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Ozet

Amacg: Dermatofitler geleneksel izolasyon besiyerlerinde firsat¢i mantarlar gibi birkag glinde izole edilemezler. Uygun ortamda Greme sireleri
yaklasik olarak iki haftayr kapsar ve identifikasyonunda tipik makroskopik, mikroskopik &zellikler ve biyokimyasal testler gibi geleneksel
yontemlerden yararlanilir. Ancak fenotipik ozellikler ile her zaman basarili sonuglarin alinamayisi, bu nedenle tani ve tedavide olusabilecek
gecikme ve sorunlar, nikleik asit amplifikasyon temeline dayali yontemlerden yararlanmayi gerekli kilmistir. Bu calismada geleneksel yontemler
ile identifikasyonu yapilan 56 dermatofit susunun molekuler yéntemlerle de identifiye edilerek her iki yontemin birbirleriyle uyum derecelerinin
arastirilmasi ve molekuler yontemlerin rutin laboratuvarlarda kullanilabilirliklerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontemler: Dermatofitoz 6n tanili 270 hastanin cesitli klinik 6rnekleri (sag+sacli deri, deri ve tirnak kazintisi) dncelikle geleneksel
yontemlerle incelenmis; Sabouraud dekstroz agar, misir unlu agar ve patates dekstroz agar besiyerleri izolasyon amaci ile kullaniimistir.
Gerektiginde Ureyi hidrolize etme, Trichophyton agar besiyerlerindeki cesitli vitaminleri kullanabilme 6zellikleri arastinlmistir. Molekdler tani
amaci ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve sekans analizi yapilmistir.

Bulgular: Geleneksel yontemler ile suslarin 37 (%66, 1)sinin Trichophyton (T) rubrum, dérdiinin (%7,1) T. mentagrophytes, dérdinin (%7,1)
T. tonsurans, birinin (%1,8) T. violaceum, sekizinin (%14,3) Trichophyton cinsinden, birinin (%1,8) Microsporum(M) canis, birinin (%1,8)
Microsporum cinsinden oldugu saptanmistir.Molekiler (T1 PCR, 25 GA PCR, ITS PCR-RFLP ve sekans analizi) identifikasyon sonuglarina gére
ise 41 sus (%73,2) T. rubrum, 10 sus (%17,8) T. interdigitale, bir sus (%1,8) T. violaceum, iki sus (%3,6) M. canis, bir sus (%1,8) Peacilomyces
lilacinus, bir sus (%1,8) Aspergillus fumigatus olarak belirlenmistir.

Sonug: Calismanin sonuglari identifikasyonlarinda zorluk cekilen dermatofitlerin cins ve tiir dizeyinde tanimlanmasinda molekdler yéntemler
ile hizli ve guvenilir sonuglar alindigini gostermistir. (Tlrkderm 2013; 47: 26-32)

Anahtar Kelimeler: Dermatofit, Trichophyton spp, Microsporum spp, PCR, RFLP

Summary

Background and Design: Unlike opportunistic fungi, dermatophytes cannot be isolated on the conventional culture media in a few days.
Their growing periods cover approximately two weeks in a suitable media and identification are made with conventional methods as typical
macroscopic and microscopic appearance. However, successful results are not always obtained with the phenotypic features, and thus,
diagnostic problems and delay in diagnosis and treatment may arise. For this reason, the methods based on nucleic acid amplification have been
necessary. In this study, we aimed to identify 56 dermatophytes strains, which were identified by conventional methods, by molecular methods
and to investigate the correlation between the two methods and to determine the usability of molecular methods in routine laboratories.
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Materials and Methods: Several clinical samples of 270 patients with suspected dermatophytoses (hair+scalp, skin and nail scrapings) were examined by
conventional methods; Sabouraud dextrose agar, corn meal agar and potato dextrose agar were used for isolation. In case of necessity to hydrolyze urea, to be used

different vitamins in Trichophyton agar media were investigated. Polymerase chain reaction (PCR) and sequence analyses were done for the molecular diagnosis.

Results: Using conventional methods, 37 strains (66,1%) were identified as Trichophyton(T) rubrum, four (7.1%) - T.mentagrophytes, four (7.1%) - T.tonsurans, one

(1.8%) - T.violaceum, eight (14.3%) - Trichophyton spp., one (1.8%) - Microsporum(M) canis, and one (1.8%) - Microsporum spp. According to the molecular and
sequence analyses results (TTPCR, 25GAPCR, ITSPCR-RFLP and sequence analyses), 41 (73.8%) strains were identified as T.rubrum, 10 (17.8%) - T.interdigitale, one
(1.8%) - T. violaceum, two (3.6%) - M. canis, one (1.8%) - Peacilomyces lilacinus, and one (1,8%) - Aspergillus fumigatus.

Discussion: This study suggests that, molecular methods offer fast and reliable results in identification of dermatophytes. (Turkderm 2013; 47: 26-32)

Key Words: Dermatophyte, Trichophyton spp., Microsporum spp., PCR, RFLP.

Giris

Dermatofitler; keratini sindirip sacta, tirnakta ve deride dermatofitoz
(ringworm, tinea) olarak tanimlanmis klinik tabloya neden olan;
Epidermophyton , Microsporum (M) ve Trichophyton (T) olmak Uzere
¢ anamorf cinsten olusan keratinofilik mantarlardir?.

Dermatofitlerin geleneksel olarak mikolojik agidan tanimlanmasi, klinik
ornekteki mantar elemanlarinin direkt mikroskopik identifikasyonu
ve onu izleyerek kultlrel yontemlere dayanmaktadir2:3.4. Direkt
mikroskopik inceleme hizli ve ekonomik olmasina ragmen cinse / tlire
6zgl degildir. Ayrica bu yéntem yeterince duyarli olmayip, érneklerin
%5-15"inde yanlis negatif sonug vermektedir>. Dermatofitlerin cins/tir
duzeyindeki identifikasyonlari icin uygulanan rutin yéntemler, koloninin
makroskopik olarak incelenmesi (koloni yiizeyi ve tersinin rengi,
blylme hizi ve yapisi) ve mikroskobik morfolojisine [mikrokonidyum,
makrokonidyum ve hif bicimleri (spiral, noduler, taraksi, favus
samdani)] dayaniré. Ancak farkli cins ve tirlerin morfolojik 6zellikleri
her zaman sabit olmayip, farkli besiyerlerinde birka¢ haftalik
inkilbasyon sonrasinda bile 6zglin yapilar gdzlenmeyebilirl7. ileri
identifikasyonda besin gereksinimleri (vitaminler ve amino asitler),
Ureaz Uretimi, sorbitol asimilasyonu, patates dekstroz agar (PDA) ve
misir unlu agarda (MUA) pigment olusumu, in vitro sa¢ perforasyonu
gibi deneyler uygulanir.8-10. Fakat bu deneyler uzun zaman almalari
ve sonugta her zaman yeterli bilgiyi vermemeleri gibi negatif 6zelliklere
sahiptir!. 7,11,

