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Fusarium turleri keratit etkeni olarak giderek 6nem kazanmaktadir. Patogenez ozellikleri ve viriilans
faktorleri tam olarak bilinmemektedir. Mantarlarin en cok bilinen virlilans faktorleri arasinda biyofilm,
proteinaz ve diger hidrolitik enzimlerin Gretimi yer almaktadir. Fusarium tiirleri genel olarak antifungal-
lere direngli olmakla birlikte, direncin tiire hatta izolata bagli olarak degisebilecegi vurgulanmaktadir.
Bu nedenle, Fusarium’a bagli keratit olgularinin takibinde, izolatlarin patojenik 6zellikleri ve antifungal
duyarllik testleri (AFDT) 6nem kazanmaktadir. Bu calismada, klinik Fusarium izolatlarinin viriilans 6zel-
liklerinin ve AFDT sonuglarinin incelenmesi amaclanmustir. Keratit olgularindan elde edilen 25 Fusarium
izolati cins diizeyinde tanimlanmistir. Bu izolatlar arasindan, 13 tanesi rRNA (zerindeki ITS bolgesi di-
zZilenerek tiir kompleksi diizeyinde tanimlanmistir. Bu 13 izolatin hemoliz olusturma, kazeinaz, esteraz,
proteinaz ve fosfolipaz aktiviteleri incelenmistir. Biyofilm (retimi 25 izolatin tamaminda incelenmistir. in
vivo deneysel enfeksiyon modeli olarak Galleria mellonella larvalari kullanilmistir. izolatlarin amfoterisin B,
itrakonazol, vorikonazol ve posakonazole duyarhliklar Klinik ve Laboratuvar Standartlar Enstittsi (CLSI)
M38-A2 rehberinde 6nerilen mikrodiliisyon yontemine gore calisiimistir. Antifungal Duyarlilik Testleri Alt
Komitesi tarafindan Fusarium tiir kompleksine 6zgti klinik direng sinir degeri (clinical breakpoint; CBP) be-
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Keratit Olgularindan Elde Edilen Fusarium izolatlarinin Viriilans
Faktorlerinin ve Antifungal Duyarliliklarinin Belirlenmesi

lirlenmediginden, antifungal ilaclarin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerlerinin yorumunda
epidemiyolojik esik degerleri (epidemiological cutoff value; ECV) uygulanmustir. izolatlardan alti tanesi
Fusarium oxysporum tir kompleksi, alti tanesi Fusarium solani tiir kompleksi, biri de Fusarium brachygib-
bosum tiirli olarak tanimlanmustir. Birer F.solani ve Foxysporum izolati alfa hemoliz olusturmus; butiin
izolatlar kazeinaz pozitif; lic F.oxysporum ve iki F.solani izolati esteraz pozitif; bir F.solani izolati proteinaz
pozitif; bes F.oxysporum ve iki F.solani izolat fosfolipaz pozitif ve 25 izolattan %52’sinin biyofilm aktivitesi
pozitif bulunmustur. G.mellonella larva modelinde Fusarium inokiilasyonu sonrasinda larvalarin yedi glin
canli kaldii gézlenmistir. Antifungal duyarlilik sonuclarina gére, amfoterisin B icin MiK araligi 0.5-8 pg/
ml, itrakonazol icin 2-32 pug/ml, vorikonazol icin 0.5-8 ug/ml, posakonazol icin 0.5-16 ug/ml olarak belir-
lenmis ve ECV degerlerine gore F.solani ve F.oxysporum izolatlarinin tiimi dort antifungal icin de vahsi tip
(wild type) olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak; Fusarium izolatlarinin bazi viriilans faktorlerine sahip
olduklari, in vitro virlilans 6zellikleri ile in vivo virllans 6zellikleri arasinda uyumsuzluk oldugu ve bazi
izolatlarin antifungallere duyarli vahsi tip izolatlar olarak farklik gosterdikleri belirlenmistir.

Anahtar sézciikler: Fusarium; viriilans; antifungal duyarlilik; Galleria mellonella.
ABSTRACT

