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oz

Fungal keratitler gelismekte olan lkelerde korliglin en yaygin nedenleri arasinda yer alan tibbi acil
bir durumdur. Etkenin cinsi; hastanin yasadigi cografik kosullara, travma maruziyetine, kontakt lens
kullanimina ve meslegine bagl olarak degisebilmektedir. Saprofitik bir tiir olan Curvularia spp., insanlarda
nadir sistemik hastalik yapmakta olup bugiine kadar tanimlanmis 250 tiire sahiptir. Toprakta ve bitkilerde
cogalip sporlariyla cevreye yayim gosteren mantarin siyahimsi tlyli koloniler olusturmasi en bilinen
morfolojik 6zelligidir. Esmer (dematisiydz) mantarlarin tretilmelerinde zorluklar olabilir. Cinsler arasindaki
benzerlik nedeniyle geleneksel yontemler tanimlamada yetersiz kalmaktadir. Bu olgu raporunda,
C.lunata’ya bagli gelisen bir fungal keratit olgusu sunulmustur. Yetmis bes yasinda kadin hasta sag gézde
batma, agri, bulanik gérme, sislik sikayetiyle hastaneye basvurmustur. Sikayetleri doért giin &ncesinde bir
bitkinin goziine ¢arpmasi sonrasi baslamistir. Diyabetes mellitusa (DM) bagli periferik néropati dykusi
bulunan hasta, keratit 6n tanisiyla yatirilmis ve hastanin korneal kazinti 6rneklerinden yapilan kiltirlerinde,
%5 koyun kanli agar ve patatesli dekstroz agarda tireyen patojenin aeryal hif yapisi gosteren filamentoz,
siyah pigment olusturan kolonileri laktofenol pamuk mavisiyle boyanarak mikroskopta incelenmistir.
Mikroskobik incelemede kahverengi pigmentlenme gosteren, genikulat konidyoforlar goriilmustir. Bu
yapilarin Gzerinde biri ana eksenden daha biyiik goriilen dort bélmeli makrokonidyalar gozlemlenmistir.
Mantar Curvularia/Bipolaris 6n tanisiyla molekiler tanimlamaya alinmistir. Molekdler tanimlama icin DNA
izolasyonu, ITS bolgesinin polimeraz zincir reaksiyonu amplifikasyonu ve Sanger dizileme gerceklestirilmistir.
Sanger dizileme sonucunda etken %99.79’luk benzerlik oraniyla Curvularia lunata olarak tanimlanmistir
(NCBI-GenBank Nucleotide ID: OR365075). C.lunata’min in vitro antifungal duyarliigi mikrodiltisyon
yontemiyle degerlendirilmistir. C.lunata’ya karsi itrakonazol ve amfoterisin B diger antifungallere gére daha
yiiksek aktivite gosterirken flukonazol en az aktivite gosteren antifungal olarak gorilmistiir. Ampirik olarak
baslanan oral moksifloksasin ve farkl topikal (vankomisin, seftazidim, flukanozol, gansiklovir, siklopentolat
hidroklorir, hiyallronik asit ve trehaloz) tedavilere yanitsiz olan olguya intrastromal ve subkonjunktival
vorikonazol enjeksiyonu uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi Ulsere alanda incelmenin artmasi nedeniyle sag
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penetran keratoplasti uygulanmistir. Kerotoplasti sonrasi alinan kiiltirlerinde patojen tespit edilmemistir.
Tedavi zorlugu yasanan keratit olgularinda nadir goriilen mantarlar akla getirilmelidir. Esmer mantarlarin
neden oldugu fungal keratitler klinik olarak birbirine benzemekte ve tiir tanimi yapiimadiginda etkin tedavi
protokolleri uygulanamamaktadir. Patojenin tanimlanmasi tiire 6zgl tedaviyi de beraberinde getirecektir.
Bununla beraber olusabilecek komplikasyonlarinda onlenmesine yardimci olacaktir. Bu makalede
C.lunata’ya bagh gelisen bir fungal keratit olgusu sunulmasi amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Curvularia lunata; fungal keratit; molekiiler tanimlama.
ABSTRACT

