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ONSOZ

Mantar hastaliklari, pet hayvanlar1 arasinda en sik rastlanan hastaliklardandir.
Bunlar arasindan da en sik goriilenleri Microsporum canis ve Trichophyton
mentagrophytes enfeksiyonlaridir. Tiim diinyada yaygin olarak goériilen bu hastalik
tilkemizdeki pet hayvanlar1 arasinda da yaygindir. Etkene gore degisebilen ve uzun
stiren bir tedavisi bulunan bu enfeksiyonlar i¢in gelistirilmis asilar da bulunmaktadir.
Bu asilar sadece tedavi amacli kullanilmakta ve koruyuculuk saglayamamaktadir.
Klinik olarak bu etkenlerin teshisi konvansiyonel mikolojik yontemler kullanilarak
yapilmakta, bu yontemlerin glivenirliligi ve dogruluklar1 bir¢ok nedenden etkilendigi

i¢in sonuglar yaniltici olabilmektedir.
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1. GIRIS

1.1. Dermaotfitlerin Tarihgesi ve Klasifikasyonu

Kayitli ilk mantar enfeksiyonunun, su anki ismi mikotik misetom olan “padaval
mika” oldugu ve M.O. 2000 ile 1000 yillar1 arasinda Hindistan’da gériildiigii tahmin
edilmektedir. Bu yillardan sonra Hipokrat zamaninda ¢esitli bilim insanlarinin da

mikotik hastaliklarla ilgili ¢alismalar1 bulunmaktadir (Ainsworth, 1976).

Mikotik etkenlerin mikroskobik 6zellikleri Hooke’un (1665) bilesik mikroskop
aracilifiyla mantarlart incelemesine kadar tam anlagilamamistir. Leuwenhook
mayalarin tomurcuklanarak tiremesini incelemistir. Micheli (1729), Aspergillus,
Botrytis ve 900 farkli mantar tiriinii bulmus olup mikolojinin babasi olarak
anilmaktadir (Kendrick, 2011). 1929 yilinda Flemming, Penicillium notatum’dan
kazara “Penicillin” elde etmistir. Kesfettigi bu etken madde stafilokoklar iizerinde
inhibitor etki géstermis ve birgok hastaligin tedavisini saglamistir. Bu kesif mantarlara

olan ilgiyi daha da arttirmistir (Fleming, 1929).

Mantarlar sistematik olarak linnean hiyerarsisine gore Order (-ales), alt sinif (-
mycetidae), smif (-mycetes), alt filum (-mycotina), filum (-mycota; Microsporidia
hari¢) gibi ekler almakta, alt alem ve alem eki almamaktadir. Mantarlar morfolojilerine
gore li¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar maya, kiif ve maya benzeri form olarak

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

Mantar aleminin yaklasik yiiz kadar1 patojenik olarak degerlendirilip, insan ve
hayvanda hastalik yaptigi bildirilmistir. Patojenik Onemi bulunan mantar alemi
yaklagik olarak 250.000°den fazla tiir igermektedir. Mantar alemi 6 adet subeye
boliinmiistiir. Bunlar; Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Zygomycota,
Microsporidiomycota ve Glomeromycota’dir. Bu subelerin iginde bazilarinin medikal
ve veteriner patojen olarak degeri bulunmamaktadir. Bunlar Chytridiomycota ve

Glomeromycota subesine ait tiirlerdir (Markey ve ark., 2013).



Mantarlar, seksiicl ve aseksiiel olmak tizere iki ana sekilde tireme
gostermektedirler. Seksiliel olan iiremede spor olusturan etkenler ana hiicreden
ayrilarak farkli bir yerde bireysel bir mantar kolonisi olusturarak iiremektedir. Bu
iireme seklinde birbirine uygun disi ve erkek hiicreler bulunmaktadir. Aseksiiel ireme
seklinde ise bir seks organi ya da g¢ekirdek olusmaz. Bunun yerine ana hiicrenin
ayrigsmasi, tomurcuklanma, tomurcugu biiylimesi, hifanin parcalanmasi, spor

formasyonu olusmasi seklindedir (Samanta, 2015).

Medikal ve veteriner mikoloji, insan ve hayvanlardaki mikolojik hastaliklar
inceleyen bilim dallaridir. Mikozis terimi insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde patojen
mantarlarin yaptig1 hastaligi tanimlamaktadir. Toksinlerin viicut disindan canli hiicre

icine alinmasina ise mikotoksikozis ad1 verilmektedir (Samanta, 2015).

Mikozisler olustugu yere gore ise siiperfisiyal mikozlar, kutanz mikozlar,
subkutanéz mikozlar, derin (sistemik) mikozlar olarak siniflandirilmaktadir (Hibbett

ve ark., 2007).

Hayvanlarda en ¢ok hastalik yapan mantar etkenleri dermatotiflterdir. Bu
etkenler gelismek igin keratin tabakasina ihtiya¢ duymaktadir. Bu keratin ihtiyacindan
dolayr genellikle tirnak, sag, kil ve deri gibi yapilarda goézlenmektedirler.
Dermatofitlerin yaptiklar1 hastaliklara “dermatofitozis” (Sekil.1) denilmektedir
(Markey ve ark., 2013).



Sekil 1.1. Jack Russell cinsi bir kdpekte dermatofitozis (Trichophyton mentagrophytes) olgusu
(Bond, 2010).

1.2. Etiyoloji

Dermatofitler, Ascomycota filumu, Euascomycetes sinifi, Onygenales takimi,
Arthrodermataceae ailesinde bulunmaktadirlar. Aseksiiel 6zelliklerine gore
Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton cinslerine ayrilan dermatofit
etkenleri konakta deri, kil, tily, boynuz, toynak, tirnak, penge gibi organlar1 enfekte
etmektedir (Samanta, 2015). Bunlar igerisinden kedi ve kopeklerden en ¢ok izole
edilen en 6nemli 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 tiir igermektedir. Microsporum cinsi hem seksiiel hem de
asekstiel tireme gosterebilmektedir. Aseksiiel iireme icin konidia adi verilen sporlari
olustururlar. Bu makrokonidialarin boyutlar1 6-160 um x 6-25 pm arasinda
degismektedir. Genel olarak antijeniteden sorumlu endoproteaz, pseudokinaz,
ekzoproteaz gibi enzimler tUretirler. Kedi ve kdpek gibi pet hayvanlar1 arasinda en ¢ok
goriileni Microsporum canis’tir (Tel ve Akan, 2008). Siklohekzimid, kloramfenikol

veya gentamisin eklenmis Sabauraud Dekstroz Agar’da 25-30°C’de yaklasik iki



haftada tireme gosterir. Agarda koloniler biiyiik, diizenli ve diizensiz dagilim ve farkl
pigmentasyonlar gosterdigi i¢in Dermatophyte Test Medium (DTM) Microsporum
tiretmek i¢in uygun degildir (Markey ve ark., 2013; Samanta, 2015).

Trichophyton cinsi 25 tiir icermektedir. Bu tiirler seksiiel (teleomorfik) olarak
farkli kompleksler i¢ersinde siniflandirilmaktadir. Morfolojik olarak yapay kiiltiirlerde
farkl: tipte hifalar (spiral, tenis raketi hifa vb.) goriilebilmektedir. Bir hifa, yapisinda
genetik olarak ayrismis g¢ekirdekler icermektedir. Bunun yani sira tek cekirdekli
konidiyalar da bulunmaktadir. Yapisinda makro ve mikrokonidiyalar bulunmakta ve
makrokonidiyalarin uzunlugu 100 pum’ye kadar ulasabilmektedir. Antijeniteden
sorumlu enzimler keratinaz ve ¢inko metaloproteaz ailesinde bulunmaktadir (Samanta,

2015).

1.3. Epidemiyoloji

Memelilerde ve kuslarda 30 farkli mantar cinsi dermatofitozise neden
olabilmektedir. Bunlardan bazilar1 ve en sik goriildiigii hayvan gruplari; Microsporum
canis (genellikle kedi, kopek), M.gypseum (kdpek), Trichophyton verrucosum (sigr,
kiigik ruminant), M.equinum (equidae), T.mentagrophytes (kedi, kopek),
T.mentagrophytes var. T.erinacei (av kopekleri)’dir. Giiniimiizde hayvanlar ile insan
iliskilerinin artmasi1 ve bu etkenlerin insanlarda da enfeksiyona sebebiyet vermesi
dermatofitlerin zoonotik 6nemini arttirmaktadir (Bond, 2010; Chermette ve ark.,
2008).

Uzun siireli antibiyotik kullanimi, bagisiklik dustkligli, es zamanh
enfeksiyonlar, deri ve muk6éz membranlarin biitlinliigiiniin bozulmasi, nemli
bolgelerin fazla etkene maruz kalmasi gibi sebepler ile ortaya ¢ikan T.mentagrophytes
ve M.canis enfeksiyonlari, yiizeysel deri enfeksiyonlari, alerjik reaksiyonlar,
generalize kutandz enfeksiyonlar, invaziv kutandz enfeksiyonlar ve nadiren generalize
enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Howard, 1983). Bu etkenlerin neden oldugu

enfeksiyonlarda genellikle klasik yuvarlak ringworm lezyonu (alopesi) goriilmektedir.



Bunun haricinde uzun siiren enfeksiyonlarda generalize lezyonlar, nodiiler ya da

tiimoral lezyonlar (kerion)’da goriilebilmektedir (Markey ve ark., 2013).

1.4. Microsporum canis ve Trichophyton mentagrophytes’in teshisi

Dermatofitlerin teshisi ve izolasyonu, uluslararasi altin standart olarak kabul
edilen konvansiyonel mikolojik teshis yontemi ile yapilmaktadir. Izolasyon igin farkli
antibiyotik formulasyonlar1 ve kimyasal icerikleri barindiran Saboraud Dekstroz Agar
(SDA) kullanilmaktadir. Identifikasyon; SDA’da tireme, makroskobik 6zelliklerine
(koloni morfolojisi, rengi, ireme siiresi gibi) ve mikroskobik morfolojik 6zelliklerine
gore yapilmaktadir. Steril olarak alinan kil 6rnegi SDA’ya ekilerek genellikle 25°C’de
7-21 giin inkiibasyona birakilir ve bu siire sonunda degerlendirilir. Mikroskobik
teshiste mikoloji atlaslar1 kullanilmaktadir (Campbell ve Johnson, 2013; Markey ve
ark., 2013). Diger konvansiyonel mikolojik teshis yontemleri; yayma preparat, 1slak
kapama (wet mount), florasan boyama, lam kiiltiir teknigi, germ tiipii testi, kil
perforasyon testi, kil tuzagi yontemi, wood lambasi, deney hayvani inokiilasyonu ve

serolojik yontemlerdir (Samanta, 2015).

