Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2012; 46(1): 65-78

Klinik Orneklerden izole Edilen Filamentoz
Mantarlarin iki Farkli Yontemle Tanimlanmasi ve
Duyarhlik Sonuclari*

Identification of Filamentous Fungi Isolated from
Clinical Samples by Two Different Methods and
Their Susceptibility Results

Sahin DIREKEL, Feza OTAG, Goniil ASLAN, Mahmut ULGER, Giirol EMEKDAS

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mersin.
Mersin University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Mersin, Turkey.

* Bu calisma, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi [proje no: BAP-SBE TM (SD) 2008-10 DR] tarafindan
desteklenmis ve XXXIV. Ttirk Mikrobiyoloji Kongresi (7-11 Kasim 2010 Girne, KKTC)’nde poster olarak sunulmustur.

Gelis Tarihi (Received): 04.05.2011 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 22.11.2011

OZET

Kif mantarlar dogada ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. Aspergillus basta olmak lizere Fusarium, Sce-
dosporium ve Zygomycetes tiirleriyle olusan invaziv fungal enfeksiyonlar 6zellikle immin sistem yetmez-
ligi bulunan hastalarda morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir. Bu ¢alismada, klinik &r-
neklerden izole edilen filament6z mantarlarin konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve
antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi amagclanmistir. Calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesinin kritik Gnitelerinde yatan hastalardan, Nisan 2008-Ocak 2010 tarihleri arasinda laboratuvarimiza
gonderilen toplam 6742 klinik 6rnek dahil edilmistir. Orneklerden izole edilen mantarlar klasik mikolojik
yontemler ve polimeraz zincir reaksiyonu bazli DNA dizi analizi ile tanimlanmus; antifungal duyarlliklari
ise amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol, kaspofungin ve posakonazole E-test ile, vorikonazol ve flukona-
zole disk diflizyon testiyle belirlenmistir. Calismamizda, 32 hastaya (13U kadin, 19'u erkek; yas aralig 7
ay-77 yil, yas ortalamasi: 46.6 yil) ait 71 (%1.05) 6rnekten (13 balgam, 4 yara, 4 periton diyaliz sivisi, 3
dis kulak yolu akintisi, 3 apse ve birer beyin omurilik sivisi, kan, doku biyopsi 6rnegi, burun striintsd,
konjunktiva suriintlisi 6rnegi) filamentdz mantar izolasyonu gerceklestirilmistir. Hastalarin %62.3’tinde
bir veya birkag risk faktori (kronik bobrek yetmezIigi 8, kronik obstriiktif akciger hastaligi 6, kanser 6, di-
abetes mellitus 5, periferal damar hastaligi 5) mevcuttur. Klasik yontemle izolatlarin altisi Aspergillus niger,
altisi Aspergillus flavus, besi Aspergillus fumigatus, dordu Aspergillus terreus, besi Fusarium spp., ikisi Bipola-
ris spp. ve birer adedi Acremonium spp., Aurebasidium spp., Mucor spp. ve Scedosporium spp. olarak ta-
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nimlanmistir. DNA dizi analizi sonuglarina gore sadece g filament6z mantarin tanisinda farklilik saptan-
mustir. Her iki yontemle Aspergillus suslarinin timu tir diizeyinde; diger mantarlar ise konvansiyonel yon-
temle cins, DNA dizi analiziyle tlr diizeyinde tanimlanmistir. E-test ile flukonazol minimum inhibitor kon-
santrasyonu (MIK) degerleri, Scedosporium spp. hari¢, bitiin suslarda > 256 mg/L, vorikonazol MiK de-
geri tim Aspergillus tirlerinde < 0.38 mg/L, kaspofungin MIK degeri Fusarium, Scedosporium, Rhizopus ve
Bipolaris suslarinda > 32 mg/L, Aspergillus tiirlerinde < 0.006-0.125 mg/L olarak saptanmistir. Posakona-
zoltin MIK degeri ti¢ susta (Fusarium equiseti, Cylindrocarpon lichenicola ve Rhizopus oryzae) > 32 mg/L ola-
rak bulunurken, diger suslarda < 1.5 mg/L olarak tespit edilmistir. Amfoterisin B MiK degeri Fusarium, Sce-
dosporium, Rhizopus ve tim A.terreus suslarinda > 32 mg/L iken, diger suslarda < 2 mg/L olarak bulun-
mustur. E-test ve disk diflizyon antifungal sonuclarinin birbiriyle ve yapilan diger calismalarla uyumlu ol-
dudu saptanmistir. Sonug olarak, 6zellikle riskli hastalardan siklikla izole edilen Aspergillus ve Fusarium gi-
bi filamentéz mantarlarin tanisinin klasik yontemle dogru olarak ve kolayca yapilabildigi kanisina variimis;
invaziv fungal enfeksiyonlarin giderek arttigi glinimuizde, 6zellikle kritik hastalarin klinik 6rneklerinde fila-
ment6z mantarlarin arastirilmasinin mortalite riskini azaltmasi bakimindan 6nemli oldugu distintlmstdir.