Fungal keratitis is a medical emergency that is among the most common causes of blindness in
developing countries. The type of the agent may vary depending on the geographical conditions under
which the patient lives, trauma exposure, the use of contact lenses and profession. Curvularia spp. is a
saprophytic genus that rarely causes systemic disease in humans and has 250 species identified to date.
They proliferate in soil and plants and spread to the environment with their spores and the formation
of blackish and fluffy colonies is its most well-known morphological feature. There may be difficulties in
cultivating brown (dematiaceous) fungi. Due to the similarity between the genera, conventional methods
remain inadequate for diagnosis. In this report, a case of fungal keratitis associated with C.lunata was
presented. Seventy-five years-old female patient admitted to the hospital with the symptoms of stinging
pain, blurred vision, and swelling in the right eye. Her symptoms had begun four days ago after her eye
was hit by a plant. The patient who had a history of peripheral neuropathy due to diabetes mellitus (DM)
was hospitalized with a preliminary diagnosis of keratitis, and in the cultures of the patient’s corneal
scraping samples, the filamentous, black pigment-forming colonies of the pathogen growing on 5% sheep
blood agar and potato dextrose agar showing an aerial hyphal structure, were stained with lactophenol
cotton blue and examined under the microscope. The microscopic examination revealed geniculate
conidiophores with brown pigmentation. On top of these structures were tetralocular macroconidia, one
of which appeared to be larger than the main axis. The fungus was subjected to molecular identification
with the prediagnosis of Curvularia/Bipolaris. DNA extraction of the ITS region polymerase chain reaction
amplification and Sanger sequencing were performed for molecular identification. Sanger sequencing
identified the agent to be Curvularia lunata with a similarity rate of 99.79% (NCBI-GenBank Nucleotide
ID: OR365075). In vitro antifungal susceptibility of C.lunata was evaluated by microdilution method.
Itraconazole and amphotericin B showed higher activity against C.lunata compared to other antifungals
while fluconazole was the least active antifungal. Intrastromal and subconjunctival voriconazole injection
was applied to the patient who was unresponsive to empirically initiated oral moxifloxacin and different
topical treatments (vancomycin, ceftazidime, flucanozole, ganciclovir, cyclopentolate hydrochloride,
hyaluronic acid and trehalose). After injection, right penetrating keratoplasty was applied due to increased
thinning of the ulcerated area. No pathogen was detected in cultures taken after keratoplasty. Rare fungi
should be considered in cases of keratitis that are difficult to treat. Fungal keratitis caused by brown fungi
are clinically similar to each other and effective treatment protocols cannot be implemented without a
species identification. Identification of the pathogen will enable genus-specific treatment. This will also
help prevent complications that may occur. This article aims to present a case of fungal keratitis associated
with C.lunata.

Keywords: Curvularia lunata; fungal keratitis; molecular identification.
GiRiS

Fungal keratitler, korneada maya veya filament6z mantarlar tarafindan meydana gelen
enfeksiyon sonucu gérmeyi tehdit eden tibbi acil bir durumdur'-2. Fungal keratit insidan-
sinin yilda bir milyon olgudan fazla oldugu distintlmektedir. Gelismekte olan Ulkelerde

korligiin en yaygin ikinci nedenidir®*. Enfeksiyonun sekli ve seyri; etkenin cinsi ve pato-
jenitesi, hastanin yasadigi cografya ve mesleki maruziyet gibi cesitli risk faktorlerine bagli

