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OZET

Korneal Capraz Baglama Tedavisi ve Antifungal Ajanlarin in Vitro Olarak

EtKkinliginin Degerlendirilmesi

Amag¢: Fungal mikroorganizmalar iizerinde in vitro olarak antifungal ajanlarin ve
korneal kollajen ¢apraz baglama uygulamasinin hem tek bagina hem de kombine tedaviler
ile etkinliginin degerlendirilmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, klinigimizde mantar keratiti sebebi ile takip edilen
hastalardan alinan korneal kazinti &rneklerinden, C.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikoloji Bilim Dali Laboratuvari’nda izole edilen ve calmodulin gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi ile tanimlanan Aspergillus terreus CBS 135845, Aspergillus flavus
CBS 143253, Aspergillus fumigatus CBS 143374 ile elongasyon faktor 1-alfa (tefl-a) gen
bolgesinin ¢ogaltilmast ile tanimlanan Fusarium falciforme CBS 143254, Fusarium
proliferatum CBS 143256, Fusarium solani CBS 143372 kokenleri dahil edildi.

Her mikroorganizma kendi icerisinde bes gruba ayrildi. Yalmz korneal capraz
baglama tedavisinin, yalniz antifungal ilaglarin ve korneal ¢apraz baglama tedavisi ile
birlikte antifungal ilaglarin kullanildig1 gruplarda tedavi etkinlikleri degerlendirildi.

Bulgular: Calismada Aspergillus terreus CBS 135845, Aspergillus flavus CBS

143253, Aspergillus fumigatus CBS 143374 ve Fusarium falciforme CBS 143254,
Fusarium proliferatum CBS 143256, Fusarium solani CBS 143372 cinslerinde, hazirlanan
dort farkli konsantrasyon icin; grup A (KKCB), grup B (KKCB+vorikonazol), grup C
(KKCB+amfoterisin B), grup D (KKCB+%0.02 klorheksidin), grup E1 (vorikonazol), grup
E2 (amfoterisin B) ve grup E3 (9%0.02 klorheksidin)’de tedavi sonrasi mikroorganizma
tiremesi goriilen gruplar istatiksel olarak incelendi. Tedavi sonrasi iireyen mikroorganizma
sayilar1 degerlendirildiginde grup B, grup C, grup D ve grup E3’de tedavi sonrasi
mikroorganizma {iremesi goriilmez iken, diger tedavi gruplarinda tedavi sonrasi
mikroorganizma sayisinda istatiksel olarak anlamli derecede azalma olsa dahi
mikroorganizma tiremesi mevcut idi.
Grup E’de tek basina vorikonazol, amfoterisin B ve klorheksidinin etkinlikleri
degerlendirildi. Kiif mantarlarinda 90.02 klorheksidin kullanimi sonrasi hi¢ {ireme
goriilmez iken, vorikonazol ve amfoterisin B kullanimi sonrasinda ise mikroorganizma
sayisinda 6nemli derecede azalma olsa dahi mikroorganizma iiremesi mevcut idi . Bu sonug
ile 9%0.02 klorheksidin kullanimi sonucunda, kiif mantar izolatlar1 tizerinde vorikonazol ve
amfoterisin B kullanimi sonucu ile elde edilen fungisidal etkiye benzer sonug alinabilecegi
gosterildi.

Sonu¢: %0.1 riboflavin ile yapilan KKCB ve antifungal ilaglar kiif mantari
keratitlerinde gerek tek basina gerekse birlikte uygulandiginda yeterli fungal Oldiirme
giiciine sahiptir. Aym1 zamanda antiseptik olarak kullanilan %0.02 klorheksidinin kiif
mantar1 keratitlerinde yeterli fungal 6ldiirme giicli oldugu goriilmiistiir. KKCB tedavisi ile
% 0.02 klorheksidin tedavisinin tek basina veya antifungal ilaglar ile birlikte fungal keratit
tanis1 konmus olgularin tedavi algoritmalari i¢ine girmesinin uygun oldugu diisiiniilmistiir.

Anahtar Sozciikler: Fungal keratit, korneal kollajen ¢apraz baglama, %0.02
klorheksidin, PACK-CXL
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ABSTRACT

Evaluation of In Vitro Efficiency of Antifungal Agents and Corneal Cross-Linking
Therapy

Purpose: To evaluate the in vitro efficiency of antifungal agents and corneal
collagen cross-linking on fungal microorganisms both alone and in combined therapies.

Material and Methods: The study group consisted of cases who were followed
up with diagnosis of fungal keratitis at CU Faculty of Medicine Ophthalmology
Department. Aspergillus terreus CBS 135845, Aspergillus flavus CBS 143253,
Aspergillus fumigatus CBS 143374 defined by amplification of the calmodulin gene
region and Fusarium falciforme CBS 143254, Fusarium proliferatum CBS 143256,
Fusarium solani CBS 143372 defined by amplification of the elongation factor 1-alpha
(tefl-a) gene region is isolated from corneal scraping samples at CU Faculty of
Medicine Microbiology Department Science Laboratory.

Each microorganism was divided into five groups. Therapeutic efficiency of
corneal cross-linking therapy, antifungal agents, and antifungal agents together with
corneal cross-linking therapy were evaluated.

Findings: In this study, group A (PACK-CXL), group B (PACK-
CXL+vorikonazol), group C (PACK-CXL+amfoterisin B ), group D (PACK-CXL+
clorhexidine) and group E (only vorikonazol, amfoterisin B and clorhexidine) on four
different fungal inoculum concentrations of Aspergillus terreus CBS 135845,
Aspergillus flavus CBS 143253, Aspergillus fumigatus CBS 143374 ve Fusarium
falciforme CBS 143254, Fusarium proliferatum CBS 143256, Fusarium solani CBS
143372 is examined statistically.

We did not observe cultured microorganisms in group B, C, D, E3. Although
there was a statistically significant decrease in number of microorganisms, we detected
microorganism recurrence in groups A, E1 and E2.

In group E, the activities of voriconazole, amphotericin B and chlorhexidine alone
were evaluated. There was no growth after the use of 0.02% chlorhexidine in mold
fungi, whereas there was a decrease in the number of microorganisms after voriconazole
and amphotericin B application. These findings indicate 9%0.02 chlorhexidine,
voriconazole and amphotericin B have similar fungicidal effect on mold isolates.

Conclusions: Corneal collagen cross-linking with %0.1 riboflavin and antifungal
agents either alone or combine has enough fungal killing rate in filamentous fungal
keratitis. It was also found that 0.02% chlorhexidine used as an antiseptic had enough
fungal killing rate in filamentous fungal keratitis. It is appropriate to add corneal
collagen cross-linking and %0.02 clorhexidine either alone or combined with antifungal
agents in fungal keratitis treatment algorithm.

Key words: Fungal Keratitis, corneal cross-linking, %0.02 clorhexidine, PACK-
CXL
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1.GIRIS

Kornea hastaliklari, katarakttan sonra gérme kaybimin en onemli nedenlerinden
biridir. Tiim diinyada, tek tarafli korliigiin en sik sebebi enfeksiyoz keratitlerdir.!
Kornea iilserlerinde hastaligin klinik o6zellikleri diger enfeksiyoz keratitleri taklit
edebildigi igin, etkenin ne oldugu baslangigta saptanamayabilir. Buna bagli olarak
yanlis tan1 ve yetersiz tedavi sik karsilasilan sorunlardir.?

Son 40 yil siiresince hastaligin sikliginda artis oldugunu gdsteren g¢alismalar
mevcuttur. Gelismekte olan iilkelerde yiiksek insidans, tedaviye alinan zayif ya da
yeterli etkinlikte antifungal ilaglarin olmamasi ve taninin gecikmesi nedeniyle fungal
keratitler agir seyretmekte, endoftalmiye kadar ilerleyebilmekte ve buna bagl olarak
gorme kaybinin dnde gelen nedenleri arasinda yer almaktadir.?®** Genis spektrumlu
antibiyotik ve streoitlerin yaygin kullanimi, kontakt lens kullanimi, okiiler yiizey
hastaliklari fungal keratit gelisimine katkida bulunan faktorlerden bazilaridir.>® Fungal
keratit gelisimi i¢in en 6nemli risk faktorii organik maddeler ile olan travmalardir. Bu
nedenle fungal keratitli hastalarin yonetiminde; risk faktorleri, tan1 yontemleri ve tedavi
secenekleri hakkinda ayrintili bilgi sahibi olmak gerekmektedir.

Baz1 fungal keratit hastalarinin uygun tedaviye ragmen prognozu koti
seyretmektedir. Bu nedenle fungal keratit olgularinda yeni tedavi segenekleri giindeme
gelmistir.” Ornegin; riboflavin ve ultraviyole-A (UVA) (365 nm) ile fotokimyasal
korneal kollajen ¢apraz baglama (KKCB) tedavisinin kombine edilmesi ile sivi veya
dokuda dezenfektan etkinin ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Riboflavin ve UVA
kombinasyonunun korneal enfeksiyonlardaki etkisi ilk kez Iseli ve ark. tarafindan 2008
yilinda gé’)sterilmistir.10 Dublin’ de yapilan 9. Yillik Uluslararas1 Korneal Capraz
Baglama Kongresi’nde “Keratit I¢in Isik ile Aktivite Edilmis Kromofor (PACK-CXL)”
terminolojisi énerilmis ve kabul edilmistir.™*

Calismamizda fungal keratit nedeniyle takip ettigimiz hastalardan alinan korneal
kazint1 Orneklerinden {iretilen fungal mikroorganizmalar {izerinde in vitro olarak
antifungal ajanlarin ve korneal kollajen ¢apraz baglama uygulamasinin hem tek basina

hem de kombine tedaviler ile etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Kornea Enfeksiyonlari

Keratit, korneanin inflamasyonuna verilen isimdir. Bu durum enfeksiy6z veya
inflamatuar nedenlerle gelisebilmektedir (Tablo 1)'?. Keratitler gozde batma, agri,
bulanik goérme, fotofobi, sulanma, goz kizarikligi gibi sikayetlere sebep olurlar.
Enfeksiyoz keratit gelismesinde; travma, kontakt lens kullanimi, topikal kortikosteroit
kullanimi, geg¢irilmis okiiler cerrahi, kronik okiiler yiizey hastaliklari, kapak patolojileri
ve cesitli sistemik hastaliklar rol oynamaktadir.*****® Keratit tanis1 biyomikroskop ile

Klinik olarak konulmaktadir. Keratitlerin tedavisi ise etiyolojisine gore degismektedir.

Tablo 1: Keratit Nedenleri

Enfeksiyoz keratit Non-enfeksiy6z keratit
1. Bakteriyel keratit 1. Marjinal keratit
2. Viral keratit 2. Alerjik keratit
3. Fungal keratit 3. Otoimmiin keratit
4, Protozoal keratit 4. Ekspojur keratit
5. Norotrofik keratit
6. Diffiiz lameller keratit
7. Thygeson’un yiizeyel keratiti

2.1.1. Korneanin Enfeksiyonlara Karsi Diren¢ Mekanizmalari

Keratit, okiiler yiizeyin savunma mekanizmalarinin bozulmasi sonucunda
olusmaktadir.'® Bu dogal savunma mekanizmalari; goz kapagi, gozyas: tabakasi, kornea
epiteli ve okiiler floradan olusmaktadir.'® Goz kapaklar1 gozii disardan gelen zararh
etkenlere karsi korumaktadir. G6z kapagi normal pozisyonda ve fonksiyonda iken
okiiler yiizeyin kurumasi oOnler, goz kirpma hareketi ile gozyasini ylizeye dagitarak
organizmalarin yikanmasini saglar. Goz kapaginda, travma ya da diger sebeplerle
kapanma kusuru gelistiginde ya da g6z kirpma hareketinin dakikadaki sayisinin azaldig
yasl, digkiin kisilerde veya Bell refleksinin yetersiz oldugu suuru kapali hastalarda

korneanin agik kalmasi keratit i¢in risk faktorleri olmaktadir.