M.canis agarda hizli iirer, beyaz ve ipeksi merkez ve ¢evresinde sar1 bir hale
olusturur. Agarin diger tarafindan bakildiginda sar1 ya da turuncu renkler
goriilmektedir. Mikroskobik olarak da genellikle yogun miktarda makrokonidiya
yapist icermektedir. Bu konidiya yapilar igsi yapida olgun sporlari igerir. Hiicreler, 8-
20 x 40-150 pm boyutlarinda olup, az miktarda mikrokonidya icermektedir (Samanta,
2015). T.mentagrophytes agarda hizli drer. Kiiltiirlerinde asir1 pleomorfizm
goriilmektedir. Bu morfolojik pleomorfizm yiizeydeki miselyal antenlerin olusturdugu
beyaz kabarikliklar olusmasina neden olur. Bunun sonucunda da karakteristik

pigmentasyon ve konidiya yapilari ortaya ¢cikmaktadir (Samanta, 2015).



Microsporum Trichophyton

Sekil 1.2. Microsporum ve Trichophyton cinslerine ait makrokonidya ve mikrokonidya
yapilari (a: Microsporum makrokonidyasi, b: Microsporum mikrokonidyasi, ¢: Trichophyton
makrokonidyasi, d: Trichophyton mikrokonidyas1) (Markey ve ark., 2013).

T.mentagrophytes ve M.canis etkenlerinin teshisinde genellikle derideki
lezyonlar degerlendirilmektedir. Laboratuvar teshisinde siklikla Wood lambasi, %10-
20’lik KOH ile yapilan direkt mikroskobik kil muayenesi ve kiiltlir yontemi
kullanilmaktadir (Bond, 2010). “Altin standart” olan mikolojik ekim yonteminde ise
genellikle SDA kullanilmaktadir. Bu yontemde kiiltiire edilen klinik materyal yaklasik
7-14 giin siiren inkiibasyon periyodu sonunda mikroskobik ve makroskobik
morfolojilerine gore, resimli mantar atlaslart ile karsilastirmak suretiyle subjektif
olarak teshis edilmektedir. Bu yontemin dezavantajlari bazi dermatofitlerin besi
yerlerinde lirememesi, ekim sonrasi yapilan makroskopik ve mikroskobik incelemede
operatdriin subjektif goriisiine dayanan teshis yapilmasi ve yapilan bu teshisin de
uzmanlik gerektirmesidir. Bunlarin yanisira mantarlardaki bazi gegis formlarini
degerlendirirken hata yapilmasi, bazi tiirlerin de spesifik besi yeri ihtiyacinin
bulunmasi ve en onemlisi teshisin ger¢eklesmesi i¢in gecen siirenin yaklasik 7-14 giin

olmasi diger 6nemli dezavantajlarindandir (Pedersen ve ark., 2015).

Konvansiyonel ekim yontemi gibi yontemlerin dezavantajlarindan dolay1
giinlimiizde niikleik asit temelli yontemler daha sik bagvurulan yontemlerdir.

Dermatofit etkenlerinin taranmasinda kullanilan molekiiler yontemlerin biiyiik bir



cogunlugu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanlidir. PCR tabanli yontemler hedef
DNA’nin yiiksek miktarda kopyalanmasini, tespitini ve bazen de sekans analizi
yardimiyla da genetik fragmanlar seklinde tanimlanmasini saglamaktadir. PCR,
korunmus boélgelerin amplifikasyonu ile tir tayini-tespitinin yani sira, viriilans ve
antifungal diren¢ genlerinin tespiti i¢in de kullanilmaktadir (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 bolge sekans1 (Makimura ve ark., 1999)
bazli teshis yontemleri T.mentagrophytes ve M.canis teshisinde sik tercih edilen diger

molekiiler yontemlerdendir.

1.5. Tedavi

Deri ve kil hiicrelerinde yiiksek miktarda bulunan T.mentagrophytes ve M.canis
etkenleri direkt temas, hava, vektorler ve enfekte materyallerin/aletlerin kullanimi ile
yayilmaktadir. Enfeksiyonun olusmasinda en dnemli ¢evresel etkenler sicaklik ve
nemdir. Bu durumdan sonra enfeksiyonun olugsmasi 1-3 hafta arasi siirebilmektedir

(Michaud, 2011).

Giiniimiizde T.mentagrophytes ve M.canis tedavisi igin topikal olarak veteriner
hekimlikte kullanilan, enilkonazol ve mikokonazol igeren preparatlar bulunmaktadir.
Topikal olan bu tedavide amag hayvan ve halk saglig1 agisindan riskli olan etkenlerin
etrafa sacilmasini Onlemektir. Etkenin tedavisi i¢in ayrica oral olarak terbinafine
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan etken maddeler mikokonazol, ekonozol,
ketokonazol, itrakonazol ve tiyobendazol’dur. Bunlarin yani sira terbinafin, flukonazol
ve itrakonazol diger etken maddelere sahip ilaglar bulunamadiginda alternatif olarak
kullanilabilmektedir (McVey ve Kennedy, 2013). Bu tedavilerin yansira kedi ve
kopeklerde, Microsporum ve Trichophyton genuslarina spesifik canli, atteniie asi
bulunmaktadir. Bu as1 hiicresel immun yaniti arttirarak iyilesme siiresini

kisaltmaktadir. Koruyucu etkisi bulunmamaktadir (McVey ve Kennedy, 2013).



1.6. Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Giliniimlizde birgok niikleik asit amplifikasyon metodu gelistirilmistir.
Genellikle PCR tabanli yontemler kullanilsa da, alternatif olarak nucleic acid
sequence-based amplification (NASBA), self-sustained sequence replication (3SR) ve
strand displacement amplification (SDA) gibi amplifikasyon yontemleri de
gelistirilmistir. Bu yontemlerin kendi i¢lerinde ¢alisma prensipleri degisiklik gosterse
de 6zgiilliikleri ve duyarhiliklar ile ilgili bazi dezavantajlar barindirmaktadirlar. 2000
yilinda gelistirilen LAMP yontemi ise hem diisiik sicaklikta, hem de yiiksek duyarlilik
ve ozgiilliikte 6zel bir ¢ogaltici cihaz bulunmadigi laboratuvar ortaminda niikleik asit

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

LAMP testi, belirli bir 1sida gergeklesen, termal dongii cihazina ihtiyag
duymayan, etken genomundaki korunmus bolgeyi hedefleyen 3-4 ¢ift primer
tarafindan gergeklestirilen, Bacillus stearothermophilus’den elde edilen Bst polimeraz
isimli enzimin kullanildig1 bir amplifikasyon yontemidir. Kullanilan Bst polimeraz
enzimi zincir yerdegistirebilme aktivitesine sahip oldugundan reaksiyon izotermal
kosullarda gergeklesmektedir (Sekil 1.3.) (Chang ve ark., 2012).

Reaksiyonu tamamlanmis LAMP deneylerini tek tiipte, nitel olarak
degerlendirebilmek amaciyla cesitli yontemler gelistirilmistir (Notomi ve ark. 2000,
2015). Bu yontemlerde bulanikligin 6l¢iilmesi, gesitli florasan boyalar ile DNA’nin
goriiniir hale getirilmesi ve florasan barindirmayan renk degisimleri saglayan
kimyasallar kullanilmaktadir (Mori ve ark., 2001; Notomi ve ark., 2015). LAMP
testinde DNA’nin indirekt olarak goriiniir hale gelmesi, kompleksometrik floresan
metal indikatorii HNB (Hidroksi naftol mavisi) ve DNA biyosentezi sonrasinda ortaya
¢ikan Mg** iyonlari ile tepkimeye girmesi sonucu olusan renk degisimi ile saglanir. Bu
yontem diger yontemlere molekiiler yontemlere gore tiiplerin agilmasini
gerektirmediginden kontaminasyon riskini sifira indirmekte, gozle degerlendirme
yapildigindan da kolay uygulanabilir ve hizli sonuglanan bir test olarak goze
carpmaktadir. Bu yiizden giiniimiizde en ¢ok kullanilan LAMP degerlendirme
yontemlerinden biridir (Goto ve ark., 2009; Mori ve ark., 2001).
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Sekil 1.3. LAMP’1n tematik ¢alisma semas1 (Notomi ve ark., 2000).

LAMP reaksiyonunda iki adet ileri ve geri dis primer (F3, B3), iki adet ileri ve
geri i¢ primer (FIB, BIP) ve iKi ileri ve geri dongii primeri (L-F, L-B) olmak {izere
toplamda alt1 adet primer bulunmaktadir. Bu primerlerden FIP, (ileri i¢ primer) hedef
DNA igerisinde 5’ bolgesine yakin hedef bolgeye, 5° ucundaki komplementer dizinin
3’ ucuna gelecek sekilde baglanir. Bst polimeraz enzimi de ¢ift iplik¢ikli diziyi aym
anda hem ikiye ayirir hem de bu dizinin karsiligindaki niikleik asit dizisinin
tamamlayicisint sentezler. Bu dizi ayn1 zamanda primerin baglandigi iplik¢igin
aynisidir. FP (ileri dis primer) FIP’in baglandigi noktanin karsiliginda bulunan 3’
ucuna igten baglanir ve iki dizi birbirinden ayrilirken yine yeni bir dizi sentezlenir.
Sentezlenen ilk diziden agikta kalan 5’ ucu ayn dizi iizerinde bulunan komplementeri
tizerine katlanir. Ayni siire¢ geri primerler tarafindan da tamamlandiginda dambail

benzeri bir yap1 olusur. Bu dambil benzeri yapilar ¢ogaldiginda ortamda milyonlarca



niikleik asit bulunmakta ve bu niikleik asitler ¢esitli gorlintiileme metodlariyla tespit

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

1.6.1. LAMP Yonteminin avantajlari ve kullanim alanlar:

Klasik molekiiler yontemlere kiyasla birgok avantaji oldugu i¢in son zamanlarda
Oonem kazanan bu yontem, izotermal bir niikleik asit amplifikasyon teknigidir.
Ortamdaki enzim aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan yogun DNA molekiiliini
amplifikasyonun bir yan iiriinii olarak ortaya ¢ikan Mg** iyonlarinin artmas1 ve HNB
ile tepkimeye girmesi sonucu olusan gokyiizii mavisi rengi ile ayirt edilir. Ayrica farkli
boyalar kullanilarak renk degisimi dogrudan ciplak goz ya da UV 15181 yardimiyla
tespit edilebilmektedir (Khan ve ark., 2017; Scheel ve ark., 2014).

