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1. GIRIS ve AMAC

Kornea hastaliklari, gorme kaybimin katarakttan sonraki ikinci en onemli
nedenidir. Bu hastaliklar i¢inde keratit (fungal keratit, keratomikoz, mikotik keratit)
’ler, siklig1 giderek artmakla birlikte tibbi tedavilerdeki gelismeler nedeniyle tedavisi
miimkiin olan hastaliklardir. Fungal keratitler ilk defa 1870’11 yillarin sonlarina dogru
tanimlanmistir. Gelismekte olan iilkeler ve tropikal bolgelerde keratitlerin %50°den
fazlasin1 fungal keratitler olusturur. Fungal keratitler okiiler travmalara, topikal
antibiyotiklerin ve steroitlerin uzun siire kullanimina, kontak lens kullanimina,
cerrahi girisimlere ve kemoterapi nedeniyle viicut direncinin zayiflamasina bagl

olarak gelisebilirler (1, 2).

Fungal keratitler son 20-30 yildir daha sik goériilmeye baglanmistir. Bunun
nedeni hem tanit yontemlerinin gelismesi, hem de kortikosteroit ve bagisiklig
baskilayici ilaglarin kullanimimin artmasidir. Fungal keratit insidanst %17-36

arasinda degismektedir (3).

Normal goz florasinda Candida tiirleri en sik goriilen mantarlardir (4).
Saglam kornea epiteli mantarlara kars1 direnclidir. Kornea icin etken 100’den daha
fazla mantar tiiri tanimlanmistir (5). En sik saptanan etkenler Fusarium tiirleri,
Aspergillus tiirleri ve Candida tiirleridir (3, 6, 7). Ozellikle Fusarium tiirleri ve

Aspergillus tiirleri fungal keratitli olgularin %70’inden sorumludur (8).

Taninin erken donemde konmasi ve uygun antifungal tedaviye gecikilmeden
baglanmasi1 iyilesmenin gerg¢eklesmesinde c¢ok Onemlidir (9). Akut kornea
perforasyonu olanlarda cerrahi tedavi etkili iken fungal keratitte en 6nemli tedavi

secenegi hala tek basina antifungal ilaglardir (10).

Invazif mantar hastaliklarinin tamimlanmasinda direkt mikroskobik inceleme
ve kiiltiir, klasik konvansiyonel yontemlerdir. Ancak gerek zaman alici olmasi,
gerekse her zaman olumlu sonu¢ vermemeleri ve bazi mantarlar agisindan zor
uygulanabilir ve yorumlanabilir olmalar1 nedeniyle, bu yontemlerin yani sira hizl,

duyarhilik ve ozgilliigii yiiksek yeni tani yontemleri gelistirilmektedir (11). Son



yillarda molekiiler yontemlerin giderek artan oranlarda uygulanmasi, bu giicliiklerin

coziimlenmesinde dnemli bir adimdir (11).

Bu calismada, bir y11 boyunca Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar
Anabilim Dali’nda fungal keratit kuskusu ile izlenen hastalarin, Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvari’na gonderilen
kornea kazinti orneklerinde; mikroskobik inceleme ile mantar ve mantarlara ait
yapilart gormek, orneklerden klasik konvansiyonel yontemler ile etken mantarlari
tretmek ve direkt ornekten konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi ile mantarlar1 saptamak amagclanmistir. Ikincil olarak kornea kazinti
orneklerinde, Klasik konvansiyonel yontemlere ek olarak konvansiyonel PCR

yontemi ile mantar aranmasinin mikoloji rutininde uygulanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kornea Hakkinda Genel Bilgiler

Kornea, goz kiiresinin ondeki dis tabakasimin (tunica fibrosa bulbi) saydam
boliimii olup, goz kiiresinin 6n 1/6’smi olusturur (12). Geride sklera ve konjonktiva
ile devam eder ve gii¢lii bir mekanik bariyer olmasinin yaninda, goziin kirma giicii en
fazla olan yapisidir (13). Kornea bu 6zelligini epitelinin diizenli dizilimine, epitelin
ylizeyini Orten diizgiin gbzyasi tabakasina, i¢cinden gegen 1s18in dagilmasina izin
vermeyen stroma yapisi ile stromanin bu 6zelligini korumasinda en biiyiik yardimci
olan endotel hiicrelerine bor¢ludur. Onden bakildif1 zaman kornea tam bir daire

seklinde olmay1p biraz oval bigimdedir (12).

Korneanin en 6nemli 6zellikleri saydam olmasi, sert olmasi ve konveks yiizey
yapisindan dolayr da biiyiik bir kiriciliga sahip olmasidir. Géze ulasan 15181n ilk
temas ettigi yer kornea yiizeyidir. Bu nedenle kornea ylizeyinin son derece diizgiin
olmasi gerekir. Cok katli kornea epitelinin en dis kisminda olusan mikro diizeydeki
diizensizlikler, onun ideal bir optik yiizey olusturmasini engeller. Bu nedenle
yiizeyindeki 7 um kalinliginda gozyasi tabakasi bu diizensizlikleri Orttiigli icin
korneanin iyi bir optik yiizey olusturmasinda son derece onemli bir rol oynar.
Korneaya ulagsan 151k stromanin diizenli yapisi nedeniyle dagilmadan korneay:

gecerek, gozilin igine dogru yonelir (13).

Kornea ylizeyinin bu kadar diizglin olmasini bazi korunma mekanizmalarina
sahip olmas1 saglar. Bunlardan bir tanesi kornea epitelinde sonlanan serbest sinir
uclarimin en ufak bir dis uyaranda goz kapaklarinin hizla kapanmasini saglayarak
gozli her tiirli travmadan korumasidir. Herhangi bir epitel hasari ortaya ¢iktig
zaman da epitel hiicreleri hizla yer degistirip olusmus epitel boslugunu doldururlar.
Daha sonra da hizli bir mitoz sathasia girerek, eksik hiicrelerin yerine yenilerini
olustururlar ve epitelin biitlinliigiinii saglarlar. Kornea epitel hiicrelerinin mitoz
faaliyeti 6zellikle limbus bolgesinde ¢ok belirgindir. Limbustaki hizli mitoz faaliyeti

ile yeniden bu epitel deposu doldurulmus olur (13).



2.2. Kornea Anatomisi

Korneanin capi arka yiiziinde her yonde 11,7 mm, 6n yiizde ise transvers
yonde 11,7 mm ve vertikal yonde de 10,6 mm kadardir (13). Konveks 6n yiizii goz
kapaklar1 agikken hava ile temastadir ve en ¢ikintili 6n kismina vertex corneae denir.
Korneanin ince periferik kenarina limbus cornea denir. Korneanin orta kismi 0,5-0,6
mm, periferik kismi ise 1,2 mm kalinligindadir. Korneanin konveksligi kisiden kisiye
degisebildigi gibi, aym1 kisinin degisik yas periyodlarinda da farklilik gosterir.
Korneada kan ve lenf damarlari bulunmaz (12). Bu nedenle beslenmesi lamellar
arasindaki araliklarda dolasan doku sivisi ile olur. Sinirleri de duyu siniri olup,
nervus trigeminusun oftalmik dalindan ve uzun silyer sinirler araciligt ile gelen
myelinsiz liflerdir. On stromada Bowman membran: altinda ve epitelde sonlanirlar.
Korneada agr1 ve soguk reseptorleri daha fazla, 1s1 ve dokunma duyusu reseptorleri

daha azdir. Bu nedenle kornea agriya ¢ok duyarli bir dokudur (13).
Korneanin anatomik yapisi birbirinden farkli 5 tabakadan olusur:

2.2.1. Epithelium anterius (Epitel): 50-90 u kalinlikta olup, 5-6 katli yass1 epitel
hiicrelerinden olusur ve korneanin 6n yiiziinii orter (12). En dista, 2-3 sira halinde
yassi, horizontal nukleuslu ve zonula okludenslerle birbirine bagl yilizey hiicreleri
bulunur. En distaki hiicrelerin yiizeyi mikrovillus ve mikropililerle genislemistir ve
musin absorbsiyonunu kolaylastirarak korneanin islanmasina yardim eder (13). Bu
hiicrelerin yagam siireleri birkag giindiir. Nervus ophtalmicus’a ait bol miktarda
sensitif sinir lifleri en yiizeyel epitel hiicrelerine kadar sokulurlar. Bu nedenle kornea
cok hassastir ve en ufak bir temasla dahi refleks olarak goz kapagimi kapatir ve
gerekirse goOzyas1 salgilatir. Bu epitel hiicrelerinin rejenerasyon kabiliyeti de

yiiksektir (12).

2.2.2. Lamina limitans anterior (Bowman membramy): Bazal membrana karsilik
olan bu tabaka oldukg¢a kalin olup, sik orgiilii ag seklinde liflerden olusur. Kornea
stromasinin modifikasyonu ile olusan aselliiler bir tabakadir (12). Epitelin bazal
membrani bu kata diizensiz filamanlar ile sikica tutunur. Bir travmadan sonra bu
baglantinin yeniden olusmasi 6 hafta kadar siirebilir. Bu katin kendini onarma
kapasitesi yoktur ve skar dokusu gelisir. Epiteldeki olaylarin stromaya gegisini

engelleyen onemli bir bariyerdir (13).



2.2.3. Substantia propria (Stroma): Korneanin en kalin tabakasi olup, yaklagik 60
katli lamel yapisindadir (12). Kornea kalinliginin %90’mn1 olusturur. Kollajen lif
demetlerinden meydana gelir. Caplar1 1 p olan ve lamel denilen bu lif demetleri
birbirlerini dik ag1 ile caprazlar ve mukoprotein ve glikoproteinden olusan bir ara
madde i¢inde yer alirlar (13). Lameller arasinda korneay1 besleyen sivinin dolastigi
dar araliklar bulunur. Bu tabakadaki seffaf lifler, aslinda skleradan buraya kadar
uzanan liflerdir. Korneada damar bulunmadigi i¢in, bu araliklarda dolasan sivi

tarafindan beslenir (12).

2.2.4. Lamina limitans posterior (Descement membrani): Stromanin arkasinda
amorf bir materyal ve altigen seklinde diizenlenmis ince fibrillerden olusan bir
membrandir ve endotel hiicrelerinin bazal laminasidir. Elastik, homojen ve seffaf ¢ok

ince bir tabakadir (13).

2.2.5. Epithelium posterius (Endotel): Merkezlerinde genis ve oval nukleuslar
olan tek katli poligonal yassi hiicrelerden olusan bir kattir. Makula okludenslerle
birbirlerine sikica baglidirlar. Korneanin dehidrasyonunu saglamada ¢ok 6nemli bir
rolii vardir. Yaslanma ile sayilan gittikge azalir ve rejenerasyon yetenekleri yoktur.

