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OZET

Mucor circinelloides temel ve uygulamali ¢caligmalarda yaygin olarak kullanilmaya baslanan; tibbi,
endiistriyel, biyoteknolojik ve tarimsal 6neme sahip Mucoromycotina alt subesinde Mucorales
takiminda yer alan oksijene bagli dimorfizm gosteren saprofitik bir mantardir. Biyodizel,
karotenoid, organik asit iiretimi gibi ¢esitli biyolojik siiregleri incelemek ic¢in kullanilir. Bu
mantarlar, diyabetik ketoasidoz, nétropeni veya ciddi cilt yaralanmalarina sahip bagigiklik sistemi
baskilanmis bireylerde Oliimciil sistemik enfeksiyonlara (zigomikoz veya mukormikoz) sebep
olabilen firsat¢i insan patojenleridir. Bu ¢alismanin amaci, Mucor circinelloides’in maya ve kiif
dontistimiiniin gosterilmesi ve iki formun virtilans 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu nedenle
Mucor circinelloides’in anaerobik ve aerobik ortam kosullarinda ekimleri yapilarak maya ve kif
formlar1 elde edilmis, kiif-maya ve maya-kif doniisiimleri gézlemlenmistir. Elde edilen bu formlar
direkt boyasiz, laktofenol pamuk mavisi ve metilen mavisi ile mikroskop altinda incelenmistir.
Daha sonra maya ve kiif kolonileri ile hazirlanan siispansiyonlar enfeksiyon modeli olarak
kullandigimiz, mum giivesi olarak bilinen Galleria mellonella larvalarina enjekte edilmis, maya ve
kiif formlarinin viriilanslar1 arastirilmigtir. Yaptigimiz bu ¢alismada Mucor circinelloides’in maya

ve kiif formlar1 arasinda belirgin bir viriilans farkinin olmadigi saptanmustir.
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ABSTRACT

Mucor circinelloides is a saprophytic fungi which has started to be widely used at basic and applied
studies. It is classified under Mucorales order of subphylum Mucoromycotina. This fungi has
medical, industrial, biotechnological and agricultural significance and showing dimorphism
dependent on oxygen. This fungi is considered to opportunistic human pathogens which may cause
lethal systemic infections (zygomycosis, mucormycosis) in immunocompromised individuals with
diabetic ketoacidosis and neutropenia or severe skin injuries. The aim of this study was to show the
transformation of Mucor circinelloides yeast and mould forms and to reveal the virulent
characterstics of the these two forms. Therefore, by cultivating Mucor circinelloides at anaerobic
and aerobic environmental conditions, yeast and mould forms were obtained and mould-yeast and
yeast-mould transformations were observed. Yeast and mould forms were examined under the
microscope with direct uncoloured, lactophenol cotton blue and methylene blue preparations. The
suspension prepared from yeast and mould colonies were injected to, namely wax moth, Galleria
mellonella larvae, which we use as infection model, the virulence of the yeast and mould forms
was studied. In our study, it was determined that there was no significant difference between

Mucor circinelloides yeast and mould forms in terms of virulence of fungi.
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1. GIRIS

Mucor circinelloides Mucoromycotina alt subesinde Mucorales takiminda yer alan

oksijene bagli dimorfizm gdsteren bir mantar tiirtidiir. [1]

Mucor circinelloides, Mucor cinsindeki yaygin tiirlerden biridir. Genellikle toprak, giibre
ve kok sebzelerde bulunan diinya capinda bir dagilima sahiptir. Bu tiiriin mikotoksin
tiretip iiretmedigi bilinmemektedir. Ancak sigir, domuz, kiimes hayvanlari, ornitorenk ve
bazen de insanlar1 enfekte ettigi bildirilmektedir. Genel olarak endiistride kullanilmakla

birlikte, son yillarda artan olgu raporlar1 da bildirilmektedir. [2]

Mucorales takimindaki mantarlar yag tretimi agisindan potansiyel kaynaklardir. [3]
Mucor circinelloides gamma linolenik asit (GLA) iiretimi agisindan onemlidir. Kiif
formunun olusturdugu lipidin %30’lara varan seviyede GLA igerdigi ve GLA {iretiminde
kullanilabildigi belirtilmektedir. [4] Ayrica Mucor circinelloides kaynakli lipitlerin

biyodizel liretimi i¢in uygun bir hammadde olabilecegi de bildirilmektedir. [5]

50’den fazla gecerli Mucor tiirii listelenmesine ragmen sadece 5 tiirlin insan hastaliklarina
yol actig1 bilinmektedir. Bunlar sicakliga kars1 toleransh tiirler olan Mucor circinelloides,

M.indicus, M.ramosissimus, M.hiemali ve M.racemosus’tur. [6]

Mucor circinelloides enfeksiyonlarinin gelisiminde konak faktorlerinin yani sira viriilans
faktorleri de o©Onemli rol oynamaktadir. Diyabet, AIDS, hematolojik maligniteler,
hematopoetik kok hiicre/solid organ nakli veya travma gibi durumlarda bagisiklik sistemi

baskilanmig hasta grubunda mukormikoz nedeni oldugu gosterilmistir. [7]

Ozellikle dimorfik mantarlarin biiyiik bir uyum yetenegine sahip olduklari; konaga
yerlestikleri sirada kendi yapilarinda, hiicre duvarlarinin igeriginde, metabolizmalarinda,
enzim sistemlerinde ve ¢ogalma bi¢imlerinde biiylik degisiklikler olusturabildikleri

anlagilmistir. [8]

Dogal direncin veya kazanilmis direncin azaldigi durumlarda, potansiyel olarak patojen

kabul edilen biitlin mantarlar, uyum ve yayilma o6zelliklerini kullanarak mikoz etkeni



olabilir. Bu durum g6z 6niine alindiginda "mantarlarin hastalik yapabilmelerinin" temel
dayanaginin veya bir bagka anlatimla mantar patojenitesi ile ilgili temel mekanizmanin,
"onlarin dokudaki 1siya ve diger sartlara uyum gosterebilme ve konagin savunmasina

kars1 dayanma yeteneklerinde sakli" oldugu sdylenebilir. [9]

Virlilansin uyarilmast pek ¢ok faktorle iliskilidir. Bunlardan biri mantarlardaki
dimorfizmdir. Dimorfik mantarlarin tanimlanmasinda her iki formun gosterilmesi ve
birbirine doniisiimiin tespit edilmesi gereklidir. Hif ve maya arasindaki bu morfolojik
degisim farkli c¢evre kosullarinda (besin, CO2, sicaklik) olabilmektedir. [10] Mucor
circinelloides’ de bu morfolojik degisim anaerobik kosullarda maya, aerobik kosullarda
hifal (kiif) biiyiime olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum dimorfik mantarlarin

patogenezi, viriilansi ve yasam dongiisii i¢in kritik Gneme sahiptir. [11]

Calismamizda Mucor circinelloides’in viriilans faktorlerinin incelenmesi mantarlarin
genel viriilans faktorleri (6zellikle de Candida albicans’i viriilans faktorleri) referans

alinarak degerlendirilmistir.

Bu c¢alismada Mucor circinelloides’in maya-kiif doniisiimiiniin gosterilmesi ve her iki
formunun ayr1 ayri viriilans 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmistir. Hipotezimiz

kiif ve maya formlar1 arasinda in vivo viriilans 6zelliklerinin birbirinden farkli oldugudur.

Bu sebeple Mucor circinelloides’in anaerobik ve aerobik kosullarda kiiltiirii hazirlanip
maya ve kiif dontisimii gosterilecek, sonrasinda maya ve kiif formu ayr1 ayr1 Galleria
melonella larvasina enjekte edilip deneysel enfeksiyon olusturulacaktir. Olusan

enfeksiyonun viriilans1 degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mucoromycotina’nin Genel Ozellikleri

Zygomycota mantarlar aleminin eski bir bolimiidiir. Zygomycota iiyeleri giincellenmis
taksonomide, Mucoromycotina alt subesi i¢cinde, Mucorales takiminda siniflandirilmistir.
Mucoromycotina’nin yaklasik 1050 tiirii kapsadig bilinmektedir. Cogunlukla habitatlarda,
toprakta veya ciirliyen bitki veya hayvan artiklarinda bulunurlar. Bazilar1 bitkilerin,
boceklerin ve kiiglik hayvanlarin parazitleri olarak, bazilari ise bitkilerle simbiyotik

iliskiler kurarak yasamini siirdiirtir. [12]

Mucoromycotina sporlart hem seksiiel hem de aseksiiel yollarla olusturulabilir.
Mucorales'de sporangiyosporlar aseksiiel olarak olusturulur. Sporlar (sporangiyospor),
bunlar tastyan 6zel hifalarin (sporangiyofor) uglarinda olusan biiyiik ve yuvarlak keseler
(sporangiyum) ig¢inde bulunurlar (Sekil 2.1). Sporangiyumlarin patlamasi ile sporlar disari
sacilir, uygun ortam ve cevresel kosullar altinda filizlenerek kendi tiirlerine Ozgii
mantarlart meydana getirirler. Bu sporlarin duvarlari bazi tiirlerde sporopollenin igerir.
Sporopollenin B-karoten olusumunu saglar; biyolojik ve kimyasal bozulmaya kars1 oldukca

dayaniklidir. Hifleri koenositiktir (b6lmesiz). Birden fazla haploid ¢ekirdek igerir. [13]

Bununla birlikte hifler genetiksel olarak heterojen ¢ekirdeklere sahip olan iki hifin

bilesmesiyle olusan heterokaryon bir yap1 sergilemektedir. [14]

Havasal hifleri ¢ok fazladir ve genellikle negatif gravitropizm ve iyi spor dagilimina izin
veren pozitif fototropizm gosterir. Bu nedenle in vitro kiiltiirde besi yerini dolduran ve

kapagni iten koloniler olustururlar. [15]

Zigosporlar, Mucoromycotina'nin cinsiyet organlari olan sekstiel sporlardir. Erkek ve disi
gametler ayr1 hifalarda bulunurlar (heterotallik). iki farkli ¢iftlesme tipine (+) ve (-)
sahiptir. Karsilikli ¢iftlesme tiirleri, esas olarak trisporik asit ve Onciilleri olmak iizere,
karsit iplikcik tarafindan verilen ugucu feromonlar nedeniyle birbirlerine dogru biiyiir. Bu

aktif hormon, aerial hifalarin birbirlerine uzanmalarina ve degmelerine yardimci olur. Bu
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uzantilara zigofor adi1 verilmektedir. Iki karsit ¢iftlesme tiirii ilk temasa gectiginde, birkag

adimda zigosporu olusturur. [7,13]