Geleneksel  yoéntemler,  dermatofitlerin  fenotipik  Ozelliklerinin
incelenmesini esas alir ve bu o6zellikler; sicaklik degisimleri, ortam,
kemoterapi gibi dermatofitlerin metabolik gelisimlerine engel olabilen
ve in vitro kiltlr sonuclarinin yorumunu etkileyen dis ortam sartlarindan
kolayca etkilenebilirler1.7.12. Ayrica fenotipik 6zellikler; genellikle sustan
susa degiskenlik gosterebilir, mikroorganizma ayirt edici ¢zelliklerini ya
da spor olusturma aktivitesini yitirebilir. Béyle kosullarda gerek cins,
gerekse tir diizeyinde identifikasyon icin daha guvenilir temellere
dayali yontemleri uygulamak gerekir2.:4.12,13,

Dermatofit infeksiyonlari, genellikle yasami tehdit etmediklerinden; ¢ok
bulasici ve yaygin olmalarina ragmen, siklikla pek de 6nemsenmeyen
patojen mikroorganizmalar olarak kabul edilmislerdir2. Bunun yanisira
immun yetersizligi olan hasta sayisi ve yash nifustaki artis, genis
spektrumlu antibiyotiklerin gereksiz ve fazla kullanimi, spor salonlarina
katimin  ¢odalmasi, dermatofitozlarin  da icinde bulundugu,
mantar enfeksiyonlarinda, morbidite artisinin énemli etkenlerinden
olmustur.7.12. Kemoterapinin uygulanmasi; rastgele modifikasyonlara
ve dermatofitlerin morfolojik karakterlerinin degismesine neden
olmus, sonug olarak tipik olmayan koloni gelisimi ve goriniminin
meydana gelmis olmasi, fenotipik 0Ozelliklere dayali yontemlerin
degerlendirilmesini zorlastirmistir. Tim bu nedenlerden dolayr uygun

tedavi ve koruyucu &nlemlerin uygulanabilmesi, hizli, titiz tani ve
benzer dermatofitlerin ayrimi icin gelismis laboratuvar yontemlerine
gereksinim duyulmustur2,14.15,

Molekdiler yontemler patojen mikroorganizmada genetik farkliliklarin
belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu yéntemler fenotipik 6zellikleri
saptayici ydntemlere gore daha duyarli ve kesindir2.16. Clink genotipik
6zellikler, nispeten sabit olup; sicaklik degisimleri ve kemoterapi gibi dis
ortam sartlarindan daha az etkilenirler2.

Son yillarda niikleik asit amplifikasyon teknolojisinin gelistiriimesi ve
uygulanmasi; dermatofitlerin mikolojik yonden tanisinin hizlanmasi,
glvenilir ve kesin sonuglar alinmasini saglamistir2.  Glnimuzde
mitokondriyal DNA (mtDNA), 18S ve 28S ribozomal RNA'yl (rRNA)
kodlayan gen bdlgeleri, ITST, ITS2 ve nontranscribed spacer (NTS)
bolgelerinin kesilmis bant uzunlugu farkhiigr (RFLP)15.17-20; rastgele
baslaticill PCR (AP-PCR, RAPD ya da DNA fingerprinting)2:21; codaltilan
parca uzunlugu farkliigi (AFLP)22; yuvalanmis PCR (nested PCR)21;
coklu PCR (multiplex PCR)23; LightCycler PCR24; hibridizasyon25-27
gibi bircok molekiler yontem dermatofitlerin identifikasyonunda
kullaniimaktadir.

Bu calismada geleneksel yontemler ile identifikasyonu yapilan 56
dermatofit susunun molekiler yontemlerle de identifiye edilerek her
iki ydntemin birbirleriyle uyum derecelerinin arastirimasi ve molekuler
yontemlerin rutin laboratuvarlarda kullanilabilirliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

istanbul Tip Fakiiltesi Dermatoloji Poliklinigi'ne; Aralik 2006 - Mart 2007
tarihleri arasinda basvuran hastalardan alinan 270 klinik 6rnek (sag+sacli
deri, deri ve tirnak kazintis), istanbul Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari'nda geleneksel yéntemler ile (direkt mikroskopi + kultir)
incelenmis ve etken olarak izole edilip dermatofit oldugu distntlen
56 sus ayrica molekdler testler (T1 PCR, 25 GA PZR, ITS PCR-RFLP ve
sekanslama) ile de identifiye edilmistir. Calismanin bu asamasi Institut fiir
Mikrobiologie und Hygiene der Humboldt Universitat Berlin, Charité’de
gerceklestirilmistir. Calismada ayrica T rubrum M109a, T. rubrum
131, T violaceum M68, T. violaceum M73 (Institut fir Mikrobiologie
und Hygiene der Humboldt Universitat Berlin, Charité’de identifiye
edilmis suslar), T rubrum CBS 118892, T. interdigitale/Arthroderma
vanbreuseghemii CBS 429.63, Arthroderma benhamiae CBS 623.66,
M. canis CBS 113480, T. tonsurans CBS 127.97, M. vanbreuseghemii
CBS 243.66 suslan referans olarak kullaniimistir. Yizeyel mikoz kuskulu
(sa¢ + sacli deri, deri ve tirnak kazintisi) hasta érneklerine %10-15
KOH+kalkoflor beyazi eklenerek hazirlanan preparasyonlar floresan
mikroskop yardimiyla incelenmis ve mantar elemanlari (hif ve sporlar)




