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1. GIRIS

1.1. Mikolojinin Tarihgesi

Milattan 6nce iki bin ile bin yillar1 arasinda mantar infeksiyonlarina ait ilk
bilgiler Samitha adli Hindu kutsal yazitlarinda bulunmaktadir. Bu yazitlarda ayak
micetomasindan bahsedilmektedir. Dermatofit infeksiyonlarin1 Yunanlilar, olusan
lezyonlarin yuvarlak olmasi sebebiyle “herpes”, Romalilar ise lezyonlari bocege
benzettiklerinden dolayr kiiclik bocek larvast manasina gelen “tinea” olarak
isimlendirmislerdir (Yiicel, 1999). Mantarlara ait hifa yapilarini ilk olarak 1677’de
Robert Hooke ve sonra 1680°de Leeuwenhoek mikroskopta incelemis ve mantar

hiicresini tarif etmislerdir.

Agostino Bassi 1835°de ipek bocegindeki mantar infeksiyonunu kesfetmis ve
bu muskardin hastaliginin etkenine Beauvaria bassieni adini vermistir. Alibert
1806°da baz1 bas derisi infeksiyonlarinda goriilen eksudati tanimlamak igin “favus”
terimini kullanmistir. Remark 1834-1845 yillar1 arasinda, Schoenlein ve Gruby
birbirinden bagimsiz olarak favusu incelemislerdir. Robert Remark 1834’de favus
kabuklarinda hifa varligin1 gézlemleyen ilk kisidir. Johann L. Schoenlein 1839°da
favus etkeninin mantar oldugunu bildirmistir. Remark 1845°de favus etkenini
kiiltiirde tiretmis ve hocas1 Schoenlein’i onurlandirmak i¢in “Achorion schoenleinii”
olarak isimlendirmistir. Gurby, 1841°de favus etkenini besiyerinde izole etmis, 1843
yilinda ise Koch postulatlarini uygulayarak Microsporum’u etken ajan olarak
tanimlamugtir. Gurby, Microsporium audouinii tiiriinii ilk kez tanimlamis ve bu tiiriin

ismini yakin arkadas1 Victor Audouin’e ithaf etmistir (Samanta, 2015).

Malmsten 1845°de Trichophyton tonsurans tiirii ile temsil edilen Trichophyton
cinsini tanimlamistir. 1847°de Charles Robin Trichophyton mentagrophytes’i
identifiye etmistir (Negroni, 2010). Baerensprung 1855 yilinda egzema
marginatum’lu lezyonlardan izole ettigi mantara Epidermophyton floccosum ismini

vermistir (Yicel, 1999).



Hebra 1870’de, Epidermophyton floccosum’un neden oldugu tinea cruris
infeksiyonunu tanimlamistir. Microsporum gallinae 1881 yilinda Megnin tarafindan,
Trichophyton equinum 1898 yilinda Matruchot ve Dassonville tarafindan

tanimlanmistir (Negroni, 2010).

Fransiz dermatolog Dr. Raymond Jacques Adrien Sabouraud 1910 yilinda “Les
Teignes” isimli yayminda dermatofitlere neden olan etkenleri Achorion,
Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton olarak dort grup halinde
siniflandirmistir (Negroni, 2010).

Sabouraud  dermatofitlerin  simiflandirilmasi,  kiltir  metotlart  ve
dermatofitosizlerin tedavisi lizerine 6nemli ¢aligmalar yapmis ve mikoloji tarihinde
bir doniim noktasi olmustur. Sabouraud dermatofitlerin aktif bir sekilde iiremesini
saglayan ve kendi adiyla anilan bir besiyeri gelistirmistir. Bu besiyeri birtakim
degisikliklere ugramasma ragmen bugilin halen dermatofitlerin ayirt edilmesinde

basariyla kullanilmaktadir.

Chester W. Emmons 1934 yilinda Sabouraud’un smiflandirmasini yeniden
revize etmis ve dermatofitleri makrokonidyumlarinin yapisal Ozelliklerine gore
Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton olarak 3 cinste siniflamistir. Bu

gruplama mikolojinin doniim noktast olmustur (Negroni, 2010).

Bodin ilk kez Microsporum canis ve Microsporum gypseum olmak iizere iki
Microsporum tiirii tanimlamigtir. Hindistan’da Dey ve Kakoti adli aragtirmacilar
1955°de, ilk kez laboratuar tavsanlarinin ringworm lezyonlarindan Microsporum
gypseum izole ettiklerini bildirmislerdir. Tewari 1962’de buzagi, kopek ve kiimes
hayvanlarindan ilk kez Trichophyton. verrucosum, T. mentagrophytes ve
Trichophyton violaceum izole edilmistir. Kalkiita’daki, Bengal Veteriner Koleji’'nde
kopek ve buzagilardan ilk kez Trichophyton rubrum izole edildigi rapor edilmistir.
Delhi’de Kandhari ve Sethi isimli arastirmacilar, 1964 yilinda, kopeklerde M. canis

enfeksiyonunun varligimi bildirmislerdir. 1968’de Gupta ve arkadaslari domuzlarda



Microsporum nanum bulundugunu bildirilmislerdir. Tewari, 1969 yilinda tavuk,

kopek ve insanlardan Trichophyton simii izole etmistir (Samanta, 2015).

Ulkemizde mikolojinin yiiz yili asan bir geg¢misi vardir. Celalettin Muhtar
1892°de el ve ayakta goriilen dermatofitleri hakkindaki ilk makaleyi yayimlamstir.
Bunu 1908 yilinda Talad’in favus konusundaki yayini izlemistir. Daha sonra 1910°da
Eyilip’iin sagkiran ve Englaender’in 1916’da onkomikoz konusundaki eserleri
yayimlanmigtir. 1952°de Prof. Dr. Ekrem Kadri Unat tarafindan yayimlanan
arastirmayla lilkemizde bulunan dermatofitlerin listesi ilk defa hazirlanmistir (Ates,

2007).

1.2. Mantarlarim Simiflandirmasi

Mantarlar alemi, Ascomycota, Zygomycota, Basidiomycota, Deuteromycota
olmak tizere 4 sinifa ayrilir. Zygomycota, Ascomycota ve Basidiomycota eseyli iireme
gosterir. Dermatofitlerin ¢ogu sadece eseysiz c¢ogalan mantarlari barindiran
“Deuteromycota” sinifinda bulunmaktadir (Warnock, 2009). Bu smif, Microsporum,
Trichophyton ve Epidermophyton olarak {i¢ cinste gruplanir. Microsporum cinsi 18,
Epidermophyton cinsi 2 ve Trichophyton cinsi 21 tiire sahiptir. Tiirlerin birbirinden
ayrimi i¢in Oncelikle kiltirdeki iireme oOzelliklerine, kolonilerin morfolojisine,
makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerine bakilir. Daha sonra pigment {iretimi, lireaz
aktivitesi, bazi besin maddelerine olan gereksinimleri g6z oniinde bulundurularak

degerlendirme yapilmaktadir (G6ziibdyiik, 2013 ve Tiimbay, 1983).

Zaman igerisinde dermatofitlerin isimlendirilmesinde baz1 degisiklikler
olmustur. Dawson ve Gentles toprak kokenli keratinofilik mikroorganizmalarin
eseyli sekillerinin da bulunabilecegini bildirmistir. Bu nedenle, eseyli evresi de olan
bu grup Ascomycotina sinifina yerlestirilmistir. Bugline dek Deuteromycotina
smifinda yer alan Trichophyton cinsinden 11, Microsporum cinsinden 10 tiiriin eseyli
evreleri saptanmis, bunlarda sirast ile Arthroderma ve Nannizzia olarak

tanimlanmistir (Ates, 2007).



Giliniimiizde ise eseyli iireyen dermatofitler Ascomycota filumu, Onygenales
takimi ve Arthrodermataceae familyasinda cinsi i¢inde siniflandirilmistir (Samanta,
2015).

Cizelge 1.1. Dermatofitlerin genel siniflandirilmasi.

Alem Mantar

Bolim I/Ascomycota

Smif Euascomycetes
Takim Onygenales

Aile IArthrodermataceae

G Epidermaphyton, Microsporum, Trichophyton

Tir .
T. tonsurans, M. canis

Dermatofitler ii¢ ekolojik smifa ayrilmaktadir. Bu ayirim dogal yasam

kaynaklar1 ve konak se¢imine gore yapilir:

1. Insandan insana direkt veya indirekt olarak bulasabilen antropofilik

dermatofitler.

2. Genellikle hayvanlar1 enfekte edern ancak insanlara da bulasabilen zoofilik

dermatofitler.

3. Insan ve hayvanlarda nadiren hastalik yapan toprakta yasayan jeofilik

dermatofitler.



Cizelge 1.2. Dermatofitlerin ekolojik 6zelliklerine gore siniflandirilmasi (Samanta, 2015).

Antropofilik Jeofilik Zoofilik
Epidermophyton Microsporum gypseum  [Microsporum canis
floccosum M. nanum M. equinum
Trichophyton rubrum M. persicolor M. gallinae
T. tonsurans M. vanbreuseghemii Trichophyton mentagrophytes
T. schoenleinii M. cookie T. simii
T. violaceum Trichophyton T. verrucosum
T. megninii terrestre T. equinum

Microsporum audouinii

Uluslararasi insan ve Hayvan Mikolojisi Dernegi (ISHAM) ¢alisma gruplari genis
capli dermatofit arastirmalar1 yapmaktadir. Temel taksonomik 6zellikler, son yillardaki
dizileme ve molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesi ile tiir diizeyinde degisiklikler
yapilmaktadir (Graser ve ark., 2018). Ornek olarak De Hoog ve ark. (2017),
Arthrodermataceae ailesini yeniden filogenetik olarak sinirlandirmistir. Giincel duruma
gore dermatofitler; Arthroderma, Epidermophyton, Microsporum, Lophophyton,
Nannizzia, Paraphyton ve Trichophyton cinslerini icermektedir (Graser ve ark., 2018).

1.3. Mantarlari Yapisi

Mantarlar, 6karyotik hiicre yapisinda bulunan, genellikle hareketsiz aerobik
mikroorganizmalardir. Mantarlar, maya ve kiifler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Mayalarin tiremeleri kiiremsi yapida ve tek hiicre seklindedir. Kiifler ise ¢ok hiicreli
flamentoz iplikcikler seklinde tirerler. Kiiflerde goriilen flamentdz yapilara hifa
denir. Hifalar, mantar tiirlerine bagh olarak; bdlmeli (septumlu) hifalar, bolmesiz
(septumsuz) hifalar, raket hifalar, nodiiller cisimcik, taraksi cisim, spiral cisimcik ve

favus samdani1 gibi ¢esitli sekillerde olusurlar. Hifalar1 dallanmasi ve birbirlerine
5



sartlmast bazen de birlesmesi ile miselyumlart olustururlar. Miselyumlar vejatatif
govdeyi olustururlar. Mantar kolonisi igerisinde bazi hifalar beslenmeyi saglamak
lizere lizerinde yasadigi substratin i¢cine dogru uzanmislardir. Bunlar beslenmeyi
saglar ve vejatatif hifa olarak adlandirilirlar. Disarida kalan diger bdliimiine ise
(aerial hifa) kendilerine 6zel organizasyonlar olusturarak ¢ogalmada gorev alirlar.
Bunlara ise reprodiiktif hifa veya fertil hifa denir Bazi maya tiirii mantarlarda ise

hiicrelerin birbirine yapisik kalmasi ile zincirlerden olusan ipliksi yapiya yalanci hifa

(pseudohypha) denir (Arda, 2015 ve Murray, 2015).

Mantar hiicresine bakildiginda disaridan iceriye dogru yapilar sdyle siranir; hiicre
duvari, sitoplazma zari, sitoplazma ve cekirdek. Hiicre duvart yapisinda glukanlar,
mannanlar ve kitin vardir. Sitoplazma membraninda insan hiicre membranina benzer
sekilde sterol bulunur. Sitoplazma ise golgi aparati, endoplazmik retikulum, ribozom,
mitokondri, vakuoller ve ¢esitli graniilleri icerir. Cryptococcus gibi bazi mantarlarda

hiicre geperinin diginda polisakkarid yapida bir kapsiil bulunur (Topgu, 2002).

Mantarlar eseyli (seksiliel) ve eseysiz (aseksiiel) olmak tizere 2 sekilde
cogalirlar. Mantarlarda liremeyi saglayan hiicreye spor denir. Mantarlar zigospor,
basidiyospor, askospor, ve oospor adi verilen sporlar1 olusturarak eseyli irerler.
Artrospor, klamidospor, blastospor ve konidiosporla ise eseysiz olarak iirerler (Arda,
2015). Eseyli (sekstiel) olarak iireyen mantarlar, tam (perfect, kusursuz) mantarlar
olarak isimlendirilir. Ascomycetes, Basidiomycetes ve Zygomycetes siniflarindaki
bazi tlirler tam mantarlar1 olusturmaktadir. Tam olmayan (imperfect) mantarlari,
perfect (tam) olanlardan eseysiz sekilde spor olusturmalar1 ayirir. Sporlar hifalarin
uclarinda ve duvarlarinda serbest bir sekilde tomurcuklanma veya boliinme ile
meydana gelirler. Bu sporlara konidiyum denir. Mantarlarin tireme sikluslari

konidiyumlarda gergeklesir (Topgu, 2002).



Mantarlarda 5 tiir konidyum goriiliir. Bunlar;

1-) Blastokonidyum (Blastospor): Maya ve maya benzeri mantarlarda ana

hiicreden tomurcuklanma ile olusur.

2-) Artrokonidyum (Artrospor): Bir hifadaki septumlarin sikisip olusan

hiicrelerin septum hizasindan ayrilmasi ile olusur.

3-) Klamidokonidyum (Klamidospor): Hifada olusan kalin duvarli, graniiler

sitoplazmali, dis kosullara ve vejetatif hiicrelere gore daha direngli konidyumdur.

Sekil 1.1. Cesitli aseksiiel sporlar A.Artrospor B. Blastospor C.Klamidospor (Arda, 2015).

4-) Makrokonidyum ve Mikrokonidyum: Sapli veya sapsiz hifa baglanan
konidyumlardir. Makrokonidyumlar genellikle ¢ok hiicreli, mikrokonidyumlar ise

genellikle tek hiicrelidir. Cins ve tiire gore degismek iizere farkli sekil gosterirler.



Sekil 1.2. Cesitli konidyosporlar A. Mikrokonidyum B. Makrokonidyum.

5-) Sporangiyokonidyum (Sporangiospor): Bolmesiz hifa ucunda sporangium

adi1 verilen kese i¢indeki konidyumlardir. Zygomycetes’te goriiliir (Tiimbay, 2014).

Mantarlar iireme o6zelliklerine gore, Monomorfik mantarlar ve Dimorfik
mantarlar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Kiif veya maya bi¢iminde iireme gosteren
mantarlara monomorfik mantarlar denir. Dimorfik mantarlar ise dogal ortamlarinda
ve oda 1sisindaki besiyerlerinde kiif, in-vivo ve 35-37 ‘C’de maya seklinde iireyen
mantarlardir. Mayanin kiife, kiifin maya donilisiimiine termal dimorfizm denir.
Dimorfik mantarlar dogada kiif olarak bulunurken insan viicudunda ise maya veya
sfertil bigiminde bulunurlar. Dimorfik mantarlar sunlardir: Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,

Sporothrix schenckii, Penicillium marneffei (Ustagelebi, 1999).

1.4. Dermatofitlerin Etiyolojisi

Dermatofitlerin olusturduklar1 yiizeysel mantar infeksiyonlari, dermatofitoz
olarak adlandirilir. Cesitli kiitan6z infeksiyonlar meydana getirirler. Dermatofitlerin
insan ve hayvanlarda olusturduklar1 infeksiyonlar “Ringworm” olarak da
isimlendirilir. Dermatofitler derinin stratum corneum katmani, kil ve trirnak keratini

icinde kalir ve derin dokulara inmezler. Kan yoluyla yayilmazlar. Dermatofitler
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eseysiz lreme Ozelliklerine gore incelenir. Dermatofitlerin tanimlanmalarinda ilk
olarak mikroskobik goriiniimleri, Sabouraud Dekstroz Agar’daki koloni 6zellikleri,
konidyumlari, pigmentasyonlar1 degerlendirilir. Yardimci olarak beslenme
gereksinimlerinin degerlendirildigi testler, 1s1ya tolerans ozellikleri, {ire hidrolizi ve

kil delme deneyleri gibi fizyolojik testler de yapilabilir (Greer, 1994).

Dermatofitler morfolojik ozellikleri ile iligkili olarak  Trichophyton,

Microsporum ve Epidermophyton olmak {izere ii¢ cins altinda siniflandirilmiglardir.

