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ÖNSÖZ 

 

 

Mantar hastalıkları, pet hayvanları arasında en sık rastlanan hastalıklardandır. 

Bunlar arasından da en sık görülenleri Microsporum canis ve Trichophyton 

mentagrophytes enfeksiyonlarıdır. Tüm dünyada yaygın olarak görülen bu hastalık 

ülkemizdeki pet hayvanları arasında da yaygındır. Etkene göre değişebilen ve uzun 

süren bir tedavisi bulunan bu enfeksiyonlar için geliştirilmiş aşılar da bulunmaktadır. 

Bu aşılar sadece tedavi amaçlı kullanılmakta ve koruyuculuk sağlayamamaktadır. 

Klinik olarak bu etkenlerin teşhisi konvansiyonel mikolojik yöntemler kullanılarak 

yapılmakta, bu yöntemlerin güvenirliliği ve doğrulukları birçok nedenden etkilendiği 

için sonuçlar yanıltıcı olabilmektedir. 
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1. GİRİŞ 

 

 

 

1.1. Dermaotfitlerin Tarihçesi ve Klasifikasyonu 

 

 

Kayıtlı ilk mantar enfeksiyonunun, şu anki ismi mikotik misetom olan “padaval 

mika” olduğu ve M.Ö. 2000 ile 1000 yılları arasında Hindistan’da görüldüğü tahmin 

edilmektedir. Bu yıllardan sonra Hipokrat zamanında çeşitli bilim insanlarının da 

mikotik hastalıklarla ilgili çalışmaları bulunmaktadır (Ainsworth, 1976). 

 

 

Mikotik etkenlerin mikroskobik özellikleri Hooke’un (1665) bileşik mikroskop 

aracılığıyla mantarları incelemesine kadar tam anlaşılamamıştır. Leuwenhook 

mayaların tomurcuklanarak üremesini incelemiştir. Micheli (1729), Aspergillus, 

Botrytis ve 900 farklı mantar türünü bulmuş olup mikolojinin babası olarak 

anılmaktadır (Kendrick, 2011). 1929 yılında Flemming, Penicillium notatum’dan 

kazara “Penicillin” elde etmiştir. Keşfettiği bu etken madde stafilokoklar üzerinde 

inhibitör etki göstermiş ve birçok hastalığın tedavisini sağlamıştır. Bu keşif mantarlara 

olan ilgiyi daha da arttırmıştır (Fleming, 1929). 

 

 

Mantarlar sistematik olarak linnean hiyerarşisine göre Order (-ales), alt sınıf (-

mycetidae), sınıf (-mycetes), alt filum (-mycotina), filum (-mycota; Microsporidia 

hariç) gibi ekler almakta, alt alem ve alem eki almamaktadır. Mantarlar morfolojilerine 

göre üç ana gruba ayrılmaktadır. Bunlar maya, küf ve maya benzeri form olarak 

adlandırılmaktadır (Gil-Lamaignere ve ark., 2003; Samanta, 2015). 

 

 

Mantar aleminin yaklaşık yüz kadarı patojenik olarak değerlendirilip, insan ve 

hayvanda hastalık yaptığı bildirilmiştir. Patojenik önemi bulunan mantar alemi 

yaklaşık olarak 250.000’den fazla tür içermektedir. Mantar alemi 6 adet şubeye 

bölünmüştür. Bunlar; Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota, 

Microsporidiomycota ve Glomeromycota’dır. Bu şubelerin içinde bazılarının medikal 

ve veteriner patojen olarak değeri bulunmamaktadır. Bunlar Chytridiomycota ve 

Glomeromycota şubesine ait türlerdir (Markey ve ark., 2013). 
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Mantarlar, seksüel ve aseksüel olmak üzere iki ana şekilde üreme 

göstermektedirler. Seksüel olan üremede spor oluşturan etkenler ana hücreden 

ayrılarak farklı bir yerde bireysel bir mantar kolonisi oluşturarak üremektedir. Bu 

üreme şeklinde birbirine uygun dişi ve erkek hücreler bulunmaktadır. Aseksüel üreme 

şeklinde ise bir seks organı ya da çekirdek oluşmaz. Bunun yerine ana hücrenin 

ayrışması, tomurcuklanma, tomurcuğu büyümesi, hifanın parçalanması, spor 

formasyonu oluşması şeklindedir (Samanta, 2015). 

 

 

Medikal ve veteriner mikoloji, insan ve hayvanlardaki mikolojik hastalıkları 

inceleyen bilim dallarıdır. Mikozis terimi insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde patojen 

mantarların yaptığı hastalığı tanımlamaktadır. Toksinlerin vücut dışından canlı hücre 

içine alınmasına ise mikotoksikozis adı verilmektedir (Samanta, 2015). 

 

 

Mikozisler oluştuğu yere göre ise süperfisiyal mikozlar, kutanöz mikozlar, 

subkutanöz mikozlar, derin (sistemik) mikozlar olarak sınıflandırılmaktadır (Hibbett 

ve ark., 2007). 

 

 

Hayvanlarda en çok hastalık yapan mantar etkenleri dermatotiflterdir. Bu 

etkenler gelişmek için keratin tabakasına ihtiyaç duymaktadır. Bu keratin ihtiyacından 

dolayı genellikle tırnak, saç, kıl ve deri gibi yapılarda gözlenmektedirler. 

Dermatofitlerin yaptıkları hastalıklara “dermatofitozis” (Şekil.1) denilmektedir 

(Markey ve ark., 2013). 
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Şekil 1.1. Jack Russell cinsi bir köpekte dermatofitozis (Trichophyton mentagrophytes) olgusu 

(Bond, 2010). 

 

 

 

1.2. Etiyoloji 

 

 

Dermatofitler, Ascomycota filumu, Euascomycetes sınıfı, Onygenales takımı, 

Arthrodermataceae ailesinde bulunmaktadırlar. Aseksüel özelliklerine göre 

Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton cinslerine ayrılan dermatofit 

etkenleri konakta deri, kıl, tüy, boynuz, toynak, tırnak, pençe gibi organları enfekte 

etmektedir (Samanta, 2015). Bunlar içerisinden kedi ve köpeklerden en çok izole 

edilen en önemli dermatofit etkenleri Microsporum canis, (Bond, 2010; Cabanes ve 

ark., 1997; Chermette ve ark., 2008; Tel ve Akan, 2008) ve Trichophyton 

mentagrophytes’tir (Bond, 2010; Nweze, 2011; Sparkes ve ark., 1993). 

 

 

Microsporum cinsi 18 tür içermektedir. Microsporum cinsi hem seksüel hem de 

aseksüel üreme gösterebilmektedir. Aseksüel üreme için konidia adı verilen sporları 

oluştururlar. Bu makrokonidiaların boyutları 6-160 μm × 6-25 μm arasında 

değişmektedir. Genel olarak antijeniteden sorumlu endoproteaz, pseudokinaz, 

ekzoproteaz gibi enzimler üretirler. Kedi ve köpek gibi pet hayvanları arasında en çok 

görüleni Microsporum canis’tir (Tel ve Akan, 2008). Siklohekzimid, kloramfenikol 

veya gentamisin eklenmiş Sabauraud Dekstroz Agar’da 25-30°C’de yaklaşık iki 
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haftada üreme gösterir. Agarda koloniler büyük, düzenli ve düzensiz dağılım ve farklı 

pigmentasyonlar gösterdiği için Dermatophyte Test Medium (DTM) Microsporum 

üretmek için uygun değildir (Markey ve ark., 2013; Samanta, 2015). 

 

 

Trichophyton cinsi 25 tür içermektedir. Bu türler seksüel (teleomorfik) olarak 

farklı kompleksler içersinde sınıflandırılmaktadır. Morfolojik olarak yapay kültürlerde 

farklı tipte hifalar (spiral, tenis raketi hifa vb.) görülebilmektedir. Bir hifa, yapısında 

genetik olarak ayrışmış çekirdekler içermektedir. Bunun yanı sıra tek çekirdekli 

konidiyalar da bulunmaktadır. Yapısında makro ve mikrokonidiyalar bulunmakta ve 

makrokonidiyaların uzunluğu 100 μm’ye kadar ulaşabilmektedir. Antijeniteden 

sorumlu enzimler keratinaz ve çinko metaloproteaz ailesinde bulunmaktadır (Samanta, 

2015). 

 

 

 

1.3. Epidemiyoloji 

 

 

Memelilerde ve kuşlarda 30 farklı mantar cinsi dermatofitozise neden 

olabilmektedir. Bunlardan bazıları ve en sık görüldüğü hayvan grupları; Microsporum 

canis (genellikle kedi, köpek), M.gypseum (köpek), Trichophyton verrucosum (sığır, 

küçük ruminant), M.equinum (equidae), T.mentagrophytes (kedi, köpek), 

T.mentagrophytes var. T.erinacei (av köpekleri)’dir. Günümüzde hayvanlar ile insan 

ilişkilerinin artması ve bu etkenlerin insanlarda da enfeksiyona sebebiyet vermesi 

dermatofitlerin zoonotik önemini arttırmaktadır (Bond, 2010; Chermette ve ark., 

2008). 

 

 

Uzun süreli antibiyotik kullanımı, bağışıklık düşüklüğü, eş zamanlı 

enfeksiyonlar, deri ve muköz membranların bütünlüğünün bozulması, nemli 

bölgelerin fazla etkene maruz kalması gibi sebepler ile ortaya çıkan T.mentagrophytes 

ve M.canis enfeksiyonları, yüzeysel deri enfeksiyonları, alerjik reaksiyonlar, 

generalize kutanöz enfeksiyonlar, invaziv kutanöz enfeksiyonlar ve nadiren generalize 

enfeksiyonlara sebep olmaktadır (Howard, 1983). Bu etkenlerin neden olduğu 

enfeksiyonlarda genellikle klasik yuvarlak ringworm lezyonu (alopesi) görülmektedir. 
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Bunun haricinde uzun süren enfeksiyonlarda generalize lezyonlar, nodüler ya da 

tümöral lezyonlar (kerion)’da görülebilmektedir (Markey ve ark., 2013). 

 

 

 

1.4. Microsporum canis ve Trichophyton mentagrophytes’in teşhisi 

 

 

Dermatofitlerin teşhisi ve izolasyonu, uluslararası altın standart olarak kabul 

edilen konvansiyonel mikolojik teşhis yöntemi ile yapılmaktadır. İzolasyon için farklı 

antibiyotik formulasyonları ve kimyasal içerikleri barındıran Saboraud Dekstroz Agar 

(SDA) kullanılmaktadır. Identifikasyon; SDA’da üreme, makroskobik özelliklerine 

(koloni morfolojisi, rengi, üreme süresi gibi) ve mikroskobik morfolojik özelliklerine 

göre yapılmaktadır. Steril olarak alınan kıl örneği SDA’ya ekilerek genellikle 25ºC’de 

7-21 gün inkübasyona bırakılır ve bu süre sonunda değerlendirilir. Mikroskobik 

teşhiste mikoloji atlasları kullanılmaktadır (Campbell ve Johnson, 2013; Markey ve 

ark., 2013). Diğer konvansiyonel mikolojik teşhis yöntemleri; yayma preparat, ıslak 

kapama (wet mount), florasan boyama, lam kültür tekniği, germ tüpü testi, kıl 

perforasyon testi, kıl tuzağı yöntemi, wood lambası, deney hayvanı inokülasyonu ve 

serolojik yöntemlerdir (Samanta, 2015). 