Bos bolgeleri doldurmak i¢in ¢evre hiicreler yayilim gosterir (13).
2.3. Kornea Fizyolojisi

Korneanin stroma tabakasindaki kollajen fibrillerinin arasinda stromaya ait
hiicreler yani keratositler yer alir. Keratositler stromanin hacminin %3-%51 gibi
kiiglik bir kismini olustururlar. Kornea stromasindaki kollajen fibrilleri tip I ve tip V
kollajenden meydana gelir. Kollajen fibrillerinin arasinda bulunan proteoglikanlar
oldukga asidik makro molekiillerdir. Bunlarin baslicalar1 keratan siilfat ile kondroitin
silfattir. Kollajen fibrillerinin arasinda yer alan proteoglikanlar fibriller arasi
mesafeyi  koruyarak, diizenli yapmin korunmasmi dolayisiyla korneanin
saydamliginin devamini saglarlar. Kornea endoteli de hiimor akoziin stromaya
girigini, dolayisiyla stroma fibrillerinin diizeninin bozulmasini engeller. Bunu hem
mekanik bir bariyer gorevi gorerek hem de metabolik bir pompa olarak faaliyet
gostererek gerceklestirir. Kornea endoteli bu gorevini basari ile yerine getirdigi
slirece, stromanin su icerigi yaklasik %78, kornea kalinlig1 da 520 mikron civarinda

kalir. Endotel hiicrelerinin bariyer fonksiyonlarinin temelinde tight junctionlar ve gap
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junctionlar rol oynar. Hiicreler arasi temas noktalarindaki 6nemli kisimlar1 olusturan
bu bolgeler endotelin bariyer fonksiyonunu saglarlar. Kornea endotelinde yer alan,
metabolik pompayi, endotel hiicrelerinin lateral membranlarinda lokalize olan
sodyum-potasyum adenozin trifosfataz (Na-K ATP’az) olusturur. Sodyum-potasyum
pompasi, hiicreler arast bosluga sodyumun atilmasini saglayarak sodyum ile birlikte
su molekiillerinin de kornea disina, kamaralar sivisina atilmasin1 gerceklestirir. Bu
sekilde, stromadan kamaralar sivisina dogru siirekli bir su akimi s6z konusudur.
Kamaralar sivisindan stromaya dogru olan su akimi ise tight junctionlar tarafindan
Onlenmis olur. Endoteldeki Na-K ATP’azin etkin bigimde calisabilmesi i¢in, endotel
hiicrelerinde bulunan karbonik anhidraz enziminin aracilik ettigi bir reaksiyonun
gerceklesmesi gerekir. Bu reaksiyonda karbondioksit ve su, karbonik anhidraz
enzimi araciligi ile hidrojen iyonu ve bikarbonat iyonuna ayrilir. Bikarbonat iyonu ile
klor pompast devreye girer ve hiicre igine klor girerken, hiicre disina hidrojen iyonu
atilir. Aym1 zamanda, bikarbonat iyonu da hiicreler arasi bosluga atilmis olur.
Meydana gelen bikarbonat iyonu Na-K ATP’az pompasinin ¢alismasi i¢in gerekli

olan ortami saglamis olur (13).

Kornea endotelinin biitiinliiglinlin korunmasi stromanin saydamliginin
korunmasi agisindan son derece dnemlidir. Genglerde mm?’ye diisen hiicre sayisi
3500-4000 iken, bu rakam yaslilarda 2500 civarindadir. Poligonal yapidaki endotel
hiicreleri dogumdan sonra yeniden ¢ogalma 6zelligi gostermedikleri i¢in, endotelde
meydana gelebilecek bir hasar endotel hiicrelerinin genisleyerek yayilmalar1 ve

ortaya ¢ikan boslugu doldurmalariyla giderilmis olur (13).
2.4. Okiiler Savunma Mekanizmalari

Temel olarak mekanik, anatomik, immiinolojik ve mikrobiyolojik faktorler;
mikroorganizmalarin kolonizasyonuna, enfeksiyon olusturmasimna ve yayilmasina

kars1 korumay1 saglar (14).

Okiiler savunmanin ana kaynagi, konjonktiva, goz kapaklari ve lakrimal
glandin lakrimal arter, superior ve inferior medial palpebral arterler ve oftalmik
arterlerin  dallar1  tarafindan beslenmesine baghdir. Go6z enfeksiyonlarinda

vazodilatasyon sonucu Iokositlerin migrasyonu gergeklesir. Kornea ise kan



damarimdan yoksundur. Buna bagli olarak immiinolojik mekanizmalar korneada daha

zayiftir (15, 16).

Kan damarlarina ek olarak lenfatik damarlarin da immiin yanitta rolii vardir.
Bunlara ek olarak intakt epitelyal yiizey, diisiik yiizey 1sis1, diisiik gbézyas1 pH’1,
makrofajlarin varligi ve géz kirpma hareketi dogal direng mekanizmalarindandir. Bu
mekanizmalar mikroorganizmalart hem okiiler ylizeyden uzaklastirict hem de

mikroorganizmalar iizerinde 6ldiiriicti etki gosterir (15, 17, 18).

Okiiler yiizey, farkli mekanizmalar yoluyla mikrobiyal kolonizasyona karsi
direnclidir (19, 20). Gozkapag1 yabanci maddelere karst mekanik bir engel gorevi
goriir. GOz kirpma refklesinin de gdzyasi musin tabakasi ile temizlik gdrevi vardir.
Gozyasi film tabakasinin en 6nemli fonksiyonu mekanik yikama etkisidir. Goz kiiresi
yiizeyinin devamli yikanmasi, kornea enfeksiyonlarinin olugmasinda ilk adim kabul
edilen mikroorganizmalarin gbze yapismasm onlemektedir. Ornegin; gdzyast
igerisinde bulunan musin Candida tiirlerinin kontakt lenslere tutunmasini engeller
(14, 17, 21, 22). Gozyas1 proteinleri hem koruyucu hem de immiin yanit1 uyarici
gorev yapmaktadir. Onemli gdzyasi proteinleri arasinda prealbumin, albiimin,
seruloplazmin, transferrin ya da laktoferrin, Iimmunglobulin (Ig) A, IgG ve lizozim
yer alir. Major gbzyasi proteinleri prealbumin, IgA, lizozim ve laktoferrindir. Ayrica
gozyast igerdigi laktoferrin, B-lizin ve IgA yardimiyla antimikrobiyal ozelik
gostermektedir. Laktoferrin, lakrimal bezlerden salgilanir ve graniilosit ve makrofaj
kaynakli koloni stimule edici faktor salgilanmasinda rol alir (23, 24). Lizozim,
mikroorganizmalarin agregasyonunu engeller ve IgA araciligiyla bakteri lizisini
kolaylastirir. IgA da mikroorganizmalarin okiiler ylizeye penetrasyonunu engeller.
Korneada IgG ve IgA diizeyleri esittir ancak IgM diizeyi daha diisiiktiir.

Kornea yiizey epitel hiicrelerinin fagositoz yetenegi bulunmaktadir. Albumin
korneanin periferinde santraline gére daha fazla bulunur. immiinglobulinler stromada

epitele gore daha fazla bulunur (25).
2.5. Korneanin Savunma Mekanizmalar

Kornea yiizeyi keratinize olmayan ¢ok katli yassi epitel hiicrelerinden olusur.
Limbus bdlgesi disinda kornea dokusu avaskiiler yapidadir ve lenfatik drenaji yoktur.

Kornea epiteli bariyer fonksiyonunun yani sira goz yiizeyinin korunmasinda da aktif
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rol oynar. Kornea epitel hiicreleri mikrobik invazyona karsi immiin yaniti aktive
eden sitokinleri salgilarlar. Sitokinlerden interlokin-la (IL-1a) epitel hiicreleri ve
keratositler tarafindan salgilanarak immiin yanitin artmasina yol acgar. Epitel
hiicreleri iginde depolanan IL-1a, hiicrenin mikroorganizma veya travma sonucu
hasar gérmesi ile pasif olarak ortama salinir (17). IL-10’nin asir1 salgilanmasi sonucu
artmis immiin cevaba bagli olarak korneada neovaskiilarizasyon ve kornea hasari
gelisebilir. Kornea epitel hiicrelerinin ayn1 zamanda IL-1a antagonisti olan IL-1a
reseptOriinii salgilama fonksiyonu da mevcuttur. Kornea epitelinin IL-1a’nin etkisini

degistirebilmesi gormenin korunmasinda énemli rol oynar (17).

Kornea stromasinda yer alan keratositler interlokin-6 (IL-6) ve defensin
salgilar. Defensin bakteri, virus ve mantarlara karst antimikrobiyal aktivite gosterir

ve epitel iyilesmesini hizlandirir. IL-6, IL-1a ile sinerjik etki gosterir (17).

Kornea sinirleri de okiiler yiizey savunmasinda 6nemlidir. Korneadaki agri
veya rahatsizlik hissi sitokin aktivitesini artiran ndropeptitlerin salinimina yol agar
(17). Bu noropeptitler insan kornea epitel hiicrelerine baglanarak interlokin-8 (IL-8)
sentezini ve buna bagli nétrofil miktarini artirir. Komplemanlar, kemotaksinler gibi
aktif molekiillerin olugsmasina yol agan regiilator proteinlerdir. Komplemanlar kornea

periferinde santral korneaya gore daha yogun olarak bulunurlar (17).
2.6. Mikrobiyolojik Tanida Genel Prensipler

Go6z hekimleri genellikle enfeksiyonlara yaklagimda once ampirik tedavi ile
baslamakta ve laboratuvari pek kullanmamaktadirlar. Bunun nedenleri arasinda
laboratuvardan ¢ikan diisiikk yilizdeli sonuglar, tedavi maliyetlerinin artmasi ve

ampirik tedavi ile yiiksek basar1 oranlarina inanmak yer alir (26, 27).

GOz enfeksiyonlarinda ¢ok sayida mikroorganizma etken olabilmektedir.
Buna karsin alinabilecek 6rnek miktari ¢ok azdir ve hemen kuruma egilimindedir. Bu

nedenle mikrobiyolojik inceleme i¢in 6rnek alinacagi zaman;
. Go6z hekimi — mikrobiyolog iletisim i¢inde olmali,

. Ornek, goz hekimi tarafindan uygun tekniklerle alinmal,



o Ornek, enfeksiyon gelisiminden hemen sonra antimikrobiyal yada

steroit damlatilmadan hemen sonra alinmali,

o Ornekler alindigi yerde (poliklinik, klinik, ameliyathane vs.)

besiyerlerine ekilmeli ve hizlica laboratuvara ulastirilmali,

o Hasta bast kiiltiir islemleri yapilamiyorsa, Ornek laboratuvara
gonderilirken igerdigi etkenin laboratuvara ulasincaya kadar canlt

korunmasi i¢in 6zen gosterilmeli ve hizlica laboratuvara ulagtirilmali,

° Cocuk ve geng erigkinlerde 6rnek alirken sedasyon gerekebilmekte.
Koruyucu madde i¢cermeyen topikal anestetik damlalar, ¢ok kullaniml
lokal anestetiklere oranla daha az antiseptiktir. Okiiler yiizeylerde
kiiltiir 6rnegi alimi igin proparacaine hidroklorikasit (HCI) %0,5 tercih

edilir.