Epidermophyton Cinsi

Epidermaphyton tiirleri 1907 yilinda Sabouraud tarafindan tanimlanmistir. Bu
cinse ait 2 tiir bilinmektedir. Epidermaphyton floccosum ve Epidermaphyton
stockdaleae. Sadece E. floccosum patojeniktir. E. floccosum kil infekte etmez, sagsiz
deri ve tirnakta infeksiyona neden olur. Mikrokonidyumlar1 yoktur.
Makrokonidyumlart muz salkimina benzer sekilde, lobut ya da tenis raketi bigiminde
yuvarlak uglu, hafif kalin duvarli ve diizgiin yiizeylidir. Makrokonidyumlar hifaya
dogrudan baglanirlar. Eski kolonilerde ara ve wu¢ klamidosporlar goriiliir.
Besiyerlerinde 10 giinde iirerler. Kolonileri yesilimsi-kahverengi veya haki renktedir.
Koloni orgiisii siiete benzer. Koloninin ortas1 kabarik ve kivrimlidir. Koloni ¢evresi
yassi, diiz olup hifalar besiyerine giren sagaklar olusturur. Koloni tabani, sarimsi-
kahverengidir. Yaslanma ile koloni ylizeyinde beyaz, pleomorfik misel 6bekleri
belirir. In-vitro iireme igin 6zel besin gereksinimi yoktur. E. floccosum antropofilik
dermatofittir. Lezyonlart Wood 15181 altinda floresans vermez (Samatha, 2015
Tiimbay, 2014 ve Weitzman, 1995).

Microsporum Cinsi

Microsporum cinsindeki tiirlerin tireme stireleri 7 ila 10 giin arasindadir. Sagl
deri, sacsiz deri ve tirnak infeksiyonlarma sebep olurlar. Kolonileri yassi ve

yayilicidir. Koloni yiizey, sik pamugumsu orgiidedir. Koloni rengi beyazdan kreme



kadar degisen tonlardadir. Koloni tabani parlak altin sarisindan kahverengimsi sariya
kadar degisen tonlarda olabilir. Makrokonidyum ve mikrokonidyumlari bulunur.
Mikrokonidyumlar1 az sayida gozyast veya armut seklindedir ancak
mikrokonidyumlarin tanisal 6nemi yoktur. Cok sayida makrokonidyumlar1 bulunur.
Makrokonidyumlar: mekik seklinde ve 5 ila 15 hiicrelidir. Makrokonidyum duvarlar
kalin ve piirtiikliidiir. Makrokonidyumlar tiirlere gore farklilk gosterirler. Ornegin
M. canis ucu sivri, piirtiiklii fig1 seklinde, 1-15 hiicreliyken M. gypseum ise yuvarlak
uclu, daha az bolmelidir. M. audouinii nin ¢ogu zaman mikrokonidyumlar1 yoktur,
makrokonidyumlari ise nadir goriiliir. Ancak u¢ klamidosporlar ile taraksi hifalar tani

koydurucudur (Koneman,1997; Tiimbay, 2014 ve Weitzman, 1995).

M. canis zoofilik bir dermatofittir. Ozellikle kedi ve kdpeklerde infeksiyona
sebep olurlar. Kedi ve kopeklerle temas eden insanlarda da infeksiyon yaparlar.
Tinea capitis, Tinea corporis, Tinea unguium etkenidir. Kilda ektotriks infeksiyon
yapar. /n-vitro kil delme deneyi olumsuzdur. Lezyonlar1 Wood 15181 altinda parlak
yesilimsi floresans verir. Uremeleri i¢in 6zel besin gereksinimi yoktur (Tiimbay,
2014). Uremeleri 6 ila 10 giin arasmdadir. Kolonilerinin yiizeyi beyaz
pamugumsudur. Koloni yiizeyi sar1 renkli olup zamanla kahverengine doner.
Mikrokonidyumlar1 az ve armut seklindedir. Makrokonidyumlar1 ¢ok sayida 1§
seklinde 6-15 bolmelidir. Ik izolasyon sirasinda sporiilasyon az olabilir. Pismis

beyaz pirince pasaj ile sporiilasyon saglanabilir.

M. gypseum jeofilik bir dermatofittir. Ozellikle toprakla oynayan ¢ocuklarda ve
tarimla ugrasanlarda infeksiyon yapar. Sa¢li deri ve sagsiz deride insanlarda Tinea
capitis ve Tinea corporise neden olur. Kilda ektotriks infeksiyon yapar. /n-vitro kil
delme deneyi olumludur. Lezyonlart Wood 15131 altinda floresans vermez. Uremesi
ozel besin gereksinimi yoktur. Ortalama 6 giinde iirerler. Ureyen kolonileri yass1 ve
yayilicidir. Koloni Orgiisii sliete benzerden graniillere kadar degisir. Koloni rengi
koyu kremden sarimsi-kahverengine, devetiiyli renginden agik tar¢in rengine kadar
degisir. Bazi tiierlerde ortada beyaz tliylii gobek goriiliir. Baz1 kiiltlirlerde koloni
cevresinde dar beyaz periferik bir alan vardir. Koloni tabaninda sari-kahverengi veya

kirmizi  kahverengi pigment vardir. Cok sayida makrokonidyum goriliir.
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Makrokonidyumlar —simetrik, elips seklinde 4 ila 6 hiicreli septalidir.
Mikrokonidyumlar: kiigiik tek hiicreli ve ovaldir (Cervantes, 2003 ve Tiimbay,
2014).

M. audounii ekolojik 6zelliklerine gore antropofilik bir dermatofittir. Sa¢h deri
ve sagsiz deride yerlesim gosterir. Genellikle ¢ocuklarda tinea capitis salginlarina yol
acar. Erigkinlerde infeksiyonu nadirdir. Yavas tirerler. Koloni yiizeyi yassi, beyaz,
kadife gortiniimlidiir. Koloni taban1 pembe-seftali rengindedir. Patates Dekstroz
Agar’da seftali rengi pigment olusturur. Piring besiyerinde iyi iireyemezler. Bu
ozelligi ile M. canis’ten ayrilir. Mikrokonidyumlart genellikle yoktur.
Makrokonidyumlarinin duvarlart kalin, bolmeleri diizensiz ve ig seklindedir.

Saglarda ektotriks infeksiyona sebep olur. Wood 1s181nda parlak yesil floresans verir

(Géziibdyiik, 2013).

M. nanum Sabouraud Dekstroz Agar’da 5-7 giinde trerler. Kolonileri ince,
pudramsi ve yaygindir. Kolonilerin kenarlari sagakli olup pembe, kahverengi, sar1 ve
beyaza kadar degisen renkler gosterir. Koloni tabani kirmizi kahverengidir (Larone,
2002). Mikrokonidyumlar1 ¢omak seklindedir. Makrokonidyumlar1 armut seklinde
bol miktardadir. Soil-Hair Agarda mikro ve makrokonidyumlar Sabouraud besiyerine
gore daha fazla miktarda tirerler. M. nanum kil delme testi pozitiftir. M. nanum hem
jeofilik hem de zoofilik bir tiirdiir (Derincegoz, 2016).

Trichophyton Cinsi

Insanda mantar enfeksiyonlarinmn biiyiik kismmdan sorumludurlar. Sag, deri ve
tirnakta infeksiyon olustururlar. Malmsten tarafindan 1845°de identifiye
edilmislerdir. SDA besiyerinde ortalama 1-2 haftada koloni yapilar1 ortaya ¢ikar.
Kolonileri kabarik, tliyl, tanecikli, parlak veya diiz olabilir. Koloni yiizeyi genelde
beyaz, deve tiiyii, sar1 veya krem renkli olabilir. Kolonin tabani tiire gére degisen
farkli renklerde bulunur. Mikrokonidyum ve makrokonidyumlar1 vardir.
Makrokonidyumlar1 az, mikrokonidyumlar: ¢ok sayida gelisir. Makrokonidyumlar

silindir, uglar1 kiint, kalem, puro, comak veya fusiform seklinde olabilir.
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Mikrokonidyumlar kiiremsi, yuvarlak, ¢omak ve gbéz yasi seklinde bulunabilir.
Mikrokonidyumlar tiire 6zgiidiir. Hifanin yaninda sapli veya sapsiz, tek tek veya

{iziim salkimi seklinde bulunurlar (Derincegoz, 2016 ve Ozkiitiik, 1999).

T. rubrum diinyada en yaygin gériilen antropofilik dermatofittir. Ozellikle
sacsiz deri ve tirnak infeksiyonlar1 yapar. Morfolojisine bakildiginda en c¢ok

vayasyon gosteren dermatofit ¢esidir. Farkli tipte koloniler meydana getirir.

1. Tiiylii (downy) tip: Diinyada ve Tiirkiye’de en sik izole edilen formdur.
Tiiylii tip graniiler tipten gelismistir. Koloni yiizeyi yassi veya hafif kabariktir.
Koloni rengi beyazdan kreme kadar degisen tonlardadir. Koloni Orgiisii baslangicta
stiete benzer, zamanla tiiylenir. Koloni tabani, baslangigta sari-kahverengi iken
zamanla sarap kirmizisi rengine doniisiir. Mikrokonidyumlar1 lobut veya goézyasi
seklindedir. ~ Genellikle = makrokonidyum  goriilmez,  nadiren  goriilen
makrokonidyumlar ince, diizgiin duvarli olup kalem seklindedir. Insanlarda Tinea
pedis, Tinea corporis, Tinea ungium etkenidir. Endotriks veya ektotriks infeksiyon
yapar. Lezyonlar1 Wood 15131 altinda floresans vermez. In-vitro kil delme deneyi
olumsuzdur. Ureaz deneyi olumsuzdur. In vitro iireme igin 6zel besin gereksinimi

yoktur.

2. Graniiler tip: Gilineydogu Asya ve Avustralya’da goriiliir. Koloni yiizeyi
pudramsi veya graniilerdir. Koloni orgiisii siiete benzer. Koloni rengi beyaz veya
krem rengi olabilir. Koloni tabani pembemsi-kirmizims: renktedir. Cok sayida,
sekilleri lobut ya da armut seklinde mikrokonidyumlar1 vardir. Makrokonidyumlari
silindirik veya kalem seklindedir. Tinea corporis etkenidir. Lezyonlart Wood 15181
altinda floresans vermez. Ureaz deneyi olumludur. /n-vitro iireme igin 6zel besin

gereksinimi yoktur.

3. Melanoid tip: Tiiyli tipe benzer. Besiyerine yayilan kahverengi melanoid

pigmenti vardir. Mikrokonidyumlar: hifalarin kenarinda ve gézyasi seklindedir.
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4. Dysgonik tip: Bu tip stabil degildir. Kolaylikla tiiylii tipe doner. Koloniler

yavas gelisir ve kirmizi renklidir.

5. San tip: Koloni ylizeyi tiiylii tipe benzer. Kirmizi pigment bulunmaz.

Koloni tabani sar1 gériiniimliidiir (Solgun, 2007 ve Tiimbay, 2014).

T. mentogrophytes diinyada en yaygin bulunan ikinci dermatofit tiiriidiir. Saglt
deri, sagsiz deri ve tirnakta infeksiyon olusturur. Antropofilik ve zoofilik suslar1 olan

insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyon meydana getiren bir dermatofittir.

Zoofilik suslarin kolonileri yass1 ve basiktir. Koloni rengi beyaz, krem veya
sarims1 renktedir. Koloni oOrglisii pudramsidir. Koloni tabani baslangigta sari-
kahverengi olup zamanla kirmizimsi kahverengine doniisiir. Kiimeler yapmis {iziim
salkimi  seklinde  mikrokonidyumlar  bulunur.  Spiral  hifalar  gorliir.
Makrokonidyumlar1 ince duvarli olup lobut veya puro seklindedir. Kilda ektiriks
infeksiyon yapar. Insanlarda tinea capitis ve tinea corporis etkenidir. infeksiyonlari

yangili olup tinea capitis profunda (kerion celsi) yapar.

Antropofilik suslari, sik tiiylii ve krem renkli koloni olustururlar. Koloni 6rgiisii
pudramsidan siliete benzer oOrgiiye kadar degisebilir. Koloni tabani, pembemsi
kahverengi olup zamanla koyu kirmizi kahverengine doniisiir. Cok sayida armut
seklinde mikrokonidyum goriiliir. Az sayida spiral hifa bulunur. Makrokonidyumlar
ender goriliir, ince ve diizgiin duvarlidir. Tinea pedis ve Tinea ungium etkenidir.
Tinea capitis yapmaz. Lezyonlar wood 15181 altinda renk vermez. in vivo kil delme

deneyi ve iiraz deneyi pozitiftir (Goziiboyiik, 2013 ve Tiimbay, 2014).

T. violaceum antropofilik bir dermatofittir. Siklikla sa¢h deriyi infekte eder.
Tiirkiye’de insanlarda tinea capitisin M. canis’ten sonra ikinci sikliktaki etkenidir.
Cok yavas iireyerek koloni olustururlar. Koloni ylizeyi koyu menekse rengindedir.
Koloni kabarik, kiime seklinde ve yiizeyi kivrimlidir. Koloni tabani mor renktedir.

Genellikle makro ve mikrokonidyumlar1 goriilmez. Ureme igin tiamine kismen
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gereksinim gosterirler. Mikroskobik goriiniimiinde hifalar genisce yilankavi, ¢ok
dall1 ve diizensizdir. Geng hifalar iyi boyanir. Yaslh hifalar boyanmaz, iglerinde yag

damlaciklar1 ve graniiller goriiliir (Biyik, 2008 ve Tiimbay, 2014).

T. verrucosum zoofilik bir dermatofittir. Sigir ve evcil hayvanlarda enfeksiyon
yapar. Insanlara sigirlardan bulasir. En ¢ok sach deri, sakal derisi ve tirnag: infekte
eder. Lezyonlar1 ¢ok yangilidir. Kilda iri ektotriks yapar. 21 giin gibi bir siirede
yavas treyip kiigiik ve ¢iplak koloniler olustururlar. Koloni ortasi kabarik ve yiizeyi
kivrimli ve burusuktur, ¢evresi basiktir. Koloni rengi genellikle beyazdir. Koloni
taban1 renksizden krem ve somon tonlarma kadar degisir. 37°C’ de inkiibasyon
tiremeyi arttirir. Tim kokenlerin iireme igin tiamine ihtiyaci vardir. Koékenlerin
%80°1 ise tiamin ve inozitole gereksinimi vardir. Mikroskobisinde hifalar genis ve
diizensizdir. Cok sayida geyik boynuzu seklinde sonlanan hifalar goriiliir. Cok sayida
ara ve u¢ klamidosporlar goriiliir. Makrokonidyumlar ender goriiliir, tipik olarak fare

kuyrugu veya cali fasulyesi seklindedir (Laron, 2002 ve Tiimbay, 2014).

T. schonleinii antropofilik bir dermatofittir. Favus (kellik) etkenidir.
Cocuklarda sagli deride enfeksiyon yapar. Yavag tireme gosterir. Koloni bal petegine
benzer, balmumumsu goriiniimdedir, kabarik ve kivrimlidir. Koloni orgiisii siiete
benzer, kisa tiiyliidiir. Koloni rengi kremden sariya, portakal rengine ve kahverengine
kadar varan tonlardadir. Besiyeri i¢ine dogru ilireme nedeniyle olusan koloni
besiyerini ¢atlatir. Mikroskobik yapisina bakildiginda hifalar tipik olarak ¢ivi basi
veya favus samdanlar1 seklinde sonlanir. Makrokonidyum ve mikrokonidyum
goriilmez. Klamidosporlar1 vardir. Kilda endotriks infeksiyon yapar. Infeksiyon
bolgesinde skutulum meydana gelmesi, derinin kabuklanmasi ve ddkiilen sa¢ yerine
yenisinin gelmemesi en 6nemli 6zelligidir (Goziiboyiik, 2013; ilkit, 2010 ve Solgun,
2007).

T. tonsurans antropofilik bir dermatofittir. Genellikle sacli deride infeksiyon
yapar. Bazen tirnak ve sagsiz deri tutulumu da goriilebilir. Daha ¢ok ¢ocuklarda tinea
kapitisin epidemik seklinden sorumludur. Sagta endotriks infeksiyon yapar.
Lezyonlar wood 1s18inda  floresans  vermez. Kolonileri yavas iirer.

14



Makrokonidyumlari nadirdir. Mikrokonidyumlar1 gézyasi seklinde veya genisleyerek
balon seklinde olabilir. Ara ve u¢ klamidosporlar sikca goriiliir. Spiral hifalar ve
artrosporlara rastlanabilir. Tiaminli ortamda iyi tirer (G6ziiboyiik, 2013 ve Sanig,
1999).