 

 

M.canis agarda hızlı ürer, beyaz ve ipeksi merkez ve çevresinde sarı bir hale 

oluşturur. Agarın diğer tarafından bakıldığında sarı ya da turuncu renkler 

görülmektedir. Mikroskobik olarak da genellikle yoğun miktarda makrokonidiya 

yapısı içermektedir. Bu konidiya yapıları iğsi yapıda olgun sporları içerir. Hücreler, 8-

20 × 40-150 μm boyutlarında olup, az miktarda mikrokonidya içermektedir (Samanta, 

2015). T.mentagrophytes agarda hızlı ürer. Kültürlerinde aşırı pleomorfizm 

görülmektedir. Bu morfolojik pleomorfizm yüzeydeki miselyal antenlerin oluşturduğu 

beyaz kabarıklıklar oluşmasına neden olur. Bunun sonucunda da karakteristik 

pigmentasyon ve konidiya yapıları ortaya çıkmaktadır (Samanta, 2015). 
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Şekil 1.2. Microsporum ve Trichophyton cinslerine ait makrokonidya ve mikrokonidya 

yapıları (a: Microsporum makrokonidyası, b: Microsporum mikrokonidyası, c: Trichophyton 

makrokonidyası, d: Trichophyton mikrokonidyası) (Markey ve ark., 2013). 

 

 

T.mentagrophytes ve M.canis etkenlerinin teşhisinde genellikle derideki 

lezyonlar değerlendirilmektedir. Laboratuvar teşhisinde sıklıkla Wood lambası, %10-

20’lik KOH ile yapılan direkt mikroskobik kıl muayenesi ve kültür yöntemi 

kullanılmaktadır (Bond, 2010). “Altın standart” olan mikolojik ekim yönteminde ise 

genellikle SDA kullanılmaktadır. Bu yöntemde kültüre edilen klinik materyal yaklaşık 

7-14 gün süren inkübasyon periyodu sonunda mikroskobik ve makroskobik 

morfolojilerine göre, resimli mantar atlasları ile karşılaştırmak suretiyle subjektif 

olarak teşhis edilmektedir. Bu yöntemin dezavantajları bazı dermatofitlerin besi 

yerlerinde ürememesi, ekim sonrası yapılan makroskopik ve mikroskobik incelemede 

operatörün subjektif görüşüne dayanan teşhis yapılması ve yapılan bu teşhisin de 

uzmanlık gerektirmesidir. Bunların yanısıra mantarlardaki bazı geçiş formlarını 

değerlendirirken hata yapılması, bazı türlerin de spesifik besi yeri ihtiyacının 

bulunması ve en önemlisi teşhisin gerçekleşmesi için geçen sürenin yaklaşık 7-14 gün 

olması diğer önemli dezavantajlarındandır (Pedersen ve ark., 2015). 

 

 

Konvansiyonel ekim yöntemi gibi yöntemlerin dezavantajlarından dolayı 

günümüzde nükleik asit temelli yöntemler daha sık başvurulan yöntemlerdir. 

Dermatofit etkenlerinin taranmasında kullanılan moleküler yöntemlerin büyük bir 
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çoğunluğu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanlıdır. PCR tabanlı yöntemler hedef 

DNA’nın yüksek miktarda kopyalanmasını, tespitini ve bazen de sekans analizi 

yardımıyla da genetik fragmanlar şeklinde tanımlanmasını sağlamaktadır. PCR, 

korunmuş bölgelerin amplifikasyonu ile tür tayini-tespitinin yanı sıra, virülans ve 

antifungal direnç genlerinin tespiti için de kullanılmaktadır (Cafarchia ve ark., 2013) 

Konvansiyonel PCR (Faggi ve ark., 2001), real-time kantitatif-PCR (Arabatzis ve ark., 

2007), nested PCR (Verrier ve ark., 2012), ITS bölge sekansı (Makimura ve ark., 1999) 

bazlı teşhis yöntemleri T.mentagrophytes ve M.canis teşhisinde sık tercih edilen diğer 

moleküler yöntemlerdendir.  

 

 

 

1.5. Tedavi 

 

 

Deri ve kıl hücrelerinde yüksek miktarda bulunan T.mentagrophytes ve M.canis 

etkenleri direkt temas, hava, vektörler ve enfekte materyallerin/aletlerin kullanımı ile 

yayılmaktadır. Enfeksiyonun oluşmasında en önemli çevresel etkenler sıcaklık ve 

nemdir. Bu durumdan sonra enfeksiyonun oluşması 1-3 hafta arası sürebilmektedir 

(Michaud, 2011). 

 

 

Günümüzde T.mentagrophytes ve M.canis tedavisi için topikal olarak veteriner 

hekimlikte kullanılan, enilkonazol ve mikokonazol içeren preparatlar bulunmaktadır. 

Topikal olan bu tedavide amaç hayvan ve halk sağlığı açısından riskli olan etkenlerin 

etrafa saçılmasını önlemektir. Etkenin tedavisi için ayrıca oral olarak terbinafine 

kullanılmaktadır. En çok kullanılan etken maddeler mikokonazol, ekonozol, 

ketokonazol, itrakonazol ve tiyobendazol’dur. Bunların yanı sıra terbinafin, flukonazol 

ve itrakonazol diğer etken maddelere sahip ilaçlar bulunamadığında alternatif olarak 

kullanılabilmektedir (McVey ve Kennedy, 2013). Bu tedavilerin yansıra kedi ve 

köpeklerde, Microsporum ve Trichophyton genuslarına spesifik canlı, attenüe aşı 

bulunmaktadır. Bu aşı hücresel immun yanıtı arttırarak iyileşme süresini 

kısaltmaktadır. Koruyucu etkisi bulunmamaktadır (McVey ve Kennedy, 2013). 
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1.6. Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

 

 

Günümüzde birçok nükleik asit amplifikasyon metodu geliştirilmiştir. 

Genellikle PCR tabanlı yöntemler kullanılsa da, alternatif olarak nucleic acid 

sequence-based amplification (NASBA), self-sustained sequence replication (3SR) ve 

strand displacement amplification (SDA) gibi amplifikasyon yöntemleri de 

geliştirilmiştir. Bu yöntemlerin kendi içlerinde çalışma prensipleri değişiklik gösterse 

de özgüllükleri ve duyarlılıkları ile ilgili bazı dezavantajlar barındırmaktadırlar. 2000 

yılında geliştirilen LAMP yöntemi ise hem düşük sıcaklıkta, hem de yüksek duyarlılık 

ve özgüllükte özel bir çoğaltıcı cihaz bulunmadığı laboratuvar ortamında nükleik asit 

amplifikasyonu yapılabilmektedir (Notomi ve ark., 2000; Notomi ve ark., 2015).  

 

 

LAMP testi, belirli bir ısıda gerçekleşen, termal döngü cihazına ihtiyaç 

duymayan, etken genomundaki korunmuş bölgeyi hedefleyen 3-4 çift primer 

tarafından gerçekleştirilen, Bacillus stearothermophilus’den elde edilen Bst polimeraz 

isimli enzimin kullanıldığı bir amplifikasyon yöntemidir. Kullanılan Bst polimeraz 

enzimi zincir yerdeğiştirebilme aktivitesine sahip olduğundan reaksiyon izotermal 

koşullarda gerçekleşmektedir (Şekil 1.3.) (Chang ve ark., 2012). 

 

 

Reaksiyonu tamamlanmış LAMP deneylerini tek tüpte, nitel olarak 

değerlendirebilmek amacıyla çeşitli yöntemler geliştirilmiştir (Notomi ve ark. 2000, 

2015). Bu yöntemlerde bulanıklığın ölçülmesi, çeşitli florasan boyalar ile DNA’nın 

görünür hale getirilmesi ve florasan barındırmayan renk değişimleri sağlayan 

kimyasallar kullanılmaktadır (Mori ve ark., 2001; Notomi ve ark., 2015). LAMP 

testinde DNA’nın indirekt olarak görünür hale gelmesi, kompleksometrik floresan 

metal indikatörü HNB (Hidroksi naftol mavisi) ve DNA biyosentezi sonrasında ortaya 

çıkan Mg++ iyonları ile tepkimeye girmesi sonucu oluşan renk değişimi ile sağlanır. Bu 

yöntem diğer yöntemlere moleküler yöntemlere göre tüplerin açılmasını 

gerektirmediğinden kontaminasyon riskini sıfıra indirmekte, gözle değerlendirme 

yapıldığından da kolay uygulanabilir ve hızlı sonuçlanan bir test olarak göze 

çarpmaktadır. Bu yüzden günümüzde en çok kullanılan LAMP değerlendirme 

yöntemlerinden biridir (Goto ve ark., 2009; Mori ve ark., 2001). 
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Şekil 1.3. LAMP’ın tematik çalışma şeması (Notomi ve ark., 2000). 

 
 

LAMP reaksiyonunda iki adet ileri ve geri dış primer (F3, B3), iki adet ileri ve 

geri iç primer (FIB, BIP) ve iki ileri ve geri döngü primeri (L-F, L-B) olmak üzere 

toplamda altı adet primer bulunmaktadır. Bu primerlerden FIP, (ileri iç primer) hedef 

DNA içerisinde 5’ bölgesine yakın hedef bölgeye, 5’ ucundaki komplementer dizinin 

3’ ucuna gelecek şekilde bağlanır. Bst polimeraz enzimi de çift iplikçikli diziyi aynı 

anda hem ikiye ayırır hem de bu dizinin karşılığındaki nükleik asit dizisinin 

tamamlayıcısını sentezler. Bu dizi aynı zamanda primerin bağlandığı iplikçiğin 

aynısıdır. FP (ileri dış primer) FIP’in bağlandığı noktanın karşılığında bulunan 3’ 

ucuna içten bağlanır ve iki dizi birbirinden ayrılırken yine yeni bir dizi sentezlenir. 

Sentezlenen ilk diziden açıkta kalan 5’ ucu aynı dizi üzerinde bulunan komplementeri 

üzerine katlanır. Aynı süreç geri primerler tarafından da tamamlandığında dambıl 

benzeri bir yapı oluşur. Bu dambıl benzeri yapılar çoğaldığında ortamda milyonlarca 



 

10 

nükleik asit bulunmakta ve bu nükleik asitler çeşitli görüntüleme metodlarıyla tespit 

edilebilmektedir (Nagamine ve ark., 2002; Notomi ve ark., 2000). 

 

 

 

1.6.1. LAMP Yönteminin avantajları ve kullanım alanları 

 

 

Klasik moleküler yöntemlere kıyasla birçok avantajı olduğu için son zamanlarda 

önem kazanan bu yöntem, izotermal bir nükleik asit amplifikasyon tekniğidir. 