MiKROBiYOLOJi BULTENi 691



Curvularia lunata’ya Bagl Gelisen Fungal Keratit: Tlrkiye’den ilk Olgu Raporu

olarak degismektedir'3. Esmer (dematisiy6z) mantarlar Fusarium ve Aspergillus'tan sonra
filamentdz fungal keratitlerin en sik ticlincii etkenidir®. Tani mikrobiyolojik olarak konulur
ve Uretilmeleri zordur*®. Tanimlamadaki zorluk disinda, tedaviye yanittaki degiskenlik,
antifungal duyarlilik testiyle ilgili yontem ve veri degiskenlikleri, ilaveten tanimlanmusg kli-
nik sinir degerlerin olmamasi tedavi yaklasimlarini zorlasgtirmaktadir. Ulkemizde beklenen
yillik keratit insidansi yliz binde birin altindadir ve kdltiire edilebilen fungal keratitlerin
orani tiim keratitlerin %710’undan azdir’. Esmer mantar keratiti en yogun Hindistan’da
goriilmekte olup bunlar arasinda yer alan Curvularia en sik izole edilen etkendir®®. Curvu-
laria keratiti bélgemize benzer iklime sahip Yunanistan’da da bildirilmistir®.

Esmer mantar olan Curvularia spp. saprofitik bir tiirdir, zoopatojenik olmasi ile bir-
likte insanlarda nadir sistemik hastalik etkenidir®'®. Curvularia cinsinin yaklagik 250 tiiri
tanimlanmistir''. Toprakta ve (izerinde yetisen bitkilerde codalir, cesitli etkenlerle sporlari
cevreye yayillir'®, Hizli Greyerek siyahimsi, tiyli koloniler olusturmasi en bilinen mor-
folojik 6zelligidir. Mikroskobik incelemede konidyoforlar dik, konidyalari ise elipsoidal
yapida, melanizasyona bagli kahverengi, cogu zaman kavisli, ti¢ veya dort septadan olus-
maktadir'2. Tanimlanmasinda cinsler arasindaki benzerlik nedeniyle geleneksel yontem-
ler yeterli degildir. Mikolojik tanimlamada molekuler yontemler, matriks aracili lazer de-
sorpsiyon iyonizasyon-ugus zamani kiitle spektrometresi [matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)] ve Fourier donisimli
kizilbtesi spektroskopisi (FT-IR) yéntemi kullanilabilmektedir'3.

Melanize mantarlarin neden oldugu enfeksiyonlar klinik olarak tire 6zgul degildir ve
klinik tedavi prokolleri fungal etkene gore degisiklik gostermektedir>®. Bu nedenle dogru
tiir tanisi, enfeksiyonun yonetilebilmesi icin cok énemlidir'. Bu olgu raporunda, Curvu-
laria lunata’ya bagli gelisen bir fungal keratit olgusu sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Sag gozde batma, agri, bulanik gorme, sislik sikayetiyle agustos ayinda Pamukkale
Universitesi, Saglk Arastirma ve Uygulama Merkezi géz poliklinigine basgvuran 75 yasin-
daki kadin hasta, sikayetlerinin dort giin 6nce bir bitkinin goziine carpmasindan sonra
basladigini ifade etti. Hastada diyabetes mellitusa (dm) bagl periferik noropati mevcut-
tu. Hastanin kontakt lens ve seyahat 6ykisi bulunmamaktaydi. Yapilan g6z muayenesin-
de sag kornea parasantralde keratit odag, keratit santrali Glsere, psodofakik periorbital
alan 6demli olarak tespit edildi, beraberinde hipopiyon ve pigmentasyon bulunmaktaydi

(Sekil 1).

Hasta keratit 6n tanisiyla hastaneye yatirildi. Preseptal sellilit acisindan orbita ve para-
nazal sinus bilgisayarli tomografileri (BT) cekildi. BT sonuglari olagandi. Tedavide ampirik
olarak IV moksifloksasin (400 mg; 1 x 1) ve topikal vankomisin (50 mg/mL; 24 x 1),
seftazidim (100 mg/mL, 24 x 1), flukanozol (3 mg/mL; 4 x 1), gansiklovir jel (1.5 mg/qg),
siklopentolat hidrokloriir (%1; 3 x 1), topikal hiyaltronik asit (%0.15, 6 x 1) ve trehaloz
(%3; 6 x 1) baslandi. Keratit etkenini tanimlayabilmek icin hastanin korneasindan spa-
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Sekil 1. Hastanin pupilini 6rten (yildiz), etrafinda
satellit lezyonlarin (kisa ok) bulundugu, periferinde
koyu renkli pigment (uzun ok) goriilen santral
yerlesimli keratit. Bazalda hipopiyon (noktali ok)
oldugu gértilmektedir.