Trisporik asit, Mucorales takiminda B-karoten ve retinol yollar1 ile sentezlenen bir C-18
terpenoid bilesiktir. Bu mantar tiirlerinde cinsel farklilagmadan sorumlu bir feromon

bilesigidir. [16]

Bazi Mucorales tiirlerinin, seksiiel aktivitenin baglatilmas1 i¢in gerekli oldugu
kesfedilmistir. Daha sonra bu hormonun Mucor mucedo'da zigofor iiretimine yol agan
hormon oldugu gésterilmistir. Bu etkilesimin, Goettingen Universitesi'nden Hans Burgeff
tarafindan, substrat ve atmosfer boyunca dagilmis diisiik molekiil agirlikli maddelerin
degis tokusundan kaynaklandigi bulunmustur. Bu c¢alisma, herhangi bir mantardaki esey

hormonu aktivitesinin ilk gosterimini olusturmustur. [17]

Mucorales, hiicre duvarinin 6zel bir yapisini gosterir. Mantarlarin ¢ogu yapisal polisakarit
olarak kitin igerirken, Mucorales, kitinin deasetillenmis homopolimeri olan kitosani

sentezler. Mucorales takimi hiicre duvarinda beta glukan bulunmaz. [18]

Mucoromycotina grubu mantarlar ¢evrede ve dokuda hif formlar1 ile ¢ogalir. Bu hifler,
bolmesiz (koenositik) olup genistir (Sekil 2.2), dik ag1 ile dallanir ve dokuda kurdele gibi
katlanir. Bu goriiniim ile bolmeli hifleri olan diger kiif mantarlarindan kolaylikla

ayrilabilir. [19]

Bu grup mantarlarin bulasinda g¢evredeki sporlarin inhalasyonu en 6nemli yol olarak
diistiniilmektedir. Perkiitan bulas yollar1 da kiitanéz ve subkiitanéz tutulumda énemli rol
oynamaktadir. Sporlarin travmatik olarak deriye dogrudan inokiilasyonu, dévme, Kateter
girisim bdlgeleri ve enjeksiyon yerlerinde igne-batmasi, sinek-bdcek isirmalart sonucu
bulas bu sekilde bulasin 6rnekleridir. Ayrica, hastane ortaminda steril olmayan bantlarla

iligkili yara mukormikozu olgulari ile de karsilagildig: bildirilmistir. [19]
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Sekil 2.1. Mucoromycotina mantarlarinin tireme dongiileri. [20]
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2.1.1. Taksonomi ve filogeni

Zigospor lireten mantarlar Zygomycota'ya yerlestirilmistir. Molekiiler ¢calismalar ve sahip

oldugumuz DNA bilgisi arttikga Zygomycota yeniden siniflandirilmistir. [12]

Zygomycota son giincellenen ¢aligmalarla sube (filum) Glomeromycota ve dort
alt sube (subfilum) arasmna yayilmistir. Mucoromycotina, Entomophthoromycotina,
Kickxellomycotina ve Zoopagomycotina olarak dort alt subeye ayrilmustir.
Mucoromycotina i¢cindeki Mucorales takiminda tibbi énemi olan tiyeler bulunmaktadir.

[21] Giincellenen son filogenetik siniflandirma Sekil 2.3°de gosterilmistir.

Mantarlarin eski smiflamasi fenotipik verilere dayanmakta iken giiniimiizde bu yaklagim
molekiiler sistematik ile desteklenmekte ve filogenetik iliskileri incelemektedir. Evrimsel
olarak daha altta olan mantarlar Zygomycota subesinde simiflandirilirken
Glomerulomycota subesi ve dort alt sube ile yer degistirmistir. Dort alt subeden ikisi
Mucorales ve Entomophthrales denen zoopatolojik takimlari i¢erir. Bununla beraber diger
iki bliyliik sube (Ascomycota ve Basidiomycota) filogenetik analizlerle desteklenmistir.
Ascomycota ya da (ascomycetes) smifi bilinen mantarlarin %601 insan patojenlerin
%85'ini kapsar. Bunlarin disindaki patojen mantarlar Basidiomycota (basidiomycetes) ve

Glomerulomycota subesinin Mucorales takiminda yer alir. [10]

Morfolojik o6zellikler cins ve tiir ayirimi i¢in yeterli degildir. Kif ve mayanin biitiin
ozellikleri ekolojik ve zamansal degisiklikler gosterir. Bu sebepten DNA bilgisi
gerekmektedir.Tan1 laboratuvarlarinda klinik bir izolatin tiirii molekiiler veya fenotipik
metodlarla belirlenir (6rn: DNA dizilemesi, iireme yapilarinin morfolojileri, fizyolojik
ozellikler). Eseyli tireme smiflamada iyi bir yardimcidir ve bir tiiriin ¢aprazlamaya uygun
kokenleri feromonlar ile uyarildiginda plasmogami, karyogami ve mayoz ile eseyli lireme
stireci sonlanir ve genetik bilgi degisimi gerceklesir. Ancak klinik izolatlarin ¢ogu eseysiz
cogalmaktadir. Patojen hale gelme evriminde, ¢ogu mantar eseyli ¢cogalma yetenegini
kaybeder. Dolayisiyla klinik izolatlar eseysiz lireme yapilarina gore siniflandiriimaktadir.
[10]



Kingdom Sub-kingdom  Phylum Sub-Phylum Class Order Genus

ASCOMYCOTA
— DIKARYA {
BASIDIOMYCOTA

Mucoromycotinag Mucorales Apophysomyces
Cokeromyces
Cunninghamella
Lichtheimia
Mucor
Rhizomucor
Rhizapus
Saksenaea
— Endogonales
FUNG! - ) _
— Mortierellales — Mortierella
E phtt ycoting Entomophthorales — Conidiobolus
Basidiobolus (i.s.)
Kickxellomycotina Kickxellales — Kickxella
(— Dimargaritales
— Harpellales
— Asellariales
Zoopagomycotina Zoopagal
GLOMEROMYCOTA Gl nycetes Gl I )
tﬁ.n:haespora!es /
) Diversisporales -
BLASTOCLADIOMYCOTA Blastocladiomycetes Blastocladiales
CHYTRIDIOMYCOTA ———— Chytridiomycetes Chytridiales
E Spizellomycetales
Rhizaphydiales
NEOCALLIMASTIGOMYCOTA ~ ————— Neocallimastigomycetes Neocallimastigales

MICROSPORIDIA

Sekil 2.3. Mantarlar aleminin glincellenmis son taksonomisidir.(daha 6nce Zygomycota

subesinde bulunan organizmalar koyu renkli bolgede gosterilmistir.) [1]

2.2. Mucor circinelloides Morfolojisi

Mucor circinelloides; M. circinelloides f. circinelloides; M. circinelloides f. lusitanicus; M.
circinelloides f. griseocyanus ve M. circinelloides f. Janssenii, varyantlarini igeren

degisken bir tiirdiir.

Mucoromycotina (Mukorales) grubu bu mantarlar ¢evrede ve dokuda hif formlar ile
cogalir. Bu hifler, b6lmesiz olup genis ve diizensizdir, dik ag1 ile dallanir ve dokuda
kurdele seklinde katlanan bir gdriiniim sergilemektedir. Bu gdriintimii ile septali (bélmeli)

hifleri olan diger kiif mantarlarindan kolaylikla ayrilabilmektedir (Resim 2.1). [19]



Resim 2.1. Mucoromycotina’ya 6zgii kurdele benzeri katlanmalar/bolmesiz, diizensiz hif

goriiniimii (laktofenol pamuk mavisi ile mikroskobik inceleme)

Mantarlarin ¢ogu bu iki formdan sadece birini sergilese de bazi mantar tiirleri dimorfik
olup, cevre kosullarina (CO2, 1s1 ve besinler) bagli olarak maya ya da kiif seklinde
tireyebilmektedir. [10]

2.2.1. Kiif formu

Hifler alt grup olarak, bir bolme (septum) ya da duvarla birbirinden ayrilmis bolmeler ya
da hiicreleri igeren iplikgiklere de aymlabilirler. Hifler ayrica pigmentli
(esmer/dematisiydz) veya pigmentsiz (hiyalen/saydam kiif) de olabilir. Buna gore kiifleri,
bolmesiz hifli kiifler (genelikle pigmentsiz), bolmeli hifli esmer kiifler ve bolmeli hifli
hiyalen kiifler olarak {i¢ gruba ayirmak miimkiindiir. Bu durum bazi mantar hastaliklarinin

smiflandirilmasinda fayda saglayacaktir. [22]

Kiif mantarlar1 hava ve toprakta organik maddeler {izerinde yasayan saprofit canlilardir.
Insanlarda enfeksiyon olusturabilmeleri icin solunum yoluyla alinmalar1 ya da deri temasi
gerekmektedir. Viriilanslar1 diisiik oldugu i¢in, dermatofitler disindaki kiif mantarlarinin

enfeksiyon olusturabilmeleri aym1 zamanda konak faktorlerine de baghdir. Kif



mantarlarinin sahip oldugu viriilans faktorleri hiicre dis1 enzimleri, bazi toksinleri, melanin
iiretimleri, siderofor igermeleri, hiicre duvarindaki antijenik yapilar, konidyalarinin sekli,

solunum hiicrelerine girebilme 6zellikleri ve konak faktorlerine gosterdikleri direngtir. [23]

Calismamizda Mucor circinelloides’in kiif formu oda sicakliginda aerobik kosullarda
SDA’da 3 giin igerisinde iretilmistir. Mantara iligkin i¢lerinde sporangiyospor bulunduran
sporangiyumlar, septasiz diizensiz hifler, Mucoromycotina’ya 6zgii kurdele benzeri

katlanma yapilar1 mikroskobik incelemelerle gézlenmistir.