LAMP, numuneden gelen inhibitorlerden ¢ok az miktarda etkilendiginden, hem
direkt olarak klinik numuneden ¢aligilabilmekte hem de tespit duyarliligi PCR temelli
yontemlerden daha yiiksek olmaktadir (Aliotta ve ark., 1996). Diagnostik bir test
olarak LAMP, bakterilerde (Garrido-maestu ve ark., 2017; Mitsuko ve ark., 2018)
denenmis, ayrica mantarlardan Aspergillus fumigatus (Tang ve ark., 2016),
Ochroconis gallopava, (Ohori ve ark., 2006) Fusarium spp. (Souza ve ark., 2017) ve
dermatofitlerden sadece T. tonsurans’in (Yo ve ark., 2016) teshisinde kullanilmis ve

PCR’a gore daha iyi sonuglar alindig1 belirtilmektedir.

Rutin olarak veteriner kliniklerinde hasta basinda yapilabilecek molekiiler
tabanli bir test olan LAMP yontemi, yliksek maliyetli cihaz gereksinimi olmayisi,
yiiksek oranda duyarli ve 0zgiil olmasi, tekrarlanabilirligi, direkt olarak klinik
numuneden kisa siirede (30-60 dk) sonug¢ vermesi, sonuglarin konvansiyonel yonteme
gore objektif degerlendirilebilmesi ve uzman teknisyen ihtiyacini ortadan kaldirmasi

acisindan 6nemli bir hizli tan1 yontemidir (Tang ve ark., 2016).
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Bu tez ¢alismasinda, veteriner kliniklerinde, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ve
sahada uygulanabilir, maliyeti diisiik bir LAMP tani kiti gelistirilmesi hedeflenmistir.
Bu ¢alisma ile diinyada ilk kez, sahada direkt klinik 6rnekten T.mentagrophytes ve

M.canis’in teshisine yonelik bir LAMP tani kiti gelistirilmesi amaglanmustir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Referans suslar

Bu tez ¢alismasinda gelistirilen yontemin optimizasyonu ve validasyonu i¢in
pozitif kontrol olarak kullanilan referans suslar Microsporum canis CBS 566.80 ve
Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’dir. Suslar agar {izerinde tiremis sekilde
tedarik edildi. Optimizasyon ve validasyon ¢alismalarinda hedef dis1 olarak kullanilan

referans suslar Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Optimizasyon ve validasyon caligmalarinda hedef dis1 6rnek olarak kullanilan
referans suglar.

Sus Ismi Sus Numarasi
Trichophyton tonsurans CBS 112818
Trichophyton rubrum CBS 118892
Nannizzia gypseum CBS 118893
Aspergillus niger CBS513.88
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 izolatlar:

Tez ¢alismasinda gelistirilen yontemin saha ornekleri ile validasyonu amaciyla
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 kiiltiir

koleksiyonunda bulunan, konvansiyonel mikolojik ekimi ile dogrulanmis 64 adet
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M.canis ve 44 adet T.mentagrophytes olmak iizere toplam 108 adet susa ait, onceden
ekstrakte edilerek saklanmigs DNA’lar kullanildi.

Bu izolatlara ait DNA’larin haricinde yine validasyon ¢alismalarinda
kullanilmak tizere, 2014-2018 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 rutin klinik laboratuvarina mantar muayenesi amaciyla
gonderilmis hayvanlardan elde edilen, konvansiyonel mikolojik kiiltiir yontemi ile
mantar teshisi konulmus ve -80°C’de saklanmus, 100 adet kil 6rnegi (20 adedi M.canis,
13 adedi T.mentagrophytes pozitif olup 67 adedi ise M.canis ve T.mentagrophytes
negatif) secildi. Bu 67 sus igerisinde 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 yontemin direkt saha materyalinde tespit limitini belirlemek
amactyla, M.canis ve T.mentagrophytes yoniinden negatif oldugu bilinen 100 adet kil

orneginden, rastgele secilen 20 adedi kullanildi.
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2.2. Yontem

2.21. LAMP yonteminin tasarimi ve optimizasyonu

2.2.1.1. LAMP primerlerinin tasarimi

Bu amagla, M.canis ve T.mentagrophytes’in her ikisinde de bulunan 3592 bg
uzunlugunda, korunmus gen bolgesi olan “Chitin Synthase-1 (CHS-1)” geni segildi.
Bu bélge, hiicre duvar yapisinda bulunan seliiloz benzeri polisakkariti sentezlemekle
gorevli olup dermatofitler dahil bir cok mantar tiirtinde de bulunmaktadir. Bu bdlgenin
M.canis ve T.mentagrophytes’i diger mantarlardan ayirmada 6zgiil bir bolge oldugu
literatiirlerden (Garg ve ark., 2007; Kano, 2004; Kano ve ark., 1997; Kano ve ark.,
2000; Tiryaki ve ark., 2015) anlagilmaktadir.

M.canis ve T.mentagrophytes’in her ikisinde de bulunan CHS-1 boélgesinin
belirli alanlarin1 hedef alan LAMP primerlerinin tasarlanmasi i¢in, bu gen bolgesinin
farkli dizileri “National Center of Biotechnology Information” websitesinde bulunan
GenBank’tan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) elde edildi. VVarolan
DNA dizilerinden, M.canis igin 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 igin 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) secildi. Bu gen dizileri CLC Main Workbench vs. 6 (Qiagen
Bioinformatics, Danimarka) programa ile alt alta siralanarak tiire 6zgii varyasyonlarin
en az oldugu, mutasyonlarin olmadig1 ve diger mantar etkenleri ile ¢apraz reaksiyon

gostermeyecek 6zgiil bolgeler belirlendi.
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LAMP primerlerinin tasarlanmasi i¢in Eiken Chemical Co. Ltd (Tokyo,
Japon)’ye ait internet sitesinde bulunan PrimerExplorer V.5 (http://primerexplorer.jp,
2018) online programi, primerlerin test edilmesi i¢in ise  Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/) online programi ve CLC Main Workbench vs. 6 (Qiagen
Bioinformatics, Danimarka) programlari1 kullanildi. Primerlerin tasarimi sirasinda
mutasyon olan bdlgeler program flizerinde isaretlenerek bu noktalarin disinm
hedefleyerek primer tasarimi yapildi. Loop primerlerinin tasarlanmasi igin ise
Nagamine ve ark. (2002)’nin kullandigi yontem kullanilarak ayni primer tasarim
programlari ile hazirlanan 6 adet [2 dis (F3, B3), 2 i¢ (FIB, BIP) ve 2 dongii (L-F, L-

B)] primer tasarlandi.

Bu gen bolgesine 6zgii tasarlanan primerler 3 farkl alternatif seklinde, her etken
icin ayr1 ayr tasarlandi. Her hedef (M.canis ve T.mentagrophytes) igin tasarlanan
primer ¢iftlerinden 5'mer/3'mer stabiliteleri en yiiksek olanlar ve AG <—4 kcal/mol ve
primer-dimer olusturma oranlar1 en diisiik olanlardan ve primerlerin baglandig1 ve
cogalttig1 en biiylik bolgeye ait {irlin boyutu 200 niikleotidi gegmeyecek sekilde
tasarlandi. In siliko testleri, NCBI’in internet sitesinde bulunan primer BLAST

veritabaninda ve “primer3” programi yardimiyla yapildu.

2.2.1.2. LAMP reaksiyonunun optimizasyonu

Optimizasyonun tim asamalarinda, yiiksek duyarlilikta ¢alistigi bilinen “Bst
DNA polymerase 2.0 Warmstart (New England BiolLabs, Sumida, Tokyo, Japan)
enzimi kullanildi. Spesifik DNA iiriiniinii goriiniir hale getirmek i¢in reaksiyonu inhibe
etmedigi bilinen kalsiyum metal indikatori “hydroxy naphthol blue” (HNB) (Sigma-
Aldrich Corporation, USA) kullanildi (Goto ve ark., 2009).

Reaksiyon igerigi, primer konsantrasyonlar1 ve reaksiyon siiresi Bst polimeraz
enzimi i¢in New England BioLabs internet sitesinde (https://international.neb.com)

verilmis olan reaksiyon kosullarina gore yapildi. LAMP reaksiyon karigimi 25 pl
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hacminde olup su bilesenleri icermektedir: 6 mg/ml BSA, 20 mg/ml PEG 400, %0,25
Tween 20, 15 mM peptit kompleksi, 20 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 0,1 U Bst DNA Polimeraz, 120 uM HNB. 25 ul’lik
reaksiyona konsantrasyonlart 40 uM FIP, 40 uM BIP, 5 uM F3, 5 uM B3, 10 uM
Loop-F, 10 uM Loop-B1 olacak sekilde primerler ve 10 pl niikleik asit izolat
eklenmistir. Tasarlanan ti¢ farkli primer setine, hazirlanan bu miks uygulanarak
optimizasyonun diger asamalarina en uygun primer seti ile devam edildi. iki etken ve
primer seti i¢in tiim deneyler, enzim {ireticisinin belirttigi optimum sicaklik olan
65°C’de gerceklestirildi. Ticari kit ile Microsporum canis CBS 566.80 ve
Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a suslarindan ekstraksiyonu yapilmis DNA

ekstraktlar1 tim deneylerde pozitif kontrol olarak kullanildi.