Bazal gozyasi liretimi normal sartlarda dakikada 1-2 pl iken, irritasyon varliginda
artar ve her 15 saniyede 1-2 pl’ye ¢ikar.'® Gézyast miktarimin artmas okiiler yiizeyin
yikanmasini saglayarak koruyucu etki yalpmaktadlr.18 Gozyasinin komponentleri olan
sekretuar immiinglobulinler, komplemanlar, lizozim, laktoferrin, betalizin ve
seruloplazmin gibi degisik enzimler antibakteriyel etkilidir.'®*® Gozyasim olusturan
komponentlerde, gozyas1 miktarinda ve drenaj sisteminde olusan anormallikler, okiiler
ylizeyi riske atan ana nedenlerdendir.’®

Diger Oonemli bir savunma mekanizmasi da intakt kornea epitelidir. Epitel
hiicreleri arasindaki sik1 baglar, mikroorganizmalarin korneaya girmesini engelleyen bir
bariyerdir. Saglam kornea epiteli, enfeksiyonlara karst ¢ok direnglidir. Kontakt lens
kullanimi, okiiler travma ve cerrahi gibi epitel biitlinliigiinii bozan etkenler,
mikroorganizma gegisine izin vererek keratite yol acabilir. Buna karsin Neisseria
gonorrhoeae, Cornynebacterium diphtheriae, Listeria ve Haemophilus gibi
mikroorganizmalar intakt kornea epitelini invaze ederek korneada enfeksiyon

olusturabilirler.20

2.1.2. Kornea Yara Iyilesmesi

Dokunun yaralanmaya cevabi; yaralanmanin tiirii, derecesi ve yaralanan dokunun
ozelliklerine baghdm21 Kornea hasari doku rejenerasyonu ile degil, doku tamiri ile
tyilesir. Yani iyilesmis doku, hasarlanmamis kornea dokusuna histolojik ve fizyolojik
olarak benzemez ve higbir zaman onun saydamligina ve gerilim kuvvetine erisemez.
Hasarlanma sadece kornea epitelinde gelismisse iyilesme sonunda korneada leke
kalmaz, ancak hasarlanma stromaya inerse iyilesme sonrasinda korneada I6kom
olusur.22

Korneada yara iyilesme cevabi; epitel hiicreleri, stromal keratositler, kornea
sinirleri, lakrimal bezler, g6z yas1 tabakas1 ve immiin sistem hiicreleri arasindaki sitokin

aracili etkilesimi kapsayan karmasik bir déngﬁdﬁr.21’23'27



2.1.3. Kornea Hastahklarinda Klinik Degerlendirme

Kornea hastaliklarinin degerlendirilmesinde ¢esitli muayene yontemleri kullanilir.
Keratitli hastalar1 degerlendirmede kullanilanlar; biyomikroskopi, esteziometri,
korneanin boyanarak muayenesi, konfokal mikroskopi ve 6n segment optik koherens
tomografisi gibi muayene yontemleridir.?

1.Biyomikroskopik muayene; Kornea muayenesinde kullanilan baslica alettir.
Kornea ve 6n segmente ait diger yapilarin binokiiler olarak incelenmesine yarar. Farkl
blyiitmeler ile degisik kalinliktaki 1s1ik demetleri degisik agilardan gonderilerek farkli
agilardan goriintiilemeler ile korneanin tiim katlar1 degerlendirilebilir.”®

2. Esteziometri: 5. kraniyal sinirin oftalmik dalinin bir fonksiyonu olan korneal
duyarliligin Sl¢iimiidiir. Primer olarak noérotrofik keratopatinin degerlendirilmesinde
kullanilir. Kornea duyarlililigt en kolay normal olan, diger goézle karsilastirilarak
degerlendirilir. Korneal enfeksiyonlarda korneal duyarlilikta azalma
goriilebilmektedir.? *°

3. Tamisal boya solusyonlari ile korneanin boyanarak muayenesi: Fluoresein
gibi hidroksiksanten boyalar yiizyildan fazla bir siiredir klinikte kullanilmaktadir.** Bu
boyalar korneal epitelyal lezyonlari saptamak, aplanasyon tonometresine yardimci
olmak, lakrimal drenaj ve yetersiz gozyasi akisini degerlendirmek igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Klinik uygulamada, fluoresein hiicreleraras1 baglantilarin bozulmasini
saptarken, rose bengal ve lissamin yesili boyalar1 da anormal epitelyal hiicrelerin ve
yetersiz gozyast filmi korumasiyla iligkili olan okiiler yiizey degisikliklerinin
degerlendirilmesinde kullaniimaktadir.*® Floresein ve rose bengal boyalar1 kornea ve
konjonktivayr degerlendirmede kullanilirken, lissamin yesili ile sadece konjonktiva
degerlendirilmektedir. Klinik olarak lissamin yesili boyasi rose bengal boyasina benzer
boyanma profili gosterir. Lissamin yesili in vitro sagliklt ve normal hiicreleri
boyamazken, membran hasar1 olan epitelyal hiicreleri boyar ve rose bengal gibi miisin
ile bloke olmaz.*®

a. Rose Bengal (Bengal pembesi); 06lii veya mukus tabakasini kaybetmis
devitalize epitelyum hiicrelerine afinitesi olan bir boyadir. %1’lik rose bengal soliisyonu

veya rose bengal emdirilmis nemli seritler kullanilabilir.



b. Floresein; Korneayr boyayan ve epitel ylizeyinin her c¢esit diizensizligini
belirginlestiren 6zel bir boyadir. Floresein emdirilmis kagit seritler veya prezervan
icermeyen %2’lik damla seklinde kullanilabilmektedir. Boyanma, kobalt mavisi bir
filtre ile kolayca saptanir. Normal korneay:r uniform bir boya filmi kaplamalidir. Eger
kornea ylizeyi anormal ise, etkilenen alanda asiri miktarda boya emilir veya birikir. Bazi
keratitli hastalarda stromal tutulum bdolgesinin {stiindeki epitel iyileserek boya
tutmayabilir.?

4. Konfokal Mikroskopi: Kornea yapilarinin hiicresel seviyede, gergek zamanli

33 i vivo olarak tiim

goriintlilemesini saglayan, noninvaziv goriintiileme yontemidir.
kornea katlari, keratosit, epitel ve endotel hiicrelerinin yapilar1 ve sinir tabakasini
degerlendirilebilir. Konfokal mikroskopi ile superior limbik keratokonjonktivit,
enfeksiydz kristalin keratopati, fungal keratit ve amibik keratit tespit edilebilir*’

5. On Segment Optik Koherens Tomografisi (OS-OKT): Retinanin
incelenmesinde  kullanilan optik koherens tomografi (OKT), o6n segmentin
goriintlilemesini saglayan bir modiil sayesinde gdzyasi meniskiisii, korneanin kalinlig1
ve kesitsel degerlendirilmesi ile birlikte ac1 yapilarini da incelenebilir hale getirmistir.zo
Son zamanlarda mikrobiyal keratitlerdeki stromal infiltrasyonun derinligini ve korneal
incelmenin degerlendirmesinde kullanilmaya baslanmstir.*®**®  Konstantopoulus ve
ark. min yaymladigi calismada; OS-OKT ile korneadaki infiltrasyon stromada
hiperreflektif alan olarak goriintiilenmis ve infiltrat c¢api, kornea kalinlifi ve on
kamaradaki inflamatuar  hiicrelerin  objektif olarak  degerlendirilebilecegini

belirtmisler.*°

2.2. Fungal Keratit

Enfeksiyoz keratitler, tiim diinyada tek tarafli korliigiin en sik sebebidir." Fungal
keratitler ilk olarak Leber tarafindan 1879 yilinda tanimlanmustir.** Hem gelismis
iilkelerde hem de gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir korliikk nedenidir. Fungal
keratitlerin tedavisinin zor ve pahali olmasinin yani sira, uygun tedaviye ragmen
korneal perforasyon ve endoftalminin dnlenemedigi olgularda mevcuttur.’

Fungal keratitlerin insidansi, risk faktorleri, etkenin tipi ve etyolojik ajanlari,

cografi bolgelere ve iklime gore degismektedir. Tropik iklime sahip Hindistan’daki



enfeksiyoz keratitlerin % 51,9’unu, daha 1liman bir iklime sahip olan Amerika Birlesik
Devletleri’ ndeki enfeksiydz keratitlerin % 8’ini fungal keratitler olugturmaktadir,***
Klinik ¢alismalar en sik fungal keratite yol acan kiif mantarlarinin Fusarium,
Aspergillus, Alternaria ve Cladosporium; maya mantarinin ise Candida oldugunu
gostermektedir. Insan korneas1 icin patojenik sayilan 70’ten fazla mantar tiirii vardir

(Tablo 2).44%°



Tablo 2: insanda keratite yol acan fungal etkenler

44,45

Maya mantarlari

Filamentoz mantarlar

Dimorfik mantarlar

Candida tiirleri

C. albicans, C.
glabrata,

C. guilliermondii,C. krusei,
C. parapsilosis, C. Tropicalis

famata, C.

Nonpigmente (hyalin)
filamentoz mantarlar

Pigmente filamentoz
mantarlar

Blastomyces
B.dermatitidis

Cryptococcus tiirleri
C. laurentii, C. Neoformans

Fusarium tiirleri

F. solani,

F. falciforme,

F. proliferatum,
F.aquaeductum,
F.dimerum,F.oxysporum,
F.verticilloides,
F.nivaleb,F.subglutinans,
F.ventricosum

Alternaria tiirleri
A. alternata, A.
infectoria, Alternaria

spp

Coccidioides tiirleri
C. immitis

Geotrichum tiirleri
G. candidum

Scedosporium tiirleri
S. apiospermum

Curvularia tiirleri
C.brachyspora, C.
geniculata, C. lunata,
C. pallescens,C.
senegalensis, C.
Verruculosa

Paracoccidioides
turleri
P. brasiliensis

Malassezia tiirleri
M. furfur

Aspergillus tiirleri

A terreus,

A. Fumigatus,

A. flavus,

A. clavatus, A.fischerianus, A.
flavipes, A glaucus, A. janus,
A. niger, A. nidulans,A.
oryzae, A. Wentii

Cladosporium tiirleri
C.cladosporioides

Rhodotorula tiirleri

Acremonium tiirleri

Exophilala tiirleri

R. glutinis,R. rubrab, | A. atrogriseum, A. curvum, A. | E. jeanselmei var.
Rhodotorula species kiliense, dermatitidis, E.
A. potronii, A. recifeib, jeanselmei var.
A. species Jeanselmei
Rhodosporidum tiirleri Beauveria tiirleri Dichotomophthoropsi
R. toruloides B bassiana s tirleri
Epidermophyton tiirleri Phialophora tiirleri
Tritirachium tiirleri Aureobasidium
tiirleri
Verticillium tiirleri Bipolaris tiirleri
Sarcopodium tiirleri Lasiodiplodia
threobromae

Cylindrocarpon tiirleri

Colletotrichum turleri

Paecilomyces tiirleri

Exserohilum tiirleri

Sporothrix tiirleri
S. schenckii




2.2.1. Predispozan faktorler

Fungal keratit gelisimini kolaylastiran faktorler icinde; ozellikle organik bitki
yaralanmalar1 sonucu gelisen okiiler travmalar, kontakt lens kullanimi, uzun siire topikal
steroit kullanimi, kronik okiiler yilizey hastaliklari, gegirilmis g6z cerrahisi, ¢evresel

faktorler, immiin yetersizlik ve diyabetes mellitus hastalig1 sayilmaktadir.2?%4%%

2.2.2. Klinik

Fungal keratitlerde klinik goriiniim keratit etkenine ve hastaligin evresine gore
degisiklik gosterir. Keratit klinigi genellikle yavas ve sinsi ilerleyicidir. Ancak bazi
mantar tiirlerinin neden oldugu keratitlerde hizli ilerleme goriilebilmektedir. Aspergillus
tirlerine bagl keratitler genellikle daha az siddetli ve yavas seyirli olmaktadir,
inflamasyon daha az goriiliir ve siklikla halka seklinde infiltrat gériilmektedir. Fusarium
keratitleri genellikle daha inflame ve agir seyirlidir. Hizli ilerleyerek kisa zaman
icerisinde derin stromaya infiltrasyon ve korneal perforasyonuna neden olabilirler.
Candida albicans ile gelisen keratitler ise genellikle bakteriyel keratitlere benzerlik
gosterirler.? Fungal keratitlere ait en genis serisi olan Gopinathan ve ark.’nin 1352
olguluk serisinde, erkekler kadinlardan 2.5 kat fazla ve hastalarin %64.4’iinde 16-49
yaslar1 arasinda bulunmustur.48

Hastalar genellikle yabanci cisim hissi ve artan agri sikayetleri ile bagvurmaktadir.

