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OZET

Dermatofitlerin Cabuk Tamsinda (Gaca)4, 1tsl Ve lts2 Bolgelerini Hedef Alan
Primerlerin Etkinliginin Karsilastirilmas

Dermatofitozlarin patogenezinin ve klinik éneminin tam olarak anlasilabilmesi
icin dermatofit grubu mantarlarin dogru identifikasyonu gereklidir. Rutin ¢alismalarda,
dermatofit grubu mantarlarin dogru siniflandiriimast ve tanisi kolay degildir. Uygun in
vitro kosullar altinda bol miktarda Gretilebilen makrokonidiyum morfolojisi
dermatofitlerin siniflandirilmasinda énemli bir kriterdir. Ancak, bazi dermatofit turleri,
M. audouinii, M. ferrugineum, T. concentricum, T. schoenleinii, T. soudanense, T.
verrucosum, T. violaceum, ve T. yaoundei, nadiren makrokonidiyum olusturur ve
identifikasyonlar1 guctir. Bu calismada, real-time PCR yonteminin  dizayni,
optimizasyonu ve degerlendirilmesi amaclanmistir. Testin  performans;, nadiren
makrokonidiya Ureten ve yukarida bahsedilen 8 tiri temsil eden 26 standart koken ile
laboratuvarimizda izole ve identifiye edilen, M. canis (n = 4), T. mentagrophytes (n =
2), T. rubrum (n = 20), T. rubrum morfotip "raubitschekii” (n = 2) ve T. tonsurans (n =
1 )'in dahil oldugu 29 klinik izolat olmak Uzere toplam 55 dermatofit susu ile
degerlendirilmistir. Calismada real-time PCR 12 dermatofit tlrini de dogru tandh.
Sonug olarak, real-time PCR yuksek 6zgullik ve duyarlilig: ile dermatofit turlerinin,
Ozellikle nadiren makrokonidiya olusturan tdrlerin  tamsim  kolaylastirdh  ve
cabuklastirdigi gorildi. Bu yontemin en 6énemli avantaji dermatofit grubu mantarlarin
dogru ve guvenilir tamsina olanak saglamasidir.

Anahtar kelimeler: Dermatofit, tani, makrokonidiya, real-time PCR



ABSTRACT

Comparison Of Efficiency Of (Gaca)s And Primers Targeting I1tsl-1ts2 Regions I n
Rapid Identification Of Dermatophytes

It is essential to correctly identified the dermatophytic fungi in order to well-
understand the pathogenicity and clinical significance of such tinea. In routine practice,
reliable identification of dermatophytic fungi are notoriously difficult to classify and
identify. The morphology of macroconidia, which are produced abundantly under
suitable conditions, in vitro, has provided useful criteria for classifying dermatophytes.
However, several dermatophytic fungi, e.g., M. audouinii, M. ferrugineum, T.
concentricum, T. schoenleinii, T. soudanense, T. verrucosum, T. violaceum, and T.
yaoundei are rarely produce macroconidia and cannot be easily identified. The objective
of this study was to analyse the design, optimization, and evaluation of real-time PCR
assay in the laboratory setting. The performance of the assay was evaluated with 55
dermatophyte isolates; 29 clinical strains from our laboratory including M. canis (n = 4),
T. mentagrophytes (n = 2), T. rubrum (n = 20), T. rubrum with the "raubitschekii"
morphotype (n = 2), and T. tonsurans (n = 1 ) as well 26 rare macroconidia producing
reference strains including above mentioned eight species. Real-time PCR correctly
identified the all 12 dermatophyte species. Finally, real-time PCR assay facilitated the
identification of dermatophytic species with excellent sensitivity and specificity,
particularly for rare macroconidia producing species. The advantage of the assay is to
provide accurate and reliable diagnosis of dermatophytic fungi.

Key words: Dermatophyte, diagnosis, macroconidia, real-time PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Dermatofitler, ana kaynag: toprak olan keratinofilik 6zel bir grup kif mantaridir.
Insanda derinin stratum korneum katmani, kil ve tirnaklar gibi keratinli dokularda
enfeksiyon olustururlar. Dermatofitler, yalmzca stratum korneum’u kolonize ederler ve
canli1 dokuda enfeksiyona neden olmazlar. Ancak, etken mantar ve metabolik Grinleri
konakta genellikle alerjik ve yangisal ekzemat6z bir yamt olusturur. Konak yanitinin
tipi ve siddeti etken dermatofitin tlriine, susuna, virulansina ve bulundugu bolgenin
cevresel faktorlerine baglidir34’.

Dermatofitler, eseysiz biyuk sporlar olan makrokonidiyumlarimin morfolojisine
gore Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton olmak Uzere U¢ cinse ayrilir. TUr
duzeyinde identifikasyonlari morfolojik 0Ozelliklerinden faydalanildigr geleneksel
yontemler ile yapilmaktadir. Ornegin, koloninin makroskobik gorunimii (yiizey ve
taban rengi, yapisi ve (gelisme oram), mikroskop gorinimi (makrokonidiyalarinin
blyukluk ve sekli, mikrokonidiyalari, hif yapisi ve dallanma sekli), besin gereksinimleri
(vitamin ve aminoasitler), sicaklik toleranslari, Ureaz aktiviteleri ve in vitro kil delme
gibi 6zelliklerine gére tarnir*?2,

Morfolojik ve fizyolojik 6zellikler siklikla degiskenlik gostermekte, 6zellikle
fenotipik 6zellikler dis faktorlerden kolayca etkilenmektedir. Ornegin, sicaklik degisimi,
ortam farklilig1 ve kemoterapi gibi durumlarda dermatofitlerin metabolik gelisimlerine
engel olabilmekte ve in vitro Kkdltor sonuglarimn  yorumunu  olumsuz
etkileyebilmektedir. Ayrica, geleneksel yontemler koloninin gelismesi ve belirgin
morfolojik Ozelliklerinin uzun sireye gereksinim duymasi, zaman bagimli olmasi
sebebiyle tiir diizeyinde taniy1 zorlastirmaktadir®. Fenotipik 6zellikler; genellikle sustan
susa degisebilir, mikro-organizma ayirt edici ¢zelliklerini ya da spor olusturma
Ozelligini  vyitirebilir. Bu gibi degisken faktorler g6z o©ninde bulundurularak
dermatofitlerin gerek cins, gerekse tur dizeyinde identifikasyon igin daha guvenilir
temellere dayali yontemlerin uygulanmasi gerekir’. Son yillarda yapilan genotipik
uygulamalar dermatofitlerin taksonomik problemlerinin ¢oztimiinde etkili olmustur.



Molekuler biyolojik temelli teknikler, dermatofitlerin mikolojik tamsinda gabuk,
guvenilir ve tekrarlanabilir sonuclarin ainmasini saglamistir. GUnimizde mitokondriyal
DNA (mtDNA), 18S ve 28S ribozomal RNA’y1 (rRNA) kodlayan gen bolgeleri, ITS1, ITS2
ve nontranscribed spacer (NTS) bdlgelerinin kesilmis bant uzunlugu farkliligi (RFLP);
rastgele baglaticili PCR (AP-PCR, RAPD ya da DNA fingerprinting); cogaltilan parca
uzunlugu farklihg: (AFLP); yuvalanmis PCR (nested PCR); coklu PCR (multiplex PCR);
LightCycler PCR ve hibridizasyon gibi bircok molekiler yontem dermatofitlerin
identifikasyonunda kullanil maktadir®*’.

PCR temelli teknikler basit, tekrarlanabilir, hizl1 ve birgok dermatofit tlrinin sahip
oldugu Ozel nukleotid dizileri hakkinda bilgi verebilmekte ve bu yoniyle morfolojik ve
fenotipik karakterlerin degiskenliginden kaynakl: problemleri ¢ozebilmektedir®.

Mikoloji laboratuarlarinda genel olarak, dermatofitlerin tamsinda makrokonidiyum
morfolosi klasik tamda ilk siray1 alan 6énemli bir 6zelliktir. Ancak, Trichophyton spp. de
genelde baz: turler makrokonidiyum olusturmaz. Aksine, Microsporum spp. varyetelerinde
makrokonidiyum sekli tir ici tamda yardimcr olmakatadir. Diger taraftan, Epidermophyton
floccosunt’ un makrokonidiyumlari; ince duvarli, 3 ile 5 arasinda degisen hiicreli ve gomak
seklindedir. Bazi dermatofit turleri, 6rnegin, T. rubrum morfotip ‘raubitschekii’ bol
miktarda makro ve mikrokonidiyum olusturur. Ancak, bazi tirler nadiren makrokonidiyum
olusturur; M. audouinii, M. ferrugineum, T. concentricum, T. schoenleinii, T. soudanense,
T. verrucosum, T. violaceum ve T. yaoundei.

Bu calismada, klinik mikoloji laboratuvarlarinda sik karsilagilan dermatofit
grubu mantarlarin identifikasyonunda yiksek ayirim gicli olan Real-Time PCR
yonteminin; (i) optimizasyonu ve etkinliginin sorgulanmasi, (ii) mikro-organizmalar
arasindaki ayirim gucunin ortaya konulmasi ve (iii) makrokonidiyum olusturmayan

turlerin tamisinda yerinin belirlenmesi amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Dermatofitler, diinya genelinde bulasici infeksiyonlara sebep olan keratinofilik
kuf mantarlaridir. Cogalabilmek icin keratine ihtiyag duyan bu mantarlar deri, sa¢ ve
tirnakta ylzeysel infeksiyonlara sebep olurlar, ancak mukozal yiizeylerde infeksiyona
sebep olmazlar®*®,

Dermatofit turti mantarlar stratum korneum tabakasina invaze olurlar ¢uinkt bu
tabakada mantarin gelisimi icin bir cok uygun sartlar mevcuttur, diger tabakalarda ise
bu sartlar bulunmamaktadir. Séyle ki;

1. Stratum korneum katmam kan damarlarindan yoksun bir tabakadir, kan
damarlarindan yoksun olmasina karsilik yiksek oranda 6zellesmis dokular icerir, ancak
OlU hicrelerdir ve viicut savunma mekanizmalarina uzaktirlar.

2. Stratum korneum katmam yuksek oranda su icerir ve su yoninden zengin bir
tabakadir. Ter bezleri ve deri araciligiyla su kaybeder. Vicut sicakligindan daha disiik
sicakliga sahiptir ve pH 5.5 ile 6.7 arasindadir ve aerop sartlara maruz kalir.

3. Dermatofitlerin gelisimi igin ihtiyag duyduklari protein, amino asit, lipitler,
karbonhidratlari, ¢esitli elementleri ve demir igerir.

Dermatofitlerlerin iki 6nemli 6zelligi; keratinofilik ve keratinolitik olmalaridir,
saprofit ozellikleri ile in vitro keratinize dokulari parcalayip kullanirlar. /n vivo

keratinize dokulara niifuz ederek tinea’ ya neden olurlar®*.

2.1. Tarihce

Dermatofitler cok eski c¢aglardan beri bilinen mikro-organizmalardir. Bu
mantarlarin deride veya sacta bir lezyon olusturmast ve bu lezyonun yuvarlak
olmasindan dolayr Yunanlilar hastaligi herpes olarak adlandirmiglar; bu adlandirma
daha sonralar1 Herpes tonsurans, Herpes circinatus ve Herpes desquamans olarak
degistirilmistir. Romalilar olusan lezyonu boceklere benzettiklerinden hastaligi, kucuk
bocek larvast anlamina gelen “tinea” olarak tammlamiglardir. Bu tammmlama klinik
terminolojide hala kullamlmakta olup “ringworm” kelimesi daha sonralar1 Yunan ve

Latince terimleri anlamlarinin birlestirilmesiyle ortaya cikrmstir>°,



Robert Remark, 1834’ de favuslu olgularin mikroskobisinde mantar elemanlarini
gormustir. Kendi gozlemlerini yayimlamamis, ancak 1837 de Xavier Hube doktora
tezinde Remark’in calismalarindan sbz etmistir. Prof. Johann Lucas Schdenlein,
1839’ da favusun etkeninin mantar oldugunu bildirmistir*.

Remak 1842'de favus'lu bir hastadan aldigi kabuklu ornekleri kendi koluna
sirterek etken mantarin bulasict oldugunu gostermis, 1845’ de ise bu mantar1 izole edip
mikroskop Ozelliklerini tanimlamis ve Achorion schoenleinii olarak adlandirmustir.
Lebert mikro-organizmay: Oidium schoenleinii olarak bildirmis, Malmsten, yine
1845’ de Trichophyton cinsini diger mantarlardan ayirarak T. tonsurans 1 tammlamustir.
Remark ve Schdenlein’in bulgularindan habersiz olan ve gergekte tibbi mikolojinin
kurucusu sayilan Paridli fizik¢i David Gruby; 1841’ de favus etkenini 6nce besiyerinde
izole etmis, daha sonra deriye inokuile ederek hastalik olusturdugunu gostermistir. Yine
Gruby, 1843’ de Microsporum audouinii’nin kildist infeksiyonunu, 1844’ de ise Herpes
(Trichophyton) tonsurans in kilici infeksiyonunu tarif etmistir*>°.

Charles Robin, 1847’ de insan ve hayvan mantar hastaliklarini tammladig: ilk
kitabini yayimlamis, yine ayni yillarda Heinrich Anton de Bary kiiflerin fizyolojisini ve
morfolojisini tammlayan calismalar yaprmstir.

Ducloux ve Alman bilim adam Gravith 1886’ da Trichopyton sp. ve Achorion
schoenleinii’nin saf kdltdrini elde etmisler. Dermatofitlerin buyuk bir ¢ogunlugu
19.yuzyilin sonlarina dogru tammlanmustir, ancak halen gunimizde standart bir
simiflandirma yoktur™*4,

Tibbi mikoloji alaninda calismalar1 ile Gnli Raimond Sabouraud 1892'de
ringworm ve dermatofitleri ¢alismaya baslamis, ylzlerce kultirde test ¢alismalar: ile
standardize test ortamu gelistirmis, 1910'da 855 sayfalik UnlU eseri ‘Les Teignes'i
yayimlamstir, Calismalarinda taksonomi, morfoloji, dermatofit kdltir yontemleri ve
dermatofit infeksiyonlarimin  tedavilerinden bahsetmis ve yaptigi  dermatofit
siniflandirmast Achorion, Epidermophyton, Microsporum ve Trichopyton olmak Uzere
dort cins icermistir?,

Chester W. Emmons, 1934'de dermatofitleri temelde makrokonidiyumlarin
yapisal ozelliklerine ve mikrokonidiya bulup bulunmamasina gére siniflandirmis ve
Achorion cinsini ¢ikarmis, Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton olmak tzere

U cins tarif etmistir'>.