Ortamdaki enzim aktivitesi sonucu ortaya çıkan yoğun DNA molekülünü 

amplifikasyonun bir yan ürünü olarak ortaya çıkan Mg++ iyonlarının artması ve HNB 

ile tepkimeye girmesi sonucu oluşan gökyüzü mavisi rengi ile ayırt edilir. Ayrıca farklı 

boyalar kullanılarak renk değişimi doğrudan çıplak göz ya da UV ışığı yardımıyla 

tespit edilebilmektedir (Khan ve ark., 2017; Scheel ve ark., 2014). 

 

 

LAMP, numuneden gelen inhibitörlerden çok az miktarda etkilendiğinden, hem 

direkt olarak klinik numuneden çalışılabilmekte hem de tespit duyarlılığı PCR temelli 

yöntemlerden daha yüksek olmaktadır (Aliotta ve ark., 1996). Diagnostik bir test 

olarak LAMP, bakterilerde (Garrido-maestu ve ark., 2017; Mitsuko ve ark., 2018) 

denenmiş, ayrıca mantarlardan Aspergillus fumigatus (Tang ve ark., 2016), 

Ochroconis gallopava, (Ohori ve ark., 2006) Fusarium spp. (Souza ve ark., 2017) ve 

dermatofitlerden sadece T. tonsurans’ın (Yo ve ark., 2016) teşhisinde kullanılmış ve 

PCR’a göre daha iyi sonuçlar alındığı belirtilmektedir. 

 

 

Rutin olarak veteriner kliniklerinde hasta başında yapılabilecek moleküler 

tabanlı bir test olan LAMP yöntemi, yüksek maliyetli cihaz gereksinimi olmayışı, 

yüksek oranda duyarlı ve özgül olması, tekrarlanabilirliği, direkt olarak klinik 

numuneden kısa sürede (30-60 dk) sonuç vermesi, sonuçların konvansiyonel yönteme 

göre objektif değerlendirilebilmesi ve uzman teknisyen ihtiyacını ortadan kaldırması 

açısından önemli bir hızlı tanı yöntemidir (Tang ve ark., 2016). 
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Bu tez çalışmasında, veteriner kliniklerinde, mikrobiyoloji laboratuvarlarında ve 

sahada uygulanabilir, maliyeti düşük bir LAMP tanı kiti geliştirilmesi hedeflenmiştir. 

Bu çalışma ile dünyada ilk kez, sahada direkt klinik örnekten T.mentagrophytes ve 

M.canis’in teşhisine yönelik bir LAMP tanı kiti geliştirilmesi amaçlanmıştır. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

 

2.1. Gereç 

 

 

 

2.1.1. Referans suşlar 

 

 

Bu tez çalışmasında geliştirilen yöntemin optimizasyonu ve validasyonu için 

pozitif kontrol olarak kullanılan referans suşlar Microsporum canis CBS 566.80 ve 

Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’dır. Suşlar agar üzerinde üremiş şekilde 

tedarik edildi. Optimizasyon ve validasyon çalışmalarında hedef dışı olarak kullanılan 

referans suşlar Çizelge 2.1.’de gösterilmiştir.  

 

 
Çizelge 2.1. Optimizasyon ve validasyon çalışmalarında hedef dışı örnek olarak kullanılan 

referans suşlar. 
 

Suş İsmi  Suş Numarası  

Trichophyton tonsurans  CBS 112818 

Trichophyton rubrum CBS 118892 

Nannizzia gypseum  CBS 118893 

Aspergillus niger  CBS 513.88 

Candida albicans  CBS 562 

Rhizopus oryzae CBS 257.28 

Histoplasma capsulatum CBS 136.72 

Fusarium solanii CBS 490.63 

Alternaria alternata CBS 916.96 

Malessezia pachydermatitis CBS 1879 

 

 

 

2.1.2. Microsporum canis ve Trichophyton mentagrophytes saha izolatları 

 

 

Tez çalışmasında geliştirilen yöntemin saha örnekleri ile validasyonu amacıyla 

Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı kültür 

koleksiyonunda bulunan, konvansiyonel mikolojik ekimi ile doğrulanmış 64 adet 



 

13 

M.canis ve 44 adet T.mentagrophytes olmak üzere toplam 108 adet suşa ait, önceden 

ekstrakte edilerek saklanmış DNA’lar kullanıldı. 

 

 

Bu izolatlara ait DNA’ların haricinde yine validasyon çalışmalarında 

kullanılmak üzere, 2014-2018 yılları arasında Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı rutin klinik laboratuvarına mantar muayenesi amacıyla 

gönderilmiş hayvanlardan elde edilen, konvansiyonel mikolojik kültür yöntemi ile 

mantar teşhisi konulmuş ve -80°C’de saklanmış, 100 adet kıl örneği (20 adedi M.canis, 

13 adedi T.mentagrophytes pozitif olup 67 adedi ise M.canis ve T.mentagrophytes 

negatif) seçildi. Bu 67 suş içerisinde ise 12 adedi Alternaria spp., 30 adedi Aspergillus 

spp., 3 adedi Blastomyces spp., 4 adedi Candida spp., 4 adedi Cryptococcus spp., 

Fusarium spp., 5 adedi Histoplasma spp., 4 adedi Microsporum spp., 1 adedi Mucor 

spp., 2 adedi Penicillium spp., 5 adedi Rhizopus spp., 2 adedi Sporotrix spp., 15 adedi 

Trichophyton spp.’dir. 

 

 

Elde edilen yöntemin direkt saha materyalinde tespit limitini belirlemek 

amacıyla, M.canis ve T.mentagrophytes yönünden negatif olduğu bilinen 100 adet kıl 

örneğinden, rastgele seçilen 20 adedi kullanıldı. 
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2.2. Yöntem 

 

 

 

2.2.1. LAMP yönteminin tasarımı ve optimizasyonu 

 

 

 

2.2.1.1. LAMP primerlerinin tasarımı 

 

 

Bu amaçla, M.canis ve T.mentagrophytes’in her ikisinde de bulunan 3592 bç 

uzunluğunda, korunmuş gen bölgesi olan “Chitin Synthase-1 (CHS-1)” geni seçildi. 

Bu bölge, hücre duvarı yapısında bulunan selüloz benzeri polisakkariti sentezlemekle 

görevli olup dermatofitler dahil bir çok mantar türünde de bulunmaktadır. Bu bölgenin 

M.canis ve T.mentagrophytes’i diğer mantarlardan ayırmada özgül bir bölge olduğu 

literatürlerden (Garg ve ark., 2007; Kano, 2004; Kano ve ark., 1997; Kano ve ark., 

2000; Tiryaki ve ark., 2015) anlaşılmaktadır.  

 

 

M.canis ve T.mentagrophytes’in her ikisinde de bulunan CHS-1 bölgesinin 

belirli alanlarını hedef alan LAMP primerlerinin tasarlanması için, bu gen bölgesinin 

farklı dizileri “National Center of Biotechnology Information” websitesinde bulunan 

GenBank’tan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) elde edildi. Varolan 

DNA dizilerinden, M.canis için referans genom “Microsporum canis chitin synthase 

1 CBS 113480” (Genbank No: XM_002843156), “Microsporum canis CDM chitin 

synthase 1 gene partial” (Genbank No: FJ897700) ve “Microsporum canis gene for 

chitin sythase 1 partial cds” (Genbank No: AB003563); T.mentagrophytes için ise 

“Trichophyton mentagrophytes strain CDM 15 chitin synthase 1 gene, partial cds” 

(Genbank No: FJ897705), “Trichophyton mentagrophytes strain FZ1405 chitin 

synthase 1 (CHS) gene, partial cds” (Genbank No: KM355549) ve “Trichophyton 

mentagrophytes strain CDM 7 chitin synthase 1 gene, partial cds” (Genbank No: 

FJ897704) seçildi. Bu gen dizileri CLC Main Workbench vs. 6 (Qiagen 

Bioinformatics, Danimarka) programı ile alt alta sıralanarak türe özgü varyasyonların 

en az olduğu, mutasyonların olmadığı ve diğer mantar etkenleri ile çapraz reaksiyon 

göstermeyecek özgül bölgeler belirlendi.  
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LAMP primerlerinin tasarlanması için Eiken Chemical Co. Ltd (Tokyo, 

Japon)’ye ait internet sitesinde bulunan PrimerExplorer V.5 (http://primerexplorer.jp, 

2018) online programı, primerlerin test edilmesi için ise Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3/) online programı ve CLC Main Workbench vs. 6 (Qiagen 

Bioinformatics, Danimarka) programları kullanıldı. Primerlerin tasarımı sırasında 

mutasyon olan bölgeler program üzerinde işaretlenerek bu noktaların dışını 

hedefleyerek primer tasarımı yapıldı. Loop primerlerinin tasarlanması için ise 

Nagamine ve ark. (2002)’nın kullandığı yöntem kullanılarak aynı primer tasarım 

programları ile hazırlanan 6 adet [2 dış (F3, B3), 2 iç (FIB, BIP) ve 2 döngü (L-F, L-

B)] primer tasarlandı.  

 

 

Bu gen bölgesine özgü tasarlanan primerler 3 farklı alternatif şeklinde, her etken 

için ayrı ayrı tasarlandı. Her hedef (M.canis ve T.mentagrophytes) için tasarlanan 

primer çiftlerinden 5'mer/3'mer stabiliteleri en yüksek olanlar ve ∆G ≤ –4 kcal/mol ve 

primer-dimer oluşturma oranları en düşük olanlardan ve primerlerin bağlandığı ve 

çoğalttığı en büyük bölgeye ait ürün boyutu 200 nükleotidi geçmeyecek şekilde 

tasarlandı. In siliko testleri, NCBI’ın internet sitesinde bulunan primer BLAST 

veritabanında ve “primer3” programı yardımıyla yapıldı. 

 

 

 

2.2.1.2. LAMP reaksiyonunun optimizasyonu 

 

 

Optimizasyonun tüm aşamalarında, yüksek duyarlılıkta çalıştığı bilinen “Bst 

DNA polymerase 2.0 Warmstart (New England BioLabs, Sumida, Tokyo, Japan) 

enzimi kullanıldı. Spesifik DNA ürününü görünür hale getirmek için reaksiyonu inhibe 

etmediği bilinen kalsiyum metal indikatörü “hydroxy naphthol blue” (HNB) (Sigma-

Aldrich Corporation, USA) kullanıldı (Goto ve ark., 2009). 