1.5. Dermatofitlerin Epidemiyolojisi

Dermatofitosiz, diinyada pet ve ¢iftlik hayvanlarinda en yaygin goriilen deri
hastaliklarindan biridir. Hayvanlarla yakin temas ve evde pet hayvani bakiminin
yayginlagmasi insanlar i¢in dermatofit infeksiyonlarina ait 6nemli bir risk faktoriidiir.
Bulagma; tiiylerle direkt temas sonucu, fomitler vasitasiyla veya topraktaki sporlar ile
cevreden bulasma seklinde olmaktadir. Insanlardaki dermatofit infeksiyonlarmimn
%80’inden fazlasinin zoofilik olabilecegi bildirilmistir (Hhan ve ark., 2016 ve Selvi,
2020). Zoofilik bu tiirler, insanlarda daha ¢ok kafa, el, yiiz, kollar gibi viicudun agik
yerlerinde infeksiyon meydana getirirler ve lezyonlar1 yangilidir (Ozkiitiik, 1999).
Zoofilik dermatofitlerden bazilar1 belli hayvan konaklarmin derisine uyum
saglamiglardir. Ornegin M. canis kedi ve kdpeklerde, M. nanum domuzlarda, M.
persicolor tarla farelerinde, T. verrucosum sigirlarda, T. erinacei kirpilerde, T. simii
maymunlarda hastalik meydana getirebilmektedir (Derincegéz, 2016). T.
mentagrophytes rodentlerde, T. equinum atlarda, M. gallinae kanatlilarda 6zellikle
kiimes hayvanlarinda yaygin olarak bulunmaktadir (Chermett ve ark., 2008 ve Selvi,
2020).

Dermatofitozlarin prevalansi, cografi bolgelere ve dogal rezervuarlarda iklim,
sicaklik, bagil neme gore degisir. Italya'da, M. canis kopeklerden izole edilen en
yaygin dermatofittir. Kopeklerden izole edilen jeofilik dermatofit tiirlerinin (M.
gypseum ve T. terrestre) prevalansinin ise %2,2 ile %8,7 arasinda degistigi
bildirilmistir. Bu varyasyonun, cografi bdlgeler arasindaki sicaklik ve iklim

farkliliklarindan kaynaklandig belirtilmistir (Mattei ve ark., 2014).
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Kedilerdeki dermatofit enfeksiyonlarinin %90'mdan fazlasina M. canis neden
olur. M. canis kopekler, sigirlar, atlar, domuzlar, kegiler, tavsanlar, kobaylar,
maymunlar, kaplanlar ve fareler gibi diger hayvan tiirlerini de infekte eder (Fyrums
ve ark., 2013). Portekiz, Lizbon'da yapilan bir ¢alismada, dermatofitoz pozitif olan
89 kedinin %82'sinin M. canis ile infekte oldugu gosterilmistir (Bernardo ve ark.,
2005). M. canis'in subklinik infeksiyonu, uzun tiiylii yavru kedilerde de goriilmistiir.
Endonezya'da yapilan bir arastirma, dermatit enfeksiyonu olan 30 kediden 17'sinin
(%56,7) M. canis'in olusturdugu dermatofitoz oldugunu bildirmistir (Indarjuliyanto
ve ark.,, 2017). Ayrica dermatofitoz disi hayvanlarda erkeklere gore daha sik
meydana gelmektedir. Bu nedenle hayvanlarda dermatofitoz prevalansinda cinsiyet
ve yas Onemli rol oynamaktadir (Paryuni ve ark., 2020). Kdpeklerde 1970-2002
yillar1 arasinda yapilan retrospektif bir ¢alismada 66 vakada (66/3854, %1,7) T.
mentagrophytes bulunurken, 840 vakada (840/3854, %Z21,8) M. canis tanisi
konmustur (Pinter ve Stritof, 2004). Bati1 Tirkiye'de kopeklerde ve kedilerde
dermatofit dagilimini belirlemek i¢in yapilan bir calismada, 326'lik bir 6rneklem
boyutunda test edilen 6rneklerin %14,4 'iinlin dermatofitoz i¢in pozitif oldugunu
bulmustur (Seker ve Dogan, 2011). italya'da, bildirilen dermatofitoz prevalansi
kopeklerde %7,5-20,5 ve kedilerde %24,7-33,3'tiir (Gallupi ve ark., 2013). Dogu
Hindistan'da yapilan baska bir ¢alismada kopeklerden alinan 1209 numuneden ve
kedilerden alinan 292 numuneden sirasiyla 2530 (%20,93) ve 109'u (%37,33)
dermatofit sporlari i¢in pozitif bulunmustur (Debnath ve ark., 2015). Bakii'de yapilan
bir arasgtirma, 193 kopek ve kediden 108'inin dermatofit ile enfekte oldugunu
gostermistir (Roshanzamir ve ark., 2016). Dermatofitoz sadece kiiciik hayvanlarda
degil, diger hayvan tiirlerinde de goriiliir. Misir, Beheira'da ¢iftlik hayvanlarinda
yapilan bir dermatofitoz arastirmasi, farkli hayvan tiirlerinden toplanan 150 6rnegin
%74"linlin  dermatofit pozitif oldugunu gostermistir. Bildirilen en yiiksek
dermatofitoz vaka oranlar1 koyunlarda (%78), ardindan mandalarda (%76), sigirlarda
(%72) ve atlarda (%68) meydana gelmistir (Haggah ve ark., 2017). Suudi
Arabistan'da disi develerle yapilan c¢alismada alinan 200 6rnekden, %11,5'lik bir
dermatofitoz prevalansi bulunmustur. ilging bir sekilde, daha yiiksek insidans geng
yastaki develerde goriilmiistiir (Almuzaini ve ark., 2015). Misir'da 200 Arap atiyla

yapilan bir ¢aligmada dermatofitoz prevalansinin % 27,5 oldugu, en fazla goriilen

16



dermatofit tiirlerinin swrastyla Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
verrucosum ve Microsporum canis oldugu bildirilmistir (Hamad ve ark., 2019).
Urdiin, Irbid'deki sigir ciftliklerinde dermatofitoz prevalansinin %10 ila %100
arasinda degistigi bildirilmistir. Bu ¢alisma, ayrica 375 sigirdan 115 (%30,6)'inin
tipik bir makroskopik dermatofitoz lezyonuna sahip olarak tanimlandigini
gostermistir (Al-Ani ve ark., 2002). Ankara’da yapilan bir ¢alismada 2014-2017
yillar1 arasinda kedi, kopek, at, papagan ve buzagilardan toplanan 395 numuneden
117 (%29,62)'sini  dermatofitoz yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir (Karacan-
Sever ve ark., 2021). Italya’da cins acisindan, Yorkshire teriyerleri, diger cinslere
gore, M. canis'in neden oldugu dermatofitozda %46,4’°liik bir prevalansa sahiptir. Bu,
uzun saglarindan ziyade spesifik olmayan kutandz savunmalar, sebum ve terdeki
kalitatif ve/veya kantitatif farkliliklar ile agiklanabilir. iran kedileri sadece M. canis
ile enfekte olurken, Avrupali ve yar1 melez cinsler de jeofilik dermatofit tiirlerinden
etkilenmistir. iran kedilerinde M. canis enfeksiyonunun yiiksek prevalansi, M.
canis'in kolayca yayilabilecegi biiyiik gruplarda bir arada tutulma olasiliklarinin daha
yiiksek olmasiyla aciklanabilir. Avrupali ve melez kedilerde jeofilik dermatofit
tiirlerinin varligi, onlarin 6zel yasam tarzlari yani dis ortamda toprakla temas halinde
yasama egilimleri ile aciklanabilir (Mattei ve ark., 2014). Atlarda dermatofitoz kig
aylarinda baskindir ve hizla bir salgina doniisebilir. Mantar sporlar1 hastalikli bir
hayvandan veya saglikli bir tasiyicidan digerlerine bulasabileceginden, kapali
ortamlarda ve/veya ahirlarda veya binicilik okullarinda bulagsma kolaydir (Moretti ve
ark., 2013).

Dermatofitler tim diinyada dagilim gosterir ve artrokonidyumlarin, hifalarin ya
da bu elemanlar1 iceren keratinli materyalin, enfekte bir konaktan enfekte olmamis
duyarli bir konaga aktarilmasi ile enfeksiyon olusabilir. Dermatofitler pullanarak
dokiilen deri materyalinde ya da sa¢ kilinda uzun yillar canli kalabilir ve enfeksiyon
ya dogrudan temas ya da cansiz cisimler araciligiyla bulasabilir (Murray, 2015).
Dermatofitler insanlarda dogal deri bariyerinin ortadan kalkmasina sebep olup

catlaklardan stratum corneuma girerek infeksiyon olustururlar.
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Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) verilerine gore, dermatofitozlar diinya
niifusunun yaklasik %25'ini etkiler ve yetigkinlerin %30 ila %70'1 bu hastaliklarin
asemptomatik tasiyicilaridir (Petrucelli ve ark., 2020). Her iki cinsiyetten ve her
yastan bireyler dermatofitoza duyarlidir, ancak tinea kapitis daha ¢ok ergenlik 6ncesi
cocuklarin, tinea kruris ve tinea pedis ise esas olarak yetiskin erkeklerin hastaligidir.
Dermatofitozlara sicak ve nemli bolgelerde daha sik rastlanilir. Dermatoftozlarin
ozellikle tropikal ve subtropikal bolgeler olmak iizere tiim diinyada goriilmesine
ragmen, bazi dermatofit tlirleri cografik dagilimlar1 ve insanlardaki viriilanslar
acisindan bireysel farkliliklar sergileyebilir. Ornegin Trichophyton concentricum
Gliney Pasifik Adalart ve Asya’da smirli iken T. tonsurans Amerika’da tinea
kapitisin baglica etkeni olarak M. audouinii’nin yerini almistir (Murray, 2015).
Bolgesel olarak goriilme araligi degismekle birlikte antropofilik tiirler diinyanin
genelinde yayginken jeofilik ve zoofilik tiirler belirli bolgelerde bulunma egilimi
gosterirler (Sanig, 1999). Diinya genelinde tiim dermatofitozlarin %80 ila %90’ 1ndan
T. rubrum ve T. mentagrophytes sorumludur (Murray, 2015). Baz1 dermatofit tiirleri
belirli bolgelerde daha genis yayilim gosterirler. Ornegin Akdeniz bolgesinde T.
violaceum;Orta Dogu’da T. schoenleinii; Amerika’nin kuzeyi ve bati Avrupa’da T.
tonsurans; Asya’da, Afrika’da ve Balkanlarda M. ferrugineum daha sik goriiliir
(Sanig, 1999).

Dermatofitlerin prevalansi insan hareketliligi, sosyal ve ekonomik farkliliklara
gore degisim gosterebilir. Asya ve Afrika’ya 6zgili dermatofitler olan T. soudanense,
T. violaceum, M. audouinii nin olusturdugu dermatofitozlar gogler ile Avrupa ve
Kuzey Amerika kitalarina yayilmistir. 19. yilizyilda Avrupa’da tinea capitis en yaygin
dematofitoz iken 20. yiizyilin sonlarma dogru tinea pedis daha yaygin hale gelmistir.
Tiirkiye’de en yaygin goriilen klinik tablo tinea pedis, en sik izole dermatofit ise T.
rubrum’dur (Tungoglu, 2009). Tiirkiye’de dermatofitozlar bolgelere gore degiskenlik
gosterir. KOy kaynakli Tinea capitis lezyonlarindan en sik T. schoenleinii, schir
kaynakl1 olanlar ise genellikle T. violaceum ve M. canis izole edilmektedir (Sanig,
1999). Giineydogu ve Dogu Anadolu Bdlgelerinde Tinea capitisin en sik nedeni T.

violaceum, 7. schoenleinii, T. verrucosum 'dur (Oksiiz, 2002).
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M. audouinii, T. tonsurans, T. violaceum ve T. schoenleinii’nin etken oldugu
Tinea capitisin 1900’14 yillarda Avrupa’da ¢ok yaygm gorildigi bilinmektedir.
Yasam kalitesinin artmasi, hijyenin saglanmasiyla bu tiirlerin olusturdugu infeksiyon
Oonlenmis ve bu cografyada 2. Diinya savasindan beri bu tiirlerin meydana getirdigi
tinea capitise rastlanmamistir. Gliniimiiz diinyasinda tinea kapitis salginlarinda etken
olarak saptanan tiir M. canis’tir (Biyik, 2008 ve Devliotou ve ark., 2001). Benzer bir
durum Japonya ve c¢evresinde endemik olan M. ferrugineum’da da goriilmektedir
(Biyik, 2008 ve Kwon-Chung, 1992). M. ferrugineum’dan kaynaklanan dermatofitoz
yasam kosullarinin 1iyilestirilmesiyle son yillarda neredeyse eradike edilmistir
(Kwon—Chung, 1992). Fakat gelismis iilkelerde T. rubrum’un etken oldugu tinea
pedis infeksiyonlar giderek artmaktadir (Byik, 2008 ve Ozkiitiik ve ark., 2007).

Dermatofitler farkli konaklarda farkli sekillerde infeksiyon meydana getirirler.
M. audouinii’nin birgok Kuzey Avrupali ve Kuzey Avrupa kokenli Amerikali
cocuklarda diger ¢ocuklara oranla daha az inflamasyon olusturdugu bildirilmistir. T.
tonsurans’in etken oldugu tinea capitis infeksiyonlar1 Ispanyol cocuklarda hafif
seyrettigi, siyahi ¢ocuklarda ise genelde ¢ok inflamasyonlu gelistigi goriilmektedir

(B1yik, 2008 ve Rippon, 1988).

Sosyal ve ekonomik kosullar, cinsiyet, yas, iklim dermatofit infeksiyonlarinin
insidansini etkileyen diger faktorlerdir (Nelson ve ark., 2003 ve Solgun, 2007). Tinea
capitis kalabalik ortamlarda bulunanlarda ve diisiik sosyo-ekonomik 6zellik gosteren
toplumlarda daha sik goriilmektedir (Solgun, 2007). Tinea capitis genellikle
cocukluk ¢aginda goriilen bir hastaliktir (Hay, 1992; Macura, 1993 ve Solgun, 2007).
Bunun aksine tinea inguinalis genellikle eriskin erkeklerde goriiliir. Ozellikle kapali
ayakkabi1 kullananlarda, askerlerde, spor salonlari, ylizme havuzlari, yurtlar gibi ortak
alanlar1 kullananlarda goriilmektedir. Sicakligin ve nem oraninin yiikseldigi
mevsimlerde de tinea pedis vakalarinda artma gozlemlenir (Masri-Fridling, 1996 ve
Weitzman, 1995).Tinea pedis goriilme oram erkeklerde daha yiiksektir (Nelson ve
ark., 2003 ve Perea ve ark., 2000). Tinea inguinalis, tropikal bolgelerde daha sik

goriiliir. Tinea inguinalis goriilmesini kolaylastiric1 faktorler: sismanlik, 1slak mayo,
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dar giysilerdir. Tinea barbae ise kirsal bolgelerde hayvan yetistiren erkeklerde sik
rastlanilir (Solgun, 2007).

Dermatofitlerin yayilmasinda ekolojik o6zelliklerinin de ©Onemi vardir.
Antropofilik dermatofitler genellikle tiim diinyada yayilim gosterirken, jeofilik
ve zoofilik tiirler belli cografyalarda genellikle sporadik infeksiyonlar meydana
getirirler. Antropofilik dermatofitler, insandan insana direkt ya da indirekt
yollarla bulasabilir. Jeofilik tiirlerde konidyum yapimi fazla iken zoofilik ve
antropofilik tiirlerde ise konidyum yapimi az goriilmektedir. Ayrica zoofilik ve
jeofilik dermatofitler gii¢lii inflamatuvar yanit gosteren lezyonlar meydana
getirirler. Buna karsin, antropofilik tiirler daha az siddette inflamatuvar yanit

gosteren lezyonlar olustururlar (Solgun, 2007).

Dermatofitler ¢evre kosullarina karsi ¢ok direnglidirler. 12 aydan daha uzun
siire canli kalabilir (Songer ve Post, 2004). Ancak 6zellikle kreosol, iyot ve klor
iceren dezenfektanlara karsi duyarhidir (McVey ve ark, 2013 ve Selvi, 2020).

1.6. Dermatofitlerin Patogenezi

Dermatofitler, keratinize dokularda infeksiyon olustururlar. Infeksiyonun
meydana gelisinde konaga ait faktorler, mikotik ve cevresel faktorler onemli rol
oynar (Arda, 2015). Infeksiyonun ilerlemesi, mantarin metabolik iiriinlerinin konakta
olusturdugu reaksiyona, lezyonun anatomik yerlesimine, infeksiyon meydana getiren

susun viriilansina ve ¢evresel etkenlere bagli olarak degisir (Weitzman, 1995).

Dermatofitlerin infeksiyon siireci, sirastyla “artrokonidyumlarin keratinositlere
baglanmas1”, “penetrasyon” ve “konak yanit1” ile meydana gelir (Fetil ve Giines,
1999; Goziiboyiik, 2013). Uygun kosullar altinda, mantarin konaga temasindan] saat
sonra, mantar hiicre duvarinda bulunan adezinlerin vasitasiyla epidermal adezyon
meydana gelir (Jartarkar ve ark., 2022). /n-vitro temastan 2 saat sonra

artrokonidyumlarin fibriller yapilariyla keratinositlere yapismasi tamamlanir. Bunu,
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keratini sindiren ve ayni zamanda gili¢lii bir immiinojenik uyaran olarak da islev
goren proteazlar, serin subtilisin ve fungalizinin vasitasiyla meydana gelen

penetrasyon izler (Jartarkar ve ark., 2022).