Fusarium species have gained importance as a cause of keratitis. The pathogenicity and virulence fac-
tors of genus Fusarium remain largely unknown. Several putative virulence factors have been reported for
fungal pathogens, including biofilm formation, production of proteinases and other hydrolytic enzymes.
It has been emphasized that Fusarium species are generally resistant to antifungals but the resistance may
vary depending on the species and even according to the isolate. For this reason, pathogenic features
and antifungal susceptibility of the clinical isolates gained importance for the management of keratitis ca-
ses. The aim of this study was to identify clinical Fusarium isolates, to evaluate their virulence factors and
to show antifungal susceptibility patterns. The identification of Fusarium was made on genus level isola-
ted from 25 keratitis cases. Among them, 13 of the isolates were identified by ITS sequencing on species
complex level. The production of hemolytic activity, caseinase, esterase, proteinase and phospholipase
activity were investigated in 13 of the isolates. Biofilm production was searched among all 25 isolates.
Galleria mellonella larvae was used as in vivo infection model. Antifungal susceptibility for amphotericin
B, itraconazole, voriconazole and posaconazole was performed according to the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) M38-A2 microdilution assay guidelines. As the subcommittee on antifungal
susceptibility tests did not determine the clinical resistance breakpoints (CBP) specific to Fusarium speci-
es complex, the epidemiological cut off values (ECV) were used for the interpretation of the minimum
inhibitory concentration (MIC) values of the antifungal drugs. Isolates were identified as six F.oxysporum,
six F.solani species complex and one F.brachygibbosum. One F.solani, one F.oxysporum were positive for
hemolytic activity; all isolates were caseinase positive; three Foxysporum and two Fsolani isolate were
esterase positive; one F.solani isolate was proteinase positive; five Foxysporum and two F.solani isolates
were phospholipase positive; biofilm activity was positive in 52% of the 25 isolates. The larvae survived
for seven days after Fusarium inoculation in the G.mellonella larvae model. MIC range was 0.5-8 pg/ml for
ampbhotericin B, 2-32 ug/ml for itraconazole, 0.5-8 ug/ml for voriconazole, 0.5-16 pg/ml for posacona-
zole and according to the ECV values F.solani and F.oxysporum isolates were determined as wild type for
four antifungal agents. As a result, it was shown that Fusarium isolates have some virulence factors, there
was a concordance between in vitro virulence properties and in vivo virulence characteristics and some
of the isolates were classified as antifungal susceptible wild type isolates.

Keywords: Fusarium; virulence; antifungal susceptibility; Galleria mellonella.
GiRiS
Fusarium turleri toprak, hava ve bitkilerde yasayabilen, septali hife sahip hiyalen kif

mantarlaridir. Son taksonomik diizenlemelerden sonra klinik 6nemi olan 10 adet tir
kompleksi tanimlanmustir. Fusarium solani ve Fusarium oxysporum tur kompleksleri insan-
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larda en sik hastalia neden olan tirlerdir. F.solani tir kompleksi icinde beg tiir ile 17 isim
verilmemis yeni tir bulunmaktadir. F.oxysporum tir kompleksi icinde ise isim verilmemis
Ug tar bulunmaktadir. Fverticillioides ve F.proliferatum gibi sik gorilen turler, F.fujikuroi tir
kompleksinde toplanmistir. F.brachygibbosum tuirt F.sambucinum tiir kompleksi icerisinde
siniflandinimstir'.

Saglkli kisilerde en sik keratit etkeni olarak izole edilen Fusarium cinsi mantarlarin 6ne-
mi, antifungallere direng gostermeleridir. Bagisiklik sistemi baskilanmig insanlarda olus-
turduklari invaziv enfeksiyonlar, patojenin dogal diren¢c gostermesi nedeniyle, tedavisi
zor hastaliklar arasinda yer almaktadir?. Keratit, kornea tabakasinin yogun inflamasyonu
ve Ulseri ile seyreden ciddi bir enfeksiyon hastaligidir. Fusarium cinsinin neden oldugu
fungal keratit en sik kontakt lens kullanimi ile iliskili bulunmustur*,

Fusarium cinsine ait kiflerin virlilans 6zellikleri ve hastalik yapma mekanizmalari ile
ilgili calismalar, Aspergillus cinsi ile karsilastinldiginda, daha azdir. Enfeksiyon modeli ola-
rak Galleria mellonella larvalarinin kullanilmasi son yillarda ilgi cekmektedir. Mum gtivesi
olarak isimlendirilen bu canli, esasen bal kovanlarinin zararlsi olarak bilinmektedir. Yakla-
stk bir ay stiren bir yasam dongusu vardir. Larvasi virilans modeli olarak kullanildiginda,
etik kurul onay istenmemektedir. Fusarium’un kullanildigi bazi larva modeli calismalari
yayimlanmustir>.

Mantarlara bagh g6z enfeksiyonlarinda viriilansin in vitro olarak gosterilmesinde en
sik kullanilan viriilans parametreleri proteinaz akvitesi, fosfolipaz aktivitesi ve biyofilm
olusumudur®. Fungal biyofilm olusumunun keratit patogenezindeki 6nemi bilinmekte-
dir’. Biyofilm olusumu antifungal duyarliigi azaltmasi nedeniyle tedaviyi etkilemektedir®.

