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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Dermatofitler, sag¢, deri ve tirnak gibi keratin igeren dokularda infeksiyon
olusturma yetenegine sahip oOzellesmis bir grup kiif mantarlaridir (1). Dermatofitlerin
insanlarda ve hayvanlarda olusturduklari infeksiyonlara dermatofitoz adi verilir (2).
Dermatofitoz, tim diinyada yaygin ve sik olarak gorilen infeksiyonlar arasinda yer
almaktadir (3).

Dermatofitler Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton olmak iizere ii¢
anamorfik cinste siniflandirilir (4). Bu i¢ cins iginde yaklasik 40 tiir bulunmaktadir (5). Bazi
tiirlerin goriilme sikligi cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir. Ornegin Trichophyton
rubrum diinyanin hemen her bdlgesinde goriiliirken, T. concentricum yalnizca Pasifik Adalari,
Gilineydogu Asya, Orta ve Giiney Amerika'da bulunur (6).

Dermatofitlerin olusturdugu infeksiyona dermatofitoz, olusan lezyonlara tinea adi
verilir. Dermatofitozlar yerlestikleri viicut bolgelerine gore adlandirilirlar (tinea capitis, tinea
barbae, tinea corporis, tinea inguinalis, tinea pedis, tinea unguium) (7). Ulkemizde yapilan
cesitli caligmalarda, en sik goriilen dermatofitozun tinea pedis, en sik saptanan dermatofit
tirtiniin T. rubrum oldugu, bunu T. mentagrophytes ’in izledigi bildirilmistir (8-12).

Dermatofitozlarin laboratuvar tanisinda rutin olarak direkt mikroskobik inceleme
ve kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir. Direkt mikroskobik incelemenin duyarlilig: kiiltiire
gore daha yiiksek olsa da bu yontemde yalanci negatif sonug alinabilmesi ve tiir tayininin
yapilamamasi gibi dezavantajlar bulunmaktadir (13). Dermatofitlerin kiiltiirde tireyebilmesi
igin gerekli inkiibasyon siiresinin uzun olusu (1-4 hafta), besiyerlerinin saprofit mantarlar ile
kontaminasyonu, drnekte mantar elemanlarinin az sayida bulunmasi nedeni ile yalanci negatif
sonuclarin alinmasi, iireyen mantarlarin taninmasinda zahmetli ve her zaman kesin tam
saglayamayan testlere ihtiya¢c duyulmasi dermatofitoz tanisinda kiiltlir yonteminin sinirlayici
faktorleri arasinda yer alir (14).

Son yillarda dermatofitoz tanisinda molekiiler yontemlerin kullanildig:
calismalarin sayis1 giderek artmaktadir. Yapilan ¢alismalarda Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) tek bagina ya da Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), dizi analizi gibi

yontemlerle beraber kullanilmis, her yontemin olumlu ve olumsuz &zellikleri belirlenmeye



calistlmistir (15-19). Molekiiler yontemlerin, dermatofitlerin klinik 6rneklerden direkt olarak
saptanmasinda Ve kiiltlirde tireyen suslarin tanisinda klasik yontemlere gore daha kisa siirede
ve dogru sonug verdigi belirtilmektedir (3).

Bu c¢alismada dermatofitozlarin rutin tanisinda molekiiler yontemlerin yerinin

arastirilmasi amaglanmigtir.



GENEL BIiLGILER

Tarihge

Mantarlar1 inceleyen bilim dali olan mikoloji, Yunanca “sapkali mantar” anlamina
gelen mykes kelimesinden tiiretilmistir (20). Yicel’in (21) bildirdigine gére  mantar
infeksiyonlarina iliskin ilk bilgiler M.O. 2000-1000 arasina tarihlenen ve ayak migetomundan
bahseden Samhita isimli Hindu kutsal yazitinda bulunmaktadir. Diger eski belgeler arasinda
Istankdy’lii hekim Hipokrat’in (M.O 400-300) kandidozu tartisan metni ile Roma’l
ansiklopedist Aulus Cornelius Celsus’un halen Vatikan kiitiiphanesinde korunmakta olan
sekiz ciltlik eseri De Re Medicina’da bahsettigi yangili ringworm, favus ve agizda kandiyaz
sayilabilir. Mantara iliskin hif yapilarini ilk olarak 1677°de Robert Hooke ve sonra 1680°de
Leeuwenhoek incelemis ve tarif etmislerdir. Weitzman’in (2) bildirdigine gore Robert
Remark, 1835’de favuslu bir olguda mantar elemanlarini tarif etmis; Johann L. Schoenlein,
1839°da favusta etkenin mantar oldugunu bildirmistir. Raimond Sabouraud, 1910’da
dermatofitleri Achorion, Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton olmak itizere dort
ayr1 cinse ayirmis, Chester W. Emmons 1934’de, Sabouraud’un siniflandirmasin1 modernize
etmis ve Achorion cinsini ¢ikararak dermatofitleri Epidermophyton, Microsporum ve

Trichophyton olmak {izere ii¢ cinse ayirmustir.

Mantarlarin Yapilar1 ve Ureme Ozellikleri
Mantarlar, bitki ve hayvanlardan farklilik gosteren ayr1 bir okaryotik organizma
grubunu olusturur. Mantar hiicreleri kitin, glukan, kitosan, mannan ve glikoproteinin cesitli

bilesimlerinden olusan sert bir hiicre duvari ile kaplidir (Sekil 1) (4).

Mantar hiicre duvari

Mannoprotein
Beta-glukan

Beta-glukan + kitin
Mannoprotein

Hiicre zan

Sekil 1: Mantar hiicre duvarinin sematik goriiniimii



Mantarlarda sitoplazmay1 c¢evreleyen bir zar tabakasi bulunur. Yapisinda
fosfolipid, protein, glikoprotein ve lipitler bulunan bu tabaka sitoplazmik zar (hiicre zar1)
olarak adlandirilir. Hiicre zarinin sterol yapisi memelilerde kolesterol olmasina ragmen,
mantarlarda ergosteroldiir. Diger 6karyotik canlilarda oldugu gibi mantarlarin sitoplazmasi
icinde zarla gevrili ¢ekirdek ve mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi aygiti, vakuoller,
ribozomlar gibi gelismis organeller bulunmaktadir (20, 22).

Mantarlar, klorofili bulunmayan heterofilik canlilar olup beslenmeleri i¢in organik
karbon igeren besinlere ihtiya¢ duyarlar. Besinlerini, dis ortama salgiladiklart enzimlerin
etkisiyle agiga ¢ikan yararli maddeleri hiicre duvarindan sitoplazma icine alarak saglarlar (4).

Mantarlar morfolojik yapilarmma gore kiif ve maya olmak {iizere iki grupta
incelenir. Dogal ortamlarda kiif, viicut 1sisinda (37°C) maya seklinde goriilen mantarlara
dimorfik (gift evreli) mantarlar denir (4, 20) . Mantarlarda hiicre yapisi Sekil 2’de

sunulmustur.

KGf hGcresi: Dermatofit
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Candida B e Tomurcuk

Sekil 2: Kiif ve mayada hiicre yapis1 (23)

Maya mantarlar1 tek hiicreli olup kiiresel ya da oval gériiniimdedir (20). Kif
mantarlarinin temel yap1 birimi hif ad1 verilen tiibiimsii yapilardir. Hiflerin bir araya gelerek
olusturdugu topluluga migel adi verilir. Bazi kiiflerde hifler septumlarla boliinmistiir (Sekil 3)
(20, 22).

Sekil 3: Hif yapisi; iistte bolmeli, altta bolmesiz hif ( 20)



Mantarlar eseyli ve eseysiz olmak iizere iki yolla iirerler. Zigospor, askospor ve
bazidiyospor eseyli lireme sonucu olusan yapilardir. Eseysiz iireme ile olusan yapilar
artrospor, blastospor, klamidospor, sporanjiospor ve konidyospor adini alir. Dermatofit cinsi
mantarlar tarafindan olusturulabilen kiigiik ve tek hiicreli konidyosporlara mikrokonidyum,

biiyiik ve ¢ok hiicreli konidyosporlara makrokonidyum adi verilir (Sekil 4) (4).

o 4
>
oD
4
Mikrokonidyumlar Makrokonidyumlar

Sekil 4: Mikrokonidyum ve makrokonidyumlarin sematik goriiniimii (22)

Dermatofitlerin Simflandirmasi

Dermatofitlerin ¢ogu yalnizca eseysiz ¢ogalan mantarlar1 igeren Deuteromycota
boliimiinde, Hyphomycetes anamorphic class’ta bulunan ii¢ cins (Trichophyton, Microsporum
ve Epidermophyton) i¢inde siniflandirilirlar (2). Baz1 dermatofitler (6zellikle Trichophyton ve
Microsporum zoofilik ve jeofilik tiirleri) eseyli iireme yetenegine sahiptir (Tablo I). Askospor
olusturan bu tiirler Ascomycota boliimii, Ascomycetes simnifi, Onygenales takimu,

Arthrodermataceae ailesi, Arthroderma telemorf cinsi igerisinde siniflandirilirlar (2, 4, 24).



Tablo I: Dermatofit tiirlerinin bilinen telemorfik sekilleri (24)

Anamorf sekil

Telemorf sekil

Trichophyton, Microsporum

Arthroderma

Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes

Arthroderma benhamiae

Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale

Arthroderma vanbreuseghemii

Trichophyton simii

Arthroderma simii

Trichophyton georgiae

Arthroderma ciferrii

Trichophyton flavescens

Arthroderma flavescens

Trichophyton vanbreuseghemii

Arthroderma gertleri

Trichophyton gloriae

Arthroderma gloriae

Trichophyton terrestre?

Arthroderma insingulare

Trichophyton terrestre?

Arthroderma lenticularum

Trichophyton terrestre?

Arthroderma quadrifidum

Trichophyton ajelloi

Arthroderma uncinatum

Microsporum gypseum”

Arthroderma gypsea

Microsporum gypseum”

Arthroderma incurvata

Microsporum nanum

Arthroderma obtusa

Microsporum canis

Arthroderma otae

Microsporum persicolor

Arthroderma persicolor

Microsporum vanbreuseghemii

Arthroderma grubyia

Microsporum racemosum

IArthroderma racemosa

Microsporum fulvum

Arthroderma fulva

Microsporum boullardii

IArthroderma corniculata

Microsporum cookei

IArthroderma cajetani

Microsporum amazonicum

Arthroderma borelli

Microsporum gruby

Arthroderma stockdale

ab By anamorf tiirlerin birden fazla telemorfu vardir

Ekolojik Gruplama

Dermatofit tiirleri konak 6zgiilliikklerine ve dogal ortamlarina gore; antropofilik,
zoofilik ve jeofilik tiirler olmak fiizere {i¢ ekolojik gruba ayrilir (Tablo II) (2, 4, 24).
Antropofilik tiirler, insanlarda goriilen dermatofitozlarin yaklasik %70’inden, zoofilik tiirler

ise % 30’undan sorumludur. Jeofilik tiirler insanda nadiren infeksiyon olusturur (25).



Tablo11: Dermatofitlerin ekolojik 6zelliklerine gore gruplandiriimasi (2, 4, 24)

Antropofilik Zoofilik Jeofilik
Epidermophyton floccosum Microsporum canis Microsporum gypseum kompleks
Microsporum audouinii Microsporum gallinae Microsporum praecox
Trichophyton concentricum Microsporum nanum Microsporum racemosum
Trichophyton megninii Microsporum persicolor Microsporum vanbreuseghemii
Trichophyton mentagrophytes | Trichophyton equinum Trichophyton vanbreuseghemii
Trichophyton rubrum Trichophyton erinacei
Trichophyton schoenleinii Trichophyton mentagrophytes kompleks
Trichophyton soudanense Trichophyton simii
Trichophyton tonsurans Trichophyton verrucosum
Trichophyton violaceum

Antropofilik tiirler hemen sadece insanlar1 infekte ederler. Hayvanlarda nadiren
infeksiyonlara neden olurlar (2, 24). Bu tiirler yakin temas sonrasinda direkt olarak ya da
ortak kullanilan giysiler, tarak, havlu vb. ile dolayli olarak bulasabilirler (4).

Zoofilik tiirler daha ¢ok insan disindaki memelilerde ve nadiren kuslarda patojen olup
insana bulasabilir (24). Bu tiirlerin bulasi direkt temasla ya da infekte cisimlerle (dolayli
yolla) olmaktadir (26).

Jeofilik tiirler, toprak ya da toprakla taginan keratinéz doku artiklari ile bulasarak
insanlarda ve hayvanlarda infeksiyona neden olabilir (2). Infekte topraktan kaynaklanan ve
sekonder olarak insandan insana bulasin oldugu salginlar bildirilmistir (27). Jeofilik tiirlerin
siklikla Bati Pasifik ve Orta Amerika’da ve baz1 tropikal bolgelerde bulundugu
belirtilmektedir (7).

Fiziksel-Kimyasal Etkenlere ve Dis Ortam Kosullarina Karsi Direng

Dermatofitler, giysi, tarak ve dus kabinleri gibi ¢esitli ylizeylerde uzun siire canli
kalabilirler (6). Dermatofitlerin ¢ogu, tuzlu suda (% 50 NaCl) en az 52 hafta canliliklarin
stirdliriirken (28), insan deri kazintilarinda oda 1sisinda, 20 aydan daha fazla siire canli
kalabildikleri belirtilmektedir (29).

Dermatofitler; fenol bilesikleri, formaldehit, glutaraldehit, iyodoforlar ve % 1°lik
sodyum hipoklorite duyarlidir (30). Bu etkenler, ultraviole (31), gama (32) ve mikrodalga
1isinlart (33), nemli 1s1 (121°C’de en az 20 dakika) ve kuru 1s1 (165-170°C’de de 2 saat) ile
Olmektedir (34).



Risk Faktorleri

Dermatofitozlarin ortaya ¢ikmasinda baslica risk faktorleri; yas (cocuklarda tinea
kapitis, eriskinlerde onikomikoz), ailede kronik dermatofitoz Gykiisii, yogun viicut temasi
gerektiren sportif faliyetler (giires ve judo gibi), ayak maserasyonu (maraton kosuculari gibi),
halka agik su tesislerinden yararlanma (duslar ve yiizme alanlari), sapka ve ayakkabi degisimi,
yabani ya da evcil hayvanlarla (6zellikle sokak kedileri) temas, kemirgenlerin yogun olarak
bulundugu barmnaklarda yasam ve yeterince dezenfekte edilmeyen berber aletlerinin
kullanilmasidir (2, 4).

Epidemiyoloji

Son 20-30 yilda Orta ve Kuzey Avrupa’da en yaygin olarak goriilen dermatofit T.
rubrum’dur (35-38). Polonya gibi bazi iilkelerde T. mentagrophytes goriilme sikligi T.
rubrum’a gore iki kattan daha fazladir (39). Trichophyton violaceum Kuzey-Orta Avrupa’da
ve Akdeniz iilkelerinde, T. soudanense Orta ve Bat1 Afrika’daki endemik bolgelerde goriiliir.
Trichophyton schéenleinii 20. ylizyilin baslarinda Avrupa’da tinea capitisin en sik saptanan
etkenlerinden biri iken, daha sonra yerini M. audouinii ve T. tonsurans’a birakmustir.
Tirkiye’de bu tiir 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu bolgesinde veya bu bolgeden goc eden
ailelerin ¢ocuklarinda goriilmektedir (7). Son yillarda Avrupa ve Ozellikle Akdeniz

tilkelerinde M. canis infeksiyon insidansinda artigin oldugu bildirilmektedir (6).