Tiim deneylerdeki LAMP iiriinleri HNB sayesinde ¢iplak goz ile degerlendirildi.
Bir testin pozitif olarak degerlendirilebilmesi i¢in mor renkli reaksiyon karigiminin,
gokylizii mavisi renge donmesi beklendi. LAMP deneyinin degerlendirilmesi i¢in
tilpler beyaz kagit oniinde degerlendirildi. Bir deneyin gegerli sayilabilmesi igin
negatif kontrol olarak kullanilan tiipte herhangi bir reaksiyon gézlenmemesi beklendi.
Negatif kontrolde pozitiflik saptandig taktirde test tekrarland1. Negatif kontrol olarak

molekiiler 6l¢ekli su kullanildi.

Enzim saglayicisinin direktifleri dogrultusunda hazirlanan LAMP karisimi her
etken i¢in hazirlanan {i¢ farkli primer seti i¢in, 65°C sabit sicaklikta 60 dk test edildi.
Bu deney her 15 dk sonunda goz ile degerlendirildi. Elde edilen sonuca gore segilen

primer seti ve optimum reaksiyon siiresi diger asamalarda kullanildi.

16



2.2.2. DNA eldesi

2.2.2.1. Optimizasyon asamasinda kullanilan suslardan DNA
ekstraksiyonu

Iki ayr1 hedef etken icin olusturulan iki ayr1 ydntemin optimizasyonunda,
Microsporum canis CBS 566.80 ve Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a ait
standart suslar ve Tablo 2.1.1.’deki referans suslardan Quick-DNA™ Fungal/Bacterial
Miniprep Kiti (Catalog No. D6005, Zymo Research Corp., U.S.A)) ile iiretici firmanin
direktiflerine gore su sekilde yapildi:

1- 200 pl igerisine agar iizerindeki koloniden 2-4 cm?’lik parca alind1 ve vortekslendi.
2- Bu karisim ZR BashingBead™ Lysis tiipiine eklenerek tizerine 750 pul
BashingBead™ Buffer eklendi. Minimum 5 dk vortekslendi.

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

4- 400 pl stipernatant Zymo-Spin™ Il1-F kolonu ve toplama tiiptine sonrasinda 8,000
g’de 1 dk santrifiij edildi.

5- Kolondan 1,200 pl Genomic Lysis Buffer gecirildi ve 8000 g’de 1 dk santrifiij
edildi.

6- Tiipte kalan s1v1 toplama tiipii igerisindeki Zymo-Spin™ IICR kolonuna alind1 ve
10,000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

7- 200 ul DNA Pre-Wash Buffer kolona eklendi ve alta gecen siipernatant atildiktan
sonra 10,000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

8- 500 ul g-DNA Wash Buffer kolona eklendi ve alta gegen siipernatant atildiktan
sonra 10,000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

9- Kolon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi ve tizerine 100 pl DNA eliisyon
buffer1 eklendi. Sonrasina 10,000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.

10- DNA ekstraksiyonu sonrasinda érneklerin spektrofotometre yardimiyla safliklari
(Azs0/Azs0) ve konsantrasyonlari 6l¢iildii. Minimum 50 ng/ul, Azeo/Azso degeri 1,6-2,0

araliginda olan izolatlar analizlerde kullanildi.
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2.2.2.2. Kil 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu

Kil 6rneklerinden ekstraksiyon yapilmasi amaciyla Kolukirik ve ark. (2012) ile
Zhang ve ark. (2010)’nin kullandiklar1 yontem, calismada hedeflenen iki etkene gore
modifiye edilerek kullanildi. Bu yonteme gore DNA izolasyonu yapilirken, dogrudan
kil 6rneginden minimum 5 adet olacak sekilde; 200 ul’lik (6 mg/ml BSA, 20 mg/ml
PEG 400, %0,25 Tween 20, 15 mM peptit kompleksi, 20 mM Tris-HCI pH 8,0)
soliisyonu igerisine eklendi. Sonrasinda bu karigim 10 dk vorkteslendi ve 15 dk

85°C’de inkiibe edilerek niikleik asit izolasyonu tamamlandi.

DNA ekstraksiyonu sonrasinda Orneklerin  spektrofotometre yardimiyla
safliklar1 (Azso/Azso) ve konsantrasyonlari 6lgiildii. Miktar1 yaklasik 50 ng/ul, Azeo/Azso
degeri 1,6-2,0 araliginda olan izolatlar analizlerde kullanildi. Niikleik asit miktar1 fazla
olan ornekler 50 ng/ul olacak sekilde DNaz/Niikleaz icermeyen molekiiler 6lgekli su
ile diliie edildi. Ekstraksiyon sonrasi dl¢iimlerde yogunlugu 1-50 ng/ul arasi ¢ikan
orneklerde orijinal yogunluk kullanildi. Standardize edilen 6rneklerden her biri i¢in 10

ul LAMP reaksiyonuna eklenerek denendi.

2.2.2.3. Kiiltiir orneklerinden DNA ekstraksiyonu

Kiiltiir 6rneklerinden ekstraksiyon yapilmasi amaciyla Kolukirik ve ark. (2012)
ile Zhang ve ark. (2010)’nin kullandiklar1 yontem, ¢aligmada hedeflenen iki etkene
gore modifiye edilen yontem kiiltiir 6rneklerine uyarlandi. Bu yonteme gore DNA
izolasyonu yapilirken, dogrudan agar {izerinde tiremis Orneginden 2-4 cm®lik bir
bolge bistiiri yardimiyla kesildi ve spatula yardimiyla 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipii
igerisine alind1. Uzerine 200 pul’lik (6 mg/ml BSA, 20 mg/ml PEG 400, %0,25 Tween
20, 15 mM peptit kompleksi, 20 mM Tris-HCI pH 8,0) soliisyon igerisinde ¢oziildii 10
dk vorkteslendi ve sonrasinda 15 dk 85°C’de inkiibe edilerek niikleik asit izolasyonu

tamamlandi.
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Bu yontem, Microsporum canis CBS 566.80 ve Trichophyton mentagrophytes
CBS 106.67’a ait standart suslar ve Tablo 2.1.1.’deki referans suslarin hazir kiiltiirline
uygulandi. Bu yontem uygulandiktan sonra 6rneklerin spektrofotometre (Nanodrop,
ThermoFisher Scientific, USA yardimiyla safliklar1 (Azso/Azs0) ve konsantrasyonlari
olgiildii. Miktar1 yaklasik 50 ng/ul, Azso/Azso degeri 1,6-2,0 araliginda olan izolatlar
analizlerde kullanildi. Niikleik asit miktar1 fazla olan 6rnekler 50 ng/ul olacak sekilde
DNaz/Niikleaz icermeyen molekiiler 6lgekli su ile diliie edildi. Ekstraksiyon sonrasi
Olctimlerde yogunlugu 1-50 ng/ul arasi ¢ikan 6rneklerde orijinal yogunluk kullanildi.
Standardize edilen 6rneklerden her biri i¢in 10 pl LAMP reaksiyonuna eklenerek
denendi.

2.2.3. Optimize edilen LAMP yonteminin validasyonu

2.2.3.1. Kiiltiir 6rneklerine uygulanmasi

Optimizasyonu yapilmis olan yontem Microsporum canis CBS 566.80 ve
Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a ait standart suslar ve Tablo 2.1.1.’deki
referans suslarin kiiltiirlerinden ticari kit ve Kolukirik ve ark. (2012) ile Zhang ve ark.
(2010)’nin yonteminden modifiye edilerek elde edilen DNA 6rneklerinde denendi. Her

iki ekstraksiyon yontemi ile test edilen yontem sonuglari karsilagtirildi.

2.2.3.2. Kil érneklerine uygulanmasi

Optimizasyonu yapilmis olan yontem, 2014-2018 yillar1 arasinda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali klinik laboratuvarina
rutin - mantar muayenesi amaciyla gonderilmis hayvanlardan elde edilen,
konvansiyonel mikolojik kiiltiir yontemi ile mantar teshisi konulmus ve -80°C’de

saklanmig, 100 adet kil 6rnegine uygulandi.
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2.2.3.3. Hazr niikleik asit 6rneklerine uygulanmasi

Optimizasyonu yapilmis olan yontem Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda bulunan, konvansiyonel
mikolojik ekim yontemi ile dogrulanmis 64 adet M.canis ve 42 adet T.mentagrophytes
olmak tizere toplam 108 adet susa ait ekstrakte edilmis calisma zamanina kadar -

80°C’de saklanan DNA’lar ile denendi.

2.2.4.  Gelistirilen yontemin tespit limitinin belirlenmesi

2.2.4.1. Kil érneklerinden tespit limitinin belirlenmesi

Kil orneklerinden tespit limiti ¢alismalarinda kullanmak tizere M.canis CBS
566.80, T.mentagrophytes CBS 106.67 standart suslarina, De Hoog (2000) ile
Aberkane ve ark. (2002)’nin metodlari modifiye edilerek uygulandi. Kisaca bu metod:

1- SDA agarda iiremis sekilde satin alinan referans suslar kullanildi.

2- Agar lzerindeki koloniden 2-4 cm?® alinip, steril 1,5 ml’lik Eppendorf tiipii
icersinde bulunan steril PBS (phosphate buffered saline) i¢erisinde karistirildi.

3- Elde edilen bu siispansiyon 11 um (Millipore, Madrid, Spain)’lik filterlerden
gecilerek sadece hifalarin filtrede kalmasi saglandi ve sadece sporlardan olusan bir
karisim hazirlandi.

4- Bu karisim kloramfenikol eklenmis Saboraud Dekstroz Broth’a alinarak,
30°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

5- McFarland 0,5 standardina gore konsantrasyonlari 1x10° ile 5x10°® spor/ml
seklinde ayarlandi ve bu standart karisimlardan 1 spor/ml’e kadar inecek diliisyonlar
hazirlandi.

6- Igerisindeki spor miktari bilinen bu érneklerden 10°°a kadar inecek sekilde

hazirlanan 10 katli diliisyonlar (108, 10° 104, 103, 102, 10%, 10°) kullanild:.
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7- Bu spor orneklerine ait diliisyonlar, bu yontemin saha sartlarinda uygulanmasi
icin gelistirilen kildan DNA ekstraksiyonu yontemi ile ekstrakte edildi ve optimize

edilmis LAMP reaksiyonuna eklendi.