Daha sonra mantar ¢ogalarak canliligi bulunmayan keratinize deri, tirnak ve
saca tutunur. Mantarlarin canli epidermis tabakasina tutunamamalarinin sebebi
serumun mantarlart durdurucu etkisindendir. Serumda bulunan doymamis transferrin
dermatofitlere kars1 korunmada 6nemli rol oynar. Biiyliyen hifalar altinda, invazyon
sirasinda mantar tarafindan salgilanan keratinaz ve diger proteolitik enzimler
keratinositleri sindirmeye baslar. Hifanin uzamasi ve ¢ogalmasiyla meydana gelen
mekanik etkiler, travma ve maserasyon mantarin penetrasyonunu kolaylastiran diger

faktorlerdir (Matrinez-Rossi ve ark., 2017 ve Solgun, 2007).

Dermatofitlerin patojeniteleri, enzim meydana getirme kabiliyetleriyle yakin
iligkildir. Dermatofitler, keratinaz, proteinaz, elastaz, peptidaz, kollajenaz,
deoksirboniikleaz, lipaz gibi enzimleri sentezler. Bu enzimler vasitasiyla konak
yapilarmi yikima ugratir ve bunlardan besin kaynagi olarak faydalanirlar. Bu
enzimler arasindan keratinaz mantarin konak dokusuna invazyonunda en Onemli
viriilans faktoriidiir. Dermatofitlerden salgilanan proteazlar ise biiyiik gen ailelerinin
tiyeleridir. Bunlar mantara besin saglamasinda, konak dokuya invazyonda, konak
savunma mekanizmalarinin kontrol edilmesinde gorev alirlar. Elastaz enzimi
infeksiyonun daha inlamatuvar olmasina sebep olurken lipaz enzimi konak dokuya

yayilmada yardimcidir (Al-Janabi ve Al-Khikani, 2020 ve Tungoglu, 2009).

Mantar hiicre duvarinda bulunan mannan da major virulans faktorlerinden
biridir. Mononiikleer hiicrelerle in-vitro inkiibasyona birakildiginda lenfoblast
yapimini inhibe ettigi, mitojenlere ve diger antijenik uyaricilara karsi lenfosit
proliferasyonunu baskiladigi bulunmustur (Weitzman, 1995). Mannan antijeni
keratinosit biliylimesini baskilayarak epidermal yenilenmeyi yavaglatir ve kronik

infeksiyonlar i¢in ortam yaratir (Erbakan, 1989 ve Fetil ve Giines, 1999).
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Dermatofitlerin patogenezinde konagin immiin cevabininda dnemli rolii vardir.
Konagim immiin cevabi mantar infeksiyonun stratum korneum tabakasiyla sinirl
kalmasma neden olur (Solgun, 2007; Wagner ve Sohnle, 1995). Epidermal
yenilenme hizi, mantarin biiyiime hizini, lezyonun genisligini ve infeksiyonun
stiresini etkilemektedir. Enfeksiyonun erken donemlerinde yenilenme hizi artar. Bu
artis mantarin  deriden atilmasina sebep olur. Mantarin  infeksiyonu
gergeklestirebilmesi i¢in biiyiime hizi, epidermal yenilenme hizina esit veya bundan
fazla olmalidir (Goziiboyiik, 2013). Cesitli mantar enzimleri ve proteinleri keratin
degredasyonuna katilir. PacC ve Hfs1 gibi transkripsiyon faktorleri ve ayrica 1s1 soku
proteinleri, mantar-konak etkilesiminin erken asamalarinda derinin asidik pH'inin
algilanmasinda ve buna adapte edilmesinde rol oynar. Dermatofit biiylimesi
sirasinda, hiicre dis1i pH asidikten alkaline kayar. Bu, bilinen keratinolitik
proteazlarin ¢cogunun optimal aktivite sergiledigi bir ortam yaratir (Matrinez-Rossi ve
ark., 2017). Doymamuis transferin demir baglama kapasitesinden ayr1 olarak, hifalar
baglayarak mantarin bliylimesini durdurur. Yag bezlerinden salgilanan yag asitleri de
inhibitor etki gosterir (Fetil ve Giines, 1999; Goziiboylik, 2013 ve Kustimur, 2004).
Dermatofitlere karsi konak savunmasinda makrofaj, nétrofil, lenfosit ve mast
hiicreleri de 6nemli gorev alirlar. Dermatofitlerde glikopeptitler ve keratinazlar
olmak iizere 2 6nemli antijen smifi bulunmaktadir. Glikopeptitlerin protein bolimi
hiicresel immiin yaniti, polisakkarit boliimii ise hiimoral immiiniteyi uyarir. Hiimoral
bagisiklik etkisizdir. Bunun sebebi infeksiyon yerinin vaskiiler sistemden uzak
olmastyla aciklanmaktadir. Dermatofit infeksiyonlarinin eradikasyonunda baslica

rolii hiicresel immiinite oynar (Tuncoglu, 2009).

Antropofilik olarak degerlendirilen dermatofit tiirleri kronik tedavisi zor ve
nispeten de inflamatuvar olmayan enfeksiyonlar olusturmaya egilimli iken zoofilik
ve jeofilik dermatofitler gii¢lii bir konak yanit1 olusturma egilimindedirler. Bu tiirler
oldukca inflamatuvar seyreden ve tedaviye iyl yanit veren lezyonlar olustururlar.

Bazi durumlarda bu enfeksiyon kendiliginden iyilesebilir (Murray, 2015).

Farkli tiir ve farkli suslar infeksiyonun seyri tizerine etki ederler. T.

mentagrophytes kompleksinin piirtiiklii alt tiirinin etken oldugu infeksiyonda
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inflamasyona rastlanirken, T. mentagrophytes var. interdigitale kronik infeksiyona
neden olur. T. rubrum infeksiyonlar1 ise genellikle kronik olarak seyreder. Bu
infeksiyonlarin inflamatuvar olmayan kabuklu lezyonlarinda ¢cok az dermal infiltratl
hiperkeratéz goriiliir. Diger taraftan T. verrucosum’un olusturdugu keriyonda;
lenfositlerin, plazma hiicrelerinin, noétrofillerin ve eozinofillerin yogun dermal

infiltrasyonu tipiktir (Biyik, 2008).

Trikofitin reaksiyonu, infeksiyon sirasinda meydana gelebilen ve derideki asiri
duyarhilig1 tanimlayict bir terimdir (Biyik, 2008). Trikofitin deri testi, aktif veya
gecirilmis dermatofitozu gosterir (Ustagelebi, 1999). Saglikli kisilerde baska
infeksiyon etkelerinden kaynaklanan c¢apraz reaksiyonlardan veya daha once temas
edilen bir dermatofitten dolayr asir1 duyarlilik reaksiyonu gozlenebilir (Padhye ve
Summerbell, 2005). Dermatofitlere kars1 deride asir1 duyarlilik reaksiyonu

goriilebilir. Buna id reaksiyonu denir (Sanig, 1999 ve Tungoglu, 2009).

Dermatofit infeksiyonlarimin yayilmasini ve ilerlemesini etkileyen diger
etmenler; cinsiyet, yas, genetik faktorler, irk, endokrin ve metabolik faktorler,
sicaklik, mikro g¢evre ve yarigmact organizmalar olarak smiflandirilabilir

(Goziiboyiik, 2013 ve Kustimur, 2004).

1.7. Dermatofitlerin Hayvan ve Insanlarda Klinik Teshisi

Hayvanlarda dermatofitlerin neden oldugu klinik bulgular, infeksiyona sebep
olan susa, tiirlerin viriilansina, c¢evresel faktorlere ve konak¢i bagisikligina gore
degiskenlik gosterir. Genelde Trichophyton tiirleri, Microsporum tiirlerinden daha
siddetli klinik belirtiler olustururlar. Konak¢r yanit, tiire ve kil Ortiisii tipine bagh
olarak degiskenlik gosterebilir M. canis’in sebep oldugu dermatofitozlar, kopeklerde
kedilerden daha siddetli seyrederler. Kedilerde goriilen lezyonlarda, agr1 ve kasinti
sikayeti bulunmaz. Lezyonlar diizensizdir, killar dokiilmiis ve cesitli sekillerde
kepeklenen bolgeler bulunur. Kepeklenen bdlgede deri yiizeyi sigara kiili

goriiniimiindedir. Kedilerde dermatofitozlarin goriildiigli bolgeler; bas, kulaklar ve
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viicudun distal  bolgeleridir.  Kopeklerde  Microsporum’larin  olusturdugu
infeksiyonlar, kedilerdeki infeksiyona benzer goriiniimdedir. Lezyonlarin eritomatoz
kenarlar1 bulunabilir. M. canis disindaki dermatofitlerin olusturdugu lezyonlar,
cogunlukla siddetlidir. M. persicolor onemli yiiz lezyonlarmma sebep olur
(Derincegoz, 2016 ve Thomsett, 1986).

Dermatofitoz vakalarindaki lezyonlar, her hayvan tiirii i¢in degiskendir. En
yaygin klinik semptomlar kil dokiilmesi, deride kabuklanma, eritem ve kasintidir.
Yapilan ¢alismalar, kopeklerde dermatofit enfeksiyonunun yliz, bacak ve/veya
kuyrukta lokalize lezyonlara neden oldugunu gostermistir. Enfekte olmus kopeklerin
Klinik olarak derilerinde multifokal alopesi, eritem, papiil, piistiil, pul ve kabuk gibi
belirgin bir olusum ile ringworm olarak bilinen lezyonlar bulnmaktadir. M. canis
enfeksiyonuyla, enfekte bolgede alopesi (1-3 mm) ile sonuglanir ve Ozellikle
inflamatuar reaksiyon uzun siirerse kalici alopesi meydana gelir. Dermatofitlerin
neden oldugu lezyonlar, enfekte eden dermatofit tiirleri, viriilans faktorleri,
enfeksiyon alani, ikincil enfeksiyonlar ve ¢evresel kosullar dahil olmak iizere cesitli
faktorlere bagl olarak hafif ila siddetli olabilir. Tavsanlarda mantar enfeksiyonunun
neden oldugu makroskopik lezyonlar arasinda yiiz, goz kapaklari, kulaklar, tirnaklar,
bacaklar ve sirt bolgesinde sarimsi beyaz kuru kabuk olusumu, alopesi ve eritem
bulunmaktadir. Dermatofitlerle enfekte Bali sigirlarinin (Bos javanicus) derisinde
hiperkeratoz, pullar ve kabuk ile birlikte yuvarlak sekilli, beyaz, gri veya siyahimsi
kahverengi lezyonlar (hiperpigmentasyon) bulunur (Paryuni ve ark., 2020). Atlarda,
gbgsiin list kisminda, yanlarda, omuzlarda, travmaya maruz kalan viicut bolgelerinde
ve eyer, dizgin ve kosum takimi ile temasta bulunan yerleri dermatofitlere karsi
hassastir. T. equinum, M. canis ve T. mentagrophytes atlar1 enfekte eden en yaygin
mantarlardir, ancak bazen M. gypseum infeksiyonlari da gozlenir. T. equinum ve M.
canis'in neden oldugu dermatofitoz, 6zellikle geng hayvanlarda, kisa siire sonra
dokiilen, ince, pul pul, grimsi pullarla kapli, altta kuru bir integument bulunan
alopesik bir alan birakan kiigiik dikenli sa¢ kiimeleri ile karakterizedir. T.
verrucosum’un neden oldugu sigir dermatofitozunda lezyonlar bas, iist gogis, sagri,
gergedan, intermaksiller bosluk ve goz c¢evresinde lokalizedir. Lezyonlar coktur,

ancak nadiren tiim viicudu kaplar veya birlesir (Moretti ve ark., 2013).
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Dermatofit enfeksiyonunun klinik semptomlarinin, enfekte olan dermatofit
tiriine, viicudun enfekte bdolgesine ve konak¢inin tiirtine bagli olarak degistigi
sonucuna varilabilir. Genel olarak dermatofit enfeksiyonlar1 lezyon olusumunda
deride alopesi, kabuk, papiil, piistiil ve eritem goriiliir ve genellikle ringworm olarak

bilinen yuvarlak sekildedir (Paryuni ve ark., 2020).

Dermatofitozlar, insanlarda dermatofit tiirii, inokulum biiyiikliigii ve konagin
bagisik durumu gibi gesitli faktorlerden etkilenebilen ve oldukga genis bir aralikta
kendini gosteren klinik bulgularla ortaya cikabilir (Murray, 2015). Insanlarda
dermatofitlerin sebep oldugu klinik goriiniimler, etkilenen anatomik bolgeye “tinea”
kelimesinin ilave edilmesiyle isimlendirilir (Solgun, 2007). Tinea capitis, bas sach
derisi ve saglar1 tutan dermatofit infeksiyonudur. Ergenlik Oncesi donemde
gortiliirken erigkin donemde nadir rastlanir. Etkenler arasinda siklikla M. canis, T.
tonsurans, T. violaceum ve T. verrucosum tanimlanmaktadir. Infeksiyon, hijyen
kosullarinin kotii olmasiyla bulasir (Ely ve ark., 2014; Goziiboyiik, 2013 ve Larone,
2002). Tinea barbae, yetiskin erkeklerde sakal ve biyik bolgesinde goriilen
dermatofitozdur. Genellikle zoofilik dermatofitler etkendir. En sik T. verrucosum
izole edilir. Ciftlik is¢ileri arasinda sik gortliir (Hainer, 2003 ve Tungoglu, 2009).
Tinea facialis, yliziin sakalsiz bolgesinin dermatofitozudur. Giines 1s1gmnin yiize
temasindan sonra artan kasinma ve yanma tipik belirtileridir. Lezyonlari; bazen
renksiz bazen de kirmizi, dairesel ve yama goriiniimiindedir (B1yik, 2008). Daha ¢ok
zoofilik dermatofitler etkendir. Diinyada en ¢ok Microsporum canis’le baglantili
olarak gelisir (Tuziin, 2008). Evcil hayvanlardan bulas olmasina sik rastlanilir.
Otookiilasyonla da bulas olabilmektedir (Baykal, 2004 ve Degreef, 2008). Tinea
corporis kollarda, bacaklarda, yiiziin sakalsiz bolgelerinde ve gdvde derisinde
goriilen dermatofit infeksiyonudur. En sik olarak T. rubrum izole edilir. Alin, yanak,
boyun, el sirt1 gibi acik bolgeleri tutar. Tinea corporis en sik ¢ocuklarda ve geng
eriskinlerde goriiliir (Kovitwanichkanont ve Chong, 2019). Pet hayvanlarindan,
topraktan ve viicutta bulunan bagka bir dermatofit kaynagindan otoinokiilasyon
yoluyla bulasabilir (Weitzman, 1995). Tinea pedis, ayakta gelisen, Atlet ayagi olarak
da bilinen dermatofit infeksiyonudur. Tinea pedis en yaygin goriilen dermatofit

enfeksiyonudur (Giil, 2014). Maraton kosuculari, askerler ve madencilerde sik
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goriiliir (Ely ve ark., 2014; Ilkit, 2015 ve Pires ve ark. 2013). Tinea ungium,
tirnaktaki dermatofit enfeksiyonlaridir. Yetiskin erkeklerde daha sik goriiliir. Ayak
tirnaklarinda el tirnaklarina kiyasla daha fazla goriiliir. En ¢ok goriilen etkenler
arasinda T. rubrum ve T. mentagrophytes gelmektedir (Asz-Sigall, 2016; Degreef,
2008; Ely ve ark., 2014 ve Kovitwanichkanont ve Chong, 2019).

1.8. Dermatofitlerin Laboratuvar Teshisi

1.8.1. Klinik Ornek Alma

Dermatofitoz tanisinda ilk ve en énemli adim, uygun nitelik ve nicelikte klinik
ornegin alinmasidir. Lezyon, klinik alinmadan 6nce %70'lik etil alkol ile silinmelidir.
Alkol lezyonda bulunabilecek flora iiyesi diger organizmalari veya Onceden
uygulanmis krem veya pudrayr uzaklastirir, etken mantarin kolayca belirlenmesini
saglar. Ayrica etkenin mantar kiiltiiriinde saf halde iiremesine yardim eder. Bu amag
icin steril bistiiri, lanset, mikroskop lami, sa¢ veya dis fir¢asinin kullanimi uyundur.
Klinik 6rnekler, sagh deride: lezyon alanindaki rengini kaybeden veya kirilmis saglar
steril bir cimbiz ile ¢ikartilir. Yiizey epiteli steril bistiiri ile kazinarak, sag¢siz deride:
lezyonun aktif kenar bolgesinden steril bistiiri ile kazinarak ve varsa vezikiil tepeleri
kesilerek, tirnakta: infekte bolgenin beyaz renkli dejenere kisminin derince kazinmasi

ile elde edilir.