 

 

Reaksiyon içeriği, primer konsantrasyonları ve reaksiyon süresi Bst polimeraz 

enzimi için New England BioLabs internet sitesinde (https://international.neb.com) 

verilmiş olan reaksiyon koşullarına göre yapıldı. LAMP reaksiyon karışımı 25 μl 
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hacminde olup şu bileşenleri içermektedir: 6 mg/ml BSA, 20 mg/ml PEG 400, %0,25 

Tween 20, 15 mM peptit kompleksi, 20 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM KCl, 1,5 mM 

MgCl2, 0,2 mM dNTP mix, 0,1 U Bst DNA Polimeraz, 120 μM HNB. 25 µl’lik 

reaksiyona konsantrasyonları 40 µM FIP, 40 µM BIP, 5 µM F3, 5 µM B3, 10 µM 

Loop-F, 10 µM Loop-B1 olacak şekilde primerler ve 10 μl nükleik asit izolatı 

eklenmiştir. Tasarlanan üç farklı primer setine, hazırlanan bu miks uygulanarak 

optimizasyonun diğer aşamalarına en uygun primer seti ile devam edildi. İki etken ve 

primer seti için tüm deneyler, enzim üreticisinin belirttiği optimum sıcaklık olan 

65°C’de gerçekleştirildi. Ticari kit ile Microsporum canis CBS 566.80 ve 

Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a suşlarından ekstraksiyonu yapılmış DNA 

ekstraktları tüm deneylerde pozitif kontrol olarak kullanıldı. 

 

 

Tüm deneylerdeki LAMP ürünleri HNB sayesinde çıplak göz ile değerlendirildi. 

Bir testin pozitif olarak değerlendirilebilmesi için mor renkli reaksiyon karışımının, 

gökyüzü mavisi renge dönmesi beklendi. LAMP deneyinin değerlendirilmesi için 

tüpler beyaz kağıt önünde değerlendirildi. Bir deneyin geçerli sayılabilmesi için 

negatif kontrol olarak kullanılan tüpte herhangi bir reaksiyon gözlenmemesi beklendi. 

Negatif kontrolde pozitiflik saptandığı taktirde test tekrarlandı. Negatif kontrol olarak 

moleküler ölçekli su kullanıldı.  

 

 

Enzim sağlayıcısının direktifleri doğrultusunda hazırlanan LAMP karışımı her 

etken için hazırlanan üç farklı primer seti için, 65°C sabit sıcaklıkta 60 dk test edildi. 

Bu deney her 15 dk sonunda göz ile değerlendirildi. Elde edilen sonuca göre seçilen 

primer seti ve optimum reaksiyon süresi diğer aşamalarda kullanıldı. 
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2.2.2. DNA eldesi 

 

 

 

2.2.2.1. Optimizasyon aşamasında kullanılan suşlardan DNA 

ekstraksiyonu 

 

 

İki ayrı hedef etken için oluşturulan iki ayrı yöntemin optimizasyonunda, 

Microsporum canis CBS 566.80 ve Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a ait 

standart suşlar ve Tablo 2.1.1.’deki referans suşlardan Quick-DNA™ Fungal/Bacterial 

Miniprep kiti (Catalog No. D6005, Zymo Research Corp., U.S.A.) ile üretici firmanın 

direktiflerine göre şu şekilde yapıldı: 

 

1- 200 µl içerisine agar üzerindeki koloniden 2-4 cm2’lik parça alındı ve vortekslendi. 

2- Bu karışım ZR BashingBead™ Lysis tüpüne eklenerek üzerine 750 µl 

BashingBead™ Buffer eklendi. Minimum 5 dk vortekslendi. 

3- ZR BashingBead™ Lysis tüpü 10,000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

4- 400 µl süpernatant Zymo-Spin™ III-F kolonu ve toplama tüpüne sonrasında 8,000 

g’de 1 dk santrifüj edildi. 

5- Kolondan 1,200 µl Genomic Lysis Buffer geçirildi ve 8000 g’de 1 dk santrifüj 

edildi. 

6- Tüpte kalan sıvı toplama tüpü içerisindeki Zymo-Spin™ IICR kolonuna alındı ve 

10,000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

7- 200 µl DNA Pre-Wash Buffer kolona eklendi ve alta geçen süpernatant atıldıktan 

sonra 10,000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

8- 500 µl g-DNA Wash Buffer kolona eklendi ve alta geçen süpernatant atıldıktan 

sonra 10,000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

9- Kolon 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne alındı ve üzerine 100 µl DNA elüsyon 

bufferı eklendi. Sonrasına 10,000 g’de 30 saniye santrifüj edildi.  

10- DNA ekstraksiyonu sonrasında örneklerin spektrofotometre yardımıyla saflıkları 

(A260/A280) ve konsantrasyonları ölçüldü. Minimum 50 ng/µl, A260/A280 değeri 1,6-2,0 

aralığında olan izolatlar analizlerde kullanıldı.  
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2.2.2.2. Kıl örneklerinden DNA ekstraksiyonu 

 

 

Kıl örneklerinden ekstraksiyon yapılması amacıyla Kolukırık ve ark. (2012) ile 

Zhang ve ark. (2010)’nın kullandıkları yöntem, çalışmada hedeflenen iki etkene göre 

modifiye edilerek kullanıldı. Bu yönteme göre DNA izolasyonu yapılırken, doğrudan 

kıl örneğinden minimum 5 adet olacak şekilde; 200 μl’lik (6 mg/ml BSA, 20 mg/ml 

PEG 400, %0,25 Tween 20, 15 mM peptit kompleksi, 20 mM Tris-HCl pH 8,0) 

solüsyonu içerisine eklendi. Sonrasında bu karışım 10 dk vorkteslendi ve 15 dk 

85°C’de inkübe edilerek nükleik asit izolasyonu tamamlandı. 

 

 

DNA ekstraksiyonu sonrasında örneklerin spektrofotometre yardımıyla 

saflıkları (A260/A280) ve konsantrasyonları ölçüldü. Miktarı yaklaşık 50 ng/µl, A260/A280 

değeri 1,6-2,0 aralığında olan izolatlar analizlerde kullanıldı. Nükleik asit miktarı fazla 

olan örnekler 50 ng/µl olacak şekilde DNaz/Nükleaz içermeyen moleküler ölçekli su 

ile dilüe edildi. Ekstraksiyon sonrası ölçümlerde yoğunluğu 1-50 ng/µl arası çıkan 

örneklerde orijinal yoğunluk kullanıldı. Standardize edilen örneklerden her biri için 10 

µl LAMP reaksiyonuna eklenerek denendi.  

 

 

 

2.2.2.3. Kültür örneklerinden DNA ekstraksiyonu 

 

 

Kültür örneklerinden ekstraksiyon yapılması amacıyla Kolukırık ve ark. (2012) 

ile Zhang ve ark. (2010)’nın kullandıkları yöntem, çalışmada hedeflenen iki etkene 

göre modifiye edilen yöntem kültür örneklerine uyarlandı. Bu yönteme göre DNA 

izolasyonu yapılırken, doğrudan agar üzerinde üremiş örneğinden 2-4 cm3’lük bir 

bölge bistüri yardımıyla kesildi ve spatula yardımıyla 2 ml’lik mikrosantrifüj tüpü 

içerisine alındı. Üzerine 200 μl’lik (6 mg/ml BSA, 20 mg/ml PEG 400, %0,25 Tween 

20, 15 mM peptit kompleksi, 20 mM Tris-HCl pH 8,0) solüsyon içerisinde çözüldü 10 

dk vorkteslendi ve sonrasında 15 dk 85°C’de inkübe edilerek nükleik asit izolasyonu 

tamamlandı. 

 

 



 

19 

Bu yöntem, Microsporum canis CBS 566.80 ve Trichophyton mentagrophytes 

CBS 106.67’a ait standart suşlar ve Tablo 2.1.1.’deki referans suşların hazır kültürüne 

uygulandı. Bu yöntem uygulandıktan sonra örneklerin spektrofotometre (Nanodrop, 

ThermoFisher Scientific, USA yardımıyla saflıkları (A260/A280) ve konsantrasyonları 

ölçüldü. Miktarı yaklaşık 50 ng/µl, A260/A280 değeri 1,6-2,0 aralığında olan izolatlar 

analizlerde kullanıldı. Nükleik asit miktarı fazla olan örnekler 50 ng/µl olacak şekilde 

DNaz/Nükleaz içermeyen moleküler ölçekli su ile dilüe edildi. Ekstraksiyon sonrası 

ölçümlerde yoğunluğu 1-50 ng/µl arası çıkan örneklerde orijinal yoğunluk kullanıldı. 

Standardize edilen örneklerden her biri için 10 µl LAMP reaksiyonuna eklenerek 

denendi. 

 

 

 

2.2.3. Optimize edilen LAMP yönteminin validasyonu 

 

 

2.2.3.1. Kültür örneklerine uygulanması 

 

 

Optimizasyonu yapılmış olan yöntem Microsporum canis CBS 566.80 ve 

Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a ait standart suşlar ve Tablo 2.1.1.’deki 

referans suşların kültürlerinden ticari kit ve Kolukırık ve ark. (2012) ile Zhang ve ark. 

(2010)’nın yönteminden modifiye edilerek elde edilen DNA örneklerinde denendi. Her 

iki ekstraksiyon yöntemi ile test edilen yöntem sonuçları karşılaştırıldı. 

 

 

 

2.2.3.2. Kıl örneklerine uygulanması 

 

 

Optimizasyonu yapılmış olan yöntem, 2014-2018 yılları arasında Ankara 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı klinik laboratuvarına 

rutin mantar muayenesi amacıyla gönderilmiş hayvanlardan elde edilen, 

konvansiyonel mikolojik kültür yöntemi ile mantar teşhisi konulmuş ve -80°C’de 

saklanmış, 100 adet kıl örneğine uygulandı. 
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2.2.3.3. Hazır nükleik asit örneklerine uygulanması 

 

 

Optimizasyonu yapılmış olan yöntem Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı kültür koleksiyonunda bulunan, konvansiyonel 

mikolojik ekim yöntemi ile doğrulanmış 64 adet M.canis ve 42 adet T.mentagrophytes 

olmak üzere toplam 108 adet suşa ait ekstrakte edilmiş çalışma zamanına kadar -

80ºC’de saklanan DNA’lar ile denendi.  

 

 

 

2.2.4. Geliştirilen yöntemin tespit limitinin belirlenmesi 

 

 

2.2.4.1. Kıl örneklerinden tespit limitinin belirlenmesi 

 

 

Kıl örneklerinden tespit limiti çalışmalarında kullanmak üzere M.canis CBS 

566.80, T.mentagrophytes CBS 106.67 standart suşlarına, De Hoog (2000) ile 

Aberkane ve ark. (2002)’nın metodları modifiye edilerek uygulandı. Kısaca bu metod: 

 

1- SDA agarda üremiş şekilde satın alınan referans suşlar kullanıldı. 

2- Agar üzerindeki koloniden 2-4 cm3 alınıp, steril 1,5 ml’lik Eppendorf tüpü 

içersinde bulunan steril PBS (phosphate buffered saline) içerisinde karıştırıldı. 

3- Elde edilen bu süspansiyon 11 μm (Millipore, Madrid, Spain)’lik filterlerden 

geçilerek sadece hifaların filtrede kalması sağlandı ve sadece sporlardan oluşan bir 

karışım hazırlandı. 

4- Bu karışım kloramfenikol eklenmiş Saboraud Dekstroz Broth’a alınarak, 

30°C’de bir gece inkübasyona bırakıldı.  