Epidermophyton cinsi
Bu cins iginde yer alan tek tiir Epidermophyton floccosum, sagsiz deride ve
tirnakta infeksiyonlara neden olur. Epidermophyton cinsinin en Onemli &zelligi

mikrokonidyum olusturmamasidir (2, 4).

Epidermophyton floccosum

Uremesi orta hizda olup kolonisi yaklasik 10 giinde olgunlasir. Makroskobik
incelemede koloni yiizeyi saridan yesile degisen renklerde (Resim 1A), koloni taban1 portakal
renginden kahverengiye degisen tonlarda goriilir (Resim 1B). Mikroskobik incelemede
septal1 hifler boyunca tek tek siralanmis ya da kiime olusturan tenis raketi biciminde, ince
duvarli, diizgiin yiizeyli, iginde 2-6 hiicre bulunduran makrokonidyumlar1 vardir (Resim 1C))

(22).



Resim 1: Epidermophyton floccosum koloni ylzeyi (A), koloni tabani (B), mikroskobik gértinimt (C)

Trichophyton cinsi

Bu cins i¢inde yer alan tiirler sag, sagsiz deri ve tirnakta infeksiyona neden olurlar
Trichophyton tiirleri makrokonidyum ve mikrokonidyum olustururlar. Makrokonidyumlari
genellikle ince duvarli, 1-12 bolmeli ve 8-86x4-14 um biiyiikligiinde; ¢omak, igsi ya da
silindirimsi gekilde, tek tek ya da kiime halindedir. Mikrokonidyumlari 2-3x2-4 pm
biiytikliigiinde, armut seklinde ve makrokonidyumlardan daha fazla sayidadir. Hiflerin yan

kisimlarinda ya da uglarinda tek tek veya tiziim salkim1 seklinde dizilirler (2).

Trichophyton rubrum kompleks

Trichophyton rubrum kompleks icinde bulunan tiirler, dermatofitozda en sik
karsilasilan etkenlerdir. Bu kompleks, DNA dizi analizine gore iki ana gruba ayrilmaktadir
(Sekil 5) (40).
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Sekil 5: Trichophyton rubrum kompleks’te yer alan tiirler (40)

Trichophyton rubruniun olusturdugu koloniler ortalama 4-7 gunde olgunlasir.
Koloni ylzeyi beyaz renkte, tlyli veya pamugumsu yapida olup (Resim 2A), tabana dogru
kirmzi veya mor renkli pigment olusumu gorulur (Resim 2B). Bazi suglar pigment
olusturmayabilir. Pigment olusumu patates dekstroz agar (PDA) ve misir unlu dekstroz
agarda, Sabouraud dekstroz agar (SDA)’a gore daha iyi gortulmektedir (4, 41). Mikroskobik
olarak bdlmeli hifler Uzerinde gdzyasi seklinde dizilmis olan mikrokonidyumlar bazen
makrokonidyumlarin Uzerinde de bulunabilir. Genel olarak makrokonidyumlar az sayida
bulunur (Resim 2-C) (4).
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Resim 2: Trichophyton rubrumkoloni ytzeyi(A), koloni tabani (B) ve mikroskobik gorinimti(C) (42)

Trichophyton mentagrophytes kompleks

Trichophyton mentagrophytes kompleks tiirleri dermatofitozun 6nemli etkenleri

arasindadir. Bu kompleksin tiyeleri DNA dizi analizi ile ii¢ homolojik gruba ayrilmaktadir

(Sekil 6) (43).

0.01

T. mentagrophytes (animal 2)

T. mentagrophytes (human) I
gy [ A simil (type 1)
A, simil {type 2)
A. simii (type 3)
A. simii type 4) "

Knuc
80
100
61
a8
95
n—E A, benharniae (Americano-European race)
9% T. mentagrophytes (animal 4)
100
b 7. mantagrophytes var. erinacei
92 o9
A, benhamiae (African race)
100
T. rubrum

Arthroderma vanbreuseghemii

Trichophyton mentagrophytas (animal 1)

T. mentagrophytes (animal 3)

Sekil 6: Trichophyton mentagrophytes kompleks (43)

Trichophyton mentagrophytes kompleks, eseyli ireme 6zelligi gosteren (telemorf)

iki tir igermektedir. Bunlar Arthroderma vanbreuseghemii (anamorfu Trichophyton
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mentagrophytes var. interdigitale) ve A. benhamiae (anamorfu Trichophyton mentagrophytes
var. mentagrophytes) 'dir (24).

Trichophyton mentagrophytes kompleks suslarinin  kolonileri  7-10 giinde
olgunlasir. Koloni yiizeyi pudramsi ya da pamugumsu yapida olup, beyaz ya da kremden deve
tilyline degisen renktedir (Resim 3-A). Koloni tabani soluk renkli ya da kirmizi-kahverengidir
(Resim 3-B). Bazi suslarin koloni tabaninda koyu kirmizi pigment gorilebilir (4).
Mikroskobik olarak mikrokonidyumlar zoofilik tiirlerde {iziim salkimi seklinde olup biiyiik
kiimeler olustururken, antropofilik tiirlerde daha az sayidadir ve kiiglik kiimeler olustururlar.
Makrokonidyumlar: ince bir sapla hife baglanmis, lobut veya puro bigimindedir. Sarmal,

nodiiler ve geyik boynuzu seklinde hifler bulunmaktadir (Resim 3-C) (22).

Resim 3: Trichophyton mentagrophytes koloni yiizeyi (A), koloni tabani (B) ve mikroskobik goriinim (C) (44)

Trichophyton violaceum

Trichophyton violaceum kolonileri 14-21 giinde olgunlasir, az tiiylii ya da tiiysiiz
yapida, mumsu, burusuk, koyu morumsu veya kirmizi renklidir. Koloni tabant morun degisik
tonlarindadir. Mikroskobik olarak dalli budakli hifler ve bu hifler iizerinde klamidosporlar

gortliir. Cogu kez mikrokonidyum ve makrokonidyum goriilmez (45).

Trichophyton tonsurans

Trichophyton tonsurans kolonileri genellikle 10-12 giinde olgunlasir. Besiyerine
yayilan kahverengi pigment olusturabilir. Mikroskobik olarak bolmeli hifler iizerinde ¢ok
sayida gbzyast damlasi veya balon seklinde mikrokonidyumlar, sarmal hifler, klamidosporlar

ve artrosporlar goriilebilir. Makrokonidyumlar sik goriilmez (4).
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Trichophyton schoenleinii

Trichophyton schoenleinii kolonileri ortalama 15 giinde olgunlasir. Beyazimsi
renkte, balmumu goriiniimiinde, ¢iplak veya kisa tlylii, kivrimli ve burusuk goériinlimde
koloni olusturur. Hifler ¢ogu zaman besiyeri i¢ine dogru iireyerek besiyerini pargalarlar.
Koloni tabani renksiz veya saridan portakal rengine degisen tonlarda goriilebilir Mikroskobik
olarak diizensiz, girintili ¢ikintili ve geyik boynuzunu andiran hifler goriilir. Mikrokonidyum
ve makrokonidyum goriilmez. Hifler tizerinde ¢ivi basi veya favus samdanlart adi verilen

siskinlikler vardir (22).

Microsporum cinsi

Microsporum tiirleri genellikle sag ve deride, nadir olarak da tirnakta infeksiyon
olusturur (2, 46). Mikrokonidyumlari armut veya lobut bigiminde olup genellikle hif
kenarinda dizilmislerdir. Makrokonidyumlari, iglerinde 1-15 arasinda hiicre bulunan, kalin

duvarli, uglart sivri (mekik goriiniimiinde) yapilardir. (22).

Microsporum canis

Tiim diinyada yaygin olarak goriilen bu mantar etobur hayvanlarda (en 6nemlisi
kediler) infeksiyon yapar ve temasla insanlara bulasir. (6). Kolonisi 6-10 giinde olgunlasir.
Koloni yiizeyi soluk renkli veya sari, kaba tiiylii ve 1sinsal olukludur (Resim 4-A). Koloni
tabani sar1 renktedir (Resim 4-B). Mikroskobik incelemede bdlmeli hifler iizerinde az sayida,
armut bi¢iminde mikrokonidyumlar ve ¢ok sayida ig bigiminde kalin duvarl, piirtiiklii ve ¢ok

hiicreli makrokonidyumlar goriiliir (Resim 4-C) (4).

Resim 4: Microsporum canis koloni yiizeyi (A), koloni tabani (B) ve mikroskobik goriiniimii (C) (42)
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Dermatofitozlarda iImmiinoloji ve Patogenez

Dermatofitler epidermisin stratum corneum tabakasini infekte ederler (Sekil 7).
Etkenin sa¢1 ve tirnagi infekte edebilme kapasitesi tiirden tiire farklilik gosterir. Bu doku
Ozgiilligiintin, konaklardaki keratinin yapisinin degiskenliginden (47), tiirlerin 6zel besin
gereksinimlerinden ve enzim iretimindeki farkliliklardan kaynaklandigi diistiniilmektedir
(24). Dermatofitlerin deri altina yayilimi ve sistemik infeksiyonlara yol agmasi nadir goriilen
durumlardir. Ozellikle immiin sistemi bozulmus hastalarda invazif infeksiyonlarm bildirildigi

olgu sunumlar1 bulunmaktadir (48-52).

:| Stratum corneum
:l Graniiler hiicre

tabakasi
Keratinosit Yassi hiicre Epidermis
eratinosi tabakasi
Langerhans hiicresi =
gérhans hu C%QD -4 Bazal hiicre _
Melanosit —fs VeEE]  tabakast .
Dermis

. . s

Sekil 7: Derinin anatomik goriiniimii (53)

Dermatofit infeksiyonunun ilk asamasi konidyumlarmn stratum corneum ya da
keratin igeren dokulara temasi ve yapismasidir. Sonraki asamalar mantarin germinasyonu
(filizlenmesi), cogalmasi ve aktif lezyonun ortaya c¢ikmasidir (54). Dermatofitler,
mikrokonidyumlarinin yiizeyinde eksprese edilen ve 6zellikle mannoz ve galaktoza baglanan
karbonhidrata 6zgiil adezinler araciligi ile epitel hiicrelerine yapisir (55, 56). Bir calismada,
12 saatlik inkiibasyon sonrasinda sporlar ile stratum corneum arasinda kuvvetli bir
yapismanin ortaya ¢iktigi, 24 saat sonra germinasyonun basladigi, li¢ giin sonra ise hif
olusumu ve migelyumun dis keratinosit tabakaya penetre oldugu gosterilmistir (57).

Dermatofitoz kliniginin siddeti mantarin viriilansina, yerlestigi viicut bolgesine,
lokal veya cevresel faktorlere, konagin verdigi yanita bagli olarak farklilik gosterir (2).

Dermatofitler keratinaz, proteinaz, serin proteaz, peptidaz, amino peptidaz,

elastaz, alkalin fosfataz, lipaz, kollajenaz, esteraz gibi birgok enzim salgilamaktadir (24, 58).
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Bu enzimler arasinda en Onemlisi, mantar elemanlarinin hiicrelere kolonizasyonunu,
penetrasyonunu, invazyonunu saglayan ve keratini pargalayan keratinazdir (59, 60). Suslar
sentezledikleri enzimlerle, bulunduklar: ortamin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirerek
dokudaki yasamlarini siirdiiriirler. Konak proteinlerini parcalayip besin kaynagi olarak
kullanirlar. Stratum corneuma penetre olan hiflerin mekanik etkisi bu yikici siiregte en 6nemli
mekanizmadir (59). infeksiyonun erken doneminde derideki keratin ve bazi proteinler, asidik
pH’da etkili olan proteinaz tarafindan pargalanarak polipeptitler ortaya ¢ikar. Polipeptitlerin
fungal peptidazlar tarafindan hidrolize edilmesi ile mantarin karbon, besin ve siilfiir kaynagi
olarak kullanacagl amino asitler ortaya ¢ikar. Bazi amino asitlerin metabolizasyonu sonucu
ortam alkaliye doner. Boylece alkali pH’da optimal aktivite gdsteren proteazlar ve

keratinazlar aktive olarak infeksiyon devam eder (Sekil 8) (58).

Dermatofit
2
Deri (asidik pH),

y keratin, eriyik haldeki proteinler %

Alkali pH’da etkili olan & U P Asidik pH’da etkili olan

proteaz ve keratinazlarin proteaz ve keratinazlarin
aktivasvonu aktivasyonu

Polipentitler

0 [_Fungal peptidazlar _|

Amino asitler .
@

ﬂ [ Metabolizasyon |

Alkalilesme

!

infeksiyon

Sekil 8: Dermatofitler tarafindan salgilanan proteolitik enzimlerin infeksiyon siirecindeki rolii (58).
Mantar hiicre duvarinda bulunan mannan, konakta olusan inflamatuvar cevabi
baskilar. Trichophyton rubrum mannan antijeninin keratinosit proliferasyonunu onleyerek
epitelyal yenilenmeyi azalttigi ve kronik infeksiyonlara neden oldugu gosterilmistir (61).
Microsporum canis siddetli inflamatuvar yanit olustururken, T. rubrum daha az siddette
inflamasyona yol agar. Her iki mantarin yapisindaki mannan da lenfoproliferasyonu doza
bagimli olarak inhibe eder. Microsporum canis ile kiyaslandiginda T. rubrum’un olusturdugu

mananin miktar1 daha fazla ve etkisi daha gii¢lii oldugu belirtilmektedir (2).
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Keratinositler, epidermiste en yogun miktarda bulunan hiicrelerdir.
Mikroorganizmalara karsi fiziksel bariyer olustururlar ve immiin cevaba aracilik ederler.
Keratinositlerin salgiladigi, immiin cevabi diizenleyen bazi sitokinler arasinda biiyiime
faktorleri [“’basic fibroblast growth factor’” (bFGF), “’platelet-derived growth factor’” (PDGF
AA ve B), “’transforming growth factor alpha’’ (TGF-a), ‘’transforming growth factor beta’’
(TGF-B), “’tumor necrosis factor alfa”> (TNF-a)], interlokinler (Interlokin 1, 3, 6-8) ve koloni
stimiilan faktorler [’granulocyte colony-stimulating factor’” (G-CSF), <’macrophage colony-
stimulating factor’> (M-CSF), “granulocyte macrophage colony-stimulating factor” (GM-
CSF)] bulunmaktadir (53).

Dermatofit infeksiyonlar1 konagin bazi immiinolojik savunma mekanizmalarini
harekete gegirir. Ortaya ¢ikan klinik tablodan immdiin yanit sorumludur. Mantar infeksiyonlar1
hem erken tip hem de hiicresel gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonlarina neden olur (62).
Dermatofitozda asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 sonucu lenfositler, plazma hiicreleri, notrofiller
ve eozinofiller dermis igine infiltre olur. Mantar hiflerinin dermis igine penetrasyonu sonucu
perivaskiiler ve perifollikiiler inflamasyon ortaya ¢ikar (2).