Hayvanlarda 6rnek olarak kil, tiiy, deri ve tirnak kazintis1 alinir. Hayvanlardan
tily ornegi alinirken MacKenzi dis fircasi teknigi de kullanilabilir. Bu teknikte steril
dis fircas: tiiylere siiriiliir. Burun istii, alin, kulak boyun, govde, bacak ve kuyruk
nazikce firgalanir. Cok miktarda 6rnek alinmasi gereken vakalarda veya tutulmasi
zor olan hayvanlar icin bu yontem kullanilabilir. Once etkilenmemis bolge sonra
lezyonlu bolge firgalanmalidir. Firgalama stiresi 3 ila 7 dakika olmalidir (Di Matti ve
ark., 2018; Moriello, 1990; Pihet ve Le Govic, 2017 ve Selvi, 2020).
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Lezyonun birgok bolgesinden 6rnek alinmalidir. Ornek miktart miimkiin
oldugunca fazla olmalidir. Klinik 6rnek steril bir petriye veya laboratuvarda steril
kagit icerisine alinabilir. Hastaya iligkin bilgilerle etiketlenir ve laboratuvara

ulastirilir (Ilkit, 2021; Tiimbay, 1983 ve Weitzman, 1995).

1.8.2. Wood Lambasi

Ik kez 1903 yilinda Baltimore Robert tarafindan bulunan Wood 15181 uzun
dalga boyuna sahip ultraviyole bir 1siktir. Kuskulu olgularda killar, karanlik odada
dalga boyu 365nm olan Wood 15181 altinda incelenir. Diigiik duyarlilikta bir yontem
olmasma karsin 6n taniya yardim eden bir tekniktir. Klinik 6rnek almadan 6nce
lezyonlar wood 15181 ile incelenmeli ve klinik 6rnekler floresans veren bolgeden
alinmalidir. Floresans varligi infeksiyonun kanitidir. M. canis, suslarinin yaklagik
%601 lredigi zaman triptofan metabolitleri meydana getirir. Bu metabolitler
karanlikta ultraviyole 1$181 altinda parildama verir. M. canis, M. audouinii, M.
ferrugineum gibi tlirlerin olusturdugu infeksiyon parlak yesil renkte, T.
schoenleinii’nin olusturdugu infeksiyon ise buz mavisi renkte floresans verir. Diger
tirler ise floresans vermez. Wood lambasi dogru materyalleri almada yararlidir
Wood 15181 ile inceleme, 6zellikle Tinea capitis'in tanisinda yararlanilan bir yontem
olup daha ¢ok kil dis1 infeksiyonda taniya yardimcidir (Asawanonda, 1999; Ilkit,
2021; Noble ve ark., 1998; Melihoglu, 2019 ve Moriello, 2001).

1.8.3. Direkt Mikroskopik inceleme

Dermatofitozlarin laboratuvar tanisinda ¢abuk, ucuz ve etkili yontemlerden
birisidir. Kiiltliir sonucunun uzun siirmesi nedeniyle direkt mikroskopik inceleme
bliyiik 6nem tasimaktadir. Klinik 6rneklerde dokunun eritilmesi ve keratinize 6rnekte
mantar elemanlarinin agiga ¢ikmasi i¢in %10-15'lik potasyum hidroksit (KOH) ile
incelemesi uygundur. Lam iizerine konulan klinik 6rnege bir damla bu ¢ozeltilerden

birisi eklenerek preparat hazirlanir. Preparat alevden birka¢ kez gecirilerek hafifce
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isitilir. Preparatin olgunlagmasini saglamak igin 15-20 dakika beklenir. Bu basamak
klinik Ornegin igerdigi protein artiklarini eriterek mantar elemanlarinin ortaya
cikmasina yardim eder. Daha sonra preparat 6nce x10, sonra x40 objektifle incelenir.
Bu preparasyonlarda laktofenol pamuk mavisi de kullanilabilir. Dermatofitler: epitel
hiicreleri arasinda veya {izerinde duvarlar1 paralel ve bolmeli hifalar, artrospor veya
sporlar olarak goriiliir. Iyi hazirlanmis preparatlarda cesitli organelleri ve yag
damlalarin1 da gérmek miimkiin olur. Ayrica, KOH'in bu 6zelliginden yararlanilarak

farkli yontemler de gelistirilmistir. Bunlar:

(1) %210 KOH + Parker'in mavi-siyah miirekkebi,

(i) %10-25 KOH + %5-10 gliserin (preparatin kurumasint onler, 6zellikle
tirnak 6rneklerinde),

(iii) %20 KOH + %36 dimetil siilfoksitkalkoflor (1sitma gereksiz),

(iv) KOH + Kongo kirmizisi veya metilen mavisi ve

(v) KOH +kalkaflor beyazi

Kalkoflor beyazi mantar hiicresi duvarinda bulunan kitindeki p-1,3 ve § -1,4
polisakkarit yapilara 6zgiil olarak baglanir ve floresans verir. Kalkoflor beyazi ile
direkt mikroskobi, dermatofitlerin tespitinde hassas ve spesifiktir. Ancak floresans
mikroskobu gerekliligi bir dezavantajdir (ilkit, 2021; Khalid, 2019; Pihet ve Le
Govic, 2017 ve Selvi, 2020).

1.8.4. Kiiltiir ve Identifikasyon

Dermatofitlerin cins ve tiiri kiiltlir yontemiyle belirlenebilir. Direkt
mikroskopik inceleme sonucu mantar hifalar1 goriilse de goriilmese de klinik
ornekler mutlaka kiiltiir islemine alinmalidir. Kiiltiir, uygun besiyerlerine 6ze
yardimiyla Orneklerin yerlestirilmesidir. Kiiltiirde, ornekler, besiyerlerine yiizeyi
genis olacak sekilde ve bol miktarda ekilmelidir. Ekim i¢in hangi besiyeri
kullanilacak olursa olsun o6rnekler ¢ift ekilmelidir. Ekimlerin biri oda sicakligi olan

26°C’de, digeri 37°C’de 1-4 hafta bekletilmelidir. Bazi dermatofit tiirleri 37°C’de
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daha 1iyi tirerler. T. verrucosum 37°C’de oda sicakligina gére daha iyi lirer. Mantar
etkenlerinin elde edilmesi i¢in kullanilan en yaygin besiyeri Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA)’dir. SDA’ya bakterilerin iiremesini baskilamak i¢in antibiyotik olarak
kloramfenikol ve gentamisin, saprofitik mantarlarin {liremesini Onlemek igin
siklohekzimit ilave edilir. Siklohekzimit ¢ok yavas flreyen dermatofitleri

baskilayabildigi i¢in siklohekzimitsiz besiyerine de ekim yapmak gerekir.

Dermatofit izolasyonunda SDA’ya alternatif besiyerleri de kullanilir. Patates
Dekstroz Agar (PDA) bazi dermatofitlerin konidyal gelisimini ve pigment olugsmasini
artirir. Bu da identifikasyonda kolaylik saglar. Diger bir besiyeri Dermatofit Test
Medium (DTM)’dur. Bu besiyerinde klortetrasiklin, gentamisin, siklohekzimit ve pH

indikatori fenol kirmizist bulunur.

Dermatofitlerin bu besiyerlerinde iiremeleri sonucu besiyeri rengi kehribar
sarisindan kirmiziya doner. DTM’nin i¢inde bulunan antibakteriyel ve antifungallerin
inhibe edemedigi bircok bakteri ve mantar tiiriiniin bulunmasi ve kolonin tabaninda
meydana gelen pigmentasyonun renk degisikliginden dolay1 goriilememesi bu
besiyerinin dezvanatajidir. Bu besiyerinde yasanan sorunlart ¢6zmek i¢in Dermatofit
Identifikasyon Medium (DIM) gelistirilmisti. DIM’un  duyarhiliginin = %99,
ozgiilligiiniin ise %95,7 oldugu bildirilmistir (Aboul-Ella ve ark., 2020 ve Salkin ve
ark, 1997;).

Lucille K. Gearg ve Margarita Silvo-Hutner, Trichophyton tiirlerini besin
(vitamin ve amino-asit) gereksinimlerine gore identifiye edebilen Trichophyton agar
1-7'yi gelistirmislerdir. Bu gereksinimi test etmek i¢in temel besiyeri olarak kazeinli
agar (No. 1) kullanilir. Bu besiyerine inozitol, inozitol-tiyamin, tiyamin ve nikotinik
asit gibi vitaminler (No. 2, 3, 4 ve 5) eklenmis besiyerleri kullanilir. Amino-asit
gereksinimini gostermek i¢in kullanilan temel besiyeri amonyum nitrath agardir (No.
6). Buna da histidin (No. 7) eklenir, kontrol olarak katki maddesi konulmayan
besiyerleri (No. 1 ve 6) kullanilir (Ilkit, 2021).
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Dermatofitlerin identifikasyonunda morfolojik ozelliklerinin
degerlendirilmesinin yanisira kil delme ve {ire hidrolizi gibi fizyolojik testler de
yapilir (Solgun, 2007). Bunun yaninda piring besiyerinde iireme, arpa tanelerinin
lizerinde iireme, tuz toleransi, sorbitol asimilasyonu ve bromkresol purple milk solid
agarda Ureme, 1s1 toleransi, fermantasyon testleri gibi g¢esitli fizyolojik ve

biyokimyasal testlerde yapilabilir (Ates, 2007).

Tir diizeyinde tam1 hemen daima dermatofitin koloni ve mikroskobik
Ozelliklerine gore konur. Koloni, ylizey ve taban rengi, pigment bulunmasi, yiizey
topografisi, kivrim Ozellikleri ve inkiibasyon siiresi yoniinden degerlendirilir.
Mikroskobik o&zellikleri ise, kiiltiirden hazirlanan preparatlarin laktofenol pamuk
mavisi ile boyanarak mikroskopta incelenmesi ile belirlenir. Makroskobik ve
mikroskobik 6zellikleri belirlenen dermatofitler, mantar atlaslarindan yararlanilarak

tanimlanir (Brash, 2014; Ilkit, 2021 ve Larone, 2011).

1.8.5. Molekiiler Yontemler

Molekiiler yontemlerin, dermatofitlerin klinik Orneklerden direkt olarak
saptanmasinda ve kiiltiirde iireyen suslarin identifikasyonunda geleneksel yontemlere
gore daha hizli ve daha dogru sonug verdigi belirtilmektedir (Tiryaki ve ark., 2015).
Molekiiler yontemler dermatofitlerdeki genetik farkliliklarin belirlenmesi temeline
dayanmaktadir. Bu yontemler fenotipik 6zellikleri belirleyen yontemlere gére daha
duyarli ve kesindir. Ciinkii genotipik Ozellikler genellikle sabit olup, dis ortam
sartlarindan daha az etkilenirler. Son zamanlarda niikleik asit amplifikasyon
teknolojisinin  gelismesi dermatofitlerin mikolojik yonden identifikasyonunun
hizlanmasini, giivenilir ve net sonuclar alinmasini saglamistir (Biyik ve ark., 2013).
Molekiiler yontemler, yalniz klinik 6rneklerden mantarlari identifiye etmek icin degil
tir tayini, epidemiyolojik tiplendirme, ila¢ direnci ve salginlari izlemek i¢in de

kullanilmaktadir (Kustimur ve ark., 2001).
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Dermatofitlerin tanimlanmasinda da en yaygin kullanilan DNA bdlgeleri;
ribozomal DNA (rDNA) iizerinde ribozomal RNA'nin (rRNA) kiigiik alt {initesini
(18S), biiytik alt {initesini (28S) ve 5,8S rRNA’y1 kodlayan gen bolgeleri, 18S rDNA
ile 5,8S rDNA arasinda kalan ITS1 (Internal transcribed spacer) bolgesi ve 5,8S
rDNA ile 28S rDNA arasinda kalan ITS2 bolgeleridir. ITS1 ve ITS2 bolgeleri ve
aralarinda kalan 5,8S rDNA bolgesi mantar DNA’sinin asir1 degisken bdolgeleri iken,
18S ve 28S rDNA bolgeleri korunmus bolgelerdir (Tiryaki, 2011).

Giliniimiizde mitokondriyal DNA (mtDNA), 18S ve 28S ribozomal RNA’y1
(rRNA) kodlayan gen bolgeleri, ITS1, ITS2 ve non-transcribed spacer (NTS)
bolgelerinin kesilmis bant uzunlugu farkliligi (RFLP); rastgele baslaticili PCR (AP-
PCR, RAPD ya da DNA fingerprinting); ¢ogaltilan parca uzunlugu farkliligi (AFLP);
yuvalanmis PCR (nested PCR); coklu PCR (multiplex PCR); LightCycler PCR;
Hibridizasyon gibi bircok molekiiler yontem dermatofitlerin tanimlanmasinda

kullanilmaktadir (B1yik ve ark., 2013).

Dermatofitlerin tiir diizeyinde tanisinda en sik kullanilan referans vontem ITS
bolgesinin dizi analizidir. Bir donem "altin standart" olarak kabul edilen bu yontemin
gercekei tani igin yeterli olmadigi, B-tubulin, kalmodulin ve EF1-a bolgelerinin de
dizi analizinin yapilmas: ile birlikte daha gercek¢i sonuglar alindigi bildirilmistir

(ilkit, 2021).

1.8.6. MALDI-TOF MS

Matriks Aracili Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ugus Zamam Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-TOF MS) mikroorganizma tanimlanmasinda kullanilan
hizli, giivenilir, diisiikk maliyetli yeni bir yontemdir. MALDI-TOF MS dogru sonug
veren, kullanimi basit ve normal laboratuvar is akisina dahil edilmesi kolay bir
spektrum olusturma ve degerlendirme teknigidir. Laboratuvar tanisinda evrimsel bir
adim olarak kabul edilir. Ayni zamanda molekiiler tekniklerin yiiksek maliyeti,

uygulama ve sonuglarin analizi sirasinda ihtiya¢ duyulan deneyim ile geleneksel
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yontemlerin uzun zaman alimi ve diisiik 6zgiilliilk gibi dezavantajlarini ortadan
kaldirir. Bakteri, maya gibi bir¢ok mikroorganizmanin tanimlanmasinda kullanilan
bu teknik son yillarda ¢esitli aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalar sonucunda
referans spektrum kiitiiphanelerinin olusturulmasi ve rutin laboratuvar kosullarina
adapte edilmesiyle dermatofit identifikasyonunda da basar1 saglamistir (Aboul-Ella
ve ark., 2020).

Bu yontemde mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin (protein, peptid, seker)
ve biiylik organik molekiillerin (polimer, makromolekiil) iyonize edildikten sonra
elektrik alandan gegirilerek protein profilleri ¢ikarilir. Bu profil spektralarina ait
grafiksel goriintiilerin sistemin veri tabanindaki referans organizmaya uyumuna gore

mikroorganizmalar identifiye edilir (Yilmaz ve ark., 2014).

Kiitle spektrometrisi kullanilarak mikroorganizmalar1 tanimlamaya yonelik ilk
girigimler 1975 yilinda bakterilerin tanimlanmasiyla baglamistir (Anhalt ve Fenselau,
1975). Bununla birlikte bozulmamis proteinleri analiz etmek miimkiin olmamuistir.
Saglam makromolekiillerin analizi i¢in teknoloji 1980’lerde par¢alanmamis protein
analizine izin verecek sekilde gelistirilmistir. Tanaka ve ark. (1985)’de biyolojik
makromolekiillerin kiitle spektrometrik analizini saglayan ultra ince metal tozu ve
giserol kullanan bir yumusak desorpsiyon iyonizasyonu yontemini gelistirmislerdir.
Bu bulus onlara daha sonra kimya Nobel o6diiliinii kazandirmistir (Frangsmyr ve
Tanaka, 2003). Ayn1 zamanlarda Hillenkamp ve Karas (1988), organik bir matriks
kullanarak yumusak desorpsiyon iyonizasyonunu bildirmislerdir. Matriks ve
ultraviyole 1s1m1 kullanarak alanin amino asitini iyonize etmisler ve bununla bilim
diinyasina matriks aracili lazer desorpsiyon iyonizasyon (MALDI) kavramini
kazandirmiglardir. Cain ve ark. (1994)’de kiitle spekrometri yontemi olarak ugus
zamanint kullanmiglardir. Bu c¢alismayla ilk kez MALDI-TOF MS ile ilk kez

bakterilerin taninmasi gergeklestirilmistir (Olmez, 2020).

MALDI-TOF MS’in hizl ve diisiik maliyetli tanimlama yapabilmesi nedeniyle
geleneksel ve molekiiler tanimlama yontemlerine gore One c¢ikmasina sebep
olmustur. MALDI-TOF MS, tip alaninda sadece mikroorganizmalarin
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identifikasyonunda degil spesifik biyokimyasal belirteclerin tanimlanmasi yoluyla
timorlerin, romatoid artritin, Alzheimer hastaliginin ve alerjilerin teshisine de

katkida bulunmustur (Marvin ve ark., 2003).

MALDI-TOF MS cihazi ii¢ kisstmdan meydana gelmektedir. Bunlar;

1. Iyonizasyon kaynagi: MALDI soft iyonizasyon kaynagidir.

2. Kiitle analizorii: Lazer dezorbsiyon sistemleri gesitli kiitle analizorleri ile
kombine edilebilir. MALDI ile birlikte genellikle kiitle spektrometresi olarak TOF
(time of flight) kullanilir.