Anahtar sozciikler: Filamentoz mantar; Aspergillus; Fusarium; DNA dizi analizi; antifungal duyarlilik.

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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GiRis

Dogada yaygin olarak bulunan filament6z mantarlar, 6zellikle belirli risk faktorlerine
sahip hastalarda ciddi firsatci enfeksiyonlara neden olabilmektedir'. Ornegin; immiin sis-
temi baskilanmig hastalarda, Aspergillus fumigatus basta olmak tizere Aspergillus turleriy-
le olusan invaziv enfeksiyonlarin mortalitesi %58-99 gibi yiiksek oranlara ulasmaktadir?>.
Ancak son yillarda Aspergillus harici filamentoz mantarlarin insidansinda da bir artig sap-
tanmakta olup, blyiik cogunlugu hematolojik maligniteli hastalar, altta yatan hastaligi
olanlar, transplant alicilari ve kortikosteroid ya da immunsipresif ila¢ kullanan hastalar-
da olmak uzere Fusarium, Bipolaris, Scedosporium ve Mucorales grubu gibi mantarlarla
olusan, mortalite orani yiiksek invaziv enfeksiyonlara rastlanmaktadir*'". invaziv mantar
enfeksiyonlarinda erken tani, uygun tedavinin bir an 6nce baslanabilmesi icin hayati
6neme sahiptir. Bu enfeksiyonlar ¢cok hizli ilerledigi ve tanimlanmasinda guigliikler yasan-
digi icin, kesin tani cogunlukla otopsi sirasinda konmaktadir'?. Buna karsin aspergillozun
tanisinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve galaktomannan tespiti gibi hizli yontem-
lerin kullanilmasi, gecikmis tanidan kaynaklanan 6lim oranlarini diisiirmektedir'>.

Gunimuzde mantar enfeksiyonlarinin tedavisi blytiik bir sorun olugturmaktadir. Anti-
fungal ajanlarin kullanimi, toksisitesi veya uygun olmayan farmakokinetik ozelliklerine
bagl olarak cesitli ilaclarla etkilesimleri nedeniyle oldukg¢a kisithdir. Ayrica, kullanimda
olan antifungal ilaglara karsi gériilen direng de giderek artis gostermektedir''3. Bu ca-
lismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde yatan hastalarin klinik érneklerin-
den izole edilen filament6z mantarlarin klasik ve molekiler yontemlerle tanimlanmasi ve
antifungal ilaclara karsi duyarhliklarinin belirlenmesi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezinde Nisan
2008-Ocak 2010 tarihleri arasinda kritik tinitelerde (yogun bakim Uniteleri, reanimasyon,
diyaliz Uniteleri, transplantasyon, onkoloji) ve diger servislerde (gogus hastaliklari, nefro-
loji, hematoloji, pediatri, enfeksiyon hastaliklari, kardiyoloji, dermatoloji ve tiim cerrahi
servisler) yatan ve uzun sireli tedavi goren hastalardan tibbi mikrobiyoloji anabilim dali
laboratuvarina gonderilen 6742 klinik 6rnek calisma kapsamina alindi.