L. Georg (1952), M. Silva ve Benham (1952), Benham (1953), Swartz ve Georg
(1955), L. Ajello ve Georg (1957), Georg ve Camp (1957) dermatofitlerin besin
gereksinimlerini ve fizyolojik dzelliklerini belirlemislerdir.

Gentles, 1958 de kobaylarda deney yolu ile olusturulan M. canis infeksiyonunu
griseofulvin ile tedavi etmis ve dermatofitozlarin 0Ozellikle de sagli deri

infeksiyonlarinin tedavisinde koklii bir degisikligi baslatrstir*>°,

2.2. Siniflandir ma
Tablo 1. Siniflandirma’®

Alem: Mantar

Bolum: Ascomycota

Sinif: Euascomycetes

Takim: Onygenales

Aile: Arthrodermataceae

Cins:. Epidermophyton
Microsporum
Trichophyton

Tar: T. mentagrophytes
T. rubrum

Dermatofitlerin taksonomisi gui¢ olup henliz kesinlik kazanmamustir. Bu durum,
klinik kokenlerin gogunun eseysiz sekiller olmasina karsilik, cogu turin eseyli
sekillerinin de bulunmus olmasina baglanmustir.

Dermatofitler, zoolojik olarak farkli aile, takim ve siniflarda populasyon
konaklarina sahip olan turler arasinda farklilik gosteren, iki populasyon genetigi paterni

gosterirler®,



2.3. Etiyolojik Faktorler
Dermatofitler dreme 6zelliklerine gore anamorf (eseysiz) ve teleomorf (eseyli)
olmak Uzere iki farkli sekilde bulunurlar. Anamorf sekilde eseysiz ya da somatik treme

ve zgiin bir morfoloji gdzlenirken, teleomorf sekilde eseyli tireme esastir®*.

2.3.1. Anamorf sekil

Dermatofitler ¢ anamorfik (eseysiz) cinse ayrilir. Bunlar, Deuteromycota nin
Hyphomycota sinifinda, Onygenales takimindan Arthrodermataceae ailesine ait
Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton cinsleridir. Daha onceleri bu eseysiz
durum Fungi imperfecti ya da Deuteromycota dan ayr1 bir grup olarak bilinmekte idi,
ancak molekiler calismalar ve mantarlarin  simflandirmasiyla ilgili - verilerdeki
degisiklikler ile bu yapay taksonomide yer almistir*®.

2.3.1.1. Epidermophyton cins (Sabouraud 1907)

Bu cinse ait ¢ok sayida comak seklinde ve diz duvarli makrokonidiyumlari
vardir, ancak mikrokonidiyumlar: yoktur. Bu cins icerisinde insanda infeksiyona sebep
olan E. floccosum yer alir. E. floccosum antropofiliktir, sacsiz deri ve tirnaklarda
infeksiyona sebep olur, sagli deri infeksiyonu ise ender olarak bildirilmistir.
Makrokonidiyumlar: ortalama 10 giin icerisinde gelisir, hardal sarisi veya zeytin yesili

renkte kadifemsi koloniler olustururlar®™®.

2.3.1.2. Microsporum cins (Gruby 1843)

Bu cinse ait turler genellikle hem makrokonidiyum hem de mikrokonidiyum
olustururlar. Sacl deri, sa¢csiz deri ve tirnak infeksiyonlarina neden olur. Bélmeli ve
duvarlar1 paralel hifleri vardir. Makrokonidiyumlari ig ya da oval sekilde olup 1-15
bolmelidir. Makrokonidiyumlars, tiirlerine gore farklilik gosterirler. Ornegin, M. canis
fic1 seklinde, 1-15 hicreli ve bir ucu sivri iken; M. gypseum yuvarlak uclu olup 6 veya
daha az bolmelidir. Microsporum audouinii’'nin ¢ogu zaman mikrokonidiyumlari
yoktur, makrokonidiyum ise nadir goralir. Ancak, uc¢ klamidosporlar ile taraks: hiflere
siklikla rastlamr ve bu o6zellikler tam koydurucudur. PDA’daki koloni yapisi

incelendiginde M. canis limon sarisi, M. gypseum ise kahverengi pigment olusturur®>*,



2.3.1.3. Trichopyhton cins (M almsten 1845)

Bu cins igerisinde bulunan tirler dizgin duvarli makrokonidiyum ve
mikrokonidiyum olustururlar. Makrokonidiyumlar: kalem, comak, lobut, igsi ya da
silindirik-igsi gibi degisik sekillerde bulunur. Ince duvarli (2 wm) diuz ve 1-10
bolmelidir. Mikrokonidiyumlar: ise kire ve armut seklinde olup 2.5-4 um capindadhr.
Mikrokonidiyumlar1 T. rubrum’'da gozyasi1 damlasi, T. mentagrophytes de ise kisa,
dizgin ylzeyli ve Uzom salkimi seklindedir. PDA’daki koloni morfolojileri
incelendiginde T. rubrum yunimsl, beyaz renkli kolonilerin dip kisminda kirmizi
pigment olustururken, T. mentagrophytes pudramsi ve sari-krem renkte koloniler
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olusturur. Sagli deri, sagsiz deri ve tirnag: infekte eder

2.3.2. Teleomorf (Eseyli) sekil

Bazi dermatofitler, gogunlukla zoofilik ve geofilik tlrlerden Microsporum ve
Trichophyton eseyli olarak cogalabilmekte ve askospor (askus adi verilen kesemsi yapi
icerisinde olusan eseysiz spor) ve asci ile askomata Uretir. Ascomycota, ascospor
olumsuz cevre sartlarina konidiyalardan daha direnclidirler. Bu tirler Ascomycota
boliminde, Onygenales takimmmin  Arthrodermataceae ailesinde teleomorfik
Arthroderma cinsi icerisinde siniflandirilirlar’,

Askomatal yap1 cok degiskendir ve Arthrodermaceae ailesi icerisinde iligkili
diger turlerler ile eslesirler. Son filogenetik calismalarda, plesiomorphous karakterleri
tutan ve eseyli cogalan dermatofitler arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir. Ornegin T.
mentagrophytes; gibi U¢ blylk kiimeye sahiptir. A. benhamiaei, A. vanbreuseghemii ve
A. simii kiimeleri. Bu kimelerin morfolojileri ayirt edilemeyebilmekte ya da ¢ok yakin

ozellikleri nedeni ile hem anamorf hem de telemorf olarak eslesebilmektediler®>°,



Tablo 2. Dermatofitlerin anamorf ve teleomorf ozdlikleri®

Teleomorf (eseyli) Anamorf (eseysiz)

Arthroderma spp. Microsporum ve Trichophyton spp.
A. benhamiae T. mentagrophytes

A. fulvum M. fulvum

A. grubyi M. vanbreuseghemii

A. gypseum M. gypseum

A. incurvatum M. gypseum

A. obtusum M. nanum

A. otae M. canisvar. canis, M. canisvar. distortum
A. persicolor M. persicolor

A. smii T. Simii

A. racemosum M. racemosum

A. vanbreuseghemii T. mentagrophytes

2.4. Epidemiyoloji

Dermatofitozlarin dagilimn ve bulasma yollar1 biyidk oranda enfeksiyonun
kaynagina baglidir. Ekolojik olarak konak 6Ozgulltklerine ve dogal ortamlarina gore
hayvan (zoofilik), insan (antropofilik) ve toprak (geofilik) kdkenli olmak lizere ti¢ gruba
ayrilirlar®,

Dermatofitler c¢ok bulasicidir. Buylk cogunlugu uygun cevre kosullarinda
varhigint sirdirebilmekte, geofilik turler keratin yapilari parcalayarak (sag, hayvan
tlyleri ve boynuzumsu yapilar) toprakla birlikte genis alana yayilmistir. Antropofilik ve
zoofilik turler oncelikli olarak insan ve hayvanlari enfekte eder, sosyo-ekonomik
kosullar, turizm ve gé¢ benzeri hareketlilik ile endemilere sebep olurlar®*,

Bazi dermatofitozlarin yas ile ilgisi vardir. Tinea capitis gocukluk c¢agi
enfeksiyonu olup ad6lesan donemden sonra ender gorulir; bu durum, puberteden sonra
deride doymus yag asitlerinin artmasina baglanmstir. Tinea pedis ise addlesanlar ve
genc eriskinlerde sik gordllr, cocuklarda nadiren gorultr.

Ihbar1 zorunlu hastaliklar olmadigi icin dermatofitozlar gercek insidans:
bilinmemektedir. Ancak toplumun yaklasik %20’ sinde kronik dermatofitoz bulundugu,
eriskin erkeklerin yaklasik %90 1mminda en az bir kez dermatofitoza yakalandiklar
tahmin edilmektedir. Erkeklerde, kadinlara gore daha siktir, bunun sebebi erkeklerin
kisla, yatili okul gibi toplu yasanan ortamlarda ve spor salonlarinda daha sik
bulunmalarina baglidir.  Zoofilik ve geofilik dermatofitler genellikle yogun



inflamasyonludur, ancak kendiliginden iyilesmeye egilimlidir ve tedaviye duyarlidir,
ancak antropofilik dermatofitlerde inflamasyon daha hafiftir, kroniklesme gorulir ve
tedaviye direng gosterirler. Halk sagligi ve bulasin kontrol altina alinabilmesi igin
epidemiyolojik veriler dnemlidir®*.

2. 5. Ekolgji
Dermatofitler, dogada uygun ekolojik sartlara gore antropofilik, geofilik ve
zoofilik olmak Uzere U¢ temel gruba ayrilirlar. Patojenite, konak tercihleri ve

popiilasyonlart icin bu siniflandirma esastir®.

2.5.1. Antropofilik torler

Antropofilik dermatoflerin genellikle zoofilik tirlerden koken aldigi ileri
surdlmistdr. Ancak, son donemlerde yapilan molekiler calismalarda antropofilik E.
floccosum, geofilik M. gypseum kompleks igerisinden ¢ikarilmistir. Antropofilik tirlerin
dogru konagi insandir ve bulas dogrudan temas veya dolayl1 olarak ortak kullanilan
esyalar ile (sa¢ fircasi, havlu, carsaf, terlik, ayakkab: ve corap) bulasir, ancak
antropofilik dermatofit tdrleri insanla simirli olsa da, literatir de nadir de olsa
hayvanlarda da enfeksiyona sebep oldugu gosterilmistir. Antropofilik tirler daha ¢ok
kasik ve ayak gibi viicudun kapali bolgelerinde gortltr, tirlere gore degismek Uzere,
bas sacli derisi (Tinea capitis), sagsiz deri (Tinea glabrosa) ve tirnak enfeksiyonlarina
(Tinea unguium) neden olurlar. En sik bulas etkeni T. rubrum olup onu T. interdigitale
izler. Antropofilik turlere iliskin tinea capitis belirli bolgelerde endemiktir. Bu durum,
cocuklarin eriskinlere oranla daha az seyahat etmelerine baghdir 6rnegin; T.
soudanense, T. yaoundei ve T. gourvilii, Bat1 Afrikanin belirli bolgelerinde. T.
tonsurans, Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri ve Meksika da belirli bélgelerinde; T.
violaceum ise Hindistan, Dogu Afrika ve Orta Dogu nun belirli bolgelerinde en sik
gorilen tinea capitis etkenleridir. TUrkiye' de T.violaceum Akdeniz bdlgesinde en baskin

tur iken, Ege Bolgesinde M. canis ten sonra ikinci sirada yer almigtir®#8°,

2.5.2. Gedfilik turler
Patojen dermatofitlerin atasal turleri oldugu dusUntlmistir. Bu tirlerin dogal
ortamlar: toprak olup toprakta bulunan keratini ayristirirlar (sag, tirnak ve kil). insanlar



icin infeksiyonun ana kaynag: topraga maruz kalmalaridir. Geofilik tirlerde insandan
insana ya da insan’ dan hayvana gecis cok azdir. Geofilik dermatofitlere en iyi 6rnek, M.
gypseum’dur. Iki sradisi salgin M. gypseum rapor edilmis, ilk salgim salatalik sera
bahcesinde caliganin toprak temasi ile ortaya gikmistir®®.

2.5.3. Zoofilik turler:

Enfekte hayvan ile dogrudan veya enfekte killar ile kontamine esya ile dolayli
iliski sonucu insana bulasir ve bas, yiz, el ve kol gibi vicudun agik yerlerinde
enfeksiyon olustururlar. Zoofilik tiirlerde konak dagilimi etkene gore degisir. Ornegin,
T. mentagrophytes genis konak dagilimi gosterip kemiriciler, kedi, képek ve atlari
enfekte eder; ancak M. nanum yalniz domuzlar: enfekte eder®?.

Tablo 3. Dermatofitlerin konak tercihlerine gére dagilimlars®

Antropofilik Zoofilik Geofilk

E. flocossum M. canis E. stockdaleae

M. audouinii M. equinum M. amazonicum

T. concentricum M. gallinae M. boullardii

T. gourvilii M. persicolor M. cookei

T. kanei T. equinum M. gypseum

T. megninii T. mentagrophytes M. nanum

T. mentagrophytes T. sarkisovii M. praecox

T. raubitschekii T. Smii M. racemosum

T. rubrum T. verrucosum M. ripariae

T. schoenleinii M. vanbreuseghemii
T. soudanense T. gjeloi

T. tonsurans T. flavescens

T. tonsurans T. gloriae, T. longifusum
T. violaceum T. phaseoliforme

T. yaoundei T. terrestre

T. vanbreuseghemii
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Sekil 1: Epitel hiicreler® Sekil 2: Artrospor®

2.6. Patogenez

Dermatofit infeksiyonlarinin ilk ddneminde mikro-organizmalarin ekolojik
Ozelliklerine bakilmaksizin benzerlik gordlir. Saglh deride keratinize bolgelerde
kolonizasyonun baslamasi, sagcsiz deride de tipik ringworm gorinimi dikkati ¢eker.
Infekte Kisilerin cevreye epitel dokinttleri ve kil ile yaydigi artrosporlar bulastan
sorumludur. Artrosporlar dis ortam sartlarina dayaniklidir ve aylarca canliligim
surdurebilir.  Artrosporlar yeni konakta ©nce Kkeratinositlere tutunur daha sonra
germinasyon gosterip enfeksiyonu baglatir*°.