Kapak o6demi genellikle goriilmemektedir.**>*

Siklikla gri-beyaz renkte, kuru
goriinimlii ve diizensiz uzantilar1 veya filamentdz kenarlar1 olan infiltrasyon
goriilmektedir. Bazen infiltratlar multifokal olabilirler veya satellit lezyonlar
gozlenebilir.”® Klinik olarak diger keratit nedenlerinde de goriilebilen konjonktival
enjeksiyon minimal izlenebilmektedir. Bazi olgularda intrastromal infiltrat iizerinde
epitelin 1yilestigi ve inflamasyonun ¢ok az oldugu goriilmektedir. Buna karsin
inflamasyonun ¢ok yogun oldugu olgularda mevcuttur. Keratit ilerledikge yogun
stiptirasyon gelisir ve bakteriyel keratite benzemeye baglar. Bu asamada hipopiyon ve
endotelyal plak gelisebilir.>> Fungal enfeksiyonun 6n kamaraya ilerlemesiyle yogun 6n

kamara reaksiyonu, limbusa dogru ilerlemesi sonucunda skleral tutulum izlenebilir.

Enfeksiyon daha derin dokulara da ilerleyebilmektedir. Nadiren iris ve arka kamaraya



yayilim olur ve buna bagli pupil blogu gelisebilir.?? Cok nadir de olsa herpetik
keratitlerde gormeye alistk oldugumuz dendritik {ilser seklinde karsimiza

gelebilmektedir.*">*

2.2.3 Laboratuar tam

Mantarlarin izolasyon ve identifikasyonlarinda kiiltiir temelli ve kiiltiire dayali
olmayan (serolojik, molekiiler) yontemler kullanilmaktadir.*®

Korneal kazinti, goze topikal anestezik uygulama sonrasinda biyomikroskop
esliginde steril bistliri ya da platin spatiil yardimiyla {ilserin hem tabanindan, hem de
kenarlarindan ve miimkiinse birden ¢ok 6rnek alinarak yap11mahd1r.54 Alinan ornekler
boyama i¢in 6nceden %95’lik metanol ile fikse edilmis lam iizerine yayilir, kiiltiir i¢in
besiyeri ortamina ekilir.>

Kiiltiir sonuglarmin uzun siirede belirlenmesi nedeniyle, direkt mikroskobik
inceleme biliylik onem tagimaktadir. Mikroskobik degerlendirme ile hizli bir inceleme
yapilarak mantar saptanabilir, mantarin maya veya kiif olup olmadig1 hakkinda bilgi
edinilebilir. Gram ve Giemsa boyalari mantarin erken tamisinda en sik kullanilan
boyalardir.>® Fungal keratitlerden alman korneal kazinti 6rneklerinin bu boyalar ile
boyanarak kiif mantarlarinin hiflerinin fragmanlari, blastosporlar ve maya mantarlarinin
psodohifleri %78 oraninda sap‘[anabilmektedir.55 Fungal keratit siiphesi bulunan
olgularda kazint1 6rneklerini incelemede kullanilan diger boyalar ise potasyum hidroksit
(KOH), akridin oranj boyasi, Grocott Methenamin Giimiis teknigi (GMS), laktofenol
pamuk mavisi ve kalkoflor beyazidir.>*

Direkt incelemenin amact hizli bir 6n tan1 elde etmektir. Kesin taniya ulagsmakta
kiiltiir halen en 6nemli yontemdir.>*%%%

Fungal keratitlerde siklikla kullanilan besiyerleri sabouraud glikoz agar (SGA),
kanli agar, patates dekstroz agar (PDA), ¢ikolata agar, cystine tryptone agar, beyin kalp-
inflizyon et suyu ve thioglycolate et suyudur. Kati besiyerlerine yapilan ekimler “C”
seklinde yapilir ve sadece bu “C” ¢izgisi iizerindeki iiremeler anlamli kabul edilir.2®%
Sivi besiyerlerinde ise materyalin alindig1r spatiil, lup veya pamuklu g¢ubuk sivi

icerisinde hizla dondiiriilmelidir.*® Mantar keratitinde kiiltiirde pozitiflik orant %90°dur.

Onerilen bekleme siiresi 4-6 haftadir. Kiiltiirdeki iireme klinikle uyumluysa, ayni



mantar en az 2 ayri kat1 besi yerinde iiremisse, kat1 besiyerinin ekim alaninda kismen
birlesik bir iireme s6z konusuysa veya sivi besiyerindeki ilireme mikroskopi ile
uyumluysa kiiltiirdeki tireme anlamli kabul edilir.*”®

Derin stromal yerlesimli olgularda korneal biyopsi materyali, kazintiya gore daha
iyi sonug verir.? Korneal biyopsi érneginden direkt baki, kiiltir ve histopatolojik
inceleme yapilmalidir. Bazen kiiltiiriin negatif oldugu olgularda bile pozitif sonug
verebilir.

Molekiiler tan1 yontemleri, giderek popiiler olmakla birlikte her Klinik
laboratuarda rutin olarak uygulanmamasi ve standardizasyonun olmamasi nedeni ile
yaygin degildir.45 Enfeksiyon etkeni olan mantarlarin saptanmasi ve tanimlanmasinda
niikleik asit amplifikasyon ve hibridizasyon problarimin kullanildigi  sinyal
amplifikasyon yontemlerinden yararlanilir. Niikleik asit amplifikasyon teknolojilerinde
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) veya benzeri yontemler kullanilir.* Mantar yiikiiniin
¢ok az oldugu, kiiltiir ve serolojik taninin heniiz yetersiz oldugu evrede PZR temelli tani
yontemleri ¢ok daha etkili olabilir.”> PZR, doku &rneklerinde patojenin DNA’sin1
saptayan hassas bir yontemdir. Bunun icin gerekli olan materyal miktar1 da ¢ok azdir.
Ornegin; 1-10 pl kadar korneal kazinti materyali, huméor akdz, vitreus veya gozyasi
olmasi yeterli olabilmektedir. Bu yontem daha ¢ok fungal endoftalmilerin tanisinda
kullanilmaktadir.*

Non-invazif goriintiileme yOntemi olan, hastalikli ve saglikli korneanin
degerlendirildigi konfokal mikroskopi; Avunduk ve ark. tarafindan tavsanlarda deneysel
Aspergillus fumigatus keratitinde kullanilmis, 14 ve 22. giinlerde kiiltiirden daha duyarl
oldugu sonucuna varilmstir.? Konfokal mikroskopi ile mantar hiflerinin gésterildigi az
sayida olgu bildirimi mevcutsa da, yaygin klinik kullanimi yoktur.* Florakis ve ark.
kiiltirde tanis1 konulmus iki Aspergillus keratiti olgusunda, konfokal mikroskopi ile

hifleri 6 um capli, 60-400 pm uzunlukta filamanlar olarak gérﬁntﬁlemiglerdir.eg’
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2.2.4. Tedavi

Fungal keratitlerin tedavisi medikal ve cerrahi olarak ikiye ayrilabilir.

2.2.4.1. Medikal Tedavi

Tedavide, spesifik antifungal ajanlarin yaninda nonspesifik Onlemler ve
antiseptikler de kullanilabilmektedir.®* Giiniimiizde kullanilan antifungal ajanlarin
etkinligi sinirli olup, rolatif olarak medikal tedavide basarisizlik s6z konusudur.

Medikal tedavide en sik kullanilan ajanlar polyenler ve azollerdir.®*®

Fungal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglar:**>46:°
1. Polyenler:

e Natamisin,

e Amfoterisin-B

2. Azoller:

a) Imidazoller
Klotrimazol

Econazol

Ketokonazol

Mikonazol

b) Triazoller
Flukonazol

Itrakonazol

Vorikonazol

Posakonazol

3. Pirimidine:

¢ 5-Fluorositosin (Flusitozin)
4. Ekinokandinler:

e Mikafungin,

¢ Kaspofungin,

¢ Anidulafungin

11



S. Digerleri:

e Povidon iyot

¢ Poliheksametilen biguanid

e Klorheksidin

o Giimiis siilfadiazin

Polyenler fungal hiicre duvarindaki ergosterole baglanarak hiicrelerde bozulmaya
neden olmaktadir.’> Polyenler hem maya hem de kiif mantarlarma karsi etkilidir.
Amfoterisin B daha ¢ok maya mantarlarina karsi etkilidir.’ Natamisin ise maya
mantarlarina karst etkili olup kiif mantarlarina kars1 da genis spekturumlu aktiviteye
sahiptir? Yapilan bir c¢alismada fungal keratit tedavisinde vorikonazol ile
karsilastirildiginda natamisin ile tedavi sonrasi daha iyi gorme diizeyi elde edilmistir.®’
Polyenlerin en biiyiikk dezavantaji saglam kornea epitelinden gecememeleridir.®® Bu
nedenle tedavi sirasinda diizenli korneal debridman yapilarak tedavinin etkinliginin
arttirilmasi arna<;1anmaktad1r.69

Azoller hiicre duvarinda ergosterol sentezini inhibe ederek etki gostermektedirler.
Genellikle maya mantarlarina karst iyi etkinlik gosterirken, kiif mantarlarma karsi
etkileri degiskendir. Azoller icerisinde topikal olarak en ¢ok vorikonazol, oral olarak ise
ketokonazol ve itrakonazol kullanilmaktadir. Vorikonazoliin topikal verildiginde kornea
penetrasyonunun ve oral verildiginde g6z i¢i konsantrasyonunun iyi oldugu
bildirilmistir.”® Vorikonazoliin topikal ve oral uygulamasi disinda intrastromal
uygulamasi da mevcuttur.”* Posakonazol hakkinda smirh sayida calisma vardir. Buna
karsilik tedaviye yanit vermeyen olgularda kurtarma tedavisi seklinde oral olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.”*”"™ Altun ve ark.’nin yayinladig1 calismada diger
antifungal ajanlara yanitsiz iki olguda topikal ve oral posakonazol tedavisi ile basarili
sonuclar elde edilmistir.” Yayinlanan bir olgu sunumunda ise; natamisin ve amfoterisin
B tedavisine yanitsiz Fusarium solani keratitinde topikal posakonazol tedavisi ile
iyilesme saglanmus.”® Tu ve ark.’min yaymladigi Fusarium solani keratiti olan ve
vorikonazol tedavisine yanitsiz ii¢ olguda, oral posakonazol tedavisi ile basari
saglanm1$.73

Bir pirimidin olan flusitozin, timidin sentezini bloke ederek etki gostermektedir.

77,78

Oral ve topikal formlar1 mevcuttur. Fakat hizli diren¢ gelisimi nedeniyle tek basina

kullanimi pek tercih edilmemektedir.?4°
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Ekinokandinler mantar hiicre duvarinda beta-glukan sentezini bloke ederek etki
géstermektedirler.54

Klinik olarak yiizeyel filamentéz fungal keratitlerde ilk tercih olarak natamisin
%S5 Onerilmektedir, fakat Tirkiye’de ticari olarak bulunmamaktadir. Candida ve
Aspergillus keratitlerinde natamisin yerine topikal amfoterisin B %0,15 6nerilmektedir.
Fusarium keratitinde ise oral veya topikal azol grubu ilaglar tek basina veya kombine
olarak kullanilmaktadir.