Orneklerin ekimi icin %5 kanl agar, EMB (Eosin-methylene-blue) agar, cikolata agar
ve Saboraud dekstroz agar (SDA) besiyerleri kullanildi. Bakteriyolojik acidan degerlendi-
rildikten sonra kuf Gremesinin takibi icin petriler 25°C’de en az yedi giin daha inkiibe
edildi. Ureyen kiif kolonileri, makroskobik (koloni biiyiikligii ve rengi, yiizey gériinimdi,
pigment olusumu vb.) ve laktofenol pamuk mavisi (LFPM) ile boyanarak mikroskobik (hif
ve spor yapilari, konidyumlarin dizilisi vb.) 6zelliklerine gore degerlendirildi ve klasik yon-
temlerle tanimlandi''7.

Mikroskobik degerlendirme sonuclarina gore, her hastadan birer susun DNA dizi ana-
lizi icin calisilmasi uygun bulundu. Patates dekstroz agarda (PDA) saf olarak Gretilen ko-
lonilerin hif ve sporlari DNA izolasyonu icin kullanildi. DNA ekstraksiyonlari, dondurma-
kaynatma, sivi nitrojen, Qiamp DNA Mini kit (Qiagen) gibi farkli yontemlerle ve modifi-
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ye edilerek kullanilan Makimura ve arkadaslarinin'® yéntemiyle gerceklestirildi. DNA
miktarlari spektrofotometre (ND 1000 UV-Vis, NanoDrop Technologies, ABD) ile ol¢til-
di. DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi icin daha 6nce tanimlanmis olan protokole gore PCR ka-
risimi hazirlanarak termal dongu cihazina (Eppendorf Mastercycler, Almanya) yerlestiri-
lerek amplifiye edildi.

PCR karigimi; toplam 25 pl olacak sekilde, ornek basina 3 pl kalip DNA, 2.5 pyl PCR
tamponu (10X, Vivantis), 2 ul MgCl, (25 mM, Vivantis), 0.3 pl dNTP karisimi (10 mM,
Vivantis), 0.3 pl ITS (internal transcribed spacer)-1 primeri (100 pmol) (5’-TCC GTA GGT
GAA CCT GCG G-3’), 0.3 pl ITS-4 primeri (100 pmol) (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3%), 0.2 pl Taq DNA polimeraz (5 U/ul, Vivantis) ve 16.4 pl steril niikleaz icermeyen
distile su kullanilarak hazirlandi. Amplifikasyon sartlari; 94°C’de 5 dakikalik 1 dongu bas-
langi¢ denatiirasyonunu takiben, 94°C’de 20 saniye denaturasyon, 58°C’de 45 saniye
baglanma, 72°C’de 1.5 dakika uzama olmak lzere toplam 40 dongi ve 72°C’'de 7 da-
kikalik 1 dongii son uzama seklinde uygulandi. PCR urinleri 0.5 pg/ml etidyum bromiir
iceren %1.5’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak mantarlara 6zgii DNA bantlari
(500-600 baz cifti) ultraviyole 1sik altinda incelendi.

Klinik suslarin DNA dizi analizleri, elde edilen PCR Urtnleri ve primerleri kullanilarak
Ozel bir laboratuvarda (RefGen) ABI 3100 Genetic Analyzer cihazi kullanilarak gercekles-
tirildi. Dizi analizi verileri “National Center for Biotechnology Information (Bethesda,
ABD)” BLAST sistemi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanilarak analiz edildi ve
suslar tur diizeyinde tanimlandi.