Yapacag: hastalikla birlesen hifal biiyiime ¢evresel sag kalimi yeni konakgilara bulasmay1

ve ¢iftlesme yoluyla genetik ¢esitliligi tesvik ederek patogeneze katki saglamaktadir. [24]

2.2.2. Maya formu

Mayalar degisik sekil (kiiresel-elipsoid) ve 3-15 pum c¢aplarda olabilen tek hiicreli
mantarlardir. Cogu maya tomurcuklanarak iirer. Maya kolonileri genellikle kati
besiyerlerinde 37°C’de yumusak opak 1-3 mm boyutlarinda ve krem rengi koloniler
olusturmaktadir. Cogunda koloni ve mikroskobik morfolojiler benzer oldugundan

tanimlama fizyolojik testlere ve anahtar morfolojik farklara dayanmaktadir. [10]

Maya formu tek hiicreli ve tek ¢ekirdekli iken, filament6z (kiif) form cok hiicrelidir. Bu
durumun bir istisnasi Mucorales’e ait mantarlarda (Mucor sp.) bulunur. Mucor
circinelloides’de hem filamentli hem de maya biiylimesi ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerde
diizenlenmektedir. [25]

Mucor circinelloides oksijene bagli dimorfizm gosteren bir mantardir. Anaerobik kosullar

altinda maya formunda bulunmaktadir. [26]

2.3. Dimorfizm

Patojenik mantarlarin, ¢ok hiicreli hifal biiylime formundan tek hiicreli maya biiyiime
formu arasinda gecis yapabilme kabiliyeti dimorfizm olarak adlandirilmaktadir. Dimorfik
uyarim, mantarin ¢evreyi algilamasini ve kosullara tepki vermesini gerektirir ve patojenite
icin gereklidir. [27]
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Dimorfik mantarlarda maya formuna doniisiim patojenite i¢in gerekli bir 6zelliktir. [25]

Kiif formunun tam olarak bir dokuya girerek, daha kii¢iik olan maya formunun ise yayilim

yoluyla enfeksiyon olusturabilecegi diistiniilmektedir. [28]

Dimorfik dontisiimiin molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerimiz, Saccharomyces

cerevisiae‘ deki maya ve yalanci hife farklilasma ¢alismalarindan elde edilmistir. [25]

Bir¢ok mantar tarafindan paylasilan ortak bir 6zellik morfogenezdeki ikili degisimdir.
Dimorfik organizmalar iki vejatatif form arasinda gecis yapma kapasitesine sahiptir.
Biiyime bir tomurcuklanma (maya benzeri) veya hifal bir sekilde meydana gelebilir.
Cevresel isaretler (COz, sicaklik, besin tiirleri ) organizmay1 her iki biiylime modelini

izlemeye yonlendirir. [11] Bu yonelim Sekil 2.4° de gosterilmistir.

Sicaklik, dimorfik doniisiimde baskin uyarict olmasmma ragmen, CO2 Mucor

circinelloides’de dimorfik doniisiimii tetikleyen baslica unsurdur. [29]

ANAEROBIK KOSULLAR

O Maya
O -G~ 1
Spor /

o-o—O—.-O

Kiiresel Biiyiime \
G e vl .
Hif

AEROBIK KOSULLAR

Sekil 2.4. Dimorfik Mucor spp. sporangiyosporlarin alternatif morfogenetik yapilari. [30]
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2.3.1. Termal dimorfizm

Termal dimorfik mantarlar, sicaklik degisimlerine cevap veren benzersiz bir patojen
mantar grubudur. (22—-25°C) hif biiylimesini (37°C) ise maya biiylimesini tetiklemektedir.
[29]

Toprakta (22-25°C), bu mantarlar, hif olarak biiyiir ve konidyalara farklilasir. Topragin
ingaat ya da dogal afetler gibi insan faaliyetleriyle bozulmasi konidyum ve hifal pargalarini
havaya dagitabilir. Bir memeli konak¢inin (37°C) akcigerlerine girdiginde bu bulasici
partikiiller patojenik maya formuna donisiir. Enfeksiyon gergeklestikten sonra maya

hiicreleri cilt, kemik veya beyin gibi organlara da yayilabilmektedir. [29]

Bagisiklik yetmezligi olmasi, normal floranin bozulmasi, diyabetlilerin asidozunda keton
cisimlerinin birikmesi, fizyolojik degisiklikler gibi g¢esitli sebepler firsatgi mantar
tiirlerinin sayisinin artmasina ve kolonizasyonuna yol acabilmektedir. Firsat¢i mantarlarda
termal dimorfizme rastlamak yaygin degildir. En sik goriilen dort tiir Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans ve Rhizopus arrhizus'tur. Bagisiklig
bozulmus bireylerde hastalik yapabilen diger firsatgr mantarlar ile uzun bir liste
olusturulmaktadir. [31]

2.3.2. Oksijene bagh dimorfizm

Dimorfizm, maya-hif donisiimiinii belirleyen bir siire¢ olup, Onemli bir viriilans
faktoriidiir. Bu siire¢ cevresel faktorlerden (CO2, sicaklik, pH, sicaklik) etkilenir. Bu
faktorler maya hiicresinin reseptorleri tarafindan algilanarak hiicre iginde bazi iyonlarin
miktarlarinda degisiklik yaratirlar. Bu iyon akimi hifal uzamay tetikler. Sinyalizasyon ve

cevre kosullariin durumu mantarin hangi forma doénecegini sekillendirmis olur. [32]

Mucor dimorfizmi Pasteur zamanindan beri mikrobiyologlari ilgilendiren bir arastirma
konusu olmustur. Oksijenden yoksun birakildiginda, bu mantarlar kiiresel, ¢ok kutuplu
tomurcuklanan mayalar olarak biiyiirken, oksijen varliginda, dallanma koenositik

(bdlmesiz) hifa olarak yayilirlar. [30]
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Bu morfolojilerin laboratuvarda gosterilebilmesi nedeniyle Mucor cinsi okaryotik hiicre

morfogenezini incelemek i¢in oldukga elverisli bir sistem olmustur. [30]

2.4. Mantarlarda Virilans

Hastalik olusturma yetenegine sahip mikroorganizmalar patojen adimi alir. Patojenin
konakta hastalik olusturabilme yetenegine patojenite denir. Bazilari ancak konagin
savunma mekanizmalarinda yetersizlik olmasi durumunda hastalik olusturabilir. Bu

mikroorganizma firsatg1 patojen olarak adlandirilir. [33]

Patojenitenin derecesi viriilans olarak tanimlanir. Bir mikroorganizmanin hastalik
olusturmasini saglayan 6zellikleri onun virulans faktorleridir. Mucor circinelloides firsatgi
patojendir. Diyabet, AIDS, hematolojik maligniteler, hematopoetik kok hiicre nakli/organ
nakli veya travma gibi durumlarda bagisiklik sistemi baskilanmig hasta grubunda

mukormikoz etkeni olarak tanimlanmustir. [7]

Virlilans faktorleri, mikroorganizmalarin konak savunma sistemleri tarafindan yok
edilmelerini Onlemek {izere olusturulan mikrobiyal {iiriinlerdir. Bu kapsamda, fungal
viriilans faktorleri fonksiyonlarima gore ‘“kolonizasyonun baslamasini ve ilerlemesini
saglayan ile “konaga zarar veren” lirlinler olarak siniflanabilir. Bu faktdrlerden bazilari;
adezinler, fosfolipaz, pigmentler, iireaz, proteazlar, siiperoksit dismutaz, katalaz, toksinler,
mannitol, kapsiil, hiicre duvar1 bilesenleridir. Kolonizasyonu baslatanlar; konak hiicreleri
ile sik1 bir baglant1 kurar. Konak hiicrelerini isgal ederek, fagositoz ve kompleman gibi
dogal savunma sistemlerine diren¢ saglar ve 0Ozgiil bagisik cevaptan kagmayi
kolaylastirirlar. Konaga zarar verenler ise bir yandan mantarin dokuda yayilmasina yardim
ederken, bir yandan da olusturduklari hasara kars1 gelisen sitokin tiretimi, inflamasyon gibi

bagisik yanitlara bagli olarak doku hasarinda artisa yol agarlar. [34]

Termal dimorfizm gdsteren mantarlar bagisiklik sistemi zayif olan kimselerde enfeksiyona
sebep olabilirler. Cekirdegin viicut sicakligina (37°C) adapte olma yetenegi ve maya
morfolojisine geg¢isi viriilans i¢in ¢ok Onemlidir. Maya formuna gecis konak dokulara
yapismayi, makrofajlarin biiyiimesini ve erimesini, uygun sitokin tepkilerini koreltmeyi ve
hiicre aracilt immuniteyi bozan spesifik virlilans faktorlerinin diizenlenmesi ile

baglantilidir. [29]
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Kiif ve maya arasindaki bu geri doniistimlii gecisin diizenlenmesi sicaklik, CO2 ve esey
hormonlar1 dahil olmak iizere sayisiz uyarana adapte olmayr gerektirir. In vivo
transkripsiyonel profilleme calismalari memeli konakgiklarda ¢ogalma ve viriilans ig¢in

onemli olan 6nceden taninmayan genleri ortaya ¢ikarmaya baslamistir. [24]

Mantarlarin virtilans faktorleri genellikle maya mantarlar1 ve en ¢cok da Candida cinsi ile

calisilmustir. [35]

2.5. Mucor circinelloides’in Klinik ve Endiistriyel Onemi

2.5.1. Mucor circinelloides’in klinik 6nemi

Mukormikoz (eski adiyla zigomikoz), Mucoromycotina alt subesinde, Rhizopus, Mucor,
Rhizomucor ve Lichtheimia cinsinin neden oldugu, birgok sistemi tutan hastaliklarin ortak

ismidir.