5- McFarland 0,5 standardına göre konsantrasyonları 1×106 ile 5×106 spor/ml 

şeklinde ayarlandı ve bu standart karışımlardan 1 spor/ml’e kadar inecek dilüsyonlar 

hazırlandı. 

6- İçerisindeki spor miktarı bilinen bu örneklerden 100’a kadar inecek şekilde 

hazırlanan 10 katlı dilüsyonlar (106, 105, 104, 103, 102, 101, 100) kullanıldı. 
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7- Bu spor örneklerine ait dilüsyonlar, bu yöntemin saha şartlarında uygulanması 

için geliştirilen kıldan DNA ekstraksiyonu yöntemi ile ekstrakte edildi ve optimize 

edilmiş LAMP reaksiyonuna eklendi. 

 

 

 

2.2.4.2. Kültür örneklerinden tespit limitinin belirlenmesi 

 

 

Optimize edilen yöntemin direkt saha materyalinde tespit limitini belirlemek 

amacıyla, M.canis ve T.mentagrophytes yönünden negatif olduğu bilinen toplam 20 

adet kıl örneği alındı. Bu kıl örneklerine M.canis CBS 566.80 ve T.mentagrophytes 

CBS 106.67 standart suşlarından, De Hoog (2000) ile Aberkane ve ark. (2002)’nın 

metodları birleştirilerek hazırlanan spor dilüsyonları sırasıyla; 106, 105, 104, 103, 102, 

101, 100 oranında eklendi. Kıl örneklerine geliştirilen hızlı DNA ekstraksiyonu 

yöntemi uygulandı.  

 

 

 

2.2.4.3. DNA örneklerinden tespit limitinin belirlenmesi 

 

 

Elde edilen yöntemin direkt DNA’dan tespit limitini belirlemek amacıyla, 

M.canis ve T.mentagrophytes referans materyallerden hazırlanan optimizasyon 

aşamasında da kullanılmış olan ticari kit ile elde edilmiş DNA ekstraktları, maksimum 

yoğunluğu 50 ng/µl olacak şekilde DNaz/Nükleaz içermeyen moleküler ölçekli su ile 

dilüe edildi. Ekstraksiyon sonrası ölçümlerde yoğunluğu 1-50 ng/µl arası çıkan 

örneklerde orijinal yoğunluk kullanıldı. Bu örneklerden hazırlanan 10 katlı dilüsyonlar 

(10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6)’dan her biri 10 µl LAMP reaksiyonuna eklenerek 

denendi.  

 

 

 

2.2.5. Geliştirilen yöntemin özgüllük ve duyarlılığının belirlenmesi 

 
 

İki etken için de ayrı ayrı hem LAMP yöntemi hem de geliştirilen ekstraksiyon 

yönteminin duyarlılık ve özgüllüğünün belirlenmesi amacıyla Çizelge 2.2.’de 



 

22 

belirtilen formül kullanılmıştır. Geliştirilen yöntemin karşılaştırılması amacıyla 

konvansiyonel mikolojik yöntem altın standart olarak değerlendirilmiştir. Geliştirilen 

kıl örneği ekstraksiyon yöntemi de farklı örnek türleri arasındaki karşılaştırma Çizelge 

2.2.’deki yönteme göre değerlendirilmiştir (Saunders ve ark., 2013).  

 

 
Çizelge 2.2. Özgüllük ve duyarlılığın belirlenmesi için kullanılan tablo. A: Gerçek pozitif 

hastalar, b: Yanlış pozitif hastalar, c: Yanlış negatif hastalar, d: Gerçek negatif hastalar, 

duyarlılık: a / (a+c) × 100, özgüllük: d / (b+d) × 100. 

 
 Altın Standart Yöntem 

Geliştirilen 

Yöntem 

 Gerçek Pozitif Gerçek Negatif 

Pozitif a b 

Negatif c d 

Toplam Pozitif (a+c) Negatif (b+d) 

 

 

 

2.2.6. Tekrarlanabilirlik 

 

 

Her örnek tipi için (kıl, DNA, kültür) rastgele 3 adet pozitif ve 3 adet negatif 

örnek seçildi ve üç farklı günde üç tekrarlı olarak çalışıldı. Bu çalışmalar arasında 

pozitiflik/negatiflik arasında bir farklılık olup olmadığı araştırıldı. 
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3. BULGULAR 

 

 

 

3.1. LAMP Yönteminin Tasarımı ve Optimizasyonu 

 

 

 

3.1.1. LAMP Primerlerinin tasarımı 

 

 

Primer tasarımında CHS-1 bölgesinin M.canis için 619 bç, T.mentagrophytes 

için ise 504 bç uzunluğunda olan hedefe özgü bölgeleri kullanıldı (Bu gen bölgelerine 

ait nükleotid dizileri sırasıyla Şekil 3.1. ve Şekil 3.2.’de gösterilmiştir). Tasarlanan 

hedefe özgü primer setleri (F3/B3 ve FIP/BIP) ve Loop primer seti (L-F,L-B) Çizelge 

3.1. ve Çizelge 3.2.’deki gibidir.  

 

 
Çizelge 3.1. Tasarlanan M.canis primerlerine ait diziler. 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Adı  Dizi (5’-3’) 

MC-1 F3 ATTGCCAAACAGCAGGTC 

B3 CTGGTATATGCTCTGCTTCC 

FIP 
GCCGAGGCTTGAGGATGACTTTTCACATCTACGAGTACACC

AC 

BIP 
CCAGCTCCTTCTGCCTGAAGTTTTCCGAACCTGGAAAGAAC

C 

L-F GACCTCCATGCCGATCTG 

L-B CCAGAGGAAGGATCAACTCG 

MC-2 F3 ATTGCCAAACAGCAGGTC 

B3 CTGGTATATGCTCTGCTTCC 

FIP 
GCCGAGGCTTGAGGATGACTTTTCACATCTACGAGTACACC

AC 

BIP 
AGAAGAAGATCAACTCGCACCGTTTTGATGTTTGGGTCGAG

GATG 

L-F GACCTCCATGCCGATCTG 

L-B GTTCTTCCAGGCCTTCGG 

MC-3 F3 GCATTGCCAAACAGCAGGT 

B3 AGGATGCGGCCGAAGG 
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Çizelge 3.1. (Devamı) Tasarlanan M.canis primerlerine ait diziler. 

 

 

 
Çizelge 3.2. Tasarlanan T.mentagrophytes primerlerine ait diziler. 

 
Primer Adı  Dizisi (5’-3’) 

TM-1 

F3 CCTGGAAGAAGATTGTCGTT 

B3 CGGCTTGAGAATAACCTGG 

FIP 
TGCCATCTTGGTAAACGCCTAGTTTTTATCGTCTCAGACGG

TCG 

BIP 
GCATTGCCAAACAGCAGGTCTTTTACCTCCATGCCTATCTG

G 

L-F GGCAAGAACAGCTCTCGT 

L-B CGTCACTGCTCACATCTATGA 

TM-2 

F3 AGAATATCGAGTACATGTGCTC 

B3 AATAACCTGGGTGCCCTT 

FIP 
CGGCAAGAACAGCTCTCGTTTTTCCTGGAAGAAGATTGTC

GTT 

BIP 
GCATTGCCAAACAGCAGGTCTTTTACCTCCATGCCTATCTG

G 

L-F CGACCGTCTGAGACGATAC 

L-B CGTCACTGCTCACATCTATGA 

TM-3 

F3 AGCAGCAAGACATGGGGTA 

B3 TAACCTGGGTGCCCTTGA 

FIP 
GAACAGCTCTCGTACGCGGATTTTTTAGCCTGGAAGAAGA

TTGTCG 

BIP 
GATGGCATTGCCAAACAGCAGGTTTTCCATGCCTATCTGGG

TGGTA 

L-F CGACCGTCTGAGACGATACAAA 

L-B TCAACGGTAAAGACGTCACTGC 

 

 

 

 

 

 

 FIP GCCCTTGACCTCCATGCCGATTTTAAGGACGTCACCGCCCA 

 

BIP GCCCGTCCAGCTCCTCTTCTTTTACCGGTGCGAGTTGATCT 

L-F CTGGGTGGTGTACTCGTAGAT 

L-B TGCCTCAAGGAGAAGAACCAG 
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Şekil 3.1. M.canis’e ait primer tasarımı yapılan CHS-1 gen bölgesinin nükleotid dizisi. 

 

 

 

Şekil 3.2. T.mentagrophytes’e ait primer tasarımı yapılan CHS-1 gen bölgesinin nükleotid 

dizisi. 

 

 

 

3.1.2. LAMP reaksiyonunun optimizasyonu 

 

 

Optimizasyon aşamasından sonra kullanılan master mikse ait LAMP reaksiyonu 

içeriği Çizelge 3.3.’deki gibidir.  

 

 
Çizelge 3.3. Optimize edilmiş LAMP reaksiyonu miks içeriği. 

 
Reaksiyon Kurulumu Bir reaksiyon için 

10x Buffer 2,5 

BST 2.0 (NEB) 1 

100 nM MgSO4 1,5 

10 nM dNTP 3,5 

HNB Boyası 1 

10x primer miks 2,5 

MGW 3 

DNA 10 

Toplam 25 
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Sabit sıcaklıkta (65ºC) her iki etken için de yapılan primer seçim denemeleri 

sonucunda TM-1, TM-2 primer setlerinde 45’inci dk sonunda, TM-3 primer setinde 

30’uncu dk sonunda pozitiflik saptandı. MC-1 ve MC-2 primer setlerinde ise 45’inci 

dk sonunda pozitiflik gözlenirken MC-3 primer setinde 30’uncu dk sonunda pozitiflik 

gözlendi. Sonuç olarak süre göz önüne alındığında tüm primer setlerinin 60’ıncı dk 

sonunda çalıştığı görüldü. En kısa sürede pozitiflik görülen primer setleri M.canis için 

MC-3, T.mentagrophytes için ise TM-3 primer seti olarak belirlendi. Reaksiyon 

sonucu, mor renkli başlangıç karışımının maviye dönmesi pozitif olarak 

değerlendirildi (Şekil 3.1.). 

 

 
 

Şekil 3.1. Negatif ve pozitif deney sonucu. 1: Negatif reaksiyon sonucu, 2: Pozitif reaksiyon 

sonucu. 
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3.2. DNA Eldesi 

 

 

 

3.2.1. Optimizasyon aşamasında kullanılan suşlardan DNA 

ekstraksiyonu 

 

 

İki ayrı hedef etken için oluşturulan iki ayrı yöntemin optimizasyonunda, 

Microsporum canis CBS 566.80 ve Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a ait 

standart suşlar ve Tablo 2.1.1.’deki referans suşlardan yapılan DNA ekstraksiyonu 

sonucunda Çizelge 3.4.’de gösterilen absorbans değerleri ve yoğunlukları bulundu. 

 
 
Çizelge 3.4. Optimizasyonda kullanılan suşlardan ekstrakte edilen DNA’ların saflıkları ve 

miktarları. 

