Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2023;53(1):21-27 Arastirma / Research Article
doi:10.54453/TMCD.2023.43043

Mucor circinelloides’in Maya ve Kiif Doniisiimiiniin Gosterilmesi ve
iki Formun Galleria mellonella Enfeksiyon Modelinde Viriilansinin
Degerlendirilmesi

Transformation of Yeast and Mould Forms Mucor circinelloides and the

Assessment of its Virulence on Galleria mellonella Larvae Model in Vivo

Funda Karakurt®, Ayse Kalkanci

Gazi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

Atif/Cite as: Karakurt F, Kalkanci A. Mucor circinelloides’in maya ve kif dénisimiiniin gésterilmesi ve iki formun Galleria mellonella
enfeksiyon modelinde virtilansinin degerlendirilmesi. Turk Mikrobiyol Cemiy Derg. 2023;53(1):21-27.

0z

Amag: Mucoromycotina alt subesinin Mucorales takiminda siniflandirilan Mucor circinelloides esasen
endlistriyel, biyoteknolojik ve tarimsal 6neme sahip, nadiren de tibben énemi olan, oksijene bagh dimorfizm
gosteren saprofit bir mantardir. Bu ¢alismanin amaci, M. circinelloides’in maya ve kif dénisiminin
gosterilmesi ve bu iki formun in vivo viriilansinin larva modelinde gésterilmesidir.

Yéntem: Mucor circinelloides’in anaerobik ve aerobik kosulda treyen kolonilerinin maya ve kiif doniisimui
gergeklestirilmis, kiiften mayaya ve mayadan kiife déntsiimleri gézlenmistir. Koloniler boyasiz olarak veya
laktofenol pamuk mavisi ve metilen mavisi ile boyanarak mikroskop altinda incelenmistir. Rastgele segilmis
70 adet Galleria mellonella larvasi in vivo model olarak kullanilmistir. Enfeksiyon olusturulan larvalar 30°C’de
bekletilmis ve her giin canli kalan larva sayilari hesaplanarak viriilans ézellikleri karsilastiriimistir.

Bulgular: Sabouraud dekstroz agarda (SDA) 37°C etiivde 96 saatlik inkiibasyonun ardindan kif kolonisi elde
edilmistir. Kiif kolonisinden yapilan ekim, hava sizdirmaz kap igerisinde 25°C’de, 96 saat inkiibasyonun ardindan
maya formuna dénismistir. Kif ve maya formu ile enfekte edilen larvalarin hayatta kalim oranlari benzer
bulunmustur.

Sonug: Calismamizda, M. circinelloides’in dimorfik maya ve kiif formlari ile olusturulan Galleria mellonella
enfeksiyon modelleri arasinda belirgin bir viriilans farkinin olmadigi saptanmstir.

Anahtar kelimeler: Mucor circinelloides, viriilans, dimorfizm, Galleria mellonella

ABSTRACT

Objective: Mucor circinelloides is a saprophytic fungus classified under Mucorales order of subphylum
Alindigi tarih / Received: Mucoromycotina and showing dimorphism-dependence on oxygen, with medical, industrial, biotechnological
25.03.2022 / 25.March.2022 and agricultural significance. The aim of this study is to show the transformation of M. circinelloides yeast and

mould forms and to reveal the virulence characteristics of these two forms in an in vivo Galleria mellonella
larvae model.

Methods: M. circinelloides was incubated under anaerobic and aerobic conditions to show its mould to yeast
Yayin tarihi / Publication date: and yeast to mould transformation. Yeast and mould forms were examined under the microscope with direct
24.03.2023 / 24.March.2023 uncoloured, lactophenol cotton blue and methylene blue preparations. Randomly selected 70 larvae were used
as in vivo larvae model. Infected larvae were incubated under 30°C and the number of survived larvae was
documented; thus the virulence of the yeast and mould forms were compared.