Fusarium cinsi mantarlarda antifungal direng tiire 6zgl Ozellikler gosterdigi icin, tur
diizeyinde tani blyiuk 6nem tasimaktadir. Tir diizeyinde diren¢ goriilmesinin yani sira,
izolata 6zgu direng gelisimi de gorilebildiginden, antifungal duyarlilik sonucu 6nemli-
dir®. Tiire 6zgii klinik sinir deger (CBP) saptanmasi iin yeterli veri bulunmadigi durum-
larda, tedaviye daha az yanit verecek izolatlarin tanimlanmasi amaciyla “epidemiyolojik
esik degerlerin (epidemiological cut-off value; ECV) kullanilmasi gerekmektedir. Epidemi-
yolojik esik degerlerin; vahsi tip (wild type, antifungal ile karsilasmamis veya kazanilmis
diren¢ saptanmayan) ile vahsi olmayan tip (non-wild type, mutasyonel veya kazanilmig
direncli izolatlar) izolatlarin ayiriminda kullanilmasi énerilmektedir'®. Bu calismada da
kullandigimiz sinir degerler, in vitro duyarlilik ile klinik yanitin uyumunu géstermekte yol
gosterici olarak kabul edilmektedir.

Bu calismada, keratit etkeni olarak elde edilmis 25 Fusarium izolatinin tir dizeyinde
tanimlanmasi, in vitro viriilans 6zelligi olarak hemolitik aktivite, biyofilm yapabilme
ozelligi, kazeinaz, esteraz, proteinaz ve fosfolipaz varligina bakilmasi, in vivo virllans
modeli olarak G.mellonella larvalarinda enfeksiyon olusturulmasi, sagkahm takibi
yapilmasi ve 25 Kklinik Fusarium izolatinin amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol
ve posakonazole duyarlliklarinin CLSI M38-A2 rehberinde Onerilen mikrodillisyon
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yontemi ile degerlendirilerek, Fusarium tirlerinde direncin tiire hatta izolata bagli olarak
degisebilmesi nedeniyle, in vitro olarak duyarliligin saptanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
izolatlarin Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Keratit etkeni olarak kornea kazinti 6rneklerinden izole edilen kif kolonileri, koloni
renkleri, yapisal ozellikleri, ireme hizlari ve makro-mikro konidya morfolojilerine gére
Fusarium cinsi olarak tanimlandi. Tiir tanimi morfolojik 6zelliklere gére yapilamadigindan
DNA dizi analizi temeline dayali tiir tanimlamasi yapilmasi icin, 25 izolatin 13 tanesinin
Sabouraud dekstroz agar (SDA) plagindaki kolonilerinden DNA izolasyonu yapildi. Dizi
analizi yapilamayan 12 izolat cins diizeyinde birakild.

DNA izolasyonu icin, koloni sispansiyonlari once proteinaz K iceren parcalama
tamponu (Metis Biyoteknoloji, Ankara) icinde 3 saat 65°C’de bekletildi. Ardindan
elde edilen DNAlar fenol-klorofom-izoamilalkol ile saflastirildi. DNA miktari ve safligi
spektrofotometrik (Nanodrop, Thermo Scientific™) olarak 6l¢iildi. Mantarlarin 5.8S
rRNA gen bdlgelerini cogaltan ITS 1 (F-5-TCCGTAGGTGAACC-3") ve ITS 4 primerleri
(R-5-TCCTCCGCTTATTGATATGA-3") kullanilarak tek bolge cogaltildi. Elde edilen
diziler “BLAST” arama motoru Uzerinden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) daha
once tanimlanmisg ve depolanmis olan ITS1-5.85-ITS2 dizileri ile karsilastinlarak dizi
benzerliginin %98’in lzerinde oldugu kosullarda tanimlama sonucu olarak kabul edildi.
Tek bélge dizilendigi icin tiir tanimi “tiir kompleksi tanimi” olarak kabul edildi'".