Dermatofitlere duyarlilik konaktan konaga degismektedir. Bu durum, ayn cins
ve tir dermatofitin farkli suslarimin farkli virGlans gostermeleri ile agiklanir.
Dermatofitozlarda yangisal yanit 9-16. giinde en Ust diizeye ulasir ve bu slireden sonra
lezyonlar iyilesmeye baslar. Antropofilik tlrler, stratum corneum, kil ve tirnak keratini
icinde kalip agir dermo-epidermal yangisal reaksiyonlara neden olmazlar ve genelde
alerjik reaksiyonlar veya bagisiklik gelismez. Geofilik ve zoofilik tlrlerde ise insana
uyumlar: daha sinirli ve az oldugu icin, metabolik Grinlerinin derinin alt katmanlarina
inmesi ile alerjiye sebep olurlar, ancak enfeksiyonlari kendiliginden iyilesmeye egimli
olduklar: gibi re-enfeksiyona kars: direnc saglarlar”.
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2.7. Laboratuvar Tam

2.7.1. Ornek Alma
Klinik 6rnegin alinacagi anatomik bolgenin durumuna gore uygun asepsi
uygulanir ve tam testleri icin yeteri miktarda 6rnek alimir. Ornegin alinacag: bolge

%70'lik alkol ile temizlenerek floradaki yabanci mikro-organizmalar ve eger

uygulanmissa pudra ve krem gibi maddeler ortamdan uzaklastirilir, lezyonun durumuna

gore seril 15'lik bisturi ve sa¢ 6rnekleri igin cimbiz, sag firgas: ve dis firgas ile 6rnek
alinr®,

1. Sach deri: Tinea capitis ve Tinea barbae’de kil koklerinden steril cimbiz ile
ornekler alinir; 6zellikle sacta rengini kaybetmis ve kirilmis sag kokleri tercih
edilir, ancak sag kirilgan degilse ve klinik drnek alimi g ise, sa¢ derisinden
kazint1 ya da sa¢ kokinden kiguk parcalar kullanilabilir. Tinea capitis de sag
firgas: ile lezyonun bulundugu bolgede karsilikli hareketle 6l hiicreler ve sag
telleri basarili bir sekilde toplamr. Microsporum spp. ve T. schoenleinii
infeksiyonlarinda Wood 15181 kullanilarak tamya yardimer olabilir”.

2. Sagsiz deri: Lezyonun bulundugu bdlge %70’ lik alkol ile temizlenir, lezyonun
keskin sinirli olan kenarlari kazinir, kazinti drnekleri steril petri veya steril
kagitlar icerisine alinir. Eger lezyonda vezikil veya bul varsa tepeleri kesilerek
ornekleme yapilir. Cerahatli lezyonlarda ekiivyon kullamlarak klinik 6rnek
alinir*®,

3. Twrnak: Tinea unguium'un en sik gorulen distal-subungual tipinde lezyonlu
bolge alkol ile temizlendikten sonra tirnak yatagindan alt kissmdan canli yere
yakin yere kadar kazinti Ornegi steril kagit vaya petriler icerisine alinr.
Proksimal subungual lezyonda tirnak makasi veya kiiret ile epitel kazintr alinr®,

2.7.2. Dogrudan mikroskop incelemes

Mantar enfeksiyonlarimin belirlenmesinde uygun Kklinik orneklerin direkt
mikroskobi ile incelenmesi hizli ve etkili bir yontemdir. Bu yontem infeksiyonun
varligi/'yoklugu hakkinda bilgi verir. Her klinik 6érnek énce mikroskopta incelenmelidir.
Ancak, yalmizca mikroskop incelemesi gerek infeksiyon gerekse tir diizeyinde tan igin
yeterli degildir. Klinik drnek tzerine birkag damla %10’ luk potasyum hidroksit (KOH)
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damlatilip Gzerine lamel kapatip preparati ¢ok hafif 1sitip mantar elemanlarint agiga
cikartilir ve incelenir. %10’ luk KOH’de baz1 eklemeler yapilarakta hizli tammlama
yapilabilir. Sik kullanilan bir yontem %25'lik potasyum hidroksit veya sodyum
hidroksite kurumay:1 Onleyici %5 gliserin eklenmesidir, diger bir yontem %20’ lik
potasyum hidroksite %36’ lik dimetil sllfoksit (DMSO) eklenerek isitmaya gerek

2,4,59

kalmadan preparati incelemektir. KOH kullamsli ve maliyeti disik bir bilesiktir

2.7.3. Kalkoflor beyazr boyama yontemi

Kalkoflor beyazi kagit ve tekstil endustrisinde beyazlastirici olarak kullanilan
boyadir. Boya mantar hiicre duvarindaki kitin ve seltiloza baglanarak uzun dalga boylu
ultraviyole ve kisa dalga boylu gorinir 1sikta floresans verir. Bircok laboratuvar icin
ultraviyole ile uyumlu filtre gereksiniminden dolay: direkt mikroskoba gore daha pahali
yontemdir. Kalkoflor beyazi KOH ile birlikte kullanilabilir ve 6rnegin hizli bir sekilde
temizlenmesine yardimci olur. Kullanilan filtreye gore hif yapilari mat beyaz ve yesil

renkte floresans verir?.

2.7.4. Periyodik Asit-Schiff (PAS) boyama yontemi
PAS mantar hiicre duvarindaki polisakkaritleri boyar, mantar elemanlart kirmizi-
mor boyanmir. Onikomikoz kuskusunda tirnak orneklerinin histopatolojik incelemeleri

icin 6nerilen bir yontemdir?>.

2.7.5. Kaltdr Y ontemi
Kultdr, direkt mikroskobik incelemeyi tamamlayici olarak ihtiyag duyulan
yontemdir. Etkenin kesin tamsinda gerekli ve yararhdir. Invaziv kif mantar:
infeksiyonlarinda ve 6zellikle deri ve tirnak infeksiyonlarina sebep olan dermatofit disi
kiif mantarlanin (Aspergillus, Scopulariapsis vb.) tanisinda nemlidir®©°,
Dermatofitlerin ilk izolasyonlarin da bakteri ve saprofit kiflere karsi segici
besiyerleri kullamlabilir. En sik iki besiyeri tercih edilmektedir. (a) Kloramfenikol ve
siklohekzimit iceren Sabouraud glikoz agar (SGA) ve (b) dermatofit test mediumu
(DTM) dur. Her iki besiyeride ticari olarak hazir bulunur, icerdikleri siklohekzimit
saprofit kontaminasyonuna neden olan kuflerin baskilanmasi i¢in, kloramfenikol ve

gentamisin ise bakteri kontaminasyonuna kars: kullanilir. DTM besiyerinde fenol
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kirmizisi ayirag gbrevi yapar ve dermatofit Uremesi sirasinda ortam alkalilesir ve sari
olan besiyeri rengi kirmiziya déner. Dermatofit dis1 kif mantarlarinin direkt mikroskop
incelemelerinde mantar elemanlart dermatofit elemanlarina benzerlik gosterir, bu
sebeple dolayr kultirde bu tdrlerin izolasyonunda genellikle siklohekzimitsiz
besiyerlerine ok ihtiyag duyulmaz®®.

Dermatofitler genel olarak yavas Ureyen mikro-organizmalardr, 1-4 hafta
arasinda Ureme gosterirler. ideal Greme 1sist 25 °C'dir, ancak bazi turlerin sicaklik
gereksinimleri degiskendir. Ornegin; T. verrucosum ve T. tonsurans in bazi tirleri 37
°C’de daha iyi trrer’®,

Bir cok mantarin identifikasyonun da genel olarak kullanilan, gbzleme dayal g
durum degerlendirilir.

1. Koloni goruntasi; koloninin rengi (beyaz, sar1 ve mor), yogunluk (pamugumsu
ve kabarik), yuzey 6zelligi (diz, kivrimli ve burusuk)
2. Taban rengi; spesifik besiyerlerinde pigment olusumu
3. Mikroskop morfolojisi; makro-mikrokonidiyum goruntisi, sekli, buyUkluga,
miktar1 ve hif yapisi.
Kaltdr ile birlikte kesin tar icin laktofenol pamuk mavisinde konidiyum varligi da
Oonemlidir. Diger yontemlerde tir ayiriminda yararl: olabilir drnegin; iv vitro kil delme
deneyi T. mentagrophytes (+) ile T. rubrum (-); M. canis (+) ile M. equinum (-)

ayiriminda kullanil maktadir®*°,

2.7.6. Nadiren M akrokonidiyum Olusturan Mikro-organizmalar ve Ozellikleri

2.7.6.1. Microsporum audouinii Gruby 1843
Tinea capitis ve tinea corporis salginlarina sebep olan mantardir. Salginlar
Kuzey Amerika ve Avrupa da rapor edilmistir. Sagta kildis1 bulas nedenidir. Wood
1is1ginda parlak floresans verirler
1. Koloni géruntisi: SGA besiyerinde yavas Urerler, ortalama 7-10 gin sirer,
kolonileri diiz, yayilan, 1sinsal, koloni rengi; beyaz, gri, devetiyl rengi nadiren
pas rengi ya da kahverengimsidir. Koloni tabani, somon-seftali renginde

gorilur®,
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2. Mikroskobik gorinim: Genellikle birkag konidiya gorultr. Bolmeli hif ve hif
ucglarinda klamidospor varligit M. audouinii i¢in 6zgin bir bulgudur.
Makrokonidiyum goriilmez"%.

2.7.6.2. Microsporum ferrugineum Ota 1921

Cocuklarda tinea capitis salginlarina sebep olurlar. Asya Ulkeleri, Japonya, Rusya,
Dogu Avrupa, Balkanlar ve Afrika da bulas sebebidir. Sacta kil dis1 bulas yapar. Wood
1s1g1nda floresans vermez.

1. Koloni géruntisi: Yavas olusan ve hizli olusan-yayilan olmak Gzere iki farkl
koloni olustururlar. Yavas olusan koloni; kabarik, ylzeyi engebeli ve
kirmizimsi-sar1 renkte tonlara sahiptir. Uzak Dogu Ulkelerinde en sik gorilen
bigimidir. Hizl1 olusan ve yayilan koloni; yassidir 6zellikle Balkanlar’da sik
gorulur.

2. Mikroskobik gortnum: Duizglin olmayan konidiyasiz micgeller goralar. Hifler
dallanmus, uclart lobutumsu bigcim almistir. Bazen tipe 6zgu kaba, uzun, diz ve
belirgin bolmeli hifler gorultr; bunlara bambu hif denir. Makrokonidiyum

gorilmez**.

2.7.6.3. Trichophyton concentricum Blanchard 1896

Insan kokenli bir mantardir ve tinea imbricata veya ‘tokelau’ ach verilen 6zel bir
tinea corporis etkenidir. Cok kasintilidir ve pullanmaya sebep olur, kil bulas1 goérilmez
ve hayvanlarda infeksiyona sebep olmaz. Guney Pasifik Adalarinda salginlara neden
olur, ayrica Giiney Asya, Guetemala, Meksika ve Brezilya'da gorilir. Uremeleri
yavastir koloniler 16-18 guinde Urer. Suglarin yaklasik yarisi tiyaminli besiyerinde daha
iyi Urer.

1. Koloni goruntusi: Talus yukart dogru gelisir, koloni diplerden katlanmis ve
kivrilmustir yizeyi ¢iplaktir, kremsi gorulr, beyaz, bej, kahverengimsi zamanla
mercan kirmizisi renge doner. Hava micelleri kadifemsi ya da bulanik gelisir,
koloniler yavas Urer 10 giin sonra ¢apt 5-20 mm olur, koloni morfolojisi T.
schoenleinii’ye benzer.

2. Mikroskobik gorunum: Kivrik, bigimsiz, konidiyasiz hifleri vardir. Geyik
boynuzu gibi dallanmis micelleri ile T. schoenleinii’yi andirir?.
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2.7.6.4. Trichophyton soudanense Joyeux 1912

Afrika ve Ozellikle Bat1 Afrika'da endemik endotriks tirler bulunur. Siklikla
Avrupa, Brezilya ve Amerika da kayit altina alinan olgular mevcuttur. Tinea capitis ve
tinea corporise sebep olur. Kil ici bulas yapan mantardir. Hayvanlarda enfeksiyona
sebep olmaz.

1. Koloni gorinimi: Yavas uUreyen kolonileri 14-18 gunde olgunlasir.
Kolonilerin diiz ve tlysi gorunimu vardir. Sari-kayist rengi kolonileri olusur,
gevresinde besiyeri igerisine uzanan hiflerin yaptigi 1sinsal yapilar olusur.
Lowenstein-Jensen besiyerinde koyu renkli koloniler olusturur ve M.
ferrugineum’un agik sar1 kolonileri ile kiyaslanabilir.

2. Mikroskobik gorunum: Hifleri bolmelere ve artrosporlara ayrilmistir, karsit

yonde buyume veya dik a¢1 yapacak sekilde dallanma gosterir. Micellerin yan

tarafinda armut seklinde mikrokonidiyumlar gériilebilir®*°,

2.7.6.5. Trichophyton schoenleinii (Lebert) Langeron et Milochevitch 1930

Insan kaynakl: olup kellik (favus) etkenidir. Kellik sach deriyi tutar, skutulum
olusumu, kabuklanma ve sacin dokuldigl yerde dmir boyu sa¢ ¢cikmaz. Kiligi bulasa
sebep olur, kil icerisinde hifler ve ayrica bu mantara 6zgu olarak yapilarin yitirmis,
bozulmus hiflerin bulundugu hava bosluklar1 goralir. Artrospor ya hi¢ gorilmez veya
azdir. Wood 1s1ginda mavimsi beyaz bir floresans verir. Kolonileri yavas Urer 15 giinde
olgunlasir. Mantar sa¢csiz deri ve tirnakta da bulas tutulum yapar. Asya ve Avrupa da
endemiktir, ancak Bat1 Bolgelerinde sporadiktir. Endemik oldugu odaklar Kentucky,
Guatemala, S&o Paulo’dur. Nadiren hayvanlarda enfeksiyona sebep olur; kedi, kopek,
kirpi, inek, at, tavsan ve kobaylarda enfeksiyon rapor edilmistir'=.