Results: Mould colony was isolated after 96 hours of incubation at 37°C on Sabouraud dextrose agar plates.
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GiRiS

Mucor circinelloides, taksonomik olarak yeni
tanimlanan Mucoromycotina alt subesi icindeki
Mucorales takiminda yer alir. Oksijene bagiml olarak
dimorfizm gosterir. Tum dinyada yaygin olarak
toprakta ve gilibre iceriginde bulunur. Bilinen bir
mikotoksin Urettigi gosterilememistir. Sigir, domuz
gibi ciftlik hayvanlari ile kiimes hayvanlarinda ve
insanlarda enfeksiyon etkeni oldugu bilinmektedir>?.
insanlarda en ¢ok bes tiiriin enfeksiyon etkeni
oldugu gosterilmis olmakla birlikte, tanimlanmis
en az elli tir bulunmaktadir. insanlarda enfeksiyon
etkeni tlrler; Mucor circinelloides, Mucor indicus,
Mucor ramosissimus, Mucor hiemali ve Mucor
racemosus’tur®,

Firsatgl patojen olan M. circinelloides’in enfeksiyon
olusturabilmesi icin konak faktorleri kadar, mantarin
sahip oldugu virltlans faktorlerinin de 6nemi
vardir. Diyabeti olan, AIDS gelismis, hematolojik
kanser nedeniyle kok hiicre nakli yapilmis hasta
grubunda bagisiklik sistemi baskilanmasi nedeniyle
mukormikoz  gelismektedir®.  Bagisik  sistemin
bozuldugu her durumda, dogada bulunan saprofit
mantarlar insanlarda mantar enfeksiyonu etkeni
olabilir. Mantarlarin hastalik yapabilmelerindeki
temel virilans faktori insan vicudundaki sicakliga
uyum saglayabilmeleri ve bagisik sisteme direng
gbsterme mekanizmalaridir®,

Mantarlarda dimorfizmin uyarilmasi genel olarak
virtlans ile iliskilidir. Ancak, dimorfik bir mantar
olan M. circinelloides’in maya ve kiif formunun
virtilans farklari tam olarak ortaya cikarilmamistir.
Mucor circinelloides anaerobik inkiibasyon ile maya
formunda, aerobik inkiibasyon ile kif formunda
Uremektedir. Oksijen bagimh bu doénisiim, dimorfik
mantarlarin patogenezi, virtlansi ve yasam dongusi
igin kritik 6neme sahiptir(®®,

Bu calismada, M. circinelloides’in maya ve kiif koloni
donlisiminin besiyerinde gosterilmesi ve her
iki formun larva modelinde virtilans 0Ozelliklerinin
karsilastirilmasi amaglanmistir. Calismanin hipotezi,
kif ve maya formlari arasinda in vivo virilans
ozelliklerinin farkh oldugudur. Bu hipotezi dogrulamak
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amaciyla, M. circinelloides’in anaerobik ve aerobik
kosullarda olusan maya ve kif formlari ile mum
glivesi olarak bilinen Galleria melonella larvasinda
deneysel enfeksiyon olusturulmus ve larvalarin sag
kalim oranlari karsilastiriimistir.

GEREC ve YONTEM

Maya ve kuf donlsimi: Arsivimizde -80°C de
saklanan M. circinelloides kékenleri (NBRC 4554 ve
NBRC 5774 kokenleri) canlandirilarak kullanilmistir.
Canlandirilan M. circinelloides kolonileri 24°C, 30°C,
37°C’lik etlivde 24-96 saatlik aerobik ve anaerobik
inkiibasyonla takip edilmistir. Ureyen kiif ve maya
kolonileri laktofenol pamuk mavisi, metilen mavisi
ve boyasiz direk inceleme ile mikroskop altinda
degerlendirilmistir®19,

Galleria  mellonella  enfeksiyon  modeli: M.
circinelloides’in kuf ve maya formu ile G. mellonella
enfeksiyon modeli olusturulmustur®*?, Toplam 70
adet larva ayrilmistir. Her larvanin sol arka bacak icine
Hamilton ignesi kullanilarak 10 pl mikroorganizma
iceren serum fizyolojik dogrudan uygulanmustir.
inokiilasyon yapilan larvalar 30°C etiivde her giin
takip edilmistir. Larvalar 22 g bugday unu, 22 g
bugday kepegi, 11 g sit tozu, 5.5 g kuru maya, 11 ml
gliserin, 11 ml bal, 17.5 g balmumu iceren bir besi
ortaminda bekletilmistir. Larva modelinin tasarimi
kontrol gruplarini icerecek sekilde yapilmistir. Sekil
1’de larva modelinin deneysel tasarimi ve grup
isimleri gosterilmektedir.