Goz enfeksiyonlarinda alinabilecek Ornek miktar1 genellikle c¢ok az
oldugundan, bu materyalden etkin bir sekilde yararlanmak gerekir. Miktarca az olan
bu 6rnekler hemen kuruma egilimindedir. Bu nedenle alinan 6rnekler alindig1 yerde
(poliklinik, Klinik, ameliyathane vs.) besiyerine ekilmeli ve hizlica laboratuvara

ulastirilmalidir (26).
2.7. Goziin Mantar Enfeksiyonlarinda Mikrobiyolojik Inceleme

Okiiler fungal enfeksiyonlar, gérme agisindan ve etiyolojide artan rol almalar
nedeniyle, ayrica bazi tiirlerinin hayati tehdit edici yonii ile erken taninmalar
gerektiginden, oftalmolojide acil hastaliklar grubunu olusturur. Keratit en sik
karsilasilan enfeksiyon sekli olmakla birlikte, orbita, kapak, lakrimal bez,
konjonktiva, sklera ve intraokiiler enfeksiyonlara da rastlanmaktadir. Saglikli ve
intakt okiiler dokuda nadiren enfeksiyon yaptiklarindan gozde firsat¢i enfeksiyonlar

olarak yer alirlar (28).
2.8. Fungal Keratitler

Ik fungal keratit olgusunun 1879 yilinda yaymlanmasma ve bundan sonraki
siire icerisinde okiiler enfeksiyonlarin tedavisi konusunda gerceklesen tiim

ilerlemelere ragmen, fungal keratitler oftalmolojinin halen en irkiiten
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hastaliklarindandir (29). Keratoplasti gerektiren mikrobiyal keratitlerin yaklasik
%350’sini fungal keratitler olusturmaktadir (30).

Fungal keratit insidansi, risk faktorleri ve etkenin tipi cografi bolgeye gore
degisiklik gostermektedir. Genel olarak bakteri keratitlerine gore daha az goriiliir
(25). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’den bildirilen klinik serilerde kornea
enfeksiyonlarinin %5-10"undan daha azini olusturmaktadir (31). Giiney Hindistan’da
ise goriilme siklig1 belirgin bir sekilde yiiksek olup en 6nemli korliikk nedenidir (32).
Ulkemizde Ege Bolgesi’ndeki 620 enfeksiydz keratit olgusunun degerlendirildigi bir
calismada, 225 olguda kiiltiirde iireme olmus ve bunun da %22,3’linii fungal

keratitler olugturmustur (33).

Ozellikle son 40 yil icerisinde fungal keratitlerin sikhiginda artis oldugu
gozlenmektedir. Bu durumdan genis spektrumlu antibiyotik ve steroitlerin
kullanimindaki artis, kontakt lens kullanim siklig1 ve siiresindeki artis, kornea
cerrahisi, 0zellikle de penetran keratoplasti (PK) uygulamalarindaki artis sorumlu
tutulmaktadir. G6z hekimlerinin fungal keratit konusundaki bilgilerinin artmasinin
yant sira, fungal enfeksiyonlarin tanisinda kullanilan laboratuvar tekniklerin
geligsmesi de bildirilen olgu sayisindaki artiga katkida bulunmustur. Bununla birlikte,
enfeksiydz etkenin saptanmasi hi¢ de kolay olmamakta, tekrarlayan kazinti veya
biyopsi materyali gerekebilmektedir. En kesin tani, PK sirasinda ¢ikarilan korneanin
histopatolojik incelenmesi ile konulmaktadir. Kornea kiiltiiriinde lireme giinler hatta

haftalar stirebilmektedir (29).
2.8.1. Normal Fungal Flora

Saglam kornea epiteli mantarlara direnglidir. Normal g6z florasinda Candida
tiirleri en sik goriilen mantarlardir (4). Goziin normal mantar florasi genellikle
cevresel kosullara gore degismektedir ve kirsal kesimlerde yasayanlarda daha fazla
mantar izole edilmektedir. Ayrica son yillarda antibiyotik ve steroit kullanimindaki
artisa bagli olarak da normal mantar florasinda artis goriilmektedir. En sik goriilen
mantarlar Aspergillus tiirleri, Rhodotorula tiirleri, Candida tiirleri ve Penicillium
tirleridir (34, 35). Fusarium tiirleri ve Cephalosporium tiirlerinin de normal florada

bulundugunu bildiren yayinlar vardir (36).
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2.8.2. Etkenler

Insan korneasi igin etken sayilan yiizden fazla mantar tiirii bulunmaktadir

(29). Bu mantar tiirleri baslica bes gruba ayrilmaktadir (28):

2.8.2.1. Filamentoz mantarlar: Fusarium tiirleri, Aspergillus tiirleri, Scedosporium

tirleri, Paecilomyces tiirleri, Acremonium tiirleri.

2.8.2.2. Esmer mantarlar: Bipolaris tiirleri, Curvularia tiirleri, Exophiala tiirleri,

Lecytophora tiirleri, Lasiodiplodia theobroma.

2.8.2.3. Maya mantarlar1 ve zigomicetler: Candida tiirleri, Cryptococcus tiirleri,
Rhizopus arrhizus, Mucor ramosissimus, Rhizomucor pusillus, Absidia corymbifera,

Apophysomyces elegans.

2.8.2.4. Dimorfik mantarlar: Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis,

Blastomyces dermatitidis, Sporothix schenckii, Histoplasma capsulatum.

2.8.2.5. Tam olarak simmiflandirilamayanlar: Pythium insidiosum, Rhinosporidium

seeberi, Pneumocystitis carinii.

Filamentdoz mantarlar fungal keratitlerin en ©onemli etkenleridir. Bunlar
arasinda en sik goriilenleri Fusarium ve Aspergillus tiirleridir (32, 37). Curvularia ve
Bipolaris tiirleri birgok ¢alismada fungal keratitlerin {iglincii 6nemli nedeni olarak
sayllmaktadir (28, 37). Ege bolgesinde yapilan bir ¢aligmada ise Fusarium tiirleri ilk

siray1 alirken, bunu Candida ve Aspergillus tiirleri izlemistir (33).

Enfeksiyona yol acan mantar tiirlerinin siklig1 tlkeye ve iklime gore
degismektedir. Diinya genelinde fungal keratitlerin en oOnemli sorumlusu olan
Aspergillus tiirleri 1lik, nemli iklimlerde ve tarim bdolgelerinde daha fazladir. Maya
mantarlari, 6zellikle de Candida tiirleri ABD’nin kuzey 1liman bolgelerinde daha sik
goriiliirken, tropikal bolgelerde Aspergillus veya Fusarium tiirleri gibi filament6z

mantarlar daha sik izole edilmektedir (3, 29).

Esmer mantar enfeksiyonlarmmin ise yaz aylarmin sonlarinda baslayip
sonbahar boyunca siirdiigii, Curvularia keratitinin nemli ve 1lik aylarda artis
gosterdigi bildirilmektedir (38).
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2.8.3. Predispozan Faktorler

Bitkisel ve organik materyallerle olan travmalar fungal keratitlerin en sik
nedeni olarak bildirilmektedir (3, 31, 32). Ozellikle filamentdz mantarlardan
kaynaklanan keratitlerin daha ¢ok tarimla ugrasan veya dis ortamda c¢alisan saglikli

erkeklerde bitki, hayvan veya toz kaynakli travma sonucu gelistigi kabul
edilmektedir (3).

Fungal keratit her tip kontakt lens (KL) kullanimi ile gelisebilir (32).
Predispozan faktorler icerisinde KL kullanimi bazi ¢alismalarda son siralarda yer
alirken, baz1 caligmalarda ise %29,2’ye varan yiiksek oranlarda yer almaktadir (3,
29). KL kullanan kisilerin sayisinin her gecen giin artmasinin yani sira, gece boyu
KL kullanimi, kullanicilarin yasinin kiigiilmesi ve buna bagh olarak KL bakiminin
iyl yapilamamasi sonucu enfeksiyon riskinde artiglar gortilmektedir (37). KL
kullanimima bagli gelisen fungal keratitlerin ¢ogunlugunu Fusarium tiirlerinin
olusturdugu bildirilmektedir (39).

Topikal steroit kullanim1 okiiler fungal enfeksiyonu arttiran énemli bir risk
faktorii olarak kabul edilmektedir. Mikrobiyal keratiti olan hastalarin %30’a varan

oranlarda hastalik Oncesi bir topikal steroit kullanim 6ykiisii oldugu bildirilmistir
(25).

Kronik okiiler ylizey hastaligi, kronik herpes simpleks keratiti, norotrofik
keratit, herpes zoster oftalmikus keratit, atopik konjonktivit, rekiirren erozyon, kuru
g0z gibi ¢esitli hastaliklar da fungal keratit gelisimi agisindan risk faktorleri arasinda
yer almaktadir (29). Kornea yiizey hastaliklar1 daha ¢ok Candida keratitlerine zemin
hazirlamaktadir (40, 41).

Nem, yagmur, riizgar vb. ¢evresel faktorlerin 6zellikle filament6z keratitlerin
gorilme sikhigini etkiledigi bildirilmektedir (3). Gegirilmis gbz cerrahisi sonrasinda
da fungal keratit gelisebilmektedir (42, 43, 44, 45). Postoperatif uzun siireli steroit ve
antibiyotik kullanimi da diger bir faktdrdiir (25). Immunolojik yetersizlik ve diabet
de risk olusturur (3). Fungal keratitli olgularin %6,4’iinde diabet saptanmustir (45).
Diabetik hastalarda keratitin seyri de daha agir olmaktadir (46). Sistemik hastalikla
birliktelik eriskin hastalara gore ¢ocuklarda daha sik goriiliir (45). Kollagen doku

hastaligi, IgA yetmezligi, eritema multiforme gibi hastaliklarla birliktelik
12



gosterebilir. Bu olgularda gelisen fungal keratit genellikle maya mantarlarina baglidir

(47).