1. Koloni goruntisi: Yavas Ureyen koloniler mumsu, ciplak, hafif kivrimlar
yapan kolonileri vardir, besiyeri icerisine dogru Ureme gosterirler, bicimsiz ve
sarmal gorulur. Zamanla eski kultur kolonileri diz ve tlysi yap alir. Bazi
izolatlar baglangicta mayalara benzer ve 37 °C’de daha iyi gelisirler. Koloni
tabam ya renksizdir ya da sarimsi bej rengine yakin bir tonda olur. Uremek igin

tiyamine ihtiyac duymazlar®.
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2. Mikroskobik gorunum: Konidiyum gortlmez, hifler bolmeli, ¢ok diizensiz,
girintili cikintilidir. Ozellikle besiyeri icerisine uzanan hifler geyik boynuzunu

andirir ve ‘favus samdant’ adh verilen siskinlikler gorulir**.

2.7.6.6. Trichophyton verrucosum Bodin 1902

Dunya genelinde sigirlardan yayilan bir mikro-organizmadir. Sigirlarda da
epidemilere sebep olan hastaliktir ve ‘ahir kasintis” olarak adlandirilmustir. insana
bulas1 sigirlardan veya nesneden geger, ¢ok yangili, tek veya yayilmaya egimli
lezyonlar olusturur. Blyuk ektotriks konidiyumlar: bulunur, bulaslar daha ¢ok sagl
deri ve sakal bolgesinde olmakta, bulasli insan kil1 floresans vermez, ancak bulasli
sigir kil floéresans verebilir. Yavas tUreyen kolonileri 14-21 gun'de olgunlasir. En
iyi 37 °C’de Urerler, tiyamin ve inositol eklenmis kanli besiyerinde yaygin, kisa
tlylU ve yasst koloniler olustururlar.

1. Koloni gorunumi: T. verrucosum var. album; en sk gorulen koloni
bicimidir. Koloni beyaz rekte, ¢iplak kabarik ve digmeye benzer ve yavas
gelisir. T. verrucocum var. ochraceum; yassi, ¢iplak ve sar1 renkte koloniler
olusturur. T. verrucosum var. discoides; yassi, cok kisa tlyll ve grimsi beyaz
koloniler olusturur.

Mikroskobik gorinim: Zincir seklinde dizilmis klamidosporlar ve az sayida
geyik boynuzu bigiminde sonlanan hifler gorinur. Tiyamin zenginlestirilmis
besiyerlerinde cok sayida hif boyunca dizilmis gdzyasi1 damlasi bigiminde
mikrokonidiyumlar; klamidospor dizileri ve bazen uzun, ince, dizensiz

makrokonidiyum olustururlar*’.

2.7.6.7. Trichophyton violaceum Sabouraud apud Bodin 1902
Guney Amerika, Meksika, Avrupa ve Asya da endemik olan insan kokenli
mikro-organizmadir. Sacli deride kellige benzer kabuklanma yapar, yasam boyunca sag
kaybina neden olan lezyonlar olusturur. Endotriks enfeksiyon yapar, kil icerisini
dolduran spor zincirleri gorulir, sporlarin baskisi ile kil pargalamir ve kivrilir; sagta kara
noktalar olusur. Wood 1siginda fléresans vermez, nadiren hayvanlar: infekte eder.
Buzdolahi 1sisinda kisa stirede olurler.
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1. Koloni gorinimi: Yavas Ureyen koloniler 14-21 gunde olgunlasir. Mumsu,
kabarik, yuzeyi girintili ¢ikintili ve koyu mor koloni olustururlar. Eski stok
kultdrlerde koloniler daha diiz, beyaz ve tliysi olabilir. Koloni tabam morumsu
renktedir.

2. Mikroskobik gorunim: Dallanmig, dizensiz, konidiyasiz hifler ve
klamidosporlar gorultr. Tiyamin ile zenginlestirilmis besiyerin de birkag
mikrokonidiyum ve nadiren T. rubrum’da oldugu gibi makrokonidiyum

gorilur?™®,

2.7.7. Makrokonidiyum Olusturan Mikro-organizmlar ve Ozellikleri

2.7.7.1. Microsporum canis Bodin 1902

Dunya’ da yaygin gorulen, tinea capitis ve tinea corporis etkeni mantardir. Kedi
ve kopeklerde mantar bulasi1 yapar; enfekte olan hayvanlarla temas sonrasi insana
bulasir. Sacta kil dis1 bulas yapar, kilin ¢cevresini saran ¢cok sayida hifin boltinmesi ile
kicuk sporlar olusur Wood 1s1ginda parlak floresans verirler. Kolonileri orta hizda,
ortalama 6-10 guinde gelisir.

1. Koloni goriunumi: Hizli gelisen kolonileri pamugumsu ya da yidnsi bir
gorinum alirlar, beyazdan sariya degisen 1sinsal kolonileri olusur, pigmentasyon
en iyi patates Dekstroz Agarda (PDA) gozlenir, koloni tabam daha koyu sari
renkte goralar.

2. Mikroskobik gorunim: Biyuk ve yogun makrokonidiyum olusturur (8x20 pum,
40x150 pm), kalin duvarli ve ¢ok bolmeli (15 den fazla), kenarlar1 purtdkld,
girintili ¢ikintil: ve ig seklinde makrokonidiyumlar: vardir. ince armut seklinde

mikrokonidiyumlar: vardir, ancak tamya katkisi yoktur'®*4,

2.7.7.2. Trichophyton mentagrophytes (Robin) Blanchard 1896

Hem insan hem de hayvanlarda bulas yapan T. mentagrophytes kompleks
icerisinde dort blyuk filogenetik tlr yer alir. Bunlar, T. mentagrophytes sensu stricto, T.
erinacei, A. benhamiae ve T. interdigitale’ dir. Konak iliskisi, konidiyumu, morfolojisi
ve koloni rengi ile uzun bir binomial siniflandirma da yer alir. insanda sacsiz deri, sagl
deri ve tirnak bulaslarina neden olur, yangili ve kolay iyilesirler. Hayvan kaynakli
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1013 5zellikle fare, tavsan ve kobay gibi deney hayvanlarinda ve atlarda salginlara

suslar
sebep olabilir. Hayvan kaynakli suslar: kilda, orta sayida sporlar ile kil dis1 bulas yapar;
insan kaynakl1 olanlar kilda bulas yapmaz.

1. Koloni goruanimi: Degisken bir pigmentasyon gosterirler bunlar, sari-
kahverengi, kirmizimsi-kahve ve T. rubrum’a benzer sarap kirmizisi renklerinde
gorulurler. Hayvan kaynakli suslar yassi, krem veya sarimst renkte, pudramsi
gorulur ve koloni tabam acik renktedir be-kahverengij renginde goralir. insan
kaynakl1 suslar ise tlysi ve krem renginde koloni yapar. PDA’da yildiz seklinde
pudramsi gorilir. Ureme sireleri ortalama 7-10 giindir. T. erinacel ()
cigindaki tim tlrlerde Greaz olumludur.

2. Mikroskobik goruniam: Hayvan kaynakli suslarda konidiyum sayisi, insan
kaynakl1 suslara oranla daha fazla ve gesitlidir. Uziim salkimi seklinde dizilen
kuctk mikrokonidiyumlar bu tire 6zeldir. Makrokonidiyumlar daha ¢ok hayvan
kokenli suslarda gorilir ve lobut-piro seklinde gordlar. Sarmal ve dugim
seklinde gortilen hifleri vardir®.

2.7.7.3. Trichophyton raubitschekii

Dr. Julius Kane ve ark. 1981'de antropofilik bu tlrl insan sacsiz deri
lezyonlarindan izole etmislerdir. T. rubrum kompleksi icerisinde yer alir ve genetiksel
olarak ayirimlar1 yapilamamaktadir. Giiney Avrupakokenli oldugu dustntil mektedir.

1. Koloni goérunami: Grandler ve kadifemsi ylzeyi vardir, koyu kirmizi ve
kahverengimsi koloniler olusturur. Ureaz aktiviteleri 3 giin sonunda kuvvetli
pozitiftir. %3-9 oranlarinda degisen NaCl ilaveli SGA besiyerinde gelisimleri
sinirlidir ve konidiyum olusturmazlar.

2. Mikroskobik gorunumu: Primer kiltdrlerinde yogun makro ve mikrokonidiyum
olustururlar, sonraki kilturlerde makrokonidiyum miktarlar: azalir. Silindirik-piiro
seklinde 4.8-6.3 um eninde, 46-51jum uzunlugunda makrokonidiyumlari, degisen

sekil ve boyutlarda mikrokonidiyumlar: vardir™*?*4,

2.7.7.4. Trichophyton rubrum (Castellani) Sabouraud 1911

Dunya'da yaygin olarak gorilen insan kaynakli (antropofilik) dermatofittir.
Ozellikle sagsiz deri ve tirnakta bulas yapar. Tinea pedis, tinea corporis, tinea manuum
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ve tinea unguium olgularinda siklikla karsilasilir. Bazen gen¢ bayanlarin bacaklarinda

grantlomlu yangi1 (Majocchi graniilomu) yapar. Susa gore degismekle birlikte orta hizda

(7 gunde gelisen) veya yavas Ureyen (14 guindeolgunlasan) suslarda vardir.

1. Koloni gorinimi: Koloni yizeyi, beyaz, tlysi ve pamugumsu gorulir. Koloni
tabant koyu kirrmizi ve morumsu bir renktedir. Kronik tinea pedis ve tinea
corporisli hastalardan izole edilen suslar, beyaz, tlysi, konidiyasiz ve degisken
pigmentler olusturur. Diger izolatlarda, pamugumsu, acik pigmentasyon ve ¢ok
sayida makrokonidiyum gordlior. Gugli Ureaz aktiviteleri yoktur ve in vitro
ortamda kil delmez**®.

2. Mikroskobik goranim: Boélmeli hifler boyunca dizilen g6zyasi damlast
biciminde mikrokonidiyumlar (2-3 x 3-5 pm) gordldr. Tdysi kolonilerde
makrokoniduyum ya ¢ok azdir ya da hi¢ gortlmezken, yilzeyi taneli veya kisa
tuyl olan kolonilerde ¢ok sayida makrokonidiyum goraldr, ince duvarl, yizeyleri
diizgin kalem biciminde gorultrler. Mikrokonidiyumlarin makrokonidiyumlar
Uzerinde gelismesi bu dermatofite o6zgudir. Hem hiflerden hem de

makrokonidiyumlardan artrosporlar olusur®>°.

2.7.7.5. Trichophyton tonsurans M almsten 1845

TUm diinyada gordlen insan kaynakli dermatofit trudir. Siklikla sacli deride
infeksiyon yapar nadiren sagsiz deri ve tirnak bulasida goralir. Kil ici (endotriks) bulas
gorultr, kilin timind dolduran zincir bigiminde dizilmis sporlar goralir. Spor baskisi
ile kil parcalanir, kivrilir ve o bolge kara nokta gibi gorindr. infekte kil Wood 1s1ginda
floresan vermez. Yavas Ureyen kolonileri yaklagik 12 ginde olgunlasir. Tiyaminli
besiyerinde daha iyi gelisirler.

1. Koloni gorinimd: Yaygin olarak dort koloni sekli gorulir; kenarlari kabarik
ortasi cukur, kivrimli, diz ve yassi olmak Uzere. Siklikla izole edilen suslar
baslangigta diiz olarak gelisir ve pudramst sarimsi renktedir. Koloni gelistikge
engebeli ve kivrimli bir gorinti alir, krem, sarimst bazen pembe renkte
gorlirlert”.

2. Mikroskobik gorinum: Bolmeli hifler tzerinde cok sayida ve degisik sekillerde
mikrokonidiyum gorultr. Mikrokonidiyumlar: gbzyas1 damlasi ve lobut seklinde

goriilir. Makrokonidiyum gériilmez, ara ve ug klamidosporlar gortiltir>>>*,
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Tablo 4. ITS1, 58S ve ITS2 rDNA bolgeleri dizi analizine goére olusturulan
Arthrodermataceae ailesine ait agag; Grup 1'e ait tuler antropofilik/zoofilik, grup 2'ye
ait tuirler geofilik/zoofilik ve grup 3 tirleri tam olarak geofilik tirlerdir*
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2.8. Molekuler Yontemler

2.8.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Spesifik bir DNA pargasimin kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek,
enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tammlanan in vitro bir yontemdir.

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekilinde hedef dizilere iki
oligonukleotid primerin baglanmas: ve uzamas: esasina dayanir. Amplimer olarak da
adlandirilan oligonikleotid primerler, kalip DNA molekili yuksek sicaklik
derecelerinde denatire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekilleri Uzerinde
kendilerine tamamlayici1 olan bolgelerle eslesirler. Primerlerin spesifik olarak hedef
dizilere baglanmasi disik sicaklik derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi,
uygun tampon ve dort gesit deoksiriboniukleozid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3
hidroksil ucundan uzamasin saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni
DNA molekilti sentezlenmis olur. Bir PCR dongisi denattrasyon, primerlerin
baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) olmak Uzere ti¢ asamadan olusur. Ardarda
tekrarlanan denattrasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamas: ile DNA
parcalar: logaritmik olarak artar. Boylece her PCR dongisii DNA molekilt tUzerinde
istenilen bolgenin iki katina gikmasi ile sonuclamir. PCR verimini etkileyen 6nemli bir
faktor, DNA polimeraz enzimidir'®*.

Normalde enzim miktari, 25-30 PCR dongisii sonucunda hedef dizi artis1 ve
termal denattrasyon nedeniyle sinirlayici bir etken haline gelir. Verimliligi azaltan bir
diger faktor de konsantrasyonu artan hedef dizilerin primer ile baglanma yarisina

girmesi.

2.8.2. PCR’1n temel bilesenleri
PCR'nin temel bilesenleri, kalip olarak kullamlan DNA molekilti, DNA
polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCl,' dir.

1. Kalip DNA: PCR’da genomik DNA'’lar, plazmid ve faj DNA'’lar1, gesitli genler ve
herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir. PCR’da kalip olarak tek ya da
cift iplikli DNA'mn yam sra RNA’'da kullamlabilir. Kalip olarak RNA
kullarlacaksa total RNA ya da poli (A)" RNA’dan 6nce klasik yolla cDNA elde
edilir ya da Thermus thermophilus kaynakli rekombinant Tth DNA polimeraz
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enzimi kullammuyla aym tipte RNA’dan DNA (rinu elde edilmesi tek kademede
yapilabilir. Genellikle kalip DNA’da hedef dizinin konsantrasyonu bilinmediginden,
PCR'in pozitif kontrol DNA ile optimizasyonu faydalidir. Klonlanmis bir DNA
parcast icin nanogram, genomik DNA igin ise mikrogram dizeyindeki miktarlar
kullanlir.