2.2.4.2. Kiiltiir 6rneklerinden tespit limitinin belirlenmesi

Optimize edilen yontemin direkt saha materyalinde tespit limitini belirlemek
amaciyla, M.canis ve T.mentagrophytes yoniinden negatif oldugu bilinen toplam 20
adet kil 6rnegi alindi. Bu kil 6rneklerine M.canis CBS 566.80 ve T.mentagrophytes
CBS 106.67 standart suslarindan, De Hoog (2000) ile Aberkane ve ark. (2002)’nin
metodlar1 birlestirilerek hazirlanan spor diliisyonlar1 sirasiyla; 108, 10° 104, 102, 102,
10%, 10° oraninda eklendi. Kil orneklerine gelistirilen hizli DNA ekstraksiyonu

yontemi uygulandi.

2.2.4.3. DNA orneklerinden tespit limitinin belirlenmesi

Elde edilen yontemin direkt DNA’dan tespit limitini belirlemek amaciyla,
M.canis ve T.mentagrophytes referans materyallerden hazirlanan optimizasyon
asamasinda da kullanilmis olan ticari kit ile elde edilmis DNA ekstraktlari, maksimum
yogunlugu 50 ng/ul olacak sekilde DNaz/Niikleaz icermeyen molekiiler 6l¢ekli su ile
dilie edildi. Ekstraksiyon sonrasi olgiimlerde yogunlugu 1-50 ng/pl arasi ¢ikan
orneklerde orijinal yogunluk kullanildi. Bu 6rneklerden hazirlanan 10 kath diliisyonlar
(101, 102, 103, 10%, 10%, 10°)’dan her biri 10 pl LAMP reaksiyonuna eklenerek
denendi.

2.2.5. Gelistirilen yontemin 6zgiilliikk ve duyarlili@inin belirlenmesi

Iki etken igin de ayr1 ayr1 hem LAMP y&ntemi hem de gelistirilen ekstraksiyon

yonteminin duyarlilik ve 0&zgilliigiiniin belirlenmesi amaciyla Cizelge 2.2.’de
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belirtilen formiil kullanilmistir. Gelistirilen yOntemin karsilastirilmasi amaciyla
konvansiyonel mikolojik yontem altin standart olarak degerlendirilmistir. Gelistirilen
kil 6rnegi ekstraksiyon yontemi de farkli 6rnek tiirleri arasindaki karsilastirma Cizelge

2.2.deki yonteme gore degerlendirilmistir (Saunders ve ark., 2013).

Cizelge 2.2. Ozgiillik ve duyarhiligin belirlenmesi igin kullanilan tablo. A: Gergek pozitif
hastalar, b: Yanlis pozitif hastalar, c: Yanlis negatif hastalar, d: Gergek negatif hastalar,
duyarlilik: a / (a+c) x 100, 6zgiillik: d / (b+d) x 100.

Altin Standart Yontem

Gergek Pozitif Gergek Negatif
Pozitif a b
Gelistirilen -
Yéntem Negatif c d
Toplam Pozitif (a+c) Negatif (b+d)

2.2.6. Tekrarlanabilirlik

Her 6rnek tipi igin (kil, DNA, kiiltiir) rastgele 3 adet pozitif ve 3 adet negatif
ornek se¢ildi ve tli¢ farkli giinde ii¢ tekrarl olarak calisildi. Bu ¢alismalar arasinda

pozitiflik/negatiflik arasinda bir farklilik olup olmadig: aragtirildi.
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3. BULGULAR

3.1. LAMP Yonteminin Tasarim ve Optimizasyonu

3.1.1. LAMP Primerlerinin tasarimi

Primer tasarimimda CHS-1 bodlgesinin M.canis i¢in 619 bg, T.mentagrophytes

icin ise 504 b¢ uzunlugunda olan hedefe 6zgii bolgeleri kullanildi (Bu gen bdlgelerine

ait niikleotid dizileri sirastyla Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de gosterilmistir). Tasarlanan

hedefe 6zgii primer setleri (F3/B3 ve FIP/BIP) ve Loop primer seti (L-F,L-B) Cizelge
3.1. ve Cizelge 3.2.’deki gibidir.

Cizelge 3.1. Tasarlanan M.canis primerlerine ait diziler.

Primer Adi Dizi (5°-3°)
MC-1 F3 ATTGCCAAACAGCAGGTC
B3 CTGGTATATGCTCTGCTTCC
F1p GCCGAGGCTTGAGGATGACTTTTCACATCTACGAGTACACC
AC
BIP CCAGCTCCTTCTGCCTGAAGTTTTCCGAACCTGGAAAGAAC
C
L-F GACCTCCATGCCGATCTG
L-B CCAGAGGAAGGATCAACTCG
MC-2 F3 ATTGCCAAACAGCAGGTC
B3 CTGGTATATGCTCTGCTTCC
F1p GCCGAGGCTTGAGGATGACTTTTCACATCTACGAGTACACC
AC
AGAAGAAGATCAACTCGCACCGTTTTGATGTTTGGGTCGAG
BIP
GATG
L-F GACCTCCATGCCGATCTG
L-B GTTCTTCCAGGCCTTCGG
MC-3 F3 GCATTGCCAAACAGCAGGT
B3 AGGATGCGGCCGAAGG
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Cizelge 3.1. (Devami) Tasarlanan M.canis primerlerine ait diziler.

FIP GCCCTTGACCTCCATGCCGATTTTAAGGACGTCACCGCCCA
BIP GCCCGTCCAGCTCCTCTTCTTTTACCGGTGCGAGTTGATCT
L-F CTGGGTGGTGTACTCGTAGAT

L-B TGCCTCAAGGAGAAGAACCAG

Cizelge 3.2. Tasarlanan T.mentagrophytes primerlerine ait diziler.

Primer Adi Dizisi (5°-3°)

F3 CCTGGAAGAAGATTGTCGTT

B3 CGGCTTGAGAATAACCTGG

F1p 188CATCTTGGTAAACGCCTAGTTTTTATCGTCTCAGACGG
T BIP gCATTGCCAAACAGCAGGTCTTTTACCTCCATGCCTATCTG

L-F GGCAAGAACAGCTCTCGT

L-B CGTCACTGCTCACATCTATGA

F3 AGAATATCGAGTACATGTGCTC

B3 AATAACCTGGGTGCCCTT

F1p g?? CAAGAACAGCTCTCGTTTTTCCTGGAAGAAGATTGTC
™-2 BIP gCATTGCCAAACAG CAGGTCTTTTACCTCCATGCCTATCTG

L-F CGACCGTCTGAGACGATAC

L-B CGTCACTGCTCACATCTATGA

F3 AGCAGCAAGACATGGGGTA

B3 TAACCTGGGTGCCCTTGA

F1p GAACAGCTCTCGTACGCGGATTTTTTAGCCTGGAAGAAGA
T™-3 TTGTCG

BIP GATGGCATTGCCAAACAGCAGGTTTTCCATGCCTATCTGGG

TGGTA
L-F CGACCGTCTGAGACGATACAAA
L-B TCAACGGTAAAGACGTCACTGC
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Sekil 3.1. M.canis’e ait primer tasarimi yapilan CHS-1 gen bolgesinin niikleotid dizisi.

61
121
181
241
301
361
421
481

1 tctgaagctt
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

cttcaagaac
ctggaagaag
gagagccgtg
cggcaaggac
gggcacccag
aggagagaac
tecectcgacce
tataccagct
caaggtcatg
cgaatataag

cgaactatgg
acatggggta
aagataaatc
gccaaacagce
ataggcatgg
cagctcctcet
ttccaagect
aaaccaggceg

ggtgegtgect

acaatgtaca
atcgagtaca
atcgtecgtct
ctggecgggc
gtcaccgccc
gtcatcctca
cagaggaagg
aaacatctgce
ctggegtgec
ctctcgecacg
ctcgagaac

ccggtgtcett
aagaagcctg
cgcgtacgag
aggtcaacgg

aggtcaaggg
tctgtcttaa

ttggtcgegt
gcecgaagtat
gcggtgaaat

atgaggacga
tgtgetcgeg
gcatcgtctce
tgggggtcta
acatctacga
agcctcggec
atcaactcgce
gtecctecteg
ttcgacctcg
gcaagaaact

taagaatatc
gaagaagatt
agctgttcett
taaagacgtc
cacccaggtt
agagaagaac
cctcgacccc
ataccaactc
caag

gttectettc
caccagcagc
cgacggeegt
ccaggacggc
gtacaccacc
gggcatgcecc
accggtggtt
acgccgggac
agcccatgtg
gctaaaccca

gagtacatgt
gtcgtttgta
gececggtctag
actgctcaca
attctcaagc
cagaagaaga
aatatctgtg
tggegtgett

gcecegeacca
aagacctggg
gcaaaaatca
attgccaaac
cagatcggca
gtccagctcc
ctttccaggt
aaagccgggsg
cggecggtect
ctecgtegecg

gctcgegeac
tcgtctcaga
gecgtttacca
tctatgaata
cgcgeccges
tcaactctca
ttctectega
ttgacctcga

tggccggeat
gcaaggagsc
atccgegceac
agcaggtcaa
tggaggtcaa
ttctgectga
tcggeeggea
aagcagagca
gcggegagat
ggcagaactt

cagcagcaag
cggtcgtgea
agatggcatt
taccacccag
aatgccggtc
cagatggttc

cgcgggaaca
gcccatgtge

Sekil 3.2. T.mentagrophytes’e ait primer tasarimi yapilan CHS-1 gen bdlgesinin niikleotid

dizisi.

3.1.2. LAMP reaksiyonunun optimizasyonu

icerigi Cizelge 3.3.’deki gibidir.

Cizelge 3.3. Optimize edilmis LAMP reaksiyonu miks igerigi.