Filamentoz keratitler daha ¢ok bitkisel maddelerle travma ve KL kullanimi
sonucu gelisirken, maya tliriinde olanlar mevcut okiiler yilizey hastaliklar1 veya

sistemik hastaliklar, gegirilmis keratoplasti ve topikal steroit zemininde gelisirler (3,

29, 40, 41).
2.8.4. Tam1 Yontemleri

Fungal keratitler farkli klinik sekillerde goriilmesi nedeniyle tanisi her zaman
¢cok kolay olmamaktadir (25). Goz hekimleri tarafindan klinik olarak konulan
enfeksiyoz keratit tanisi ile mikrobiyolojik taninin karsilastirildigi bir ¢aligmada,
etiyolojide fungal etkenlerin sanildigindan daha az oranda tahmin edildigi ve klinik

taninin mikrobiyolojik tanidan daha iistiin olmadigi sonucuna varilmistir (48).

Ornek alma: Laboratuvar tanisi ilk olarak uygun 6rnek almmasi ile baslar.
Fungal keratit siiphesi halinde kapak ve konjonktivadan da es zamanl 6rnek alinmasi
Onerilir (25). Kornea kazint1 6rnegi topikal anestezi esliginde Kimura spatiilii, Bard-
Parker bistiiri veya steril bir bistiiri ile alinabilir. Ulserin hem tabamindan hem de
kenarlarindan ve miimkiinse birka¢ defa tekrarlayan ornek alinmasi gereklidir.
Bununla bagarili olunamamasi halinde epitelyal biyopsi, trepan ile 0,2-0,3 mm
derinlikte kornea biyopsisi veya yiizeysel keratektomi yoluyla da kornea ornegi
alabilir. Tanimlanmis bir diger yontem ise siipiiratif lezyon iizerindeki epitel ve
nekrotik alan kaldirildiktan sonra 15 numara Bard-Parker bistiiri ve kornea forsepsi
yardimiyla kornea kalinliginin yaklagik yarisini ¢ikarmaktir (3, 28). Mantarlar
saglam descement membranini gegerek 6n kamaraya girebildikleri i¢in hipopiyondan

yapilan yayma ve kiiltiirde de mantar goriilebilir (25).

Mikroskobik inceleme: Alinan Orneklerden direkt mikroskobik inceleme,
kiiltiir ve histolojik boyamalar yapilir. Gram boyama yontemi ile bakterilerin yam
sira mayalar, kiifler ve Acanthamoeba gibi protozoalarn kistleri de goriilebilir.
Mantarlarin direkt mikroskobik incelemesi i¢in %10’luk potasyum hidroksit (KOH),
Giemsa boyasi, Laktofenol pamuk mavisi, modifiye Gomori methenamine
gimiisleme yontemi (GMS), Kalkoflor beyazi, Periodic acid-Schiff (PAS) ve

Hematoksilen-eozin (HE) boyasi gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (28, 29).
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Fungal elemanlar KOH ile %91, Kalkoflor beyazi ile %91,4, Gram boyasi ile %88,2
ve Giemsa boyasi ile %85,1 oraninda gériilebilir (45). Ozellikle KL kullanimina
bagl gelisen fungal keratitlerde kornea kazinti 6rneginin GMS ile boyanmasini
Oneren yayinlar bulunmaktadir (37). Direkt mikroskobik inceleme i¢in alinan kornea
kazinti Ornegi lamin yiizeyine miimkiin oldugunca ince yayilmalidir. Direkt

mikroskobik incelemenin amact hizli bir 6n tan1 elde etmektir.

Kiiltiir: Kesin tant koymak i¢in en 6nemli yontem kiiltiirdiir (28, 29). Kiiltiir
amaciyla siklikla kullanilan besiyerleri Sabouraud glukoz-pepton agar, kanli agar,
cikolata agar, sistin tripton agar, beyin kalp infiizyon et suyu ve tiyoglukolat et
suyudur. Kat1 besiyerlerine yapilan ekimler “C” seklinde yapilir ve sadece bu “C”
cizgisi lizerindeki tiremeler anlamli kabul edilir (28, 29). Yapilan bir c¢alismada
fungal keratitli olgularda ilk kiiltiirde tireme oran1 %90, lireme siiresi ise %54 olguda
iki giin, %83 olguda ii¢ giin ve %97 olguda bir hafta olarak bildirilmistir (49). Genel
olarak Onerilen inkiibasyon siiresi 4-6 haftadir. Kiiltiirdeki iireme hastanin klinigiyle
uyumluysa, ayni fungal etken en az iki ayr1 kati besiyerinde iiremigse, kati
besiyerinin ekim alaninda kismen birlesik bir ireme s6z konusuysa kiiltiirdeki tireme

anlaml kabul edilir (25).

Kornea biyopsisi veya PK sirasinda elde edilen korneanin histopatolojik
incelemesi de diger bir tanisal yontemdir. Bazen kiiltiiriin negatif oldugu olgularda
bile pozitif sonu¢ verebilir. Fungal keratitli hastalardan alinan kornea kazinti
orneginin histopatolojik incelemesinde agirlikli olarak gézlenen inflamatuar hiicreler
lenfosit ve plazma hiicreleridir. Degisen derecelerde polimorfoniikleer 16kositler de
gbzlenir. Stromada koagiilasyon nekrozu sonucu apse gelisimi vardir. Filamento6z

mantarlar ylizeyde yer almaz, derinde stroma lamelleri arasinda yerlesirler (25, 28).

Molekiiler tani: PCR yontemi, doku 6rneklerinde etkeninin deoksiriboniikleik asit
(DNA) ’inin saptanmasini saglayan hassas bir yontemdir. Kiiltiir ile tanis1 zor olan
mikroorganizmalar1 dahi hizli bir sekilde saptar. Ustelik bunun icin gerekli olan
materyal miktar1 da ¢ok azdir. Ornegin 1-10 ul kadar hiimor akdz, vitreus veya
gbzyasi yeterli olabilmektedir. Bu yontem daha ¢ok fungal endoftalmilerin tanisinda
kullanilmaktadir (28). Canli ve 6lii organizmalar1 veya konjonktival forniksin normal
florasinda ge¢ici olarak bulunabilen fungal etkenleri ayirt edememesi 6nemli bir

dezavantajidir. Kiiltiire olan en 6nemli avantaji1 ise zamandir (28).
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3. GEREC ve YONTEM

Temmuz 2014 ve Temmuz 2015 tarihleri arasindaki bir yillik siire igerisinde
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagvurup fungal

keratit kuskusu olan toplam 60 hastanin kornea kazint1 6rnegi calismaya dahil edildi.

3.1. Hastalarin sec¢ilmesi: Muayenesi sirasinda fungal keratit kuskusu duyulan
hastalar ¢alismaya alindi. Fungal keratit kuskusu duyuldugunda, goz hastaliklari
hekimi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji
Laboratuvari’na telefonla haber verdi. Besiyerleri, lamlar ve 1,5 mL’lik kriyotiip

alinarak hasta basina gidildi.

3.2. Orneklerin alinmasi: Kornea kazinti 6rnekleri, géz hastaliklar1 hekimleri
tarafindan, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali Kornea
Birimi’nde %0,5 proparacaine HCI ile lokal anestezi uygulandiktan yaklagik 15-20
dakika sonra biyomikroskop esliginde, steril bir bistiiri ile kornea lezyonun

kenarindan kazinarak alindi.

3.3. Orneklerin mikroskobik incelemesi: Ornegin bir boliimiinden bir miktar
alarak iki ayri lamda mikroskobik inceleme i¢in preparat hazirlandi. Lamlardan
birine bir damla % 10’luk KOH damlatilarak lamel ile kapatildi ve 151k
mikroskobunda 40X biiylitmede incelenerek maya hiicreleri ve kiif hiflerinin varlig
arastirlldi. Varsa 16kosit ve eritrosit varligi da kaydedildi. Diger lama hazirlanan
preparat Gram boyama yontemi ile boyanarak 100X biiyiitmede, hastaya ait
hiicreler, bakteri, maya hiicreleri ve kiif hifleri acisindan degerlendirilerek goriilen

olasi etkenler klinisyene hemen bildirildi.

3.4. Orneklerin Kkiiltiirii: Ornegin bir boliimiinden, hasta basinda cukulata agar
(bioMérieux, Fransa), koyun kanli agar (KKA) (bioMérieux, Fransa), Eosin-
methylene-blue (EMB) agar (bioMérieux, Fransa), iki tane (26°C ve 35°C’de
inkiibasyon i¢in) antibiyotikli Saboraud dekstroz agar (SDA) (bioMérieux, Fransa)
ve Staib agar (laboratuvarimizda hazirlanmistir) besiyerlerine ‘yarim ay’ ya da ‘C’

seklinde cizilerek ekimleri yapildi (Sekil 1 ve 2).
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Sekil 1. Antibiyotikli SDA (26°C) besiyerindeki yarim ay seklinde ekim ve lireme.

Sekil 2. Antibiyotikli SDA (26°C) ve KKA (35°C) besiyerindeki 6rnekten ti¢ damla
damlatilarak ekim ve iireme.
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Laboratuvarda kiiltiir plaklarmin etrafi oksijen gecirgen bant ile sarilarak

Staib besiyeri ve bir SDA plak 26°C’de, diger plaklar 35°C’lik etiivde inkiibe edildi.

Dordiincii hastaya kadar bu sekilde siirdiiriilen 6rnek alma ve isleme yontemi,
dordiincii hastadan itibaren degistirildi. Alinabilen 6rnek miktarinin ¢ok az olmasi ve
kiltiir amac ile kullanilan besiyeri sayisinin fazla olmasi nedeni ile alinan 6rnek
miktarmin direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir ve konvansiyonel PCR igin yeterli
olmadig goriildii. Bundan sonra, alinabilen tiim 6rneklerin hasta baginda 1 mL steril
tuzlu su iceren 1,5 mL’lik kriyotiipe almarak diger islemlerin laboratuvarda
yapilmasina karar verildi ve bu sekilde devam edildi. Ayrica ekimler ‘C’ seklinde
yapilmayip, her besiyerinde esit araliklarla ii¢ noktaya Ornekten birer damla
damlatilarak yapild1 ve sadece bu damlalarin oldugu yerdeki iiremeler etken kabul
edildi.

Kiiltiir plaklar1 10 giin inkiibe edilerek iireme varligi acisindan giinasir
degerlendirildi. Birden fazla kiiltiir plaginda ayn1 mikroorganizmanin tiremesi, tek bir
kiiltiir plaginda sadece ekim yerlerinde liremenin olmasi ve 6rnegin mikroskobik
incelemesinin pozitif olmasi durumunda iireyen mikroorganizma etken olarak kabul
edildi (8). Ureme saptandiginda koloniler énce gozle degerlendirildi, sonra tuzlu suda
preparatlar hazirlanarak iiremenin bakteri veya maya oldugu ayirt edildi. Bakteriler
ve mayalar Vitek-MS (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi kullanilarak
adlandirildi. Kiif kolonileri; koloni sekli, rengi, Orgiisii iireme siiresi agisindan
degerlendirildikten sonra koloniden selofan bant yontemi ile Laktofenol pamuk
mavisi preparatt hazirlanarak mikromorfolojileri (hiflerin bélmeli/bdlmesiz olmalari,
konidyum sekil ve yapilar1) degerlendirilerek etkenler adlandirildi. Ureyen mantarlar

stoklandi.