Serumdaki bazi molekiiller (beta globulin, ferritin gibi), immiinolojik faaliyetler
(kompleman aktivasyonu, kemotaksis gibi), yag bezleri tarafindan salgilanan yag asitleri
(ayak tabaninda yag bezlerinin olmamasi ayakta kronik mantar infeksiyonlarinin geligimini
kolaylastirir), infekte olan epidermisin kendi kendini yenilemesi dermatofitozlarin
olusumunu, olusan infeksiyonlarin kroniklesmesini ve bu infeksiyonlarin sistemik
infeksiyonlara doniisiimiinii engeller (22, 24). Zoofilik ve jeofilik tiirler antropofilik tiirlere
gore daha siddetli immiinolojik reaksiyonlara neden olarak, hizli ilerleyen, agrili ve kasintil
lezyonlara yol acabilir. Antropofilik tiirlerin olusturdugu infeksiyonlarda yangisal
reaksiyonun daha diisiik seviyeli olmasi sonucu, bu tiirlerle olusan infeksiyonlarin
kroniklesme egilimi zoofilik ve jeofilik tiirlerle olusan infeksiyonlardan daha fazladir (53, 58).

Infeksiyonun smirlandirilmasinda sivisal bagisikligin az da olsa rolii vardir.
Spesifik antikorlar akut infeksiyonun ilk ayinda goériillmeye baslar ve infeksiyon bittikten en
fazla 6-12 ay sonra kaybolur. Puberte doneminden itibaren hormonal degisime bagli olarak
yag bezlerinden doymamis yag asidi saliniminin artmasi sonucu dermatofitoz goriilme sikligi
azalir. Doymamis yag asitlerinin fungistatik ve/veya fungisidal etkilerinin oldugu
bilinmektedir (24).
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Klinik

Dermatofitlerin olusturdugu infeksiyona dermatofitoz, olusan lezyonlara tinea adi
verilir. Dermatofitozlar yerlestikleri viicut bolgelerine gére adlandirilirlar (tinea capitis, tinea
barbae, tinea corporis, tinea inguinalis, tinea pedis, tinea unguium) (7). Dermatofitozda
inkilibasyon zamani, tutulan konaga ve dermatofitin tiiriine gore birka¢ giinden birka¢ haftaya
kadar degismektedir (1). Dermatofitozlarin yanlis tan1 almasi sonucu topikal ya da sistemik
kortikosteroidlerin kullanilmasi ile tinea incognito tablosu ortaya ¢ikar. Lezyonlar diger
dermatolojik hastaliklar1 taklit eder (63).

Tinea capitis

Bas bolgesinde sa¢ ve sagli deride olusan infeksiyonlar tinea capitis olarak
adlandirilir. Bu infeksiyon c¢ocuklarda en yaygin goriilen dermatofitozdur (1). Trichophyton
ve Microsporum tiirleri tinea kapitis etkeni olabilirler (2). Tinea capitis prevalansinin en
yiiksek oldugu yerler; Afrika, Asya, Giiney ve Dogu Avrupa tilkeleridir (1, 7).

Dermatofitler kili degisik sekillerde infekte ederler. Bu infeksiyon sekilleri
endotriks, ektotriks ve favik infeksiyonlar olarak adlandirilir. Endotriks infeksiyonda
dermatofitler kil folikiilii igerisinde ¢ogalir ve sagin deri yiizeyinde kirtlip dokiilmesine yol
acarlar. Ektotriks infeksiyonda, dermatofitler kil folikiillerinde ¢ogaldiktan sonra kil kokii
disina ¢ikarak kili bir kilif gibi sararlar. Bu durumda sacglar matlasir ve sacli derinin birkag
milimetre iizerinde olacak sekilde kirilip dokiiliir. Favik infeksiyonda ise endotriks infeksiyon
s0z konusu olup sa¢ kil igerisinde hava kabarcigi gibi bosluklarin olustugu goriiliir (2, 7).
Tinea capitis; tinea capitis superficialis, tinea capitis profunda ve tinea capitis favosa (Keryon)

olmak iizere ti¢ degisik klinik formda goriiliir (23).

Tinea corporis
Sagli deri, sakal, el, ayak ve inguinal bolge disindaki dermatofit infeksiyonlarina
verilen addir. Dermatofit cinslerinin hepsi bu tabloya neden olabilir. Lezyon tek ya da fazla

sayida, merkezi soluk, sinirlar1 belirgin, halka seklinde ve hafif kabariktir (1).
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Tinea inguinalis
Inguinal bolgede goriilen dermatofitozdur. Yaz aylarinda ve sicak iklimlerde
ortamin nemli olmasina bagl olarak daha sik karsilasilir. En sik etkenler T. rubrum ve E.

floccosum 'dur. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik gorliir (2).

Tinea pedis ve tinea manum

Avyakta goriilen dermatofitoz tablosuna tinea pedis, elde gériilene tinea manum, el
ve ayagin birlikte etkilendigi tabloya ise tinea pedis et manum adi verilir. Atlet ayagi olarak
da adlandirilan tinea pedis toplumda en sik karsilasilan dermatofitozdur. Yaz aylarinda ve
sicak iklimlerde goriilme siklig1 artar. Toplu yasanilan yerlerdeki bireylerde (yatili okul, kisla
vb), kadinlara gore erkeklerde ve ¢ocukluk donemine gore eriskinlerde daha siktir. En sik

izole edilen etkenler T. rubrum, T. mentagrophytes ve E. floccosum dur (7, 22).

Tinea unguium

Dermatofit, maya ve kiif mantarlarinin tirnakta olusturduklar1 infeksiyonlara
onikomikoz adi verilir. Yalnizca dermatofitlerin tirnakta olusturduklar infeksiyonlar1 tarif
ederken ise tinea unguium terimi kullanilir (1, 2). Tinea unguium en sik 60 yasin tizerindeki
erigkinlerde goriilmektedir (64). En sik ayak tirnaklarinda, daha az olarak el ve ayak tirnaklari
ile birlikte, en az el tirnaklarinda gorilir. Bu infeksiyonda tirnakta renk degisikligi,
kalinlasma ve sekil bozuklugu meydana gelmektedir. Tinea unguium’da en sik goriilen
etkenler T. rubrum ve T. mentagrophytes ‘tir (2, 65).
Tinea barbae

Sakal bolgesinin dermatofitozudur. Hafif ve yiizeyel infeksiyondan ciddi
inflamatuvar piistiiler folikilit sekline kadar degisebilir (2). Genellikle T. verrucosum, T.
mentagrophytes var. mentagrophytes ve T. mentagrophytes var. erinacei gibi zoofilik
dermatofitler tarafindan olusturulur (2, 22). Lezyon bolgesinden kil ¢ekildiginde hastanin agri

hissetmemesi taniya yardimci bir ipucudur. Bakteriyel infeksiyonlarda bu iglem agrilidir (1).

Dermatofitid
Dermatofitozu olan bazi kisilerde Etkene ve metabolizma artiklarina karsi ileri
derecede asir1 duyarlilik reaksiyonu olusur. En sik ellerde olusan ve id reaksiyonlar1 olarak

adlandirilan bu durum, mantar iyilesince bir siire daha devam eder ve ardindan kendiliginden
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kaybolur (22). Infeksiyon bolgelerinden farkli bir yerde meydana gelen id reaksiyonlari
genellikle vezikiiler tipte goriilmesine ragmen papiiler, ekzematoz, lrtikeryal veya eritema
multiforme seklinde de goriilebilir. Vezikiiler lezyonlar genellikle inflamatuvar dermatofit
infeksiyonu ile iliskili olup hastalarin ¢ogu dermatofit antijenlerine karsi gecikmis tipte asiri
duyarlilik reaksiyonu gosterirler. Urtikeryal lezyonlu hastalarm ¢ogunda ise erken tipte asiri

duyarhilik reaksiyonu goriiliir (53).

Laboratuvar Tam
Dermatofit infeksiyonlarmin laboratuvar tanist genellikle direkt mikroskobik

inceleme, kiiltiir ve Wood lambasi ile infekte sag tellerinin incelenmesi ile yapilir (7).

Ornek alinmasi

Dermatofitoz tanisinda 6rneklerin dogru alinmasi biiyiik onem tasir. Ornek
deneyimli personel tarafindan alinmali, direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiir igin yeterli
miktarda olmalidir. Kontaminasyonu en alt seviyede tutabilmek igin 6rnek alinmadan 6nce
lezyon bolgesi %70’lik alkol ile silinir. Agik yara bulunan bdlgeler steril su ile
temizlenmelidir (4). Ornekler steril ve kuru bir kap (petri kabi vb) icinde toplanarak
laboratuvara ulastirilir. Deri infeksiyonlarinda drnek, lezyonun saglam deri ile birlestigi aktif
kenardan steril bistiiri ile kazinarak alinir (14, 23). Sag¢li deride lezyon bdlgesi Wood lambasi
1s1g1nda incelenerek, floresans veren saglar alinabilir (Microsporum audouinii, M. canis ve M.
ferrugineum gibi tiirlerin infeksiyonu parlak yesil renkte, favus etkeni 7. schéenleinii ise
donuk yesil renkte floresans verir). Infekte sag telleri bir penset ile ¢ekilerek kil follikiilii ile
birlikte ¢ikarilir (4, 23). Tirnak 6rnekleri alinirken tirnagin {ist kismi 6lii mantar elemanlarini
icerdigi icin kazinarak atilir, tirnam orta ve alt tabakalar: almr. Ornekler hemen

incelenemeyecek ise buzdolabinda +4°C’de 3-5 giin saklanabilir (23).

Direkt mikroskobik inceleme

Orneklerin direkt mikroskobik incelenmesinde; dokunun erimesi ve mantar
elemanlarmin goriilebilmesi igin en sik %15-20 konsantrasyonda potasyum hidroksit (KOH)
¢ozeltisi kullanilir. Bunun yaninda %10 KOH, %10 sodyum hidroksit (NaOH), %20
KOH+%36 dimetil siilfoksit (DMSO), %5 gliserollii %25 KOH ya da %25 sodyum hidroksit
(NaOH) gibi ¢esitli karisimlar da kullanilabilir (2). Mikroskobik incelemede mantara ait hifler
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ve sporlar aranir. Tirnak 6rnekleri i¢in daha yogun konsantrasyonda KOH veya NaOH (%20-
25) kullanmak ve daha uzun siire beklemek gerekebilir (22, 23). Sag teli iceren preparatlarda
endotriks, ektotriks ve favik infeksiyonlar taninabilir (4, 23).

Mantar elemanlar1 Kalkoflor beyaz1 veya Kongo kirmizisi gibi glukana baglanan
floresans verici maddeler kullanilarak floresan mikroskobu ile goriilebilir (2, 4, 14). Histolojik
incelemeler icin periodic acid-Schiff (PAS) boyasi ve metanamin giimiis boyasi kullanilabilir
(14).

Mantar Kiiltiirii

Dermatofitlerin tiretilmesinde en sik kullanilan besiyeri SDA’dir. Bu besiyerine
kloramfenikol ve gentamisin eklenerek bakterilerin, siklohekzimid eklenerek saprofit
mantarlarin  olusturabilecegi kontaminasyon onlenebilir (14, 23). Kloramfenikol ve
siklohekzimid eklenmis Sabouraud pepton dekstroz agar (Emmon’s modifikasyonu) yaygin
olarak kullanilmaktadir (2). Patates dekstroz agar (PDA) bazi dermatofitlerin pigment
olusumunu ve konidyum gelisimini arttirarak mikroskobik taniy1 kolaylagtirmaktadir (22, 23).
Kullanilabilecek diger bir primer izolasyon besiyeri “Dermatofit Test Medium” (DTM)’dur.
Bu secici besiyeri yogun olarak kontamine olmus 6rneklerde dermatofitlerin varligini taramak
i¢in kullanilir. Bu besiyerinde dermatofitlerin tiremesi pH’da artisa neden olup fenol kirmizisi
indikatoriiniin rengini saridan kirmiziya c¢evirir (2, 4, 14). Trichophyton terrestre,
Chrysosporium tiirleri ve diger dermatofit disi mantarlar DTM’de {ireyebilir ve besiyerinin
rengini kirmiziya gevirebilir. Bazi Microsporum suslarinin bu besiyerinde yalanci negatif
sonuglar verebildigi belirtilmektedir (2, 14).

Mantar kiiltiirii igin 6ze ile, 6rnegin bir kismi besiyerinin yiizeyinde bir kismi da
icinde kalacak sekilde birkag noktadan ekim yapilir. Bu sekilde mantarin besiyerinin derin
kismindan besin, yiizeyinden oksijen saglamasi hedeflenir. Ekim yapilan besiyerleri genelde
20-25°C’de dort hafta siire ile inkiibasyona birakilir (14). Trichophyton verrucosum gibi bazi
tirler en iyi 37°C’de iredigi igin ¢ift besiyerine ekim yapilarak biri oda 1sisinda digeri
37°C’de inkiibasyona birakilabilir (7, 14, 23). Etiiv i¢ine su dolu kap konularak nemli ortam
saglanir.

Kiiltiirde tireyen mantarlarin tanisinda, makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri
onem tagir. Makroskobik inceleme ile kolonilerin yiizey rengi, taban rengi, bliyikliigi, yiizey

goriinimil (graniilli, pamugumsu, tiysliz, kadife goriinimlii gibi), ylizey sekli (kivrimli,
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burusuk, diizenli ya da diizensiz kenarli olusu) ve varsa besiyerine dagilan pigmenti incelenir.
Mikroskobik incelemede laktofenol pamuk mavisi ile hazirlanan selofan bant preparatinda

makrokonidyum ve mikrokonidyumlarin goriiniimii, hif ve spor yapilar1 incelenir (14, 22, 23).

Suglarin identifikasyonu ile ilgili testler
In-vitro kil delme testi

Bu test i¢in ¢ocuklardan alinmis ag¢ik renkli sag telleri ve koyun kili kullanilabilir
(66). Trichophyton mentagrophytes, M. canis ve M. gypseum sag¢ telinde dikey, koni seklinde
delinmeler olustururken, T. rubrum, M. audouinii ve M. praecox olusturmaz (Resim 5) (4, 14,
23).

Resim 5: In-vitro kil delme testi (42).

Ure hidrolizi deneyi

Bu amagla Christensen {ire agar veya sivi iire besiyeri kullanilir. Besiyerine ekim
yapildiktan sonra 27°C’de inkiibasyona birakilir. Ureaz iireten suslarda 2-6 giin sonra iirenin
parcalanmasi sonucu pH alkaliye doner ve fenol kirmizisi igeren besiyerinin rengi saman
sarisindan koyu pembeye dogru degisir (4, 14). Bu test T. rubrum’un tipik seklinin (iireaz
negatif), iireaz pozitif Afrika-Asya veya graniiler seklinden ve iireaz aktivitesi bulunan T.

mentagrophytes ve T. megninii’den ayirt edilmesinde kullanilir (4, 14, 22).

Pirincgli besiyerinde iireme

Bir erlenmayer igine 1 kisim piring 3 kisim su konur ve otoklavda steril edilir.
Daha sonra piring taneleri tizerine ekim yapilir. 25-30 °C’de iki hafta inkiibasyona birakilir.
Bu test M. equinum ve M. audouinii’yi M. canis’ten ayirt etmek i¢in kullanilir. Bu besiyerinde

M. canis iyi iirer ve ortama yayilan sar1 pigment olusturur (14). Microsporum equinum ve M,

21



audouinii piring taneleri tlizerinde zayif bir lireme ve sporlanma yaparak piring taneciklerini

kahverengiye doniistiirtir (4, 23).