Viriilans Faktorlerinin Gosterilmesi

Tar kompleksi diizeyinde tanimlanan 13 izolatin hemolitik aktivite, kazeinaz, esteraz,
proteinaz ve fosfolipaz Ozellikleri arastinldi. Yirmi bes izolatin tamaminda biyofilm
yapabilme 6zelligi arastirildi. Hemolitik aktivite icin, %5 koyun kanli agar kullanildi. Koloni
etrafindaki hemoliz zonu degerlendirildi. Kazeinaz aktivitesi icin, 225 ml distile su icinde
25 g sut tozu, 7.5 g agar bulunan kazeinaz besiyeri hazirlandi. Koloni olusumundan
itibaren etrafindaki seffaf zonlar degerlendirildi. Esteraz olusumu icin, tween 80 agar
hazirland.. iceriginde 10 g pepton, 5 g NaCl, 0.1 g CaCl,, 15 g agar, 1000 ml distile su
bulunan besiyerine, otoklavdan c¢iktiktan sonra 5 ml tween 80 eklendi. Esteraz olusumu
koloni etrafinda kristallesme, partikil olusumu seklinde degerlendirildi. Proteinaz
aktivitesi icin, 11.7 g “yeast carbon base”, 0.1 g “yeast extract”, 2 g sigir serum albumin
200 ml distile su icinde hazirlandi, stizildu ve icinde 16 g agar bulunan 800 ml distile
su otoklavlandiktan sonra, karigim eklendi. Koloni etrafindaki seffaf zon degerlendirildi.
Fosfolipaz aktivitesini gostermek icin, iki adet steril yumurta sarisi, 58.4 g NaCl, 5.5 g
CaCl, kangimi, icinde 65 g SDA tozu iceren 980 ml distile su icerisine otoklavlandiktan
sonra eklendi. Koloni etrafindaki bulanik zon olusumu pozitif sonug olarak kabul
edildi'>'3. Biyofilm olusturma &zellikleri safranin kullanilan tiip adezyon ydntemiyle
arastinldi®. in vitro viriilans deneyleri iic kez tekrar edildi. U¢ tekrarin sonunda ayni
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olan sonuclar kabul edildi. Fusarium cinsi icinde solani ve oxysporum tiir kompleksindeki
izolatlarin bulundugu bagimsiz iki grup, virilans 6zellikleri bakimindan ki-kare testi (SPSS
Statistics 20) kullanilarak karsilastirild.

G.mellonella Viriilans Modeli

Larvalar 22 g bugday unu, 22 g bugday kepegi, 11 g st tozu, 5.5 g ekmek mayasi,
17.5 g balmumu, 11 ml gliserin ve 11 ml bal iceren sentetik besiyerinde Uretildi. Fusarium
izolatlarindan hazirlanan siispansiyonlar, serum fizyolojik (SF) icinde 5 x 108 hiicre ice-
recek sekilde, her larvaya sol bacak 6niinden Hamilton enjektori ile 10 pl enjekte edildi.
Her izolat icin 10 larva enfekte edildi. Larvalar 30°C’de 10 giin bekletildi ve her giin canh
larva sayisi kayit edildi. Kontrol grubu olarak girisim yapilmamisg bir grup, 10 pl SF verilen
bir grup ve enjektortin batirilip cikarildigi bir grup kullanildi. Canli kalan larva sayilari esas
alinarak Kaplan-Meier grafikleri elde edildi'*'>. Larva deneyleri iki kez tekrar edildi. Canli
kalan larva sayisi en cok bir larva farkli ise benzer kabul edilip, ikinci deneyin sonucu olan
say! kayit edildi.

Antifungal Duyarlilik Testleri

izolatlarin amfoterisin B, itrakonazol, vorikonazol ve posakonazol duyarliliklari CLSI
M38-A2 mikrodiliisyon yontemiyle Turkiye Halk Saghgi Kurumu, Mikoloji Referans Labo-
ratuvarinda cahsildi, Aspergillus flavus ATCC 204304 ve Aspergillus terreus ATCC MYA-3633
referans kalite kontrol suslari olarak kullanildi. Potensi bilinen saf antifungal ilag tozlarinin
(vorikonazol, Pfizer; itrakonazol ve posakonazol, Merck-Sharp-Dohme, Almanya), seri ¢ift
kat dilisyonlarini iceren (posakonazol, vorikonazol ve itrakonazol: 0.015-32 uyg/ml; Am-
foterisin B 0.06-32 pug/ml) mikroplaklar hazirlandi. Test edilecek inokilumun yogunlugu
spektrofotometrik olarak 530 nm dalga boyunda 0.15-0.17 aralijinda ayarlandiktan son-
ra, hazirlanan plaklara son inokilum konsantrasyonu 0.4-5 x 10* cfu/ml olacak sekilde
100’er pl dagitildi. Mikroplaklar, 35°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, ciplak gozle
degerlendirilerek MiK degerleri saptandi. Amfoterisin B ve azoller icin tiremenin kontrole
gdre %100 inhibe oldudu ilk kuyucuk MiK degeri (ug/ml) degeri olarak belirlendi. Vahsi
tip [WT (WT; MIC < ECV) ] Fusarium tir kompleksi izolatlarini, vahsi olmayan tip (non-
WT; MIC > ECV) izolatlardan ayirmak amaciyla itrakonazol, posakonazol ve vorikonazol
icin ECV degerleri, sirasiyla, F.oxysporum tir kompleksi (32 pg/ml, 8 ug/ml, 16 pg/ml) ve
F.solani tir kompleksi (g azol icin de 32 pg/ml olarak ve amfoterisin B ECV degeri her iki
tiir kompleksi icin de; 8 ug/ml olarak kabul edildi'®.