2 8 Biyik ve ark.
Dermatofitlerin identifikasyonunda molekiiler yontemler

Tiirkderm
2013; 47: 26-32

arandiktan sonra, Sabouraud dekstroz agar (SDA), MUA ve PDA
besiyerlerine ekilerek oda isisinda, dért hafta bekletilmistir. Ureyen
kolonilerden laktofenol pamuk mavisi kullanilarak selofan bant ve /
veya lam kiltlrt ydntemiyle preparasyonlar hazirlanmis, mikroskopta
incelenerek; makro, mikrokonidyum ve hif yapilarina gore identifikasyon
yapiimistir’.7.  identifikasyonlarinda zorluk cekilen dermatofitlerin
gerektiginde Christensen’in  Ure agarl besiyerine ekilerek, yedi
gin boyunca oda isisinda inklibasyonu yapiimis, besiyeri renginin
pembeye doénlsmesi pozitif, renkte herhangi bir degisme olmamasi
negatif olarak kabul edilmistir’.9.10. Trichophyton cinsinden oldugu
distnllen dermatofitlerin tlr diizeyinde tanisi icin trichophyton agar
besiyerlerinin her birine, ekim yapiimis ve bu besiyerleri oda isisinda
iki hafta boyunca inklibe edilmistir. En fazla tGreme gosteren besiyeri
dort pozitif olarak belirlenmis diger besiyerleri bununla karsilastirilarak
degerlendirilmistiré.7.12. Klinik 6rneklerin ve referans suslarin molekler
yontemler ile tanimlanmasinda; ilk asamada DNA ekstraksiyon Kkiti
[llustra tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare,
ingiltere)], ile referans suslardan ve hasta &rneklerinden mantar
DNA'sI saptanmistir. 7. rubrum ve T. violaceum'a 6zgli PCR (T1 PZR)
ve (25 GA PZR) icin Ohst ve Graser'in yéntemleri uygulanmigtir28.29.
Geleneksel yontemlerle T mentagrophytes, T. tonsurans, Trichophyton
cinsinden, M. canis ve Microsporum cinsinden olarak identifiye edilen
dermatofitler icin ITS PCRyapilmistir30.31. PCR(T1 PCR)'da30 “master
mix” icin DNA(~20 ng), 10 mM Tris-HCl (pH 8), 50 mM KCl, 1,5
mM MgCl2, dNTP (her biri icin 200 uM dATR dCTR dGTR dTTP), 30
pmol primerler [ACNT1.for5-TGGTCTGGCCTTGACTGACC, ACNT1.
revS-GTAAGGTG GCTAGTTAGGGGG (280 bg)], 2,5 U Tag DNA
polimeraz kullaniimis ve toplam hacim 46 ul olarak belirlenmistir. PCR
donglst 95°C'de 10 dakika (1 déngl) [95°C'de 30 saniye, 60°C'de
30 saniye 72°C de 45 saniye (30 dongi)] ve 72°C'de 3 dakika olarak
gerceklestirilmis, elde edilen PCRurlnlerinin kontroli icin %1,4'luk
agaroz jel hazirlanip, elektroforezde 120 volt altinda yaklasik bir
saat yUrGtllmastar. Jel, etidyum bromir (0,5 ug/ml) ile boyandiktan
sonra DNA bantlari ultraviyole 151g1 altinda incelenmis ve fotografi
cekilmistir. 25 GA PCR'da29 “master mix” icin DNA(~100 ng), 10
mM Tris-HCl (pH 8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, dNTP (her biri icin
200 uM dATP dCTP dGTR dTTP), 30 pmol primerler[R28-25GAf5'-
GCGATGGTTGGAGGAGTTG,R28-25GAr5-GCCTGTCGC TGCTTACTTG
(142 be)], 2,5 U Tag DNA polimeraz kullaniimis ve toplam hacim 50
ul olarak belirlenmistir. PCR d6nglisi 95°C'de 10 dakika (1 dongl)
[95°C'de 30 saniye, 58°C'de 30 saniye, 72°C de 45 saniye ( 30 déngu)]
ve 72°C'de 10 dakika olarak gerceklestirilmis, elde edilen PCR Grlinlerinin
kontrolu icin %1,4'luk agaroz jel hazirlanip, elektroforezde 120 volt
altinda yaklasik bir saat yiratdlmustar. Jel, etidyum bromdr (0,5 ug/ml)
ile boyandiktan sonra DNA bantlari ultraviyole 15131 altinda incelenmis
ve fotografi ¢ekilmistirITS PCR'da30.31 “master mix” icin DNA(~25 ng),
10 mM Tris-HCl (pH 8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, dNTP (her biri igin
200 uM dATR dCTR dGTR dTTP), 50 pmol primerler [Mas 266 5'-GCA
TCCCAAACAACTCGACTC,VID5'-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA (1000
b¢)], 2 U Tag DNA polimeraz kullaniimis ve toplam hacim 50 ul olarak
belirlenmistir. PCRdonglsti 94°C'de 5 dakika (1 dongil) [94°C'de
1 dakika, 56 °C'de 1 dakika, 72°C de 1 dakika (29 déngu)] ve
72 °C'de 10 dakika olarak gerceklestiriimis, elde edilen PCR Urlnlerinin
kontrolu icin %1,4'luk agaroz jel hazirlanip, elektroforezde 120 volt
altinda yaklasik bir saat yurUttlmustdr. Jel, etidyum bromir (0,5
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ug/ml) ile boyandiktan sonra DNA bantlar ultraviyole 1sig1 altinda
incelenmis ve fotografi ¢ekilmistir. ITS PCR Urlnlerinin RFLP analizi
icin31, PCR Urtndnden 20 ul alinip Gzerine, 2ul Na-asetat (3M) ve 50
ul etil alkol (%96°lik) ilave edilmis ve 4 °C'de bir gece inklbe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi tipler on dakika 13000 rpm’de santrifijj edilmis,
pelet Gzerine 500ul tekrar 70'lik etil alkol eklenerek 13000 rpm’de
10 dakika santrifij edilmistic Ust sivisi atilan tiiplere 30 dakika
kurutulduktan sonra, 18ul distile su2 ul 10XR+ tampon ve 10 U
Mva | enzimi eklenerek uygun bolgenin kesilmesi icin 37°C'de 4 saat
inklibe edilmistir. Kesim Grtnlerinin kontroll icin % 2'lik MetaPhor
agaroz jel hazirlanip, elektroforezde 120 volt altinda yaklagik 1 saat
yarittlmustdr Jel etidyum bromdrle (0,5 ug/ml) boyandiktan sonra
ultraviyole 1s1g1 altinda fotograf cekilmistir.

ITS PCR-RFLP sonucunda tanimlanamayan suslar ve daha
sonra calisma kapsamina alinan T. violaceum icin sekans analizi
yapllmistir. ITS drdnleri, “QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)”
ile saflastirilmis, elde edilen DNA'nin, "“BigDye® Terminator v1.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, ABD)" protokollne
gore ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) primeri kullanilarak
3130xI DNA Analyzer (Applied Biosystems, ABD) ile dizi analizi elde
edilmistir.Elde edilen dizinin ""National Center for Biotechnology
Information’” internet sayfasinda bulunan nucleotide BLAST programi
ile gen bankasindaki nikleotid dizilerinin karsilastiriimasi sonucunda
identifikasyonu yapiimistir32.