Bromcresol purple-milk solids-glucose medium (BCP-MS-G) ’da iireme

Besiyerinde iiremenin sekline (yogun ya da siirli) ve pH indikatoriinde alkaliligi
gosteren renk degisikligine bakilarak degerlendirme yapilir. Test edilecek susun ekimi
yapildiktan sonra besiyeri 25 °C’de yedi giin inkiibasyona birakilir (67). Ozellikle T.
rubrum’u T. mentagrophytes kompleks’ten, 7. mentagrophytes’i M. persicolor’dan ayirt
etmek i¢in kullanilir. Trichophyton rubrum BCP-MS-G’de sinirli bir {ireme gosterip alkali bir
reaksiyon olusturmazken, T. mentagrophytes komplek iiyeleri yayilarak yogun bir tireme
gosterir ve alkali reaksiyon olustururlar. Microsporum persicolor besiyerine yayilarak yogun
tireme gostermesine ragmen alkali reaksiyon olusturmaz. Trichophyton mentagrophytes

besiyerinin orijinal rengi olan gok mavisini mor renge doniistiiriir (4, 14).

Ozel besin ve vitamin gereksinimi

Bazi dermatofit tiirleri besiyerlerinde inozitol, tiyamin, nikotinik asit ve histidin
gibi 6zel besinlere ihtiyag duymaktadir. Trichophyton tiirlerinin ayriminda ve tanisinda
kullanilmak iizere 6zel besin gereksinimlerine gore hazirlanmig Trichophyton agar besiyerleri
hazirlanmistir (68). Bu besiyerleri ticari olarak mevcuttur (Trichophyton agar 1-7, Difco).
Besin gereksinimleri, kontrol besiyeri ile spesifik vitamin veya amino asitlerle
zenginlestirilmis  besiyerlerindeki iireme karsilagtirilarak — belirlenebilir.  Tricophyton
verrucosum ve T. concentricum un iiremesi i¢in tiyamin Ve inozitol gerekmektedir. Vitamin

gereksinimi kismi oldugunda kontrol besiyerinde {iremede bir azalma goriiliir (14).

Isi toleransu testi

Is1 toleransi testi, T. mentagrophytes kompleksine ait suslarin T. terrestre’den ve
M. persicolor’dan, T. verrucosum’un T. schéenlleinii’den ve T. soudanense’nin M.
ferrugineum’dan ayirt edilmesinde faydalidir. Mantar kolonisinden alinan o6rnekler SDA
besiyerlerine ekilip 25-30°C ve 37°C’de inkiibasyona birakilir. Her iki 1s1 derecesindeki koloni
ozellikleri incelenir. Trichophyton mentagrophytes kompleksine ait suslar 37°C’de iyi tirerken

T. terrestre tiremez, M. persicolor ¢ok hafif iirer ya da hi¢ tiremez. Trichophyton verrucosum
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ve T. soudanense nin liremesi artarken 7. schoenlleinii ve M. ferrugineum "un iiremesinde bir

degisiklik olmaz (4, 22).

Molekiiler tant yontemleri

Dermatofitlerin  identifikasyonunda en yaygin kullanilan DNA bdlgeleri;
ribozomal DNA (rDNA) iizerinde ribozomal RNA’nin (rRNA) kiiciik alt tinitesini (18S),
bliyiik alt tinitesini (28S) ve 5,8S rRNA’y1 kodlayan gen bolgeleri, 18S rDNA ile 5,8S rDNA
arasinda kalan ITS1 (Internal transcribed spacer) bolgesi ve 5,8S rDNA ile 28S rDNA
arasinda kalan ITS2 bolgeleridir (Sekil 9) (15, 16, 69-72). ITS1 ve ITS2 bolgeleri ve
aralarinda kalan 5.8S rDNA bolgesi mantar DNA’sinin asir1 degisken bolgeleri iken (73), 18S
ve 28S rDNA bolgeleri korunmus bolgelerdir (16).

NTS

g
85 588

Sekil 9: Dermatofitlerin ribozomal DNA (rDNA) bolgesi (71).

ITS: Internal transcribed spacer, ETS: External transcribed spacer, NTS :Nontranscribed spacer

Dermatofitlerin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler yontemler arasinda;
mitokondrial DNA “restriction fragment length polymorphism” (RFLP) analizi (74),
rDNA’da bulunan 18S rDNA ve ITS bolgelerinin PZR (16) ve dizi analizi (75), “multipleks”
PZR (17), “LightCycler” PZR (76) ve “nested” PZR (18, 77) sayilabilir.

Suslar arasindaki epidemiyolojik iliskinin belirlenmesinde “Random amplification
of polymorphic DNA” (RAPD) (78) ve “Arbitrarily Primed PZR” (AP-PZR) (79) yontemleri

kullanilmaktadir.

Nested PZR
Nested PZR yénteminde, ardarda iki PZR yapilir. ilk PZR’de iki adet dis primer
kullanilarak hedef molekiil lizerinde uzunca bir bdlgenin amplifikasyonu yapilir (15-30

siklus). Ardindan bu amplifikasyon tiibiinden alinan 6rnekteki DNA’nin daha kisa bir boliimii
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ic primerlerle cogaltilir (15-30 déngii). I¢ primerler, dis primerlerin baglanma yerinin ic

kisminda kalan, kendilerine 6zgiil yerlere tutunmaktadir (Sekil 10) (80).
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Sekil 10: Nested PZR yontemi (80)

Multipleks PZR

Polimeraz zincir reaksiyonunun bir versiyonu olan multipleks PZR’de,
amplifikasyon tiipii igerisine klinik 6rnekte bulunabilecek farkli mikroorganizmalar veya ayni
mikroorganizma geni tizerindeki farkli hedef bolgeleri icin 6zgiil olan primerler kullanilarak,

¢ok sayida hedef ayn1 anda ¢ogaltilabilmektedir (81).

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

“Restriction fragment length polymorphism’> (RFLP) yonteminde DNA, uygun
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmekte ve ardindan olusan pargalar agaroz jel
elektroforezinde ayrilmaktadir. Her susa ait farkli biiyiikliik ve sayidaki DNA pargalari, o sus
icin tipleme profilini olusturmaktadir. RFLP yontemi hizli, basit ve ucuz bir yontem olmasina
ragmen fungal genomun kompleks olmasindan dolayr ¢ok sayida bant olusmaktadir. Bu
durum bantlarin ayrigmasint zorlastirmaktadir. Bundan dolayr bu yontemle orta derecede

iligkili izolatlar arasindaki klonal iliskiyi degerlendirmede zorluklar oldugu belirtilmektedir
(82, 83).
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Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

Polimeraz zincir reaksiyonu temelli tipleme ydntemleri; 6-20 bazlik PZR
primerlerinin baglandig1 bolgelerdeki degisimleri hedef almaktadir. Bu yontemler hizli, kolay
ve nisbeten ucuz yontemlerdir. “Random amplified polymorphic DNA’’ (RAPD) veya
“arbitrarily primed” PZR (AP-PZR) yontemleri, yaklasik 10 baz uzunlukta, rastgele secilmis
bir primer kullanmaktadirlar. Tek primer, suslar arasinda oldukga fazla sayida bant profili
olusturmakla birlikte, cogu durumda suslar arasindaki ayrimi saglayabilecek 1-3 tane sidetli
bant olusmaktadir (82).

Antifungal Duyarhhik Testleri

Giintimiizde, farkli mantar gruplarinin antifungal ilaglara in vitro duyarliligini
belirlemek amaci ile CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) tarafindan
standardize edilmis olan antifungal duyarlilik testi yontemleri mevcuttur (84). Mayalar igin
M27-A3 (85) ve kiif mantarlart icin M38-A2 (85) dokiimanlarinda belirtilmis olan
mikrodilisyon yontemleridir. Bunlardan kiif-mikrodiliisyon yontemi (M38-A2) son olarak
2008 yilinda giincellenmis olup dermatofit grubu kiif mantarlari icin de standart test
parametreleri icermektedir (86). Dermatofitlerin antifungal duyarlilik testleri ile ilgili yapilan
smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (87, 88).

Dermatofitozlarda Tedavi

Antifungal ilaglar genellikle fungistatik etkili olduklari i¢in dermatofit
infeksiyonlarinda -viicut bolgesine gore degismekle birlikte- uzun siireli (6zellikle tinea
unguiumda), sabirli ve diizenli tedavi uygulanmasi sarttir. Cogu zaman topikal tedavi yeterli
iken bazen sistemik antifungal ilaglarin da kullanilmasi gerekmektedir. Mikonazol,
klotrimazol, ekonazol, oksikonazol ve tiokonazol gibi azol tiirevleri topikal tedavide yaygin
kullanilan ilaglardir. Sistemik tedavide griseofulvin, ketokonazol, itrakonazol, flukonazol ve

terbinafin gibi antifungal ilaglar kullanilir (89).
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BOLUM 11

GEREC VE YONTEM

Kimyasal Ayiraclar ve Besiyerleri

%20’°lik Potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi
20 gr KOH (Carlo Erba) 100 ml distile suya yavasca cklenerek, Kkristaller

tamamen eriyene kadar karistirilmistir.

10x TBE tamponu

50 gr Tris base (Sigma-Aldrich, ABD), 27,5 gr borik asit (Merck, Almanya), 20
ml 0,5 M Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (AmpliChem, Almanya) (pH:8,0)’nin 1 litre
distile suda eritilmesiyle stok 10x TBE tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA) hazirlanmistir.
Hazirlanan 10x TBE soliisyonunun distile su ile 1/20 oraninda sulandirilmasi ile 0,5x TBE

tampon kullanma sollisyonu hazirlanmigtir.

Sabouraud dekstroz agar (SDA) (BBL, Becton Dickinson, Fransa)

Pepton 10 gr
Dekstroz 40 gr
Agar 15gr

Bir litre distile su ile 65 g Sabouraud dektroz agar hazir besiyeri igerigi karigtirtlip
burgulu kapakli cam tiiplere yediser ml dagitilmus ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildikten sonra 30 derecelik agiyla egik sekilde yatirilip sogumaya birakilmistir.

Patates dekstroz agar (PDA) (BBL, Becton Dickinson, Fransa)

Patates 6zl 4 gr
Dekstroz 20 gr
Agar 159r
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Bir litre distile su ile 39 gr patates dektroz agar hazir besiyeri icerigi karistirilip
burgulu kapakli cam tiiplere yediser ml dagitilmis ve otoklavda 121°C’de 15 dakika

sterilizasyondan sonra 30 derecelik aciyla egik sekilde yatirilip sogumaya birakilmstir.

Ure agar

Pepton lor
Glikoz 1gr
Sodyum kloriir Sgr
Disodyum fosfat 2.1gr
Potasyum dihidrojen fosfat 0.8 gr
Fenol kirmizisi 0.012 gr
Agar 12 gr

Yiiz mililitre distile su ile 2.1 gram hazir besiyeri igerigi karistirildiktan sonra,
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Besiyeri sicakligi yaklasik 50°C’ye indiginde
lizerine 5 ml steril iire soliisyonu (LAB M, International Diagnostics Group plc, ingiltere)
eklendikten sonra steril cam tiiplere yediser ml dagitilmis ve otoklavda 121°C’de 15 dakika

sterilizasyondan sonra 30 derecelik agiyla egik bir sekilde yatirilip sogumaya birakilmistir.

Dermatophyte agar (BBL, Becton Dickinson, Fransa)

Soya fastilyesi kiispesi papaik dijesti 10 gr
Glikoz 10 gr
Fenol kirmizisi 0.2 gr
Sikloheksimid 0.5¢r
Gentamisin 0.1gr
Tetrasiklin-HCL 0.1gr
Agar 20 gr

Yukaridaki igerik hazir besiyeri (petride) olarak temin edilmistir.
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Kalite Kontrol Suslar:
Calismada kontrol amaci ile kullanilan suslar, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi

Baskanligi Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK) Laboratuvarindan saglanmistir.

Aspergillus fumigatus RSKK 04005
Epidermophyton floccosum RSKK 03018
Trichophyton verrucosum RSKK 296
Trichophyton tonsurans RSKK 299
Trichophyton rubrum RSKK 486

Olgularin Se¢imi

Aydin Devlet hastanesi Dermatoloji Polikliniklerinden 01. 03. 2010- 30. 06. 2010
tarihleri arasinda dermatofitoz 6n tanis1 ile Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen 110
olgudan toplam 123 6rnek (63 deri kazintisi, 60 tirnak kazintisi) caligmaya alinmistir.
Lezyonun oOzelligi nedeni ile c¢aligmamiz igin yeterli miktarda Ornegin alinamamasi
durumunda, ayrica lokal ya da sistemik antifungal ila¢ kullandig1 6grenilen olgular galisma
dis1 birakilmustir.

Direkt mikroskobik inceleme, mantar kiiltiirii, morfolojik tanimlama testleri ve
molekiiler testler Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarinda yapilmistir. Calisma icin yerel Etik Kurul onayr ve il yerel

yonetiminden izin alinmistir

Orneklerin Ahnmasi

Ornek almacak bolge %70’lik etil alkol ile silinmistir. Steril bistiiri kullanilarak
deri lezyonlarinda lezyonun bittigi ve saglam dokunun basladigi aktif kenardan, tirnak
lezyonlarinda yapinin bozuldugu, renk degisikligi ve kalinlasma saptanan yerlerden, sagli deri
orneklerinde sa¢ telini igerecek sekilde kazinti 6rnegi alinmustir (2). Orneklerin tiimii ayni
arastirict tarafindan alinmistir. Oda 1sisinda laboratuvara ulastirilan ornekler ii¢ kisma
ayrilmis, ilk bolimden direkt mikroskobik inceleme, ikinci ve tiglincii boliimlerden mantar
kiltiri ve DNA izolasyon islemleri yapilmigtir. Bu 1ii¢ islem ayni giin icinde

gerceklestirilmistir.

28



Direkt Mikroskobik Inceleme

Temiz bir lam tiizerine birka¢ damla %20’lik KOH ¢d6zeltisi damlatilmis, iizerine
bir miktar kazint1 6rnegi eklenerek karistirilmig, tizerine lamel kapatilip oda 1sisinda 15-20
dakika bekletilmistir. Preparat mikroskopta x40 objektif ile incelenerek hif ve spor yapilari

aranmustir (23).

Mantar Kiiltiiri

Kazint1 6rneginden bir miktar, steril 6ze ile alinmis, SDA ve PDA besiyerlerine
batirilarak ekim yapilmis ve besiyerleri, 28°C’de iki aya kadar inkiibasyona birakilmustir.
Besiyerleri haftada {i¢ kez mantar iiremesi agisindan kontrol edilmistir. Besiyerinde iireyen
suslardan petrideki SDA, PDA ve dermatofit agar besiyerlerine pasaj yapilmis ve 28°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Sabouraud dekstroz agar (SDA) ve PDA besiyerlerinde suslarin
tireme hizi, koloni morfolojisi, koloni yiizeyinin ve tabaninin rengi incelenmistir. Suslarin
dermatofit agar besiyerinde treyip Uremedigi ve iireme sonrasinda besiyerinde renk

degisikliginin olup olmadigi gézlenerek kaydedilmistir (4).

Laktofenol Pamuk Mavisi Selofan Bant Y éntemi ile inceleme

Besiyerinde iireyen suslarin konidyospor ve hif yapist selofan bant yontemi ile
incelenmistir. Bunun i¢in temiz bir lam f{izerine birka¢ damla laktofenol pamuk mavisi
(Merck, Almanya) damlatilmis, selofan bandin yapiskan yiizii koloni {izerine hafifge bastirilip
cekildikten sonra boya ile temas edecek sekilde lam {izerine yapistirilmistir. Hazirlanan

preparat mikroskopta x10 ve x40 objektifler ile incelenmistir (22).