Reaksiyon Kurulumu

Bir reaksiyon i¢in

Optimizasyon asamasindan sonra kullanilan master mikse ait LAMP reaksiyonu

10x Buffer 2,5
BST 2.0 (NEB) 1
100 nM MgSO4 15
10 nM dNTP 3,5
HNB Boyasi 1
10x primer miks 2,5
MGW 3
DNA 10
Toplam 25
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Sabit sicaklikta (65°C) her iki etken igin de yapilan primer se¢im denemeleri
sonucunda TM-1, TM-2 primer setlerinde 45’inci dk sonunda, TM-3 primer setinde
30’uncu dk sonunda pozitiflik saptandi. MC-1 ve MC-2 primer setlerinde ise 45’inci
dk sonunda pozitiflik gozlenirken MC-3 primer setinde 30’uncu dk sonunda pozitiflik
gozlendi. Sonug olarak siire goz Oniine alindiginda tiim primer setlerinin 60’inc1 dk
sonunda c¢aligtig1 goriildii. En kisa siirede pozitiflik goriilen primer setleri M.canis i¢in
MC-3, T.mentagrophytes icin ise TM-3 primer seti olarak belirlendi. Reaksiyon
sonucu, mor renkli baglangic karigiminin maviye donmesi pozitif olarak
degerlendirildi (Sekil 3.1.).

Sekil 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 asamasinda kullanilan suslardan DNA

ekstraksiyonu

Iki ayr1 hedef etken i¢in olusturulan iki ayr1 yontemin optimizasyonunda,
Microsporum canis CBS 566.80 ve Trichophyton mentagrophytes CBS 106.67’a ait
standart suglar ve Tablo 2.1.1.°deki referans suslardan yapilan DNA ekstraksiyonu

sonucunda Cizelge 3.4.’de gosterilen absorbans degerleri ve yogunluklari bulundu.

Cizelge 3.4. Optimizasyonda kullanilan suslardan ekstrakte edilen DNA’larin safliklar1 ve
miktarlari.

Sus ismi Referans No Az A2s0 DNA miktari
(ng/ul)
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 oérneklerinden DNA ekstraksiyonu

Kolukirik ve ark.’nin (2012) ve Zhang ve ark. (2010)’nin kullandiklar1 yonteme
gore hazirlanan 200 pl’de ¢oziinen DNA ekstraklariin safliklar1 ve konsantrasyonlari
kil 6rneklerinden absorbans ve yogunluk miktarlari belirtilen araliklarda olmayan 5
ornek yerine farkli kil ornekleri ¢aligmaya alindi. Standardizasyonu saglamak
amaciyla sadece 1-50 ng/ul, Azeo/Azo degeri 1,6-2,0 araliginda olan izolatlar

analizlerde kullanildu.
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M.canis’e ait referans sustan hazirlanan ve i¢indeki spor miktar1 bilinen 6rnek
ile kirletilen kil numunesinden, hizli DNA ekstraksiyonu yontemi sonucu olgiilen

DNA yogunlugu Cizelge 3.5.’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.5. M.canis’e ait diliisyonlardan yapilan hizli DNA ekstraksiyonu yontemine ait
sonuglar.

Diliisyon DNA Yogunlugu Spor/ml
108 58,1 ng/uL 1000000
10° 5,81 ng/uL 100000
10* 0,58 ng/uL 10000
10° 0,058 ng/uL 1000
102 0,0058 ng/ul 100

10! 0,00058 ng/uL 10

10° 0,000058 ng/uL 1

T.mentagrophytes’e ait referans sustan hazirlanan ve igindeki spor miktari
bilinen 6rnek ile kirletilen kil numunesinden, hizli DNA ekstraksiyonu ydntemi

sonucu Ol¢iilen DNA yogunlugu Cizelge 3.6.’da gdsterilmistir.

Cizelge 3.6. T.mentagrophytes ile kontamine edilen kil numunesinden, hizli DNA
ekstraksiyonu yontemi sonucu 6l¢iilen DNA yogunlugu.

Diliisyon DNA Yogunlugu Spor/ml
108 60,44 ng/uL 1000000
10° 6,04 ng/uL 100000
10* 0,60 ng/uL 10000
108 0,060 ng/uL 1000
102 0,0060 ng/uL 100

10t 0,00060 ng/uL 10

10° 0,000060 ng/uL 1

M.canis’e ait direkt olarak spor diliisyonlarindan hizli DNA ekstraksiyonu
yontemi ile hazirlanan niikleik asit ekstraktlariin  spor miktarlarimi  ve

konsantrasyonlar1 Cizelge 3.7.’de verilmistir.
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Cizelge 3.7. M.canis’e ait DNA ekstraktlarinin yogunluklari.

Diliisyon  DNA Yogunlugu Spor/ml
108 54 ng/uL 1000000
10° 5,4 ng/uL 100000
104 0,54 ng/uL 10000
103 0,054 ng/uL 1000
102 0,0054 ng/ul 100

10t 0,00054 ng/uL 10

10° 0,000054 ng/uL 1

T.mentagrophytes’e ait direkt olarak spor diliisyonlarindan hizli DNA
ekstraksiyonu yontemi ile hazirlanan niikleik asit ekstraktlarinin spor miktarlarini ve

konsantrasyonlar1 Cizelge 3.8.’da verilmistir.

Cizelge 3.8. T.mentagrophytes’e ait ekstraktlarinin yogunluklari.

Diliisyon DNA Yogunlugu Spor/ml
108 51 ng/uL 1000000
10° 5,1 ng/uL 100000
10 0,51 ng/uL 10000
103 0,051 ng/uL 1000
102 0,0051 ng/uL 100

10! 0,00051 ng/uL 10

10° 0,000051 ng/uL 1

3.3. Optimize Edilen LAMP Yénteminin Farkh Orneklerde
Uygulanmasi

3.3.1. Kiiltiir 6rneklerine uygulanmasi

M.canis CBS 566.80, T.mentagrophytes CBS 106.67 standart suslar1 ve Tablo
2.1.1.°deki suslarindan yapilan DNA ekstraktlarina optimize edilen LAMP yontemi
uygulandiginda, M.canis ve T.mentagrophytes kendi hedeflerinde pozitif, diger

etkenler ise her iki hedefe ait optimize yontem ile negatif olarak bulunmustur.
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3.3.2.  Kil é6rneklerine uygulanmasi

100 adet kil 6rneginin kor numune olarak kullanildigi ¢alismada M.canis ve
T.mentagrophytes yoniinden negatif olan 67 adet kil 6rneginden 4 (%5,97) adedi (2
adet M.canis, 2 adet T.mentagrophytes) konvansiyonel ekim yoOntemi ile negatif
bulunmasina karsin LAMP yontemi ile pozitif bulunmustur. Ayrica 5 adet kil 6rnegi
numunesinde kil 6rneginden DNA ekstraksiyonu yontemine gore elde edilen DNA
ekstraktlar1 igerigindeki DNA miktarlarinin ve safliklarinin standardizasyonunu

saglamak amaciyla ¢alismadan ¢ikarilmistir.

88 adet kil 6rnegi ile yapilan ¢alisma sonucunda 18 M.canis 6rneginden 1 adedi,
11 T.mentagrophytes 6rneginden 1 adedi konvansiyonel mikolojik ekim yontemiyle

pozitif bulunmasina karsin LAMP yontemi ile negatif degerlendirilmistir.

3.3.3.  Hazr niikleik asitlere uygulanmasi

Stokta saklanan 108 adet hazir DNA ile optimize edilen yontemin denenmesi
sonucunda 64 adet M.canis’ten 62 (%96,87) adedi pozitif, 44 adet
T.mentagrophytes’ten ise 42 (%95,45) adedi pozitif olarak bulunmustur.

3.4. Tespit Limitinin Belirlenmesi

3.4.1. Kiiltiir 6rneklerinden tespti limitinin belirlenmesi

M.canis ve T.mentagrophytes’e ait diliisyonlarla yapilan LAMP sonucunda her
iki etken igin de 10! (sirastyla 0,00058 ng/ul ve 0,00060 ng/uL) olarak bulundu. Bu
sonuclar Sekil 3.2. ve Sekil 3.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. M.canis igin gelistirilen yontemin duyarligi. Sirasiyla 1-2-3-4-5-6-7’¢ kadar
M.canis’e ait 105-10° DNA diliisyonlari; NTC: Negatif kontrol.

Sekil 3.3. T.mentagrophytes icin gelistirilen yontemin duyarliligi. Sirasiyla 1-2-3-4-5-6-7’¢
kadar T.mentagrophytes’e ait 105-10° DNA diliisyonlari; NTC: Negatif kontrol.

3.4.2.  Kil orneklerinden tespit limitinin belirlenmesi

Tespit limitinin belirlenmesi amaciyla M.canis CBS 566.80, T.mentagrophytes
CBS 106.67 referans suslarina ait hazir kiiltiirlerden hazirlanan ve 108°dan 10%a kadar
inen sporlardan hazirlanan diliisyonlardan elde edilen DNA’lar kullanildi. M.canis ve
T.mentagrophytes’e ait bu DNA’lar ile yapilan LAMP sonucunda her iki etken i¢in de
100 spor/ml’ye inebilen tespit limiti oldugu saptandi.

3.4.3. DNA orneklerinden tespit limitinin belirlenmesi

M.canis ve T.mentagrophytes’e ait referans suslardan hazirlanan ve ticari kit ile
ekstraksiyonu yapilaarak elde edilen DNA ornekleriyle yapilan LAMP reaksiyonu
sonucunda her iki etken igin de tespit limiti 10? (siras1yla 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 hazir DNA ile,
gelistirilen yontemin denendigi ¢calisma sonucunda hesaplanan duyarlilik ve 6zgiilliik
sonuglart Cizelge 3.9’daki gibidir. Hizli ekstraksiyon yontemi ile kil drneklerinden
hazirlanan ekstraktlar ile yapilan LAMP reaksiyonlarina ait sonuglarin konvansiyonel
mikolojik ekim yontemiyle karsilastirmasi sonucu elde edilen duyarlilik ve 6zgiilliik

degerleri Cizelge 3.10.’daki gibidir.

Cizelge 3.9. Hazir DNA’lar ile yapilan LAMP duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglari.

Hazir DNA’lar ile Duyarhhik Ozgiilliik
M.canis 96,87 %100
T.mentagrophytes 95,45 %100

Cizelge 3.10. Hizli ekstraksiyon yontemi ile kil 6rneklerinden hazirlanan DNA’lar ile yapilan
LAMP duyarlilik ve 6zgiilliikk sonuglari.