BULGULAR

Tar kompleksi diizeyinde tanimlanan 13 klinik izolat alti Foxysporum, alti F.solani tiir
kompleksi ve bir Fbrachygibbosum turi (F.sambucinum tiir kompleksi altinda) olarak
isimlendirilmistir. Keratit etkeni olan ancak, dizi analizi yapilamayan 12 izolat Fusarium
cinsi olarak tanimlanmustir.
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Virtilans ozellikleri test edilen 13 izolat icerisinde bir Fsolani, bir Foxysporum izolatinin
alfa hemoliz yapma 6zelligi oldugu belirlenmistir. izolatlarin tamami kazeinaz pozitif bu-
lunmustur. Ug Foxysporum ile iki F.solani izolatinda esteraz aktivitesi pozitif bulunmustur.
Tek bir Fsolani izolatinda proteinaz varligi pozitif bulunmustur. Dort F.oxysporum ve (¢
F.solani izolatinda fosfolipaz aktivitesi saptanmistir. Biyofilm olusturma 6zellikleri test edi-
len 25 izolatin, tir kompleksi tanimlamasi yapilan 13’lniin arasinda, lg¢ F.oxysporum ve
iki F.solani izolatinda pozitiflik gosterilmistir. Toplam 25 Fusarium izolatinin iki tanesinde
1+, on tanesinde 2+, bir tanesinde 4+ olmak tizere, toplam 13 (%52) izolatta biyofilm
olusumu tespit edilmistir.

Test edilen alti virllans ozelligi tir kompleksi diizeyinde analiz edildiginde; alti
F.oxysporum izolatinin bir tanesinde alti virtilans faktoriinden besi, bir tanesinde alti vi-
rilans faktoriinden dordd, bir tanesinde alti viriilans faktoriinden g, iki tanesinde alti
virtilans faktorinden ikisi, birinde de alti virtlans faktoriinden biri pozitif bulunmustur.
F.solani tir kompleksi icin ayni sekilde degerlendirme yapildiginda, alti F.solani izolatinin
birinde alti virlilans faktoriinden dordi pozitif, ikisinde alti virtilans faktortinden tcl po-
zitif bulunmustur. iki izolatta iki viriilans faktéri, bir izolatta da bir virilans faktérii pozitif
bulunmustur. Virtlans 6zellikleri bakimindan Fsolani ve F.oxysporum gruplari arasinda is-
tatistiksel fark saptanmamistir (p> 0.05). Tir kompleksi diizeyinde tanimlanan 13 izolatin
virlans 6zellikleri Tablo I'de gosterilmistir.

Tablo . Tiir Kompleksi Diizeyinde Tanimlanan 13 lzolatin Viriilans Ozellikleri
SAP Kazeinaz Esteraz  Fosfolipaz Biyofilm  Hemoliz

F.oxysporum - + + - - -
Foxysporum - + - + 1+ -
F.oxysporum - + - + - -
Foxysporum - + + + 2+ -
F.oxysporum - + + + 2+ Alfa
F.oxysporum - + - - - -
F.solani + + - + - -
F.solani - + - + 1+ R
F.solani - + + + - Alfa
F.solani - + + - - -
F.solani - + - - 2+ -
F.solani - + - - - R
F.brachygibbosum - + - - - -
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Fusarium izolatlar ile enfekte edilen 10 G.mellonella larvasi icin elde edilen sagkalim
durumu Sekil 1'de gosterilmistir. Girisim yapilmamis kontrol grubunda larva kaybi ol-
mamis, SF verilen kontrol grubunda bir larva kaybedilmis, enjektoriin batinhp cikarildigi
kontrol grubunda bir larva kaybedilmistir. Elde edilen Kaplan-Meier grafiklerinde de go-
ruldigu gibi, 6limlerin hemen baslamadigi, besinci glinde larva sayisinda belirgin bir
azalma oldugu tespit edilmistir. Yedinci glinden itibaren gruplarin cogunda larvalarin
%50’si kaybedilmistir. En hizli 6lime neden olan Fsolani izolatinda pozitif bulunan tek
virlilans faktoriniin salgisal aspartil proteinaz (SAP) oldugu saptanmgtir. Fusarium izolat-
larinin larva éldirme hizlarinin disiik seviyede oldugu belirlenmistir.