PCR reaksiyonlarikontrollli olarak gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonunun
uygulanabilmesi icin, gerekli olan DNA konsantrasyonunda calisabilmek
amaci ile izole edilen DNA'nin normal ve 1:4 oraninda sulandiriimig
konsantrasyonu iki farkli amplifikasyon tiipline eklenmis, bdylece her
sus icin iki farkli DNA konsantrasyonu kullanilarak PCR yapilmistir. Ayrica
her sus icin daha dnceden cogdaltildigi bilinen diger bir DNA ile, test
edilen DNA, ayni amplifikasyon tlptne konularak PCR reaksiyonunun
test edilen sus icin inhibe edilip edilmedigi kontrol edilmistir. DNA
ektraksiyon kitinin kontroli icin ise, ayri bir amplifikasyon tlplnde
herhangi bir DNA eklenmeden, DNA ekstraksiyon asamasindan
PCR sonuna kadar islem yapilimis, elektroforez sonucunda, bu tipte
amplifikasyonun gerceklesmediginin saptanmasi, ektraksiyon kitinin
kontamine olmadigini gdstermistir.

Bulgular

Calisma kapsamina alinan 56 dermatofit susunun 26 (%46,4)'si
ayak tirnagindan, 12 (%21,4)'si ayak parmak arasindan, 8 (%14,3)i
ayak tabanindan, 2 (%3,6)'si el tirnagindan, 4 (%7,1)'G govdeden,
2 (%3,6)'si kasiktan ve 2 (%3,6)'si sa¢+sacli deriden izole edilmistir.
Dermatofit izole edildigi distnilen 56 klinik 6rnedin dogrudan
mikroskobik incelenmesinde; 53 (%94,6)inde mantar elemanlari
gorilirken, 3 (%5,4) Ginde gérilememistir. Ureyen kolonilerin selofan
band / lam kiltirt yontemi ve laktofenol pamuk mavisi ile hazirlanan
preparasyonlarinda 37 (%66,1)'sinin  T.rubrum, dordinin (%7,1)
T. mentagrophytes, dérdiniin (%7,1) T tonsurans, birinin (%1,8) T.
violaceum, sekizinin (%14,3) Trichophyton cinsinden, birinin (%1,8)
M. canis, birinin (%1,8) Microsporum cinsinden oldugu belirlenmistir.
Benzer makroskopik ve mikroskopik 6zelliklere sahip olan T. rubrum,
T. mentagrophytes ve Trichophyton cinsinden olarak adlandirilan
suslarin, daha dogru identifikasyonunu saglamak icin; makroskopik ve
mikroskopik incelemeler disinda rutin uygulamada pratikligi nedeniyle
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yeglenen, sporulasyonu ve pigment olusumunu uyaran MUA / PDA
ve Uireaz olusumunu saglayan Ure agar, besiyerlerine ekim yapilmistir.

T rubrum olarak tanimlanan 37 sustan yedisi Ureyi hidrolize ederken,
altisinin etmedigi ve 24'Unun Ureyi hidrolize etme yeteneginin zayif
oldugu saptanmistir. T. mentagrophytes olarak tanimlanan dort sustan
Ucl Ureyi hidrolize etmis, biri etmemis, T. tonsurans olarak identifiye
edilen dort sustan biri Ureyi hidrolize etmis, Uglnln Ureyi hidrolize
etme yeteneginin zayif oldugu saptanmistir. Trichophyton cinsinden
olarak tanimlanan sekiz sustan ikisi Greyi hidrolize etmis, biri etmemis
ve besinin Ureyi hidrolize etme yeteneginin zayif oldugu bulunmustur.
%1 glikoz iceren MUA besiyerinde; T rubrum olarak tanimlanan
37 sustan 29'u kirmizi, biri kahverengi pigment olustururken, yedisi
olusturmamistir. . mentagrophytes olarak tanimlanan dort sustan
biri kirmizi pigment olustururken, Ucl pigment olusturmamistir.
Trichophyton cinsinden olarak tanimlanan sekiz sustan besi kirmizi
pigment olustururken, ¢l pigment olusturmamistir. PDA'da; T.rubrum
olarak tanimlanan 37 sustan 32'si kirmizi, biri kahverengi pigment
olustururken, dordi pigment olusturmamistir. 7. mentagrophytes

Ml

500 1y
o by

M: Marker (Gene Ruler DNA Ladder Mix, Fermentas) 1: T. rubrum CBS 118892, 2: T. violaceum M68,
3: T. rubrum / T. violaceum 3, 4: T. rubrum / T. violaceum 3 (1:4), 5: T. rubrum / T. violaceum 3(inhibisyon),
6: T. rubrum / T. violaceum 29 7: T. rubrum / T. violaceum 29 (1:4), 8: T. rubrum /T. violaceum 29 (inhibisyon),
9: T. rubrum / T. violaceum 28, 10: T. rubrum / T. violaceum 28 (1:4),11: T. rubrum / T. violaceum 28
(inhibisyon), 12: T. rubrum / T. violaceum 49, 13: T. rubrum /T. violaceum 49 (1:4), 14: T. rubrum / T.
violaceum 49 (inhibisyon), 15: Kontrol, 16: Kontrol 1:4,17: Kontrol inhibisyon, 18: (+) Kontrol, 19: (-) Kontrol

M: Marker (Hyper Ladder V) 1: T. rubrum M109a, 2: T. rubrum )31, 3: T. violaceum M68,4: T.violaceum
M73, 5: T. rubrum 29, 6: T. rubrum 18, 7: T. rubrum 28, 8: T. rubrum 31,9: T. rubrum 54, 10: T. rub-
rum 50, 11: T. rubrum 49, 12: (+) Kontrol, 13: (-) Kontrol.
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M: Marker (Gene Ruler DNA Ladder Mix, Fermentas) 1: T. rubrum CBS 118892, 2: T. interdigitale
/A. vanbreuseghemii CBS 429.63, 3: A. benhamiae CBS 623.66, 4: T. tonsurans CBS 127.97,5: M.
vanbreuseghemii CBS 243.66, 6: M. canis CBS 113480, 7: M. canis 52, 8: T. interdigitale 13,9: T.
interdigitale 26, 10: T. rubrum 21, 11: T. rubrum 35, 12: ITS PCR-RFLP sonucundatanimlanamayan sus
45 (Peacilomyces lilacinus), 13: ITS PCR-RFLP sonucunda tanimlanamayan sus 48(Aspergillus fumigatus).