Sistemik tedavi; enfeksiyon derinse, topikal tedaviye yanit yok ise, sklera
tutulumunda veya endoftalmide kullanilmaktadir. Pek ¢ok klinik ve deneysel ¢alismada
fungal keratitin sistemik tedavisinde ketokonazol, itrakonazol, mikonazol, flukonazol,

vorikanazol ve posakonazol ile basarili sonuglar elde edilmistir.”*"5*

Baslangicta oral
ketakonazol agir filamentoz fungal keratitlerde ve oral flukonazol agir maya
keratitlerinde adjuvan tedavi olarak diisiiniilebilir. Vorikonazolun miikemmel
intraokiiler gegisi ve genis spekturumlu olmasi ve yan etkisi diger azol gruplarina gore
daha az olmasindan dolay1 diger oral antifungallerin yerini almaktadir.®>® Vorikonazol
hepatotoksisite yapabilmektedir. Bu nedenle tedavi siiresince belirli araliklarla karaciger
fonksiyon testlerine bakilmalidir.”

Antifungal ajanlar subkonjonktival, intrakamaral veya intrastromal olarak da
uygulanmaktadir. Subkonjonktival enjeksiyon uygulama olarak kolay olsa da, toksik
etkisi ve agri indiiklemesi nedeniyle ¢ok fazla kullanilmamaktadir.®” Intrakamaral
olarak 7,5-10 um/0,1 ml dozda amfoterisin B ve 100 pg/0.1 ml dozda vorikonazol
uygulanabilmektedir.?®#% Yapilan bir ¢alismada oral itrakonazol ve topikal natamisin,
amfoterisin B tedavisine yaniti olmayan Aspergillus flavus keratiti olan 3 olguya
intrakamaral amfoterisin B tedavisi ile basarili sonug elde edilmistir.88 Intrastromal
olarak 50 pg/0.1 ml dozda vorikonazol kullammu ile ilgili yaymnlar mevcuttur.”*
Prakash ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada topikal antifungal tedaviye yanitsiz 3 olguda
tekrarlayan intrastromal vorikonazol enjeksiyonlar1 1ile korneal infiltrasyonun
kiigiilmeye basladigi ve 3 hafta sonunda {ilserasyonun tamamen kapandigi
bildirilmistir.** Namrata ve ark.’nin yaymladigi ¢alismada ise fungal keratitli 12 olguda

topikal ve sistemik antifungal tedaviye ek olarak intrastromal vorikonazol enjeksiyonu

yapilmis, olgularin %83,3’linde basarili sonuglar elde edilmis.”
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Fungal keratitlerin tedavisinde kortikosteroid kullanimi konusunda farkli goriisler
vardir. Hastalik i¢in Onemli bir predispozan faktdr kabul edilen kortikosteroid
kullanimi, bazilarinca kesin bir kontrendikasyon olustururken, Schreiber ve ark. lar
deneysel Candida albicans keratitinde flukonazolle birlikte kortikosteroid kullanimini
denemisler ve ge¢ dénemde baslandigi takdirde faydali oldugunu savunmuslardir.®*%
Antifungal ajanlar igerisinde amfoterisin B disindaki ajanlar fungistatiktir. Mantarin yok
edilmesi ise hastanin savunma mekanizmalar ile olmaktadir. Bundan dolay1r klinik

olarak enfeksiyonun kontrol altina alindig1 disiiniildiigiinde ve antifungal ajanlarin en

az 2 hafta kullanimi sonras1 topikal kortikosteroidler baglanabilir.*®

2.2.4.2. Cerrahi Tedavi

Maksimum topikal ve sistemik tedaviye ragmen ilerleme gosteren olgularda,
perforasyon tehdidi bulunan veya perfore olmus kornealarda cerrahi tedaviye
gecilmektedir.** Bununla birlikte fungal keratit, diinyanin pek ¢ok yerinde medikal
tedavinin gecikmesi veya antifungal ilaglari temin etmedeki gii¢liikler nedeniyle cerrahi
olarak tedavi edilen bir hastalik olmustur.®* Spatiil veya bicak ile topikal anestezi altinda
korneal debridman diinyada en ¢ok yapilan cerrahi miidahaledir. Korneal debridman ile
cogalan mantarlar1 ve nekrotik dokuyu uzaklagtirmak ve topikal antifungal ilaglarin
penetrasyonunu arttirmak amaglanmistir. Bu tedavi her 24-48 saatte bir yapilmalidir.%®

Korneal incelme veya 2 mm capindan kiigiik perforasyonlarda doku yapistiricilari
ve bandaj kontakt lensler kullanilabilmektedir.®> N-butyl siyanoakrilat doku
yapistiricilart ve lizerine bandaj kontakt lensler bu tiir kiiglik perforasyonlart ve
incelmeleri kapatmak amaciyla kullanilmaktadir. Doku yapistiricisint uygulamadan
once nekrotik doku, epitel ve doku artiklarimin korneal debridman yapilarak

uzaklagtirilmasi gerekmektedir.2’46

Yetmis ii¢c hastanin dahil edildigi bir ¢alismada 66
goziin 42’sine doku yapistiricist ve bandaj kontakt lens uygulamas1 yapilmis, uygulama
sonras1 hastalarda infiltrat boyutunun geriledigi, glob biitiinliigiiniin korundugu ve 8
gbzde bu uygulama ile penetran keratoplasti (PK)’nin ertelenmesinin saglandigi

gé’)riilml‘istiir.95
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Fungal keratit tedavisinde kullanilabilecek diger cerrahi segenekler konjonktival
flep, konjonktival flep ile birlikte keratektomidir.® Bu tedaviler siklikla antifungal
ilaglarin temininde sikint1 olan ve PK yapilamayan durumlarda uygulanmaktadir.

Diger cerrahi tekniklere gore daha nadir olarak kullanilan konjonktival flep ve
doku yapistiricilarinin  temel amaci enfeksiyonu kontrol altina almak ve glob
biitiinliigiinii korumaktir,*"*

Kullanilan diger cerrahi yontem ise amniyotik zar transplantasyonudur (AZT).
AZT ozellikle yara iyilesmesinin yavas oldugu ve korneal incelmesi olan olgularda
uygulanmaktadir.”® AZT yara iyilesmesini hizlandirirken, inflamasyonu, anjiyogenezisi

ve fibrozisi azaltmaktadir.'®

Fungal keratit olgularinda epitelizasyonu arttirmak ve
kornea perforasyonunu Onlemek amaciyla akut donemde AZT uygulamasini 6neren
yayinlar mevcuttur.'%*

Yayinlanan cerrahi tedavilerin pek cogu terapdtik PK’y1 igermektedir.’®**% Chen
ve ark.’nin yayinladigi ¢alismada; terapotik PK gerektiren enfeksiyodz keratitli olgularin
yarisinin fungal kaynakli oldugu gés‘terilmistir.102

Daha ciddi iilserlerde, 2 mm c¢apindan biiyiikk perforasyonlarda ve medikal
tedaviye ragmen ilerleme saptandiginda PK uygulanmaktadir. PK’nin zamanlamasi ¢ok
onemlidir. Pek cok retrospektif seride antifungal tedaviye yanitsiz olgularda 4 hafta
icerisinde keratoplasti yapilmasi vurgulanmugtir.®” 10410

PK teknigi diger mikrobiyal keratitlerle benzer sekildedir. Trepanizasyon boyutu
1-1,5 mm saydam ve enfekte olmamis kornea alani birakacak sekilde olmasi fungal
mikroorganizmalarinin alic1 yatakta rezidii olarak kalma ihtimalini azaltmaktadir.'***%"
Enfekte olmus lens, iris ve vitreus gibi yapilar mevcutsa cerrahi sirasinda
¢ikarilmahdir.'® Ancak lens enfekte degilse enfeksiyonun arka segmente yayilimini
engellemek amaciyla miimkiin olan olgularda lens yerinde birakilmalidir.*® Cikarilan
dokular hem mikrobiyolojik hem de patolojik incelemeye génderilmelidir.'® Enfekte
dokular ¢ikarildiktan sonra donor kornea siitiire edilmeden dnce cerrahi enstriimanlarin
degistirilmesi dondr korneanin kontaminasyon riskini azaltmaktadir. Endoftalmi riski
mevcut olan olgularda g6z i¢i antifungal enjeksiyonu yapllmahdlr.108

PK sonrasi enfeksiyonun tekrarlama riskini 6nlemek amaciyla topikal antifungal

ajanlar devam edilmelidir. Ayrica topikal damlalara ek olarak sistemik antifungal

ilaglarda verilmelidir.*®®
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Keratoplasti oncesi oldugu gibi ameliyat sonrasida topikal kortikosteroid
kullanimi tartigmal1 ve dikkatli olunmasi gereken bir konudur. Burada PK yapilmasinda
birincil amacin hastaligi durdurmak ve glob biitlinliiglini korumak oldugu
unutulmamalidir. Rejeksiyon goriilse bile ikincil optik PK daha sonra yapilabilir.
Kortikosteroid kullanilamadigr durumlarda topikal siklosporin A kullaniminin faydali

TR 110,111
olabilecegini gdsteren yayinlar mevcuttur.

2.2.4.3. Fungal Keratit Tedavisinde Korneal Capraz Baglama Tedavisinin Yeri

Riboflavin ve UVA (365 nm) ile fotokimyasal korneal kollajen capraz baglama
Spoerl ve Seiler tarafindan Dresden Universitesi’nde, 1997 yilinda gelistirilmigtir.**>*3
Standart  Dresden protokolii; korneal debridmani sonrasinda %0,1 riboflavin
uygulamasim takiben 365 nm dalga boyunda 3 mw/cm? giiclinde 30 dk boyunca UVA
uygulamasi olarak tanimlanmistir.™* Bu prosediir ile UVA’y1 absorbe eden riboflavin
bu fotosensitizasyon ile dogal lizil oksidaz yolagini aktive eden serbest radikallerin
ortaya  ¢ikmasini saglayarak  kollajenin  fiziksel = ¢apraz  baglamasini
indiiklemektedir.**>**° Aciga c¢ikan serbest radikaller kollajen ve proteoglikan
molekiilleri ile etkilesime girerek kovalent baglar olusturmakta ve bdylece korneanin

114

biyomekanik direncini giiglendirmektedir.”™" Korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi

ile korneanin ektatik hastaliklarindan 6zellikle keratokonusun progresyonunun
durdurulmasi ve kornea stabilizasyonunun saglanmasi amaclanmistir."™

2008 yilinda Iseli ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada; korneal kollajen ¢apraz
baglama tedavisi ile antimikrobiyal tedaviye direngli keratit hastalarinda korneal
erimenin durdugunu yayimlamasi ile bu tedavinin korneanin ektatik hastaliklar1 diginda
keratitlerde de etkili olabilecegi glindeme gelmistir.3 Bu yaymla birlikte ilaglarin
sterilizasyonunda kullanilan UVA ile sensitize edilmis riboflavinin keratitlerde basarili
olabilecegi diisiincesi olusmustur.*’ 2013 yilinda Dublin’de yapilan 9. Yillik
Uluslararas1 Korneal Capraz Baglama Kongresi'nde “ Keratit I¢in Isik Ile Aktive
Edilmis Kromofor” ( Photo Activated Chromophore for Keratitis- Corneal Collagen
Cross-linking/PACK-CXL) tanimlamasi yapilmugtir.*

PACK-CXL’nin 3 mekanizma iizerinden etkili oldugu diisiiniilmektedir:*
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1. Kromoforun patojenin niikleik asitlerine interkalasyonu ile replikasyonun

Onlenmesi.

2. Tedavi sirasinda gelisen serbest radikallerin patojenin hiicre duvarini
bozmasi.

3. Korneada bulunan kollajenin yapisinda degisiklige yol acarak patojenin

kollojenazina direng gelismesi.