BULGULAR

Maya ve kif donisimiin sonuglari: M. circinelloides
37°C'lik etlivde 96 saatlik aerobik inkiibasyon
ile kif formunda Uretilmistin Maya dontsimi
icin anaerobik kavanoz icinde 37°C’de 96 saatlik
inkilbasyona ragmen, Ureme olmamistir. Kif
kolonisinden yapilan ekim 25°C’de 96 saat inklbe
edildiginde maya doénusimi gosterilmistir. (Resim
1 ve 2). Kuf kolonisi laktofenol pamuk mavisi ile
incelendiginde, M. circinelloides’in kif formunun
sporangiyospor iceren sporangiyumlar, bdlmesiz
diizensiz hifler, Mucoromycotina’ya 6zgl kurdele
benzeri katlanma yapilari olusturdugu gozlenmistir.
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Resim 1. SDA’da M. circinelloides kiif kolonisi (soldaki), laktofenol pamuk mavisi ile Mucoromycotina’ya 6zgii kurdele benzeri
katlanmalar/bolmesiz, diizensiz hif gériiniimii x40 (sagdaki).

byt -. : 'S 77"!.7 : :
Resim 3. Mucor circinelloides’in kiif formunun laktofenol pamuk mavisi ile (solda), maya formunun metilen mavisi ile (ortada) ve direkt
boyasiz preparatta (sagda) mikroskobik incelenmesi.




Kontrol Grubu
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Sekil 1. Larva modelinin deneysel tasarimi ve grup isimleri
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Sekil 2. Mucor circinelloides’in kiif formunun enjekte edildigi
larvalarin Kaplan-Meier grafigi

Maya kolonisinin boyasiz direk incelemesi ve
metilen mavisi ile incelenmesi sonucunda tam
yuvarlak, kalin cidarli, 50-100 um c¢apinda maya
hicreleri gozlenmisti. Hem maya, hem de kif
morfolojisinin literatirdeki M. circinelloides tiri
ile tam uyumlu oldugu gorilmustir®®. Resim
1’de kuf formu ve mikroskobisi, Resim 2’de maya
formu ve mikroskobisi, Resim 3’te boyali ve boyasiz
preperatlarin mikroskopisi goriilmektedir.
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Sekil 3. Mucor circinelloides’in maya formunun enjekte edildigi
larvalarin Kaplan-Meier grafigi

Larva modelinin  sonuglari:  Calismamizda M.
circinelloides’in kif ve maya formlarinin virtlans
karsilastirmasi  G. mellonella larvalarini o6ldirme
gugleri  Uzerinden saptanmistir.  Calismamizda
kullandigimiz ellenmemis kontrol grubu, enjektor
batirip ¢ikardigimiz kontrol grubu ve SF enjeksiyonu
yaptigimiz kontrol grubu larvalarinin sayimi ile kif ve
maya enjekte ettigimiz deney gruplarinin sayimi her
giin dizenli olarak yapilmistir®, Kif ve maya ile her
birinde 10 larva olan ikiser grup enfekte edilmis ve bu
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Sekil 4. Maya ve kiif gruplarinin karsilagtirmasi

gruplar “Kuf 1”7 / “Kuf 2” / “Maya 1” / “Maya 2” olarak
kayit edilmistir. Dordiinct gliniin sonunda kontrol
gruplari sag kalirken, “Kuf 1”7 ve “Kuf 2” ile enjekte
ettigimiz larvalarin tamami canhhgini vyitirmistir
(Sekil 2). “Maya 1” grubundaki 2 canli larva disinda
“Maya 1” ve “Maya 2” de enfekte ettigimiz larvalarin
tamami canliligini yitirmistir (Sekil 3). Sekil 4’te maya
ve kuf gruplarinin karsilastirmasi gosterilmektedir.

TARTISMA

Maya formundaki mantarlarin yalanci hif olusturarak
yaptiklart ~ filamentéz ~ donlsiminin  dokuya
invazyona yardim ettigi ve virllansin ilk basamagi
oldugu bilinmektedir®. Mucorales igin dimorfizmin
virilansa etkisi tam olarak agiklanmamistir®?,
M. circinelloides’in virlilans faktorleri ile ilgili
calisma sayisi da kisithdir®), Calisgmamizda M.
circinelloides’in kif ve maya formlarinin ayri ayri
G. mellonella larvalarina inokile edilmesi ile bir
enfeksiyon modeli olusturulmustur. Larvalarin sag
kalhm sayisi takip edilerek virtlansin karsilastiriimasi
amaclanmistir. Virlilans 6zelligi olarak G. mellonella
larvalarini oldirme gigleri 6lgilmastir. Dimorfik
etkenler ile olusturulan omurgasiz hayvan modelleri
bulunmaktadir®®, Bu modellerde maya formu ile
enfekte edilen larvalar 37°C’de bekletilmistir. Bizim
calismamizda hem maya hem de kiif formuile enfekte
edilen larvalar 30°C’de bekletilerek, kif ve maya icin
benzerkosul olusturulmasiamacglanmistir. Larvaaerop
veya anerobik olarak tanimlanamayacagindan, etiive
konan kavanoz mikroaerofilik ortam olarak kabul
edilmistir. Yaptigimiz arastirma sonuglarina goére, M.
circinelloides’in kiften mayaya veya mayadan kife
donlisimi 96 saatten once gerceklesmemektedir.

