomycetes) karşı etkili olduğu bildirilmiştir32. Çalışmamızda üç suşun (birer
Fusarium, Cylindrocarpon ve Rhizopus suşu) posakonazol MİK değeri > 32 mg/L bulunur-
ken, diğer suşların MİK değeri < 1.5 mg/L olarak tespit edilmiştir. Özellikle Aspergillus
suşlarının diğer çalışmalarla35 uyumlu olarak düşük MİK değerine sahip olduğu görül-
müştür. A.terreus suşlarının genellikle amfoterisin B’ye dirençli olduğu bildirilirken29, ça-
lışmamızda risk faktörü taşımayan dört hastadan izole edilen ve klasik yöntemle tanım-
lanan A.terreus suşlarının da E-test ile MİK değerleri > 32 mg/L olarak saptanmıştır. Ayrı-
ca, Fusarium spp., Scedosporium spp., Rhizopus spp. amfoterisin B MİK değerleri > 32
mg/L olarak bulunurken, diğer suşların MİK değerinin < 2 mg/L olduğu görülmüştür. 

Sonuç olarak, invaziv fungal enfeksiyonların giderek arttığı günümüzde özellikle kritik
hastaların klinik örneklerinde filamentöz mantarların araştırılması önemlidir. Sıklıkla izole
edilen Aspergillus ve Fusarium gibi mantarların LFPM ile boyanmış preparatlarının ince-
lenmesiyle kolayca tanısı yapılabilmektedir. Bu prospektif çalışmanın Mersin’de ilk defa
yapılıyor olması çalışmamızın önemini artırmaktadır. Çalışmamız sırasında artan klinik-la-
boratuvar iş birliği sayesinde mikoloji laboratuvarlarının önemi anlaşılmıştır. Nitekim nöt-
ropenik ateş, immün sistem yetmezliği ve malignitesi olan hastaların örneklerinden izo-
le edilen mantar etkenlerinin doğru ve kısa sürede tanımlanarak klinisyenin en kısa za-
manda tedaviye başlamasının sağlanmasıyla, klinik örneklerden küf mantarlarının aran-
masıyla ilgili talepler artmıştır. Ek olarak çalışmamızın verilerinin, bölgemiz ve ülkemizde-
ki klinik filamentöz mantarların epidemiyolojik durumunun belirlenmesinde daha sonra
yapılacak olan çalışmalara ışık tutacağı düşünülmüştür.
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