Suslarin antifungal duyarliliklari, amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol, kaspofungin
ve posakonazol icin E-test ile, vorikonazol ve flukonazol icin disk diflizyon testi ile GM-
MHA besiyeri (%2 glukoz ve 0.5 pg/ml metilen mavisi eklenmis Mueller-Hinton Agar)
kullanilarak arastirildi. PDA'da Uretilen suglarin spor stspansiyonlari 10 ml steril serum fiz-
yolojik icerisinde 1 x 10° spor/ml olacak sekilde hazirlandi. GM-MHA besiyeri yiizeyine
5’er ml’lik hacimlerde yayilan spor stspansiyonlarinin fazlasi bes dakika bekletildikten
sonra steril pipetle toplanarak atildi. Besiyerine inokulasyon icin 15 dakika beklendikten
sonra E-test stripleri her petri icin bir tane olacak sekilde yerlestirildi. Antifungal diskler
icin tek petri kullanildi. 35°C’de inkiibe edilen petriler, 24 ve 48 saat sonra degerlendiri-
lerek E-test MIK degerleri ve disk difiizyon zon caplari belirlendi.

Standart kontrol suslari olarak Aspergillus niger (RSHMB 04017) ve A.fumigatus
(RSHMB 04005) kullanildt.

BULGULAR

Calismamizda, 22 aylik donemde 32 hastaya ait 71 (%1.05) 6rnekten filamentoz
mantar izolasyonu gerceklestirilmistir. Hastalarin 13’ kadin 19’u erkek olup, besi pedi-
atri hastasi olmak Uzere yas araligi 7 ay-77 yil arasinda (ortalama: 46.6 yil) degismekte-
dir. Hastalarin sekizinde kronik bobrek yetmezligi, altisinda kronik obstriktif akciger has-
talgi, altisinda kanser, besinde diabetes mellitus ve besinde periferal damar hastaligi
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mevcut olup, kiif mantari izole edilen hastalarin %62.3’tinde risk faktort varligr saptan-
mistir.

Hicbir hastada birden fazla tire ait kiif Gremesi olmamistir. Her hastadan birer sus ol-
mak Uzere 13 balgam, 4 yara, 4 periton diyaliz sivisi, 3 dis kulak yolu akintisi, 3 apse ve
birer beyin omurilik sivisi (BOS), burun suriintlst, doku biyopsi 6rnegi, periferik kan ve
konjunktiva suriinttisinden izole edilen suslarin klasik yontemle altisi A.niger (%18.7), al-
tist Aspergillus flavus (%18.7), besi Aspergillus fumigatus (%15.6), dordi Aspergillus terre-
us (%12.5) olmak Uzere tir dizeyinde, besi Fusarium (%15.6), ikisi Bipolaris (%6.2) ve
birer Scedosporium (%3.1), Acremonium (%3.1), Mucor (%3.1), Aureobasidium (%3.1) ol-
mak Uzere cins diizeyinde tanimlanmigtir (Tablo I).

Dondurma-kaynatma yontemiyle Fusarium, sivi nitrojen yontemiyle Fusarium, Rhizo-
pus ve Scedosporium, hazir DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen, ABD) ile A.fumigatus ve A.fla-
vus tirleri ve modifiye yontemle'® biitiin tiirlerin DNA ekstraksiyonlari yapilabilmistir.
PCR drinlerinin gorintileri Resim 1’de verilmis; ancak 6zellikle bazi Aspergillus turlerin-
de (A.niger, A.flavus, A.fumigatus) cok zayif bantlar elde edildigi icin tekrar ikinci bir DNA
ekstraksiyonu yapilmistir (Resim 2).

Klasik yontemle elde edilen sonuglardan farkh olarak DNA dizi analizi ile Fusarium, Bi-
polaris, Scedosporium ve Aureobasidium suslan tir diizeyinde tanimlanmistir. Acremoni-
um, Mucor ve Fusarium olarak cins diizeyinde tanimladigimiz suslar, DNA dizi analizi ile
sirastyla Lecythophora hofmannii, Rhizopus oryzae ve Cylindrocarpon lichenicola olarak tir
diizeyinde tanimlanmustir.