tula yardimiyla kazinan 6rnek, %5 koyun kanl agar, eozin metilen mavisi (EMB) agar,
cikolata agar ve patatesli dekstroz agar (PDA) petri besiyerlerine ekildi. %5 koyun kanli
agar, EMB, cikolata agar besiyerleri 37 °C’de 24-48 saat ve PDA besiyeri 22 °C’de yedi
glin inkiibasyonda birakildi. Kanli ve PDA besiyerlerinde lreyen aeryal hif yapisi goste-
ren filamentdz, siyah pigment olusturan koloniden serum fizyolojik ile nativ preparat
hazirlanarak 15tk mikroskobunda incelendi (Sekil 2). Mikroskobik incelemede kahverengi
pigmentasyon gosteren, genikulat konidyoforlar ile birlikte bu yapilarin Gizerinde biri ana
eksenden daha buiyik gorilen dort bélmeli makrokonidyalar gézlendi. Mantar Curvula-
ria/ Bipolaris on tanisiyla molekuler biyolojik tanilama islemlerine alind.

B

Sekil 2. izole edilen Curvularia lunata’nin patatesli dektroz agar besiyerinde, 33 °C, ii¢ giin inkiibasyonda (A)
tist ytizey (bar= 1 cm) ve (B) ters ytizey koyu pigmentli koloni yapisi. (C) Nativ isik mikroskobik incelemesinde;
genikulat konidyofor lizerinde 8-10 mikrometre (um) genisliginde (bar= 10 pym), dért bélmeyi gecmeyen,
merkezi hticrenin biiyiik olmasi nedeniyle kivrik, koyu pigmentlenme gésteren makrokonidyalar.
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Fungal izolatin molekiiler biyolojik olarak tanimlanabilmesi icin sirasiyla; DNA izolas-
yonu, PCR amplifikasyonu ve PCR urtnunin Sanger dizileme yontemiyle DNA dizileme
islemleri uygulandi. DNA izolasyonu, “Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Zymo
Research, ABD)” kullanilarak uretici firmanin onerileri dogrultusunda cahsildi. Polime-
raz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] amplifikasyonu icin mantarla-
rin evrimsel sirecte korunmus olan internal ara [internal transcribed spacer (ITS)] DNA
bolgesine 6zgl; ITS1 (TCC GTA GGT GAA CCT GCQ) ve ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC) bolgesi primer seti kullanildi. PCR calismasinda “EcoTaq 2x PCR Master Mix
(Ecotech Biyoteknoloji, Tiirkiye)” kullanildi. Uretici firmanin uygulama protokoliine bagli
kalinarak hazirlanan 6rnekler icin PCR protokoll; baslangic denatlrasyonda 98 °C’'de
30 sn olacak sekilde bir dongu, amplifikasyonda denatiirasyon 94 °C’de 10 sn, baglanma
58 °C’de 15 sn ve uzama 72 °C’de 20 sn olacak sekilde 40 dongti, son uzama ise 72 °C
bir dk olacak sekilde bir dongi olarak uygulandi. PCR sonunda elde edilen PCR uriinleri,
1x TAE (Tris Asetik Asit) tamponu ile %1’lik agaroz jel hazirlanarak 150 volt gli¢c uygulan-
di ve 70 dakika agaroz elektroforezi yapildi. Elektroforez sonunda jel goriintiileme sistemi
(GellLite, Cleaver Scientific, Birlesik Krallik) yardimiyla goriintiileme yapildi. Elektroforez
sonucu tahminen 600-700 bazlk bir uriin elde edildi. Elde edilen PCR urtiniiniin DNA
dizi analizi icin Sanger dizileme islemi yapildi (BMLabosis, Ankara, Tirkiye). Dizileme
islemiyle elde edilen ham DNA dizileri “DNA Dragon-DNA Sequence Contig Assemb-
ler Software (SequentiX, Almanya)” programiyla temizlendikten sonra elde edilen DNA
dizisi “GenBank basic local alignment search tool” (BLAST-NCBI, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast) web sitesi kullanilarak veri tabaninda kayith DNA dizileri ile karsilastirildi ve
izolat %99.79’luk benzerlik oraniyla Curvularia lunata olarak tanimlandi. izolata ait NCBI
gen bankasina OR365075 erisim numarasi ile kaydedildi.