1031 bg

500 bg

M: Marker Gene Ruler DNA Ladder Mix, Fermentas) 1: 46 numarali sus, 2: 46 numarali sus (1:4), 3: 46
numarali sug (inhibisyon), 4: 37 numarali sus, 5: 37 numaral sus (1:4), 6: 37 numarali sus (inhibisyon),
7: 35 numarali sus, 8: 35 numarali sus (1:4), 9: 35 numarali sus (inhibisyon), 10: 19 numarali sus 11: 19
numarali sus (1:4), 12: 19 numaral sus (inhibisyon), 13: Kontrol, 14: Kontrol 1:4,15: Kontrol inhibisyon
16: (+) Kontrol, 17: (-) Kontrol.

Sekil 1. izole edilen mantarlarin molekdiler ydntemler ile identifikasyon
sonuglari

olarak tanimlanan dort sustan ikisi kirmizi, biri kahverengi pigment
olustururken, biri pigment olusturmamistir. Trichophyton cinsinden
olarak tanimlanan sekiz sustan dordi kirmizi, ticl kahverengi pigment
olustururken, biri pigment olusturmamistir .

Trichophyton turlerinin dogru adlandiriimasinin gerceklestirilmesi icin
diger teslerin yani sira vitamin gereksinimlerini saglayabilme temeline
dayali trichophyton agar 1-7 besiyerlerinden yararlanilmistir.
Laktofenol pamuk mavisi kullanilarak yapilan preparasyon, ure hidrolizi,
MUA ve PDA besiyerlerinde pigment olusturma ve trichophyton agar
1-7 besiyerlerindeki pozitifluk sonuclarina gore 56 sustan 29'u T
rubrum, Ul 7. mentagrophytes, ikisi T. tonsurans, biri T. violaceum,
19'u Trichophyton cinsinden, biri M. canis, biri Microsporum cinsinden
olarak adlandiriimistir.

Geleneksel yontemler ile T rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, T.
violaceum, Trichophyton cinsinden, M. canis ve Microsporum cinsinden
olarak tanimlanan suslann kesin identifikasyonlari T1 PCR, 25 GAPCR, ITS
PCR-RFLP ve sekanslama yontemleri uygulanarak saglanmistir. Fenotipik
ozelliklerine gore T. rubrum olarak identifiye edilen 29 sus, T1 PCR ve
25 GA PCR ile de T rubrum olarak saptanmistir. T mentagrophytes
olarak identifiye edilen g sus ITS PCR-RFLP ile Tinterdigitale olarak
belirlenmistir. T tonsurans olarak identifiye edilen iki susun biri ITS PCR-
RFLP ile Tinterdigitale, digeri ise ITS PCR-sekanslama ile Aspergillus (A)
fumigatus olarak tanimlanmistir. T violaceum olarak idenfiye edilen
bir sus ITS PCR-sekanslama ile de T violaceum olarak tanimlanmistir.
Trichophyton cinsinden olarak identifiye edilen 19 susun ITS PCR-RFLP
ile 12'sinin T rubrum, altsinin T. interdigitale, ITS PCR-sekanslama ile
birinin Peacilomyces (P) lilacinus oldugu saptanmistir. M. canis olarak
tanimlanan bir sus ITS PCR-RFLP ile de M. canis olarak identifiye
edilmistir. Microsporum cinsinden olarak belirlenen bir sus ITS PCR-
RFLP ile M. canis olarak tanimlanmistir (Sekil 1). Molekdler yontemler
kullanildiginda 41 (%73,2) sus T. rubrum, 10 (%17,8) sus T. interdigitale,
bir (%1,8) sus T. violaceum, iki (%3,6) sus M. canis, bir (%1,8) sus A.
fumigatus, bir (%1,8) sus P lilacinus olarak saptanmistir .

Tartisma

Dermatofitlerin; tlr, hatta seyrek de olsa cins dizeyinde
tanimlanmalarinda  bile  zaman zaman zorluklar yasanabilir.
identifikasyon icin  6ncelikle; geleneksel yéntemler ile bu
mikroorganizmalarin kendilerine 6zgi makroskopik (renk, Ureme
hizi, koloni yapisi) ve mikroskopik (mikrokonidyum, makrokonidyum,
hif yapisi) 6zelliklerinden yararlanilir; ancak her zaman tipik yapilarin
saptanamamasi, karisikliklara neden olabilir. Genellikle Trichophyton
cinsinden, nadiren de Microsporum ve Epidermophyton cinsinden
mantarlarin tir diizeyinde tanilari yapilirken bu sorunlarla karsilasma
olasiigr vardir. 7. rubrum ve T. mentagrophytes'in cogunlukla
benzer makroskopik ve mikroskopik &zellikler tasimasi, ayrimlari
agisindan sadece morfolojilerinin yeterli olmadigini ve dogru taniyi
saglamak icin ek testlere gereksinim oldugunu gdstermistir. 1990l
yillarda mikolojik amagla uygulanmaya baslanan tire 6zgu PCR,
PCR-RFLR AFLR RAPD gibi testler kisa strede kesin identifikasyonu
saglayabilmedeki basanlan nedeniyle giderek énem kazanmislardir.

Bu calismada 270 klinik 6rnek mikolojik yonden incelenmis, 56
(%20,7)'sinda yiksek olasilikla dermatofit oldugu dislnilen mantar
iretilirken, 214 (%79,3)'linde dermatofit Gremesi olmamistrr. izole
edilen 56 mantar susu, calisma kapsamina alinip incelendiginde, ait
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olduklari klinik drneklerin 53 (%94,6)"Gnln direkt mikroskopi ile pozitif,
Uclinlin (%5,4) negatif yanit verdigi gérilmas, suslann 37 (%66, 1)'sinin
T rubrum, doérdinln (%7,1) T. mentagrophytes, dordinin (%7,1) T
tonsurans, birinin (%1,8) T violaceum, sekizinin (%14,3) Trichophyton
cinsinden, birinin (%1,8) M. canis, birinin (%1,8) Microsporum
cinsinden oldugu belirlenmistir.

Bu calismada saptanan direkt mikroskopi sonuglarinin  pozitiflik
oraninin ylksekligi; klinik agidan olasilik orani ylksek mikoz tanisi almis,
kiltlrlerinde mantar Uremis ve antifungal kullanmamis olgulardan,
uygun sekilde drnek alinip incelenmis olmasi ile agiklanabilir. Gerekli
kosullann uygun olmadigi durumlarda; epidemiyolojik ve rutin
calismalardaherzaman bukadaryUksek pozitiflik oranlari gorilmeyebilir.
Arca ve ark.’nin33 2004 yilinda yaptiklar calismada 52 hastaya ait
tirnak 6rneklerinin direkt mikroskopik incelenmesinde 40 (%77)'inda
pozitiflik saptanirken, 12 (%23)'sinin kilturlinde Greme goriimuUstur.
Kardjeva ve ark. 31 2006 yilinda yaptiklari bir calismada 195 tirnak
drneginin direkt mikroskopik incelenmesi sonucunda 181(%93)‘inde
mantar elemani gordiklerini, 44 (%22)'Unln kdiltdrinde Ureme
oldugunu bildirmislerdir. Garg ve ark.'nin34 2007 yilinda inceledikleri
152 hasta Orneginin 96 (%63,4)'si direkt mikroskopi, 38 (%25)'i
kilttrel inceleme sonucunda pozitif bulunmustur.