Ureaz Testi

Kiiltiirde iireyen kolonilerden kivrik uglu 6ze ile Christensen iire agar besiyerine
pasaj yapilarak yedi giin boyunca oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir. Besiyeri renginin
koyu pembeye doniismesi durumunda test pozitif, renkte herhangi bir degisme olmamasi

durumunda negatif olarak degerlendirilmistir (14).
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In-vitro Kil Delme Testi

Bu deney i¢in 1-2 cm boyunda kesilmis olan bir miktar koyun kili cam petri
kutusuna konularak otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve steril petri kutulari i¢ine
dagitilmistir. Her petriye 25 ml steril distile su ve %10’lik maya &ziitiinden (Difco) 0.1 ml
eklenmis ve bunlarin iizerine test edilecek suslar ekilerek 25-26°C’de 21 giin boyunca
izlenerek inkiibasyona birakilmistir. Ureme goriildiikten sonra inkiibasyonun bitimine kadar
test edilen mantarin kili delip delmedigi 3-4 giin ara ile 151k mikroskobunda (x40 biiyiitmeli
objektif) kontrol edilmistir. Bu amagla bir lam iizerinde laktofenol pamuk mavisi i¢ine birkag

koyun kil1 konularak {izerine lamel kapatilip hafifce isitilarak preparat hazirlanmistir (14).

Molekiiler Testler
DNA ekstraksiyonu
Klinik érneklerden DNA ekstraksiyonu

Klinik orneklerden direkt DNA ekstraksiyonu, Brillowska-Dabrowska ve ark.
(17)’nin bildirdigi yontemle yapilmustir.

1- 60 mM sodyum bikarbonat (NaHCO3), 250 mM potasyum kloriir (KCL) ve 50
mM Tris karisimindan olusan ekstraksiyon tamponu hazirlanmistir (pH=9,5).

2- Steril mikrosantrifiij tiibii i¢ine 100 ul ekstraksiyon tamponu ve iizerine kazinti
orneginden yaklasik 10 mg eklenmistir.

3- Kuru 1s1 blogunda (Techne, Ingiltere) 95°C’de 10 dakika inkiibasyona
birakilmustir.

4- Tiibe 100 pl % 2’lik sigir serum albumini (Difco) eklenmis ve 5 saniye vorteks
ile karistirilmugtir.

5- Hazirlanan DNA ekstraksiyon {iriinii ¢alisilana dek -20°C’de saklanmustir.

Kiiltiirlerden DNA ekstraksiyonu

Dermatofit kolonilerinden DNA ekstraksiyonu, “PureLink Genomic DNA Mini
Kit” (Invitrogen, ABD) ile, kit protokoliine uygun olarak yapilmustir.

1- Mikrosantrifiij tiibii icine 180 pul dijesyon tamponu ve iireyen kolonilerden bir
0ze dolusu micel konmustur.

2- Karigim iizerine 20 pl proteinaz K eklenip karigtirilmigtir.

3- Karigim, kuru 1s1 blogunda 55%C"de 1-4 saat inkiibasyona birakilmstir.
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4- Santrifiijde (Hettich Mikro 120 Zentrifugen, Almanya) 14000 devir/dk da 3
dakika ¢evrildikten sonra {ist kisim yeni bir mikrosantrifiij tiibiine aktarilmistir.

5- Tiibe 20 ul RNAaz A eklenip karistirilmis ve oda 1sisinda 2 dakika inkiibasyona
brrakilmustir.

6- Tiibe 180 pl eritme/baglama tamponu eklenmis ve karistirilmagtir.

7- Tiibe 200 pl %96°11k etil alkol eklenmis ve karistirilmistir.

8- Karisim toplama tiiplerinin i¢indeki filtreli tiiplere aktarilmustir.

9- Santrifiijde 10000 devir/dk da 1 dakika ¢evrilmistir.

10- Toplama tiibii degistirilmis ve karisima 500 pl yikama tamponu 1 eklenip
10000 g de 1 dakika santrifiij edilmistir.

11- Karisim yeni bir toplama tiibiine aktarilmis ve 500 pl yikama tamponu 2
eklenip 10000 g’de maksimum hizda 3 dakika santrifiij edilmistir.

12- Toplama tibi atilmig ve filtreli tiip steril bir mikrosantrifiij tiipi igine
yerlestirilmistir.

13- Uzerine 100 pl eliisyon tamponu eklenip oda 1sinda 1 dakika inkiibasyona
birakilmustir.

14- Maksimum hizda 1,5 dakika santrifiij edilmis, elde edilen ekstraksiyon tirtinii

caligilana dek -20°C’de saklanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Calismada kullanilan PZR sartlar1 Tablo III’te sunulmustur.
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Tablo I11: Polimeraz zincir reaksiyonu sartlari

PZR
Pri Hedef iiriinii PZR karisimi Isi-dongii cihaz1 (Mikrosantrifiij
rime
PZR d Primer dizisi gen bityiikliigii [HelixAmp Tag DNA polymerase kit Mastercycler Gradient, Germany) Kaynak
r a
' bolgesi (Baz (NanoHelix, South Korea) kullanilmustir] programi
¢ifti:b¢)
94°C°de 3 dk 6n denatiirasyonun
5 pl 10x Taq buffer, 4 pl 5x TuneUP ardindan 30 dongii olacak sekilde,
» CHS1 < OATCOAGTACATGTGCTCGE. soliisyonu, 1 pl ANTP mix (10 mM), 1 ul 94°C’de 1 dk denatilrasyon,
Ik tur PZR 1S CHS1 her bir primerden (10 pmol), 1.25 U Ta Garg ve
E (CHSLPZR) cHsL 5-CTCGAGGTCAAAAGCACGCC- 3’ _ 435 P pmot), L. 9 | 60°C’de 75 sn yapisma, 72°C°de 2008
geni ; ark.
8 " polimeraz, 5 pl ekstrakte DNA, Toplam 2 dk uzama ve 72°C’de 7 dk son
z hacim 50 pl olana kadar steril distile su uzama
c
e
=
(@)
©
e 94°C’de 3 dk 6n denatiirasyonun
o 5 pl 10x Taq bufter, 4 pl 5x TuneUP .
[<B) ardindan 40 dongii olacak sekilde,
(@] soliisyonu, 1 pul dNTP mix (10 mM), 1 pl 04%C de 1 dk denati
= " s - ’de enatiirasyon,
© Pan-dermatofit JF2 3" GCAAAGAAGCCTGGAAGAAG- 3 CHS1 her bir primerden (10 pmol), 1.25 U Taq 0 0 Garg ve
o 5'- CTCGAGGTCAAAAGCACGCC- 3’ ] 288 63°C’de 75 sn yapisma, 72°C’de
nested PZR JR2 geni polimeraz, 5 1/6 oraninda sulandirilmig 0 ark. 2009
) 2 dk uzama ve 72°C’de 7 dk son
ilk PZR(ITS 1 PZR) tirtiinii, Toplam
) o uzama
hacim 50 pl olana kadar steril distile su

CHS1: Kitin sentaz 1 geni
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Tablo 111’iin devami

PZR
. Hedef tiriinii PZR karigimi
Primer . . . . Isi-dongii cihaz1 (Mastercycler
PZR Primer dizisi gen bityiikliigii [HelixAmp Tag DNA polymerase kit . Kaynak
ad1 . Gradient, Germany) programi
bolgesi (Baz (NanoHelix, South Korea) kullanilmistir]
cifti:bg)
5 ul 10x Taq buffer, 4 ul 5x TuneUP soliisyonu, 94°C’de 4 dk 6n denatiirasyonun ardindan
X . S P . 0o
= . 1 wl NTP mix (10 mM), 1 pl her bir primerden 30 dongii olacak sekilde, 94°C’de 1 dk
g)_ Ik tur PZR 18SF1 5-AGGTTTCCGTAGGTGAACCT-3’ ITS1 300 (10 pmol), 1.25 U Taq polimeraz, 5 ul ekstrakte denatiirasyon, 55°C’de 2 dk yapisma, Uchida ve
n (ITS 1 PZR) 58S R1 5'-TTCGCTGCGTTCTTCATCGA-3' bélgesi DNA, Toplam hacim 50 pl olana kadar steril 72°Cde 90 sn uzama ve 72°C’de 10 dk son ark. 2009
1
8 distile su uzama
=
)
e
g
5_’ 5 ul 10x Taq buffer, 4 pl 5x TuneUP soliisyonu, 94%C’de 4 dk 6n denatiirasyonun ardindan
S . . N P . 0
E N Trichophyton 1 wl NTP mix (10 mM), 1 pl her bir primerden 30 dongii olacak sekilde, 94°C’de 1 dk
L N0 . Rub F1 5'- CCATTCTTGTCTACCTCACC- 3 ITS 1 (10 pmol), 1.25 U Tagq polimeraz, 5 ul 1/100 denatiirasyon, 60°C’de 15 sn yapisma, Uchida ve
E - rubrum-spesifik 150 . .
= 3 Rub R1 5'- CTCAGACTGACAGCTCTTCA -3 bolgesi oraninda sulandirtilmis ilk PZR (ITS 1 PZR) 72°C’de 15 snuzama ve 72°C’de 10 dk ark. 2009
Z 9 nested PZR - . .
c g urtini, Toplam hacim 50 pl olana kadar steril son uzama
2 distile su
o
c 5 ul 10x Taq buffer, 4 ul 5x TuneUP soliisyonu, 94°C’de 4 dk 6n denatiirasyonun ardindan
< Trichophyton 1l ANTP mix (10 mM), 1 pl her bir primerden | 30 déngii olacak sekilde, 94°C’de 1 dk
= mentagrophytes Van F1 3" ACGATAGGGCCAAACGTCCG -3 (10 1), 1.25U T li 51/100 it 60°C’de 15 Uchid
- mol), 1. aq polimeraz, enatiirasyon, >de 15 sn yapigma, chida ve
£ > 5- TCCAGCGTTGAGCCACTAAAG -3 ITS1 150 P aP e e
) spesifik nested Van R1 bélgesi oraninda sulandirilmis ilk PZR (ITS 1 PZR) 72°C’de 15 snuzama ve 72°C’de 10 dk ark. 2009
o
E PZR tirlinti, Toplam hacim 50 pl olana kadar steril son uzama
distile su
5 ul 10x Taq buffer, 4 ul 5x TuneUP soliisyonu,
Gliser Aldehit 3 Fosfat GA3PDs 1 pl ANTP mix (10 mM), 1 pl her bir primerden 94°C’de 4 dk 6n denatiirasyonun ardindan
Dehidrogenaz GA3PD 5’-TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC-3’ GA3PD 300 (10 pmol), 1.25 U Taq polimeraz, 5 pl ekstrakte 30 dongii olacak sekilde, 94°C’de 1dk Johnson ve
r
(GA3PD) PZR 5’-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3’ b'glen . DNA, Toplam hacim 50 pl olana kadar steril denatiirasyon, 60°C’de 1 dk yapisma, ark. 1994
012ES1 -
(Kontrol PZR) & distile su 72°C’de 30 sn uzama

ITS1: Internal transcribed spacer 1 bolgesi
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Agaroz jel elektroforezi

1- Ug gram agar (Basica Le, Prona, Ispanya) 150 ml 0.5x TBE tamponuna ilave
edilerek % 2’lik agaroz jel hazirlanmistir. DNA’larin goriintiilenebilmesi amaci ile 0.5x TBE
icinde agaroz eritildikten sonra igine 15 ul SYBR Safe (invitrogen, ABD) eklenmistir.

2- On mikrolitre PZR iriinii almp 2 pl yiikkleme boyasi ’loading dye’’
(Invitrogen, USA) ile karistirilmis Ve jel {izerindeki kuyucuklarina dagitilmustur.

3- Igerisinde 0.5x TBE tamponu bulunan tankta (Thermo, ABD) 80 voltta 1 saat
elektroforez uygulanmustir.

4- Ortaya ¢ikan DNA bantlari jel goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat, Fransa) ile

goriintliilenmistir.

Dizi analizi
T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR ile T. rubrum olarak
tanimlanan suslardan birine (117 no’lu sus) ve T. mentagrophytes olarak tanimlanan suslardan

birine (88 no’lu sus) Laboratuvarimizda dizi analizi uygulanmustir.

Piirifikasyon

Amplikonlar pureLink PZR piirifikasyon kiti (invitrogen, ABD) kullanilarak
iretici firma Onerilerine gore saflastirilmistir.

1. Amplikonlarin tamami yeni mikrosantrifiij tliplerine dagitilip lizerine dort kat
olacak sekilde baglama tamponu eklenmis ve karisim kit igerisinde bulunan filtreli tiiplere
aktarilmistir.

2. Filtreli tiipler 10000 g’de bir dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipleri
bosaltilip filtreli tiiplerin {izerine 650 pl yikama tamponu (W1) eklenmistir.

3. Santrifiijde 10000 g’de bir dakika ¢evrilmis, toplama tiipii bosaltildiktan sonra
tekrar 14000 g’de iki dakika daha ¢evrilmistir.

4. Filtreli tiipler eliisyon tiiplerine konulup 50 ul eliisyon tamponu eklenmis ve
oda 1s1sinda bir dakika inkiibasyona birakilmistir.

5. Santrifiijde 14000 g’de iki dakika ¢evrilmis ve elde edilen piirifiye DNA dizi
analizi i¢in yapilan PZR’da kullanilmustir.

Dizi analizi ncesi PZR ve presipitasyon, dizi analizi kiti (Beckman Coulter, CA,

ABD) kullanilarak iiretici firma onerilerine gore yapilmistir.
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Dizi analizi PZR "

Dizi analizi PZR’1 igin 20 ul son hacimde, 11 pl premiks, 2 ul dizi analizi primeri
ve 3 ul piirifiye DNA ile karisim hazirlanmis, 1s1 dongii cihazinda amplifikasyon (30 dongii
olacak sekilde, 60°C’de 20 saniye denatiirasyon, 50°C’de 20 saniye yapisma, 60°C’de 4

dakika uzama) uygulanmustir.

Presipitasyon

1. Mikrosantrifiij tiibii i¢inde karisim hazirlanmis [6rnek bagina; 2 pl 3 mM
sodyum-asetat (pH:5,2), 2 ul 100 mM EDTA (pH 8), 1 ul glikojen] 6rnek tiiplerine beser
mikrolitre dagitilmistir.

2. Uzerine PZR iiriinlerinin tamami konularak iyice karistirilmis ve 60 pl %
95’lik soguk etanol eklenip santrifiijde 14000 g’de +4°C’de 15 dakika gevrilmistir.

3. Ust kisim atilip dipte pellet birakilmis ve {izerine 200 pl % 70°lik soguk etanol
eklenip 14000 g’de +4°C’de 4 dakika santrifiij edilmistir.

4. Ust kistm alinip dipte kalan pellet oda 1sisinda 30 dakika kurutulmustur.

Pellet, 40 ul “’sample loading solution’’ (SLS) ile karigtirilarak CEQ 8000 genetic
analysis system (Becman Coulter, CA, ABD) ile iiretici firma onerilerine gore dizi analizi
yaptlmistir. Elde edilen dizilere gore tamimlama niikleotid BLAST programi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) ile gen  bankasindaki  niikleotid dizilerinin
karsilastirilmas: ile yapilmistir (yaklasik 288 baz ¢ifti (bg) biiylikliigiindeki gen bolgesi
dizileri karsilagtirilmis ve % 99-% 100 oraninda homoloji saptanmustir.