Mucor circinelloides nadir de olsa olimciill fungal enfeksiyon olan mukormikoz
(zigomikoz) etkenidir. Insana solunum, sindirim, deri yolu ile bulasir Rinoserebral,
pulmoner, kiitandz, gastrointestinal ve dissemine olmak {izere baglica bes klinik formu

bulunmaktadir. [36]

Mukormikoz bagisiklig1 zayif olan hastalarda ortaya ¢ikan bir mantar enfeksiyonu olarak
goriilmektedir. Diabetus mellitus, kronik metabolik asidoz, deferoksamin tedavisi, demir
selasyon terapisi, immiinsiipresyon, travma, intravendz ila¢ kullanimi, hematolojik
malignite, hematopoetik hiicre nakli, solid organ nakli, AIDS, kortikosteroid kullanimu,
uzamis vorikonazol kullanimi, ciddi yetersiz beslenme risk faktorleri arasindadir. Bu
organizmalarin viriilans 6zelliklerine hizli biiyiime hizlar1 ve kan damarlarin1 istila etme
yetenekleri de eklenmektedir. Sonuncu 6zellik viicutta yayilmalarina izin vererek, sonugta

enfekte olabilecek sayisiz doku ve organa erisime izin verir. [37]

Diger mantar enfeksiyonlariyla karsilastirdiginda yiliksek mortalite ile sonuglandigi
goriilmektedir. Mukormikozun patogenezi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu nedenle

bu patojenleri incelemek i¢in aragtirmalara ihtiyag vardir. [7]
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Cogu olgu bildiriminde Mucor cinsi tanimlanmadigi i¢in hastaligin tiirlerle
iliskilendirilmesi zor olmaktadir. [38] Bir izolatin tiir seviyesine goére belirlendigi
durumlarda tek basina morfoloji giivenli degildir. Mevcut raporlar patojenik bir tiir olan
Mucor’un tiir tanimlamasmin yapilabilmesi i¢in rRNA geninin ITS bolge dizisinin

yapilmasini 6n géormektedir. [6]

Deri mukormikozunun tanisi tam kalinlikta bir deri biyopsisi ve uygun sekilde yapilmis ve

tekrarlanmus kiiltiirler sayesinde daha giivenilir sekilde konulmaktadir. [38]

Tibbi ve cerrahi tedavinin birlikte uygulanmasi mukormikoz tedavisinde gereklidir. Son
yapilan ¢alismalarda hiperbarik oksijen tedavisi de cerrahi tedaviye ek olarak
verilmektedir. [38] Oncelikle altta yatan hastalik iyilestirilmeli ve kontrol altinda tutulmali
ardindan cerrahi debridman ve amfoterisin B (AmB) ile medikal tedavi siirdiirilmelidir.
Lipozomal amfoterisin B formlar1 yan etkilerinin az olmasi sebebiyle tedavide daha fazla

tercih edilmektedir. [39]

2.5.2. Mucor circinelloides’in endiistriyel 6nemi

Mucor circinelloides karoten ve lipit kaynagi olarak da biyoteknolojik bir 6neme sahiptir.
Biyoreaktorlerde iyi bir biyokiitle olusturur, ¢ok ¢esitli karbon kaynaklar1 kullanabilir ve
endiistriyel karigtirmali tank fermentdrlerinde biiylime kapasitesi gostermistir. Glinlimiizde,
Mucor circinelloides lipidleri 6zel bir ilgi kazanmustir, ¢iinkii Mucor biyokiitlelerinin
biyodizel iretimi i¢in hammadde olarak bitkisel yaglara alternatif olabilecegini

diistindirmektedir. [40]

Mucorales mantarlari umut verici B-karoten kaynaklari olarak kabul edilmektedir. Bunlarin

arasinda Blakeslea trispora zaten endiistriyel {iretim i¢in kullanilmaktadir. [41]

Son yillarda karotenoid biyosentezini ve P-karoten iireticisi Mucor circinellides deki
regiilasyonu netlestirmek i¢in biiyiik ilerleme kaydedilmistir. Bir¢cok sebepten otiirti Mucor

circinelloides’in karoten iiretim ¢aligmalari ig¢in kullanilabilecegi diistiniilmustiir. [42]

Mucor cinsinin tiirleri proteazlar, lipazlar veya rennin gibi ¢esitli enzimlerin endiistriyel

tiretimi i¢in kullanilmaktadir. [42]
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Ayrica karotenojik yolakta yer alan yapisal genler klonlanmis ve ayrica bir diizenleyici

gende izole edilmis ve analizi yapilmistir. [42]

Mucor circinelloides’in morfolojik dimorfizmi potansiyel biyoteknolojik uygulamalar igin
bliylik avantaj olmustur. Maya morfolojisi, su altinda biiylimeye izin verdigi igin
fermentasyon endiistrisi tarafindan tercih edilmektedir; biyokiitle iiretimi daha yliksektir ve
hiicreler ortamdan daha kolay ayrilmaktadir. Dahast maya hiicreleri 30°C’de 1iyi

bilyiiyebilmektedir. [42]

Bununla birlikte verimli bir transformasyon sistemi olmayisi nedeniyle molekiiler
teknikleri bu mantarlara uygulamak olduk¢a zordur. Fakat iyi gelismis transformasyon
sistemlerinin varlig1 ve eksojen genleri ifade edebilme yetenekleri Mucor circinelloides’i
karotenojenik caligmalarda geleneksel olarak kullanilan Mucorales’lerde molekiiler
tekniklere daha uygun hale getirmektedir. Karotenoid biyosentezinin molekiiler
biyolojisindeki bu gelisme, mikroorganizmalarda karotenoid yolunun modifiye edilmesinin

ve tasarlanmasinin yolunu agmustir. [42]

Mucoromycotina alt subesine ait Mucorales takimindaki, Mortierella, Rhizopus ve
Cunninghamella GLA iretimi agisindan 6nemlidir. Mucor cinsi kiiflerin olusturdugu
lipidin %30’lara varan seviyede GLA icerdigi ve GLA iiretiminde kullanilabildigi
belirtilmektedir. [43]

Tipik yagh bir filamentdz mantar olan Mucor circinelloides, 1980'lerden bu yana GLA
Uretimini arastirmak igin yaygin olarak kullanilmaktadir. y-Linolenic acid (GLA)
enflamatuvar bozukluklarin, diyabetin, kardiyovaskiiler bozukluklarin, kanserlerin ve diger
bazi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in bircok tibbi etkiye sahip dnemli bir ¢oklu
doymamis yag asididir. Bu sebeple kullanilan bitki tohumlar1 ve ¢uha cigegi iklimden,
mevsim degisikliklerinden kolayca etkilenmektedir Bu da yaglarin degisken miktarlari ve

nitelikleri ile sonuglanmaktadir. [4]

Mucor circinelloides molekiiler ¢aligmalara ¢ok uygundur. Etkili doniisiim sistemlerinin
olmasi, ekzojen genlerin bulunmasi onu biyoteknolojik gelismelerin cekici bir hedefi
haline getirir. [41] Dahast Mucor circinelloides’in genom dizisi yakin zamanda

tamamlanmistir. [44]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikoloji Laboratuvarinda daha 6nce yapilan
baska bir calisma [45] igin hazirlanan ve -80°C de saklanan Mucor circinelloides
kokenleri canlandirilmis, ¢calismamizda canlandirilan bu kokenlerden daha 6nce DNA dizi

analizi yapilmis tek bir koken kullanilmak tizere ¢ogaltilmistir. [45]

Mucor circinelloides kiiltiir kosullarina gére morfolojik evreler sergileyen bir mantar tiirii

oldugu i¢in ortami iiremeleri gozlemleyebilecegimiz sekilde diizenlenmistir. [26]

Genotipik tanimlamalar Mucor circinelloides’in termotoleransi olan ve 37°C de iyi lireyen

bir mikroorganizma oldugunu ortaya koymustur. [45]

Mucor circinelloides’in 37°C de iyi bir sekilde tiredigi bilinmektedir. [45] Bu durum g6z
oniline alinarak, SDA’ya yapilan kiif ekimleri anaerobik jar igerisinde 37°C‘de inkiibe
edilmistir. Beklentimiz maya doniisiimiinii gozlemlemektir. Fakat maya iiremesi

olamamustir.

Ardindan kif tiremesi gézlemleyebilmek icin ekim yaptigimiz petriler parafilmlenip hem
oda sicakliginda hem etiivde inkiibasyona birakilmistir. 24 saat icinde kiif iiremesi
baglamis fakat maya doniisiimiinde bir ilerleme olmamistir. 48 saat igerisinde oda
sicakliginda ve etiivde muhafaza ettigimiz petrilerde kiif olusumunu goézlemlenmistir. 72

saati agkin siire sonunda maya formunu elde edilememistir.

Anaerobik ortam kosullarinda hava sizdirmaz kap ile oda sicakliginda ((25+2)°C)

yaptigimiz ekim sonucunda kiif formunun maya formuna doniisiimii gergeklestirilmistir.
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3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

3.2.1. Kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri

J Anaerobik jar

o Gas pack

. Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

° Cam egyalar, 6zeler, petriler, enjektor, ependorflar, lamlar
. Calkalayici (vortex)

o Derin dondurucu -20°C (Ugur, Tiirkiye)

o Derin dondurucu -80°C (Sanyo, Japonya)

. Etiiv (Elektro-mag, Tiirkiye)

. Mikropipetler ve uglar1 (Beta pette™, ABD)

o Otoklav (Sanyo, Japonya)

o Otomatik pipet seti (Labmate, Tiirkiye)

J Parafilm

J Santrifiij cihaz1 (BOECO, Almanya)

o Sinif 2 biyogiivenlik kabini (Metis biyoteknoloji, Tiirkiye)

. Tupperware saklama kabi1 1 L (hava sizdirmaz kap)

3.2.2. Kullanilan besiyerleri

o Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) Besiyeri (bioMeriux,SA-France)

3.2.3. Kullamlan kimyasal maddeler

o Agar ( Himedia, Hindistan)

° Etil alkol

o Laktofenol pamuk mavisi

o Metilen mavisi (Merck, Almanya)
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3.3. Yontemler

3.3.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Sabouraud Dekstroz Agar’in (SDA) Hazirlanmasi

Besiyerinin igerigi:

Pepton 10g/L
D (+) Glukoz 20 g/L
Agar 17g/L
pH 5.6

Toz besiyerinden 65 g tartilarak alinmis ve tizerine 1 L distile su eklenmistir. Otoklavda
121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edilmistir. Kalinligi 4 mm olacak sekilde
petrilere 25’er ml dokiilerek katilasincaya kadar beklenmistir. Kullanima kadar +4°C’de

buzdolabinda saklanmuistir.

3.3.2. Laktofenol pamuk mavisi ile mikroskobik inceleme

Ticari olarak saglanan laktofenol pamuk mavisi, Mucor circinelloides’in kiif formunun

selofan bant yontemi ile incelenmesinde kullanilmistir.