S6zU gegen arastiricilara ait calismalar epidemiyolojik temele dayandigi ve
bu calismada ise; dnceden izole edilmis suslar ile calisildigi icin, saptanan
veriler ile ilgili olarak herhangi bir karsilastirma yapilamamistir. Klinik
orneklerden Uretilen izolat sayisina [56 (%20,7)] iliskin bulgular; Arca33,
Kardjeva31, Garg ve ark.34'nin sonuglari ile uyumlu gorilmektedir.
Trichophyton cinsinden mantarlarin tir dizeyinde tanimlanmalarinda
morfolojilerinin yani sira, Ureyi hidrolize edebilme, pigment olusturma,
sorbitol asimilasyonu, saci perfore edebilme (kil delme), trichophyton
agar 1-7 besiyerlerinde Ureme testlerinden vyararlanilir. Calismada;
bunlardan daha pratik olusu nedeniyle Ure hidrolizi MUA/PDA'da
pigment olusturma ve trichophyton agar 1-7 besiyerlerinde Ureme
testleri tercih edilmis, sonug olarak 29 (%51,8) sus T. rubrum olarak
belirlenmistir. Olgularin cogundan T. rubrum’un izole edilmis olmasi,
bircok calismada vurgulandigi gibi tim dermatofitoz olgularinda
T rubrum'un birincil etken olarak saptanmasi ile uyumludur3>38,
T rubrum'un Ureyi hidrolize etmedidi, T mentagrophytes ve T
tonsurans'in hidrolize ettigi bildirilmistir1.6. MUA ve PDA besiyerlerinde T
rubrum kirmizi pigment olusturuken, T mentagrophytes olusturmaz10.
Trichophyton cinsine ait tim tlrlerin; Grenin hidrolizi, MUA / PDA'da
pigment olusturma, trichophyton agar 1-7 besiyerlerinde Greme testleri
ile her zaman beklenen sonucu vermedidi, degiskenlik gdsterdigi
belirlenmistir. Makroskopik ve mikroskopik 6zelliklerinin esas alinmasiyla
daha 6nceden T. rubrum olarak adlandirilan sekiz sus, fizyolojik test
sonuglarina goére Trichophyton cinsinden; Trichophyton cinsinden olarak
adlandirilan sekiz sus, yine Trichophyton cinsinden; T. tonsurans olarak
adlandirilan iki sus, Trichophyton cinsinden; T. mentagrophytes olarak
adlandirilan bir sus, Trichophyton cinsinden olarak belirlenmis, 19 susun
morfolojik inceleme ve fizyolojik test sonuglarina gore adlandiriimasinin
yeterli olmadigi gorilmistir. Sinski ve ark.'nin® toplam 100 T. rubrum
ve T. mentagrophytes susu ile yaptiklari bir calismada treaz deneyi %95
dodru, %4 yanlis pozitif ve %1 yanlis negatif olarak belirlenmistir. Graser
ve ark.28, molekiler yontemler ile identifikasyonunu yaptiklari 233 T
rubrum susunun 19’unun Ureyi hidrolize ettigini bildirmislerdir. Graser
ve ark.22 yaptiklari diger bir calismada molekuler yontemler ile identifiye
ederek T. rubrum adi altinda siniflandirdiklari T kuryangei, T megninii ve
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T. raubitschekiive T. rubrum var. nigricans'in tre hidrolizini pozitif olarak
saptamislardir, van Gelderen de Komaid ve Borges de Kestelman39,
Arabatzis ve ark.40, Tietz ve ark.4! da yaptiklar calismalarda Ureaz
pozitif T rubrum (T raubitschekii) suslarini izole etmiglerdir. Sinski
ve ark.'nin® yaptigi calismada PDA'da pigment olusumu deneyi %82
oraninda dogru, %7 oraninda yanlis pozitif ve %11 oraninda yanlis
negatif sonug vermistir. Bu calismalarin sonuglari esas alindiginda; Ureaz
testi, MUA ve PDA'da pigment olusumu deneylerinin T rubrum ve T.
mentagrophytes'i birbirinden kesin olarak ayirt edemedigi gortlmektedir.
Calismada trichophyton agar 1-7 besiyerlerindeki Greme yogunluklari
karsilastirildiginda bu besiyerinin T rubrum ve T. mentagrophytes’in
ayriminda yeterli olmadigi;, T violaceum'un, T rubrum ve T
mentagrophytes’ten farkli olarak sadece (g ve dérdinci besiyerlerinde
daha iyi Uredigi, digerlerinde tGremenin zayif oldugu bulunmustur. Tim
bu veriler kesin identifikasyonu saglamak icin geleneksel yontemlerin
yeterli olmadigini gdstermekte olup, bircok calisma bu gorlsimizi
destekleyici nitelik tasimaktadir. Graser ve ark.'nin2242 yaptiklar
arastirmalarda da trichophyton agar 1-7 besiyerindeki tremelerde,
farkli turler arasinda anlamli farklar olmadigi gosterilmistir. Weitzman ve
ark.43 da T soudanense'nin identifikasyonunda trichophyton agarlarin
kullanilmamasi gerektigini bildirmislerdir.