Hizh ekstraksiyon

Duyarhlik Ozgiilliik
yontemiyle
M.canis 94,73 %100
T.mentagrophytes 91,66 %100

3.6. Tekrarlanabilirlik

Ug farkli giinde yapilan ii¢ tekrarli deneyler sonucunda ayni ornekler her

caligmada ayni siirede pozitif bulunmustur.
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4. TARTISMA

Kedi ve kopeklerden en sik izole edilen, zoonotik &zelligi de bulunan M.canis
ve T.mentagrophytes’in hizli ve dogru bir sekilde, gliniimiiz laboratuvar sartlarinda
teshis edilememesi, hem hayvan hem de halk saglig1 agisindan énemli bir problem
olusturmaktadir. Bugiinkii sartlarda etkenlerin teshisi i¢in kullanilan ve ayn1 zamanda
altin standart olan mikolojik kiiltiir yontemi, yaklagik 7-21 giin icerisinde sonug
verebilmektedir. Bahsedilen yontem ile yapilan teshisin subjektif olmasindan dolay1
hatali sonuglarin olabilecegi goz Oniine alindiginda, bu iki etkenin saha sartlarinda,
DNA temelli, dogru, giivenilir ve kisa siirede teshisi biiylik 6nem arz etmektedir. Bu
iki etken hizli ve dogru bir sekilde teshis edildiginde, gereksiz ilag kullanimi1 sonrasi
gelisebilecek toksikasyonlarin engellenecek olmasi bir yana, etkenin yayilmasi da
ayrica onlenerek tedavi siiresi kisalacaktir. Bu tez ¢alismasinda gelistirilmek istenilen
LAMP yontemi, ilk olarak Notomi ve ark. (2000), tarafindan, sonrasinda da baska
aragtirmacilar tarafindan bir ¢ok bakteriyel ve fungal etkenin (Endo ve ark., 2004; Luo,
2014; Seki ve ark., 2018; Souza ve ark., 2017) teshisinde basari ile kullanilan bir
niikleik asit amplifikasyon yontemidir. Duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerine gére mantar
teshisinde altin standart yontem ile karsilastirildiginda daha iyi sonuglar alindigi (Khan
ve ark., 2017) bilinen LAMP yonteminin, saha sartlarinda da direkt kil 6rneginden
inhibitorlerden etkilenmeden g¢alismasi (Scheel ve ark., 2014) yontemin hizli tanida
olduk¢a Onemli oldugunu gostermektedir. Bu dogrultuda, bu tez c¢alismasinda,
diinyada ilk kez, M.canis ve T.mentagrophytes’in hizli ve objektif olarak teshis

edilebildigi bir LAMP yontemi gelistirilmesi amaclanda.

Diinyada farkli fungal etkenlerin teshisi amaciyla gelistirilen DNA temelli
yontemlerde, Sun ve ark. (2010), ITS ve 5.8S bolgesini, Scheel ve ark. (2014), Hcp100
genini, Ohori ve ark. (2006), D1/D2 LSU rDNA boélgesini, Endo ve ark. (2004), gp43
genini kullandiklari goriildii. Bunlardan farkli olarak CHS-1 gen bolgesi, dizi analizleri
yapilan dermatofit tiirleri arasinda %85, tiir i¢inde %99 oraninda benzerlige sahip olan
ve tek basina fungal etkenleri ayirmada yeterli oldugu bilinen bir gen bolgesidir
(Cafarchia ve ark., 2013; Kano, 2004; Kano ve ark., 1997). Bu sebeple CHS-1 gen
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bolgesi secilerek galismalara bu gen bolgesi ile devam edildi. Bu tez ¢aligmasinda bu
gen bolgesine yonelik tasarlanan primerleri igeren LAMP reaksiyonu ile M.canis
orneklerinden %95,8’1, T.mentagrophytes érneklerinden %93,55’1 dogru bir sekilde
teshis edildi. Garg ve ark. (2007)’nin dermatofitlerin (T.tubrum, T. mentagrophytes,
T.tonsurans, T.violaceum) tespiti icin CHS-1 genine yonelik gelistirdigi Nested-PCR
kullanilan bir ¢alismada, bu yontem ile klinik 6rneklerden (tirnak 6rnegi) duyarliligin
%79,6 oldugu gorildi. Litz ve Cavagnolo (2010)’nun CHS-1 geni kullanilarak
dermatofit (T.rubrum, T.mentagrophytes, Epidermophyton floccosum, T.tonsurans)
teshisi i¢in gelistirdikleri konvansiyonel PCR c¢alismasinda, tirnak orneklerinden
dermatofitler yoniinden %37 oraninda pozitiflik saptandigi gorildi. Bu tez
caligmasinda gelistirilen yontemin, pozitiflik oran1 bakimindan CHS-1 geni kullanilan
diger calismalardan daha basarili oldugu goriildii. Bu tez calismasinda gelistirilen
LAMP yonteminde ise kil orneklerinden, T.mentagrophytes %94,54 (52/55) oraninda
pozitiflik saptanmast LAMP yonteminin diger iki PCR tabanli yonteme gore daha
basarili oldugunu gosterdi. Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda tirnak 6rneklerinde
etken miktarinin diisiik oldugunu bildirmektedir (Garg ve ark., 2007; Litz ve
Cavagnolo, 2010). Bu iki ¢alismada kullanilan 6rnekler tirnak 6rnegi oldugu igin tez
calismasinda ise kil 6rnekleri kullanildig: ve yiiksek oranda pozitiflik saptandigr i¢in
molekiiler yontemler ile mantar teshisinde kil 6rneginin tirnak 6rnegine gore daha

uygun bir materyal oldugu onaylandi.

Notomi ve ark. (2015), tarafindan optimum LAMP 1sis1 ve siiresi sirasiyla 65°C
ve 60 dk olarak bildirildiginden (Notomi ve ark., 2015), bu tez c¢alismasinda
optimizasyon asamasina baslandiginda ilk olarak bu 1s1 ve reaksiyon siiresi kullanildi.
Sonrasinda saha denemelerine gegmeden Once saha sartlarinda deneyi en kisa siirede
tamamlamak igin siire ile ilgili optimizasyon c¢alismasi yapildi. Bu ¢alisma sonucunda
MC-3 ve TM-3 primer setleri ile 30 dk’da sonug alindigi i¢in bu primer setleri segildi
ve reaksiyon siiresi uygun goriildiigiinde igerikle ilgili farkli optimizasyon kosullar
denenmedi. Yapilan literatiir aragtirmasi sonucunda, birgok farkli arastirmacinin farkl
hedeflere yonelik olsa da optimizasyonu benzer sekilde yaptigi goriildii (Endo ve ark.,
2004; Yo ve ark., 2016). Gelistirilen farkli yontemlerdeki siireler ile bu tez

calismasinda elde edilen siire karsilagtirildiginda tez c¢alismast kapsaminda
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gelistirdigimiz yontemin siiresinin Ohori ve ark. (2006)’nin (60 dk), Scheel ve ark.
(2014)’nin (90 dk), Yo ve ark. (2016)’nin (148.5 dk)’nin ¢alismalarindan daha kisa
oldugu goriildii. Ortaya ¢ikan siire farkinin nedeninin duyarliligi ve 6zgilliigi iki kat
arttiran loop primerlerinin  kullaniminin  oldugu daha Onceki c¢alismalarda
bildirilmektedir (Nagamine ve ark. 2002; Notomi ve ark., 2000; 2015). Scheel ve ark.
(2014) ve Ohori ve ark. (2006) nin ¢aligmalarinda kullanilan gen bdlgesinin tek kopya
olmasindan dolay1 loop primerleri tasarlayamadiklar1 ve bu sebeple teshis siiresinin
uzun olmus olabilecegi diisiiniildii. Bu ¢alismada loop primerlerinin siire agisindan
onemli bir parametre oldugu ve bu calismada tasarladigimiz loop primerlerinin siireyi

30 dk’ya indirdigi anlasildu.

Yapilan farkli calismalarda kil 6rneklerinden fungal DNA ekstraksiyonu i¢in
cesitli yontemler kullanildig1 (Brillowska ve ark., 2007; Faggi ve ark., 2005; Tang ve
ark., 2016; Tripathy ve ark., 2017; Yo ve ark., 2016), bu yontemlerin zaman alic1 ve
pahali olmasinin saha sartlarinda uygulanabilirligini engelledigi gorildi. Kil
orneklerinden ekstraksiyon yaparken arastirmacilarin genellikle ticari kit kullanmasi
ve direkt olarak kil 6rneginden ticari kit kullanmadan DNA ekstraksiyonu yapilan bir
LAMP calismast bulunamasi, bu tez calismasinda gelistirilen hizli fungal DNA
ekstraksiyon yontemine zemin hazirladi. LAMP yonteminin sahada uygulanmasi
amaciyla alternatif olarak gelistirilen kil Orneginden ekstraksiyon ydnteminin
inhibitérlerden daha az etkilenen, LAMP gibi duyarlihigi ve ozgilligi yiiksek
yontemlerde rahatlikla kullanilabilecek bir yontem oldugu goriildii. ilk defa gelistirilen
bir yontem oldugu diisiiniilen bu yontemin kil 6rnegine uygulanmasi sonucu elde
edilen LAMP tespit limiti degeri (100 pg) ile ticari Kit ile yapilan ekstraksiyon sonrasi
elde edilen deger (10 pg) arasinda 10 katlik fark oldugu goriildii. Zhang ve ark.
(2010)’nin kullandigz ticari Kit ve gelistirdikleri hizli ekstraksiyon yontemi arasinda da
10 kathik fark oldugu goriildi. Bu 10 katlik farkin ticari Kit ile yiiksek kalitede
saflagtirma yapmay1 saglayan kolon yonteminin kullanilmasindan kaynaklandig:

diistinildii.