. Polimerazlar: DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayict bir DNA ipligi
meydana getirmek Uzere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort gesit
deoksiribontkleozit trifosfattan uzun polinikleozid zincirin sentazini kataliz ederler.
Bu enzimler, sentezi baslatmak igin kalip molekildeki tamamlayici diziye baglanan
kisa DNA parcalarina (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yoni 5 ugtan 3’ uca
dogru olup, primerin serbest 3' hidroksil ucuna ortamdaki dNTP lerin nikleofilik
etki yapmalariyla, fosfodiester baglariin katalizi ve yeni DNA ipliginin
polimerizasyonu saglanir'®*,

. dNTP karisimi: Deoksiribonikleozit trifosfatlar (JATP, dGTP, dTTP ve dCTP)
yuksek saflikta ya tek tek ya da dortli karisim halinde ticari olarak saglamir. Taq
DNA polimeraz disik dNTP konsantrasyonlarinda (10-100puM) kaliba uygun dogru
bazlar1 segmede daha basarili olmakla birlikte, normal kosullarda PZR 100uM
dNTP konsantrasyonu ile gergeklestirilir. Optimal dNTP konsantrasyonu; MgCl.
konsantrasyonuna, reaksiyon kosullarina, primer konsantrasyonuna, cogaltilmis
Uriniin boyuna ve PCR dongii sayisina baglidir'®.

. Tamponlar ve MgCl,: PZR’ de en ¢ok kullanilan tampon Tag/Amplitag enzimlerine
0zgu olanlaridir. MgCl,’iin reaksiyon karisinindaki final konsantasyonu genellikle
0,5-5,0 mM arasinda degisir. Mg iyonlart dNTP' ler igin goziinebilir kompleksler
olustururlar, polimeraz aktivitesini stimile ederler ve cift iplikli DNA'nin Tm
degerini artirrlar, ayrica primer/kalip etkilesimini  saglar. Disik Mg
konsantrasyonu, Uriin olusumunda azalmaya, yilksek Mg™ konsantrasyonu ise

spesifik olmayan uriin birikimine sebep olur'®*,
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2.8.3. PCR Asamalari

1.Denatiirasyon: ilk asamadir ve DNA molekiliniin cift zincirli yapisi yiksek 1s1
yarchimiyla birbirinden ayrilir (denattirasyon). Cogunlukla 94°C- 97°C arasinda 15-60 sn
sliresince uygulanir.

2.Annealing (Baglanma): Denaturasyonu takiben daha dusik 1silarda
oligonikleotid primerler, ayrilmis olan tek zincirli DNA (zerinde kendi eslenikleri olan
bolgelere baglanirlar. Bu olay ¢cogunlukla 47°C- 60°C arasinda 30-60 sn de gerceklesir.
G/C oran yuksek olan bolgelerde baglanma 1sisi 68°C’ ye kadar arttirilabilir.

3.Elongasyon (uzama): Son asamada 1s1 72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz
enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglamir. Elongasyon basamaginin
siresi kullanilan polimerazin cinsine ve amplifiye edilecek DNA‘min uzunluguna gore
30sn ile 3 dakika arasinda degisir®’.

in

DENATOEASYON
04708770

SICAKLIK

BAGLANMMA
47> C60°C
CiFT FNCIR DNA

28%

ZAMAN

Sekil 3. PCR asamalari®’.
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2.8.4. PCR CESITLERI

2.8.4.1. Yuvalanmis (Nested) PCR

Yuvalanmis (Nesdet) PCR 6zgin olmayan Ortnlerin olusumunu engelleyen,
ylksek 6zgunlikte bir PCR yontemidir. Bu yontemde ard: ardina iki PCR yapulir. 11k
PCR 6zgiin olmayan Urtinlerin olusumuyla sonuglar. ikinci PCR ise ilk PCR sonucu
cogaltilmis DNA’ nin i¢ kisimlarina ait diziler iceren “nested” primerler ile yapilir. ilk
PCR Urunleri ikinci PCR icin kalip olarak kullanilir ve istenilen hedef bdlge cogaltilarak
Ozgun Urunleri elde edilir. Boylece “nested” PCR dogru drinlerin ¢ogaltiimasi igin

kullanilabilir*e1°2s,

2.8.4.2. Demirlenmis (Anchored) PCR

Demirlenmis (Anchored) PCR c¢ogaltilacak olan DNA’ nin sadece bir bdlgesinin
(yani bir primer bolgesinin) bilindigi durumda uygulamr. Amag bilinen bolgeden
yararlanilarak ilgilenilen DNA parcasinin ¢ogaltmasidir. Bu amagla gogaltilacak DNA
bilinen bir diziye baglanir ve bu bilinen dizi 2. primer bolgesi olarak kullanilir.

“Anchored” PCR icin kullamlan temel yontemlerden biri gogaltilacak DNA’ nin
bir vektore klonlanmasini igerir. Ikinci primer baglanma dizisini saglamak Uzere
“anchor” diziligasyona standart bir vektdre baglanir. Boylece biri bilinen bir dizi, digeri
hemen yaninda cogaltilacak DNA’nin yerlestirildigi vektore ait dizi olmak Uzere iki
primerle PCR gerceklestirilir'®,

2.8.4.3. Geri (Reverse) Transkripsiyon PCR’s (RT-PCR)

RNA PCR olaak da adlandirilan RT-PCR iki asamali olup RNA’dan
tamamlayict DNA sentezi (geri transkripsiyon) ve tamamlayict DNA’ nin da standart
PCR yoluyla cogaltiimas: asamalarim kapsar. RT-PCR tek asamal1 bir reaksiyonla da
gerceklestirilebilir. T. thermophilus (Tth) DNA polimerazi gibi bazi polimerazlar
mangan varliginda hem RNA hem de DNA kalip ipliklerini kullanabildiginden tim
islem aym tUpte tek asamada yapabilmektedir.

RT-PCR mRNA veya viral RNA miktarlarinin belirlenmesi ile RNA diizeyinde
gen anlatimi calismalarinda oldukga duyarl: bir yontemdir. “Aym zamanda Message
Ampilication Phenotyping —-MAPPing-“ olarak da bilinen bu yontem az sayidaki
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hiicreden aym anda fazla RNA 0Ornegindeki tim mRNA Lardan PCR yoluyla cDNA
kitapliklarinin olusturulmasi igin de yararli bir yontemdir. BOylece, ¢cok az sayidaki,
hatta tek bir hicreden ya da cogaltilmayan hicrelerden bile cDNA kitapliklarimn
kurulmasi gerceklestirilebilir'®*,

cDNA sentezinde kullamilabilecek cesitli kaynaklardan izole edilmis revers
transkriptaz enzimleri vardir. Bunlara 6rnek olarak “avian myeloblastosis virus’ (AMV)

ve “Moloney murine leukemia virus’ (MMLV) revers transkriptazlar: verilebilir'®,

2.8.4.4. Asmetrik PCR

Bu PCR c¢esidinde, kullanilan iki ¢esit primerden biri miktarca digerinden ¢ok
daha fazla kullanilir. Bu nedenle asimetrik PCR sonucu ipliklerden biri digerinden gok
daha fazla cogaltilir. Asimetrik PCR yontemi fazla miktarda cogatilan tek iplikli
Urdnuin dizilenmesi icin kullanilir.

Asimetrik PCR herhangi bir kalip ipligiyle uygulanabilir. Ancak tek iplikli
Urdnin fazla miktarda elde edilememesi gibi bir sonugla karsilasmak da olasidir. Bu
nedenle gogunlukla klask PCR (simetrik PCR) ile once cift iplikli hedef DNA
cogaltilir, ardindan asimetrik PCR uygulamasiyla, kalip yeniden cogaltilarak tek ipikli
urin yeterli miktarda Uretilir. Tek iplikli Grandn ¢ift iplikli Grinden kolaylikla ayirt
edilebilmesi icin iki yol izlenebilir. ilkinde P* ile isaretli NTP kullanip, olusan PCR
Urdnuinin Southern blotting’ den sonra tek iplikli Urindn tamamlayicisi olan bir oligo-
nikleotid prob ile melezlenmesi yoluyla tek iplikli riinler belirlenir. Ikinci yol ise EtBr
ile boyanmis Urtnlerin agaroz ya da poliakrilamid jeller kullanilarak elektroforetik

ayirimichr'®*,

2.8.45. Ters(Invers) PCR (IPCR)

Ters (inverse) PCR bilinen bir DNA dizisinden yararlanilarak bu DNA’ nin her
iki ucundaki bilinmeyen bodlgelerin ¢ogaltiimast igin kullamlir. Bu yontemle bilinen
diziyi iceren DNA once restriksiyon enzim kesimi ile dogrusal ve sonra bilinen DNA’
y1 igerecek sekilde halkasal hale getirilir. Ardindan bilinen DNA dizilerine ikinci bir
restriksiyon kesimi uygulanmasiyla tekrar dogrusal olarak elde edilen DNA molekuli
bilinen dizilere uygun olarak tasarlanan primer yardimiyla cogaltilir. Boylece dizisi

bilinmeyen DNA parcasi cogaltilmus olur'®*,
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Ters PCR 0Ozellikle transpozonlarla gen yakalanmas: yontemi “gene tagging” ile
birlikte kullanildiginda bilinmeyen DNA dizilerinin gogaltilmast igin faydalidir .

2.8.4.6. Coklu (Multipleks) PCR

Bir PCR ile birden fazla hedef dizinin birlikte cogaltiimas: coklu (multipleks)
PCR olarak adlandirilir. Multipleks PCR birden fazla bblgeye baglanan multipleks
primerler ile gerceklestirilir. Bu PCR gen delesyonlarinin haritalanmasi, kiguk
delesyonlarin, cerceve kaymasi ve nokta mutasyonlarimin analizinde kullamlan bir
yontem oldugundan “Duchenne Muscular Dystrophy” (DMD) ve kistik fibrozis gibi

genetik hastaliklarin tamisinda kullanlir'®=".

2.8.4.7. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

RAPD nikleotid dizilimi rastgele segilmis primerler kullamlarak yapilan
polimeraz zincir reaksiyonu olup nikleotid dizi bilgisine sahip olmaksizin
polimorfizmin belirlenmesini saglar.

Polimorfizmin belirlenmesi genetik isaretlerin (marker) elde edilmesinde ve
genetik harita yapiminda kullanilir. RAPD’ nin temeli yaklasik 10 nikleotid dizilimi
rastgele secilmis tek gesit primerlerin kullammina dayanir. Bu primerler tasarlanirken
primerlerin GC/AT oranlarinin %50 ya da daha bilyik olmasina dikkat edilir'®>".

2.8.4.8. Real-Time PCR

Real-Time, niklelk asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren
floresans sinyalin dlctimesiyle kisa sirede, kantitatif sonug verebilen PCR yontemidir.
DNA boyalar1 ya da fléresan problar gibi analiz icin gerekli olan reaktifler PCR
karisimina amplifikasyondan once eklenir. Veriler, amplifikasyon siresince ayni tip
icinden ve ayn: cihaz ile toplanr. Ornek transferi, reaktif eklenmesi ve ayirimi yoktur.
CUnkU kapal1 sistemden 6rnegin cikarilmasina ihtiyag yoktur, takip eden reaksiyonlarda
Urinin kontamine olma riski biyiik dlciide azal migtir*892>3,

Real-Time PCR gucli, basit ve hizlidir, ayrica mikrobiyoloji
laboratuvarlarindaki pek cok geleneksel teknigin gelecegini degistirmektedir. Real-time
tekniklerinin uygulamaya girmesinden ©Once niceliksel tayin igin PCR sSiresince

periyodik olarak verilerin toplanmasi yaygin olarak kullamlmakta idi. Farkl: dongulerde
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ornekten kicuk miktarlar cikarildiktan sonra, Urinler elektroforez ile ayrilmis ve
radyoaktivite ile miktar saptanmast yapilmistir. Bugin ‘Real-Time" PCR’da floresans
tercih edilen bir indikatordir. Cift sarmalli PCR Urinlerini gostermek igin etidyum
bromid kullanilan ilk tekniktir, her dongide floresansa ihtiyag duyarlar. Eger hedef
DNA varsa, floresans artar. Baslangigtaki hedef DNA miktarina bagli olarak artis
gorulur. Real-Time PCR’1n tim glict her bir donglide sadece bir izlemin yapilmasidir.
Sicaklik degisirken floresans izlendiginde, ergime egrileri hangi Urdnlerin amplifiye
edildigini ortaya koyar ve tek bir baza kadar dizilim degisimlerini saptayabilir'’*23",
Real-Time PCR’da, hedef DNA molekillerinin sayisi 1s1 donguleri kullamlarak
artirilir, bu nedenle kolaylikla saptanabilirler. DNA boyalar1 ya da diziye 6zgul
problardan elde edilen fléresans, PCR’ 1n her dongusiinde izlenebilir. Her dongtde
izlenen fléresans degisimlerinin analiziyle elde edilen bilgisayar verileri ile reaksiyonlar
pozitif olarak tammlanir. PCR siireci ¢ok hizlidir ve kilttire gore ¢ok daha 6zguldr.
Amplifikasyonu goérinir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli

prob ve boyalarin kullanilir. Floresan, olusan DNA ile dogru orantil olarak artar®3,

2.8.4.8.1. Real-Time Kullanim Alanlari

1. DNA'nin kopya sayisimi sayisal degerlere  donustirme (DNA
konsantrasyonu bilinen bir 6rnek kullanilarak)

Gen ekspresyonunun (MRNA) kantitasyonu

Multiplex PCR’ da etkili degerlendirme

Viral kantitasyon

o W DN

Genotipleme melting-curve analizi®

2.8.4.8.2. Real-Time da K esinlik ve Dogruluk

Real-Time PCR niceliksel oOlgimin dogrulugu standartlara  baglidir.
Spektrofotometre ile niceliksel 6lcimi yapilan saflastirilmis PCR Ortnleri kolaylikla
elde edilir. Alternatif olarak saflastirilmis plazmitler veya genomik DNA standart olarak
kullanilabilir. Niceliksel Real-Time PCR'in kesinligi kopya sayisina baghdir. Eger
baslangictaki hedef konsantrasyonu distikse kesinlik de dustk olacaktir. Degiskenlerin
bir kistu Poisson dagilimi  tarafindan tarif edilmis tesadufi  simirlamalardan
kaynaklanmaktadir#1%%3,
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2.8.4.8.3. Real-Time Analizi

Real-Time PCR sirasinda floresans ile sicaklik grafiginin gostermektedir ki,
belirli boyalar veya problar kullanildiginda 1s1 dongusti sirasinda hibridizasyon bilgileri
elde edilebilmektedir. Ornegin, SYBR Green | boyas: ile PCR driinleri ergime
sicakliklart yolu ile tanimlanabilmektedir®>",

Klasik mikrobiyolojide kultir pozitifliginden sonra genellikle ek islemler;
kimyasal testler ile tir tammlamasi, serolojik testler ile susun tiplendirilmesi ve cesitli
yontemlerle antibiyotik duyarliligimin incelenmesini igerir. Pek cok olguda, uygun
veriler mevcut oldugunda, DNA dizilim analizi bir segenektir, ancak maliyet ve is
guciine dayanir. Batin bu yontemler koltdr tammlandiktan sonra, ikinci bir ayirim
prosediirii olarak uygulanir'®*3*,

‘Real-Time’ PCR'da, analiz basamagi, ergime egrisi olarak 1si-dongu
protokollntn igerisine eklenebilir. Ergime egrileri, ergime noktalarina bakilarak PCR
drdnlerini ve dizilim gesitlerini tanimlar. Saptama ve 6l¢iim icin kullamlan bazi boya ve
problar ayni zamanda ergime-egrisi analizi de yapabilirler. Real-Time PCR, mikro-

organizmalar: saptama, 6lclim ve analizlerini icine alan hizl1 bir yontemdir®.