3. Algilama béliimii: Iyonlarin kiitlesinin yiikiine (m/z) oranmnin karekokiine
bagli olarak bir analiz yapilmakta, biyomolekiiler yogunluklarina ve bu orana gore

siiflanmaktadir.

Ticari olarak 4 farkli MALDI-TOF MS sistemi bulunmaktadir. Bunlar; Bruker
Biotyper (Bruker-Daltonik, ABD), Axima/Saramis (Shimadzu, Japonya), Vitek Ms
(Biomerieux, Fransa) ve Andromas (Andromas SAS, Fransa) sistemleridir (Olmez,

2020).

MALDI-TOF MS yénteminde ¢ok az miktarda (10* ila 10°) hazirlanan
mikrobiyal biyokiitle bile etkeni tanimlamak igin yeterlidir. MALDI-TOF MS
yonteminde Oncelikle numune MALDI plate’nin iizerindeki kuyucuga konur.
MALDI plate’t numune (kan, idrar, Bos gibi viicut sivilar1 veya bunlarin kiiltiirleri
yapildiktan sonra elde edilen bakteri veya mantar kolonileri) ve matriksin
karistirildigt metal bir plakadir. Numunenin {izerine matriks eklenir ve karisim
kurumaya kristallesmeye birakilir. Matriks enerji emici, vakumda iyonlar olusturnak
i¢cin kolayca buharlagabilen, diisiik buhar basincina sahip, lazer 1sinin1 tutup ortamin
1sinmasini, molekiilleriin buharlagmasini saglayan, organik, aromatik, zayif asidik bir

kimyasaldir. Matriks ayrica numune molekiillerinin, lazer 1sinlartyla dogrudan
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odaklanmasi1 yoluyla yok edilmesini 6nler ve iyonlagsmay1 kolaylastirir. MALDI-TOF
MS yonteminde kullanilan matriksler 4- hidroksi a- siyanocinnamik acid (4HCCA),
2, 5 dihidroksibenzoik asid (DHB), 3,5- dimethoxy-4- hidroksicinnamik asid
(sinapinik asit) ve ferrulik asittir (Cuhadar, 2019). Analiz sirasinda olusan piklerin
kalitesi kullanilan matriksin tiirline baglh olarak degismektedir. 2,5 dihidroksibenzoik
asit ve a- Siyano-4- hidroksisinamik asit genellikle 10kDa’dan daha kiigiik, sinapinik
asit ve ferrulik asit ise 15kDa’dan daha yiiksek kiitlelerin analizi i¢in uygundur
(Yilmaz, 2014).
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Sekil 1.3. MALDI-TOF kiitle spektrometrisi (Patel, 2015).

Matriks, lazer enerjisini emerek 1s1 enerjisine ¢evirir. Olusan 1s1 analitteki
molekiillerin proton (H") kazanarak veya kaybederek iyonize olmasima sebep olur.
Iyonizasyon islemi neticesinde molekiiller kat1 veya likit halden iyonize serbest gaz
halindeki molekiil sekline gecerler. Ugus zamanh kiitle analizinde, meydana gelen
iyonlarin cihaz i¢inde dedektore varmak amaciyla belli bir yolda ilerlemeleri prensibi
kullanilir. Bu amacgla molekiillerin 1 metre uzunlugundaki boru igerisindeki
dedektore hareketlerini hizlandirmak icin 20 kV elektrik potansiyeli {ireten
elektrotlar ile voltaj uygulanir. Cihaz i¢inde olusan vakumlama, hava molekiilleri ile
iyonlarin temasin1 Onlemektedir. Bu sebeple iyonlarin hizi, kiitle ve molekiiliin
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yiikkiine bagli olarak gosterilir. Bu sistemin uygulanmasinda molekiiller benzer
sekilde yliklendiklerinden yiik genellikle 1°dir (Posteraro ve ark., 2013 ve Yilmaz,
2020). iyonlar ugus tiipiinde hareket ederken, bir reflektdr (iyon aynasi) vasitasiyla
en arkada bulunan dedektore yansitilir. Kii¢iik iyonlar daha hizli hareket ederek
biiyiik iyonlara gore dedektdre daha erken ulasir. Dedektor iyonlarin ugus siiresini
hesaplayarak (ugus zamami kiitle spektometrisi, TOF MS) analite ait bir kiitle
spektrumu meydana getirir. Olusan spektrumlar her mikroorganizma tiirline 6zgi
bulundugundan bu spektrumlara kiitle parmak izi denir. Bu spektrumlar daha sonra
cihazin veri tabaninda bulunan mikroorganizmalara ait tiim spektrumlarla
karsilastirilarak identifikasyon tamamlanir (Clark ve ark.,2013; Olmez, 2020 ve
Singhal ve ark., 2015).
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Sekil 1.4. MALDI-TOF MS yonteminin ¢aligma prensibi (Calderaro ve ark., 2014).
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Spektrumlart karsilastiran yazilim, gozlemlenen ve saklanan veri setleri
arasindaki benzerliklere dayali olarak sayisal bir deger (skor degeri) iiretir. Bu puan
degeri, tanimlamanin gecerliligi hakkinda bilgi verir. 2,0'n {izerindeki bir puan
degeri genellikle gegerli bir tiir seviyesi tanimlamasi olarak kabul edilir. 2,0 ile 1,7

arasindaki degerler, giivenilir cins seviyesi tanimlamalarini temsil eder. Ayrica
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yazilim, uygunluk kontrolleri i¢in en iyi eslesmenin yaninda ek sonuglari da
goriintiiler. Mevcut algoritmalar, tiim hesaplama analizinin neredeyse ger¢ek zamanl
olarak gergeklestirilmesine izin verir. Bu nedenle, yalnizca bir numune olgiilecekse,
5-7 dakika iginde islenebilir ve tiir diizeyinde bir tanimlama saglar. 96 izolat igeren
bir hedef plaka kullanilirsa, ilk 6rnegin plakaya yiiklendigi zaman noktasindan
baglayarak yaklasik 1 saat iginde sonuglar alinabilir. MALDI-TOF MS'de analiz
siirecinden sonra, kullanilmis MALDI plate’t makineden ¢ikarilir. Tek kullanimlik
hedef plakalar normal laboratuvar atiklarina atilabilirken, yeniden kullanilabilir
versiyonlar daha fazla kullanim igin temizlenir. Tavsiye edilen temizleme
prosediirlerinin ¢ogu, plakanin etanol ve TCA soliisyonlari ile islenmesiyle baglar ve

mekanik temizleme adimlarin igerir (Wieser, 2012).

MALDI-TOF MS, 2 ila 20kDa arasindaki kiitle agirligina sahip molekiilleri
tespit eder (Lollivier, 2017). MALDI-TOF MS ile yapilan tanimlamada her
mikroorganizma i¢in farkli bir spektrum elde edilmesinin sebebi, her hiicrede
bulunan ve tiire 6zgii olan ribozomal proteinlerdir. Ribozomal proteinler mikrobiyal
iireme ve cevre kosullarindan en az etkilenen yapilardir. Bu yilizden ribozomal
proteinler mikrobiyoloji laboratuarlarindaki tanimlama islemleri i¢in en uygun
yapilardir. MALDI-TOF MS ile identifikasyon yapilacaginda her daim taze kiiltiirler
tercih edilmelidir. Clinkii rRNA zamanla pargalandigi i¢in eski koloniden alinan

ornek, pik sayisi ve pik yogunlugunu diisiirmektedir (Edward, 2010 ve Yilmaz,
2020).

Vejetatif bakterilerin matriks soliisyonu ile karigmasi lize olmalarina ve
dolayisiyla protein igeriginin acia c¢ikmasina sebep olur. Virlis, mantar, bakteri
sporlart1 ve Actinomycesler gibi 0zel bazi bakterilerin matriks soliisyonu ile
karigmalar1 lize olmalar icin yeterli gelmemektedir. Bu mikroorganizmalarin matriks
soliisyonundan once giiglii organik asitlerle ya da alkolle muamele edilmesi veya
protein ekstraksiyonlarinin yapilmasi gerekmektedir. Asil olan hangi MALDI-TOF
MS cihazi kullanilacaksa o veri tabanma sahip olan f{iretici firmanin Onerilerine

uygun olarak d6rneklerin hazirlanmasidir (Yilmaz ve ark., 2014).
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MALDI-TOF MS yontemiyle mikroorganizmalarin tanimlanmasinin birkag
dakika siirmesi ve uygulamasinin basit olmasi konvansiyonel yontemlerle
karsilastirildiginda mikroorganizma identifikasyonunu oldukc¢a hizlandirmaktadir.
Ayrica MALDI-TOF MS cihazinin bir kez satin aldiktan sonra sonraki ¢aligmalarin

maliyetinin diisiik olmas1 bu yéntemin bir diger avantajidir (Olmez, 2020).

MALDI-TOF MS yonteminde bazen etken mikroorganizmanin yanlis
tanimlanmasi veya tanimlanamamasi yontemin kendisinden degil sistemin veri
tabaninda mikroorganizmaya ait yeterli referans spektrumlarin olmamasindan ileri
gelmektedir. Bu yiizden veri tabanlarinin gelistirilmesiyle 1ilgili calismalar

yapilmalidir (Bilgin, 2019 ve Eigner ve ark., 2009).

MALDI TOF MS yonteminde ayni kosullarda, ayn1 mikroorganizmayla analiz
tekrar edilse bile ayni yogunlukta spektrumlar elde edilmeyebilir. MALDI TOF
cihazindan kaynaklanan farkliliklar, kullanilan matriks soliisyonu, incelenen kolonin
yasi, kullanilan besiyerinin cinsi, inkiibasyon kosullari gibi bircok degisken elde
edilen spektrumlarin birebir ayni olmasini etkilemektedir. Bunun igin {iretici

firmanin Onerileri mutlaka g6z 6niinde bulundurulmalidir.

1.8.6.1. MALDI-TOF MS ile Mantarlarin Tanimlanmasi

Konvansiyonel yontemlerle mantar identifikasyonu yapmak haftalar1 alirken,
MALDI-TOF MS yontemiyle kisa zamanda tiir bazinda tanimlama yapmak miimkiin
olmaktadir. Yapilan calismalar maya tanimlanmsinda MALDI-TOF MS’in basari
oraninin %85-%100 arasinda oldugunu gostermektedir (Bizzini ve ark., 2010 ve Van
Veen ve ark., 2010). Ozellikle Candida cinsi mantarlar tiir bazinda dogru olarak
tanimlanabilmekteyken, Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp. ve
dermatofitler yetersiz referans spektrumlari nedeniyle daha az oranda

tanimlanmaktadirlar. Filament6z mantarlarin identifikasyonunda da basarili bir
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tanimlama i¢in analiz dncesinde protein ekstraksiyonu yapilmasi gerekir (Yilmaz ve

ark., 2014).

Mantarlarin kaliteli MALDI-TOF kiitle spektrumlarin1 elde etmek igin,
hiicrelerin %70 formik asit icerisinde parcalanmasi ya da mekanik bozulmaya tabii
tutulmas1 gerekmektedir. %70 formik asit ekstraksiyonunun yapilmast matriks
soliisyonu uygulamasindan once yapilmalidir (Thell ve ark., 2011). Etanol veya

formik asit kullanilan yontemlerin ekstraksiyon etkinligi ve spektrum kalitesi

yiiksektir (Drevinek ve ark., 2012).

Klinik laboratuvarlarda, MALDI-TOF MS tabanli mantar tanimlamasi,
bakteriyel tanimlamadan daha yavas bir hizda gelismistir. Klinik laboratuvar
ortaminda mayalarin tanimlanmasina iliskin 2009'da yayinlanan 267 klinik izolat ve
18 tip koleksiyonu sus ilizerinde Markelein ve ark. yaptigi calisma yeni ufuklar
agmustir. Rutin laboratuvarda filamentli mantarlarin tanimlanmasi igin standart bir
MALDI-TOF MS prosediiriiniin gelistirilmesi birkag yili daha gerektirmistir.
Gergekte, ayni kiiltiirde farkli mantar yapilarinin (hifa ve / veya conidia) birlikte
bulunmasiyla 6rneklendigi gibi flamentéz mantarlarin dogal biyolojik karmasikligi,

bunlarin tanimlanmasin zorlastirir (Lollivier, 2017).

1.8.6.2. MALDI-TOF MS ile DermatofitlerinTanimlanmasi

Dermatofitlerin tanimlanmasi, dermatofitlerin kiiltiirlerde nispeten yavas
biliyiimesi, ¢ok ¢ogalmamast ve siklikla pigment iiretmesi nedeniyle zordur.
Dermatofitlerin MALDI-TOF MS tanimlamasi, agirlikli olarak, kiiltiir ortamu tipi,
inkiibasyon siiresi, protein ekstraksiyon prosediirii, kiitle spektrometresi cihazi ve
referans spektrum kiitiiphanesi dahil olmak {izere rutin laboratuvar isleminde yer alan

kritik faktorlerden etkilenebilir.
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Kiiltiir Ortami

Bazi aragtirmacilar tarafindan MALDI-TOF MS araciligiyla bakteri
tanimlamasinin kiltlir kosullarinin etkilemedigini bildirmislerdir (Carbonelle ve ark.,
2007 ve Pennenace ve ark., 2010). MALDI-TOF MS araciligiyla dermatofitlerin
tanimlanmasinda kiiltiir kosullar1 fungal fizyolojiyi ve protein ekspresyon profilini
derinden etkileyebilir ve dermatofit MALDI-TOF spektrumlarmin kiiltiir ortaminin
tiirlinden etkilenir (Lollivier, 2013).

Inkiibasyon Siiresi

Dermatofitler kiiltiir ortaminda biiyiitiilirken zamanla mantarlar belirli
makroskopik ve mikroskobik o6zellikler gelistirir. Hiicre duvarmin bilesimindeki
modifikasyonun eslik ettigi farkli biliylime asamalarindan dolayi, kiiltiiriin yasina
bagli olarak MALDI-TOF araciligiyla cesitli kiitle spektrumlar1 elde etme riski
vardir. Cesitli ¢calismalara gore, protein ekstraksiyonundan onceki inkiibasyon siiresi,
belirgin sekilde farkli sonuglar vermeden 3 giin ile 3 hafta arasinda degismektedir.
De Respinis ve ark. (2014), kiiltiir inkiibasyon siiresinin 10 giine ¢ikarilmasinin ve
analizi tekrar etmenin tanimlama sonuclarmi gelistirmedigini bildirmistir. Packeu ve
ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada dermatofit tiirlerinin tanimlanmasinin dogrulugunun
uzun bir inkiibasyon siiresiyle arttigin1 géstermis, inkiibasyon siiresinin ii¢ giinden 14

giine ¢ikarilmasiyla %100 dogru tanimlamalara ulagmislardir.

Protein Ekstraksiyonu ve Matriks

Mantar hiicreleri, bakteri hiicrelerinden daha biiyiik boyuttadir ve sert bir hiicre
duvarina sahiptir. Dermatofitler de dahil olmak {izere mantarlarin hiicre duvari, esas
olarak, daha az oranda protein, lipit ve polifosfatlarla birlikte taksonomik gruba (6rn.,
Kitin,  beta-glukanlar,  mannanlar,  galaktomannanlar,  arabinogalaktanlar,
ramnomannanlar) gore degisebilen polisakkaritlerden olusur. Bakteri duvarindan

farkli olan bu oOzellikli bilesim, MALDI-TOF MS spektrumunu olusturmak ig¢in
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ilgilenilen proteinleri serbest birakan bir 6n analitik protein ekstraksiyon asamasina
olan ihtiyaci1 kismen aciklamaktadir. Flamentéz mantarlar ve dermatofitler gibi
parcalanmasi zor olan mikroorganizmalar i¢in MS analizinden 6nce formik asit-
asetonitril kullanan bir ilk protein ekstraksiyon adimi gerekmektedir. Cesitli
MALDI-TOF MS uygulamalarinda ¢ok sayida matris maddesi kullanilmistir.
Dermatofit tanimlamasi i¢in en yaygin kullanilan ve dnerilen matriks 4-hidroksi alfa-

siyano-4-hidroksisinnamik asittir (Chapulova ve ark., 2014 ve Lollivier, 2017).

Kiitle Spektrometresi

Mantarlarin rutin tanimlanmasi i¢in kullanillan MALDI TOF MS cihazlar
Bruker Biotyper (Bruker-Daltonik, ABD), Axima/ Saramis (Shimadzu, Japonya),
Vitek Ms (Biomerieux, Fransa) ve Andromas (Andromas SAS, Fransa) olmak tizere
4 tanedir. Bu platformlarin analitik metodolojileri ¢ok benzerdir. Bu sistemler,
oncelikle spektra On igleme, bilinmeyen bir spektrum ile referans spektrumlar
(yorumlama kriterleri) arasindaki benzerligi karsilagtirmak ve ifade etmek igin
kullanilan referanslar ve algoritmalar olusturmak ic¢in kullanilan algoritmalar
acgisindan birbirinden farklidir. Dermatofit tanimlamasi igin, bu ticarilestirilmis
kiitiiphaneler rutin kullanim i¢in ¢ok yetersizdir. Cesitli ¢alismalarda elde edilen
yiiksek tanimlama oranlari, veri tabanlarinin in-house referans spektrum kitapliklar
ile uygulanmasi nedeniyle miimkiin olmustur. Bu farkli platformlar, dogru bir
referans spektrum kitaplig1 olusturmak icin degisen derecelerde esnektir. En esnek
iki sistem olan MALDI Biotyper ve Andromas, ayni sustan yaymlanan ¢ogaltilmig
spektrumlar nedeniyle ortalama spektral bilgi kullanma imkan1 sunar (Cassange ve

ark., 2016).