Pan-dermatofit PZR’da pozitif sonug veren fakat T. rubrum/T. mentagrophytes-
spesifik nested PZR ile negatif sonug veren ii¢ 6rnege (18, 53 ve 114 nolu 6rnek) , T. rubrum
olarak tanimlanan iki susa (72, 106 no’lu suslar) ve T. mentagrophytes olarak tanimlanan bir
susa (80 no’lu sus) da ticari bir firma (Macrogen, Korea) tarafindan dizi analizi

uygulanmustir.

Istatistiksel Analiz
Verilerin istatistiksel analizi icin SPSS 14.0 paket programi kullanilmistir. Oranlar
arasindaki farkin anlamliligini belirlemede Ki-kare testi, yontemler arasindaki uyumu

belirlemede kappa testi kullanilmustir.
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BOLUM 111

BULGULAR

Aydin Devlet Hastanesi Dermatoloji Polikliniginde 01. 03. 2010- 30. 06. 2010
tarihleri arasinda muayene olmus ve dermatofitoz 6n tanisi ile ayn1 hastanenin Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gonderilmis 110 hastanin (69’u kadin, 41°1 erkek) toplam 123 6rnegi (63 deri
kazmntis1, 60 tirnak kazintis1 drnegi) calismaya alinmistir. Ornek alinmasindan sonraki tiim
islemler Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda yapilmistir.

Calisma kapsamina alinan 123 6rnegin 76 (% 61,8)’s1 kadin hastalardan, 47 (%
38,2)’s1 erkek hastalardan alinmistir. Hastalarin yaslar1 4-82 (ortalama 44,85+16,39) arasinda
degismektedir.

Ornekler en fazla ayaktaki lezyonlardan alinmistir (Tablo 1V).

Tablo IV: Orneklerin alindiklar1 bdlgelere gore dagilimi

ORNEGIN ALINDIGI BOLGE SAYI (%)
Ayak tirnagi 52 (% 42,3)
Ayak derisi 31 (% 25,2)
Govde derisi 20 (% 16,2)
El tirnag1 8 (% 6,5)
El derisi 7 (% 5,7)
Sagli deri 3(%24)
Inguinal bolge derisi 2(%1,7)
Toplam 123

Orneklerin direkt mikroskobik olarak incelenmesi sonucunda 62 (% 50,4)’sinde
hif ve/veya spor yapilar1 goriilmiis (Resim 6), 30 (% 24,4)’'unda mantar kiiltlirlinde lireme

olmustur (Resim 7).
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Resim 7: Mantar kiiltiiriinde tiremis olan baz1 dermatofit suslari (44, 67, 95, 100, 106, 107, 111 no’lu
suslar).
Suslarin laktofenollii pamuk mavisi ile incelenmesi sonucunda 28’inin T. rubrum

(Resim 8), ikisinin T. mentagrophytes oldugu diistiniilmistiir (Resim 9).
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Resim 8: Selofan bant yontemi ile hazirlanmig preparatin mikroskobik goriiniimii, 20 no’lu no’lu sus

(x40 biiytitmeli objektif).

Resim 9: Selofan bant yontemi ile hazirlanmis preparatin mikroskobik goriiniimii, 88 no’lu sus (x40
biiylitmeli objektif).

Direkt mikroskobisi negatif bulunan o&rneklerin timiinde kiiltiirde treme
saptanmazken, direkt mikroskobik incelemesinde mantar elemanlar1 goriilen 6rneklerin 32’

sinin kiilttirtinde tireme saptanmamustir (Tablo V).
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Tablo V: Orneklerin direkt mikroskobi ve kiiltiir sonuclarmin karsilastirilmasi

Kiltir
Negatif Pozitif Toplam
negatif 61 0 61
Direkt -
mikroskobi pozitif 32 30 62
Toplam 93 30 123

Direkt mikroskobik inceleme ile klinik 6rneklerden direkt yapilan pan-dermatofit

nested PZR ve T. sonuglarinin

rubrum/  T. mentagrophytes-spesifik nested PZR

karsilagtirilmasi Tablo VI’da sunulmustur.

Tablo VI: Oreklerin direkt mikroskobik inceleme sonuglari ile pan-dermatofit nested PZR

ve T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR sonuglarinin karsilastirilmasi

) T. rubrum/ T.
Pan-dermatofit nested
mentagrophytes-
PZR -
spesifik nested PZR Toplam

Negatif | Pozitif | Negatif | Pozitif
mikroskobil pogitif | 4 58 5 57 62
Toplam 56 67 58 65 123

Mantar kiiltiiriinde aliman sonuglar ile klinik 6rneklerden direkt yapilan pan-
dermatofit nested PZR ve ve Trichophyton rubrum/ T. mentagrophytes-spesifik nested PZR
sonuglarinin karsilastirilmasi1 karsilastirilmast Tablo VII’da sunulmustur. Kiltiirtinde T.
rubrum tireyen iki ornekten direkt yapilan Pan dermatofit PZR sonucu negatif bulunmustur.
Bu o6rneklerden biri ayn1 zamanda direkt T. rubrum/ T. mentagrophytes-spesifik nested PZR
ile de negatif sonug¢ vermistir. Bununla birlikte bu iki 6rnekte direkt mikroskobik inceleme ile

mantar elemanlart goriilmiistiir.
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Tablo VII: Orneklerin mantar kiiltiirii sonuclar1 ile pan-dermatofit nested PZR ve
Trichophyton rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR sonuglarinin karsilastiriimasi

] T. rubrum/ T.
Pan-dermatofit
mentagrophytes-
nested PZR .
spesifik nested PZR Toplam
Negatif | Pozitif | Negatif Pozitif
Negatif 54 39 57 36 93
Kiiltir
Pozitif 2 28 1 29 30
Toplam 56 67 58 65 123

Mantar kiiltiiriinde tireme ilk olarak 8-17. (ort 12,33+2,23) giinlerde saptanmustir.
Kolonilerin olgunlagsmas: ortalama bir hafta stirmistir. Kiiltiirde tireyen 30 susun
makroskobik, mikroskobik ve fizyolojik ozelliklerine goére 28’i T. rubrum, ikisi T.
mentagrophytes olarak taninmistir (Tablo VI1II).
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Tablo VIII: Kiiltiirde iireyen suslarin morfolojik inceleme ve fenotipik identifikasyon sonuglar

. Koloni yiizey goriiniimii ve ) . .

Ornek no rengi Koloni tabami rengi Ureaz testi Kil delme testi Fenotipik identifikasyon
6 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
12 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Pozitif Negatif Trichophyton rubrum
20 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
25 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
30 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
37 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
40 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
41 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
44 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
45 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
51 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
52 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
57 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
67 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
69 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
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Tablo VIII’in devami

Koloni yiizey goriiniimii ve

Koloni dip

Ornek no rengi pigmentasyonu Ureaz testi Kil delme deneyi FenOtipiI;OigEthJifikasyon
71 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
79 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
80 Pamugumsu, beyaz Kirmizi-kahverengi Pozitif Negatif Trichophyton mentagrophytes
8l Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
88 Pudramst, beyaz Kirmizi-kahverengi Pozitif Negatif Trichophyton mentagrophytes
89 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
95 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
100 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
106 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
107 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
111 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
117 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
118 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
119 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
121 Pamugumsu, beyaz Kirmizi Negatif Negatif Trichophyton rubrum
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Ureaz testi suslarin 27’sinde negatif, {iciinde (12, 80 ve 88 no’lu drnekler) pozitif
bulunmustur. Ureaz pozitif suslardan biri T.rubrum (12 no’lu sus)’dur (Resim 10). Kil delme
testi suslarin hepsinde negatif bulunmustur. Trichophyton mentagrophytes suslar1 (80 ve 88
no’lu drnekler) lireaz pozitif olmasina ragmen kil delme deneyi negatif bulunmustur. Suslarin
hepsi Dermatofit agarda iiremis ve bu besiyerinin rengini kirmiziya ¢evirmistir (Resim 11).
Kiiltirde tireyen suslarin hepsinde PDA’da kirmizi ya da kirmizi-kahverengi pigment

olusumu gozlenmistir.

Resim 11: Dermatofit agarda iireyen 100 no’lu susun koloni gortiiniimii

Mantar kiiltiirtinde tireyen suslar, Pan-dermatofit nested PZR ve Trichophyton
rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR ile pozitif bulunmustur. Trichophyton
rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR’da suslarin 28’1 T. rubrum, ikisi T.
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mentagrophytes i¢in spesifik band olusturmus, boylece klasik yontemlerle alinan

identifikasyon sonuglari ile ayni sonuglar alinmistir.

Calismaya aliman 123 6rnegin PZR ile incelenmesinde; pan-dermatofit nested

PZR; o6rneklerin 67 (% 55,5)’sinde pozitif bulunmustur (Resim 12).

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 121314 15 16 17 18 19 20 21 22

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

Resim 12: Klinik 6rneklerin pan-dermatofit nested PZR sonuglari. 1, 100 bp DNA ladder; 2,
negatif kontrol; 3, pozitif kontrol (288 bp); 4, 5, 7-10, 12, 16, 19, 21, nested PZR negatif

ornekler; 6, 11, 13-15, 17, 18, 20, 22, nested PZR pozitif rnekler.

Trichophyton rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR; o&rneklerin 65
(%52,8)’inde pozitif (60’1 T. rubrum, 5’i T. mentagrophytes) bulunmustur (Resim 13).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

- D S D) S - GE—— - e e e o

Resim 13: Klinik 6rneklerin T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR sonuglari (iist
sira, T. rubrum-spesifik nested PZR sonuglari; alt sira T. mentagrophytes-spesifik nested PZR
sonuglart). 1, 19, 100 bp DNA ladder; 2, negatif kontrol; 3, pozitif kontroller (iistte T.rubrum,
altta T.mentagrophytes) (150 bp); 13, T. rubrum-spesifik nested PZR negatif, T.
mentagrophytes-spesifik nested PZR pozitif ornek; 4-12, 14-18, T. rubrum-spesifik nested
PZR pozitif, T. mentagrophytes-spesifik nested PZR negatif 6rnekler.

Kiiltiir ve nested PZR yontemlerinin beraber degerlendirilmesinde yontemlerin en
az biri ile alinan sonuglara gore orneklerin 69 (% 56,1)’unda dermatofit saptanmistir. Bu
orneklerin alindig1 60 olgunun (yedi hastadan ikiser, bir hastadan ti¢ 6rnek alinmigtir) 30 (%
50)’u erkek, 30 (% 50)’u kadindir. Olgularin yas1 ortalama yas1 47,01+16,96 olarak
hesaplanmistir. Dermatofitlerin 64 (% 92.8)i T. rubrum, besi (% 7.2) T. mentagrophytes’dir.
Ayni hastalarin farkli bolgelerinden alinan pozitif 6rneklerin tiimiinde T. rubrum saptanmustir.

Orneklerden elde edilen ekstraksiyon iiriinlerinde DNA varligini tesbit etmek icin
yapilan ve Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GA3PD) enzimini kodlayan gen bolgesini
hedefleyen PZR, tiim 6rneklerde pozitif bulunmustur (Resim 14).
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Resim 14: Klinik 6rneklerden bazilariin GA3PD PZR sonuglari. 1, 100 bp DNA ladder; 2,
negatif kontrol; 3-12, pozitif 6rnekler.

Trichophyton rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR’la T. rubrum olarak
pozitif bulunan bir 6rnek (71 nolu 6rnek), Pan-dermatofit nested PZR’la negatif bulunmustur.
Buna karsin, Pan-dermatofit nested PZR’la pozitif bulunan ti¢ 6rnek (18, 53, 114 nolu
ornekler), Trichophyton rubrum/Trichophyton mentagrophytes-spesifik nested PZR’1a negatif
bulunmustur (Tablo 1X).

Tablo IX: Pan-dermatofit nested PZR ile T. rubrum/ T. mentagrophytes-spesifik nested PZR

sonuglarmin karsilastirilmasi

T. rubrum/ T. mentagrophytes-
spesifik nested PZR

Negatif Pozitif Toplam
Negatif 55 1 56
Pan-dermatofit
nested PZR Pozitif 3 64 67
Toplam 58 65 123
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Deri ve tirnak orneklerin direkt mikroskobi, kiiltiir ve PZR sonuglarinin karsilastiriimasi

Tablo X’da sunulmustur.

Tablo X: Deri ve tinak Orneklerinin direkt mikroskobik inceleme, kiltir ve PZR
sonuclarinin karsilastirilmasi

Pan-dermatofit nested PZR
T.rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR
i T.rubrum/T.
Ornek | . Direkt _ Pan-dermatofit
. .. | mikroskobik | Kiiltiir mentagrophytes-
Tiirii PZR nested PZR o
(say1) inceleme (say1) spesifik nested PZR
sayl
(say1) Say1 % Say1 %
Negatif Negatif Negatif 32 84,2 32 84,2
38 45
(38) (45) Pozitif 6 15,8 6 15,8
Negatif .
Deri y 45 Pozitif 7 100,0 7 100,0
Pozitif (45)
(63) (25) Pozitit | Negatif 2 11,1 1 5,6
(18) Pozitif 16 88,9 17 94,4
Negatif Negatif Negatif 20 87,0 21 91,3
(23) (48) Pozitif 3 13,0 2 8,7
Negatif Negatif 2 8,0 4 16,0
Tirnak Pozitif (48) Pozitif 23 92,0 21 84,0
(60) (37) Pozitif N
(12) Pozitif 12 100,0 12 100,0

Direkt mikroskobik incelemede tirnak Orneklerinde pozitiflik orami deri
orneklerine gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.015). Kiiltiir ve PZR yontemleri ile
incelemelerde bu iki 6rnek tiirti arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir (p>0.05). Direkt
mikroskobi ve Kkiiltiir yontemleri arasinda orta diizeyde (kappa degeri=0,48), direkt
mikroskobi ile pan-dermatofit nested PZR arasinda iyi diizeyde (kappa degeri=0,78), direkt
mikroskobi ile Trichophyton rubrum/ T. mentagrophytes-spesifik nested PZR arasinda iyi
diizeyde (kappa degeri=0,78), kiiltiir ile pan-dermatofit nested PZR arasinda ortanin alti
diizeyde (kappa degeri=0,36), kiiltiir ile Trichophyton rubrum/ T. mentagrophytes-spesifik
nested PZR arasinda orta diizeyde (kappa degeri=0,41) ve pan-dermatofit nested PZR ile
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Trichophyton rubrum/ T. mentagrophytes-spesifik nested PZR’lar arasinda miikemmel
diizeyde uyum bulunmustur (kappa degeri= 0,93).

Fenotipik testler ve PZR ile T. rubrum ve T. mentagrophytes olarak tanimlanan iki sus
(swrasiyla 117 ve 88 nolu suslar) dizi analizi ile dogrulanmistir (Resim 15). Pan-dermatofit
nested PZR’la pozitif bulunan fakat T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR ile
negatif olarak bulunan ii¢ 6rnekten (18, 53 ve 114 no’lu 6rnek) elde edilen DNA’lara dizi
uygulanmis ve T. rubrum olarak tanimlanmistir (Resim 16). Trichophyton rubrum olarak
tanimlanan iki susa (72, 106 no’lu suslar) ve T. mentagrophytes olarak tanimlanan bir susa da

(80 no’lu sus) dizi analizi uygulanmis ve identifikasyon sonuglari dogrulanmaistir.

120 130 140 150 160 1
TAAAGACGTCACTGCUTCACATCTACGAATATACCACCCAGATAGGCATGGAAGTCAAGGGCACCCO

............. Jt I hmnhm i

Resim 15: 88 nolu sus (T. mentagrophytes) dizi analizi elektroferogrami

120 130 140 150 170
TCACITGCT CACAT CTACGAATATACCACCCAGAT JLGGC ATTGG AGGIICGAGGGCACCCAGGTT

it

Resim 16: 18 nolu sus (T. rubrum) dizi analizi elektroferogrami
sunulmustur.