Aspergillus spp. kronik bobrek yetmezligi, kronik obstriktif akciger hastaligi, kanser,
diabetes mellitus ve periferal damar hastaligi olan hastalardan; Fusarium spp. kronik bob-
rek yetmezligi, diabetes mellitus ve kanserli hastalardan; Bipolaris spp. kronik bobrek yet-
mezligi ve diabetes mellituslu hastalardan; Lecythophora kronik bobrek yetmezligi ve di-
abetes mellitusu olan bir hastadan; Rhizopus pansitopenisi olan hastadan; Scedosporium
yabanci cisim batmasi olan hastadan ve Aureobasidium penil protez implantasyonu ya-
pilan hastadan izole edilmistir. Aspergillus tireyen 21 hastadan altisi invaziv pulmoner as-
pergilloz ve biri meningosel aspergilloz tanisi almistir. Hastalarin 7 (%21.8)’si filamentoz
mantar izolasyonundan kisa bir siire sonra hayatini kaybetmistir.

izolatlarin E-test ve disk difiizyon ydntemleriyle saptanan antifungal duyarlilik sonuc-
lari ayrintili olarak Tablo ll'de goriilmektedir.

TARTISMA

Son yillarda filamentdz mantarlarin neden oldugu enfeksiyonlarin sayisinda yaygin bir
artis oldugu bildirilmistir'®2%. Bircok calismada hastalarin klinik érneklerinden %69.8-85
oranlariyla en sik Aspergillus cinsi kiif mantarlari izole edilmektedir®®'32122_ Bizim calis-
mamizda da ilk siray1 %62.5 izolasyon oraniyla Aspergillus spp. almistir. Casto’n ve arka-
daslari?? retrospektif calismalarinda 1994-2004 yillari arasindaki dénemde yatarak ya da
ayakta tedavi goren 332 hastanin 505 solunum yolu 6rnegdinden sirasiyla Aspergillus
(%80.5), Penicillium (%7.9), Fusarium (%2.1), Scedosporium (%5.3), Alternaria (%1.4),
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Resim 1. Suslarin ITS1-1TS4 primerleriyle amplifikasyon sonrasi elektroforez gértintiisti [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-
lon1, 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-
lekdiler agirlik standardi (X174 DNA/BsuRl [Haelll] Marker, Fermentas)].

Resim 2. Aspergillus suslarinin ITS1-1TS4 primerleriyle ikinci amplifikasyon sonrasi elektroforez gortinttisti [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: Molekdiler adirlik standardi (¢X174 DNA/BsuRl [Haelll] Marker, Fermentas)] (parantez icerisindeki
kolon numaralari Resim 1'de zayif bant veren Aspergillus suslarina aittir).

Paecilomyces (%0.8), Cladosporium (%0.8), Mucor (%0.6), Rhizomucor (%0.2) ve Tricho-
derma (%0.2) tirlerini izole ettiklerini bildirmislerdir. Bizim calismamizda, incelenen top-
lam 6742 klinik 6rnekten 32 hastaya ait 71 (%1.05) ornekte filament6z mantar Gremis
ve bunlarin klasik yontemle tanimlanmasi sonunda sirasiyla 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 oraninda olmak tizere Aureobasidium spp., Acremonium spp., Mucor spp.
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ve Scedosporium spp. saptanmistir. Husain ve arkadaslarinin?® cok merkezli olarak dért
yillik dénemde yaptiklarn calismada da, invaziv kuf enfeksiyonu bulunan 53 karaci-
ger/kalp alicisindan, bizim izolat dagimimiza benzer sekilde, en cok Aspergillus spp. (n=
37) izole edilmis, bunu Aspergillus disi Hyalohyphomycetes (n= 5), Phaeohyphomycetes
(n=5), Zygomycetes (n= 3) ve digerleri (n= 3) izlemistir. Eren ve arkadaslari?3, 10 aylik
donemde kritik Uinitelerde yatan immiuin sistemi baskilanmis 43 hastaya ait klinik 6rnek-
leri mikolojik olarak degerlendirmisler ve 6rneklerin sekizinden filament6z mantar (dort
Penicillum chrysogenum, iki A.fumigatus, bir A.flavus, bir Valsa sordida) izole ederek mole-
kiler yontemlerle dogrulamiglardir.