 
Suş ismi Referans No A260/ A280 DNA miktarı 

(ng/µl) 

Microsporum canis CBS 566.80 1,71 58,1 

Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67 1,70 60,44 

Trichophyton tonsurans CBS 112818 1,79 82,49 

Trichophyton rubrum CBS 118892 1,81 66,81 

Nannizzia gypseum CBS 118893 1,75 71,38 

Aspergillus niger CBS 513.88 1,74 51,8 

Candida albicans CBS 562 1,79 69,41 

Rhizopus oryzae CBS 257.28 1,71 88,99 

Histoplasma capsulatum CBS 136.72 1,79 91,58 

Fusarium solanii CBS 490.63 1,88 58,17 

Alternaria alternata CBS 916.96 1,80 54,27 

Malessezia pachydermatitis CBS 1879 1,71 63,4 

 

 

 

3.2.2. Saha örneklerinden DNA ekstraksiyonu 

 

 

Kolukırık ve ark.’nın (2012) ve Zhang ve ark. (2010)’nın kullandıkları yönteme 

göre hazırlanan 200 µl’de çözünen DNA ekstraklarının saflıkları ve konsantrasyonları 

kıl örneklerinden absorbans ve yoğunluk miktarları belirtilen aralıklarda olmayan 5 

örnek yerine farklı kıl örnekleri çalışmaya alındı. Standardizasyonu sağlamak 

amacıyla sadece 1-50 ng/µl, A260/A280 değeri 1,6-2,0 aralığında olan izolatlar 

analizlerde kullanıldı.  



 

28 

 

M.canis’e ait referans suştan hazırlanan ve içindeki spor miktarı bilinen örnek 

ile kirletilen kıl numunesinden, hızlı DNA ekstraksiyonu yöntemi sonucu ölçülen 

DNA yoğunluğu Çizelge 3.5.’de gösterilmiştir.  

 

 
Çizelge 3.5. M.canis’e ait dilüsyonlardan yapılan hızlı DNA ekstraksiyonu yöntemine ait 

sonuçlar. 
 

Dilüsyon DNA Yoğunluğu Spor/ml 

106 58,1 ng/uL 1000000 

105 5,81 ng/uL 100000 

104 0,58 ng/uL 10000 

103 0,058 ng/uL 1000 

102 0,0058 ng/ul 100 

101 0,00058 ng/uL 10 

100 0,000058 ng/uL 1 

 

 

T.mentagrophytes’e ait referans suştan hazırlanan ve içindeki spor miktarı 

bilinen örnek ile kirletilen kıl numunesinden, hızlı DNA ekstraksiyonu yöntemi 

sonucu ölçülen DNA yoğunluğu Çizelge 3.6.’da gösterilmiştir.  

 

 
Çizelge 3.6. T.mentagrophytes ile kontamine edilen kıl numunesinden, hızlı DNA 

ekstraksiyonu yöntemi sonucu ölçülen DNA yoğunluğu. 

 

Dilüsyon DNA Yoğunluğu Spor/ml 

106 60,44 ng/uL 1000000 

105 6,04 ng/uL 100000 

104 0,60 ng/uL 10000 

103 0,060 ng/uL 1000 

102 0,0060 ng/uL 100 

101 0,00060 ng/uL 10 

100 0,000060 ng/uL 1 

 

 

M.canis’e ait direkt olarak spor dilüsyonlarından hızlı DNA ekstraksiyonu 

yöntemi ile hazırlanan nükleik asit ekstraktlarının spor miktarlarını ve 

konsantrasyonları Çizelge 3.7.’de verilmiştir.  
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Çizelge 3.7. M.canis’e ait DNA ekstraktlarının yoğunlukları. 

 
Dilüsyon DNA Yoğunluğu Spor/ml 

106 54 ng/uL 1000000 

105 5,4 ng/uL 100000 

104 0,54 ng/uL 10000 

103 0,054 ng/uL 1000 

102 0,0054 ng/ul 100 

101 0,00054 ng/uL 10 

100 0,000054 ng/uL 1 

 

 

T.mentagrophytes’e ait direkt olarak spor dilüsyonlarından hızlı DNA 

ekstraksiyonu yöntemi ile hazırlanan nükleik asit ekstraktlarının spor miktarlarını ve 

konsantrasyonları Çizelge 3.8.’da verilmiştir.  

 

 
Çizelge 3.8. T.mentagrophytes’e ait ekstraktlarının yoğunlukları. 

 

Dilüsyon DNA Yoğunluğu Spor/ml 

106 51 ng/uL 1000000 

105 5,1 ng/uL 100000 

104 0,51 ng/uL 10000 

103 0,051 ng/uL 1000 

102 0,0051 ng/uL 100 

101 0,00051 ng/uL 10 

100 0,000051 ng/uL 1 

 

 

 

3.3. Optimize Edilen LAMP Yönteminin Farklı Örneklerde 

Uygulanması 

 

 

 

3.3.1. Kültür örneklerine uygulanması 

 

 

M.canis CBS 566.80, T.mentagrophytes CBS 106.67 standart suşları ve Tablo 

2.1.1.’deki suşlarından yapılan DNA ekstraktlarına optimize edilen LAMP yöntemi 

uygulandığında, M.canis ve T.mentagrophytes kendi hedeflerinde pozitif, diğer 

etkenler ise her iki hedefe ait optimize yöntem ile negatif olarak bulunmuştur. 
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3.3.2. Kıl örneklerine uygulanması  

 

 

100 adet kıl örneğinin kör numune olarak kullanıldığı çalışmada M.canis ve 

T.mentagrophytes yönünden negatif olan 67 adet kıl örneğinden 4 (%5,97) adedi (2 

adet M.canis, 2 adet T.mentagrophytes) konvansiyonel ekim yöntemi ile negatif 

bulunmasına karşın LAMP yöntemi ile pozitif bulunmuştur. Ayrıca 5 adet kıl örneği 

numunesinde kıl örneğinden DNA ekstraksiyonu yöntemine göre elde edilen DNA 

ekstraktları içeriğindeki DNA miktarlarının ve saflıklarının standardizasyonunu 

sağlamak amacıyla çalışmadan çıkarılmıştır. 

 

 

88 adet kıl örneği ile yapılan çalışma sonucunda 18 M.canis örneğinden 1 adedi, 

11 T.mentagrophytes örneğinden 1 adedi konvansiyonel mikolojik ekim yöntemiyle 

pozitif bulunmasına karşın LAMP yöntemi ile negatif değerlendirilmiştir. 

 

 

 

3.3.3. Hazır nükleik asitlere uygulanması 

 

 

Stokta saklanan 108 adet hazır DNA ile optimize edilen yöntemin denenmesi 

sonucunda 64 adet M.canis’ten 62 (%96,87) adedi pozitif, 44 adet 

T.mentagrophytes’ten ise 42 (%95,45) adedi pozitif olarak bulunmuştur.  

 

 

 

3.4. Tespit Limitinin Belirlenmesi 

 

 

 

3.4.1. Kültür örneklerinden tespti limitinin belirlenmesi 

 

 

M.canis ve T.mentagrophytes’e ait dilüsyonlarla yapılan LAMP sonucunda her 

iki etken için de 101 (sırasıyla 0,00058 ng/ul ve 0,00060 ng/uL) olarak bulundu. Bu 

sonuçlar Şekil 3.2. ve Şekil 3.3.’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.2. M.canis için geliştirilen yöntemin duyarlığı. Sırasıyla 1-2-3-4-5-6-7’e kadar 

M.canis’e ait 106-100 DNA dilüsyonları; NTC: Negatif kontrol. 

 

 

 
 

Şekil 3.3. T.mentagrophytes için geliştirilen yöntemin duyarlılığı. Sırasıyla 1-2-3-4-5-6-7’e 

kadar T.mentagrophytes’e ait 106-100 DNA dilüsyonları; NTC: Negatif kontrol. 

 

 

 

3.4.2. Kıl örneklerinden tespit limitinin belirlenmesi 

 

 

Tespit limitinin belirlenmesi amacıyla M.canis CBS 566.80, T.mentagrophytes 

CBS 106.67 referans suşlarına ait hazır kültürlerden hazırlanan ve 106’dan 100’a kadar 

inen sporlardan hazırlanan dilüsyonlardan elde edilen DNA’lar kullanıldı. M.canis ve 

T.mentagrophytes’e ait bu DNA’lar ile yapılan LAMP sonucunda her iki etken için de 

100 spor/ml’ye inebilen tespit limiti olduğu saptandı. 

 

 

 

3.4.3. DNA örneklerinden tespit limitinin belirlenmesi 

 

 

M.canis ve T.mentagrophytes’e ait referans suşlardan hazırlanan ve ticari kit ile 

ekstraksiyonu yapılaarak elde edilen DNA örnekleriyle yapılan LAMP reaksiyonu 

sonucunda her iki etken için de tespit limiti 102 (sırasıyla 0,00048 ng/ul ve 0,00037 

ng/uL) olarak bulundu.  
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3.5. Spesifite ve Sensitivitenin Belirlenmesi 

 

 

Stokta bulunan M.canis ve T.mentagrophytes’e ait 108 adet hazır DNA ile, 

geliştirilen yöntemin denendiği çalışma sonucunda hesaplanan duyarlılık ve özgüllük 

sonuçları Çizelge 3.9’daki gibidir. Hızlı ekstraksiyon yöntemi ile kıl örneklerinden 

hazırlanan ekstraktlar ile yapılan LAMP reaksiyonlarına ait sonuçların konvansiyonel 

mikolojik ekim yöntemiyle karşılaştırması sonucu elde edilen duyarlılık ve özgüllük 

değerleri Çizelge 3.10.’daki gibidir. 

 

 
Çizelge 3.9. Hazır DNA’lar ile yapılan LAMP duyarlılık ve özgüllük sonuçları. 

 
Hazır DNA’lar ile Duyarlılık Özgüllük 

M.canis 96,87 %100 

T.mentagrophytes 95,45 %100 

 

 
Çizelge 3.10. Hızlı ekstraksiyon yöntemi ile kıl örneklerinden hazırlanan DNA’lar ile yapılan 

LAMP duyarlılık ve özgüllük sonuçları. 