Orneklerin direkt mikroskobik inceleme, kiiltir ve PZR sonuglari Tablo XI'de
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Tablo XI: Orneklerin direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir ve PZR sonuglari.

Ornek no Ornek tiirii Direkt Kiiltiir- fenotipik Pan-Dermatofit nested T. rubrum/ T. Kiiltiir ve/lveya PZR
mikroskobik identifikasyon PZR mentagrophytes-spesifik larin en az biri ile
inceleme nested PZR dermatofit varhgi
1 AD? Negatif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
2 ET? Negatif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
3 AT’ Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
4 AD" Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
5 ED® Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
6 GD° Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
7 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
8 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
9 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
10 GD Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
11 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
12 GD Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
13 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
14 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
15 SD Negatif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
16 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
17 ED Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
18 AT Negatif Negatif Pozitif Negatif Pozitif
19 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
20 ED Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
21 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
22 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
23 GD? Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
24 GD? Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
25 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
26 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
27 ET Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
28 ET Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
29 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
30 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
31 SD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
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.....Tablo XI’in devami

Ornekno | Ornek tiirii Direkt Kiiltiir Pan-dermatofit nested T. rubrum/ T. Kiiltiir ve/veya PZR
mikroskobik PZR mentagrophytes-spesifik larin en az biri ile
inceleme nested PZR dermatofit varhgi
32 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
33 AT® Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
34 ET® Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
35 ED Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
36 AD Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
37 GD' Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
38 AT’ Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
39 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
40 AT? Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
41 AD? Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
42 AT Pozitif Negatif Pozitif T. mentagrophytes Pozitif
43 GD Negatif Negatif Pozitif T. mentagrophytes Pozitif
44 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
45 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
46 iB Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
47 ED Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
48 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
49 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
50 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
51 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
52 AD" Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
53 AT Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif
54 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
55 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
56 IB Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
57 AD Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
58 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
59 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
60 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
61 AT Pozitif Negatif Negatif Negatif Negatif
62 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
63 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
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Tablo XI’in devam

Ornekno | Ornek tiirii Direkt Kiiltiir Pan-dermatofit nested T. rubrum/ T. Kiiltiir ve/veya PZR
mikroskobik PZR mentagrophytes-spesifik larin en az biri ile
inceleme nested PZR dermatofit varhgi
64 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
65 GD Negatif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
66 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
67 AD' Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
68 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
69 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
70 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
71 AD Pozitif T. rubrum Negatif T. rubrum Pozitif
72 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
73 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
74 AT Negatif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
75 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
76 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
77 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
78 AD' Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
79 AD Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
80 AD Pozitif T. mentagrophytes Pozitif T. mentagrophytes Pozitif
81 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
82 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
83 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
84 AD Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
85 AD Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
86 AD Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
87 ET Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
88 AD Pozitif T. mentagrophytes Pozitif T. mentagrophytes Pozitif
89 AD Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
90 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
91 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
92 ET Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
93 AD Negatif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
94 ED Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
95 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
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Tablo XI’in devami

Ornekno | Ornek tiirii Direkt Kiiltiir Pan-Dermatofit nested T. rubrum/ T. Kiiltiir ve/veya PZR
mikroskobik PZR mentagrophytes-spesifik larin en az biri ile
inceleme nested PZR dermatofit varhgi
96 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
97 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
98 AD' Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
99 AD Negatif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
100 AD Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
101 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
102 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
103 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
104 ET Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
105 SD Pozitif Negatif Pozitif T. mentagrophytes Pozitif
106 AD Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
107 AD Pozitif T. rubrum Negatif Negatif Pozitif
108 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
109 AT Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
110 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
111 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
112 GD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
113 AD Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif
114 AT Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif
115 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
116 ATX Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
117 AD" Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
118 ED® Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
119 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
120 AT Pozitif Negatif Pozitif T. rubrum Pozitif
121 AT Pozitif T. rubrum Pozitif T. rubrum Pozitif
122 AT Pozitif Negatif Negatif Negatif Negatif
123 ET Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif

AD: Ayak deri kazintis1, AT: Ayak tirnak kazintisi, ED: El deri kazintis1, ET: El tirnak kazintis1, GD: Gévde deri kazintis1, SD: Sach deri kazintisi, IB: Inguinal bolge

deri kazimtisy, ® ¢ & behniik Avn hastalarin farkli bélgelerinden alinan Grnekler
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BOLUM IV

TARTISMA

Dermatofitler tiim diinyada yaygin ve sik goriilen infeksiyon etkenleridir (90).
Dermatofitozlarin laboratuvar tanisi klasik olarak klinik orneklerin direkt mikroskobik
incelemesi ve mantar kiiltiirii ile yapilmaktadir. Tanida bu yontemlerin yetersiz kalabildigi
durumlarla karsilasilmakta, bu nedenle kisa siirede, kesin tani saglayan yeni yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir (18).

Dermatofitlerin tanisinda koloni 0zelliklerinin incelenmesi ve mikroskobik
morfoloji 6nem tasir (91). Morfolojik ozelliklere dayali tan1 yontemleri besiyeri, sicaklik
degisiklikleri gibi ortam kosullarindan etkilenir. Hastaya uygulanan antifungal tedavi suslarda
morfolojik degisikliklere yol agabilir. Meydana gelen atipik koloniler nedeniyle fenotipik
ozelliklere dayali tan1 zorlasir (70, 79, 91). Molekiiler biyoloji temelli tan1 yontemlerinin
geligmesi ile dermatofitozlarin tanisi ve etkenin identifikasyonu ile ilgili sorunlarin ¢oziildigii
ve epidemiyolojik bilgilerin arttigi bildirilmektedir (3). Molekiiler yontemler patojen
mikroorganizmalarda genetik farkliliklarin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Genotipik
ozellikler fenotipik 6zelliklere gore dis ortam kosullarindan daha az etkilendikleri i¢in daha
duyarlidir ve kesin sonuglar vermektedir (79). Molekiiler biyolojik testlerin bir diger avantaji,
birden fazla etkenin neden oldugu infeksiyonlarda etkenleri ayirt edebilmesidir (92). Bu
testlerle, ayni tir icindeki suslarin genetik olarak iligkili olup olmadiklar1 da
aragtirilabilmektedir. Boylece izole edilen etken mantarin kaynagi belirlenebilmekte ve
hastane ya da toplum kaynakli infeksiyonlarin ayrimi yapilabilmektedir (83).

Dermatofitlerin mitokondriyal DNA (mtDNA) ve ribozomal DNA (rDNA)’lar
hedef alinarak yapilan c¢aligmalarla dermatofit tiirleri arasindaki filogenetik iligki
belirlenebilmistir (3). Yapilan bir ¢alismada dermatofitlerin kromozomal DNA’sinin G+C
orant %48.7-%50.3 arasinda oldugu bildirilmistir (93).

Calismamizda dermatofitoz On tanisi alan 110 hastadan alinan 123 klinik 6rnek
incelenmistir. Orneklerin 62 (% 50,4)’sinde direkt mikroskopik incelemede mantar elemanlari
goriilmiis, 30 (% 24,4)’unda mantar kiiltiirinde dermatofit tiremistir. Direkt mikroskobisi
pozitif olan 6rneklerin 30 (% 48,4)’unda kiiltiirde tireme gozlenirken, direkt mikroskobisi
negatif bulunan Orneklerin kiiltiiriinde lireme saptanmamistir. Dermatofitoz 6n tanisi ile

incelenen Orneklerde direkt mikroskobi ve mantar kiiltiiriiniin pozitiflik oranlarini sirasi ile
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Ozekinci ve ark (11) % 19,7 ve % 13,9; Kogoglu ve ark (94) % 35,4 ve 26,2; Meri¢ ve ark
(95) % 13,1 ve % 13,6; Arca ve ark (96) % 77 ve % 23; Kardjeva ve ark (97) % 93 ve % 22,
Garg ve ark (98) % 63,4 ve % 25; bulmuslardir. Calismalarda direkt mikroskobik inceleme
sonuglarmin farkli oranlarda bulunmasi hasta se¢imi, 6rneklerin uygun yerden alinmamasi,
uygulanan KOH soliisyonunun farkli konsantrasyonda olmasi veya hazirlanan preparatlarin
bekletme siirelerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir (19). Calismamizda oldugu gibi genel
olarak mantarlarin direkt mikroskobide saptanma oranlari, kiiltiirde iireme oranlarina gore
daha yiiksek bulunmaktadir (96-98). Bu durum oOrnekte mantar yapilarinin az sayida
bulunmasi ya da 6rnek alinan bolgedeki hiflerin canliligini yitirmis olmasi gibi faktorlerle
kiiltirde iiremenin saptanamamasi ile a¢iklanabilmektedir (12, 18).

Dermatofitozlarin uygun sekilde tedavi edilebilmesi igin etkenin hizli ve dogru
tanis1 Onem tagimaktadir. Direkt mikroskobik inceleme klinik Orneklerde mantar
elemanlarinin saptanmasi i¢in hizli bir yontem olmasina ragmen tiire spesifik degildir ve % 85
oraninda duyarlilik gostermektedir (47). In-vitro kiiltiir ydnteminin ise duyarliligi diisiik olup
uzun siireli inkiibasyon (4 haftaya kadar) gerektirmektedir. Dermatofitler, antifungal tedavi
altindaki hastalarda tipik koloni morfolojisi gostermeyebilir (99). Kiiltiirde ireyen
dermatofitlerin tanisi i¢in ¢ogu zaman uzun silire gerektiren, zahmetli ve her zaman kesin
sonuglarin alinamadig: testlerin yapilmasi gerekmektedir. Bu testler arasinda T. rubrum’u ve
T.mentagrophytes’i ayirmada en sik iireaz ve kil delme testi kullanilmaktadir. Calismamizda
T. mentagrophytes suslart yaninda T. rubrum suslarindan biri de iireaz pozitif bulunmus,
bunun yani sira beklenenin aksine T. mentagrophytes suslarinin kil delme testi negatif
bulunmustur. Graser ve ark (100), molekiiler yontemlerle tanimladiklar1 233 T. rubrum
susunun 19’unun ireyi hidrolize ettigini bildirmislerdir. Benzer sekilde iireaz testinde (40,
101, 102) ve kil delme testinde (103, 104) alinan sonuglarin bu iki tiirii ayirmada yeterli
olamayabilecegi bildirilmistir.

Calismamizda; mantar kiiltiiriinde tireyen 30 susun 28’i T. rubrum, ikisi T.
mentagrophytes olarak tanimlanmstir. Ulkemizde yapilan calismalarda benzer sekilde, en sik
izole edilen etkenin T. rubrum oldugu, bunu T. mentagrophytes’in izledigi bulunmustur (8,
10- 12). Bu ¢alismalarda T. rubrum ve T. mentagrophytes bulunma oranlari sirasiyla % 64,5-
% 20,4; % 65,2-%18,8; % 69,2-% 8; % 68,4-% 18,4 olarak bildirilmistir. Baz1 ¢alismalarda
diisiik oranlarda E. floccosum, T. tonsurans, T. violaceum ve M. canis gibi tiirlerin saptandigi

bildirilmistir (10-12). Onceki yillarda Aydm’da yapilan bir calismada saptanan dermatofitler
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T. rubrum (94 sus), T. mentagrophytes (dort sus) ve E. floccosum (bir sus) olarak bulunmustur
(9). Bazi ¢alismalarda kutanéz mantar infeksiyonlarinda Candida tiirleri ve kiif mantarlarinin
da etken olabilecegi belirtilmistir (65, 105, 106). Ozellikle saprofit kiif mantarlarmin
izolasyonu durumunda etken denilebilmesi i¢in tekrarlayan Kkiiltiirlerde de ayni mantarin
tiretilmesi gerekmektedir. Calismamizda kiiltiirlerde dermatofit disinda mantar {iremesi
olmamustir.

Calismamizda dermatofitler en sik (% 53,3) ayak derisinden alinan 6rneklerden
izole edilmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda benzer sekilde, en sik goriilen dermatofitoz
tablosunun tinea pedis oldugu bildirilmistir (8-12).

Son yillarda dermatofitoz tanisinda molekiiler yontemlerin kullanildigi calismalar
giderek artmaktadir. Molekiiler yontemler; kiiltiirde iireyen suslarin tiir tanisinda oldugu gibi,
dermatofitlerin klinik 6rneklerden direkt olarak saptanmasinda da kullanilabilmekte, klasik
yontemlere gore kisa siirede ve genellikle kesin sonuglar vermektedir (3). Calismamizda
kiiltiirde ireyen 30 sus pan-dermatofit nested PZR ile dermatofit olarak, T. rubrum/T.
mentagrophytes-spesifik nested PZR ile tiir diizeyinde, ayn1 giin iginde ve ek teste gerek
kalmadan taninmistir. Yapilan bazi calismalarda kiiltiirde iiremis ancak identifikasyonu
yapilamamis olan bazi suslarin PZR ile dogru olarak tanimlandig: bildirilmistir (75, 77).

Molekiiler yontemlerin ilk agamasi olan DNA izolasyonu i¢in ¢esitli ¢alismalarda
farkli yontemler kullanilmistir (16, 19, 72, 76). Sikg¢a kullanilan fenol-kloroform-izoamil alkol
yontemi diisiik maliyetli olmasina ragmen zahmetli olmasi ve toksik maddelerin kullanimini
gerektirmesi gibi dezavantajlara sahiptir (19, 69, 98). Bazi ¢alismalarda (72, 76) kullanilan
ticari kitler ise uygulama kolayligina ragmen maliyeti ylikseltmektedir. Bu ¢alismada kiiltiirde
iireyen suslardan DNA izolasyonu ticari kit ile yapilmis, ancak 6n ¢alismalarda direkt kazinti
orneklerinden DNA izolasyonunda bu yontemin yetersiz oldugu diisliniilmiistiir. Direkt
kazint1 6rneklerinden DNA izolasyonu i¢in Brillowska-Dabrowska ve ark (17) tarafindan
gelistirilen kolay ve hizli (yaklasik 10 dakika) olan yontem kullanilmistir. Bu yontemin tiim
laboratuvarlarda kolayca uygulanabilir olmasi, maliyetinin diisiik olusu ve normalde DNA
izolasyonu zor olan keratinize dokulardan DNA izolasyonunu saglamasi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Calismamizda kontrol PZR (GA3PDH PZR) ile tiim klinik 6rneklerden
DNA’nin izole edildigi gosterilmistir.