Filament6z mantar Uretilen hastalarin cogunda altta yatan bir hastalik bulunmaktadir.
Nir-Paz ve arkadaslari® Fusarium izolasyonu yaptiklar 89 klinik érnegin 22’sinin kronik
bobrek yetmezligi, 27’sinin diabetes mellitus, 15’inin periferal damar hastaligi, 14’Gnin
iskemik kalp hastaligi ve sekizinin yanikli hastalara ait oldugunu belirtmislerdir. Calisma-
mizda da en sik tespit edilen Aspergillus ve Fusarium turlerinin kronik bobrek yetmezIigi,
kronik obstriiktif akciger hastaligi, kanser, diabetes mellitus ve periferal damar hastalg
bulunan hastalardan izole edildigi izlenmistir. Yapilan bir calismada, 22 hematopoietik
kok hicre alicisinin %82'sinden Aspergillus cinsi, %18’inden Zygomycetes grubu izole
edilmis ve hastalardan 20 (%91)’sinin 6ldiigi bildiriimistir?'. Karacan ve arkadaslarinin®*
solid organ transplantasyonu yapilan 207 hastay u¢ yil izledikleri calismalarinda, yedi
hastaya invaziv pulmoner aspergilloz tanisi konulmus ve bunlarin 5 (%71.4)’i antifungal
tedaviye ragmen kaybedilmistir. Bizim calismamizda ise mortalite orani %21.8 (7/32)
olarak saptanmustir.

Filamentdz mantarlar, sert hiicre duvar yapilarina ve aktif nikleazlara sahip olduk-
lari icin genomik DNA ekstraksiyonu oldukca zahmetli ve zaman alici bir islemdir?>.
Calismamizda Aspergillus’larin DNA ekstraksiyonunda farkli yontemler denenmis olma-
sina ragmen tam olarak etkili sonuclar Makimura ve arkadaslarinin'® yéntemiyle alin-
mistir. Elde edilen DNA'larin dizi analizi sonuglari, klasik yontemlerle elde edilen so-
nuglarla karsilastirildiginda, Aspergillus’larin tamaminin klasik yontemlerle tiir diizeyin-
de; Fusarium suslarindan biri hari¢ digerlerinin cins diizeyinde; Bipolaris, Scedosporium
ve Aureobasidium suslarinin ise sadece cins diizeyinde dogru olarak tanimlanabildigi
gorulmugtdr. Klasik yontemle sirasiyla Acremonium, Mucor ve Fusarium olarak tanimla-
digimiz suglar dizi analizi sonucuna gore yine sirasiyla Lecythophora, Rhizopus ve
Cylindrocarpon olarak tanimlanmistir. Buna gore klasik yontemle cins diizeyinde dog-
ru tanimlama orani %90 (29/32) olarak tespit edilmistir. Klasik ydontemle tanimlanan
tim Aspergillus turleri molekiler yontemle %100 uyumlu bulunmus; diger t¢ susun
klasik yontemle tanimlanan cinslerle ayni aile icerisinde oldugu belirlenmistir. Bunun,
klasik yontemlerle tiplendirme yapilirken gézden kacirlmis olan kiciik ayrintilardan
kaynaklandigi dusiinilmdastir. Yaygin olarak izole edilen filament6z mantarlar mikolo-
ji atlaslarindan yararlanilarak dogru olarak tanimlanabilse de, daha nadir rastlanan ve
klasik yontemle zor tanimlanan suslarin referans laboratuvarlarda incelenmesi uygun
olacaktir.
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Filamentdz mantarlarin antifungal duyarlliklarinin belirlenmesinde uzun zamandir
standardize olmayan test yontemleri kullanildigindan diren¢ durumlarinin yorumlanmasi
oldukg¢a zordur. Bu amagla “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” referans
yontem olarak sivi dillisyon yontemlerini nermekte ve E-test ile makro ve mikrodiliisyon
testleri arasinda iyi bir uyum oldugu bildiriimektedir?®. Yapilan calismalarda Aspergillus ve
Fusarium suglarinda E-test ile mikrodillisyon arasindaki uyumun %7100, makrodiliisyon
yéntemiyle %80 oldugu ifade edilmistir?6-28. Buna karsin Aspergillus spp. icin antifungal
duyarlilik testleri hastanelerdeki rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari icin 6nerilme-
mektedir?®. Calismamizda tiim izolatlarin antifungal duyarliliklari E-test ve disk difiizyon
yontemleriyle arastiriimistir (Tablo II). Flukonazoliin Aspergillus tirlerine karsi temel olarak
etkisiz oldugu bildiriimektedir?®3°. Calismamizdaki tim Aspergillus suslarinin MiK deger-
leri > 256 mg/L ve disk diflizyon ile zon capi < 6 mm olarak saptanmistir. Vorikonazoliin
Aspergillus turlerine karsi in vitro ve in vivo mikemmel bir aktivite sergiledigi vurgulanmis-
tr3!. Calismamizda Aspergillus spp. icin E-test ile MIK degeri 24 saatte < 0.38 mg/L bulu-
nurken, disk diflizyon ile zon capinin = 15 mm oldugu gorulmustur. Kaspofungin; Fusari-
um, Scedosporium, Zygomycetes, P. boydii ve dematiaceous kuiflere karsi ya sinirli bir etki-
ye sahiptir veya etkisizdir32. Bizim calismamizda da Fusarium spp., Scedosporium spp., Rhi-
zopus spp. ve Bipolaris spp. suslarinda kaspofungin E-test MiK degerleri > 32 mg/L olarak
tespit edilmistir. Aspergillus’larda kaspofungin duyarliigr E-test ile < 0.006-0.125 mg/L
MIK degerleri arasinda saptanmis ve diger calismalarla uyumlu oldugu gérilmiistiir3®34,