3.5. Polimeraz zincir reaksiyonu: Mikroskobik inceleme ve kiiltiir isleminden sonra
kalan ornek, 1 mL steril distile su iceren 1,5 mL’lik kriyotiipe alinarak

konvansiyonel PCR yontemi uygulanincaya kadar -80°C’de saklandi.

Calisma giinline kadar -80°C’de saklanan ornekler dondurucudan ¢ikarildi.
Orneklerden DNA ekstraksiyonu i¢in Fluorion® i12 Niikleik Asit izolasyon Kiti
(lontek, Tiirkiye) kullanild1 ve iiretici firma onerileri dogrultusunda ekstraksiyon

uygulandi. Primer olarak panfungal primerler, Internal transcribed spacers-1 (ITS1)
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(5°TCC GTA GGT GAACCT GCG G-3’) ve ITS4 (5°TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3°) (lontek, Tiirkiye) segildi (50).

PCR karigimi 6rnek basina toplam 25 pl olacak sekilde; 12,5 ul QuantiTect
Probe PCR Master Mix (Qiagen, Almanya), 2,5 ul ITS1 (5‘TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G -3’) primeri, 2,5 pl ITS4 (5°TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC- 3°)
primeri, 5 pl kalip DNA ve 2,5 pl steril niikleaz igermeyen distile su kullanilarak

hazirlandi.

PCR tiipleri 1s1 dongii cihazina (Applied Biosystems Veriti®96-Well Thermal
Cycler, ABD) yerlestirildi. PCR igin 1s1 dongii programi; 94°C’de 15 dakikalik bir
dongii baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, 95°C’de 40 saniye denatiirasyon, 59°C’de
45 saniye baglanma, 72°C’de 40 saniye uzama olmak iizere toplam 45 dongili ve
72°C’de 5 dakikalik bir dongii son uzama seklinde uygulandi. PCR firiinleri 0,5
pg/ml etidyum bromiir igeren %1,5’lik agaroz jelde 100 volt giicliinde yaklasik 50
dakika elektroforeze tabi tutularak mantarlara 6zgii DNA bantlar1 ultraviyole 151k

altinda incelendi.

Standart kontroller; negatif kontrol olarak steril niikleaz icermeyen distile su
ve Staphylococcus aureus kolonilerinden 10° CFU/mL yogunlugunda olacak sekilde
hazirlanan siispansiyondan, pozitif kontrol olarak da hasta 6rneklerinin kiiltiiriinde
tireyen Fusarium spp., Alternaria alternata, Candida albicans kolonilerinden

hazirlanan siispansiyonlardan DNA izolasyonu yapilarak kullanildi.
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4. BULGULAR

Temmuz 2014 ve Temmuz 2015 tarihleri arasindaki bir yillik siirede 60
kornea kazint1 6rnegi ¢alismaya dahil edildi. Kornea kazint1 6rnegi alinan toplam 60
hastanin 23 (%38,4)’i kadin, 37 (%61,6)’si erkekti. Hastalarin yas ortancasi 49 (3-
85) olarak bulundu.

Altmig 6rnegin bes (%8,3) tanesinin direkt ve gram boyali preparatlarinin
mikroskobik incelemesinde bol 16kosit ve hiyalen, bolmeli, enleri esit genislikte

olmayan mantar hifleri goriildii (Sekil 3 ve 4).

Sekil 3. Kiiltiirtinde Fusarium spp. iiremesi olan kornea kazint1 6rneginin, koloniden
%10’luk KOH ile hazirlanan preparatinin mikroskobik incelemesinde hiyalen mantar
hiflerinin goriiniimii (40X).
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Sekil 4. Kiiltiiriinde Fusarium spp. iliremesi olan kornea kazinti 6rneginin Gram
boyali mikroskobik incelemesinde enleri diizensiz ve bolmeli mantar hiflerinin
goriiniimii (100X).

Bunlardan {igiiniin kiiltiiriinde, inkiibasyonun ti¢iincii giiniinde Fusarium spp.
iiredi, ikisinin kiiltiiriinde iireme olmadi. Ug¢ &rnegin mikroskobik incelemesinde
sadece bol lokosit goriildi. Bu {i¢ Ornekte sirasiyla Pseudomons aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis ve Streptococcus pneumonia tiredi. Bir ornekte bol
16kosit ve bol eritrosit goriildii ve kiiltiirinde Escherichia coli iiredi. Bir 6rnegin
mikroskobik incelemesinde bol l6kositlerin yaninda Gram (+) koklar goriildii ve
kiiltiriinde Staphylococcus aureus iiredi. Dort 6rnegin mikroskobik incelemesinde
hastaya ait hiicre veya mikroorganizma goriilmemesine ragmen kiiltiirlerinde iireme
oldu. Bu dort 6rnekten iki tanesinde Pseudomons aeruginosa, diger ikisinin birinde
inkiibasyonunun ikinci giiniinde Candia albicans ve digerinde besinci gilinde
Alternaria alternata iiredi (Tablo 1).
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Tablo 1. Kornea kazinti 6rnegi direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir ve konvansiyonel PCR ile
pozitif bulunan hastalarin yas, cinsiyet ve mikrobiyolojik 6zellikleri.

Hasta No | Cinsiyet Yas ) Direkt ?]e .Gram boyah Kiiltiirde iireyen etkenler PCR
mikroskobik inceleme sonucu

1 K 78 - Candia albicans +
2 E 49 Bol 16kosit ve hiyalen hifler - +
3 E 25 Bol 16kosit ve hiyalen hifler - +
4 E 55 - Alternaria alternata +
5 E 31 Bol 16kosit ve hiyalen hifler Fusarium spp +
6 E 56 Bol 16kosit ve hiyalen hifler Fusarium spp +
7 K 74 Bol 16kosit ve hiyalen hifler Fusarium spp +
8 E 84 Bol 16kosit ve Gram (+) koklar Staphylococcus aureus
9 E 25 - Pseudomons aeruginosa
10 K 57 - Pseudomons aeruginosa
11 B 85 Bol l6kosit Pseudomons aeruginosa
12 K 50 Bol l6kosit Staphylococcus epidermidis
13 E 41 Bol 16kosit Streptococcus pneumonia
14 K 76 Bol 16kosit ve bol eritrosit Escherichia coli

(K: Kadin, E: Erkek, (+): Olumlu, (-): Olumsuz).

Altmig 6rnekten 12 (%20) tanesinin kiiltiirlerinde tireme saptandi. Bunlarin
yedi (%11,6) tanesinde KKA besiyerlerinde olan iiremeler bakteri iiremesi olarak
degerlendirildi ve identifikasyonlar1 Vitek-MS (bioMérieux, Fransa) otomatize
sistemi kullanilarak iiretici firma Onerileri dogrultusunda yapildi (Ug &rnekte
Pseudomonas aeruginosa, bir ornekte Staphylococcus aureus, bir Ornekte
Staphylococcus epidermidis, bir 6rnekte Streptococcus pneumoniae ve bir ornekte

Escherichia coli iiredi).

Toplam bes (%8,3) 6rnekte antibiyotikli SDA besiyerlerinde (26°C ve 35°C)
mantar (maya mantar1 ve kiif mantar1) iiremesi oldu. Bunlarin bir tanesi Vitek-MS
(bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi kullanilarak Candida albicans olarak
tanimland1 (Sekil 5). U¢ &rnegin kiiltiiriinde Fusarium spp. ve bir drnekte Alternaria

alternata tiredi.
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Sekil 5. Candida albicans saptanan 6rnegin antibiyotikli SDA (26°C) besiyerindeki
koloni goriiniimii.

Ureme yoniinden giinasir degerlendirilmesi yapilan kiiltiir plaklarinda iireyen
kiif mantar1 kolonilerinin 6nce morfolojik tanimlamalari, daha sonra bu kolonilerden
selofan bant yontemi ile Laktofenol pamuk mavisi preparatlar1 hazirlanarak
mikromorfolojik incelemeleri yapildi ve etkenler adlandirildi. Dort numarali 6rnegin
(Tablo 1) kiiltiiriinde besinci giinde antibiyotikli SDA besiyerinde (26°C) kenarlari
beyaz, ortasi yesilimsi ve zamanla tim koloni yiizeyi koyu yesil-siyaha doniisen,
koloni tabani siyah renkte olan sik pamugumsu orgiide kiif kolonileri gelisti (Sekil
6). Koloninin mikromorfolojik incelemesinde; koyu renkli, bolmeli hifler ve ¢ok
sayida tek tek ya da ardigik dizilmis, enine ve boyuna bolmeli, igsi yapida, bir ucu
daha yuvarlak olup diger ucunda kisa gagamsi uzantilari olan kahverengi-siyah koyu
renkli konidyumlar goriildii (Sekil 7). Bu makroskobik ve mikroskobik goriiniim ile
etken Alternaria alternata olarak adlandirildi.
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Sekil 6. Alternaria alternata iiremesi olan Ornegin antibiyotikli SDA (26°C)
besiyerindeki koloni goriiniimii.

Sekil 7. Alternaria alternata olarak adlandirilan koloniden yapilan selofan bant
yontemi ile Laktofenol pamuk mavisi preparatinin mikroskobik goriiniimii (40X).
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Bes, alt1 ve yedi numarali 6rneklerin (Tablo 1) kiiltiirlerinde dordiincii giinde
antibiyotikli SDA besiyerinde (26°C) beyaz, gevsek pamugumsu oOrgide kif
kolonileri goriildii (Sekil 8). Gorinim olarak baglangigta Acremonium veya
Fusarium’u animsatan kolonilerin yiizeylerinde sonraki iki-ii¢ giinde morumsu renk
olustu. Koloniden yapilan selofan bant yontemi ile Laktofenol pamuk mavisi
preparatinin mikromorfolojik incelemesinde; diizgiin duvarli, bélmeli, hiyalen hifler
ve cok sayida, igsi-muzumsu yapida, ikili ve besli bolmeleri olan konidyumlar
gortildi (Sekil 9). Bu makroskobik ve mikroskobik goriiniim ile etkenler Fusarium
spp. olarak adlandirildi.