Referans Spektra Kitaphigl

MALDI-TOF MS tanimlamasinin ana sinirlamalarindan birinin, dogrulugun
referans spektrum kitapliginin kalitesine bagli olmasidir. Sonuclar, tek basina
standart tretici kitapligindan (ML) veya eklenmis iiretici kitapligindan (S-ML) elde

edilmelerine bagli olarak onemli Slgiide farklilik gosterir. Bu nedenle dogru ve
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verimli MALDI-TOF MS tabanli dermatofit tanimlamasi i¢in kitaplik takviyesi
gereklidir. Aslinda, dermatofit tanimlamast icin MALDI-TOF MS'yi degerlendiren
tim c¢alismalar kendi referans kitapliklarin1 kullanmig, bdylece ticarilestirilmis
referans spektrum kitapliklarinin ciddi smirlamasimi  vurgulamislardir.  Ayrica,
basarili tiir tanimlamasi, belirli bir tiir i¢in referans spektrum kitapligindaki sus
girislerinin sayisia baglidir. Ornegin, Theel ve ark. (2011), ML ve S-ML kullanarak
171 izolatin sirasiyla sadece %4,7 ve %36,8'ini dogru bir sekilde tanimladi.
Karabigcak ve ark. (2015), 115 izolat1 ve 11 referans susu tanimlamay1 amaglamis ve
Bruker ML ve S-ML kullanarak sirasiyla %13,5'e karsilik 31'lik basarili bir
tanimlama orani elde etmistir. De Respinis ve ark. (2014), dermatofit tanimlamast
icin Vitek MS Plus sisteminin performansini degerlendirmis, iireticinin referans
spektrum kitaphigin1 genisletmek i¢in toplam 134 dermatofit izolatin1 kiitiiphaneye
dahil etmistir. Daha sonra 131 klinik dermatofit izolat1 kullanarak bu kiitliphaneyi
dogruladi. MALDI-TOF MS tanimlama sisteminin etkinligi, uygun bir puani esigi
(log score) ile gelistirilebilir. Ornegin, Theel ve ark. (2011), iireticinin 2,0 olan log
skor esigini ve 1,7'lik bir azaltilmis log skor esigini kullanarak 171 izolatin sirastyla
%36,8 ve 59,6'sin1 dogru bir sekilde tanimladi. Ayni sekilde Karabicak ve ark.
(2015), log puam esigini 2,0'dan 1,7'ye diisiirerek tanimlama diizeyini %31'den
%89,7'ye yiikseltti.

1.9. Tedavi

Kopek ve kedilerde dermatofitozlarin tedavisinde topikal ve sistemik
antifungaller kullanilabilir. Sistemik tedavide, itrakonazol (bilesik olmayan) ve
terbinafin, dermatofitoz icin en etkili ve giivenli tedavilerdir. Griseofulvin etkilidir
ancak itrakonazol ve terbinafin ile karsilastirildiginda daha fazla potansiyel yan
etkiye sahiptir. Ketokonazol ve flukonazol daha az etkili tedavi secenekleridir ve
ketokonazoliin yan etki potansiyeli daha fazladir. Lufenuron'un dermatofitlere karsi
in-vitro etkinligi yoktur, dermatofit enfeksiyonlarinin seyrini engellemez veya
degistirmez, sistemik antifungal veya topikal antifungal tedavilerin etkinligini

artirmaz ve dermatofitoz tedavisinde yeri yoktur. Kireg siilfiir, enilkonazol veya bir
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mikonazol/klorheksidin sampuanin haftada iki kez uygulanmasi, kedi ve kopeklerde
yaygin dermatofitoz tedavisinde su anda Onerilen etkili topikal tedavilerdir.
Hizlandirilmis hidrojen peroksit {iriinleri ile klimbazol ve terbinafin sampuanlari
umut vericidir, ancak etkinligi belgeleyen daha fazla in-vivo ¢alisma mevcut olana
kadar kesin olarak tavsiye edilemez. Mikonazol sampuanlari in-vitro olarak etkinlik
gosterir, ancak in-vivo olarak en ¢ok klorheksidin ile birlestirildiginde etkilidir
(Moriello ve ark., 2017). Kerion lezyonlar1 debridman veya diger lokal bakim
gerektirebilir ve ikincil enfeksiyonlari tedavi etmek igin antibakteriyel ajanlarin
kullanim1 belirtilebilir. Prednizon gibi steroidler inflamasyonda énemli bir azalmaya
neden olabilir (Mattei ve ark., 2014). Ferreira ve ark. (2006) kopeklerde kerion igin
giinde iki kez mikonazol, gentamisin ve betametazon ile topikal bir tedavi

kullanmiglar ve 45 giinde lezyon tamamen iyilestigini bildirmislerdir.

Insanlarda dermatofit enfeksiyonlariin tedavisinde mantarin tiir diizeyinde
tanimlanmasi1 tedavinin etkinligi bakimindan onemlidir. Lezyonun yeri, 6zelligi,
yayilimi, antifungalin etki alani, farmakokinetigi, ilaclarin birbirleriyle etkilesimi
yaninda hastaya ait bilgiler degerlendirilerek ila¢ secilmelidir. Ayrica risk ve yan
etkileri dikkate almarak uygun antifungal ilaca karar verilmelidir. Infeksiyon
belirtilerinde azalma veya tam bir iyilesme hali genellikle haftalarca veya aylarca

sliren uzun bir tedaviden sonra olmaktadir (Kayaalp, 1998).

1.9.1. Antifungal ilaclar

Tibbi mantarlar ve mikozlarin 19. yiizyildan beri bilinmesine kargin antifungal
ilaglarin klinik kullanimi1 yenidir. Antifungal ilaglar, sistemik ve topikal olmak {izere
klinik kullanim yoniinden iki sinifta incelenir. Bunun disinda kimyasal yapilari,
hiicre iizerine etkileri yoniinden de siniflandirilabilir. Memeli ve mantar hiicrelerinin
Okaryortik yapida olmasi antifungal ilaglarin kullanimin kisitlamigstir. Antifungallerin
mantar hiicresinde iizerinde etkili oldugu {i¢ hedef nokta bulunur. Bunlar; hiicre zari

sterolleri, niikleik asit sentezi ve hiicre duvar yapilaridir.
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Amfoterisin B

Amfoterisin B, 1950’lerde bulunmus Polien grubudur. Streptomyces
nodosus’tan izole edilmistir. Amfoterisin B’nin 2 sekli bulunmaktadir. Geleneksel
sekli amfoterisin B deoksikolattir. Amfoterisin B’nin lipit formulasyonu
konvansiyonel  formulasyonun nefrotoksik etkisini  engellemek amaciyla
gelistirilmistir. Amfoterisin B mantarin en énemli membran sterolii olan ergosterole
baglanir. Bu baglanma iyon kanallarinin olusumuna neden olur ve sekilde mantar
hiicre membranimnin ozmotik biitiinliigii hasara ugrar; bu da hiicre igeriginin
sizmasina ve hiicrenin Sliimiine yol agar. Kolesterolle kiyaslandiginda ergosterole

daha ¢ok affinite gosterir (Inci, 2021 ve Murray ve ark., 2014).

Amfoterisin B’nin etki spektrumu genistir ve Candida kokenlerinin ¢ogu, C.
neoformans, Aspergillus tiirleri, zigomicetler ve endemik dimorfik patojeneler
(Blastomyces dermatitis, Coccidiodes immitis, Histoplasma capsulatum ve
Penicillium marneffei) buna dahildir. Aspergillus terreus, Pseudallescheria boydiii,
Fusarium tiirleri, Scedosporium prolificans, Trichosporon tiirleri ve bazi esmer

mantarlar Amfoterisin B’ye direngli olabilirler (Murray ve ark., 2015).

Amfoterisin B’nin ag1z yolundan emilimi ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle intravenoz
yol tercih edilir. Eklem ve santral sinir sistemine girisi 1y1 degildir. Amfoterisin
B’nin baslica yan etkileri nefrotoksisite ve inflizyona bagli gelisen ates, iisiime
hipotansiyon, dispne goriilebilir. Nefrotoksisite yan etkisi, lipid seklinin kullanimi ile

azalma (Inci, 1999; Inci, 2021 ve Murray ve ark., 2015) gdstermistir.

Flusitozin (5-florositozin)

Sitozinin florin derivesidir. Anti metabolit olarak islev géren mevcut tek
antifungaldir. Mantar hiicresindeki DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek
antifungal etki gosteren florlanmig bir primidin analogudur. Flusitozin sitozin

permeaz araciligiyla mantar hiicresine girer ve sitoplazmada deaminasyonla 5-
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florourasile doéner. Olusan S-florourasil 5- florotiridilik aside dondstiirilir ve
sonrasinda da RNA sentezi sirasinda urasille yariga girer. Sonugta RNA’nin yanlis

kodlanmasina, DNA ve protein sentezinin inhibsiyonuna neden olur.

Memelilerde sitozin deaminaz bulunmadigi i¢in 5- florourasilin toksik etki

gostermez

Flusitozinin antifungal spektrumu C. neoformans, Candida tiirleri, S. cerevisiae
ve bazi esmer kiiflere sinirlidir. Aspergillus tiirleri, Zygomycetes ve diger hyalinli
kiiflere kars1 etkili degildir (Murray ve ark., 2015).

Flusitozin suda ¢6ziiniir ve oral yolla uygulandiginda biyoyararlanimi olduk¢a
yiiksektir. Yarilanma omrii 3 ila 8 saat oldugundan proteinlere baglanmasi diisiiktiir.
Flusitozinin yan etkileri; hepatoksisite, kemik iligi depresyonu ile gastrointestinal

intoleranstir (Inci, 2021 ve Murray ve ark., 2015).

Azoller

Azol smnifi antifungaller, yapisal olarak imidazoller ve triazoller olarak ikiye
ayrilabilir. Imidazol smifinda; ketakonazol, mikonazol, ekonazol, sulkanazol,
klotrimazol, triazol smifinda ise; flukonazol, itrakonazol, vorikonazol ve
posakonazol yer alir. Azoller mantara ait sitokrom P-450’ye bagimli olan lanosterol
14-0- demetilazibaskilayarak etki gosterirler. Bu enzim lanosteroliin ergosterole
doniisiimiinde yer alir ve bunun inhibisyonu mantar hiicresindeki membran sentezini
bozar. Ergosterol sentezinin inhibisyonu, etken organizmaya ve kullanilan azole
bagli olarak, mantar hiicresinin iiremesinin inhibisyonu (fungistatik) veya hiicre

olimiiyle (fungisidal) sonuglanir (Murray ve ark., 2015 ve Solgun, 2007).
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Ketokonazol

Imidazol smifi antifungal ilaglarin lipofilik bir iiyesidir ve oral yolda emilim
gosterir. Tinea infeksiyonlarimin tedavisinde kullanilir (Niewerth ve ark., 2000).
Klinik kullanimda blastomikoz, histoplazmoz, kromoblastomikoz,
dermatofitozlardan bagka antifungal tedavileri tolere edemeyen ya da tedavi
basarisizlig1 olan kisiler i¢in Onerilmektedir. Farmakokinetik ve dinamik ydnden:
viicutta doku ve organlara dagilimi iyidir. Beyin-omurilik sivisinana gecisi zayiftir.
Proteine baglanmasi %99 oranindadir. Karacigerde metabolize olur. Son yarilanma
omrii, 8 saattir. Cesitli organ ve dokularda yan etkileri bildirilmistir (Inci, 2021).
Ketakonazol mide ve karaciger toksititesi, mide bulantisi, kusma ve dokiintii gibi
ciddi yan etkiler yapar. Yiiksek dozlarda endokrin baskilanmasi yapabilir (Murray ve
ark., 2015).

Flukonazol

Oral biyoayarlanimi yiiksek ve toksititesi diisiik birinci kusak bir triazoldiir.
Flukonazol yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Candida glabrata ve Candida
krusei’ye karst duyarliligi azalmistir. Candida krusei flukonazole karsi intrinsik

direng gostermektedir.

Flukonazol suda ¢6ziinebilen bir ila¢ olup oral ya da intravendz uygulanabilir.
Proteinlere baglanmasi diisiiktiir ve santral sinir sistemi basta olmak {lizere tiim organ

ve dokulara yayilir. Ciddi yan etkileri nadirdir (Murray ve ark., 2015).

itrakonazol

Oral ve intravendz uygulanabilen lipofilik bir triazoldiir. Itrakonazol genis bir
antifungal etkinlik spektrumuna sahiptir. Zygomycetes tiirleri, Fusarium tiirleri, S.
prolificans itrakonazole direng gosterir (Murray ve ark., 2014). Itrakonazoliin genis

spektum gostermesi ve kertine yiiksek ilgisinden dolayr hizli tedavi saglar.
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Onikomikoz tedavisinde kullanilir. Tirnakta flukonazol ve terbinafine gére daha uzun
zamanda kalir (Solgun, 2007). itrakonazliin emilimi iyidir. Proteinlere baglanma
olay1 yiiksek olup, Karaciger yolu ile atilir, metabolizmas1 hizlidir. Ketokonazole

gore yan etkisi daha azdir (Tungoglu, 2009).

Vorikonazol

Genis spektrumlu yeni bir triazoldiir. Hem oral hem de intravendz
formiilasyonlar1 vardir. Dokulara ve santral sinir sitemine gecisi yliksektir.
Aspergilloz ve noétropenik olmayan hastalardaki sistemik kandidozlar i¢in dnerilen
bir ilagtir. Vorikonazol maya benzeri mantarlara karsi fungistatik, Aspergillus

tiirlerine kars1 fungisidal etkinlik gdsterir (Murray ve ark., 2015).

Posakonazol

Posakonazol, invazif aspergilloz ve kandidozlarda profilaksi ve tedavi amaci
ile yeglenen bir ilagtir. Proteine baglanma oran1 %98'dir. Agirlikli olarak albiimine
baglanir. Hepatik yolla metabolize edilir. Deride dokiintii, ishal, bulanti, kusma,
karm agrisi, hipertansiyon ve periferal 6dem, bas agris1 en sik goriilen yan etkileridir

(Inci, 2021).

Ekinokandinler

Ekinokandinler, mantar hiicre duvari lizerinden glukan sentezi inhibisyonu
yolu ile etki eden fungusidal antifungallerdir. Kullanimda olan yari-sentetik ti¢
ekinokandin tiirevi (kaspofungin, mikafungin ve anidulafungin) vardir.
Ekinokandinler 6zellikle nétropenik hastalarda goriilen invazif kandidozlarin
tedavisinde kullanilir. Ekinokandinlerin en Onemli avantajlari; Candida {tizerine
fungisidal etki gostermeleri, flukonazole direngli C. glabrata ve C. krusei iizerine
etkili olmalari, bobrek ve karaciger toksisitesi yoniinden ve ilaglarda kombine

kullanildiginda ilag¢ etkilesimlerinin diisiik potensiyelde olmasidir. Ekinokandinler
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intravendz uygulanmalidir. Ekinokandinlerin etki yeri mantar hiicre duvari oldugu
icin dogrudan insan hiicresine etkisi yoktur. Bu yiizden ekinokandinler daha az
toksisiteye neden olur. Cogunlukla, ekinokandinler iyi tolere edilir ve yan etkileri,

halen klinik kullanimda olan ii¢ ilacin hepsi i¢in hafif ve benzerdir (Inci, 2021).

Alilaminler

Mantar hiicresinde, skualen epoksidaz enzimini baskilayarak ergosteroliin
sentezlenmemesine sebep olurlar. Bu baskilanma neticesinde hiicre iginde asiri
miktarda biriken skualen, hiicre zarinin gorevlerini ve hiicre duvar sentezini bozarak
mantar hiicresini 6ldiirir. Dermatofitlere karsi fungusid etkiye sahip, lipofilik ve
keratinofilik bir ilagtir. Griseofulvin ve azollere gore daha hizli etki gdsterir. Giiglii
lipofilik olmasi dolayisiyla deri, yag dokusu ve tirnakta iyi dagilim gosterir.
Alilaminler %80-90 oraninda tinea corporis, tinea cruris, tinea pedis’e etki ederler.
Terbinafin ve naftifin dermatofitlere karsi genis bir spektrumu gosterir (Solgun,
2007).