 
Hızlı ekstraksiyon 

yöntemiyle 
Duyarlılık Özgüllük 

M.canis 94,73 %100 

T.mentagrophytes 91,66 %100 

 

 

 

3.6. Tekrarlanabilirlik 

 

 

Üç farklı günde yapılan üç tekrarlı deneyler sonucunda aynı örnekler her 

çalışmada aynı sürede pozitif bulunmuştur. 
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4. TARTIŞMA 

 

 

 

Kedi ve köpeklerden en sık izole edilen, zoonotik özelliği de bulunan M.canis 

ve T.mentagrophytes’in hızlı ve doğru bir şekilde, günümüz laboratuvar şartlarında 

teşhis edilememesi, hem hayvan hem de halk sağlığı açısından önemli bir problem 

oluşturmaktadır. Bugünkü şartlarda etkenlerin teşhisi için kullanılan ve aynı zamanda 

altın standart olan mikolojik kültür yöntemi, yaklaşık 7-21 gün içerisinde sonuç 

verebilmektedir. Bahsedilen yöntem ile yapılan teşhisin subjektif olmasından dolayı 

hatalı sonuçların olabileceği göz önüne alındığında, bu iki etkenin saha şartlarında, 

DNA temelli, doğru, güvenilir ve kısa sürede teşhisi büyük önem arz etmektedir. Bu 

iki etken hızlı ve doğru bir şekilde teşhis edildiğinde, gereksiz ilaç kullanımı sonrası 

gelişebilecek toksikasyonların engellenecek olması bir yana, etkenin yayılması da 

ayrıca önlenerek tedavi süresi kısalacaktır. Bu tez çalışmasında geliştirilmek istenilen 

LAMP yöntemi, ilk olarak Notomi ve ark. (2000), tarafından, sonrasında da başka 

araştırmacılar tarafından bir çok bakteriyel ve fungal etkenin (Endo ve ark., 2004; Luo, 

2014; Seki ve ark., 2018; Souza ve ark., 2017) teşhisinde başarı ile kullanılan bir 

nükleik asit amplifikasyon yöntemidir. Duyarlılık ve özgüllük değerlerine göre mantar 

teşhisinde altın standart yöntem ile karşılaştırıldığında daha iyi sonuçlar alındığı (Khan 

ve ark., 2017) bilinen LAMP yönteminin, saha şartlarında da direkt kıl örneğinden 

inhibitörlerden etkilenmeden çalışması (Scheel ve ark., 2014) yöntemin hızlı tanıda 

oldukça önemli olduğunu göstermektedir. Bu doğrultuda, bu tez çalışmasında, 

dünyada ilk kez, M.canis ve T.mentagrophytes’in hızlı ve objektif olarak teşhis 

edilebildiği bir LAMP yöntemi geliştirilmesi amaçlandı. 

 

 

Dünyada farklı fungal etkenlerin teşhisi amacıyla geliştirilen DNA temelli 

yöntemlerde, Sun ve ark. (2010), ITS ve 5.8S bölgesini, Scheel ve ark. (2014), Hcp100 

genini, Ohori ve ark. (2006), D1/D2 LSU rDNA bölgesini, Endo ve ark. (2004), gp43 

genini kullandıkları görüldü. Bunlardan farklı olarak CHS-1 gen bölgesi, dizi analizleri 

yapılan dermatofit türleri arasında %85, tür içinde %99 oranında benzerliğe sahip olan 

ve tek başına fungal etkenleri ayırmada yeterli olduğu bilinen bir gen bölgesidir 

(Cafarchia ve ark., 2013; Kano, 2004; Kano ve ark., 1997). Bu sebeple CHS-1 gen 
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bölgesi seçilerek çalışmalara bu gen bölgesi ile devam edildi. Bu tez çalışmasında bu 

gen bölgesine yönelik tasarlanan primerleri içeren LAMP reaksiyonu ile M.canis 

örneklerinden %95,8’i, T.mentagrophytes örneklerinden %93,55’i doğru bir şekilde 

teşhis edildi. Garg ve ark. (2007)’nın dermatofitlerin (T.tubrum, T. mentagrophytes, 

T.tonsurans, T.violaceum) tespiti için CHS-1 genine yönelik geliştirdiği Nested-PCR 

kullanılan bir çalışmada, bu yöntem ile klinik örneklerden (tırnak örneği) duyarlılığın 

%79,6 olduğu görüldü. Litz ve Cavagnolo (2010)’nun CHS-1 geni kullanılarak 

dermatofit (T.rubrum, T.mentagrophytes, Epidermophyton floccosum, T.tonsurans) 

teşhisi için geliştirdikleri konvansiyonel PCR çalışmasında, tırnak örneklerinden 

dermatofitler yönünden %37 oranında pozitiflik saptandığı görüldü. Bu tez 

çalışmasında geliştirilen yöntemin, pozitiflik oranı bakımından CHS-1 geni kullanılan 

diğer çalışmalardan daha başarılı olduğu görüldü. Bu tez çalışmasında geliştirilen 

LAMP yönteminde ise kıl örneklerinden, T.mentagrophytes %94,54 (52/55) oranında 

pozitiflik saptanması LAMP yönteminin diğer iki PCR tabanlı yönteme göre daha 

başarılı olduğunu gösterdi. Bununla birlikte yapılan çalışmalarda tırnak örneklerinde 

etken miktarının düşük olduğunu bildirmektedir (Garg ve ark., 2007; Litz ve 

Cavagnolo, 2010). Bu iki çalışmada kullanılan örnekler tırnak örneği olduğu için tez 

çalışmasında ise kıl örnekleri kullanıldığı ve yüksek oranda pozitiflik saptandığı için 

moleküler yöntemler ile mantar teşhisinde kıl örneğinin tırnak örneğine göre daha 

uygun bir materyal olduğu onaylandı. 

 

 

Notomi ve ark. (2015), tarafından optimum LAMP ısısı ve süresi sırasıyla 65ºC 

ve 60 dk olarak bildirildiğinden (Notomi ve ark., 2015), bu tez çalışmasında 

optimizasyon aşamasına başlandığında ilk olarak bu ısı ve reaksiyon süresi kullanıldı. 

Sonrasında saha denemelerine geçmeden önce saha şartlarında deneyi en kısa sürede 

tamamlamak için süre ile ilgili optimizasyon çalışması yapıldı. Bu çalışma sonucunda 

MC-3 ve TM-3 primer setleri ile 30 dk’da sonuç alındığı için bu primer setleri seçildi 

ve reaksiyon süresi uygun görüldüğünde içerikle ilgili farklı optimizasyon koşulları 

denenmedi. Yapılan literatür araştırması sonucunda, birçok farklı araştırmacının farklı 

hedeflere yönelik olsa da optimizasyonu benzer şekilde yaptığı görüldü (Endo ve ark., 

2004; Yo ve ark., 2016). Geliştirilen farklı yöntemlerdeki süreler ile bu tez 

çalışmasında elde edilen süre karşılaştırıldığında tez çalışması kapsamında 
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geliştirdiğimiz yöntemin süresinin Ohori ve ark. (2006)’nın (60 dk), Scheel ve ark. 

(2014)’nın (90 dk), Yo ve ark. (2016)’nın (148.5 dk)’nın çalışmalarından daha kısa 

olduğu görüldü. Ortaya çıkan süre farkının nedeninin duyarlılığı ve özgüllüğü iki kat 

arttıran loop primerlerinin kullanımının olduğu daha önceki çalışmalarda 

bildirilmektedir (Nagamine ve ark. 2002; Notomi ve ark., 2000; 2015). Scheel ve ark. 

(2014) ve Ohori ve ark. (2006)’nın çalışmalarında kullanılan gen bölgesinin tek kopya 

olmasından dolayı loop primerleri tasarlayamadıkları ve bu sebeple teşhis süresinin 

uzun olmuş olabileceği düşünüldü. Bu çalışmada loop primerlerinin süre açısından 

önemli bir parametre olduğu ve bu çalışmada tasarladığımız loop primerlerinin süreyi 

30 dk’ya indirdiği anlaşıldı.  

 

 

Yapılan farklı çalışmalarda kıl örneklerinden fungal DNA ekstraksiyonu için 

çeşitli yöntemler kullanıldığı (Brillowska ve ark., 2007; Faggi ve ark., 2005; Tang ve 

ark., 2016; Tripathy ve ark., 2017; Yo ve ark., 2016), bu yöntemlerin zaman alıcı ve 

pahalı olmasının saha şartlarında uygulanabilirliğini engellediği görüldü. Kıl 

örneklerinden ekstraksiyon yaparken araştırmacıların genellikle ticari kit kullanması 

ve direkt olarak kıl örneğinden ticari kit kullanmadan DNA ekstraksiyonu yapılan bir 

LAMP çalışması bulunaması, bu tez çalışmasında geliştirilen hızlı fungal DNA 

ekstraksiyon yöntemine zemin hazırladı. LAMP yönteminin sahada uygulanması 

amacıyla alternatif olarak geliştirilen kıl örneğinden ekstraksiyon yönteminin 

inhibitörlerden daha az etkilenen, LAMP gibi duyarlılığı ve özgüllüğü yüksek 

yöntemlerde rahatlıkla kullanılabilecek bir yöntem olduğu görüldü. İlk defa geliştirilen 

bir yöntem olduğu düşünülen bu yöntemin kıl örneğine uygulanması sonucu elde 

edilen LAMP tespit limiti değeri (100 pg) ile ticari kit ile yapılan ekstraksiyon sonrası 

elde edilen değer (10 pg) arasında 10 katlık fark olduğu görüldü. Zhang ve ark. 

(2010)’nın kullandığı ticari kit ve geliştirdikleri hızlı ekstraksiyon yöntemi arasında da 

10 katlık fark olduğu görüldü. Bu 10 katlık farkın ticari kit ile yüksek kalitede 

saflaştırma yapmayı sağlayan kolon yönteminin kullanılmasından kaynaklandığı 

düşünüldü. 

 

 

 Geliştirilen yöntem saha örneklerine uygulandığında, diğer araştırmacıların 

(Endo ve ark., 2004; Khan ve ark., 2017; Souza ve ark., 2017; Yo ve ark., 2016) 
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bulduğu özgüllük oranı (%100) ile bu tez çalışmasında geliştirilen yöntemin özgüllük 

oranının aynı olduğu görüldü. LAMP yönteminin mikolojik ekim yönteminden ve 

PCR’dan daha özgül olduğu da bu şekilde doğrulanmış oldu. M.canis ve 

T.mentagrophytes’a ait saha izolatlarından elde edilen ve saklanan DNA’lar ve 

deneme kiti ile yapılan çalışmalarda 4 adet (2 adet M.canis, 2 adet T.mentagrophytes) 

örneğe ait DNA, LAMP yöntemiyle negatif olmasına rağmen konvansiyonel mikolojik 

ekim yöntemiyle pozitif bulunmasının sebebinin deteksiyon limitinin altında kalan 

DNA miktarlarından kaynaklabileceği düşünüldü. Bunun dışında gerçek pozitifliğin 

saptanamama nedeninin saklama koşullarından da kaynaklanmış olabileceği, bu süre 

içerisinde DNA’nın degrede olmuş olabileceği öngörüldü.  

 

 

Kıl örnekleri ile yapılan çalışma sonunda, M.canis için %94,73, 

T.mentagrophytes için %91,66 oranlarında bulunan duyarlılık oranları ve %100’lük 

özgüllük oranı geliştirilen LAMP yönteminin direkt kıl örneklerine başarıyla 

uygulanabileceğini gösterdi. Konvansiyonel yöntem ile negatif olarak değerlendirilen 

ve LAMP yöntemi ile pozitiflik saptanan örneklerde, konvansiyonel mikolojik ekim 

yöntemiyle elde edilen sonuçların hatalı olabileceği sonucuna varıldı. Bunun gibi 

teşhis hatalarının daha önce de farklı araştırmacılar tarafından belirlenmiş olduğu ve 

konvansiyonel mikolojik ekim yöntemi ile teşhis edilemeyip LAMP yöntemi ile teşhisi 

yapılmış örneklerin bulunabileceği anlaşıldı (Scheel ve ark., 2014; Yo ve ark., 2016). 