F.oxysporum tiir kompleksi icin ECV degerleri itrakonazol 32 ug/ml, posakonazol 8 pg/
ml ve vorikonazol 16 pg/ml, F.solani tir kompleksi icin ¢ azol icin de 32 pg/ml, amfote-
risin B ECV degeri her iki tiir kompleksi icin de; 8 ug/ml olarak kabul edildiginde'® F.solani
ve Foxysporum izolatlarinin timu dort antifungal icin de vahsi tip (wild type) olarak de-
gerlendirilmistir (Tablo I1').
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Sekil 1. Giinlere gore canli kalan larva sayilari.
* Her izolatin yaninda belirtilen pozitiflik dederleri, viriilans faktérlerini temsil etmektedir. 5+ olan izolatta
bes farkli viriilans faktérii saptanmistir.
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Tablo II. Sivi Mikrodiliisyon Yéntemi ile 48 Saatlik inkiibasyon Sonrasi Keratit Etkeni Fusarium Tiirlerinin
Secilmis Triazol Antifungaller ve Amfoterisin B Icin Epidemiyolojik Esik Degerleri (ECV) ve MIK Araliklari

ECV (ug/ml) MiK araligi (ug/ml)
Fusarium tiir kompleksi Antifungal ilaglar WT Non-WT
F.oxysporum (n= 6) Amfoterisin B <8 >8 0.5-8
itrakonazol <32 >32 2-16
Posakonazol <8 >8 0.5-8
Vorikonazol <16 > 32 0.5-1
F.solani (n= 6) Amfoterisin B <8 >8 2-8
itrakonazol <32 >32 16-32
Posakonazol <32 > 32 1-16
Vorikonazol <32 > 32 1-8
Fbrachygibbosum (n=1) Amfoterisin B UM UM 4
itrakonazol UM UM 8
Posakonazol UM UM 0.5
Vorikonazol UM UM 0.5

ECV: Epidemiyolojik esik degerleri, WT: Vahsi tip, Non-WT: Vahsi olmayan tip, UM: Uygulanamaz.

TARTISMA

Keratit olusumunda patogenez basamaklari etken mantarin virtilansi ile dogrudan ilis-
kilidir. Biyofilm olusturan, dokuyu parcalayan enzimler treten mantarlarin kornea doku-
sunda yerlesmesi daha kolaydir'¢'®. Fusarium keratit olgularinda en sik karsilasilan et-
kenlerden biridir. Bu sikhgin nedeni biyofilm olusturma ve enzim uretme gibi virtlans
Ozelliklerine bagl olabilir. Keratit etkenleri arasinda Fusarium cinsinin 6nemini artiran bir
baska faktor, mantarin antifungal direncine sahip olmasidir. Antifungal direng Fusarium
turlerine bagl olarak farkh ozellikler gostermektedir. Hindistan’da yapilan bir calismada
Fusarium’a bagl keratitlerde, coklu ilaca direncli olgular incelenerek, ileri molekiiler ta-
nimlama yapilmis ve izolatlarin Fsolani tiir kompleksi icinde yer alan F.keratoplasticum
tlirti oldugu belirlenmistir'®. Bu durum fenotipik yéntemlerle F.solani olarak tanimlanan
Fusarium izolatlarinda, ozellikle direncli olgularda, ayrintili tir tanimlamasi yapilmasi
gerektigini gostermektedir. Fusarium cinsi kiflerin tir diizeyinde tanimlanabilmesi icin,
en az Ug¢ olmak kosuluyla ortalama bes ile yedi arasinda, degismemis gen bdlgesinin
cogaltildigi “Multi Locus Sequence Typing (MLST)” yénteminin kullaniimasi gerekmek-
tedir?%2122_ Fenotipik &zelliklere bakilarak tiir diizeyinde tanimlama yapilmasi miimkiin
olmamaktadir. Tek gen bdlgesinin ¢ogaltilarak dizilenmesi sonucunda elde edilecek dizi
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benzerliginin, yalniz tiir kompleksi diizeyinde adlandirma icin kullanilabilecegi bildirilmis-
tir. Bu nedenle, calismamizda, sahip oldugumuz imkanlar cercevesinde, tek gen bdlgesi
dizilenerek tiir kompleksi diizeyinde tanimlama yapilmistir. izolatlarin viriilans &zellikleri
ve antifungal duyarllik sonuglar bu tanimlamaya gére degerlendirilmistir.