Sekil 8. Fusarium spp. {iremesi olan 6rnegin antibiyotikli SDA (26°C) besiyerindeki
koloni goriiniimii.
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Sekil 9. Fusarium spp. olarak adlandirilan koloniden yapilan selofan bant yontemi ile
Laktofenol pamuk mavisi preparatinin mikroskobik goriiniimii (40X).

Panfungal primerler ile yapilan konvansiyonel PCR sonucunda yedi (%11,6)
ornekte mantar DNA’s1 saptandi (Sekil 10). Molekiiler agirlhik marker’t ile
karsilastirildiginda 500-600 baz ¢ifti biyiikligiinde PCR driinleri elde edildi.
Konvansiyonel PCR ile mantar DNA’s1 saptanan yedi Ornegin, bes tanesinin
mikroskobik incelemelerinde bol 16kosit ve hiyalen hifler goriildii. Bu bes 6rnegin;
ti¢ tanesinin (Kolon 7, 8, 9) kiiltiiriinde Fusarium spp. tiredi ve iki tanesinin (Kolon
12, 13) kiiltiiriinde tireme olmadi. Konvansiyonel PCR ile mantar DNA’s1 saptanan
iki 6rnegin (Kolon 10, 11) mikroskobik incelemelerinde 16kosit ve mantarlara ait
hiicreler goriilmedi ancak bunlarin kiiltiirlerinde; birinde Candida albicans, digerinde

Alternaria alternata uredi.

Direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir ve konvansiyonel PCR yontemleri ile
ortak olarak ti¢ (%5) Ornekte pozitiflik saptandi. Kiiltiirde negatif olup, direkt
mikroskobi ile konvansiyonel PCR pozitifligi olan iki 6rnek; direkt mikroskobisi
negatif, kiltir ile konvansiyonel PCR pozitifligi de olan iki 6rnek saptandi.
Mikroskobik incelemesinde mantara ait yapilar goriilmeyen ve kiiltiirlinde iireme

olmayan diger tiim 6rneklerde mantar DNA’s1 saptanmadi.
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500 bp

1000 bp

Sekil 10. ITS1 ve ITS4 primerleriyle amplifikasyon sonrasi jel elektroforez
goriintiisii (LD: Molekiiler agirlik marker’; NK: Negatif kontrol; Kolon 1, 2 ve 3:
Orneklerin  kiiltiiriinde {ireyen Fusarium kolonilerinden; Kolon 4: Ornegin
kiiltiiriinde iireyen Alternaria kolonisinden; Kolon 5: Ornegin kiiltiiriinde iireyen
Candida albicans kolonisinden; Kolon 6: Ornegin kiiltiiriinde iireyen Staphylococcus
aureus kolonisinden hazirlanan siispansiyonlar; Kolon 7, 8 ve 9: Kiiltiirlerinde
Fusarium spp. iireyen; Kolon 10: Kiiltiiriinde Alternaria alternata iireyen; Kolon 11:
Kiltiirinde Candida albicans iireyen; Kolon 12 ve 13: Mikroskobik bakilarinda hif
yapilar1 goriilen ancak kiiltiiriinde lireme saptanmayan hasta 6rnekleri).
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5. TARTISMA ve SONUC

Kornea hastaliklari, tim diinyada gérme kaybinin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Bu hastaliklar i¢inde keratitlerin siklig1 giderek artmakla birlikte erken tani ve

uygun ilag secenegi ile tedavisi miimkiin olan hastaliklardir (1, 2).

Fungal keratitler herhangi bir yasta ve cinsiyette gelisebilirler, ancak dis
ortamda c¢alisan, 31-40 yas arasindaki erkeklerin daha duyarli oldugu bildirilmistir
(7, 8, 51, 52). Olgu sayis1 genis bir ¢alismada, 1352 hastada erkeklerin kadinlardan
2,5 kat fazla ve olgularin %64,4’{iniin 16-49 yas arasinda oldugu bildirilmistir (45).
Bizim ¢alismamizda erkekler kadinlardan yaklasik 1,5 kat fazladir ve hastalarin yas
ortancasi 49 (3-85) olarak bulunmustur. Erkek hasta fazlaligi ve yas ortalamas1 diger
calismalardaki bulgulara benzer olup, yasamin aktif doneminde dis ortamda calisma,

travmaya daha fazla maruz kalma olasiligina bagli olabilir.

Fungal keratitlerin tanisi, hastayr muayene eden goz hastaliklari hekiminin
fungal keratitten kuskulanmasi ile baslar. Keratit tanisinin erken konulmasi ve
tedaviye erken baslanilmasi tam iyilesme sansini artirir. Mikrobiyolojik tani,
korneadaki {ilserin tabanindan ve kenarlarindan alinan kazinti 6rneklerinin boyasiz
ve boyali mikroskobik incelemesi, drneklerden kiiltiir yapilmasi ve son yillarda
kullanima giren Ornekten PCR ile yapilmaktadir (8, 21, 27, 32, 45, 50, 52-57).
Kornea 6rneginin mikroskobik incelemesi i¢in KOH, Kalkoflor beyazi ile direkt veya
Gram, Giemsa, methenamin glimiisleme yontemleri ile hazirlanan boyali
preparatlarin incelenmesi Onerilmektedir (3, 8, 21, 27, 32, 45, 52). Bu c¢alismada
kornea kazinti Orneklerinin direkt mikroskobik incelemesi i¢cin KOH, boyali
mikroskobik incelemesi i¢in ise Gram boyama yontemi secilmistir. Ornegin KOH
preparasyonu ile incelemesi; olabilen en hizli, uygulanmasi en kolay, en ucuz tani
yontemi oldugu ve ayrica floresan mikroskop gerektirmedigi i¢in yeglenmistir. Gram
boyama ydntemi ise, boyali inceleme yOntemleri arasinda en kolay, hizli ve ucuz

olmas1 nedent ile se¢ilmistir.

Fungal keratitlere iliskin yapilmis c¢alismalarda KOH incelemesinin
duyarliligina iliskin farkli sonuglar bildirilmistir (54). KOH incelemesinin

duyarliligin1 %33 (29) gibi ¢ok diisiik bulanlar yaninda, %82 (52) ve %99 (8) gibi
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cok yiiksek bildirenler de vardir. Bu ¢alismada bes 6rnegin KOH ile mikroskobik
incelemesinde hiyalen hifler goriilmiis; bunlarin ii¢ tanesinin kiiltiriinde Fusarium
spp. tiremis, iki tanesinin kiiltiiriinde {ireme olmamuis, ancak tiimiiniin konvansiyonel
PCR incelemesinde mantar DNA’s1 saptanmistir. Bu bes 6rnek disinda, iki 6rnekte
daha kiiltiirde iireme olmasma (birinde Candida albicans, digerinde Alternaria
alternata) ve mantar DNA’s1 saptanmasina ragmen KOH incelemelerinde mantar
eleman1 gortilmemistir. Eger konvansiyonel PCR sonuglar1 altin standart olarak
kabul edilirse, bu ¢alismada KOH incelemesinin duyarliligi %71,4; 6zgilliigii %100
(pozitif prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri %96,7) olmaktadir. Bu
duyarlilik sonucu %33’e gore yiiksek, %99’a gore diistiktiir. Bunun nedeni, kornea
kazint1 Orneklerinin hastaligin erken baslangic doneminde alinmis olmasi ile
aciklanabilir. Hastaligin erken déneminde alinan kornea kazinti orneklerinde,
mikroskobik incelemede mantarlarin goriilemeyebilecegi gibi bazen de korneada
epitel defektinin olmasi nedeni ile yeterli kazintt materyali alinamayacagi da
bildirilmektedir (3). Fungal keratitlerde Gram boyali mikroskobik incelemenin
duyarliliginin, KOH incelemesine gore diisiik (%45-73) oldugu bildirilmektedir (3,
29, 52). Bu calisgmada fungal keratit saptanan olgularda Gram boyali mikroskobik

inceleme sonuglari da KOH incelemesi ile birebir ayn1 bulunmustur.

Gram boyal1 incelemede, kiiltiirlerinde bakteri tiremesi olan yedi 6rnekten {i¢
tanesinde bol 10kosit, birinde bol 10kosit ve eritrositler, sadece bir tanesinde bol
lokositler yaninda gram (+) koklar goriilmiis, iki tanesinde ne hastaya ait hiicreler ne
de mikroorganizma goriilmemistir. Bu sonuclara gore bakteri keratitlerinde Gram
boyali incelemenin duyarliligi %214,2 olup, fungal keratitlerdekine oranla oldukga

diisiik saptanmustir.

Klinik degerlendirmede fungal keratitler cogu zaman bakteri Kkeratitlerine
benzemektedir. G6z hekimleri tarafindan klinik olarak konulan enfeksiy6z keratit
tanis1 ile mikrobiyolojik tanmin karsilastirildigr bir calismada, fungal etkenlerin
sanildigindan daha az oranda tahmin edildigi ve klinik taninin mikrobiyolojik tanidan
daha istiin olmadig1 sonucuna varilmistir (48). Bu galismadaki yedi olguda da
klinisyen fungal keratitden kuskulanmis ancak kornea kazinti 6rneklerinde bakteri

tiremesi olmustur.
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Bu ¢alisma siirecinde kornea kazint1 érnekleri laboratuvara ulastiktan sonraki
30 dakika icinde KOH ve Gram boyali preparatlarinin mikroskobik incelemesi
yapilmig, bes hastanin 6rneginde hiyalen hiflerin, bir hastada Gram (+) koklarin
varlig1 acilen hastanin hekimine iletilmis ve tedaviye erken baglanilmasina yardimci

olunmustur.

Fungal keratitlerin tanisinda kiiltlir, altin standart yontem olarak kabul
edilmektedir. Etkenin kiiltiirde iiretilmesi, sagaltimin dogru ve etkin planlanmasi
yaninda, ilag¢ direncinin belirlenmesine, epidemiyolojik verilerin toplanmasina olanak
saglar. Cok sayida mikroorganizma keratit etkeni olabilmektedir. Keratitlerin
mikrobiyolojik tanisina iligkin yapilan caligmalarda kiltiir ekimlerinin, besiyeri
plaklara ‘yarim ay’ ya da ‘C’ seklinde gizilerek yapilmasi onerilmektedir. Ancak,
aliabilecek 6rnek miktar1 genellikle ¢ok az oldugundan hemen kuruma
egilimindedir. Bu nedenle almman ornekler alindigi yerde (poliklinik, klinik,
ameliyathane vs.) besiyerine ekilmeli ve hizlica laboratuvara ulastirilmahidir (26, 27,

51, 54).