 

 

Bu tez çalışmasın kapsamında geliştirilen yöntem ile direkt DNA, kültür ve kıl 

örneklerine ait özgüllük sonuçlarının herbiri için %100 olduğu belirlendi. Bununla 

birlikte tespit limiti değerlerinin (kıl örneğindeki 10 katlık fark hariç) birbirine yakın 

bulunması, bu örneklerden herhangi birinin kullanılarak yapılacağı teşhiste benzer 

sonuçların alınacağını gösterdi. Yapılan validasyon çalışmalarından da elde edilen 

verilere göre de klinik örnek farketmeksizin LAMP yönteminin bu üç örnek türünde 

de doğru sonuç verdiği görüldü. Benzer sonuçlar Scheel ve ark. (2014), Tang ve ark. 

(2016) ve Yo ve ark. (2016)’nın farklı hedeflere yönelik geliştirmiş oldukları LAMP 

yöntemlerinden de alındığı için, LAMP yönteminde örnek türünün fark yaratmayacağı 

ve bu yöntemin gerek saha gerekse laboratuvar ortamında kullanılabileceği anlaşıldı. 
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Bu bilgiler ışığında bu tez çalışmasında geliştirilen LAMP yöntemi, tanı ile 

tedavi arasındaki süreci kısaltan bir yöntem olarak öne çıkmaktadır. Özetle bu tez 

çalışmasında dünyada ilk kez M.canis ve T.mentagrophytes’in sahada teşhisine 

yönelik LAMP yöntemi geliştirildi. Bununla birlikte geliştirilen yöntemin direkt 

mantar kolonisinden de başarılı sonuçlar verdiği anlaşıldı. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

 

Microsporum canis ve Trichophyton mentagrophytes tanısında doğru ve kısa 

sürede sonuç elde etmek klinik açıdan önemlidir. Yanlış yapılan teşhis, tedaviyi 

geciktirmekte ve etkenlerin yayılma sürecini hızlandırmaktadır. Hem halk hem de 

hayvan sağlığı açısından önemli olan bu durumun önlenebilmesi için hızlı, doğru ve 

duyarlı etken teşhisi ihtiyacı bulunmaktadır. Bu ihtiyaca yönelik geliştirilen moleküler 

tabanlı testler bulunsa da Notomi ve ark. (2000), tarafından geliştirilen ve sonraki 

yıllarda yine Nagamine ve ark. (2002), tarafından optimize hale getirilen Spiral Aracılı 

İzotermal Çoğalma [Loop-mediated isothermal amplification] yöntemi direkt olarak 

klinik örneklerden etken tespiti yapabilmesi, duyarlılığı ve özgüllüğü daha yüksek 

olması, inhibisyonların yaşanmaması, çok kısa sürede sonuç alınabilmesi, düşük 

maliyeti, her uygulayıcının uygulayabileceği kadar kolay olması, özel ve yüksek 

maliyetli cihaz gerektirmemesi açısından her laboratuvar ortamında uygulanabilecek 

bir yöntem olarak rutin laboratuvar uygulamalarına girmektedir.  

 

 

Bu tez çalışmasında dünyada ilk kez, sahada şartlarında M.canis ve 

T.mentagrophytes’in teşhisine yönelik kolay uygulanabilir, hızlı tanı yöntemi olan 

LAMP yöntemi geliştirilmesi amaçlandı. Direkt olarak kıl örneklerine uygulanan bu 

yöntem ile M.canis için duyarlılığı (%94,73) ve özgüllüğü (%100) yüksek, deteksiyon 

limiti 100 spor/ml olan LAMP yöntemi geliştirildi. T.mentagrophytes için ise yine 

yüksek duyarlılığa (%95,45) ve özgüllüğe (%100) sahip olan deteksiyon limiti 100 

spor/ml olan yöntemi elde edildi. Sonuç olarak dünyada ilk kez M.canis ve 

T.mentagrophytes’i hızlı teşhis edebilen, sahada kullanılabilir bir LAMP yöntemi 

geliştirilmiş oldu. 

 

 

Elde edilen yöntemin sahada uygulanabilirliğinin de gösterildiği bu tez çalışması 

sonunda LAMP yönteminin hayvan ve halk sağlığı açısından önemli diğer etkenlerin 

teşhisinde de kullanılabileceği gösterildi. 
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ÖZET 

 

 

 

M.canis ve T.mentagrophytes’in teşhisi için LAMP kiti geliştirilmesi 

 

 

Bu tez çalışmasında hayvanlardan en çok izole edilen dermatofit etkenleri olan M.canis 

ve T.mentagrophytes’in, klinik örneklerden hızlı teşhisine yönelik bir LAMP yönteminin 

geliştirilmesi ve sonrasında geliştirilen bu yöntemin saha şartlarında uygulanabilirliğinin 

gösterilmesi hedeflendi. Çalışmada, yöntemde kullanılmak üzere primer tasarımı için CHS-1 

gen bölgesi seçildi. Bu gen bölgesine yönelik tasarlanan primerler ile süre optimizasyonu 

yapıldı. Süre optimizasyonundan sonra geliştirilen LAMP yöntemi referans materyaller ile 

denendi. Yöntemin özgül ve duyarlı olduğu belirlendi. Tüm deneylere, çıplak gözle objektif 

olarak değerlendirmeye olanak sağlayan HNB boyası eklenerek ve reaksiyon süresi sonunda 

renk değişimi objektif olarak değerlendirildi. Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’na gönderilen konvansiyonel mikolojik ekim yöntemi ile teşhisi 

yapıldıktan sonra kültürlerden izole edilmiş 108 (64 M.canis, 44 T.mentagrophytes) adet DNA 

ile geliştirilen yöntem denendi. Bu denemeden sonra LAMP yönteminin saha şartlarında 

kullanılabilirliğini arttırmak amacıyla geliştirilen kıl örneklerinden hızlı fungal DNA 

ekstraksiyonu yöntemi geliştirildi. Ankara Üniversitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

stoklarında bulunan 100 adet kıl örneğiyle bu ekstraksiyon yönteminin ardından LAMP 

yöntemi uygulanarak valide edildi. Yapılan validasyon çalışmalarından elde edilen veriler 

yardımıyla geliştirilen yöntemin duyarlılığı ve özgüllüğü ve tekrarlanabilirliği hesaplandı. 

 

 

Yapılan çalışmalar sonucunda geliştirilen yöntemin kıl örneklerinden tespit limiti 

M.canis için 100 spor/ml, T.mentagrophytes için 100 spor/ml, kültür örneklerinden 10 spor/ml 

ve 10 spor/ml, DNA örneğinden 0,00048 ng/µl ve 0,00048 ng/µl olarak bulundu. Geliştirilen 

yöntem hazır DNA’lara uygulandığında özgüllüğün her iki etken için de %100, duyarlılığın 

M.canis için 96,87, T.mentagrophytes için 95,45 bulundu. Paralel olarak geliştirilen hızlı 

ekstraksiyon yöntemi ile yapılan çalışmada, özgüllüğün her iki etken için de %100, 

duyarlılığın M.canis için 94,73, T.mentagrophytes için 91,66 olduğu belirlendi.  

 

 

LAMP yöntemi ile konvansiyonel mikolojik yönteminin sonuçları ve bu tez kapsamında 

geliştirilen yöntemin sonuçları karşılaştırıldığında elde edilen sonuçlara göre geliştirilen 

yöntemin saha şartlarında uygulanabilir olduğu, duyarlılık ve özgüllük değerlerinin diğer 

yöntemler ile karşılaştırılabilir olduğu görüldü. Bu tez çalışmasında dünyada ilk defa 30 dk’da 

M.canis ve T.mentagrophytes’in teşhis edilebildiği duyarlı ve özgül bir LAMP yöntemi 

tasarlanmış oldu. Geliştirilen bu LAMP yönteminin M.canis ve T.mentagrophytes’in düşük 

bütçeli laboratuvarlar ve veteriner kliniklerinde hızlı, güvenilir, doğru bir şekilde teşhis 

edilebilmesini sağlayacağı ve teşhis ile tedavi arasında geçen sürenin minimuma indirilmesi 

sonucunda gereksiz ilaç kullanımının engellenebileceği ve tedavi başarısının arttırılmasını 

sağlayacağı sonucuna varıldı. 

 

Anahtar Sözcükler: Hızlı teşhis, LAMP, Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes. 
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SUMMARY 

 

 

 

Development of LAMP technique for diagnosis M.canis and T.mentagrophytes 

 

 

The aim of this study was to develop a LAMP assay for rapid screening of M. canis and 

T. mentagrophytes which are most commonly isolated dermatophyte causative agents from 

animals, and to demonstrate the applicability of this assay under field conditions.  

 

 

The CHS-1 gene region was selected for primers design to be used in the study. The duration 

optimization was performed by using primers designed for this gene region. Then, the 

developed LAMP assay was tested by using reference materials. The assay was found to be 

specific and sensitive.In all trials, the color change was evaluated by adding HNB dye which 

allows objective evaluation by the naked eye at the end of the reaction. A total of 108 DNA 

(64 M.canis, 44 T.mentagrophytes) were tested after being identified conventionally at the 

Microbiology Department, Faculty of Veterinary Medicine, Ankara University. Then, a rapid 

fungal DNA extraction method from hair samples was developed in order to increase the 

usability of LAMP assay under field conditions. A total of 100 hair samples were tested by the 

developed LAMP assay after being extracted by using the above-mentioned extraction 

method.The sensitivity, specificity, and repeatability of the developed assay were calculated 

after using the data obtained from validation studies. 

 

 

As a result, the detection limits of M.canis and T.mentagrophytes were 100 spores/ml and 100 

spores/ml in hair samples, 10 spores/ml and 10 spores/ml in culture samples, 0.00048 ng/µl 

and , 0.00050 ng/µl in DNA samples respectively.When the developed assay was applied to 

the previously prepared DNAs of M.canis and T.mentagrophytes, the specificity was 100% 

and 100%, the sensitivity was 96.87% and 95.45, respectively.In parallel with the rapid 

extraction method developed in the study, the specificity was 100% and 100%, the sensitivity 

was 94.73 and 91.66 for M.canis and T.mentagrophytes respectively. The comparison of the 

results obtained from the LAMP assay, conventional mycological methods and the assay 

developed in this study, revealed that the developed assay was applicable under field 

conditions and the sensitivity and specificity values were comparable with other methods. In 

this study, a sensitive and specific LAMP assay was developed for the first time in the world 

in which M.canis and T.mentagrophytes can be identified in 30 minutes. 

 

 

In conclusion, the developed LAMP assay could enable M.canis and T.mentagrophytes to be 

identified quickly, reliably, accurately in laboratories which lacks for fundings and veterinary 

clinics, the unnecessary medication use could be prevented and the treatment success would 

be increased as a result of minimizing the time between diagnosis and treatment.  

 

Key Words: LAMP, Microsporum canis, Rapid-diagnosis, Trichophyton mentagrophytes. 
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