izolatin antifungal duyarlilik testi Klinik Laboratuvar Standartlari Komitesi [Clinical
And Laboratory Standards Institute (CLSI)] M38-A2 belgelerine gore sivi mikrodiliisyon
yontemiyle calisildi'®. Yontemde Al-Odaini ve arkadaslar'® tarafindan tanimlandigi se-
kilde, C.lunata’nin serum fizyolojik icerisinde yogunlugu 1.4 x 10°/mL olarak ayarlandi.
Antifungal calisma aralig, tek izolat icin Chowdary ve arkadaslarinin'2 sistemik feomikoz
etkenlerine ait derlemesindeki C./unata izolatlarina ait antifungal sinirlarini icine alacak
sekilde ayarlandi. itrakonazol (ITR) 0.01-16 pg/mL, amfoterisin-B (AMB) 0.03-32 ug/
mL, vorikonazol (VOR) 0.01-16 ug/mL, posakonazol (POS) 0.001-1 pg/mL ve flukonazol
(FLU) 0.06-64 pg/mL konsantrasyon araliginda test edildi. Flukonazol steril su, diger
antifungaller ise dimetil silfoksit ile ¢oziildi. Mikrotitrasyon plaklari 35 °C’'de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) gérsel okumayla de-
gerlendirildi. CLSI M38-A2 onerisine gore esmer mantarlar icin remenin tam baskilan-
dig kuyucuklar MiK degeri olarak kabul edildi. MiK degerleri VOR 0.5 pug/mL, POS 0.06
pug/mL, FLU 16 pg/mLile ITR ve AMB icin 0.25 pg/mL olarak bulundu. Tedaviye yanitsiz
olguya topikal vorikonazol (10 mg/mL, 6 x 1) baslandi. Tedavinin altinci giininde g6z ici
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basincinda artis tespit edilen hastanin tedavisine brimonidin tartarat (2 mg/mL, 2 x 1),
timolol (5 mg/mL) ve brinzolamid (10 mg/mL, 2 x 1) eklendi. Hastanin tedavi yanitsiziigi
Uzerine intrastromal ve subkonjunktival vorikonazol (0.5 mg/mL) enjeksiyonu uygulandi.
Enjeksiyon sonrasi Ulsere alanin incelmesi fazlalasti. Hastaya sag penetran keratoplasti
uygulanarak intravenoz vorikonazol baslandi. Kerotoplasti sonrasi alinan kultirlerinde
patojen tespit edilmemesinin yani sira keratit ve hipopiyon gorilmedi. Hasta kornea nak-
linden bes giin sonra topikal vorikonazol (10 mg/mL) tedavisiyle taburcu edildi.