Posakonazoliin siklikla izole edilen bircok maya (Candida) ve filament6z mantara (As-
pergillus, Zygomycetes) karsi etkili oldugu bildirilmistir>2. Calismamizda (¢ susun (birer
Fusarium, Cylindrocarpon ve Rhizopus susu) posakonazol MiK degeri > 32 mg/L bulunur-
ken, diger suslarin MIK degeri < 1.5 mg/L olarak tespit edilmistir. Ozellikle Aspergillus
suslarinin diger calismalarla®> uyumlu olarak diisik MIK degerine sahip oldugu gériil-
miistiir. A.terreus suslarinin genellikle amfoterisin B’ye direncli oldugu bildirilirken?®, ca-
lismamizda risk faktord tasimayan dort hastadan izole edilen ve klasik yontemle tanim-
lanan A.terreus suslarinin da E-test ile MIK degerleri > 32 mg/L olarak saptanmistir. Ayri-
ca, Fusarium spp., Scedosporium spp., Rhizopus spp. amfoterisin B MiK degerleri > 32
mg/L olarak bulunurken, diger suslarin MiK degerinin < 2 mg/L oldugu gorilmistr.

Sonug olarak, invaziv fungal enfeksiyonlarin giderek arttigi gliniimuzde 6zellikle kritik
hastalarin klinik orneklerinde filamentéz mantarlarin arastirilmasi onemlidir. Siklikla izole
edilen Aspergillus ve Fusarium gibi mantarlarin LFPM ile boyanmis preparatlarinin ince-
lenmesiyle kolayca tanisi yapilabilmektedir. Bu prospektif calismanin Mersin’de ilk defa
yapiliyor olmasi calismamizin 6nemini artirmaktadir. Calismamiz sirasinda artan klinik-la-
boratuvar is birligi sayesinde mikoloji laboratuvarlarinin dnemi anlagilmistir. Nitekim not-
ropenik ates, immdun sistem yetmezligi ve malignitesi olan hastalarin érneklerinden izo-
le edilen mantar etkenlerinin dogru ve kisa strede tanimlanarak klinisyenin en kisa za-
manda tedaviye baglamasinin saglanmasiyla, klinik érneklerden kif mantarlarinin aran-
masiyla ilgili talepler artmistir. Ek olarak calismamizin verilerinin, bélgemiz ve tilkemizde-
ki klinik filament6z mantarlarin epidemiyolojik durumunun belirlenmesinde daha sonra
yapilacak olan calismalara igik tutacagr disunulmusgtdr.
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