Kisaca, koloni ylizeyine selofan bant hafif¢e yapistirilip ¢ekildikten sonra, {izerine
laktofenol pamuk mavisi damlatilmis temiz bir lam {izerine yapistirilmistir. Mantara iliskin
iclerinde sporongiyospor bulunduran sporongiyumlar, boélmesiz diizensiz hifler,
Mucoromycotina’ya 6zgl kurdele benzeri katlanma yapilar1 6nce x10’luk ardindan x40’lik

objektifte incelenmistir (Resim 3.1). [46]

3.3.3. Metilen mavisi ile mikroskobik inceleme

Mucor circinelloides’in maya formunun incelenmesi i¢in ticari olarak saglanan metilen
mavisi, hazirlayip tespit ettigimiz lam iizerine damlatilarak bekletilmistir. Su ile yikayip

kuruttuktan sonra x100’lik objektif ile inceleme yapilmistir (Resim 3.1).
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3.3.4. Direkt boyasiz mikroskobik inceleme

Direkt inceleme igin belirlenen yontemler kullanilmustir. [47]

Inceledigimiz Mucor circinelloides’in maya formundan aldigimiz &rnek lam iizerinde bir
damla serum fizyolojik igerisinde ezilerek yayilmustir. Uzeri icerisinde hava kabarcig
kalmayacak sekilde lamel ile kapatilarak mikroskopta x40°lik objektifle incelenmistir
(Resim 3.1).

Resim 3.1. Mucor circinelloides’in kiif formunun laktofenol pamuk mavisi ile (solda),
maya formunun metilen mavisi ile (ortada) ve direkt boyasiz preparatta (sagda)

mikroskobik incelenmesi.

3.3.5. Kullanilan Galleria mellonella enfeksiyon modeli

Mum gilivesi olarak Dbilinen Galleria mellonella gibi omurgasiz canlilar,
mikroorganizmalarin viriilansinin ve konak yanitinin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu
canlilar ekonomik olmalari, etik kurul onayi gerektirmemeleri ve kolayca uygulama

yapilabilmeleri nedeniyle avantajlidir. [48]

Calismamizda Mucor circinelloides’in kiif ve maya formunun viriilansinin arastirilmasi

icin Galleria mellonella enfeksiyon modelinden faydalanilmistir. [48]

Calismamiz igin rastgele segilmis toplam 70 adet larva kullanilmigtir. Her larvanin arka sol

bacak i¢cine Hamilton ignesi kullanilarak 10 pl maya iceren sivi dogrudan uygulanmistir.
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Enfekte edilen larvalar 30°C’de inkiibe edilerek her giin diizenli olarak canli kalan larva
sayilar1 belirlenmistir (Resim 3.2). [49]

Galleria mellonella’nin 100 gram vari sentetik besiyerinin hazirlanisi

22 g bugday unu

. 22 g bugday kepegi
. 11 g siit tozu

o 5,5 g kuru maya

. 17,5 g balmumu

. 11 ml gliserin

o 11 ml bal

Deneylerde kullanilan Galleria mellonella larvalarinin beslenmesi igin yari sentetik bir
ortam hazirlanmistir. Bu amagla yukaridaki belirtilen miktarlarda besin bilesenlerinden
bugday unu, bugday kepegi, siit tozu, kuru maya, gliserin, bal ve su bir kap i¢ine konulmus
ve iyice homojen bir hale gelinceye kadar karigtirilmistir. Daha sonra bu karigima

balmumu ilave edilerek karigimin homojenligi saglanmistir.

Resim 3.2. Kullanilan G. mellonella larvalar1 (saglikli larvalar agik renkli, enfekte larvalar

koyu renkli olarak goriilmektedir.)
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Mucor circinelloides maya ve kiif formunun viriilansinin degerlendirilebilmesi amaciyla
enjeksiyon yapilan larva gruplari i¢in olusturulan deney protokolii Sekil 3.1°de

gosterilmistir.

Kontrol Grubu

| Batlr(;lkar| I Kaf l | Maya

‘ 10 Larva ‘ | 10 Larva ‘ ’ 10 Larva ‘ ‘ 10 Larva ‘

)

Z

N
»
N

7 75

525‘

£ R

‘ Larvalar 30°C Sicaklikta Bekletilmistir

Sekil 3.1. Mucor circinelloides i¢in olusturan G. mellonella deney protokolii
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4. BULGULAR

4.1. Kiif-Maya /Maya-Kiif Doniisiimii Inkiibasyon Sonuclari

Laboratuvarda bulunan 6rneklerin ekimleri Sabouraud Dekstroz Agar’a (SDA) yapilmis ve
(37£2)°C’de etlivde 48-96 saatlik inkiibasyonun ardindan iireyen kiif kolonisi tiir
diizeyinde tanimlama yapabilmek amaciyla laktofenol pamuk mavisi ile mikroskobik

olarak incelenmistir (Resim 4.1).

Kesin tanis1 yapildiktan sonra Mucor circinelloides Sabouraud Dekstroz Agar’a (SDA)
tekrar ekilmistir. Bu sefer hem maya formunu gozlemlemek amaciyla hem de kif
formunun devamini saglamak amaciyla farkli kosullarda pasajlanmistir. Kiif formu igin

(37+2)°C’de etiivde 48-96 saatlik inkiibasyon durumu saglanmustir.

Maya formu i¢in oksijensiz ortam yaratilmasi amacisiyla anaerobik jar igerisine
yerlestirilmis (37+2)°C’de etiivde 48-96 saatlik inkiibasyon sonuclar1 gozlemlenmistir. Kiif

kolonisi bu sartlar altinda kolaylikla iirerken, maya kolonisinde lireme olmamustir.

Bu nedenle, hava sizdirmaz bagka bir kap kullanilarak (37+ 2)°C’de etiivde inkiibasyon
ortami yaratilmistir. Fakat 72 saati askin siire i¢inde maya kolonisi olusumu yine
gozlenememistir. Kiif kolonisinden tekrar ekim yapilan Mucor circinelloides bu defa hava
sizdirmaz kap igerisinde oda sicakliginda (25+2)°C inkiibe edilmistir. 96 saatlik bir siirenin

ardindan maya kolonisi geligmistir.

Kesin tan1 amagh direk boyasiz mikroskobik inceleme (Resim 4.2) ve metilen mavisi ile

incelemenin ardindan maya kolonisinin Mucor circinelloides oldugu kesinlesmistir.
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Resim 4.1. SDA’da Mucor circinelloides kiif kolonisi (soldaki), laktofenol pamuk mavisi

ile mikroskobik inceleme x40 (sagdaki).

Resim 4.2. SDA’da Mucor circinelloides maya kolonisi (soldaki), boyasiz direk

mikroskobik incelemede maya kolonisi x40 (sagdaki).
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4.2. Galleria mellonella Enfeksiyon Modeli Sonuclar:

Calismamizda Mucor circinelloides’in kiif ve maya formlarin1 olusturduktan sonra bir
mum giivesi olan Galleria mellonella larvalar ile bir enfeksiyon modeli olusturulmustur.
Bu sayede Mucor circinelloides’in kiif ve maya formlarinin olusturdugu enfeksiyonun
incelenmesi amaglanmigtir. Bu viriilans 6zelligi Galleria mellonella larvalarini 6ldiirme

giicleri lizerinden saptanmustir.

Mucor circinelloides’in hem kif ve hem maya halinde ayri ayr1 hazirlanan
stispansiyonlarindan 10 pl Hamilton enjektorii icine alinmig ve her gruptaki 10 larva son

sol bacak 6niinden hemolenf i¢ine yapilan enjeksiyon ile inokule edilmistir.

Gruplandirma “Mayal”, “Maya2”, “Kifl”, “Kiif2”, “SF”, Batir ¢ikar ve Ellenmemis

sekilde diizenlenmistir.

Enjeksiyon yapilan larva gruplari igerisinde besin bulunan petrilere konulup 30°C’de
etiivde bekletilmeye baslanmis ve her giin canli larva sayilar1 kayit altina alinmistir. Mucor

circinelloides’in deney protokolii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Calismamizda kullandigimiz ellenmemis kontrol grubu, enjektdr batirip ¢ikardigimiz
kontrol grubu ve SF enjeksiyonu yaptigimiz kontrol grubu larvalarinin canli sayimi da her

giin diizenli olarak yapilmstir.

4. giiniin sonunda “Kiifl” ve “Kiif2” ile enjekte ettigimiz larvalarin tamami canliliini
yitirmigtir (Sekil 4.1). “Mayal” ve “Maya2” de enfekte ettigimiz larvalardan “Mayal” ile
enfekte edilen 2 canli larva disinda hepsi canliligini kaybetmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Mucor circinelloides’in larvalara enjekte edilen kiif formlarinin Kaplan-Meier

grafigi
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Sekil 4.2. Mucor circinelloides’in larvalara enjekte edilen maya formlarinin Kaplan-Meier

grafigi
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Elde edilen verilere gore canli kalan larvalar esas alinarak Kaplan-Meier grafikleri

cizilmistir.

Her grupta 10 adet larva kullanilmis olup, toplamda 70 larva kullanilmstir.

Baglangicta viriilanst yiiksek seyreden “Kiif1” ve “Kiif2” iken, sonraki giinlerde bu durum

degismis ve kiif ve maya viriilansi i¢in benzer durumlar gézlenmistir.