Geligtirilen yontem saha orneklerine uygulandiginda, diger arastirmacilarin

(Endo ve ark., 2004; Khan ve ark., 2017; Souza ve ark., 2017; Yo ve ark., 2016)

35



buldugu 6zgiilliik oran1 (%2100) ile bu tez ¢alismasinda gelistirilen yontemin 6zgiilliik
oraninin ayni oldugu goriildii. LAMP yonteminin mikolojik ekim ydnteminden ve
PCR’dan daha o6zgiil oldugu da bu sekilde dogrulanmis oldu. M.canis ve
T.mentagrophytes’a ait saha izolatlarindan elde edilen ve saklanan DNA’lar ve
deneme Kkiti ile yapilan ¢alismalarda 4 adet (2 adet M.canis, 2 adet T.mentagrophytes)
ornege ait DNA, LAMP yontemiyle negatif olmasina ragmen konvansiyonel mikolojik
ekim yontemiyle pozitif bulunmasinin sebebinin deteksiyon limitinin altinda kalan
DNA miktarlarindan kaynaklabilecegi diisliniildii. Bunun disinda ger¢ek pozitifligin
saptanamama nedeninin saklama kosullarindan da kaynaklanmis olabilecegi, bu siire

icerisinde DNA’nin degrede olmus olabilecegi ongdoriildii.

Kil oOrnekleri ile yapilan ¢alisma sonunda, M.canis igin %94,73,
T.mentagrophytes i¢in %91,66 oranlarinda bulunan duyarlilik oranlar1 ve %100°lik
Ozgullik oran1 gelistirilen LAMP yonteminin direkt kil Orneklerine basariyla
uygulanabilecegini gosterdi. Konvansiyonel yontem ile negatif olarak degerlendirilen
ve LAMP yontemi ile pozitiflik saptanan 6rneklerde, konvansiyonel mikolojik ekim
yontemiyle elde edilen sonuglarin hatali olabilecegi sonucuna varildi. Bunun gibi
teshis hatalariin daha 6nce de farkli arastirmacilar tarafindan belirlenmis oldugu ve
konvansiyonel mikolojik ekim yontemi ile teshis edilemeyip LAMP yontemi ile teshisi

yapilmig 6rneklerin bulunabilecegi anlasildi (Scheel ve ark., 2014; Yo ve ark., 2016).

Bu tez ¢aligmasin kapsaminda gelistirilen yontem ile direkt DNA, kiiltiir ve kil
orneklerine ait 6zgiillik sonuglarinin herbiri i¢in %100 oldugu belirlendi. Bununla
birlikte tespit limiti degerlerinin (kil 6rnegindeki 10 katlik fark hari¢) birbirine yakin
bulunmasi, bu 6rneklerden herhangi birinin kullanilarak yapilacagi teshiste benzer
sonuclarin alinacagini gosterdi. Yapilan validasyon c¢alismalarindan da elde edilen
verilere gore de klinik 6rnek farketmeksizin LAMP yonteminin bu ii¢ drnek tiiriinde
de dogru sonug verdigi goriildii. Benzer sonuglar Scheel ve ark. (2014), Tang ve ark.
(2016) ve Yo ve ark. (2016)’nin farkli hedeflere yonelik gelistirmis olduklar1 LAMP
yontemlerinden de alindig1 i¢in, LAMP yonteminde 6rnek tiiriiniin fark yaratmayacagi

ve bu yontemin gerek saha gerekse laboratuvar ortaminda kullanilabilecegi anlasildi.
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Bu bilgiler 1s18inda bu tez ¢aligmasinda gelistirilen LAMP yontemi, tani ile
tedavi arasindaki siireci kisaltan bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. Ozetle bu tez
calismasinda diinyada ilk kez M.canis ve T.mentagrophytes’in sahada teshisine
yonelik LAMP yontemi gelistirildi. Bununla birlikte gelistirilen yontemin direkt

mantar kolonisinden de basarili sonuglar verdigi anlasildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Microsporum canis ve Trichophyton mentagrophytes tanisinda dogru ve kisa
stirede sonug elde etmek klinik agidan onemlidir. Yanlis yapilan teshis, tedaviyi
geciktirmekte ve etkenlerin yayilma siirecini hizlandirmaktadir. Hem halk hem de
hayvan saglig1 agisindan 6nemli olan bu durumun 6nlenebilmesi i¢in hizli, dogru ve
duyarl etken teshisi ihtiyact bulunmaktadir. Bu ihtiyaca yonelik gelistirilen molekdiler
tabanli testler bulunsa da Notomi ve ark. (2000), tarafindan gelistirilen ve sonraki
yillarda yine Nagamine ve ark. (2002), tarafindan optimize hale getirilen Spiral Aracili
Izotermal Cogalma [Loop-mediated isothermal amplification] ydntemi direkt olarak
klinik 6rneklerden etken tespiti yapabilmesi, duyarliligi ve 6zgilligli daha yiliksek
olmasi, inhibisyonlarin yasanmamasi, ¢ok kisa siirede sonu¢ alinabilmesi, diisiik
maliyeti, her uygulayicinin uygulayabilecegi kadar kolay olmasi, 6zel ve yliksek
maliyetli cihaz gerektirmemesi agisindan her laboratuvar ortaminda uygulanabilecek

bir yontem olarak rutin laboratuvar uygulamalarina girmektedir.

Bu tez c¢alismasinda diinyada ilk kez, sahada sartlarinda M.canis ve
T.mentagrophytes’in teshisine yonelik kolay uygulanabilir, hizli tan1 yontemi olan
LAMP yontemi gelistirilmesi amaglandi. Direkt olarak kil 6rneklerine uygulanan bu
yontem ile M.canis i¢in duyarliligi (%94,73) ve 6zgilliigi (%100) yiiksek, deteksiyon
limiti 100 spor/ml olan LAMP yontemi gelistirildi. T.mentagrophytes i¢in ise yine
yiiksek duyarliliga (%95,45) ve 6zgiillige (%100) sahip olan deteksiyon limiti 100
spor/ml olan yontemi elde edildi. Sonug¢ olarak diinyada ilk kez M.canis ve
T.mentagrophytes’i hizli teshis edebilen, sahada kullanilabilir bir LAMP yontemi
gelistirilmis oldu.

Elde edilen yontemin sahada uygulanabilirliginin de gosterildigi bu tez ¢aligmast
sonunda LAMP ydnteminin hayvan ve halk saglig1 agisindan 6nemli diger etkenlerin

teshisinde de kullanilabilecegi gosterildi.
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OZET

M.canis ve T.mentagrophytes’in teshisi icin LAMP Kiti gelistirilmesi

Bu tez ¢alismasinda hayvanlardan en ¢ok izole edilen dermatofit etkenleri olan M.canis
ve T.mentagrophytes’in, klinik 6rneklerden hizli teshisine yonelik bir LAMP y&nteminin
gelistirilmesi ve sonrasinda gelistirilen bu yontemin saha sartlarinda uygulanabilirliginin
gosterilmesi hedeflendi. Calismada, yontemde kullanilmak iizere primer tasarimi i¢gin CHS-1
gen bolgesi secildi. Bu gen bolgesine yonelik tasarlanan primerler ile siire optimizasyonu
yapildi. Siire optimizasyonundan sonra gelistirilen LAMP yontemi referans materyaller ile
denendi. Yontemin 6zgiil ve duyarli oldugu belirlendi. Tiim deneylere, ¢iplak gozle objektif
olarak degerlendirmeye olanak saglayan HNB boyasi eklenerek ve reaksiyon siiresi sonunda
renk degisimi objektif olarak degerlendirildi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na gonderilen konvansiyonel mikolojik ekim yontemi ile teshisi
yapildiktan sonra kiiltiirlerden izole edilmis 108 (64 M.canis, 44 T.mentagrophytes) adet DNA
ile gelistirilen yontem denendi. Bu denemeden sonra LAMP yonteminin saha sartlarinda
kullanilabilirligini arttirmak amaciyla gelistirilen kil orneklerinden hizli fungal DNA
ekstraksiyonu yontemi gelistirildi. Ankara Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
stoklarinda bulunan 100 adet kil 6rnegiyle bu ekstraksiyon yonteminin ardindan LAMP
yontemi uygulanarak valide edildi. Yapilan validasyon ¢alismalarindan elde edilen veriler
yardimiyla gelistirilen yontemin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii ve tekrarlanabilirligi hesaplandi.

Yapilan g¢alismalar sonucunda gelistirilen yontemin kil 6rneklerinden tespit limiti
M.canis i¢in 100 spor/ml, T.mentagrophytes i¢in 100 spor/ml, kiiltiir 6rneklerinden 10 spor/ml
ve 10 spor/ml, DNA 6rneginden 0,00048 ng/ul ve 0,00048 ng/ul olarak bulundu. Gelistirilen
yontem hazir DNA’lara uygulandiginda 6zgiilliigiin her iki etken i¢in de %100, duyarliligin
M.canis igin 96,87, T.mentagrophytes igin 95,45 bulundu. Paralel olarak gelistirilen hizli
ekstraksiyon yontemi ile yapilan calismada, ozgilligiin her iki etken i¢in de %100,
duyarliligin M.canis i¢in 94,73, T.mentagrophytes i¢in 91,66 oldugu belirlendi.

LAMP yontemi ile konvansiyonel mikolojik yonteminin sonuglar ve bu tez kapsaminda
gelistirilen yontemin sonuglar1 karsilastirildiginda elde edilen sonuglara gore gelistirilen
yontemin saha sartlarinda uygulanabilir oldugu, duyarlilik ve 6zgiillik degerlerinin diger
yontemler ile karsilastirilabilir oldugu goriildii. Bu tez ¢alismasinda diinyada ilk defa 30 dk’da
M.canis ve T.mentagrophytes’in teshis edilebildigi duyarli ve 6zgiil bir LAMP yontemi
tasarlanmig oldu. Gelistirilen bu LAMP yo6nteminin M.canis ve T.mentagrophytes’in diisiik
biitceli laboratuvarlar ve veteriner kliniklerinde hizl, giivenilir, dogru bir sekilde teshis
edilebilmesini saglayacagi ve teshis ile tedavi arasinda gegen siirenin minimuma indirilmesi
sonucunda gereksiz ila¢ kullaniminin engellenebilecegi ve tedavi basarisinin arttirilmasini
saglayacagi sonucuna varildi.

Anahtar Sézciikler: Hizl teshis, 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/ul
and , 0.00050 ng/ul 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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