Dermatofitozlarin tanisinda kullanilan molekiiler yontemler arasinda PZR (16,

96), PZR-RFLP (69) ve PZR-dizi analizi (107) bulunmaktadir. Turin ve ark (16) kiiltiirde
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tiretilen dermatofitlerden ve kazinti1 6rneklerinden yapilan 18S rDNA’y1 hedefleyen PZR ile
dermatofit tiirlerinin ayrilamadigini, ITS bdlgesini hedefleyen PZR ile bu ayrimin
yapilabildigini; 20 6rnegin 12’sinde kiiltiirde tireme saptandigini (11 dermatofit, 1 Candida
spp.), 10’unda PZR ile pozitif sonug¢ alindigimi bildirmistir. Arca ve ark (96), onikomikoz
siiphesi olan 52 hastadan alinan 6rneklerin 40 (% 77,7)’1n1 direkt mikroskobi ile pozitif, 12
(% 23)’sini kiiltiir ile pozitif ve 20 (% 38)’sini mantarlarin ITS bolgesini hedefleyen (ITS1-
ITS4 primerleri) PZR ile pozitif bulmuslardir. Bu ¢alismalarda goriildiigii gibi mantarlar
tanimlamada 18S rDNA ya da ITS bolgesini ¢ogaltan genel primerlerin secildigi PZR ile
orneklerde dermatofitlerin saptanma oranlari klasik yontemlere gore daha diisiitk bulunmustur.
Kano ve ark (107) infekte hayvanlardan alinan yedi klinik 6rnekte (deri ve kil
ornekleri) dermatofitlerde bulunan kitin sentaz 1 (CHS1) gen bélgesini hedefleyen PZR
riiniine dizi analizi uygulayarak bes M. canis, bir M. gypseum ve bir T. mentagrophytes
bulduklarin1 bildirmiglerdir. Dizi analizi yontemi ile kesin sonuglar alinabilse de 6zellikle alt
yapisi yeterli olmayan laboratuvarlarda rutin tanida bu yontemin uygulanabilirligi diistiktiir.
Calismamizda direkt klinik Orneklerde ve kiiltiirden izole edilen suslarda iki
aragtiricinin (77, 98) tarif ettigi sekilde nested PZR uygulanmistir. Garg ve ark (18, 98) ve
Uchida ve ark (77), yapmis olduklar1 ¢alismalarda nested PZR’nin dermatofitlerin
saptanmasinda ilk tur PZR’den daha basarili oldugunu bildirmislerdir. Garg ve ark (98)
onikomikoz siipheli 152 tirnak 6rneginin 96 (% 63,4)’sin1 direkt mikroskobi ile pozitif, 121
(% 79,6)’ini pan-dermatofit nested PZR ile pozitif, 38 (% 25)’ini kiiltiir ile pozitif (dermatofit
tiremistir) bulmuslardir. Gark ve ark (18) ayni yontemi kullandiklar1 diger ¢aligmalarinda
dermatofitoz siipheli 105 deri 6rneginin 67 (% 63,8)’si direkt mikroskobi ile pozitif, 87 (%
82,8)’si pan-dermatofit nested PZR ile pozitif, 25 (% 23,8)’inde kiiltiirde dermatofit {iremesi
saptanmistir. 50 sa¢ O6rneginin 29 (% 58)’u direkt mikroskobi ile pozitif, 43 (% 86)’l pan-
dermatofit nested PZR ile pozitif, 15 (% 30)’inde kiiltiirde dermatofit liremesi saptanmistir.
Garg ve ark (18, 98) bu ¢alismalarindan elde ettigi sonuglara gore dermatofitozlarin tanisinda
pan-dermatofit nested PZR’nin altin standart olarak degerlendirilebilecegini dnermislerdir.
Uchida ve ark ( 77), direkt mikroskobisinde mantar elemanlar1 goriilen 206 6rnegi
(126 deri, 80 tirnak 6rnegi) dahil ettikleri ¢aligmalarinda, kiiltiir temelli morfolojik yontemler
ile T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR sonuglarini karsilagtirmislardir. Kiiltiir

temelli morfolojik yontemler ile deri ve tirnak 6rneklerinin sirasiyla 84 (% 67)’t ve 26 (%
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33)’s1 pozitif bulunurken, PZR incelemelerinde sirastyla 120 (% 95)’si ve 79 (% 99)’u pozitif
bulunmustur.

Bu ¢alismada dermatofitlerin CHS1 genini hedefleyen pan-dermatofit nested PZR
ve ITS1 bolgesini hedefleyen T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR hizli ve
kiiltiire gore yiliksek oranda pozitif sonu¢ vermistir. Toplam 123 klinik 6rnegin 62 (%
50,4)’sinde direkt mikroskobi pozitif bulunmus, 30’unda (%?24.4) kiiltiirde iireme olmustur.
Pan-dermatofit nested PZR 6rneklerin 67 (% 54,5)’sinde, Tricophyton rubrum/ Tricophyton
mentagrophytes nested PZR 65 (% 52,9) ’inde pozitif sonug¢ vermistir. Direkt mikroskobisi
pozitif bulunan 62 O6rnegin 30’unda (% 48,3) kiiltiirde iireme olmus, buna karsin pan-
dermatofit nested PZR ve Tricophyton rubrum/ Tricophyton mentagrophytes-spesifik nested
PZR sirasiyla 58 (% 93,5)’inde ve 57’sinde (% 91,9) pozitif sonu¢ vermistir. Direkt
mikroskobisi pozitif olan 6rneklerin dérdiinde (% 6,5) pan-dermatofit nested PZR, besinde (%
8,1) T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR negatif sonu¢ vermistir. Buna karsin
direkt mikroskobisi negatif olan dokuz (% 14,8) 6rnekte pan-dermatofit “nested PZR”, sekiz
(% 13,1) ornekte T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR pozitif bulunmustur.
Kiiltiirde tiremesi olan bir ornekte PZR negatif bulunurken, kiiltiirde tliremesi olmayan
orneklerin 39 (% 41,2)’unda PZR pozitif bulunmustur. Tiim 6rneklere uygulanan CHS1 ilk
tur PZR ve ITS 1 ilk tur PZR’lar orneklerin sirasiyla % 18,7 ve % 30,1’inde pozitif
bulunmustur.

Direkt mikroskobisi pozitif olan deri 6rneklerinin % 72’sinde kiiltiirde iireme
saptanirken, pan-dermatofit nested PZR ve T. rubrum/T.mentagrophytes-spesifik nested PZR
sirastyla % 92 ve % 96’sinda pozitif bulunmustur. Direkt mikroskobisi pozitif olan tirnak
orneklerinin % 32,4’linde kiltiirde tireme saptanirken, pan-dermatofit nested PZR ve T.
rubrum/T.mentagrophytes-spesifik nested PZR sirasiyla % 94,6 ve % 89,2’sinde pozitif
bulunmustur. Trichophyton rubrum/T. mentagrophytes-spesifik “nested” PZR’la T. rubrum
olarak pozitif bulunan bir 6rnek, pan-dermatofit nested PZR’la negatif bulunmustur. Buna
karsin, pan-dermatofit nested PZR’la pozitif bulunan ti¢ 6rnek, T. rubrum/T. mentagrophytes-
spesifik nested PZR’la negatif bulunmustur. Pan-dermatofit nested PZR ile T. rubrum/T.
mentagrophytes-spesifik nested PZR arasinda uyum kappa testi ile miikemmel bulunmustur.
Az sayida Ornekte, direkt mikroskobi pozitif saptanmasina karsin PZR yontemleri negatif
bulunmustur. Pan-dermatofit nested PZR ile dermatofit tiirii belirlenememekte, tiir tayini i¢in

dizi analizi gibi baska bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. T. rubrum/T. mentagrophytes-
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spesifik nested PZR ayni anda en sik goriilen iki dermatofiti ek teste gerek kalmadan
saptamakta ancak bu iki tiir disindakileri saptayamamaktadir.

Mantar Kkiiltiiriinde {ireme saptanan iki Ornekte pan-dermatofit PZR pozitif
bulunmus olup bu orneklerin biri T. rubrum/T.mentagrophytes-spesifik nested PZR ile T.
rubrum olarak tanimlanirken diger 6rnek negatif bulunmustur.

Calismamizda; kiiltiir ve/veya nested PZR’lar ile 6rneklerin 64 (% 92,8)’tiinde T.
rubrum, 5 (% 7,2)’inde T. mentagrophytes saptanmis olup hig¢birinden dermatofit dis1 kiif ya
da maya izole edilmemistir.

Calismamizda kullanilan molekiiler testler ile dermatofitoz etkenleri hizli bir
sekilde tir diizeyinde tamimlanabilmistir. Alt yapist uygun olan laboratuvarlarda
dermatofitozlarin rutin tanisinda molekiiler yontemlerin uygun bir tani araci olabilecegi

sonucuna varilmistir.
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SONUC

Calismaya alinan 123 6rnegin 62 (% 50,4)’sinde direkt mikroskobik incelemede
mantar eleman1 gorilmiis, 30 (% 24,4)’unun mantar kiiltiiriinde dermatofit iiremistir.
Orneklerin 67 (% 54,5)’sinde pan-dermatofit nested PZR, 65 (% 52,9)’inde T. rubrum/T.
mentagrophytes nested PZR pozitif bulunmustur. Kiiltiirde tireyen suslarin identifikasyonunda
klasik yontemler ile T. rubrum/T. mentagrophytes nested PZR ayni sonug¢ vermis (28 T.
rubrum, ikisinde T. mentagrophytes), suslarin tamami pan-dermatofit nested PZR ile pozitif
bulunmustur.

Calismamizda pan-dermatofit nested PZR ve T. rubrum/T. mentagrophytes-
spesifik nested PZR kiiltiire gore hizli ve yiiksek oranda pozitif bulunmustur. PZR ve direkt
mikroskopi ile alinan pozitif sonuglar birbirine yakindir. Pan-dermatofit nested PZR ile
ornekte dermatofitin var oldugu, T. rubrum/T. mentagrophytes nested PZR ile 6rnekte bu iki
tiiriin direkt olarak saptanabilmesi miimkiin olmustur.

Direkt mikroskobisi pozitif olan 6rneklerin dordiinde pan-dermatofit nested PZR,
besinde T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR ile negatif sonu¢ alinmistir. Buna
karsin direkt mikroskobisi negatif olan dokuz 6rnekte pan-dermatofit nested PZR, sekiz
ornekte T. rubrum/T. mentagrophytes-spesifik nested PZR pozitif sonu¢ vermistir. Kiiltiirde
tremesi olan bir ornekte her iki PZR negatif bulunurken, kiiltiirde iiremesi olmayan 39
ornekte her iki PZR’dan en az biri pozitif sonug vermistir.

Calismamizda kullanilan molekiiler testler ile dermatofitoz etkenleri hizli bir
sekilde tir diizeyinde tanimlanabilmistir. Alt yapist uygun olan laboratuvarlarda
dermatofitozlarin rutin tanisinda molekiiler yontemlerin uygun bir tani araci olabilecegi

sonucuna varilmistir.
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OZET

DERMATOFITOZLARIN TANISINDA MOLEKULER YONTEMLERIN
KULLANILMASI

Dermatofitler tiim diinyada yaygin ve sik olarak goriilen infeksiyon hastaliklarina
(dermatofitoz) neden olan mantarlardir. Bu infeksiyonlarin tanisinda, kullanilan klasik
yontemlerden; direkt mikroskobide yalanci negatiflikler goriilmekte ve tiire spesifik tan
yapilamamaktadir. Mantar kiiltiiri ise 6zgll bir yontem olmasina ragmen iireme i¢in uzun
inkiibasyon siiresi gerektirmekte ve izolatlarin dogru olarak identifiye edilebilmesi i¢in ¢ogu
zaman ek testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada dermatofitozlarin tanisinda molekiiler
yontemlerin yerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Aydin Devlet Hastanesi Dermatoloji Polikliniginden 01. 03. 2010- 30. 06. 2010
tarihleri arasinda dermatofitoz siliphesi ile ayni hastanenin Mikrobiyoloji Laboratuvarina
yonlendirilen 110 hastadan alinan 123 6rnek (63 deri kazintisi, 60 tirnak 6rnegi) ¢alismaya
dahil edilmistir. Orneklerin mikrobiyolojik ve molekiiler incelemeleri Adnan Menderes
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapilmustir.
Ornekler % 20’lik potasyum hidroksit soliisyonu ile direkt mikroskobik olarak incelenmis,
mantar kiiltiirli i¢cin Sabouraud dekstroz agar ve patates dekstroz agar besiyerlerine ekilmistir.
Kiiltiirde iireyen suslara ve kazint1 orneklerine direkt olarak dermatofitlerin kitin sentaz 1
(CHS1) gen bolgesini hedefleyen primerlerle pan-dermatofit nested PZR, bunun yani sira
Tricophyton rubrum ve Tricophyton mentagrophytes’e ozgii primerlerle nested PZR
uygulanmistir. PZR yontemleri arasinda uyumsuzluk saptanan orneklerde dizi analizi ile
taniya gidilmistir.

Orneklerin 62 (% 50,4)’sinde direkt mikroskobik incelemede mantar elemanlari
gorilmiis, 30 (% 24,4)’unun kiiltiirtinde dermatofit tiremistir. Kiiltiirde lireyen suslarin klasik
yontemler ve T. rubrum/T. mentagrophytes nested PZR ile identifikasyon sonuglar1 ayni
bulunmustur. Orneklerin 67 (% 54,5)’sinde pan-dermatofit nested PZR, 65 (% 52,9)’inde T.
rubrum/T. mentagrophytes nested PZR pozitif sonug vermistir.

Calismamizda kullanilan molekiiler tan1 yontemleri ile dermatofitoz etkenleri hizl

bir sekilde tiir diizeyinde tanimlanabilmistir. Alt yapist uygun olan laboratuvarlarda
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dermatofitozlarin rutin tanisinda molekiiler yontemlerin uygun bir tani araci olabilecegi

sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dermatofitoz, nested PZR

Yazisma adresi: Dr.Yasin TIRYAKI
Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiiltesi

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, AYDIN
Tel: (+90) (256) 4441256/3382
E-posta: y_tiryaki74@hotmail.com

61


tel:(+90)(256)4441256/3382

SUMMARY
THE USAGE OF MOLECULAR METHODS IN THE DIAGNOSIS OF
DERMATOPHYTOSIS

Dermatophytes are fungi which are widespread throughout the world, and are
responsible for the common disease of dermatophytosis, or ringworm. In the diagnosis of
these infections by classical methods, direct microscopy can give false negatives, and species-
specific diagnosis is not possible. Although fungal culture is a specific method, a long
incubation period is needed for propagation, and there is often a need for supplementary tests
to identify the isolates correctly. The purpose of this study was to examine the use of
molecular methods in the diagnosis of dermatophytosis, and to discover whether they have
any advantage over classical methods.

Included in the study were 123 samples (63 skin and 60 nail) taken from 110
patients who attended Aydin State Hospital Dermatology Polyclinic between 1.3.2010 and
30.6.2010 with suspected derematophytosis and who had been sent to the Microbiology
Laboratory of the same hospital. Microbiological and molecular examination of the samples
was performed in the Microbiology Laboratory of the Adnan Menderes University Research
and Application Hospital. Samples were directly examined microscopically with a 20%
solution of potassium hydroxide, or were placed on Sabouraud dextrose agar and potato
dextrose agar broths for fungal culture. Pan-dermatophyte nested PCR with primers targeting
the chitin synthase 1 (CHS1) gene region, and also nested PCR with primers specific to
Tricophyton rubrum and Tricophyton mentagrophytes were carried out on the strains
produced in the cultures and directly on the collected samples. In samples where
inconsistencies were found between PCR methods, this was resolved using identification by
sequence analysis.

Fungal components were seen in 62 (50.4%) of the samples, and dermatophytes
were produced in 30 (24.4%) of the cultures. Identification results were found to be the same
for the strains produced in the culture by classical methods as the identified by nested PCR.
Pan-dermatophyte nested PCR gave positive results in 67 (54.5%) samples, and T. rubrum/T.
mentagrophytes nested PCR in 65 (52.9%) samples.

The agents of dermatophytosis has been fastly identified in species, with

molecular diagnostic methods used in our study. It has been suggested that in the routine
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diagnosis of dermatophytosis, molecular methods may be appropriate diagnostic tool in
laboratories.

Keywords: Dermatophytosis, nested PCR
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