Mantarlarin temel virllans faktorleri olan enzimler arasinda yer alan proteinaz ve fos-
folipazin 6nemi uzun yillardir bilinmektedir. Esteraz, kazeinaz gibi sekonder 6neme sahip
enzimler de son yillarda arastirilmaktadir. Hemolitik aktivite ise dokunun parcalanmasinda
onemli olarak kabul edilen bir 6zelliktir. Biyofilm Gretimi ozellikle keratit patogenezinde
énemli bir viriilans faktériidiir?®>24, Fusarium cinsi kiiflerin biyofilm olusturmasi ézellikle
kontakt lens kullanimina bagh gelisen keratit olgularinda, hazirlayici faktor olarak kabul
edilmektedir’. Calismamizda proteinaz, fosfolipaz, esteraz ve kazeinaz aktivitelerinin yani
sira_ hemoliz ve biyofilm olusturma 6zelligi de arastinlmistir. Keratit etkeni olarak izole
edilen ve tir kompleksi diizeyinde tanimlanan 13 izolattan altisi F.solani tiir kompleksi,
altisi Foxysporum tir kompleksi ve biri F.brachygibbosum tira (F.sambucinum tur komp-
leksi altinda) olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin virtlans 6zellikleri degerlendirildiginde
tamaminin kazeinaz pozitif oldugu, dort Foxysporum ve Ug F.solani olmak Uzere yedi
izolatin (toplam izolatlarin %53’0, 7/13) fosfolipaz pozitif oldugu, g F.oxysporum ve iki
F.solani tir kompleksi izolatinin esteraz pozitif oldugu, sadece bir F.solani tir komplek-
si izolatinda proteinaz pozitifligi oldugu tespit edilmistir. Fsolani veya F.oxysporum tir
kompleksi olarak ayrilan izolatlar arasinda viriilans 6zellikleri bakimindan istatistiksel fark
saptanmamistir (p> 0.05).

Sav ve arkadaslarinin® 2016 yilinda yaptiklar benzer bir calisma bulunmaktadir. Bu ¢ca-
lismada, g6z orneklerinden elde edilen ve Mantar Biyocesitlilik Merkezinin (CBS-KNAW,
Utrecht, Hollanda) koleksiyonunda yer alan 12 Fusarium referans susu incelenmistir. Bu
suslarin proteinaz aktivitesi %42 (5/12), fosfolipaz aktivitesi %100 (12/12), biyofilm olus-
turma ozelligi ise %25 (3/12) oraninda pozitif bulunmustur.

Fusarium’un biyofilm olusturma 6zelliginin keratit patogenezindeki yeri bilinmektedir’.
Bu nedenle calismamizda ozellikle keratit etkeni Fusarium izolatlarinda in vitro olarak bi-
yofilm aktivitesi arastinlmistir. Calismada kullandigimiz izolatlarin biyofilm olusturma sik-
g1 %52 olarak bulunmustur (13/25). Sonuglarimiz, in vitro olarak kanitlanan bir 6zelligin
gercek hastalik patogenezi sirasinda ayni giicte etki gostermeyebileceginin bilinmesi, bu-
nunla birlikte in vitro ve in vivo calisma sonuclarinin uyumunun biitiin deneysel modeller
icin gecerli oldugunun kabul edilmesi cercevesinde degerlendirilmistir.

Calismamizda Fusarium virlansinin in vivo kosullarda degerlendiriimesinde, ginlere
gore canlh kalan larva sayisi kullanilmistir. Bu sayilar esas alinarak Kaplan-Meier grafikleri
olusturulmustur. Her bir izolat icin 10 adet larva kullanilmistir. Her izolatin virtlans 6zellik-
leri dikkate alinarak yapilan degerlendirme sonrasinda virtlans ile 6ldiirme gtici arasinda
bir iligki saptanamamustir. Test edilen alti virilans faktoriiniin besine sahip bir F.oxysporum
izolati ile belirgin larva azalmasi altinci glinde gozlenirken, tek viriilans 6zelli§ine sahip
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F.solani izolatinin altinci giinde larva sayisinin 10°dan tge, yedinci giinde ikiye diistigu
tespit edilmistir. Larva modelinde mortalitesi en yiiksek olan izolatin, tek bir virtlans fak-
toriine sahip bu izolat oldugu saptanmstir. Virtlansi yiksek izolatlar beklendigi izere
yuksek mortaliteye sebep olmamustir.

Bu calismadaki larva modelini (G.mellonella) kullanan Navarro-Valesco ve arkadaslarinin
calismasinda®, Foxysporum ile enfekte edilen ve 30°C’de takip edilen larvalarda {iciincii
glinden itibaren belirgin mortalite artisi gorilmistir. Sicaklik 37°C olarak degistirildiginde,
calisma sonuclarimiza benzer sekilde, 6lim hizinin azaldigi ve ilk 6limlerin yedinci glinde
basladigi gorulmustir. Caismamizda da larvalar 37°C sicaklikta bekletilmistir. Calisma
sonuglarimizin s6z konusu ¢alismayla benzer oldugu saptanmustir.