2.8.4.8.4. Floresan Prob Sistemleri

1. Hidrolizasyon problar (TagMan, Beacons, Scorpions).
2. Hibridizasyon problar (LightCycler, Roche)

3. DNA'yabaglanan (binding) boyalar (SY BR Green)®.

2.8.4.8.5. DNA’ya baglanan boyalar

SYBR Green: “SYBR Green |I” en fazla kullamlan boya cesididir. Spesifik
olmayan cift zincirli DNA’'nmin ¢ogaltiminda “SYBR Green |” yontemi kullaniir. Bu
yontemde kullanilan floresan boya sadece cift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢cogalan
DNA miktarindaki artisa paralel olarak “real-time” PCR cihazinda okunan fléresamn
miktar1 da es zamanl: olarak artar®.

Serbest DNA molekilt gok az bir floresan 1sima yapar. Primerler baglamp
uzama basladiginda boya molekilu ¢ift zincirli DNA’min arasina girer ve floresan
yayilimi baglar. Baslangigtaki dongl boyunca sinyal zayiftir; Urin miktar: arttikgca

fléresan miktar1 hizla artar ve bu artis “real-time” cihazinmin monitérinden izlenebilir.
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Tagman Probe Yontemi: Amplifiye edilmek istenilen DNA’ya komplementer
olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli (6zgul) problar igerir. Floresan isaretli
problarin 5 ucunda “reporter” boya (acceptor dye) 3' ucunda “quencher” boya (donor
dye) bulunmaktadir. Problar hedef amplikonlar Uzerinde birbirine yakin (1-5 nikleotit
uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uclar yan yana gelmektedir®?°,

Primerlerin hedef nikleik asite baglanmasinin ardindan primer uzamasi prob’un
baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin Tag DNA
polimeraz enzimi 5 —3' nikleaz aktivitesini kullanarak probu 5 ugtan yikmaya baglar.
Boylece raportor boya ve quencher boya ayrilir. iki boyamn ayriimasi sonucu
Fluoresance resonance energy transfer, (FRET)” olarak adlandirilan bir enerji transferi
olusur. Bu transfer sonucunda olusan fléresans miktari, PCR siklusu siiresince olusan

amplikonlarin miktarina bagl: olarak artmaktadir *+92°%°,

TagMan probe ‘

primer

4 template DNA 5
Sekil 5: Tagman probe un hedef DNA’ya baglanmasi®’.
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Sekil 6: Hidrolizis veya TagMan problarinda prob ters uglarindan bir fliioresans “reporter” bir de
“quencher” ileisaretlenir. PCR slirecinde hedefe yapigik olan problar tag polimeraz enziminin
5'-3' ekzoniuklesz aktivitesi ile hidrolize edilir “reporter” ucundan fluorofor ayrilir ve fllioresan
miktar1 artar. Buradaki flUoresan artiss prob hidrolizinin bir sonucu oldugu icin (prob
birlesmesi degil), bu problara hidrolizis problar1 denir. Birden fazla prob kullanim ve her
proba farkl: bir flliorofor etiketlenmesi ile multipleks (coklu) deteksiyon yapmak olanaklichr®’.

2.8.4.8.6. Real time PCR Temel Fazlan

1. Ussel (Exponential) faz : PCR Uriin miktar: her siklustatam olarak iki kat
artar, reaksiyon spesifik ve tamdir.

2. Dogrusal (Linear) faz: Reaksiyonun kompanenetleri tikenmeye baslar ve
reaksiyon yavaslar.

3. Plato faz: Reaksiyon sonlanmaktadir®.

2.8.4.8.7. Real-Time PCR Avantajlari

1. Spesifik olmayan amplifikasyonlardan etkilenmez.

2. Reaksiyon aninda analiz imkam verir.

3. PCR sonrasi tekrar bir islem gerektirmez ve hizli bir yontemdir.

4. Duyarhhg, 6zgiilligi ve tekrarlanabilirligi yiksektir®™>,
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2.8.4.8.8. Real-Time PCR Dezavantajlari

1. Teknik donamim, alt yaps, tecriibe ve deneyim gerektirir.

2. Yuksek ekipman ihtiyaci vardir.

3. Ayni ve farkli laboratuvarlarda sonuclar arasinda farkliliklar olabilir.
4

Standardizasyon problemi yasanabilir®>>’.

Tablo 5. PCR ve Real-Time PCR karsilastiriimast®’.

PCR tipi Hedef  Uygulama Avanta Dezavantaj
Klasik DNA DNA dizisinin En kolay uygulanan Amplifikasyon
amplifikasyon ve dustk maliyetli, az sonrast analiz gerekir,
arastirmasi ekipmanl Dahafazla zaman,
insan hatasi,

kontaminasyon riski.

Real-Time DNA  Hedef nikleik Hizl1, amplifikasyon Pahal1 ekipman ve
adit dizinin kopya sonrasi analize gereknez  sarf malzeme gerektirir.
say1s1 ve kantifikasyonu sonuclar daha kesin
Kontaminasyon riski azchr.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada, Centraalbureau voor  Schimmelcultures (CBS), Utrecht,
Hollanda dan saglanan 26 standart koken ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikoloji Bilim Dalinda stoklanan ve her biri ayri
olgulardan izole edilen 29 dermatofit susu kullanildi. Tan: testleri, klasik ve molekiler
olmak Uzere iki asamada calisildi. Test oncesinde saf kiltir elde etmek amaci ile
izolatlar; gentamisin, kloramfenikol ve siklohekzimit katkili Sabouraud glikoz agara
inokule edildi. Besiyerleri aerop kosullarda, 26°C’ de 4 hafta inktibe edildi.

Klasik tamda morfolojik (makro ve mikro-konidiyum ve hif yapisi), fizyolojik
(in vitro kil delme deneyi) ve biyokimyasal (Ureaz tepkimesi) 6zelliklerden yararlanildh.
Molekuler calisma 6ncesinde saf kilttrde treyen suslardan DNA ekstraksiyonu yapild.
Eksrakte edilen suslarin DNA’lar1 kisa oligontikleotid dizisine sahip (GACA), primeri
ile PCR'1 calisildi® ve bant profilleri yéniinden incelendi. Sonra, yilksek ayirim giictine
sahip real-time PCR yontemi uyguland: ve real-time PCR yontemi multipleks olarak
calisildi. Bu amagla, I TS1 ve ITS2 bdlgeleri icin iki ayr tiip hazirlandi®.

3.1. Klask (Geleneksel) Yontem
3.1.1. Besiyerleri

3.1.1.1. Sabouraud Glikoz Agar (SGA, Merck, Darmstadt, Germany)

Glikoz 409r
Pepton 10gr
Agar 15gr
Digtilesu 1000m
pH 5.6-6.0
Siklohekzimit (Sigma, Steinheim, Germany) 500mg
Kloramfenikol (Sigma, Steinheim, Germany) 50mg
Gentamisin (Sigma, Steinheim, Germany) 200mg
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Ticari olarak hazirlanmis besiyeri 65g tartildi, 1000 ml distile su eklendikten
sonra 121°C’de 15 dk 1 atm basingta otoklavda steril edildi. Sicakliginin dismesi
beklendi, ardindan besiyeri icerisine %95’ lik etil alkolde ¢cozdurtlmis siklohekzimit ve
kloramfenikol ve gentamisin eklendi. Steril tek kullanimlik plastik petri kutularina
besiyeri kalinligi 4mm olacak sekilde 25'er ml dagitildi. Molekiler calismada
kullanmak amaciylada hazirlanan besiyerinden steril tiplere 5ml konulup temiz bir
ylizeyde egik olara katilasmalar1 beklendi, sonra kullamm sirelerine kadar +4 °C’de
bekletildi. Kontrol amach 26 ve 37°C'lik etlivlere birer adet besiyeri konuldu ve olast
kontaminasyon risklerine kars1 10 giin bekletildi.

3.1.1.2. Patates Dekstroz Agar (PDA, Merck, Darmstadt, Germany)

Patetes inflizyon 200 gr
Dekstroz 20 gr
Agar 150r
Distile su 1000 ml
pH 5.6-6.0

Ticari olarak hazirlanmis besiyerinden 39 gr tartihip, 1000 ml distile su
eklendikten sonra 121°C'de 15 dk 1 atm basingta otoklavda steril edildi daha sonra steril
tek kullammlik plastik petriler igerisine kalinligi 4 mm olacak sekilde 25’ er ml dagitilip
katilastiktan sonra kullanim slirelerine kadar +4°C’ de bekletildi. Kontrol amagli 26 ve
37°C'lik ettivlere konularak olast kontaminasyon risklerine kars: 10 giin bekletildi.

3.1.2. Laktofenol pamuk mavis (Merck, Darmstadt, Germany)

Ticari olarak hazir halde temin edilen laktofenol pamuk mavisi kullanildi. 7 giin
26°C’'de inkilbasyonu tamamlanan dermatofit kokenlerinin hif, klamidospor ve
mikrokonidiyumlarini gostermek amaciyla kullamildi. Selofan bant yardimi ile koloni
yuzeyine hafif degdirip laktofenol pamuk mavisi yayilmis temiz bir lam Uzerine
yapistirildi, 6nce x10’ luk ardindan x40’ l1ik objektifte incelendi®.



3.2. Molekiler Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu i¢in kullamlan soltsyonlar

3.2.1.1. TEN buffer (Parcalama sollisyonu)

Tris-HCI 50 mM

EDTA 25mM

NaCl 75 mM

Ultrapure su icerisinde ¢cozdurtldi. pH 8 olarak ayarland: ve otoklavda steril
edildikten sonra +4°C’ de saklandh.

3.2.1.2.%10’luk SDS sollisyonu
SDS 1gr

Ultrapuresu 10 ml’ ye tamamlandi
Oda 1sisinda saklandh.

3.2.1.3. Fenol-K lor ofor m-izoamil Alkol (25:24:1)

Swvi fenol 25ml
Kloroform 24 ml
[zoamil alkol 1ml

Karisim hazirlanip vortekslendi ve +4°C’ de buzdolabinda saklandi.

3.2.1.4. %70'lik Etil Alkol
Etil alkol 70mi
Steril distile su 30 mi
Karisim hazirland: ve steril cam sisede +4°C’ de buzdolabinda saklandh.

3215 10xTE
Tris-HCI 0.157 gr
EDTA 0.0372 gr

100ml ultrapure su icerisinde ¢cozdurtldi ve otoklavda steril edildi. pH 7.5-7.6
olarak ayarlandh.
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3.2.16.10x TBE

Tris-base 10.78 g

Borik asit 559

EDTA 0.744 g

100ml ultrapure su igerisinde ¢ozduruldl, otoklavda steril edildi. pH 8'e

ayarland.

3.2.1.7. Yukleme tamponu
1 gr agaroz, 100 ml 0,5 x TBE’de mikrodalga firin igerisinde eritildi.

3.2.2. DNA izolasyon protokoli

. Egik kat1, siklohekzimit ilaveli SGA’da 7 giin 26°C’ de Urreyen dermatofit
kokenlerinin Greme cizgisinin tUzerine kadar TEN buffer eklendi ardindan bir
kac defa kisa vorteksler yapildi ve 30 dk bekletildi.

. TUplerden ependorf icerisine 400 pl alinip tzerine 10 pl Lyticase enzimi
(7mg/mL) ilave edildi ve 30 °C’ de 30 dk inktibe edildi.

. Her ependorfa 100 pl %10luk SDS, 10 pl proteinaz-k (20.0mg/ml) eklendi 55
°C’ de 60 dk inkiibe edildi.

. 600 pl fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) karigimi eklenip 12000 rPm’'de 10
dk santrifij edildi (santriftj oncesi kisa vorteksler yapild).

. Ut faz yeni ependorfa alinip tizerine, drnegin 2 kati izopropil alkol eklendi,
12000 rPm de 10 dk santrif(jj edildi.

. Ust faz atihip alttaki pellete 600 pl %70 lik etanol ilave edildi ve 12000 rPm’ de
10 dk santrifdjj edildi.

7. Ut faz dokiildii ve etiiv icerisinde kurumaya birakildh.

. Ornegin miktarina gére 100 pl 1 x TE ilave edildi. Spektrofotometrede DNA
miktarlar: 6lguldu.
. Bir sonraki calisma siiresine kadar -20°C’ de saklandi™.
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3.2.3. PCR karistm

MgCl; (25mM) 2ul
dNTPs(10mM) 2 ul

primer 1 (0.5 pg/ml) 10 pmol

Tag (5U/uL) 0.5ul

DNA 6rnegi 5ul

Distile su 50 pl tamamlanir®.