Bu ¢alismada da alinan kornea kazint1 6rneklerinin kiiltiir ekimleri 6nce hasta
basinda yapilmaya baslanmistir. Her 6rnegin ¢ukulata agar, KKA, EMB agar, iki
tane (26°C ve 35°C’de inkiibasyon igin) antibiyotikli SDA ve Staib agar
besiyerlerine ‘yarim ay’ ya da ‘C’ seklinde c¢izilerek ekimleri yapilmistir. Ancak
dordiincii hastaya kadar bu sekilde siirdiiriilen 6rnek alma ve ekim yontemi,
dordiincii hastadan itibaren degistirilmistir. Alinabilen 6rnek miktarinin ¢ok az
olmast ve kiiltiir amaci ile kullanilan besiyeri sayisinin fazla olmasi nedeni ile alinan
ornek miktarimin kiiltlir ve diger inceleme islemleri i¢in yeterli olmadigi goriilmiistiir.
Bundan sonra, alinabilen tiim 6rnek miktar1 hasta basinda 1 mL steril tuzlu su igeren
1,5 mL’lik kriyotiipe konularak inceleme islemlerinin laboratuvarda yapilmasina
karar verilerek bu sekilde devam edilmistir. Ayrica ekimler ‘C’ seklinde yapilmayip,
her besiyerinde esit araliklarla ii¢ noktaya drnekten birer damla damlatilarak yapilmig
ve sadece bu damlalarin oldugu yerdeki iiremeler etken kabul edilmistir. Bu ekim
yonteminin ‘C’ seklinde ekimden daha kolay uygulanabilir oldugu, kontaminan

tiremesini degerlendirmede en az ‘C’ ekimi kadar etkili oldugu goriilmistiir.

Kiiltiir plaklarinin 4-6 hafta siire ile inkiibe edilmesi onerilmektedir (3, 20, 26,

27, 45). Bu calismada kiiltiirler 10 giin inkiibe edilmistir. Dimorfik mantarlar
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disindaki fungal keratit etkenleri, kiiltiirde 3-4 giinde lirediginden ve bizim bolgemiz
dimorfik mantarlar i¢in endemik bodlge olmadigindan inkiibasyon 10 gilinde

sonlandirilmistir.

Fungal keratitler, ABD’de yapilan ¢alismalarda kornea enfeksiyonlarinin %5-
10’undan daha azimi olusturmaktadir (31). Giiney Hindistan’da ise goriilme siklig
cok daha yiiksek olmakla birlikte en 6nemli korliik nedenleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir (32). Gopinathan ve arkadaslarinin Gliney Hindistan’da yaptig1 bir
calismada 3399 enfeksiy6z keratit olgusundan 1352 (%40) olgu fungal keratit tanisi
almistir  (45). Ulkemizde Yilmaz ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadaki 620
enfeksiyoz keratit olgusunun 225’inde kiiltirde tireme olmus ve bunun da
%22,3’tinde fungal keratitler saptanmistir (33). Bizim ¢alismamizda sadece fungal
keratit kuskulu 60 6rnekten, 12 (%20) tanesinin kiiltiirlinde iireme olmus; bunlarin

yedisinde (%11,6) fungal etken saptanmuistir.

Gilintimiize kadar 105’ten fazla mantar tiirii fungal keratitlerin etkeni olarak
bildirilmistir. Etkenlerin goériilme sikligi; {ilkeler, bolgeler arasinda, iklim
kosullarina, hasta populasyonuna gore degismekle birlikte hiyalen kiiflerden
Fusarium ve Aspergillus tiirleri, esmer mantarlardan Curvularia ve Bipolaris tiirleri,
mayalardan Candida albicans en sik goriilen etkenler arasinda bildirilmislerdir (3, 8,
29, 32, 37, 38, 50, 52, 54, 58). Ege bolgesinde yapilan bir ¢alismada ise Fusarium
tiirleri ilk siray1 alirken, bunu Candida ve Aspergillus tiirleri izlemistir (33). Bir¢ok
calismada fungal Kkeratitlerin ti¢iincii 6nemli nedeni olarak Bipolaris tiirleri
gosterilmektedir (28, 37). Tanure ve arkadaglarinin ¢alismasinda maya ve filamentoz
mantarlar esit oranda saptanmis, en sik goriilen etken Candida albicans ve Fusarium
tiirleri olarak saptanmistir (29). Galarreta ve arkadaglariin yaptigi genis bir fungal
keratit serisinde olgularin %60,6’sinda maya mantarlari, %39,4’linde filament6z
mantarlar saptanmistir (40). Yilmaz ve arkadaslarmin Ege bolgesinde yaptigi
caligmada ilk sirada Fusarium tiirleri yer alirken ardindan Candida ve Aspergillus
tirleri saptanmustir (33). Bizim ¢alismamizda en sik goriilen etken Fusarium tiirleri

olmustur.

Bu ¢alismada, orneklerinde Fusarium tiremesi olan hastalarda tipik fungal
keratit klinik bulgular1 saptanmig, 6rneklerin mikroskobik incelemesinde enfeksiyon

gostergesi olan bol lokositler yaninda hiyalen mantar hifleri goriilmis,
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konvansiyonel PCR incelemelerinde mantar DNA’s1 saptanmis ve antifungal
sagaltima 1iyi yanit vererek tedavi sonrasi keratitleri iyilesmistir. Mikroskobik
incelemesi olumsuz olan iki hastanin orneklerinin kiiltiirlerinde; birinde Candida
albicans, digerinde Alternaria alternata tiremis ve konvansiyonel PCR
incelemelerinde mantar DNA’s1 saptanmistir. Bu hastalarda da tipik fungal keratit

klinik bulgular1 saptanmis ve antifungal sagaltima iyi yanit alinmistir.

Yedi hastanin 6rneginin kiiltiirlerinde 18-24 saat i¢cinde bakteri tiremesi olmus
ve sonuclar klinisyene acilen bildirilerek bu hastalarin gereksiz antifungal tedavi

almalar1 onlenmis ve tlim hastalar uygun antibiyotik sagaltimi ile iyilesmislerdir.

Fungal keratitler, g6z kaybina kadar gidebilen ve acil tam1 gerektiren ciddi
enfeksiyonlardir. Klasik konvansiyonel tani yontemleri olan, kornea &rneginin
mikrobiyolojik incelemesi ve kiiltiir, hala tanida altin standarti olusturmalarina
ragmen bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Klasik konvansiyonel testlerle olgularin
%31-50’sinde herhangi bir sonug elde edilemeyebilmektedir (55). Bunun yaninda
mikroskobik incelemede maya hiicreleri veya hifler goriilse bile mantarin tiir
diizeyinde taninmasi olanaksizdir. Kiiltiiriin sonu¢lanmasi ise giinler alabilmektedir
(27, 45, 53, 54, 57). Tanmidaki bu kisithiliklar son yillarda molekiiler yontemlerin,
ozellikle PCR’in tanida kullanilmasini giindeme getirmistir (53, 54, 55, 57, 59).
Fungal keratitlerin molekiiler tanisinda, 6rnekte hangi DNA’nin aranacagia karar
vermek onemlidir (56). G6z 6rneginden DNA saptanmasina iliskin ilk ¢alismada F.
solani’nin ‘cutinase geni’ arastirilmistir (60). Daha sonraki g¢alismalarin biiyiik
cogunlugunda, ribozomal riboniikleik asit (rRNA) gen bolgesi ve universal
(panfungal) ITS primerleri tercih edilmistir (50, 53, 54, 55, 57). Fungal keratitlerin
taninmasi amaci ile en ¢ok onerilen PCR yontemi, konvansiyonel PCR’dir. Bu
yontemle DNA elde edildikten sonra etkenin tiir diizeyinde tanimlanmasi igin ise
sekans Onerilmektedir (56, 61, 62, 63). Fungal keratitlerin tanisi i¢in ‘nested PCR’,
‘DNA microarray’ ve ‘real time PCR’ gibi yontemler de onerilmektedir. Ancak bu
yontemlerde panfungal primerler kullanilmamakta, 6zel primerler kullanilmasi
gerekmektedir. Fungal keratite neden olan etken spektrumu ¢ok genis oldugundan,

eger etken dogru ongoriiliip uygun primer secilmez ise keratitin etkeni tanimlanamaz

(53, 55, 56).
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Bizim ¢alismamizda da kornea kazinti orneklerinde mantar aranmasi igin
konvansiyonel PCR yontemi segilmis ve bunun i¢in panfungal ITS1 ve ITS4
primerleri tercih edilmistir. Konvansiyonel PCR sonrasi elde edilen iiriinler %1,5’lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus ve Molekiiler agirlik marker’t ile
karsilastirildiginda 500-600 baz ¢ifti biiyiikliiglinde PCR firiinleri elde edilmistir
(Sekil 10). Mikroskobik incelemesi veya kiiltiiriinden herhangi biri veya her ikisi de
olumlu yedi hastalik 6rneginin hepsinde (Kolon 7-13) konvansiyonel PCR olumlu
bulunmustur. Orneklerin kiiltiiriinde iireyen mantar kolonilerinden hazirlanan mantar
stispansiyonlari pozitif kontroller olarak (Kolonlar 1-5) kullanilmis, bunlarda da PCR
{iriinleri elde edilmistir. Ornegin kiiltiiriinde Staphylococcus aureus iireyen bakteri
kolonisinden hazirlanan bakteri slispansiyonu ve steril niikleaz icermeyen distile su
(Kolon 6 ve NK) negatif kontrol olarak kullanilmis ve bunlarda bant elde
edilmemistir. Bu sonuglara gore konvansiyonel PCR’in duyarliligi mikroskobik
incelemeden ve kiiltiirden daha yiiksek olarak %100 gibi goriilmektedir. Ancak
kornea orneklerinin klinik olarak fungal keratit kuskulanilan hastalardan alinmasi ve
ornek sayisinin az olmasi nedeni ile bunun yaniltici bir sonug olabileceginin goz ardi

edilmemesi gerekir.
Sonug olarak; bu ¢alismada,

1) Fungal keratit kuskusu oldugunda, klinisyenin laboratuvara telefon ederek
bilgilendirmesinin, klinik 6rnegin alindiktan sonra hizla laboratuvara ulastirilmasini
ve islenmesini hizlandirdig1 ve klinisyen-laboratuvar iletisimi ve igbirliginin taniy

hizlandirmada en 6nemli faktorlerden biri oldugu goriilmiistiir.

i1) Fungal keratitlerin tanis1 agisindan kolay ve hizli tan1 yontemleri arasinda
olan KOH ve Gram boyal1 mikroskobik incelemenin duyarliliklar esit olup %71,4
olarak bulunmustur. KOH ile inceleme ydnteminin 6zgiilliiglintin ise % 100 olarak

fungal keratitlerin tanisinda giivenilir bir yontem oldugu goriilmiistiir.