Ozellikle son yillarda molekiler testlerin uygulanmasi sonucunda mikolojik
terminolojide blyuk degisiklikler olmustur. Bircok yeni tir ve alt tirln
tanimlanmasi, calismalarin yeniden gézden gegirilmesine ve arastiricilar
arasinda fikir ayriigina neden olmustur. Ozellikle T mentagrophytes ve
T rubrum ile ilgili olarak bu konuda ¢ok sayida yayin yapilmistir.
Makimura ve ark.'nin13 1999 vyilinda yaptigi calismada rDNA'nin
ITST bolgesi sekanslanmis, Trichophyton cinsi mantarlar ITS1
bolgesinin sekanslanmasi sonucuna gdre U¢ gruba ayrilmistin A.
vanbreuseghemii, A. simi, T mentagrophytes (insandan izole
edilen sus), T mentagrophytes var. quinckeanum, T. tonsurans ve
Tschoenleinii, A.vanbreuseghemii-A. simii grubunda; A. benhamiae,
T mentagrophytes var. erinacei ve T. verrucosum, A. benhamiae
grubunda; T rubrum ve T violaceum ise T rubrum grubunda
siniflandinlmistir. Bu calismada ayrica 11 klinik susun identifikasyonu
yapilmistir. Geleneksel yontemlerle T rubrum olarak tanimlanan (g,
T mentagrophytes olarak tanimlanan dort, T violaceum olarak
tanimlanan bir ve M. canis olarak tanimlanan bir sus ITS1 sekans
analizine gore de ayni sekilde identifiye edilmistir Geleneksel
yontemler ile identifikasyonu yapilamayan iki susun ITS 1 sekans analizi
sonucunda biri T rubrum, digeri ise T. violaceum olarak tanimlanmistir.
Gupta ve ark.'nin44 2001 yaptiklar calismada T. rubrum infeksiyonu
olan 16 ve T mentagrophytes infeksiyonu olan 4 hastadan, antifungal
tedavi uygulanan ve tedaviye ara verilen farkli dénemlerde 66 T. rubrum,
11 T mentagrophytes susu izole edilmis; suslara ait DNA'larin EcoRl
enzimi kullanilarak kesimi sonucunda, 18S rDNA ve ITS bdlgesinden
diizenlenen prob ile hibridizasyon sonuglari karsilastiriimistir. Sonucta
T rubrum'da bes, T mentagrophytes'te ise iki farkli RFLP deseni
belirlenmistir. Ayrica 10 farkli hastadan izole edilen T tonsurans
suslannin ayni RFLP tipini olusturdugu gozlenmistir.

Teminolojisinde glglik cekilen T. interdigitale ik kez 1917'de yeni bir
tar olarak tanimlanmis, Ajello tarafindan 1967'de dermatofit olmadigi
bildirilmistir. Ancak daha sonra yapilan calismalarda antropofilik
varyetesi T.mentagrophytes var. interdigitale, zoofilik varyetesi ise
T. mentagrophytes var. mentagrophytes adini almis, 1979'da morfoloji,
patojenite, cografi dagilimlar ve ciftlesme calismalari konusunda yogun
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arastirmalar yapilmistin.1990'da  T.mentagrophytes var. intertigitale
genotipi mitokondriyal DNA kisith enzim analizi ile arastiriimis, bant
paternlerinin A. vanbreuseghemii ile identik oldugu gdsterilmistir.
Ayni zamanda yapilan bazi calismalarda niklear ribozomal RNA geni
kullanildiginda ise identik bantlar gorilmemistirBazi calismacilar
T interdigitale olarak adlandirmayi tercih etse del4.22,28,42,45 son
calismalarda, heniiz yeterli asamaya gelinmedigi icin karisikhida
neden olmamak agisindan bazi calismalarda T mentagrophytes var.
intertigitale’'nin  kullanilmasi  gerektigi belirtilmistir4>.  Bu calisma
Humboldt Universitesi'nde bu konuda ¢ok sayida arastirmasi olan ve
T interdigitale olarak adlandirmayi kabul eden ekip icinde yer alan
Dr. Graser ile birlikte yapildigindan bu mantar adi makale icerisinde
Tinterdigitale olarak kullaniimistir.

Mochizuki ve ark.'nin16 2003 yilinda yaptiklari calismada morfolojik
Ozelliklerine gdre T mentagrophytes var. mentagrophytes olarak
tanimlanan 20 ve T mentagrophytes var. interdigitale olarak
tanimlanan 47 olmak Uzere toplam 67 susun ITST ve ITS 2 PCR ve
daha sonra Mval enzimi kullanilarak yapilan RFLP analizi sonucunda
60t T mentagrophytes var. interdigitale, besi A. vanbreuseghemii,
biri A. benhamiae olarak identifiye edilmis, bir susun identifikasyonu
yapilamamistir. . mentagrophytes var. interdigitale olarak tanimlanan
60 sus DNA'larinin EcoRI enzimi ile kesilmis, olusan DNA parcalarinin
18S rDNA'nIn 3" ucu, ITS1, 5,85 rDNA, ITS2 ve 28S rDNA'nin 5" ucunu
cogaltan prob kullanilarak yapilan PCR sonucu, NTS bdlgelerindeki
polimorfizme gére 23 farkli RFLP deseni gdzlenmistir.

Ninet ve ark.'nin4, 2003 yilinda yaptiklar calismada 28S rRNA'yi
kodlayan gen bdlgesinin bir kisminin sekans analizi yapilmistir. Yiz
otuz sekiz klinik, sekiz standart sus kullanilan calismada T. rubrum, T
tonsurans, T. soudanense, T. violaceum, M. canis, M. audouinii, M.
gypseum ve E. floccosum tanimlanmis, T. mentagrophytes (g farkli
tipe ayrimistir. identifikasyonu yapilan T. mentagrophytes suslarinin
ITS1, 5,85 rDNA ve ITS2 bdlgelerinin sekans analizi sonucunda ise
T. mentagrophytes tip | ve II'nin birbirine benzer oldugu, Tip 1II'Uin
bunlardan farkli oldugu gosterilmistir. Tip | ve tip I'nin bulundugu grupta
siniflandirilan dermatofitler T mentagrophytes var. interdigitale ile,
Tip II"in bulundugu diger grupta siniflandirilanlar ise . mentagrophytes
var. mentagrophytes ile benzerlik géstermistir.

Arca ve ark.'nin33 2004 yilinda yaptiklari diger bir calismada 52 hastadan
alinan tirnak &rneklerinin direkt mikroskopi, kiltir ve PCR sonuglari
karsilagtinimistir. Direkt mikroskopik incelemede 40 (%77) Ornekte
pozitiflik saptanirken, kiltirde 12 (%23) érnekte Greme gorulmustir
(yedi T mentagrophytes, doért T rubrum, bir Acremonium cinsi).
Mantar trlerinin birbirlerinden ayirimi icin mantar DNA'sinin degisken
olan ITS bdlgelerine yonelik primerler kullaniimasiyla yapilan PCR
sonucunda 20 (%38) Ornekte pozitiflik saptanmig fakat PCR pozitifligi
tur diizeyinde identifikasyonu saglamamis, olusan bandin biyUkliglne
gore pozitifligin M. gypseum, T. mentagrophytes ya da T. rubrum’a ait
oldugu belirtilmistir.