Calismamizda, Fusarium turlerinde direncin tiire hatta izolata bagli olarak degisebilmesi
nedeniyle, in vitro olarak duyarliigin referans mikrodiliisyon yontemiyle saptanmasi
amaclanmigtir. Direng yorumlanmasinda, Espinel-Ingroff ve arkadaslarinin'® 2016 yilinda
belirlemis olduklari 6nerilere gore tiire 6zgi ECV sinir degerleri kullaniimistir. Bu ECV
degerlerine gore, Fsolani ve Foxysporum izolatlarinin timunin dort antifungal ila¢
acisindan vahsi tip oldugu tespit edilmistir. F.brachygibbosum nadir bir tiir oldugundan
yapilan calismalarda ECV degeri saptanamamustir. Calismamizda, buiizolatla ilgili disiik MIK
degerleri belirlenmistir. Sav ve arkadaslarinin calismasinda® ECV degerleri kullaniimamus,
Fusarium izolatlarinin vorikonazol MiK degerleri 8 pg/ml ve altinda, amfoterisin B MiK
degerleri 2 pg/ml ve altinda bulunmustur. Baska bir calismada, Fusarium izolatlarinda (n=
125) vorikonazol igin MiK, degeri 8 ug/ml, MiKy, degeri 16 pg/ml olarak saptanmistir®.
Espinel-Ingroff'un 6nerdigi ve calismamizda kullanilan ECV degerleri ile bu calismanin
MiK90 degerlerinin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. Taj-Aldeen ve arkadaslarinin
calismasinda® toplam 51 Fusarium izolatinda amfoterisin B, vorikonazol, posakonazol ve
itrakonazol duyarliigi incelenmis ve izolatlarin tamami duyarli bulunmustur. S6z konusu
calismada, Fusarium izolatlarinda antifungal duyarhlik sonuclarinin tiire hatta izolata 6zgu
degisiklikler gosterebilecegi vurgulanmustir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda Fusarium’un etken oldugu fungemi ve keratit olgulari
bildirilmistir?”-2%, Birden fazla cins mantari kapsayan ve Fusarium izolatlarinin duyarllik ve
viriilans dzelliklerini degerlendiren calismalar bulunmaktadir®??. Ulkemizde gerceklestiri-
len en kapsamli fusaryoz calismasinda Dalyan Cilo ve arkadaslari®*® 47 Fusarium izolatinda
MLST sonucuna dayal tiir kompleksi diizeyinde tanimlama ve antifungal duyarlilk deger-
lendirmesi yapilmistir. Calismamizda F.solani tir kompleksine ait yedi izolatta amfoterisin
B icin MIK araligi 0.25-2 pg/ml, vorikonazol icin 2-8 pg/ml bulunmustur. F.solani tiir
kompleksine ait izolatlarda posakonazol MiK degerlerinin tamami > 16 pg/ml, itrakona-
zol MiK degerleri > 64 ug/ml olarak bulunmustur. Dalyan Cilo ve arkadaslarinin calisma-
sinda’, saptanan F.oxysporum izolatinda amfoterisin B icin 0.5 pg/ml, vorikonazol icin
2 ug/ml, posakonazol icin 16 ug/ml ve itrakonazol icin > 64 pg/ml MiK degerleri tespit
edilmistir. Bu calismada, ECV degerleri hesaplanmamis olup belirlenen MiK araliklarinin
calismamiz ile benzer oldugu saptanmistir.
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Calismamizin bazi kisithiliklar bulunmaktadir. Calisma kapsaminda 25 keratit etkeni Fu-
sarium bulunmasina ragmen, bunlardan 13 tanesinde dizi analizi ile tanimlama yapilabil-
mistir. Bu nedenle izolat sayisinin virilans calismasi icin yetersiz oldugu soylenebilir. Her
tir kompleksi grubunda yer alan alti izolat bulunmaktadir. Bu sayinin minimum deger
oldugu duslindlerek, degerlendirme bu sayi tzerinden yapilmistir. Yukarida belirtildigi
Uzere, Fusarium cinsi icin tir tanimlamasi MLST analizi ile mimkiin olmaktadir. Calisma-
mizda tek gen bolgesinin dizilenerek tiir kompleksi dliizeyinde tanimlama yapilmis olmasi
elestirilebilir. Virtilans 6zellikleri ve antifungal sonuclarin tiir kompleksi diizeyinde deger-
lendirilmis olmasi calismanin en 6nemli kisitlayici bolimudir. MLST analizinin ytiksek
maliyeti ve rutin sartlarinda yapilmasinin giicliigu nedeniyle tek gen bolgesi dizilenmistir.
Bir diger kisithhk, G.mellonella modelinin insan enfeksiyonu ile esdeger olup olmadigidir.
Yapilan bir analizde, Fusarium enfeksiyonlari icin G.mellonella larva modelleri kullaniimasi-
nin, fare modeli ile es deger sonuclar verdigi bildirilmistir3'-32.

Bu calisma, keratit etkeni olarak izole edilen Fusarium izolatlarinda viriilans 6zellikleri-
nin ve antifungal duyarlliklarinin arastirildigi bir calismadir. Elde edilen sonuclar izolat-
larin in vitro kosullarda keratit tedavisinde kullanilan antifungallere duyarl oldugunu ve
bazi virtlans 6zelliklerine sahip olduklarini gostermistir.
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