Iseli ve ark.’nin yayinladigi ¢alismadan sonra bu konuda pek ¢ok in vitro, in Vivo
hayvan ¢alismasi ve olgu raporlari yaymlanmustir.**1? Literatiirde fungal keratitlerde
uygulanan KKCB tedavisinin geliskili sonuglar1 vardir.'*®

Bamdad ve ark.; bakteriyel keratitli olgularda KKCB tedavisinin korneal
epitelizasyon siiresini kisaltmaya yardimci oldugunu ve infiltrasyon alanindaki

iyilesmeyi hizlandirdigini géstermislerdir.119

Makdoumi ve ark.’min yayinladig
prospektif, randomize olmayan klinik ¢alismada; bakteriyel keratitli 16 hastaya sadece
KKCB tedavisi uygulanmis, 15 hastada kornea epitelinin tamamen kapandigi ve
inflamatuar yanitin azaldigi gésterilmistir.120

Bilgihan ve ark. yaptig1 in vitro bir ¢alismada hem %0,1 riboflavin hem de %0,25
riboflavin kullanilarak yapilan KKCB’nin yiiksek fungal konsantrasyonlarda bile
fungisidal etkili oldugu gosterilmistir.'?" Galperin ve ark. yaymladigi in vivo hayvan
calismasinda ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda KKCB’nin Fusarium keratitinde
etkili oldugu g(isterilrnistir.122

Kasetsuwan ve ark.’nin orta ve ciddi enfeksiydz keratitli hastalarda yaptig1 bir
calismada; tek basina KKCB tedavisinin standart antifungal ajanlar ile yapilan tedaviye
istlinliigli olmadigi gosterilmistir (123). Bu konuda yapilan bagka bir klinik prospektif
randomize g¢alismada ise KKCB’nin iyilesme siiresinde degisiklik olusturmamasina
karsin antifungal tedavi ile karsilastirildiginda komplikasyonlarin belirgin derecede
azaldig g(')steri1n1i§‘[ir.124 Buna karsin 12 olgu serisinin degerlendirildigi bir meta-
analizde KKCB’nin bakteriyel keratitlerde daha etkili oldugu, fungal, Acanthomobea ve
kiiltiir negatif keratitlerde etkisiz oldugu belirlenmistir.125 Price ve ark. ise, KKCB’nin

bakteriyel keratitler ile karsilagtirildiginda fungal keratitlerde daha az etkili oldugunu

yaymlamlstlr.126
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2.2.5. Prognoz

Fungal keratitler tan1 ve tedavi alanindaki gelismelere ragmen halen koti
prognozlu seyretmektedir. Tanure ve ark.’nin serisinde gozlerin sadece %54’ 20/100
veya daha iyi gormeye sahip olabilmislerdir.® Hastaligin prognozu lezyonun
biiyiikliigiine, derinligine, etkenin tipine, hastanin inflamatuar yanitina ve predispozan
faktorlere bagli olarak degismektedir. Erdem ve ark.’nin Scedosporium apiospermum
saptadiklar1 bir olgu duyarlilik testi ile belirlenen uygun ajanla tedavi edilmesine
ragmen korneal erime gerg¢eklesmis ve PK uygulanmlstlr.127 Yiizeyel, kiigiik
lezyonlarda topikal damlalar ile iyi yanit alinirken, derin stromal lezyonlarda ve

skleraya yayilmis enfeksiyonlarda tedavi daha zor olmaktadir.
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3.GEREC ve YONTEM

Calismada, klinigimizde mantar Keratiti sebebi ile takip edilen alt1 farkli hastadan
elde edilen korneal kazint1 drneklerinden, C.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Mikoloji Bilim Dali Laboratuvari’nda izole edilen ve tiir tanis1 yapilan toplam alt1
kif mantar1 izolati incelendi. Bu izolatlarin tigli Aspergillus cinsi, diger lgii ise
Fusarium cinsi idi. Tir tamisinda, internal transcribed spacer (ITS) bolgesinin
incelemesi yanisira calmodulin gen bolgesinin ¢ogaltilmasi ile Aspergillus terreus (A.
Terreus) CBS 135845, Aspergillus flavus (A. Favus) CBS 143253, Aspergillus
fumigatus (A. Fumigatus) CBS 143374 tanimlandi, ayrica elongasyon faktor 1-alfa
(tefl-a) gen bolgesinin ¢ogaltilmasi ile Fusarium falciforme (F. Falciforme) CBS
143254, Fusarium proliferatum (F. Proliferatum) CBS 143256, Fusarium solani (F.
Solani) CBS 143372 identifiye edildi (Sekil 1-6).*?*'?* Calismada incelenen izolatlar
Westerdijk Fungal Biodiversity Enstitlisi Utrecht, Hollanda’da dogrulandi ve
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) kayit numarasi ile stoklandi.

Calisma 6ncesi Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindi.

Calismaya dahil edilen her mikroorganizma kendi igerisinde bes gruba ayrildi:

Grup A (KKCB): Yalniz korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi uygulandi.

Grup B (KKCB+Vorikonazol): Korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi ile
birlikte vorikonazol (Vfend IV, Fareva Aboise, Fransa) (10 mg/ml, 7 defa) tedavisi
uygulandi.

Grup C (KKCB+Amfoterisin B): Korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi ile
birlikte amfoterisin B (AmBisome, Gilead, Irlanda) (1,5 mg/ml, 7 defa) tedavisi
uygulandi.

Grup D (KKCB+ Klorheksidin): Korneal kollajen c¢apraz baglama tedavisi ile
birlikte %0.02 klorheksidin (7 defa) tedavisi uygulandi.

19



Grup E: Yalniz antifungal ilaglarin mikroorganizmalar iizerindeki minimum
inhibitor konsantrasyon diizeyi ve mikroorganizmalarin canlilik azalma aktiviteleri
degerlendirildi. . Bu grup kendi icerisinde ii¢ alt gruba ayrildi:

e Grup El: Yalniz vorikonazol tedavisi uygulandi.

e Grup E2: Yalniz amfoterisin B tedavisi uyguland.

e Grup E3: Yalniz klorheksidin tedavisi uygulandi.
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Sekil 1: A. Terreus CBS 135845 A: izolatin PDA besiyerinde 28 °C’de 7 giinliik inkiibasyonu
sonrasi goriintiisii, B: Laktofenol pamuk mavisi boyasi ile direkt mikroskop inceleme goriintiisii

(x100)

Sekil 2: A. Fumigatus CBS 143374 A: izolatin PDA besiyerinde 28 °C’de 7 giinliik inkiibasyonu
sonrasi goriintiisii, B: Laktofenol pamuk mavisi boyasi ile direkt mikroskop inceleme goriintiisii

(X100)
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Sekil 3: A. Flavus CBS 143253 A: izolatin PDA besiyerinde 28 °C’de 7 giinliik inkiibasyonu sonrasi
goriintiisii, B: Laktofenol pamuk mavisi boyasi ile direkt mikroskop inceleme goriintiisii (X100)

Sekil 4: F. Solani CBS 143372 A: izolatin PDA besiyerinde 28 °C’de 7 giinliik inkiibasyonu sonrasi
goriintiisii, B: Laktofenol pamuk mavisi boyasi ile direkt mikroskop inceleme goriintiisii (X100)
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Sekil 5: F. Falciforme CBS 143254 A: izolatin PDA besiyerinde 28°C’de 7 giinliik inkiibasyonu
sonrasi goriintiisii, B: Laktofenol pamuk mavisi boyasi ile direkt mikroskop inceleme goriintiisii

(x100)

Sekil 6: F. Proliferatum CBS 143256 A: izolatin PDA besiyerinde 28 °C’de 7 giinliik inkiibasyonu
sonrasi goriintiisii, B: Laktofenol pamuk mavisi boyasi ile direkt mikroskop inceleme goriintiisii

(X100)

3.1. izolatlarin Hazirlanmasi

Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji Laboratuvari’nda keratit
etkeni olarak izole edilen mantarlar PDA (Acumedia, Baltimore, MD, ABD)’da

+4°C’de saklandi ve calisma Oncesinde her biri PDA ve kloramfenikol iceren
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Sabouraud glikoz agara (SGA; Merck, Darmstadt, Almanya) inokiile edildi. Bir hafta
siire ile 28°Cde inkiibe edilen drnekler steril distile su igerisinde son konsantrasyon 10°
CFU/ml olacak sekilde hazirland1 ve '2 seri diliisyon yapilarak mikroorganizmalarin

10%, 103, 10% 10 CFU/mL olmas saglandu.

3.2. Korneal Capraz Baglama Tedavi Uygulamasi

k. 2! tarafindan tanimlanan

Korneal ¢apraz baglama uygulamasi, Bilgihan ve ar
“black plate” yontemi ile U tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklarda uygulandi.
Mikroplaklarda mikroorganizmalarin koyuldugu kuyucuklarin tabani, UVA’nin
yansimasini ve diger kuyucuklar arasi 1s1ma etkilesimini 6nlemek icin siyah yagli boya
ile boyandi. Mikroorganizma igermeyen kuyucuklara 200 uL. amidoschwarz 10B boyasi
(Merck, Darmstadt, Almanya) ayni amagcla eklendi. Korneal ¢apraz baglama
uygulanacak olan tabani boyanmis ¢alisma kuyucuklarinin tiimiine 100 uL phosphate-
buffered saline (PBS) ve dort farkli konsantrasyonda hazirlanan mikroorganizmalardan
10 puL, ¢alisma planindaki gruplandirmaya uygun olacak sekilde eklendi (Sekil 7). Son
olarak, 33 puL %0,1 riboflavin (MedioCross TE; Peschke Meditrade, Zug, Switzerland)
damlatild1 ve takiben c¢alisma kuyucuklarina 9mw/cm? giiciinde, 365nm dalga boyunda
10 dakika UVA (Peschke Meditrade GmbH, Ziirich, Switzerland) uygulandi (Sekil 8).
Ek olarak, plaklarda tim mikroorganizmalar i¢in sadece UVA’nin ve sadece %0,1
riboflavinin etkisini degerlendirmek amaciyla kontrol gruplari olusturuldu.

Antifungal ajanlar ile korneal capraz baglama tedavisinin birlikte uygulandigi
gruplarda ise, UVA ve riboflavin uygulamasi 6ncesinde antifungal ajanlar her defasinda

5 nL olacak sekilde 30 dakika ara ile yedi kez ¢alisma kuyucuklarina damlatildi.
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10*CFU/mL
MO
%0,1 RBF

103CFU/mL
MO
%0,1 RBF

10°)CFU/mL
MO
UVA

10 CFU/mL

10°)CFU/mL
MO
%0,1 RBF

10CFU/mL
MO
%0,1 RBF

Sekil 7: Mikroplaklarin diizenlenmesinde kullanilan sablon. Bos kuyucuklar amidoschwarz boyasi
ile dolduruldu. MO: Mikroorganizma, RBF: Riboflavin, UVA: Ultraviyole A
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Sekil 8: Calisma planina gore hazirlanmis mikroplaga UV A uygulanmasi sirasindaki goriintiisii,
UVA: Ultraviyole A

3.3. Antifungal flaclarin Etkinliginin Degerlendirilmesi

Vorikonazol, amfoterisin B ve klorheksidinin minimum inhibitér konsantrasyon
(MIC) degerleri, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M38-A2 rehberi
dogrultusunda belirlendi ve ek olarak mikroorganizmalarda goriilen canlilik azalma

aktiviteleri degerlendirildi.