TARTISMA

Diinyada ve llkemizde mantar enfeksiyonlarinin sikhgr ve cesitliligi artis gostermek-
tedir'®. Siklikla kornea enfeksiyonlarina yol acan mantar patojenleri arasinda Aspergillus,
Fusarium, Phaeohyphomycetes, Paecilomyces, Scedosporium ve Candida turleri bulunmak-
tadir'’. Keratite neden olan nadir mantarlar arasinda ise Pythium spp., Alternaria spp.,
Acremonium spp., Cladosporium spp., Curvularia spp., Bipolaris spp., Microsporidia spp.,
Pseudallescheria spp. ve Colletotrichum spp. bulunmaktadir'®, Ulkemizden simdiye kadar
sadece C.lunata’'nin etken olarak bildirildigi tek olgu sunumu bulunmaktadir ve etken
Tenckhoff kateterinde obstriiksiyonuna neden olmustur'®'®. Ulasilabilen literatiire gére
olgumuz, tlkemizden C.lunata’nin etken olarak bildirildigi ilk fungal keratit olgusudur.

Gozde meydana gelen yaralanmalar ve epitel defektleri, korneay! patojenlere karsi
duyarli hale getirmektedir'”. Gelismis tlkelerde fungal keratit siklikla kontakt lenslerle,
gelismekte olan iilkelerde ise travmayla iliskili bulunmustur?. Olgumuzda travma sonrasi
g0Ozde organik bulas gorilmustir. Bu olgu raporunda, patojenin mikroskobik inceleme-
siyle Curvularia spp. olabilecegi dustinilmus ve gen dizilimi yapilmistir. Keratite nadir
neden olan mantarlar arasinda yer alan Curvularia spp.’nin dogru tanimlanabilmesi icin
klinik stiphe sonrasi kiitle spektroskopisi, PCR, enzime bagli immiinosorbent testi ve gen
dizilimi gibi testler gereklidir'>.

Cografi farkliiklar fungal keratit vaka oranlarini etkilemektedir. Fungal keratit orani
ekvatora olan uzaklikla ters orantilidir. Avrupa Ulkelerinin bazilarinda mikrobiyal keratit
olgularinin %1’inden azini, Giiney ve Glineydogu Asya’nin bazi bolgelerinde ise %80’in-
den fazlasini fungal keratitler olusturmaktadir'. Ulkemizde son yillarda sicaklik rejimi ili-
man ve daha sicak kosullara degismistir. Sunulan olgu, Ege bolgesinde yasamaktadir. Bu
bolge Koppen siniflamasina gore Csa (kislari ik, yazlari ¢cok sicak) olarak gruplanmistir
ve gozlemlenen isinma egilimleri yaz ve sonbahar aylarinda daha yogun hissedilmek-
tedir?>2!, Benzer sekilde bdlgemize yakin ve benzer cografya ve iklim yapisina sahip
Yunanistan’dan da C.lunata keratiti bildirilmistir®. Subtropikal ve tropikal iklimlerde fi-
lamentoz keratitler cok goriilmekte ve prognozu mayalara gore daha kotl seyretmek-
tedir*. Ulkemizde C.lunata’ya bagh gelisen keratitin nedeninin sicaklik artislarina bagl
oldugunu diuslinmekteyiz.

Hastalarin cogu topikal azollerle birlikte veya topikal azoller olmadan natamisin ve
topikal amfoterisin B ile tedavi edilebilir. Tek baslarina 6zellikle itrakonazol ve vorikonazol
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gibi topikal azoller de kullanilabilir. inatci olgularda oral azoller kullanilabilir ve keratop-
lasti yapilabilir'2. Natamisin icerigine sahip topikal azol iilkemizde bulunmamaktadir. Bu
olguda, topikal flukanozol baglanan hastanin tedavi yanitsizhgr olmasi tizerine hastanin
tedavisine vorikonazol eklenmis ve ardindan keratoplasti uygulanmugtir.

Sonug olarak, tedavi zorlugu yasanan keratit olgularinda nadir gériilen mantarlar akla
getirilmelidir. Patojenin tanimlanmas tiire 6zgu tedaviyi de beraberinde getirecek ve
olusabilecek komplikasyonlarin da dnlenmesine yardimci olacaktir.

Aydinlatilmig Onam
Bu calisma icin hastadan aydinlatiimis onam belgesi alinmistir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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