3.2.4. PCR sartlar
« 93°C’'de3dk
« 93°C'del dk
« 50°C'de 1dk 39 siklus
e 72°C‘dei1dk
« 72°Cde7dk*

3.2.5. Cahsmada kullanilan primer dizis
(GACA),. GACAGACAGACAGACA?

Hedef aldig1 bolgeler
1TSS primers
IT=S1F
ITSS
=1
SSURKMA  chom s Foh LSU B MA
i — —
=== LE 1
TS
/ Ims= \ ITS4dR
200 bp > B=

Sekil 7. 1TS primerleri.

3.2.6. Real-Time PCR
Real-time PCR’da kullamlan karisimda 1x syber green Master Mix (roche-
applied-science), 5 nM forward ve revers primerler ve PCR grade su kullanildh.
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Karigimin final hacmi 20 pl oldu. Real-Time PCR protokoltuniin ilk adimi olan DNA
polimerazin aktive olmasi icin 95°C de 10 dk bekletildi. Amplifikasyon icin 95°C 10 sn,
60°C 30 sn ve 72°C 1 sn PCR programi kullamldi. Her déngi 45 defa tekrarlandh.
Sogutma asamasinda 40°C’de 30 sn bekletildi. Bu asamalar Roche LigthCycler 2.0
Real-time PCR cihazinda kullanildi. Degerlendirme cihazin kalitatif deteksiyon
program ile yapildi?>34%>37,

Ornek elde edilen mantar DNA’larindan LightCycler Tagman Master (Roche,
Almanya) yontemine gore Rea-Time PCR teknigi kullamlarak arastirma yapildi.
Kalitatif sonuclar igin fungal DNA'lara uygun primer (forward ve revers) ve problar
TIB MOLBIOL (Berlin, Almanya) firmasinda sentezi yaptirilip temin edildi.

Real-time PCR’da tespiti icin dnce karisim hazirlandi. Her bir drnek icin PCR
tiplerine 5 pl drneklerden izole edilen template (6rnek DNA's)) ve Uzerine sirayla
Roche firmasinin Tagman master karisimindan 4 pl (igeriginde; fast start Tag DNA
polimerase, reaksiyon buffer, MgCl,, dNTP miks), 1 uM forward primer ve revers
primer, problarin her (FAM, YAK ve CY5) birinden son konsantrasyon hacmi 0,2 uM

eklendi. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde PCR grade su eklenip tamamlandi®-*>%

Tablo 6. Real-Time PCR karigimi®

Forward primer (ApM) 2ul
Revers primer (ApM) 2ul
FAM probe (0.2 uMm) 2ul
YAK probe (0.2 uMm) 2ul
CY5 probe (0.2 uM) 2ul
Master miks aul
Distile su 3ul
DNA 5ul

ITS1 ve ITS2 bolgelerini hedef alan primer ve probe'lar iki ayr1 tlp icerisinde
hazirlandi, ¢alisma multipleks olarak gergeklestirildi bir defada 16 6rnegin hem ITS1
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hemde ITS2 bdlgeleri calisildi. 32 kapilleri bulunan LightCycler 2.0 (Roche, Almanya)

cihazina yuklendi.

Tablo 7. Real-Time PCR sartlari®

PCR asamalari Hedef 151 | Bekleme Isi gegis Floresan
(°C) siiresi (sn) oranm (°C/sn) | okuma

Ayrilma 95 600 20 yok

Amplifikasy |Ayrilma 95 10 20 yok

on

45 DONg Baglanma |55 60 20 Tek okuma
Uzama 72 1 20 yok

Soguma 40 30 20 yok

Calismada kullanilan farkl: sicakliklar ve 6zellikleri:
a. 95 °C’de 600 saniye; Amplifikasyondan 6nce ortamda bulunan bitin DNA’larin
denatiire edilerek tek iplikli hale gelmesini saglamak.
b. 95 °C’de 20 saniye; Amplifikasyon programimin ilk basamagidir. Primerlerin
baglanmasim saglamak amaciyla DNA larin tek iplikli hale gelmesini saglamaktur.
c. 55 °C’de 60 saniye; Kullanilan primerlerdeki G, C, A ve T baz miktarlar1 gozéninde
bulundurularak Tm=(G+C)x4+(A+T)x2 formilt (Tm=melting temperature=erime 1sis1)
ile ayarlanmistir ve bu sicakliktan 5°C asagist kullanilmistir. Bu programdaki sicaklik
seviyesi; primerlerin, cogaltiimas: hedeflenen nikleik asitte bulunan ve primerlere
spesifik yerlere baglanmast igin gerekli olan sicakliktir.
d. 72 °C’ de 1 saniye; DNA Taqg polimeraz enziminin ¢alisma sicakligi olup, ¢ deki
programin calismast ile spesifik bdlgelere baglanan primerlerin  uzamast igin
ayarlanmistir. Bu sicaklikta DNA Taq polimeraz enzimi dNTPleri  kullanarak
amplifikasyonu gerceklestirir®33>37,

LightCycler PCR 2.0 sisteminin en 6nemli 6zelliklerinden biri hava 1sitma
prensibi ile calismasidir. Makine icindeki hava isitilarak bir fan araciligi ile makine igi
ortama homojen ve hizli bir bigimde dagitilir. Diger konvansiyonel PCR makineleri su
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isitma islemi ile calhisirlar. LightCycler PCR 1.5 ve 2.0 makineleri diger PCR
sistemlerinden farkli olarak PCR tUpleri yerine 6zel kapiller boroslikat borucuklarla
calisir. Oncelikle hava suya gore gok daha hizli 1simip sogudugu icin PCR zamam
minimuma iner. Bu sistemlerde PCR zaman sireci ortalama 30-45 dakika Siirer.
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Tablo 8a. Calismada kullanilan standart suglara ait bilgiler.

Tar ismi Referans no Anatomik bdlge Cografik Bolge
T. soudanense® CBS 437.63 Sach deri Afrika

T. soudanense® CBS 436.63 Sacl deri Afrika

T. soudanense® CBS411.88 Sacl deri Hollanda
T. soudanense® CBS 363.88 Sacl deri Hollanda
T. verrucosum CBS 460.59 Sacl deri Hollanda
T. verrucosum CBS 123.97 Sacli deri Bilinmiyor
T. schoenleinii CBS 434.63 Sacl deri Hollanda
T. schoenleinii CBS 855.71 Sacl deri Hollanda
M. ferrugineum CBS 457.80 Sacl deri Kenya

M. ferrugineum CBS 118546 Sacl deri cin

M. ferrugineum CBS 118547 Sacli deri cin

M. ferrugineum CBS 118548 Sacli deri cin

M. ferrugineum CBS 449.61 Sacli deri Zaire

T. concentricum CBS 452.59 Sacsiz deri Bilinmiyor
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Tablo 8b. Calismada kullanilan standart suslara ait bilgiler.

Tar Referans no Anatomik bdlge Cografik Bolge
T. schoenleinii CBS 564.94 Sacli deri Bilinmiyor
T. schoenleinii CBS 114328 Sacli deri cin

T. schoenleinii CBS 118537 Sacli deri cin

T. violaceum CBS 442.63 Sacli deri Almanya
T. violaceum CBS 118534 Sacli deri cin

T. violaceum CBS 119446 Sacl deri Gabon

T. yaoundei® CBS 730.88 Sacl deri Fransa

T. yaoundei® CBS 305.60 Sacl deri Bilinmiyor
M. audouinii CBS 760.87 Sacli deri Misir

M. audouinii CBS 732.88 Sacli deri Misir

M. audouinii CBS 545.93 Sacl deri Hollanda
M. audouinii CBS 102894 Sacl deri Hollanda

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollanda
alb: Bu suslar CBS de 2001 den sonra T. violaceum olarak isimlendirilmistir.
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Table 9. Real-Time PCR’ da kullanilan primer ve probe dizileri®.

Hedef Amplifiyeturler Primer ve probe dizileri 5'-boya
dizi
ITS1 5 -CTGCGGAAGGATCATTAAC-3
5-AAGAGATCCGTTGTTGAAAG-3
T. mentagrophytes complex, 5-TTACTCGGTTGCCTC-3 (BBQ) FAM
T. schoenleinii, T. verrucosum,
T. violaceum 5-CAAGGAAAATTCTCTGAAGGGCTG-3 (BBQ) CY5
T. tonsurans, T. equinum 5-TTGAGCCGCTATAAAG-3 (BBQ) YAK
ITS2 5-CTGTTCGAGCGTCATTTC-3
5 -GGGTATCCCTACCTGATCC-3
M. canis, M. audouinii 5'-CAGTAACCACCCACC-3 (BBQ) FAM
M. ferrugineum, M. audouinii 5'-CAATAACCACCCACC-3 (BBQ) YAK
M. canis, M. ferrugineum
T. rubrum, T. violaceum 5-GCCCTGGCCCCAATCTTT-3 (BBQ) CY5

ITS, internal transcribed spacer; reporter dyes: FAM, 6-carboxy-fluorescein; CY 5 (indodicarbocyanine); Y AK (YakimaYellow); BBQ
(BlackBerry Quencer)
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan 29 klinik izolatin 8 (%28)’i ayak tirnagi, 4 (%14) 0 sagh
deri, 3 (%10.3)'0 ayak parmak arasi (APA), 3 (%10.3)'U ayak tabam, 2 (%7)’'s ayak
yan yuzeyi, 2 (%7)'si avug ici, 2 (%7)’si el Ust yizeyinden, 1 (%3.4)'i bacak, 1 (%3.4)’i
el tirnagi, 1 (%3.4)'i govde, 1 (%3.4)'i gogus ve 1 (%3.4)'i boyundan izole edildi.
Izolatlarin 20 (%70)’si T. rubrum, 4 (%14)’G M. canis, 2 (%7)’si T. mentagrophytes, 2
(%7)’si T. rubrum var. raubitschekii ve 1 (%3.4)’i T. tonsuransidi (Tablo 7).

Calismada, CBS den saglanan 26 standart koken ile 29 klinik izolatta hedef
alinan ITS1 ve ITS2 bolgelerine ait primerler ve kisa oligonikleotid dizisine sahip
(GACA), primeri, etkinlikleri ve ayirim gigleri PCR ve multipleks Real-Time PCR
yontemi ile galisildi. Ayirim giici yiksek PCR temelli Real-Time PCR’da calisilan
toplam 55 6rnek (26 standart kdken + 29 klinik izolat) icin pozitif ve beklenen sonuclar
vermistir. Ayrica, yanlis pozitiflik gérulmedi. Her tire ait birer Real-Time PCR sonucu
sekil 4.1-4.10 arasinda gosterildi. (GACA), ile calisilan 55 0Ornekte olusan bant
profillerine gore tur ayirimi kolaylikla yapilabildi. (GACA)4 primeri ile RFLP ye gerek
duyulmadan tir diizeyinde tanm kolaylikla yapilabildi.

Hastalarimiza verilen sonuclarda geleneksel yontemler kullanilarak yapilan tir
identifikasyonlarinin tam bir dogrulukla yapildigi molekiler yontemler ile de teyit
edilmis oldu. Ancak, geleneksel yontemler zamana bagimli oldugu icin sonuclar 1-4
hafta arasinda degisen stirelerde verilmistir.

Calismada hedef aldigimiz bolgelere ait (ITS1-ITS2) spesifik primer ve prob
dizileri ile molekiler yontem ile 55 6rnegin tir dizeyinde tarilari basarili olarak
yapildi. Tamida multipleks real-time PCR’in ayirim guicti yuksek, kontaminasyon riski
az ve kisa slirede sonug verdigi icin tercih edildi ve yine ¢calismanmiza dahil edilen kisa
oligonukleotid dizisine sahip (GACA), primeri, kolay tekrarlayan dizilerden olusan
primer olup 300 ile 2500 bp uzunlugunda, 4-11 arasinda degisen bant profilleri ile tek
adimda tdr ayirimini yapmay: sagladi. PCR-RFLP den daha kompleks bant profilleri
gozlendi ve bu profiller dogrultusunda T. rubrum olarak identifiye ettigimiz klinik



izolatlarimiz arasidaki genotipik benzerlik ve farkliliklari dendrogram yardim ile
gorintdlendi (Tablo 11) .

100 bp

T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 M T18 T19 T20 T21 M

M: DNA ladder (NANOHEL1X) (300-2500 bp), T1-21: Farkl: hastalardan izole edilen
T. rubrumsuslari.



Tablo 10. Calismada kullarilan klinik izolatlara ait bilgiler.