3.4. Mikolojik Inceleme

Tiim plaklardaki ¢alisma kuyucuklarinin her birinden 50 pL 6rnek alinip Mueller
Hinton agar plaklarmma (Merck, Darmstadt, Almanya) inokiile ediledi ve plaklar en az
yedi giin siire ile 28°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin
koloni sayilar1 kaydedilerek; tedavi uygulamadan 6nce ve sonra koloni sayisinda

meydana gelen degisiklikler belirlendi.
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3.5. Istatiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS 20 paket
programi ile (IBM SPSS Statistics 20 Inc., Chicago. ABD) yapildi. Tanimlayici
istatistikler veri seti kategorik degiskenlerden olustugu i¢in denek sayisi (n), yiizde (%)
ve mean rank ile ifade edildi. Bagimsiz iki grup karsilastirmalarinda Independent
Samples Mann-Whitney U testi, iic ve daha fazla grup karsilastirmalarinda ise
Benferoni diizeltmeli Independent Samples Kruskall-Wallis H testi ile gruplar
arasindaki fakliliklar belirlendi. Eslestirilmis iki grup karsilagtirmalarin da Related
Samples Wilcoxon Signed Rank Test, li¢ ve daha fazla grup karsilagtirmalarin da ise
Related Samples Friedman’s Two-Way Analysis of Variance by Ranks kullanild:.
Sonuglar tablo ve grafik olarak 6zetlendi. Anlamlilik seviyesi olarak 0,05 kullanilmis
olup p<0,05 olmasi durumunda anlaml farkliligin oldugu, p>0,05 olmasi durumunda

ise anlamli farkliligin olmadig: belirtildi.
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4. BULGULAR

Calismada, klinigimizde mantar keratiti sebebi ile takip edilen alt1 farkli hastadan
elde edilen korneal kazinti 6rneklerinden izole edilen ve tiir tanis1 yapilan toplam alt1
kiif mantari izolatt incelendi.

Her bir kiif mantar1 igin; yalniz korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi
uygulananlara grup A, korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi ile birlikte vorikonazol
tedavisi uygulananlara grup B, korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi ile birlikte
amfoterisin B tedavisi uygulananlara grup C, korneal kollajen ¢apraz baglama tedavisi
ile birlikte %0.02 klorheksidin tedavisi uygulananlara grup D, yalniz vorikonazol
tedavisi uygulananlara grup E1, yalniz amfoterisin B tedavisi uygulananlara grup E2,
yalniz %0.02 klorheksidin uygulananlara grup E3 olacak sekilde tedavi gruplar
olusturuldu. Biitiin kiif mantarlar1 kendi igerisinde degerlendirilerek tedavi Oncesi ve
tedavi sonrast koloni sayilarinda olusan degisiklikler degerlendirildi. Ayni zamanda
calismaya dahil edilen kiif mantar1 izolatlarinda antifungal ilaglarin MIC degerleri
incelendi.

Calismaya alinan alt1 kiif mantar1 izolat1 iizerinde antifungal ila¢larin minimum

inhibitdr konsantrasyon diizeyleri Tablo 3°de gosterildi.

Tablo 3: Calismada incelenen kiif mantari izolatlarina kars1 antifungal ilaglarin MIC diizeyleri
(ng/mL).

Amfoterisin Flukanazol Vorikonazol | Itrakonazol Klorheksidin
B
A.Terreus CBC 0.5 16 4 0.5 0.00125
135845
A.Fumigatus 0.25 32 0.5 0.03 0.00125
CBC 143374
A.Flavus 2 16 8 0.25 0.00125
CBC 143253
F.Solani 2 2 2 2 0.00125
CBC 143372
F.Proliferatum 4 32 16 4 0.00125
CBC 143256
F.Falciforme 0.25 16 0.125 0.03 0.00125
CBC 143254

MIC: Minimum inhibitdr konsantrasyon
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Calismada, A. Terreus CBS 135845, A. Flavus CBS 143253, A. Fumigatus CBS
143374 ve F.Falciforme CBS 143254, F. Proliferatum CBS 143256 ve F. Solani CBS
143372 incelendi. Hazirlanan dort farkli konsantrasyon igin; grup A (KKCB), grup B
(KKCB+vorikonazol), grup C (KKCB+amfoterisin B), grup D (KKCB+%0.02
klorheksidin), grup E1 (vorikonazol), grup E2 (amfoterisin B) ve grup E3 (%0.02
klorheksidin)’de tedavi sonrasi mikroorganizma {iiremesi goriilen gruplar istatiksel
olarak incelendi.

Grup B (KKCB+vorikonazol), grup C (KKCB+amfoterisin B), grup D
(KKCB+%0.02 klorheksidin) ve grup E3 (%0.02 klorheksidin)’de tedavi sonrasi
mikroorganizma iiremesine rastlanmadi. Bu gruplarda daha yiliksek oranda fungisidal
etki goriilmesine ragmen uygulanan tedaviler sonucunda iireyen mikroorganizma
olmadig i¢in istatiksel degerlendirme yapilmadi.

Grup A (KKCB) (%2:13,3;p:0,02<0,05), grupEl (vorikonazol) ve grup E2
(amfoterisin B)’nin birlikte degerlendirilmesi (y2:10,7;p:0,04<0,05) ile tedavi sonrasi
mikroorganizma liremesi bakimindan ¢ok yonlii istatistiksel olarak karsilastirildiginda
anlamli derecede fungisidal etki oldugu goriildii. Bulunan anlamhi farkliligin ikili
karsilastirmalar sonucunda;

eGrup A (KKCB) i¢in: F.Solani CBC 143372 ve F.Falciforme CBC 143254
cinslerine gore; F.Proliferatum CBC 143256 (U::1,2 , U133 ; Z;:0,04<0,05,
Z,:0,042<0,05), A.Flavus CBC 143253 (U1:2 , U,:1,7 ; Z;:0,046<0,05, Z,:0,041<0,05),
A.Terreus CBC 135845 (U;:1,6 , U2:1,7 ; Z;:0,021<0,05, Z,:0,02<0,05), A.Fumigatus
CBC 143374 (U::2 , Ux:1,7 ; Z;:0,043<0,05, Z,:0,048<0,05) cinslerinde fungisidal
etkinin daha fazla ve istatiksel olarak anlamli oldugu bulundu.

eGrup E1 (vorikonazol) ve grup E2 (amfoterisin B) birlikteligi igin: F.Solani
CBC 143372 ve A.Fumigatus CBC 143374 cinslerine gore; F.Falciforme CBC 143254
(U1:2,3, Ux:2,2 ; Z4:0,029<0,05, Z,:0,037<0,05), F.Proliferatum CBC 143256 (U;:2 ,
Uz:1,9 ; Z;:0,04<0,05, Z,:0,037<0,05), A.Flavus CBC 143253 (U::2 , U219 ;
Z,:0,043<0,05, Z,:0,037<0,05), A.Terreus CBC 135845 (U;:2,7 , U25 ;
Z,:0,042<0,05, Z,:0,041<0,05) cinslerinde fungisidal etkinin daha fazla ve istatiksel
olarak anlamli oldugu bulundu.

Calismaya alinan her bir kiif mantar1 cinsi, birbirleri ile iligkili kiif mantari

cinslerinin konsantrasyon sayimlarina gore ¢ok yonlii analiz ile karsilastirildiginda A.
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CBC 135845 (4%:11,2;p:0,02<0,05), A. CBC 143374
(¢*:11,4:p:0,02<0,05), A. flavus CBC 143253 (x*:10,5;p:0,03<0,05), F. solani CBC
143372 (5*:9,2;p:0,04<0,05) cinslerinde istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4).

terreus fumigatus

Tedavi gruplarinda tedavi sonrasi {ireyen mikroorganizma sayilariin az olmasi
nedeniyle mikroorganizma konsantrasyon sayimlari i¢in ikili olarak alt karsilastirilma
yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Bu nedenle ¢alismamizda

tedavi sonrasi iireyen mikroorganizma sayilarindaki degisiklikler de incelendi.

Tablo 4: Calismada incelenen kiif mantarlarinda tedavi gruplarinin ¢cok degiskenli analizi.

Kiif Mantarlarinin Konsantrasyon Sayimlart* Multivariate A.
Kiif mantarlar1 Tedavi 104 103 102 10 p

Oncesi CFU/mL | CFUmML | CFU/mL | CFUImL | % P
(A:BTS”SS“; b 5.0 4.0 27 22 1.2 112 |002
éé@”ﬂg;‘f 5.0 35 35 14 17 114 | 0,02
ééFsliﬁgszss 5.0 4.0 1.9 2.0 2.2 105 | 0,03
Eégoligie,?z 5.0 3.2 2.3 1.4 3.2 92 | 0,04
Eéfsa'ﬂgozrs”f 5.0 2.4 2.0 2.7 3.0 71 | NS
Eé‘gﬂ‘gg&”m 5.0 3.3 2.3 1.7 2.7 83 |NS

*Mean Rank, Related Samples Friedman’s Two-Way Analysis of Variance by Ranks.

Her bir tedavi igin, birbirleri ile iligskili kiif mantarlariin konsantrasyon
sayimlaria gore cok yonlii analiz ile karsilastirildiginda KKCB (y%:16,4;p:0,003<0,05),
amfoterisin B (y%16,9;p:0,002<0,05), vorikonazol (y*:17,1;p:0,002<0,05) istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli bulundu. KKCB i¢in tedavi dncesi ve diger konsantrasyon
saymmlart  (Z:2,201;p:0,028<0,05) ile 10%-10° ; 10*10% (Z:1,992;p:0,046<0,05),
amfoterisin B i¢in tedavi Oncesi ve diger
(Z:2,201;p:0,028<0,05) ile 10*-10° (Z:1,890;p:0,049<0,05), vorikonazol i¢in tedavi
(Z:2,201;p:0,028<0,05) ile 10*-10°

(Z:2,207;p:0,027<0,05) olarak ikili alt karsilastirilma yapildiginda istatistiksel olarak

konsantrasyon  sayimlari

oncesi ve diger konsantrasyon sayimlari

anlamli bulundu (Tablo 5). Yani bu tedavi uygulamalari kiif mantarlarinin hazirlanan

biitiin konsantrasyonlarinda etkili oldu.
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Tablo 5: Kiif mantarlariin konsantrasyon sayimlari iizerinde KKCB, vorikonnazol ve amfoterisin
B tedavilerinin ikili alt grup analizi sonuglari.

.. Multivariate Univariate
*
Uygulanan Kiif Mantarlarinin Konsantrasyon Sayimlari A A
Tedavi Tedavi |10* 10 102 10 ) p 7
Oncesi |CFU/mML |CFU/mL  |CFU/mL |CFU/mL | 4 P
2,201* | 0,028
KKCB 5.0 3.3 2.4 15 2.8 16,4 | 0,003 1992" | 0,046
- 2,201* | 0,028
Amfoterisin B | 5.0 3.2 2.7 1.8 2.5 16,9 | 0,002 1.890° | 0,049
. 2,201 | 0,028
Vorikonazol 5.0 3.7 2.3 2.4 1.8 17,1 | 0,002 2,207 0.027

*Mean Rank, Related Samples Friedman’s Two-Way Analysis of Variance by Ranks.
o: Tedavi Oncesi-10* ; Tedavi Oncesi-10%; Tedavi Oncesi-10% Tedavi Oncesi-10,
p:10%-10%; 10%-10°,

£:10%-10%,

11:10%-10%, Related Samples Wilcoxon Signed Rank Test.

Tedavi sonrasi lireyen mikroorganizma sayilar1 degerlendirildiginde grup B, grup
C, grup D ve grup E3’de tedavi sonras1 mikroorganizma iiremesi goriilmez iken, diger
tedavi gruplarinda mikroorganizma sayisinda Onemli derecede azalma olsa dahi
mikroorganizma tiremesi mevcut idi (Sekil 9-14). Bu durum, KKCB ve antifungal
ilaglarin tek basina kullanildiginda yeterli fungisidal etkisi oldugunu gosterirken,

birlikte uygulandiginda daha yiiksek fungisidal etki gelistigini istatiksel olarak gosterdi.
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A. Terreus CBS 135845

— Tedavi
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A. Terreus konsantrasyon sayimlari

Sekil 9: A. Terreus CBS 135845 icin tedavi gruplari arasinda tedavi 6ncesi ve sonrasinda koloni
sayllarinda goriilen degisikligin gosterilmesi.