Bu durum bize kiif ve maya formlar1 arasinda belirgin bir viriilans farki olmadigini

gostermistir (Sekil 4.3).
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Larva Takip Giinleri

Sekil 4.3. Mucor circinelloides’in larvalara enjekte edilen “Mayal” ve “Kiif2” formlarinin

Kaplan-Meier grafigi
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5. TARTISMA

Patojen mantarlarin bir boliimii dimorfiktir. Dimorfizm, mantarlar i¢in bir viriilans
faktoridir. Candida albicans ig¢in dimorfizm konak-mikroorganizma iliskisini
belirlemektedir. Ancak Mucorales i¢in dimorfizmin viriilansa etkisi tam olarak

aciklanmamustir. [50]

Mantarlarin biyolojisinin ve yasam tarzinin temel 6zelligi olan kiif ve maya doniisiimi
enfeksiyonlarin gelismesi ve konak savunma sistemlerinin etkisini diisliren viriilans

faktorlerinin basinda gelmektedir. [24]

Yakin zamana kadar anaerobik kosullarda ger¢eklesen maya formu ile aerobik hif formu
arasindaki dimorfik doéniisiimiin Mucorales’de viriilansla iligkili olup olmadig

bilinmemekteydi. [51]

Fakat son yapilan genomik c¢aligmalar dimorfizm ve virulans arasindaki iligkiyi

aydinlatmaya baglamistir. [44]

Organizmanin hangi morfolojiye gececegine g¢evresel faktorler etki etmektedir. Ayrica
karbon kaynagi da cok Onemlidir. Fermente edilebilir heksoz seker varliinda maya

formu, karmagik karbon kaynaklari varliginda kiif formu geligmistir. [52]

Calismamizda kiif-maya, maya-kiif doniisiimiiniin gosterilmesinde inkiibasyon ortami
oldukca Onemli olmustur. Maya formunun 37°C de iiremesine dair bulgular olsa da,
ekimini gerceklestirdigimiz Mucor circinelloides oda sicakliginda hava kisith kapta
tiremistir. Anaerobik ortam i¢in kullandigimiz anaerobik jar ve “gaspack” ile etiiv
kosullarinda da oda sicaklifinda da iireme goézlenememistir. Calismay1 sonlandirmak
yerine hava kisith kap tercihimizi degistirdigimizde, etiiv kosullarinda yine iireme
olamazken, oda sicakliginda kiif-maya formu doniisiimii gerceklesmistir. Ayn1 sekilde
izole ettigimiz mayadan kiif formuna doniisiim hem etiiv hem oda sicakliginda kolayca

gergeklesmistir.
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Bu durum ¢evre kosullarindaki degisikligin Mucor circinelloides i¢in ne kadar 6nemli
oldugunu gostermistir.

Liibbehiissen ve arkadaslar1 (2003), hifal biiylime O6zelliklerini arastirdiklar1 ¢alismada
karbon kaynagi olarak glikoz ve ksiloz birlikte kullanildiginda spesifik hifal biiyiimenin
en yiksek hizda oldugu sonuna varmislardir. Bu bulgular 6zellikle Mucor

circinelloides’in endiistride kullanimini vurgulamaktadir. [52]

Lee ve arkadaslar1 (2013), bir kalsinorin inhibit6rii olan FK506’nin Mucor cinsi igin hifal
bliylimeyi 6nledigini ortaya koymustur. Bu sebeple kalsinérin, dimorfik biiylimesi olan

bir¢ok mantar patojene karsi umut verici bir ilag hedefidir. [50]

Patojenik mantarlarda kalsinérin morfogenez ve viriilansa katilmaktadir. Bu nedenle ilgi
cekici bir antifungal ilag hedefi olarak goriilmektedir. Kalsindrinin viriilanstaki rolii hem
insan patojeni mantarlarda hem de bitki patojeni mantarlarda arastirilmistir. Bununla
birlikte kalsindrinin Mucorales’deki patojenik rolii tam olarak bilinmemekteydi. Yapilan
caligmalarla kalsindrin inhibitdrii olan FK506 ve siklosporin A’nin patojen olan Mucor’un
biliylimesini inhibe ettigini bulmuslardir. Anaeorobik kosullar altinda ¢ok tomurcuklu
olarak yetisen Mucor, FK506’ya maruz kaldiginda aerobik kosullarda bile maya formunda

tiremektedir. FK506 olmadan aerobik ortamda hifal iireme gelismektedir. [50]

Izole edilen 8 farkli Mucor circinelloides aerobik ortamda YPD agarda FK506 ile inokiile
edilmis ve dort giiniin sonunda maya formu gozlenmistir. Maya formu gozlemlemek i¢in
gerekli ¢evre kosullar1 (anaerobik/yiiksek CO2) olmamasma ragmen biiyiimenin

gergeklesmesi FK506’nin kiif maya doniisiimiinde rol aldiginin kaniti niteligindedir. [50]

Ayrica cAMP’ye bagimli protein kinaz A (PKA), diger dimorfik mantarlarda oldugu gibi
Mucor tiirlerinde de dimorfik gegise katilmaktadir (Candida tiirleri, Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus gattii ve Aspergillus fumigatus). Mutantlarin, vahsi
kokenlerden daha az viriilan olmasi, kiiflerin daha viriilan oldugunu veya dimorfik
gelisimin bu mantarin patojenitesi i¢in Onemli oldugunu ortaya koymustur. Son
arastirmalar, kalsinérinin hifal polarite gelisimine ve spor boyutu doéniisimiinde etkili

oldugunu gostermistir. [51]
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Dimorfik dontisimiin molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerimiz Saccharomyces
cerevisiae’deki maya ve psodohifal farklilasma ¢alismalarindan elde edilmistir. Bir dizi
homolog sinyal modiillerinin maya ve kiif olusumunu diizenlemede yer aldigina dair
kanitlar ortaya ¢ikmaktadir. S.cerevisiae ve C.albicans’taki paralel sinyal iletim yollari,
dimorfizme yani cAMP’ye bagl mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaza bagimli bir
yola girmektedir. Ancak farkli mantarlarda, dimorfik kaymanin diizenlenmesinde ve
kontroliinde biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. [25]

Mucor cinsi i¢indeki tiirlerin maya ve kiif gelisimlerinde farkliliklar bulunmaktadir. Mucor
genevensis yiiksek heksoz varliginda aerobik sartlarda maya biiyiimesi gosterirken, Mucor
rouxii hem heksoz hem anerobik sartlar istemektedir. Mucor circinelloides besiyerinde bir

heksoz bulunmadik¢a anaerobik ortamda maya olarak gelisememektedir. [25]

Omegin disardan cAMP ilavesi Candida albicans’ta hifal gelisimini desteklerken; Mucor
circinelloides’de maya gelismesi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle iki mantarda siklik
AMP bagiml protein kinaz A (PKA)’nin farkli bir islevi oldugu belirtilmektedir. Yiiksek
CAMP seviyeleri maya biiylimesine yonlendirirken, CAMP seviyelerindeki azalma hifal

biiyiimeye gegise tesvik etmektedir. [25]

Wolf ve arkadaslar1 (2002), arastirmalarinda M.circinelloides’de dimorfizminin
mekanizmalarin1 aragtirmaya odaklanmislardir. Rekombinant proteinlerin {iretimi igin
kontrollii dimorfik degisimden yararlanmiglardir. Bu kontrolii yiiksek glikoz seviyeleri ve
aneorobik ortam kosullarinda Mucor circinelloides’in maya {iremesi gostermesinden

saglamiglardir. [25]

Protein iiretimi i¢in kiif formunun salgilama kapasitesi nemliyken, biyokiitle gelisimi i¢in

maya formu 6nemlidir. [52]

Mucorales hifleri genellikle agirdir ve daha biiyiiktiir. Ascomycota'daki captan daha
biiyiiktiir. Hif ¢ap1 ve biiytikliigii, makrofajlarin fagositozunu etkilemektedir. Rhizopus

oryzae ile yapilan in vitro ¢alismalarda biyofilm olusumu gosterilmistir. [51]

Li ve arkadaglart (2011), yaptiklart ¢alismada G. mellonella’da Mucor circinelloides ile

olusturduklar1  enfeksiyonda  viriilans1  spor boyutu ve ¢imlenme hiziyla
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iliskilendirmislerdir. Daha hizli ¢imlenme ve daha biiylik sporlarin daha patojenik tiirlerde
oldugunu belirtmislerdir. [7]

Biiyiikk sporangiyosporlar, kiiciik olanlardan daha virtilandir. Biiyiik sporlar konakg1
bagisiklik hiicreleri tarafindan fagositozdan hemen sonra istilaci hifal biiylimesine
baslamakta ve makrofajlarin 6liimiine sebep olmaktadir. Oysa kiigiik sporlar uzun bir
izotropik biiylime periyoduna sahiptir. Bu durum da hifal biiylime formuna gegisi

yavaglatmaktadir. [7]

Yapilan son calismalar aslinda viriilans ve spor biiylikliigii arasindaki baglantinin Mucor

circinelloides 'te o kadar basit olmadigini gostermistir.

Lopez-Fernandez ve arkadaslari (2018), Galleria mellonella’da patojenik kapasitesi
dogrulanan avirilan (NRRL3631) ve virilan (CBS2277.49) M. circinelloides f.
Lusitanicus’in iki kokeni arasinda genom karsilagtirma ¢alismalar1 yapmuslardir. Hiicre disi
proteinler, hiicre duvar yapisi ve patojenik potansiyel arasindaki gii¢lii iliski goz Oniine
almarak, hiicre dis1 enzimleri kodlayan genlerin incelemesi yapilmistir. Bu yaklagim gen
eksikligi durumunda patojenik susun viriilans {izerinde etkisinin incelenmesine olanak
saglamistir. Sporangiyospor boyutunun da karsilastirmasi yapilan bu c¢alismada
CBS2277.49 susunda kiigiik ve biliylik sporlar farkli ¢imlenme kinetigi gostermekle

beraber, benzer viriilans gostermistir. [44]

Bu sonuglar, sporangiyospor boyutu ile patojenik kapasite arasinda bir iliski olmadigini
ortaya koymustur. Bu durum ¢imlenme kinetiginden ve spor faktorlerinden bagimsiz
viriilans faktorlerinin varligmi (hiicre boéliinmesi, cesitli salgilar, metabolizma DNA ve

RNA mekanizmalar1) ortaya koymustur. [44]

Her ne kadar patogenez ¢ok yonlii bir siire¢ olsa da, bu bulgular Mucor circinelloides
viriilansinda salgilanan proteinler ve hiicre duvar ylizeyinin kritik roliinii vurgulamaktadir.
Kokenler arasindaki hiicre duvari farkliliklarinin da anlamli oldugunu ve arastirmalarin
devam ettigini belirtmiglerdir. Aviriilan kokende (NRRL3631genomu) ID112092 geni
lizerinde caligmalara enzimatik aktivitesini ve biyolojik roliinii anlamak i¢in ihtiyag
duyulmaktadir. Bu essiz genin fonksiyonel karakterizasyonu, Mucor circinelloides’in

viriilans 6zelliklerinin ayrintilandirilmasini saglayacaktir. [44]



33

Kiiciik ve biiyiik sporlar farkli ¢imlenme kinetigi gosterebilirler ancak ayni bulagicilik
durumu mevcuttur. Bulasicilik ile sporangiyospor biiyiikligii ve patojenik kapasite
arasinda korelasyon gosterilmemistir. Spor boyutlar1 ve ¢imlenme kinetigi ile iliskili

olmayan viriilan faktorleri olabilecegini diisiindiirmektedir. [44]

Calismamizda inceledigimiz tiir olan, Mucor circinelloides’e bagh enfeksiyonlar ortaya
ciktig1 zaman genellikle akut ve hizli ilerleyen bir seyir gosterir. Bagisikligr baskilanmis

hastalarda mukormikoz etkeni olarak tanimlanmustir. [7]

Patino Medina ve arkadaslar1 (2017) tarafindan Mucor circinelloides’de morfogenez ve

virtilansa katilan ADP-ribozilasyon faktoriinii (ARF) kodlayan genler tanimlanmustir. [53]

Transkripsiyon ¢alismalari ARF genlerinin dimorfizminden etkilendigini ortaya
cikarmistir. Belirledikleri dort gen grubundan bazilarinin islevlerinin maya biiylimesini

uyardigini, bazilarinin aerobik ortamda biiyiime i¢in daha etkili oldugunu belirlemislerdir.