Ornek no L ezyonun bolgesi Dir ekt mikroskobi Mantar kultara
1 Sacl deri + M. canis
2 Sacl deri + M. canis
3 Sacli deri + M. canis
4 Sacl deri + M. canis
5 Govde + T. tonsurans
6 Ayak yan ylzeyi + T. mentagrophytes
7 Ayak tirnak + T. mentagrophytes
8 Ayak parmak arasi + T. rubrum
9 Ayak tirnak + T. rubrum
10 Ayak tirnak + T. rubrum
11 Ayak tabam + T. rubrum
12 Ayak tirnak + T. rubrum
13 El tirnak + T. rubrum
14 Ayak tirnak + T. rubrum
15 AVUG G + T. rubrum
16 Ayak parmak arast + T. rubrum
17 El Ust ylzeyi + T. rubrum
18 Ayak tirnak + T. rubrum
19 Ayak parmak arasi + T. rubrum
20 Boyun + T. rubrum
21 Bacak + T. rubrum
22 Ayak tabam + T. rubrum
23 Ayak tirnak + T. rubrum
24 Ayak yan ylzey + T. rubrum
25 Ayak tabam + T. rubrum
26 Ayak tirnak + T. rubrum
27 Gogus + T. raubitschekii
28 El st ylzeyi + T. raubitschekii
29 AVUG G + T.rubrum
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Tablo 11. Klinik érneklerden isole edilen T. rubrum suglarimin (GACA), ile dendrogram

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
gaca gaca

40
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\ \ GOG.
e

s ||
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61.7

APA: Ayak parmak arasi, AT: Ayak tirnak, AUST: Ayak Uist yiizey, ET: El tirnak, EUST: El Ut yiizey,
BAC: Bacak, BOY: Boyun, GOG: Gogiis, AICI: Avugici
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Sekil 8. Trichophyton verrucosum Sekil 9. Trichophyton violaceum
Sekil 10. Trichophyton schoenleinii Sekil 11. Trichophyton concentricum



Sekil 12. Trichophyton tonsurans Sekil 13. Trichophyton mentagrophytes

Sekil 14. Microsporum canis Sekil 15. Microsporum audouinii
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Amplification Curves
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Sekil 16. Microsporum ferrugineum
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Sekil 17. Sekil 8-16 Real-time PCR ilereferans ve klinik izolatlarin dagilimu.
) . ) . Trichophyvion tonsurans
- Microsporum audouinii - Trichophyton concentricuin - ricnopr i
Microsporum canis ) ) ) . ,
- Fosportim - Trichophyton mentagrophytes D Trichophyton verrucosumn
Microsporum ferruginenin ) - P ) ,
D rosporum ferrugisett I:l Trichophyton schoenleinii - Trichophyton violaceum
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5. TARTISMA

YUzeysel mantar infeksiyonlarinin en sik etkeni olarak izole edilen mikro-
organizmalar, hemen daima dermatofit grubu kif mantarlaridir. Bu keratinofilik
mantarlarin toplam populasyonun %20'sinde semptomatik ve/veya asemptomatik
infeksiyona neden oldugu dustintlmektedir. Kontrol edilebilir veya tedavi edilebilir bir
infeksiyon olusturmalarina karsilik, yiksek oranda bulasici olmalari ve rekirrens
gogermeleri nedeni ile tir dizeyinde tamlart tedavi ve profilaksi icin, ayrica
epidemiyolojik ve ekolojik verilerin kayit altina alinmasi yoniinden énemlidir?®819,

Dermatofitlerin klasik laboratuvar tamisinda, en sk ve guvenle kullanilan
yontem eseysiz biiyiik sporlariin yani makrokonidiyumlarinin yapisal 6zelligidir®?.
Ancak, genellikle ilk izolasyonlarda makrokonidiyum olusumu gorilmez. Bu nedenle,
mikro-organizmanin daha iyi sporlanacagi ve mantar elemanlariin  daha iyi
degerlendirilebilecegi bir besiyerine, genellikle patates dekstroz agar’a, pasajlarinin
yapilmasi ve degerlendirilmesidir. Ates ve ark™. makrokonidiyum olusumunda Beyin-
kalp inflizyon agar (BKiA), Malt extract agar (MEA), Léwenstein-Jensen (LJ), Patates
Dekstroz agar (PDA), Oat meal agar (OA), Cornmeal dekstroz agar (CMDA), Oxoid
kromojenik Candida agar (OCCA) ve Ure agar ve besiyerlerini karsilastirmis ve
makrokonidiyum olusumunda en uygun besiyerinin LJ besiyeri ve sirasi ile BKIA,
MEA, PDA, OA, OCCA’da ,Ure agar ve CMDA besiyerleri oldugunu belirlemis ve bu
besiyerlerinin rutin mikoloji laboratuvarlarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Dermatofitlerin molekiler yontemlerle tiplendirilmesi; epidemiyolojilerinde,
populasyon biyolojilerinde ve patojenitelerinde yeni bakis agisi saglayabilmekte, ayrica
bu teknikler sayesinde tiir ici varyasyonlar ortaya konulabil mektedir®*31>2°.

Onemle vurgulamak gerekir ki dermatofit identifikasyonu ile ilgilenen mikoloji
laboratuvarlarinda, hangi yontem ile tanimlama yapilacag: daha ¢ok laboratuvarin alt
yapisina ve sosyo-ekonomik olanaklarina baglidir. PCR temelli yontemler, geleneksel
yontemlere daha iyi bir alternatif olarak Onerilmemekte, baslica neden olarak da
dermatofit tdrlerinin, 6zellikle antropofilik turlerin, cins ve tlrlerine 6zgl basarili

primer dizaynlarina olanak saglamamasi gosterilmektedir. Diger taraftan ‘altin standart’
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olarak kabul edilen ve dermatofitlerin tir dizeyinde identifikasyonu igin yeterli
polimorfizmi  olan rRNA genleri arasindaki internel transcribed dizileri
gosterilmistir’®®®. Ek olarak, klinik 6rneklerden farkli dermatofitik mantarlarin
taninmasi ve real-time PCR ile belirlenmesinde 6ne cikan iki calisma yontemin
basarisim kanitlamakta ve dikkat gekmektedir.

ik olarak 2007'de Arabatzis ve ark®?. dermatofit tiirlerinin tamsina 6zellesmis
real-time PCR testini tasarlamislardir. Arastiricilar, dermatofitoz kuskulu 67 hastadan
alinan 92 klinik drnegi (deri, tirnak ve sag) ¢alismis ve bu drneklerin 40’1 (%43.5) direkt
mikroskobide, 30'u (%32.6) mantar kiltorinde ve 47'si (%51.1) real-time PCR’da
pozitif sonug vermistir. Real-time PCR’da pozitif veren 6rneklerden 7'si mikroskobi ve
kiltdrde negatif bulunmus ve real-time PCR’1 yUksek pozitif (%095.7) ve negatif (%100)
prediktivite degerleri ile daha duyarli oldugu kamsina varilmistir. Klinik érneklerden 24
saatten daha kisa siirede tir diizeyinde taniya gidilebilmistir.

Bergmans ve ak®. 2010'da internal transcribed dizilerini kullanarak
dermatofitlere spesifik tek tipte real-time PCR yontemini kullanmis ve bu yontem ile
deri, sa¢ ve tirnak orneklerinde birkag saat icerisinde Epidermophyton, Microsporum ve
Trichophyton cinslerinde yeralan 11 ayri dermatofit tUrind hizli bir sekilde
belirlemiglerdir. 145 klinik ornegi ise (36 deri, 2 sag¢ ve 107 tirnak) hem real-time PCR
hem de PCR reverse line blot (PCR-RLB) yontemi ile belirlemis ve 145 6rnegin 133’
real-time PCR ve PCR-RLB ile uyumlu bulunmustur. Ayrica, 6 6rnek real-time PCR’da
pozitif PCR-RLB’da negatif bulunmustur. Ancak, 83 pozitif 6rnegin yalnizca birinde
her iki yontem de uyusmayan sonug elde edilmistir. Calisilan tek tip real-time PCR
yontemi deri, tirnak ve sa¢ Orneklerinde dermatofitlerin dogrudan belirlenmesi ve
identifikasyonunda uygun bir yontem oldugunu kanitlamistir. Kisa stirede (bir gece lysis
sonrasi 4 saatte) oncul bir PCR analizine ihtiyag duymadan ve ¢ok duyarli 6zgul bir
yontem oldugu belirlenmistir.

Sugita ve ark®™. Amerika, Avrupa ve Japonya’ da endemik olan T. tonsurans in
sebep oldugu tinea capitis' in tamsinda kiltirden bagimsiz sag firgas: 6rneklerinde real-
time PCR TagMan yontemini ile T. tonsurans'1 5 saat gibi kisa bir sire igerisinde
tammuslardir. Yazarlar, 32 judo calistiricist ve 5 saglikli Kisiye ait sa¢ 6rneklerini; (a)

sa¢ firgas: ile 6rneklemis ve mantar kaltrt yapmus, (b) ikinci bir sag firgas: 6rnegi ile
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kolay, hizli ve ¢ok pahali olmayan real-time TagMan yontemi gelistirmis ve kultir
yapmaksizin identifikasyonu basarmiglardir.

Bu calismada ise nadiren makrokonidiyum olusturan dermatofit tirleri ile farkli
anatomik bolgelerden alinan klinik drneklerden elde edilen dermatofit tirlerinden bir
koleksiyon olusturulmus ve bu mikro-organizmalarin mikolojik tamsinda ITS1 ve ITS2
bolgelerini hedef alan primerlerin etkinlikleri multipleks real-time PCR yontemi ile
tartismaya acilmistir. Bu amagla, M. audouinii, M. ferrugineum, T. concentricum, T.
schoenleinii, T. soudanense, T. verrucosum, T. violaceum ve T. yaounde tirleri
calismaya dahil edilmistir.

Calismada kullanilan 55 izolatta geleneksel ve molekiler tamlar: birbirlerini
desteklemis, ancak mantar kiltir ve geleneksel identifikasyon yontemi ile dogru, ancak
geg sonug alinmustir. Klinik izolatlar [20 T. rubrum, 4 M. canis, 2 T. mentagrophytes, 2
T. raubitschekii ve 1 T. tonsurans] ITS1 ve ITS2 bolgelerine spesifik primer ve prob
dizileri ile calisilan multipleks Real-Time PCR yonteminde, Ozellikle ITS bolgeleri
benzer turlerde multipleks ITS1 bolgesinde T. mentagrophytes, T. schoenleinii, T.
verrucosum, T. violaceum ve T. tonsurans turlerinin varligina ait egriler elde edilmistir.
ITS2 bolgesinde ise Microsporum tirtine ait M. audouinii, M. ferrugineum ve M. canis
turlerine ait egriler elde edilmistir (Sekil 14-16). Nadiren makrokonidiyum ureten
tirlere ait egrilerde de real-time PCR yoOnteminin tir dizeyinde tamya yardimci
olabilecegi sonuclar dogrultusunda gortlmuistir. Calismamizin énemli sonuclarindan
birisi de literatirde ilk kez 12 dermatofit tlrinun real-time PCR yontemi ile ayirt
edilmis olmasidr.

PCR’ da kullanilan (GACA), primeri 55 6rnekte en az real-time PCR'daki kadar
etkili ayirim guci gostermistir. PCR-RFLP’ ye gerek duymadan tur diizeyinde tamya
yardimci olmustur. Elde edilen bant profilleri PCR-RFLP ki kadar kompleks olup etkili
bir ayirim saglamistir. Calismamizda, real-time PCR yontemi M. canis, T. rubrumve T.
tonsurans gibi turlerin tanisinda pratik dnemi olmasina karsilik pahali bulunmus, ancak
tamsi gic olan ve ender olarak makrokonidiyum olusturan tdrler icin uygulanabilir bir
yontem olarak kabul edilmistir.

Sonu¢ olarak, real-time PCR dermatofitlerin tamsinda ve 6zellikle ender
makrokonidiya olusturan ve bu nedenle ge¢ ve gu¢ tamnan tirlerin identifikasyonunda
yuksek derecede duyarli ve 6zgul bulunmustur. Yine onemli bir bulgu olarak tir
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identifikasyonunda c¢eliskili sonu¢ elde edilmedigi dikkate degerdir. Testin bir diger
avantgj1 da identifikasyon stresini hizlandirmasi ve bir is guni icerisinde kesin tam
sirecini tamamlamasidir. Test pahali olmasina karsilik, rutin mikoloji laboratuvarlar

icin cabuk, glvenilir ve kolay uygulanabilir bulunmustur.



6. SONUC VE ONERILER

Calismada, Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht,
Hollanda' dan saglanan 26 standart kdken ve 29 klinik izolat kullanildi. Bu arastirmada
12 farkl tOrt temsil eden toplam 55 izolat hem geleneksel hem de molekiler yontemler
ile calisildi. Molekuler calismada, SGA’da Uretilen izolatlardan DNA ekstraksiyonu
yapildi, sonrasirasi ile PCR ve real-time PCR yontemleri uyguland:.

1. Geleneksel yontemler ile mantar koltirt ve identifikasyon yapilan Klinik
orneklerden M. canis, T. mentagrophytes, T. rubrum, T. rubrum var. raubitschekii
ve T. tonsurans izole edildi. Ancak geleneksel yontemler ile koloninin gelismesi ve
belirgin morfolojik 6zelliklerinin uzun sireye gereksinim duymasi sebebiyle tur
diizeyinde tam Ongoruldigt gibi 1-4 hafta arasinda yapilabildi. Ayrica, altin
standart olarak kabul gorseler de molekiler yontemlerin; dis faktorlerden kolayca
etkilenmeleri  (sicaklik degisimi, ortam farklihgi ve ilag tedavisi) ve
kontaminasyona yatkin olmalarina karsilik, bu sorunlari en aza indirip tdr
duzeyinde tamda kolaylik sagladigi ve cabuk sonug alinabildigi  goruldi.
Calismada, geleneksel yontemler ile molekiler temelli yontemi uyumu tam (%100)
bulunmustur.

2. Nadiren makrokonidiyum Ureten ve bu sebeple gi¢ tammnan (M. audouinii, M.
ferrugineum, T. concentricum, T. schoenleinii, T. soudanense, T. verrucosum, T.
violaceum ve T. yaounde) turlerinden bir koleksiyon olusturuldu ve bu tirlere
iliskin 26 standart koken galismaya dahil edildi. Klinik ve standart suglar, ITS1 ve
ITS2 bolgeleri hedef alinarak dizayn edilen primer ve prob dizileri ile real-time PCR
calisildi. Calisma sonunda elde edilen egriler ile mikro-organizmalarin ayrim kolay
ve hizl1 bir sekilde yapilabildi. Real-time PCR’in kontaminasyon riskinin az olusu,
tekrarlanabilir olmasi, dnci PCR yapmay:1 gerektirmemesi ve ayirim gucinin
yuksek olmasi sebebi ile ve alt yapi uygun oldugu siirece, emek ve zamandan
kazang sagladigi, ancak maliyeti yiksek bir yontem oldugu belirlendi.

3. Calismada yer alan 55 izolat kisa oligonikleotid dizisine sahip (GACA), primeri
kullanlarak yapilan PCR’da primerin ayirim gucintn yiksek oldugu her tart
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kolaylikla ayirabildigi ve RFLP'ye gerek duymadan kompleks bantlar elde
edilebilecegi kanisina varildi.

. Calismada, (GACA)4, ITS1 ve ITS2 bolgelerini hedef aldigimiz primerlerin ayirim
guclerinin  yiksek oldugu ve dermatofitlerde tam ve identifikasyon amagl
calismalarda kullamilmalarinin yarar saglayacag belirlendi.

. Sonug olarak, yukarida bahsedilen hem geleneksel hem de molekiler yontemlerin
tanya sagladiklar: katki karsilastirildiginda; yiksek oranda sensitif ve spesifik
olduklari, ancak yiksek maliyet gibi dezavantajlarinin da oldugu gordlmistdr.
Esasen temel sorun, tamda hangi yontem(ler)in kullamlmas: ile dermatofit
identifikasyonun da kesin, ¢abuk, kolay ve tekrar edilebilir sonuclara ulasilacagidir.
Bu soruya en gercekci yanitin, her laboratuvara gore degisken olabilecegi, alt yapi
ve sosyo-ekonomik kosullar gbz dninde bulundurularak bir yol izlenmesi gerektigi

disUndlmastadr.
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