A. Flavus CBS 143253

— Tedavi
W kKB ]
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A. Flavus konsantrasyon sayimlari

Sekil 10: A. Flavus CBS 143253 i¢in tedavi gruplar1 arasinda tedavi 6ncesi ve sonrasinda koloni
sayllarinda goriilen degisikligin gosterilmesi.
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A. Fumigatus CBS 143374
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A. Fumigatus konsantrasyon sayimlari

Sekil 11: A. Fumigatus CBS 143374 i¢in tedavi gruplar1 arasinda tedavi ncesi ve sonrasinda koloni
sayllarinda goriilen degisikligin gosterilmesi.

F. Solani CBS 143372

Tedavi
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F. Solani koloni sayisi (n)

F. Solani konsantrasyon sayimlari

Sekil 12: F. Solani CBS 143372 i¢in tedavi gruplar1 arasinda tedavi dncesi ve sonrasinda koloni

sayllarinda goriilen degisikligin gosterilmesi.
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F. Proliferatum CBS 143256
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F. Proliferatum konsantrasyon sayimlari
Sekil 13: F. Proliferatum CBS 143256 i¢in tedavi gruplari arasinda tedavi dncesi ve sonrasinda

ewe

koloni sayilarinda goriilen degisikligin gosterilmesi.

F. Falciforme CBS 143254
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F. Falciforme konsantrasyon sayimlari

Sekil 14: F. Falciforme CBS 143254 i¢in tedavi gruplari arasinda tedavi 6ncesi ve sonrasinda
koloni sayilarinda goriilen degisikligin gosterilmesi.
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Calismaya alinan kiif mantar izolatlar1 i¢in; Grup E’de tek basina vorikonazol,
amfoterisin B ve klorheksidinin etkinlikleri degerlendirildi. Anilan ii¢ ilacin antifungal
etkinlikleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Ancak tedavi
oncesine (Sekil 15) gore tedavi sonrasi lireyen mikroorganizma sayilarindaki azalma
incelendiginde asagidaki farkliliklar saptandi (Sekil 16):

e A. terreus CBS 135845, A. fumigatus CBS 143374, F. solani CBS 143372 ve F.
proliferatum CBS 143256 icin; tedavi sonrasi iireyen mikroorganizma sayilari
incelendiginde klorheksidin uygulamasi ile amfoterisin B ve vorikonazole gore daha az
mikroorganizma tiremesi gorildii.

e A. flavus CBS 143253 ve F. falciforme CBS 143254 i¢in; tedavi sonrasi iireyen
mikroorganizma sayilar1 incelendiginde klorheksidin ve amfoterisin B uygulamalari
sonrasi vorikonazole gore daha az mikroorganizma iiremesi gortildii.

Sonug olarak kiif mantarlarinda %0.02 klorheksidin kullanimi sonrasi hig tireme
goriilmez iken, vorikonazol ve amfoterisin B kullanimi sonrasinda iSe mikroorganizma

sayisinda onemli derecede azalma olsa dahi mikroorganizma tiremesi mevcut idi.
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Tedavi 6ncesi
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Sekil 15: Calismaya alinan alt1 kiif mantari izolatlarinin yalniz antifungal ila¢ uygulanan gruplarda
(Grup E) tedavi 6ncesi koloni sayimlarinin gosterilmesi.
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Sekil 16: Calismaya alinan alti kiif mantari izolatlarimin yalmiz antifungal ila¢ uygulanan gruplarda
(Grup E) tedavi sonrasi koloni sayimlarinin gosterilmesi.
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5. TARTISMA

Fungal etkenler; en sik goriilen keratit nedenleri arasinda olmasalarda tani ve
tedavisindeki zorluklar, uygun antifungal ajanin teminindeki sikintilar nedeniyle ciddi
gorme kaybina neden olmaktadir. Fungal keratitler ilk olarak Leber tarafindan 1879
yilinda tanimlanmistir.® Hem gelismis iilkelerde hem de gelismekte olan iilkelerde
onemli bir korliik nedenidir. Fungal keratitlerin goriilme siklig1, risk faktorleri ve sebep
olan etkenler, cografi bolgelere ve iklime gore degisiklik gostermektedir.

Klinik calismalar en sik fungal keratite yol acan kiif mantarlarinin Fusarium,
Aspergillus, Alternaria ve Cladosporium; maya mantarinin ise Candida oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle ¢alismamizda en sik kiif mantari etkenleri i¢inde olan
Fusarium ve Aspergillus cinsleri {izerinde in vitro olarak tedavi gruplari
karsilastirilmistir.

Fungal Kkeratitlerin medikal tedavisinde en sik kullanilan ajanlar polyenler ve
azollerdir.*®® Giiniimiizde kullanilan antifungal ajanlarm etkinligi simrh olup, rolatif
olarak medikal tedavide basarisizlik s6z konusudur. Antifungal ilaglarin yiiksek
maliyeti, ila¢ teminindeki zorluklar, ilag direnci ve bazi olgularda uygun tedaviye
ragmen klinigin kétiilesmesi gibi nedenlerle yeni tedavi secenekleri giindeme gelmistir.’

Ozellikle spesifik antifungal tedavi ajanlarini elde etmenin gii¢ oldugu gelismekte
olan iilkelerde, c¢esitli antiseptiklerin fungal keratit tedavisindeki etkinlikleri
aragtirtlmistir. Bu amagla povidon iyot ve klorheksidin gibi antiseptik ajanlar

64,130-133

kullanilabilmektedir. Bu ajanlarin  basarili bir sekilde kullanilabilecegi

dogrultusunda sinirh sayida galisma mevcuttur, %1%

Rahman ve ark. kiiltiir pozitifligi
saptanan 60 fungal keratitli olguda %5 natamisin ile 3 farkli konsantrasyondaki topikal
klorheksidinin ~ (%0.05, %0.1, %0.2) etkinligini karsilastirmuslardir.***  %0.2
konsantrasyonundaki klorheksidinin diger konsantrasyonlara gére daha etkili oldugu ve
antifungal tedavi baglanmamis olgularda %5 natamisine kars1 istatistiksel olarak anlamli
bir istiinliigii oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da in vitro olarak kiif mantari
izolatlar1 lizerinde yalniz %0.02 klorheksidinin ve KKCB uygulamasi ile birlikte %0.02
klorheksidinin etkinlikleri degerlendirilmistir. %0.02 klorheksidinin ¢alismaya dahil

edilen kiif mantar1 izolatlar iizerinde ¢ok diisiikk konsantrasyonda bile fungisidal etkili
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oldugu, KKCB uygulamasi ile birlikte veya tek basina uygulandiginda incelenen alt1 kiif
mantarinda tedavi sonrast mikroorganizma iiremesinin hi¢ olmadig goriilmistiir. Ayni
zamanda vorikonazol ve amfoterisin B gibi mantar keratitlerinde giincel olarak
kullanilan antifungal ilaglar ile fungisidal etkisi karsilastirildiginda, bu ii¢ ilag arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark izlenmemistir. Fakat tedavi sonrasi iireyen
mikroorganizma sayilar1 incelendiginde; %0.02 klorheksidin uygulamasi sonrasi
mikroorganizma iiremesi gozlenmez iken, vorikonazol ve amfoterisin B uygulamalari
sonrasinda mikroorganizma sayisinda belirgin azalma goériillmesine ragmen az da olsa
mikroorganizma {iremesi oldugu gorilmistir. Bu nedenle %0.02 klorheksidin
tedavisinin fungal keratitlerin tedavisinde tek basina veya diger tedavi yontemleri ile
kombine edilerek kullanilabilecegi diisiintilmiistiir.

Mikrobiyal keratit tedavisinde KKCB tedavisiyle ilgili ¢alismalarin sonuglari
umut  vericidir. KKCB’nin antimikrobiyal etkisinin, UVA ile riboflavin
fotosensitizasyonu sonucu gelisen oksidatif hasara bagli oldugu diistiniilmektedir.

Riboflavin, korneanin yapisinda hiicre diizeyinde bulunan ve antimikrobiyal etkisi
oldugu diisiiniilen bir fotokromofordur.®®** Riboflavin'in fotoaktivasyonu, kimyasal
endistride, sivilarda mikrobik yiikii azaltmak igin yillardir kullanilmaktadir. Bu amagla
kan transfiizyonu igin taze dondurulmus plazmadaki mikrobiyal yiikii azaltmak, hem
bakteri hem de viriisleri 6ldiirmek i¢in kullamlmaktadir.”*™*® 2003 yilinda isvicre
Federal Endiistri Enstitiisii, polietilen tereftalat siseleri igerisindeki kontamine suya
riboflavin ilave etmis ve ardindan yogun dogal giines 1s1§ina maruz birakmislar.
Sonugcta bakteri, mantar, viriis ve acantomobea kistleri dahil biitiin mikroorganizmalarin
yok oldugu gosterilmis ve bu teknik giines dezenfeksiyonu (Solar disinfection/SODIS)
olarak tanimlanmistir. Riboflavinin korneada az miktarda bulunmasi ve giin 1s1ginda
yapisinin bozulmasi nedeniyle keratit olgularinda etkisi gérﬁlmemektedir.134 Bu nedenle
riboflavinin  KKCB ile birlikte uygulanmasiyla etkinligin daha fazla olacag
distintilmiistiir.

Riboflavin ve ultraviyole-A (UVA) (365 nm) ile fotokimyasal KKCB tedavisinin
kombine edilmesi ile sivi veya dokuda dezenfektan etkinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.
RiboflavintUVA’nin sterilize edici etkisi medikal olarak pek ¢ok alanda
kullanilmustir.*"**1% Riboflavin ve UVA kombinasyonunun korneal enfeksiyonlardaki

etkisi ilk kez Iseli ve ark. tarafindan 2008 yilinda gésterilmistir.lo Bu ¢aligmada, korneal
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erimesi olan, bakteriyel ve fungal keratit tanist konulan 5 olguda KKCB tedavi
uygulanmis, KKCB ile keratitli olgularda korneal erimenin durdurulabilecegi ve PK’ya
gidisin engellendigi bildirilmistir.10 Bu calismadan sonra KKCB ile ilgili bir ¢ok
calisma yapllmls‘ur.121’134‘141’142

Makdoumi ve ark.’nin yayinladigi ¢aligmada; yaygin olarak keratit nedeni olan
bakteri tiirlerinde  (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus) riboflavin ile UVA’nin in vitro olarak antibakteriyel etkinlikleri

degerlendirilmistir.***

Calismada tiim bakteri tiirlerine riboflavin uygulandiktan sonra
5.4 J/ecm? giiciinde 30 dakika siiresince UVA(365 nm) uygulanmis ve tedavi sonrasi
koloni sayisindaki degisiklikler kaydedildikten sonra toplam giic 10.8 J/cm? olacak
sekilde ikinci defa 30 dakika daha UVA uygulanmistir. Sonug olarak ¢alismaya dahil
edilen tiim bakteri tiirlerinde 30 dakika sonrasinda hafif bir bakteri azalmasi
goriiliirtken, UVA dozunun arttirilmasiyla bakteri azalmasinda belirgin derecede artig
oldugu gosterilmistir. Ayrica UVA ve riboflavinin birlikte uygulanmasinin, ayr1 ayri
uygulanmalarina kars1 daha etkili oldugunu vurgulamuslardir.***

Martins ve ark’nin ¢alismasinda; bakteri ve fungal mikroorganizmalar {izerinde
riboflavin, UVA ve riboflavintUVA’nin etkinlikleri in vitro olarak degerlendirilmis ve
riboflavintUVA uygulamasiyla bakterisidal etki goriiliirken, fungal
mikroorganizmalarda riboflavintUVA uygulamasinin etkili olmadigini
gostermislerdir.*** Ayn1 zamanda UVA ile riboflavinin birlikte uygulandig1 gruplarda,
ayr1 ayr1 uygulanmalarina gore tedavi sonrasi mikroorganizma sayilarinda daha fazla
azalma oldugu goriilmistir. Bizim c¢alismamizda da UVA, riboflavin ve
UVA-+riboflavinin kiif mantar1 izolatlar1 tizerindeki etkinlikleri degerlendirilmistir.
Calismamizda, Martins ve ark.’nin ¢alismasindan farkli olarak kiif mantar1 izolatlarinda
UVA-+riboflavin uygulamasmin istatiksel olarak anlamli derecede fungisidal etkisi
oldugu gosterilmistir. Ayrica UVA, riboflavin ve UVA+riboflavinin etkinlikleri
degerlendirilmis olup, literatiir ile benzer olarak UVA ve riboflavinin birlikte
uygulandig1 gruplarda tedavi sonrasi iireyen mikroorganizma sayilarinda daha fazla
azalma gorilmiistiir.