[53]

Patino Medina ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢alismada M. circinelloides'de iki Arl
(ARF-benzeri) kodlayici gen, arll ve arl2 tanimlamigtir. Bunlarin morfogenez, viriilans ve

antifungal duyarliliktaki fonksiyonlari arastirilmistir. [54]

Arll ve Arl2 proteinlerinin amino asit dizilerinin %55°1 ortaktir. Arll ve arl2 genleri farkli
transkripsiyonel ekspresyon modelleri gostermistir. Arll, arl2'den daha yiiksek
seviyelerde eksprese edilmis ve bu veriler Arll'in morfolojik gecislerde, hif gelisimi

sirasinda 6nemli bir rol oynadigini gostermislerdir. [54]

Arll ve arl2 genlerinin degismesi heterokaryon (Aarll (+) (-)) ve homokaryon (Aarl2)
genotiplerine neden olmustur. Arll i¢in homokaryon mutantlarinin olusturulamamasi, M.
circinelloides'in biiyiimesi igin gerekli oldugunu gostermistir. Her bir genin silinmesi,
digerinin ifadesini diisirmiis ve aralarindaki capraz ile diizenlemenin varligimi ortaya
koymustur. Arll geninin diisiik seviyede ifade edilmesi, aerobik biiyiime, viriilans, ve

plazma membran sentez kusurlari iliskili bulunmustur. [54]
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Arll ve Arl2 genlerinde islev bozuklugu, hif iizerindeki vezikiillerin yerinin yanlig
belirlenmesine neden olmustur. Her iki gen de M. circinelloides vezikiil gelisimini ve
hiicre duvari kompozisyonunu diizenlemektedir. Arll heterokaryonda artan viriilanstan
sorumlu proteinlerin gelecekte tanimlanmasi ve M.circinelloides ile ilgili bilgilerimizi
genisletecek ve Mucorales’e karst yeni antifungaller iiretmek i¢in uygun hedeflerin

bulunmasini kolaylastiracaktir. [54]

Trieu ve arkadaslar1 (2017), Mucorales i¢in RNA tabanli bir fonksiyonel genomik platform
aciklamiglardir. Bu platform viriilans, hif morfolojisi, hif ve maya biiyliimesi aseksiiel
sporulasyon, karotenoid mekanizmasi gibi silireglerin genomik olarak incelenmesini

saglamistir. [55]

Segilen bu genler igin “knock-out” mutantlar hem Galleria mellonella hem de si¢an
modelinde gecikmis ¢imlenme ve makrofajlar i¢inde polarize biiyiime nedeniyle diisiik
viriilans gostermistir. mcplD, sporulasyonu azaltip, PB-karoten tiretimini arttirmis konak
modellerde viriilans1 azaltmistir. Bu calisma Mucorales’de viriilansi incelemek i¢in bir
yaklasim sunarken, (mcplD) ve (mycmyo5) olarak tamimlanan iki gen; Mucor
circinelloides’de gelecekteki antifungal tedaviler ig¢in umut verici hedefleri temsil

edebilecek yeni viriilans belirleyicileri tanimlamamiza olanak saglayacaktir. [55]

Sekstiel iireme, ¢ogu dimorfik mantarlar i¢in kiif formunda meydana gelir. Hayatta kalma
ve viriilans1 arttirmak igin gen girisini kolaylastirmistir. Termal olarak dimorfik olmayan
mantarlarda ise, invazyon igin hifal doniisiim gereklidir. Dimorfizmi yoneten genler

bilinmekle birlikte, tiim gen aginin nasil ¢alistigi tam olarak bilinmemektedir. [24]

Candida albicans'in tomurcuklu maya gelisimi ve hifal doniisiimii arasindaki gegisler, pH,
cevresel faktorler ve sicaklik ile degismesi, N-asetilglukozamin ve prolin ile uyarilabilir.
Bununla birlikte, belki de patojenite i¢in en 6nemli uyaran, hif formunun serum veya
makrofajlar tarafindan uyarilmasidir. Bu dimorfizmin kendine 6zgii biyolojik ilgisine ek
olarak, maya ve hifal biiyiime arasinda doniisebilme yetenegi Candida albicans’in en

onemli viriilans 6zelliklerinden biridir. [56]

Mucor circinelloides maya ve kiif formlarmin dogrulanmasi igin; aneorbik kosullarda

maya formuna doniismesi, kiif kolonisinin laktofenol pamuk mavisi ile boyanmasinin
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ardindan mikroskobik incelemesinde septasiz hifler ve kurdele benzeri katlanmalarin

gosterilmesi tlir tanimin1 dogrulamistir.

Aynmi sekilde Arroyo ve arkadaslar1 (2016), yaptiklart calismada bagisiklik sistemi
baskilanmig bir hastadan alinan Ornegin tanimlanmasi esnasinda kiiltlirii yapilan kiif
kolonisinin laktofenol pamuk mavisi ile boyanmasi ile dik a¢ili dallanma, genis agili
septasiz hif gozlenmesi; (25-80) um Olgiilen oval sekilli sporangiyosporlar igeren kiiresel
sporangiya, rizoid ve stolon olmamasi ve izolatin anaerobik kosullar altinda maya formuna
dontisebilme kabiliyeti ve 42°C de biiyiiyemesi ile izolatin Mucor circinelloides oldugunu
kanitlamiglardir. [37]

FK506 ile tedavi edilen hastalarda mukormikoz gelismemesi ve kalsinorin inhibitorlerinin

virtilans1 hafifletmesi ortiigmektedir. [24]

Halen, Mucor’da bu hipotezleri daha ileri diizeyde test etmek igin kullanilabilecek hif
yapamayan ‘“knock-out” mutantlar mevcut degildir. Bu gozlem genel olarak once iki
onemli sonucu destekler, dimorfizm bu mantar tiiriindeki virulansla baglantilidir ve ikincisi

kalsindrin inhibitorleri mukormikozu kontrol etmenin etkili yolu olabilir. [50]

Konagin sahip oldugu ve hastaliga zemin hazirlayan risk faktorlerine gére hastalifin belli
klinik formlarina yatkinlik artar. Diyabetli hastalarda en sik rinoserebral form goriiliir.
Diyabetli hastalarda mukormikoza karsi artmis egilimde glutatyon mekanizmasinda
bozukluk, azalmis notrofil kemotaksisi ve fagositik aktivite rol oynar. Ayrica diyabetli
hastalarda goriilen asidoz, transferrinin demir baglama kapasitesinin azalmasina ve serbest
demir miktarmin artmasina yol agar. Ortamdaki mantarlar da baglanmamis demiri daha
kolay kullanip daha cabuk {irerler. Mantar sayisi ¢ogaldik¢a anjiyoinvaziv olan bu

mantarlar damar invazyonu yaparak iskemiyi ve asidozu arttirip kisir dongii olusturur. [57]

Mueller ve arkadaslar1 (2019), ¢alismalarinda acilmamis bir yogurttan izole ettikleri Mucor
kokenini kemirgen bir konak modelinde incelemislerdir. Mucor sporlarina maruz birakilan
farelerin disk1 orneklerinden elde edilen DNA ile mikrobiyota analizi yapilmistir. Elde
edilen bakteriyel 16S rRNA geni ve elde edilen mantar ITS1 dizileri, her taksonu
tamimlamak i¢in kullanilmistir. Regresyon analizi ile Mucor'u yutan farelerin

gastrointestinal kanallarinda bakteri ve mantar degisiklikleri oldugunu ortaya koymustur.
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Ayrica, farelerde Bacteroides ve Akkermansia muciniphila azalmistir. Fare gruplari
arasinda bakteri ve mantar taksonu seviyelerinde kaymalar gostermektedir. Bu bulgular,
gastrointestinal sistemin Mucor'a maruz kalmasinin mikrobiyotay1 degistirebilecegini ve
daha da oOnemlisi bagirsak mikobiyotast ile bakteriyota arasindaki etkilesimi
gostermektedir. Mucor, kararsiz bagirsak bariyerlerinin gostergesi olabilecek epitel hiicre
tabakalarinda gecirgenligin artmasina neden olmustur. Bu c¢alismalar mantar
mikrobiyotasinin insanlardaki bagirsak bozukluklarinda nasil rol oynayabilecegini

gosterebilecektir. [58]

Biyopsi 6rneklerinin mikroskopisinde organizmalar genis diizensiz duvarlar ve az veya ¢ok

dik acil1 dallanmalara sahip septasiz hifalar halinde goriiniir. [59]

Cogu zigomikoz vaka bildiriminde hastaligin tiirlerle iligkilendirilmesi zor olmaktadir. Tiir
seviyesine gore tayin edilmesi sadece morfolojik olarak degil ¢esitli DNA dizi analizlerinin
yapilmasimin ardindan netlik kazanmaktadir. Boylece yapilan calismalarda ve olgu
raporlarinda lipozomal amfoterisin B ve cerrahi debriman ile hastaligin seyrine iyi yonde

etki edildigi bu sayede tedavinin olumlu sonuglandig: bildirilmektedir. [6,38]

Calismamizda Mucor circinelloides’in maya ve kif formlarinin Galleria mellonella
larvalaria enjekte edilerek hangi formun daha viriilan oldugunun incelemesi yapilmistir.

Viriilans deneyinin sonucunda belirgin bir fark olmadigi ortaya konulmustur.

Mucor circinelloides’in  viriilans ~ 6zellikleri Candida albicans kadar ayrintili
calisiimamistir. Bu sebeple Candida albicans’in viriilans 6zellikleri referans alinarak
aciklamalar yapilmistir. Son yillarda artan olgu sunumlari ve endiistriyel iiretimi sayesinde

ilgi odagi olan Mucor circinelloides i¢in aragtirmalar devam etmektedir.