Bu nedenle tum larvalarin kaybedildigi dort
glnluk takip siresi larva vicudunda maya-kif
donisimune etkili olacak atmosferik kosul olarak
degerlendirilmemistir.

Mantarlarda  dimorfizmin virllansa etkisi iyi
bilinmekte™”'®,  Mucorales icin dimorfizm ve
virilans arasindaki iliski de agiklanmaktadirt*?, M.
circinelloides’in kif ve maya donlsiimini belirleyen
faktorler bilinmektedir. Karbon kaynagi olarak
fermente edilebilir heksoz seker var ise, maya formu
gelisirken, karmasik karbon kaynaklari varliginda
kuf formu gelismistir®). Oksijene bagl dimorfizm
gosteren bu mantarin maya formunun elde
edilmesi i¢in anaerobik ortam kosullari oda sicakhgi
hazirlanmistir ve 96 saat sonunda istenilen kiif-maya
donistimu gergeklestirilmistir. Bunun icin, anaerobik
ortam saglayan hava kisith bir ortamda kif formunun
maya formuna déntsimi gergeklestirilmistir.

Omurgasiz  bir canli  olan  Caenorhabditis
elegans’in model olarak kullanildigi bir ¢alismada,
dimorfik patojenlerin kiaf formu ile enfeksiyon
olusturuldugunda solucanlarin hizla kaybedildigi
gorilmistir®. Bizim calismamizda da kif formu
ile enfekte edilen larvalar ilk iki glinde hizla
kaybedilmistir. Dordiincl glinde kiif grubunda canh
larva kalmamistir. Oysa maya grubunda o&limler
daha yavas seyretmis, dérdiincl giinde iki larva canh
kalmistir. Buna ragmen, maya ve kif karsilastirmasi
ise farkli bulunmamugtir.

Galleria  mellonella  gibi omurgasiz  canlilar,
enfeksiyon modeli olarak etik kurul onayi
gerektirmeden kullanilabilmeleri nedeniyle hem
ekonomik hem de etik agidan avantajhdir®>), Fakat
bu calismalarin bazi kisithliklari bulunmaktadir. En
onemlisi, “Koch postilati”nin omurgasiz modellerde
tamamlanamiyor olmasidir. Omurgasiz canlilarda
organ sistemleri memelilerden ¢ok farkli oldugu icin,
enfeksiyon olusturulan mikroorganizmanin larvadan
izole edilmesi standart bir yontem olamamaktadir.
Bunun yerine larvalarda renk degisikligi, hareketsizlik
ve hayatta kalmayi iceren bir “yasam indeksi”
enfeksiyon varligini gosteren kanitlar olarak kabul
edilegelmistir,
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Oksijene bagimli dimorfizm M. circinelloides icin
tanimlanmis bir virtlans faktoérudur.
bu mantarin dimorfik déntsimini kontrol eden
bir faktor olarak, kif formuna dondsim ile iliskili
bulunmustur. Demir alim sistemleri ve antifungal
direnci ile birlikte hastalik patogenezinde etkilidir??,
Termal dimorfizm mantarlar igin daha iyi bilinen
bir mekanizmadir. Termal dimorfik mantarlar ayni
zamanda endemik enfeksiyonlara yol agan sistemik
patojenlerdir. Termal dimorfizm, oksijen ile iliskili
dimorfizmden daha c¢ok calisiimis bir konudur?®,
Dimorfizm esasen konaga adaptasyon ile iliskili olup,
enfeksiyon etkenlerinin yayilmasinda, bulasmasinda
ve yeni konaklar olusturulmasinda etkilidir.

Kalsinorin

Larva modelinde kif ve maya arasindaki virllans
farkinin gosterilmesi icin tasarladigimiz calismada,
larvalarin hayatta kalim sayilari karsilastirilarak
bakildiginda, M. circinelloides’in kif ve maya
formunun in vivo virlilans ozelliklerinin benzer
oldugu sonucuna varilmistir.
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