Kardjeva ve ark.'nin3' 2006 yilinda yaptiklari calismada geleneksel
yontemlerle T rubrum olarak tanimlanan 55 dermatofit susununun 51,
T. rubrum’a 6zgU primer kullanilarak identifiye edilmistir. identifikasyonu
yapilamayan dort sus igin ITS-PCR ve RFLP ydntemi uygulanmis, tcU.
interdigitale, biri Arthroderma benhamiae olarak tanimlanmistir. Yine
ayni calismada 195 tirnak drneginden calisiimig, direkt mikroskopi 181
(%93) drnekte pozitif iken 44 (%22) kiltirde Ureme g&rilmustir.
T rubrum’a 6zgli PCRile 148 (%76) sus tanimlanirken, ITS PCR ve RFLP

ile dort sus T interdigitale olarak saptanmustir. T. rubrum’a 6zgii PCR ile
identifikasyonda iki farkli tip belirlenmistir.

Sharma ve ark.'nin46, 2006 yilinda yaptiklari calismada ITS-PCR-
RFLP ve ITS PCR-sekanslama ile yeni tanimlanan bir tir olan
M. appendiculatum’un M. gypseum ile ayni genotip yapisina sahip
oldugu gosterilmistir.

Brillowska-Dabrowska ve ark.'nin23 2007 yilinda yaptiklari calismada 65
Trichophyton cinsinden (sekiz standart, 57 klinik sus), 21 Microsporum
cinsinden (lg standart 18 klinik sus) ve 15 E floccosum (bir standart,
14 klinik) olmak UGzere 101 dermatofit tanimlanmistir. 13 T. rubrum
susunun timd hem ITS2 bélgesinde bulunan T. rubrum’a 6zgl primer
kullanarak yapilan PCR sonucu ile, hem de kitin sentezleyen DNA
gen bolgesinde bulunan pan-dermatofit primerler ve T rubrum’a
6zgl primerler kullanilarak yapilan multiplex PCR ile tanimlanmistir.
101 sus gerek pandermatofit PCR, gerekse multiplex PCR ile pozitif
sonug vermistir. Ayrica kontrol olarak kullanilan 21 dermatofit disi kif,
maya ve (¢ insan DNA'sinda PCR GrinU gdzlenmemistir. Yine ayni
calismada 118 tirnak 6rneginin 45 (%38,1)'inde direkt mikroskopi ya
da kultir pozitifligi saptanirken, 50 (%42,4)'sinde kullanilan her t¢ PCR
sonucunda dermatofit varligi saptanmistir.

Tum bu calismalarda gortldigl gibi; tir dizeyinde identifikasyon,
mantar DNA'sinin asiri degisken bélgeleri olan ITS1 ve ITS2 bolgelerinin
gerek restriksiyon enzimleri ile kesimi, gerekse sekanslanmasi sonucunda
saglanabilmektedir. Ancak, kitin sentezleyen DNA bdlgesinin ¢ogaltiimasi
ya da korunmus 18S ve 28S rDNA bolgelerinin restriksiyon enzimi ile
kesiminin bu taniyl saglayamadigi, bu bolgelerin sekanslanmasi ile tlr
diizeyinde tanimlamanin mimkin oldugu gértlmektedir. Sekanslama
sonucunda tlr dlzeyinde tanimlama gerceklesmesine ragmen, bu
islemin rutin uygulamada kullanilmasi zor gibi gérilmektedir. Bu nedenle
bu calismada, amaca yénelik olarak, daha kolay uygulanabilmesinden
dolayr T rubrum ve T. violaceum'a 6zgi primerler kullanilmis, diger
dermatofitlerin tanimlanmasinda mantar DNA'sinin degisken bdlgeleri
olan ITS1, ITS2 bélgeleri cogaltilarak RFLP analizi yapilmis ve RFLP
sonucunda tanimlanamayan suslar sekanslanmistir.  Genotipik tani
sonucunda, fenotipik tanimlanmalarina gére T. rubrum olarak saptanan
29 susun yani sira, Trichophyton cinsinden olarak belirlenen 19 susun
12'sinin daha T rubrum, alti susun Tinterdigitale, birinin Plilacinus
oldugu belirlenmistir. U¢ . mentagrophytes susunun Ugiinin de T
interdigitale; iki T tonsurans'dan birinin Tinterdigitale, digerinin A.
fumigatus; bir T. violaceum'un, T. violaceum; bir M. canis’in M. canis,
diger Microsporum cinsinden mantarin ise M. canis oldugu saptanmistir.
Goruldigu gibi dogru DNA bélgesi ve molekdler yontem secildigi
zaman, hem tanimlanamayan, hem de yanlis olarak tanimlanan
suslarin kisa zamanda ve kesin identifikasyonu saglanmaktadir. Tipik
micel, makro ve mikrokonidyumlari saptanmayan ve geg¢ Uredigi
icin dermatofit olabilecedi dustnilen ve genotipik identifikasyon
sonucunda firsat¢l mantarlar oldugu belirlenen A. fumigatus ve P
lilacinus'un saptanmis olmasi, molekdler testlerin dnemini bir kez
daha vurgulamaktadir. Ozellikle sistemik mikoz kuskulu bireylerde
firsatci mantarlar izole edildiginde kontaminasyon veya etken olup
olmadiginin kisa zamanda yapilan tekrarlar ile belirlenmesi, zaten
vicut direnci yeterince gli¢li olmayan hastalarin uygun tedavi izlemi
ve yasamlari agisindan da ¢ok énemlidir.

Gerek ylzeyel, gerekse sistemik mantar infeksiyonlari ve etkenlerinin
hizli ve dogru olarak tanimlanmalari; tedavi, gereksiz ilag kullanimini
Onleme, hastane infeksiyonlarinda koékeni belirleme ve bulaslar
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engelleme gibi halk saghgini yakindan ilgilendiren konular agisindan
son derece 6nemlidir. Ayrica siniflandirma calismalarina isik tutmasi ve
mikoloji alanindaki bilgileri yogunlastirmasi, bu testlerin ne denli gerekli
oldugunu géstermektedir.

Molekdiler diizeyde calismalarin  yapilabilmesi amaciyla; Universite
laboratuvarlari gibi referans olabilecek belirli ortamlarda; gerekli kit,
malzeme ve cihaz temini saglanmali, akademik calismalar tesvik edilmeli
ve bu alandaki yeniliklerin yakin takibi saglanmalidir. Ancak 6zellikle
ekonomisi yeterince glcli olmayan Ulkeler icin, rutin calismalarda
oncelikli olarak yapilmasi gereken; geleneksel yontemlerin uygulanmasi,
basarill sonug¢ alinamadiginda molekler tani testlerine basvurulmasidir.
Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje No: T-87/15122006.
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