1i1) Fungal keratit orani kiiltiir ile %8,3 ve konvansiyonel PCR yontemi ile
%11,6 olarak bulunmustur. Altmis kornea kazinti 6rneginde Fusarium tiirleri en
fazla treyen etken olarak ilk sirada yer alirken, Candida albicans ve Alternaria

alternata ikinci sikliktaki etkenler olarak goriilmiistiir.
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Kiiltiir, tanida altin standart tan1 yontemi olmasina ragmen zaman alic1 bir
yontemdir. Sonuglar en erken 24 saatte, yaklasitk 3-5 giin gibi bir siirede
verilmektedir. Keratit gibi korliige neden olabilen ciddi bir enfeksiyonda zaman
dezavantaji olmaktadir. PCR ise, hizli olmasina ragmen uygulamasi kolay olmayan,
pahali, deneyimli ve iyi egitilmis personel gerektiren bir ydntemdir ancak;
konvansiyonel PCR yontemi ile kornea drneginde mantar varligmin gosterilmesi,

tani siiresini klasik konvansiyonel yontemlere gore kisaltmistir.

PCR yonteminin rutin uygulamaya konulmasi ile, hastaya antifungal
tedavinin erken baslanmasini saglayarak goz kaybinin ve ayrica mikolojik bulgu
saptanmayan hastalarda gereksiz antifungal uygulamasmin Oniine gegilebilecegi

gosterilmistir.

Calismamizda basta hedeflendigi gibi, konvansiyonel PCR ile sadece 6rnekte
mantar DNA’sinin  varligi gosterilmig, etkenin tiir diizeyinde adlandirilmasi
yapilmamistir ancak; drnekten mantar DNA’sinin elde edilmesinin, daha sonra diger

molekiiler yontemlerle mantarin adlandirilmasina da olanak saglandigi goriilmiistiir.
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7. OZET

KORNEA ORNEKLERINDE ETKEN MANTARLARIN

KLASIK ve MOLEKULER YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Giris ve Amac: Kornea hastaliklari, katarakttan sonraki en 6nemli korliik nedenidir,
Bunlar i¢inde fungal keratitler son 20-30 yildir daha sik goriilmeye baslanmustir.
Hem tan1 yontemlerinin gelismesi, hem de kortikosteroit ve bagisiklig1 baskilayici
ilaglarin kullaniminin artmasi bundan sorumlu etkenler arasindadir. Taninin erken
donemde konmasi ve uygun antifungal tedaviye gecikilmeden baslanmasi
iyilesmenin gerceklesmesinde ¢ok onemlidir. Bu c¢aligmada bir y1l boyunca Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda fungal keratit kuskusu
ile izlenen hastalarin, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Mikoloji Laboratuvari’na gonderilen kornea kazinti drneklerinde; mikroskobik
inceleme ile mantar ve mantarlara ait yapilar1 goérmek, orneklerden Kklasik
konvansiyonel yontemler ile etken mantarlar1 iiretmek ve direkt Ornekten
konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile mantarlar1 saptamak
amaglanmistir. Ikincil olarak kornea kazint1 &rneklerinde, klasik konvansiyonel
yontemlere ek olarak konvansiyonel PCR yontemi ile mantar aranmasinin mikoloji

rutininde uygulanmasi hedeflenmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismada fungal keratit kuskulu hastalardan, g6z hastaliklar
hekimleri tarafindan kornea kazinti 6rnekleri alinmistir. Ornegin bir bdliimiinden
kiiltiir i¢in ekimler yapilmis, bir bolimii direkt ve boyali mikroskobik incelemeler
i¢in, bir béliimii de molekiiler incelemeler i¢in kullanilmistir. Orneklerin koyun kanl
agar (KKA) (bioMérieux, Fransa), Eosin-methylene-blue (EMB) agar (bioMérieux,
Fransa), ¢ukulata agar (bioMérieux, Fransa) ve antibiyotikli Saboraud dekstroz agar
(SDA) (bioMérieux, Fransa) ile Staib agar (laboratuvarimizda hazirlanmistir)
besiyerlerine yarim ay seklinde g¢izilerek ekimleri yapilmis ve 10 giin inkiibe
edilmistir. Mikroskobik inceleme, %10’luk potasyum hidroksit (KOH) ve Gram

boyama yontemleri ile yapilmis, direkt mikroskobik incelemede mantara ait yapilarin
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goriilmesi durumunda klinige acilen bilgi verilmistir. Kiiltiirde lireyen mantarlar
klasik konvansiyonel yontemler ve Vitek-MS (bioMérieux, Fransa) otomatize sistemi

ile tanimlanmistir. Son olarak 6rneklere konvansiyonel PCR yontemi uygulanmustir.

Bulgular: Bir yillik siirede kornea kazinti1 6rnegi alinan 60 hastanin 23 (%38,4)’l
kadin, 37 (%61,6)’si erkekti. Hastalarin yas ortancasi 49 (3-85) olarak bulundu.
Altmis drnegin bes (%8,3) tanesinin direkt mikroskobik incelemesinde mantar hifleri
goriildii. Orneklerin 12 (%20)’sinde kiiltiirde iireme saptandi. Bunlarm yedi (%11,6)
tanesinde KKA (35°C) besiyerlerinde olan iiremeler bakteri tiremesi olarak
degerlendirildi. Bes (%8,3) ornekte antibiyotikli SDA (26°C) besiyerlerinde olan
tiremeler mantar (maya mantari ve kiif mantar1) liremesi olarak degerlendirildi.
Calismaya alinan 60 6rnegin panfungal primerler ile yapilan konvansiyonel PCR
sonucunda yedisinde (%11,6) mantara ait deoksiriboniikleik asit (DNA) saptandi.
Direkt mikroskobik inceleme ile mantar hifleri goériilen bes 6rnegin, {liciinde hem
kiilltir hem de konvansiyonel PCR yontemi ile pozitiflik saptandi; iki Ornegin
kiiltiriinde tireme olmadi ancak konvansiyonel PCR yontemi ile mantar DNA’s1
saptandi. Kiiltiiriinde tireme olan ve konvansiyonel PCR yontemi ile mantar DNA’s1

saptanan iki 6rnegin de direkt mikroskobisinde mantar hifleri goriilmedi.

Sonu¢: Bu calismada hastalarin yaklasik %12°sinde fungal keratit saptanmustir.
Direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir ve konvansiyonel PCR yontemleri ile bulunan
sonuglar birbirleriyle uyumlu bulunmustur. Kornea kazinti 6rneginde mantar
varhigimin konvansiyonel PCR yontemi ile gosterilmesi, hem kiiltiirde iiretilemeyen
etkenlerin saptanmasint saglamig hem de tani siiresini klasik konvansiyonel
yontemlere gore kisaltmistir. Bu yontemin klinik mikrobiyoloji pratiginde
kullanilmasi, hastaya mikolojik tedavinin erken baslanmasini saglayarak g6z kaybim

Onleyecektir.

Anahtar Kelimeler: Keratit; Fungal keratit; Direkt mikroskobik inceleme; KOH;
Kiiltiir; Konvansiyonel PCR.
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8. ABSTRACT

INVESTIGATION OF FUNGAL AGENTS ON CORNEAL SAMPLES

BY CLASSICAL AND MOLECULAR METHODS

Introduction and Aim: Corneal diseases are the second major cause of blindness
other than cataracts. Among corneal diseases, fungal cataracts have been more
frequently encountered for the last 20-30 years. Advances in diagnostic procedures
and increased usage of corticosteroids or immun suppressive agents are thought to be
responsible for this condition. Early diagnosis and early initiation of proper
antifungal treatment are very important for the recovery of the disease. The aim of
this study was to detect fungal agents and fungal particules by microscopic
evaluation, to grow fungal agents by classical conventional methods and to identify
fungal agents directly by polimerase chain reaction (PCR), from the samples
obtained with the suspicion of fungal keratitis and evaluated in Micology Laboratory
of Ege University School of Medicine Department of Medical Microbiology in one
year period. In addition to conventional methods, routine application of the PCR
method for searching fungus in micology labarotory practice was the secondary aim

of the study.

Methods: In this study, corneal samples were obtained by ophtalmologists, from the
patients with the suspicion of fungal keratitis. The samples were used in three ways;
for culture inoculation, for direct or stained microscopic evaluations and for
molecular methods. Conjunctival swabs collected from eyes were inoculated in the
shape of halfmoon onto sheep blood agar (bioMérieux, France), chocolate agar
(bioMérieux, France), Eosin methylene blue agar (bioMérieux, France), Sabouraud
dextrose agar (SDA) with antibiotic (bioMérieux, France) and Staib agar (in house)
and all were incubated for 10 days. Microscopic evaluation was made by potassium
hydroxide (KOH) 10% and Gram staining, in the Micology Laboratory of Ege
University School of Medicine Department of Medical Microbiology. In case of

detecting fungal agents on direct microscopic evaluations, clinicians were informed
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emergantly. Fungal agents growing in the culture were described by conventional
methods and Vitek-MS (bioMérieux, France) automized system. Lastly, conventional

PCR method was applied to the samples.

Results: In a one year period, corneal scraping specimens were obtained from 60
patients, 37 (61,6%) of them were male and 23 (38,4%) were female. The median
age of the patients was 49 (3-85). In direct microscopic evaluation of 5 (8,3%) of the
60 patients fungal hyphae were found. Growing in the culture was detected on 12
(20%) of the 60 samples. Seven (11,6%) of these growings on sheep blood agar
(35°C) were considered as bacteria. On the five (8,3%) samples, growings in the
SDA (26°C) with antibiotics were considered as fungal agents (yeasts and molds).
By the PCR with parafungal primers of 60 samples, fungal deoxyribonucleic acid
(DNA) were detected in the seven (11,6%) of them. In three of the five samples with
fungal hyphae detected by direct evaluation, fungal agents were detected both by
culture and conventional PCR method; in the rest of two samples fungal agents did
not grow in culture but fungal DNA of them were detected by conventional PCR
method. In two of the samples, in which fungal agents grew in the culture and fungal
DNA’s were be detected by conventional PCR, fungal hyphae could not be

demonstrated by direct microscopic evaluation.

Conclusion: In this study, fungal keratitis were demonstrated in nearly 12% of the
patients. The results of direct microscopic evaluation, culture and conventional PCR
were found compatible. Demonstration of fungal existance by conventional PCR
method in corneal samples, caused determination of fungal agents which did not
grow in the culture and moreover shortened the time passed for diagnosis in
comparison with the classical conventional methods. The usage of this method in
clinical microbiology practice will protect from eye loss by early initiaion of

antimicotic treatment.

Key words: Keratitis; Fungal keratitis; Direct microscopic evaluation; KOH,;

Culture; Conventional PCR.
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