Literatiirde KKCB tedavisinin fungal keratitlerde bakteriyel keratitlere gore ¢ok
etkili olmadigini gosteren calismalar meveuttur.'?213413 Buna kars1 Bilgihan ve

ark.’nin yaptig1 in vitro bir caligmada; mantar keratit etkenleri iizerinde iki farkli
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konsantrasyonda (%0.1 ve %0.25) riboflavin ile yapilan korneal c¢apraz baglama
uygulamasinin etkinligi degerlendirilmistir.*** Her iki konsantrasyondaki riboflavin ile
yapilan korneal capraz baglama uygulamasi ile yeterli fungisidal etki goriilmesine
ragmen, %0.25 riboflavin ile yapilan korneal capraz baglama uygulamasinin %0.1
riboflavin ile yapilana gore daha yiiksek fungisidal etkisi oldugu gosterilmistir.** Bir
diger in vitro caligmada ise, Kirby-Bauer diskleri kullanilarak Candida albicans,
Fusarium solani ve Aspergillus fumigatus mantarlarinda amfoterisin B,
riboflavintUVA ve bu iki tedavinin kombine edilmis hali karsilastirilmis olup kombine
tedavide mikroorganizmalar {izerindeki biiylime inhibisyonunun diger iki gruba gore
daha fazla oldugu goriilmiistiir.'*

Bizim ¢alismamizda ise; en sik kiif mantar1 nedenleri arasinda goriilen A. terreus
CBS 135845, A. flavus CBS 143253, A. fumigatus CBS 143374 ve F. falciforme CBS
143254, F. proliferatum CBS 143256, F. solani CBS 143372 kdkenleri tizerinde yalniz
KKCB (Grup A), yalniz vorikonazol (Grup E1), yalniz amfoterisin B (Grup E2), yalniz
%0.02 klorheksidin (Grup E3), KKCB+vorikonazol (Grup B), KKCB-+amfoterisin B
(Grup C) ve KKCB+%0.02 klorheksidin (Grup D) uygulamalarinin etkinlikleri
degerlendirildi. Mikroorganizmalar dort farkli konsantrasyonda (10%,10%10> ve 10
CFU/ml) olacak sekilde hazirlanip, tedavi Oncesi ve sonrasinda koloni sayilari
hesaplanarak meydana gelen degisiklikler kaydedildi. Sonugta ¢alismaya dahil edilen
alt1 kiif mantar1 izolatina karsi, grup B, grup C, grup D ve grup E3’de tedavi sonrasi
mikroorganizma tiremesi goriilmez iken, grup A, grup E1 ve grup E2’de tedavi sonrasi
istatiksel olarak anlamli derecede mikroorganizma sayilarinda azalma goriilmiistiir. Bu
durum KKCB ve kullanilan antifungal ilaglarin mantar keratit etkenleri iizerinde in vitro
olarak tek basina yeterli fungisidal etkisi oldugunu gosterdi. Ayn1 zamanda KKCB ile
antifungal ilaglarin birlikte kullanildig1 gruplarda tedavi sonrasi mikroorganizma
tiremesi hi¢ goriilmemesi nedeniyle daha yiliksek fungisidal etki ortaya c¢iktig
distinildii.

Literatiirde KKCB tedavisinin fungal keratitlere karsi etkinligini degerlendiren
¢ok sayida klinik ¢alisma ve olgu serileri de bulunmaktadir [124,143-146 Vajpayee ve
ark.’nin retrospektif olarak 41 mantar keratitli olgunun dahil edildigi ¢alismasinda;
yalmiz antifungal tedaviyle antifungal tedavi ile birlikte KKCB’nin etkinligi

degerlendirilmis, KKCB tedavisinin mantar keratitli olgularda fayda saglamadigim
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bildirmislerdir.'*®  Yirmi bes calismanin sistematik incelendigi  meta-analiz
caligmasinda; bakteriyel, fungal, Acanthamobea veya Herpes simpleks viriis kaynakli
keratiti olan toplam 175 géze KKCB tedavisi uygulanmis ve KKCB ile %87.2 oraninda
iyilesme goriilmiistiir.*** Sadece fungal keratitli olgular incelendiginde ise 32 olgunun
25’inde iyilesme goriilmiistiir.**

Shetty ve ark. antimikrobial tedaviye en az 2 hafta yanit vermeyen 9 bakteriyel, 6
fungal keratit hastasina KKCB tedavisi uygulamis ve bakteriyel keratitli hastalarin
6’sinda, fungal keratitli hastalarmn 3’iinde iyilesme oldugunu bildirmislerdir.? Iyilesme
olmayan olgular incelendiginde derin stromal iilser veya endotelyal plak oldugu
goriilmiistir.” Bu konuda yapilmis baska prospektif klinik bir calismada ise; ileri evre
bakteriyel, fungal, acanthamoeba ve miks etkenli keratiti olan kirk hasta dahil edilmis
ve KKCB ile antimikrobiyal tedavinin etkileri karsllastlrllmls.124 Sonugta her iki tedavi
grubunda ortalama iyilesme siireleri benzer saptanirken, KKCB uygulanan grupta daha
az komplikasyon goriilmiistiir."** Bu ¢alismada KKCB uygulanan grupta komplikasyon
oranlarini azaltan en 6nemli etken erken donemde enfeksiyonun topikal tedaviye cevap
vermesini beklemeden KKCB isleminin yapilmasi gé')sterilmistir.124

Uddaraju ve ark.’nin yayimladigi randomize klinik ¢alismasinda, KKCB'nin inatg,
derin stromal mantar keratiti olgularinda sonucu iyilestirmedigini ve KKCB sonrasinda
perforasyon riskinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir.145 Aym1 zamanda KKCB
tedavisinin Fusarium keratitlerinde Aspergillus keratitlerine gore daha etkili oldugunu
géstermistir.145 Bizim calismamizda ise KKCB ile alt1 kiif mantar1 izolatinda da yeterli
fungisidal etki goriilmesine ragmen, F. solani CBC143372 ve F. Falciforme CBC
143254°de diger kiif mantar1 izolatlarina gore istatiksel olarak daha az fungisidal etki
gorilmiistiir.

Erdem ve ark.’nin ¢alismasinda ise; retrospektif olarak fungal keratitli 13 olguda
topikal vorikonazol tedavisine ek olarak uygulanan KKCB’nin etkinligini
degerlendirmis ve %54 oraninda basari saglanmustir.'*® Ayni zamanda olgularin agri
skoru dereceleri de degerlendirilmis ve KKCB sonrasinda agr1 skorlarinda istatiksel
olarak anlamli derecede azalma gérﬁlmﬁstﬁr.146 Sonugta KKCB’nin kiigiik ve yiizeyel
fungal keratitli olgularda etkili ve gilivenli oldugunu, acil keratoplasti i¢in zaman
kazandirabilecegi i¢in yogun tibbi tedaviye yanitsiz olgularda kullanilabilecegini

bildirmislerdir.**® Benzer olarak Tabibian ve ark. ise Aureobasidium pullulans’in neden
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oldugu erken mantar keratitli olguda antifungal tedaviye gerek kalmadan sadece KKCB
ile ii¢ giinde klinik diizelme oldugunu gostermislerdir.**’

Fungal keratite neden olan mikroorganizmalarin korneanin daha derin katlarina
penetre olabildigi ve KKCB’nin etkili oldugu tedavi derinliginin disina ¢ikabildigi
gosterilmistir.'*® Literatiirde enfeksiydz keratitlerde KKCB tedavisi 6ncesi OS-OKT ile
infiltratin  boyutu ve derinliginin degerlendirilebilecegini gdsteren ¢alismalar
mevcuttur.®*° OS-OKT ile ozellikle fungal keratitlerde KKCB tedavisinin postoperatif
sonuglarmin Ongoriilebilecegi diisiiniilmiistir.**® Bu nedenle fungal keratit tanisi
kesinlesen olgulara KKCB tedavisinin erken donemde yapilmasi ile daha fazla etki
saglayacag diistiniilmektedir.

Sonug olarak c¢alismamiz literatirde KKCB uygulamasinin fungal keratitlerde
etkisiz oldugunu gosteren caligmalarin aksine, KKCB ile yeterli fungisidal etki
olusturulabilecegini in vitro olarak gostermektedir. Ayrica KKCB ile antifungal
ajanlarin  birlikte kullanilmasiyla fungisidal etkinin daha da yiiksek oldugunu
gostermistir. Ayn1 zamanda %0.02 klorheksidinin kiif mantari izolatlar1 iizerinde yeterli
fungisidal etkisi oldugu da gosterilmistir. Calismamiz rutinde antiseptik olarak
kullanilan %0.02 klorheksidinin fungal keratit etkenlerinde etkili oldugunu gosteren ilk
in vitro ¢alisma olmasi nedeniyle de &nemlidir. Ozetle fungal keratit tedavisinde
karsilasilan antifungal ilaglara direng ve ilaglarin yiiksek maliyeti, uygun antifungal ilag
kullanilmasina ragmen istenilen yamitin alinamamasi veya klinik koétiilesme
goriilebilmesi gibi zorluklar karsisinda kullanilabilecek yeni tedavi yontemi olarak
KKCB ve 9%0.02 klorheksidinin kullanilabilecegini gostermistir. KKCB ve %0.02
klorheksidin tedavilerinin fungal keratitler tizerindeki etkisini degerlendiren daha fazla

prospektif randomize klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Tedavi gruplar igerisinde %0.02 klorheksidinin tek basina uygulandigi ve
KKCB ile birlikte antifungal ilaglarin uygulandigi gruplarda tedavi sonrasi kiif
mantarlarinda hig lireme goriilmedi.

2. Tek basina KKCB ve ¢alismamizda kullanilan antifungal ilag¢larin uygulanmasi
ile yeterli fungisidal etki goriilmesine ragmen, KKCB ile antifungal ilaclarin birlikte
kullanilmasiyla fungisidal etkinin arttig1 gosterildi.

3. %0.02 klorheksidinin tek basina veya KKCB ile birlikte uygulandiginda tedavi
sonrasi kiif mantarlarinda hig ireme goriilmedi.

4. Cahsmada  kullanilan  antifungal ilaclarin  etkinligi  birbiriyle
degerlendirildiginde; %0.02 klorheksidin uygulamasi sonucunda mikroorganizma
tiremesi hi¢ goriilmez iken, vorikonazol ve amfoterisin B uygulamalar1 sonrasinda
mikroorganizma sayisinda dnemli derecede azalma olsa dahi mikroorganizma tiremesi
mevcut idi.

5. Bu ¢alismanin %0.02 klorheksidinin kiif mantarlarina kars1 etkinligini gosteren
ilk in vitro ¢alisma olmasi nedeniyle 6nemli ve bu konuda yapilacak prospektif klinik
caligmalara yol gosterici oldugu diisiiniilmektedir.

6. Calismamiz KKCB ve antifungal ilaclarin tek basina veya birlikte
kullanilmasiyla mantar keratiti iizerinde yeterli fungisidal etki gosterebilecegini
distindiirmektedir.

7. KKCB ve %0.02 klorheksidinin mantar keratit olgularindaki etkinligini

degerlendiren daha fazla prospektif randomize klinik ¢aligmaya ihtiyag vardir.
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