Viriilans faktorlerinde en O6nemli rolii hiicre duvar, hiicre zar1 ve hiicre dis1 enzimler
kapsamaktadir. Adezyon, proteinaz, fosfolipaz, slaym faktor, germ tiip-hif olusturma
(dimorfizm), toksinler, fenotipik degisim, ve hiicre yiizeyi viriilans1 patogenezde rol oynar.
Yiizeysel enfeksiyonlar ile invaziv enfeksiyonlar icin tek bir viriilans faktorii etkili

degildir. Bu faktorler tiirlere gore degismektedir. [34]
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Ibrahim ve arkadaslar1 (2013), ¢alismalarinda Mucor circinelloides’in viriilansindaki
demir alimi tizerine yogunlagsmislardir. Ek olarak, doku yayilimi siirecine katilan konakg1
reseptorler ve mantar ligantlari, ayrica sporangiyospor biiyiikliigii ve esey lokuslar1 ve

bunlarin Mucorales’in tepkilerine katkilar1 incelenmistir. [60]

Sideroforlarin salgiladiklar1 diisikk molekiillii Fe tasiyicilari ortamdaki demiri aktif olarak
iclerine aktarir. Siderofor varligi, rediiktaz/permeaz enzimlerinin islevi, konak hiicre
reseptorii (GRP78) ve konak savunmasinda rol oynayan NK hiicreleri ile Mucorales’e 6zgii

T hiicrelerinin viriilanstaki rolii kanitlanmistir. [60]

Mucorales’de esey lokusu ytiksek hareketli bir gruptan (HMG) olusur ve RNA helikaz ve
trioz fosfat homologunu tasiyic1 genlerle gevrilidir. HMG proteinleri SexP (+) ve SexM(-)
ciftlesme tipleri (MAT) bulundurur. M. circinelloides f. Lusitanicus ile yapilan ¢aligmada
(-) ve (+) MAT izolatlar1 arasinda spor boyutunun ve seklinin farklilik gosterdigi (-)
kokenlerin daha biiyiik, diizensiz sekilli sporlar olustururken (+) sularin daha kiigiik sporlar
urettigi gosterilmistir. Daha biiyiik sporlarin Galleria mellonella modelinde daha kiigiik
sporlara kiyasla kisa zamanda gelistigi ve makrofajlarin lizisine yol ac¢tig1 gozlemlenmistir.
Demirin viriilanstaki rolii ise mukormikozun patogenezinde kosullu inaktivasyonun ortaya
cikmasiyla agiklanmaktadir. R. oryzae'nin yiiksek afiniteli demir gegirgenlik geni FTR1,
icinde mantar1 patojenik olmayan hale getirir. Demir varliginin bulunmamasi
mikroorganizmalarin yiizey kompozisyonlar1 {izerine etki ederek mikroorganizmanin

antimikrobiyal ajanlara karsi duyarliligini degistirmektedir. [60]

Adezyon ve invazyon fungal hiicrelerin endotelyum kan damarlari ile etkilegimi hastaligin
ilerlemesinde 6nemlidir. Mucorales, endotel hiicrelerine in vitro yapisarak istila edebilir ve
hasar verebilmektedir. Mucorales ile insan endotel hiicreleri arasindaki etkilesimleri
arastiranlar, secici bir konak reseptdriiniin doku hasaria sebep oldugunu bildirmislerdir.

[60]

Yakin zamanda Mucorales’de bulunan ve diger patojenlerde bulunmayan CotH
proteinlerinin endotel hiicrelerinin istilas1 sirasinda GRP78’e baglanan fungal ligandlar
olarak islev gordiigii, bildirilmistir. Mucorales‘de CotH’1n essiz varligi DKA hastalarinin
mukormikoza duyarliligim1 agiklamaktadir. Dahast CotH ile GRP78 etkilesimi

mukormikoz i¢in umut verici bir tedavi hedefi olmustur. [60]
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Yakin zamana kadar, kazamilmis bagisikligin mukormikozda rolii Onemsiz kabul
edilmekteydi. Ciinkii kazanilmig T-hiicresi eksikligi Mucorales enfeksiyonlarina
duyarhiligin artmasiyla iligkili degildir. Fakat son c¢alismalar, hastalarda ve saglikli
bireylerde Mucorales’e 6zgili T-hiicrelerinin varligini belirtmislerdir. Bu da fagositlerin
fonksiyonunu etkileyerek; tan1 ve immunoterapi stratejilerinin  olusturulmasini

saglayacaktir. [60]

Dogal oldiirticii (NK) hiicreleri ile yapilan c¢alismalarda, hif formunun immiinosupresif

etkisine ragmen dogal immiinite hiicreleri fungal hiflere dogrudan zarar vermektedir. [60]

Her ne kadar olasi viriilans 6zelliklerinin hepsi arastirma i¢in ¢ekici olsa da, esasen yeni

tedaviler ve tan1 yontemleri daha ilging arastirmalardir (Cizelge 5.1). [60]

Cizelge 5.1. Mucorales’in viriilans 6zellikleri ve bunlarin mukormikoz i¢in tani ve tedavi

gelistirilmesi olasiliklar1 [60]

Viriilans ozellikleri islev Viriilanstaki rolii/immiinopatogenezi | Tam potansiyeli| Tedavi potansiyeli
Demir alim
Rediiktaz/permeaz Tiikenmis demir ortamlarinda demir alinu Kanitlannug
Permeaz (FTR1) Kamitlanmig Belirlenmemisg
Rediiktazlar Varsayilan Belirlenmemis Belirlenmemis
Bakir-oksidazlar Varsayilan Belirlenmemis Belirlenmemig
Siderofor Siderofor aracili demir alim Kamtlanmig
Rizoferrin Varsayilan Belirlenmemis | Belirlenmemisg
Deferoksamin Kamtlanmig Belirlenmemis Belirlenmemig
Hemi oksijenaz Hemi oksijenaz aracili demir alim Varsayilan Belirlenmemis | Belirlenmemisg
CotH Konak hiicre istilast Kanitlannug
GRP78 Konak hiicre reseptorii Kanitlanmig Belirlenmemis
Proteinazlar Protein lizisi Varsayilan Belirlenmemis | Belirlenmemis
Kitin/kitosan Hiicre yapt tast Varsayilan Belirlenmemis | Belirlenmemis
Ergosterol biyosentezi Hiicre zar1 akigkanlig1 ve azol direnci Varsayilan Belirlenmemis | Belirlenmemisg
Hiicre boyutu Kamtlanmig Belirlenmemis Belirlenmemig
Esey lokusu Ciftlesme Varsayilan Belirlenmemis Belirlenmemig
NK hiicreleri Konak savunmasi Kanitlannug Belirlenmemig
Mucorales'e 6zgii T hiicreleri |  Konak savunmast Kamitlanmug
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6. SONUC

Calismamiza anabilim dali laboratuvarimizda bulunan Mucor circinelloides koékenleri
canlandirilarak baslanmistir. -80°C’de bulunan bu kokenler SDA’a ekilerek 24-48 saatlik

inkiibasyon sonunda koloniler elde edilmistir.

Mucor circinelloides’in maya ve kiif formunun elde edilmesi amaglanmis ardindan maya-
kiif / kiif-maya doniistimleri gosterilerek hangi morfolojik formun daha viriilan oldugunu
gostermek i¢in mum giivesi olarak bilinen Galleria mellonella larvalarina maya ve kiif
siispansiyonlarindan 10 pl Hamilton ignesi yardimiyla sol arka ayak hizasindan enjekte
edilmistir. Canli kalan larvalar 4 giin siiresince not edilmis ve bu sonuca gore Kaplan-

Meier grafikleri olusturulmustur.

Galleria mellonella gibi omurgasiz canlilarin, mikroorganizmalarin viriilansinin ve konak
cevabinin aragtirilmasinda kullanilmasi, bu canlilarin ekonomik olmalari, etik kurul onayi

gerektirmemeleri ve kolayca uygulama yapilabilmeleri sebebiyle avantajlidir.

Elde ettigimiz deney sonuglar asagida 6zetlenmektedir.

Mucor circinelloides kiiltiir kosullarina gore ¢esitli morfolojik 6zellikler sergileyen bir
mikroorganizma oldugu i¢in kiif ve maya formlarinin olusturulmasi icin uygun sartlar

belirlenmistir.

Oksijene bagli dimorfizm gosteren bu mantarin maya formunun elde edilmesi ig¢in
anaerobik ortam kosullart (25+2)°C oda sicakligi hazirlanmistir ve 96 saat sonunda

istenilen kiif-maya doniisiimii gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in 6ncelikle anaerobik jar kullanilmis, iireme olmayinca, ayni kosullar altinda
farkli bir hava kisithi kap kullanilarak SDA’a ekimi yapilan kiif formunun maya formuna

doniisiimii gerceklestirilmistir.

Calismamizda maya doniisiimii i¢in etiiv kosullar1 37°C uygun olmamis, oda sicakliginda

iireme gosterilmistir. Oda sicakliginda tireme gostermistir.
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Elde ettigimiz maya formundan aldigimiz Ornegin, aerobik ortam kosullarinda SDA’a
ekimi yapilmistir. (25+£2)°C’de oda sicakliginda ve 37°C’de etiivde inkiibe edildikten sonra
maya-kif donilisimii  goézlemlenmistir. Bu donilisim ortalama 24-48 igerisinde

gergeklesmistir.

Mucor circinelloides’in 6zellikle kiif-maya donilisiimii i¢in uzun inkiibasyon siiresi

gerektiren bir mantar oldugu anlagilmistir.

Izole ettigimiz maya ve kiif formunun direkt mikroskobik incelemelerle ve tiire 6zgii

yapilari Mucor circinelloides oldugunu dogrulamistir.

Kif ve maya arasindaki viriilans farkinin gosterilmesi i¢in kullandigimiz Galleria
mellonella larvalarina yaptigimiz enjeksiyon sonuglart degerlendirilmistir. Larvalar
oldiirme giigleri ve hizlar1 tizerinden sonuglari inceledigimizde Mucor circinelloides’in
larvalar igin viriilan oldugu, fakat kiif ve maya arasinda belirgin bir viriilans farki olmadig

sonucu ¢ikarilmistir.
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