Naftifin

Allilamin grubundan ilk kullanilan ilagtir. Kornifiye epitele yiiksek ilgisi
vardir. Candida tiirlerinin neden oldugu duyarli deri ve mukokutanéz mikozlarda

(oral kandidoz) tercih edilir (Solgun, 2007).

Terbinafin

Allilamin sinifinda genis etki spektrumlu lipofilik bir antifungal ilagtir. Hem
topikal hem de sistemik olarak kullanilabilir. Lipofilik olmasi sebebiyle dermis,
epidermis, stratum korneumda yiiksek konsantasyonlara ulasir. Ozellikle tirnak
mikozlarinda olmak iizere dermatofitozlarda klinik kullanimi olan bir ilagtir (Inci,

2021 ve Solgun, 2007).

47



Griseofulvin

Dermatofitlere bagli infeksiyonlarin tedavisinde oral olarak kullanilan bir
ilagtir. Mantar hiicresindeki mikrotiibiillerle etkilesip mitoz inhibisyonuna yol agarak
mantarin gelisimini 6nler. Etki spektrumu dardir, sadece dermatofitlere etkilidir.
Ozellikle dermatofit tiirlerinin neden oldugu Tinea corporis, Tinea capitis, Tinea
pedis gibi yiizeyel mikozlarin tedavisinde kullamlir. Iyi tolere edilebilen bir
ilagtir.Yan etkileri; basagrisi, bulanti, ishal, hepatotoksisite, dokiintii ve nérolojik yan

etkilerdir (inci, 2021 ve Murray ve ark., 2015).

1.9.2. Antifungal Duyarhlik Testleri

Gegmiste in-vitro antifungal aktivitenin belirlenmesine yonelik ¢ok sayda
calisma yapilmis olmakla birlikte, bu amacgla kullanilan yOntemlerin
standardizasyonu ve referans yoOntem gelistirme calismalar1 1980'11 yillarda
baglamistir. Bu tarihten itibaren, bagisiklik sistemi baskilanmig hasta
popiilasyonundaki goreceli artisla birlikte, bu olgularda gelisen invazif mikozlar,
biiyiik 6nem kazanmistir. Bu degisime paralel olarak, yeni antifungal bilesikler ya da
eski antifungal ila¢ gruplarmmin yeni tlirevleri gelistirilmeye baslanmis, boylece
tedavide kullanilabilecek antifungal ilaclarin ¢esitliligi giderek artmistir. Bu nedenle,
hangi ilacin ya da ila¢ grubunun hangi mantar infeksiyonlar1 i¢in kullanilabileceginin
ortaya konmasi ve etki spektrumlarinin ve in-vitro etkinlik diizeylerinin belirlenmesi
gerekmigstir. Ayn1 zamanda, daha Once akla gelmeyen antifungal ilaglara direng
kavrami giindeme gelmistir. Primer (dogal) direng ile ilgili farkindalik artmis ve
sekonder (kazanilmis) direng 6nem kazanmistir. Giiniimiizde giderek énem kazanan
rutin amacl antifungal duyarlilik testi uygulamalarimin ana amaci, infeksiyonun
tedavisi i¢in kullanilan ilacin klinik bagari saglayabilme oranini 6nceden tahmin
edebilmektir. Antifungal duyarlilik testlerinin rutinde bu amacla kullanilmasinin
Oonemi ve yarar1 gosterilmistir. Ancak, bu bilgiye paralel olarak, 6zellikle firsatci
invazif mantar infeksiyonlarinda, in-vitro direng disinda bir¢ok baska faktoriin klinik

basar1 oranini etkileyebilecegi de unutulmamalidir. In-vitro antifungal duyarliligin
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belirlenmesinde siklikla mikrodiliisyon yontemleri kullanilmakta ve sonuglar
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK, ug/ml) degerleri ile yorumlanmaktadir.
MIK, belli ilag konsantrasyonlardaki iireme yogunluklarinin antifungal ilag
icermeyen iireme kontrol c¢ukurundakine kiyaslanmasi ile saptanan bir degerdir.
Ureme kontrol ¢ukuruna goére iireme miktarindaki (bulanikliktaki) azalmanin ne
dl¢iide oldugu yani en diisiik konsantrasyonun MIK degeri olarak okunmasi ise, test
edilen mantara ve antifungal ilaca gore farkliliklar gostermektedir. Minimum
inhibitér konsantrasyonokuma degeri ("MIC endpoint") olarak isimlendirilen bu
degerlendirme 6lgiitii, dereceli olarak tanimlanmaktadir. Ornegin, {iremenin gorsel
olarak tam inhibisyonu MIK-O, iiremenin iireme kontrol ¢ukuruna gére belirgin
(~%50 oraninda) azaldigi duruma MIK-2 okuma degeri olarak isimlendirilir.
Ekinokandin grubu antifungal ilaglarin, 6zellikle Aspergillus suslarina etkisini
belirlemek amactyla ise minimum efektif konsantrasyon (MEK, ug/ml) adi verilen
degerlendirme 6lgiitii kullanilir. Bu, MiK degerinden farkli olarak bulaniklik degil
makroskopik/mikroskopik olarak morfolojide goriilen degisiklikleri saptamaya
yonelik bir okuma degeridir. Bu deger, makroskopik olarak filamentdz tireme
paterninin kaybolmasina, kiigiikk, yuvarlak iireme paterninin ortaya ¢ikmasina,
mikroskopik olarak ise, kisa, giidiiklesmis hifa goriinlimiiniin belirmesine yol acan en
diisiik ekinokandin konsantrasyonunu isaret eder. In-vitro antifungal duyarlilik testi
olarak referans disk diflizyon yontemlerinin kullanildigi durumda ise sonuglarin

degerlendirme 6lgiitii inhibisyon zon ¢aplar1 olmaktadir (Arikan Akdagli, 2021).

Referans Antifungal Duyvarhlik Testlerinin Uygulama Alanlari

Antifungal duyarlilik testlerinin baslica 3 uygulama alani bulunmaktadir.
Bunlar, rutin amaglh, epidemiyolojik siirveyans amacgli ve yeni ilaglarin in-vitro
antifungal etki spektrumlarini belirleme amagh olarak yapilan uygulamalardir. Rutin
amagl uygulamalar, Candida suslar1 tizerinde yogunlasmakla birlikte O6zellikle
Aspergillus fumigatus suslarinda sekonder azol direncinin dikkat ¢ekmis olmasi
nedeniyle, glinimiizde klinik A. fumigatus suslari i¢in de antifungal duyarlik
testlerinin yapilmasi onerilmektedir. Bu testler, primer tedaviye yanitsizlik, tedavi

altinda gelisen infeksiyonlar, uzun siireli triazol kullanim Gykiisii veya Aspergillus
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icin tekrarlayan kiiltiir pozitiflikleri durumunda daha da Onem kazanmaktadir.
Antifungal tedaviyi yoOnlendirme amagli bu rutin endikasyonlar diginda,
epidemiyolojik amagl duyarlilik testi uygulamalari, her merkezde periyodik olarak

gergeklestirilmelidir.

Referans Antifungal Duvarhlik Testi Yontemleri ve Dokiimanlar

Yapilan kapsamli calismalar sonucunda, CLSI (Cinical and Laboratory
Standards Institute) tarafindan maya mantarlar i¢in uygulanacak standart bir
mikrodilusyon yontemi gelistirilmis, bu gelismeyi, yine CLSI tarafindan kif
mantarlart i¢in de benzer bir yontemin ortaya konmasi izlemistir. Bu yontemlerle
ilgili dokumanlar yillar igerisinde gereken alanlarda revize edilerek bugtlinkii
sekillerini almistir. CLSI mikrodiliissyon dokiimanlarinin ardindan EUCAST-AFST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing Antifungal
Susceptibility Testing Subcommittee") tarafindan, yine maya ve kiif mantarlar i¢in
ayrt ayrt olmak tizere, CLSI mikrodiliisyon yontemiyle kiyaslandiginda bazi

modifikasyonlar iceren yontemler gelistirilmis ve ilgili dokiimanlar yayinlanmistir.

CLSI yontem dokiimanlari disinda, yontemle ilgili agiklamalari, kalite kontrol
suslart i¢in elde edilmesi gereken sonugclari, onerilen direng sinir degerlerini igeren

CLSI ek dokiimanlart vardir (Arikan Akdagli, 2021).

CLSI ve EUCAST MIK Diren¢ Simir Degerleri

CLSI / EUCAST MIK sonuglarinin yorumlanmasinda kullanilan klinik direng
simir degerleri, sadece bazi mantarlar ve antifungal ilaglar i¢cin bulunmaktadir. Bu
degerlerin saptandigi mantarlarin ve antifungal ilaglarin sayist giderek artmaktadir.
In-vitro direncin belirlenmesinde birincil olarak tercih edilmesi gereken degerler,
klinik diren¢ smir degerleridir. Klinik diren¢ sinir degerlerinin mevcut olmadigi
durumlarda, o mantar tiirii ve antifungal ila¢ i¢in saptanmis olan epidemiyolojik esik

degerler (ECV, "ECOFF"), ilgili susun o ilaca direngle iligkili olas1 bir mutasyon
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icerip icermedigine iliskin bilgi saglayabilmektedir. CLSI mikrodilisyon yontemi ile
saptanmig olan MIK degerlerinin yorumlanmasi i¢in kullanilan giincel klinik direng
sinir degerlerine ve epidemiyolojik esik degerlere, CLSI dokiimanlar1 ve ilgili
makalelerden ulasilabilmektedir. EUCAST yontemi ile saptanmis olan MIK
degerlerinin yorumlanmasi i¢in kullanilan giincel klinik direng sinir degerleri ve
epidemiyolojik epik degerler ise, EUCAST web sitesinde ve EUCAST
dokiimanlarinda bulunmaktadir (Arikan Akdagl, 2021).

1.10. Koruma

Kedi ve kopek barinaklarinda dermatofit infeksiyonu saptandiginda, tiim
hayvanlar dermatofit varlig1 yoniinden incelenmelidir. Saglikli hayvanlar, hastalikli
hayvanlardan ayrilmalidir. Dermatofit goriilen hayvanlarin tedavisine kisa siirede
yapilmalidir (Tel, 2005). Kontamine materyaller %0,5 Sodyum hipoklorit ile
dezenfekte edilmelidir (Quinn ve ark., 2011). Hayvanlarin derileri kuru tutulmali,
yagsam alanlar1 glines almal1 ve iyi havalandirilmalidir (Ganguly ve Sharma, 2017).
Kedilerde M. canis bazli as1 kullanimaktadir (Samanta, 2015). Kedilerin M. canis’e
kars1 tedavisi i¢in 6li dermatofit asis1 (Fel-O-Vax) ticari olarak bulunmaktadir. Bu
as1 lezyonlarin onlenmesi ve tedavisinde kullanilmaktadir. Frymus ve ark. (2013),
6li M. canis hiicre duvari asisinin kedilerde hem humoral hem de hiicre aracili
bagisikligt uyardigimi bildirmistir (Selvi, 2020). Sigirlarda uygulanan as1  T.
verrucosum’un LTF-130 susu dondurarak kurutulmus konidiyumlarin1 ve hifalari
barindiran adjuvant igermeyen canli bir asidir. Hastalik onleyici ve ayni1 zamanda
tedavi edici bir asidir. 2—4 haftalik buzagilara yapilmasi onerilir. Asinin bagisiklig
Omiir boyu olmaktadir (Samanta, 2015).
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Zoofilik dermatofitlerden korunmak i¢in, hayvanlar diizenli araliklarla kontrol
edilmeli, gerekli goriiliirse tedavi edilmelidir. Bu hayvanlarla ugrasanlar kisisel
koruyucu kiyafetler giymelidir. Insanlarin toplu olarak yasadiklari yerlerde bazi
dermatofitler tinea kapitis salginina neden olabildikleri i¢in kisisel esyalar ortak
kullanilmamalidir. Dermatofitoz lezyonlarindan otoinokiilasyonla bulast dnlemek

icin el hijyenine 6nem gosterilmelidir (Solgun, 2007).

Bu calismada, dermatofit tiirlerinin tanimlanmasinda uzun zaman alan ve
deneyim gerektiren konvansiyonel yontemlerle, dogru ve hizli sonug veren MALDI-
TOF MS yonteminin karsilagtirilmast ve c¢alisilacak dermatofitlerin antifungal

duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Bu calismada Halk Sagligi Genel Miidiirliigi Ulusal Mikoloji Referans
Laboratuvari’na 2011-2021 doéneminde cesitli merkezlerden dermatofitoz 6n
tanisiyla gonderilen deri, sa¢ ve tirnak numunelerinden konvansiyonel

yontemlerle izole edilen 82 dermatofit susu ¢alismaya dahil edilmistir

2.1.1. Kullamilan Besiyerleri

Sabouraud Dextroz Agar (SDA) (Sigma-Aldrich, ABD)

Besiyerinin icerigi (g/1)

Pepton 10,0 g
Glukoz 40,0 g

Agar 15,0 g

SDA besiyeri i¢in iireticinin verdigi talimatlara gore 1 litre distile suya 65 gr
SDA eklendi. SDA’nin tamami ¢oziindiikten sonra otoklavda 121 santigrad

derecede on bes dakika steril edilerek petri plaklarina dagitildi.

Siklohegzimitli Sabouraud Dextroz Agar (SSDA) (Sigma-Aldrich, ABD)

Besiverinin icerigi (g/1)

Pepton 10,0 g
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Glukoz 40,0 g

Agar 15,0¢g

Siklohegzimit

SSDA besiyeri i¢in iireticinin verdigi talimatlara gore 1 litre distile suya 65
gr SDA eklendi. Tamamui ¢oziindiikten sonra otoklavda 121 santigrad derecede on
bes dakika steril edildi. Daha sonra son konsantrasyonu 0.5 g/l olacak bigimde

siklohekzimid ilave edildi. Petri plaklarina dagitildi.

Patates Dekstroz Agar (PDA) (Sigma-Aldrich, ABD)

Besiverinin icerigi (g/1)

Patates ekstrakt agar 4,0 ¢

Glukoz 20,0 g

Agar 15,0 ¢

PDA besiyeri i¢in iireticinin verdigi talimatlara gore 1 litre distile suya 39 g
PDA eklendi. PDA’nin tamami ¢oziindiikten sonra otoklavda 121 santigrad

derecede on bes dakika steril edilerek petri plaklarina dagitildi. Ayrica yatik bir
bicimde kapakl: tiiplere de dagitim yapildu.

Ure Agar (Sigma-Aldrich, ABD)

Besiveri icerigi(g/1)

Pepton 1,0

Glukoz 1,0
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Sodyum klorid 5,0

Disodyum fosfat 1,2

Potasyum dihidrojen fosfat 0,8

Fenol kirmizis1 0,012

Agar 15

%40’l1k iire solusyonu: (Sigma-Aldrich, ABD)

2.4 g besiyeri 95 ml distile su iginde eritildi tamamen ¢oziildi. 115°C’de 20
dakika otoklavda steril edildi. Daha sonra bekletilip 50°C’ye kadar sogduktan
sonra 5 ml %40’k iire cozeltisi ilave edildi. Iyice karistirilip, steril tiiplere

dagitildi (Ates, 2007 ve Solgun ve ark., 2011).

Antifungal Duyarhlk Testinde Kullanilan Besiyeri

0,165 Molar MOPS ile (3-N-morpholine-propane sulfonic acid) (Merck,
Darmstadt, Germany) ile pH 7,0 olacak bi¢imde ayarlanmis L-glutaminli sodyum
bikarbonatsiz RPMI-1640 kullanilmistir.

Besiveri icerigi: g/l

Arjinin (serbest baz) 0,2 g
Asparajin 0,05
Aspartik asit 0,02

Sistin* 2HCL 0,0652
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Glutamik asit 0,02
L-glutamin 0,3
Glisin 0,01

Histidin 0,015
Hidroksi prolin 0,02
Isol6sin 0,05

Lo6sin 0,05

Lizin « HCI 0,04
Metiyonin 0,015
Fenilalanin 0,015
Prolin 0,02

Serin 0,03

Treonin 0,02
Triptofan 0,005
Tirozin * 2Na * 0,02883
Valin 0,02

PABA 0,001

Biotin 0,0002
Koline klorid 0,003
Folik asit 0,001

Glutatyon, rediikte 0,001



myo-Inositol 0,035

Niazinamid 0,001

D-Pantotenik 0,00025

Pridoksin HCI 0,001

Riboflavin 0,0002

Tiyamin HCI 0,001

Vitamin B12 0,000005

Kalsiyum nitrat « H20 0,1

D-Glukoz 2,0

Potasyum klorit 0,4

Fenol kirmizisi® Na 0,0053

Magnezyum siilfat 0,04884

Sodyum klorid 6,0

Sodyum fosfat, dibazik 0,8

RPMI-1640 besiyeri’nin (glutaminli ve fenol kirmizili, sodyum
bikarbonatsiz toz besiyeri) 10,4 g 900 ml distile suda ¢oziildii. Ardindan 34,53 gr
MOPS eklendi. Eriyene kadar karistirildi. 10 N sodyum hidroksit ile 25°C’de pH

7,0 olacak sekilde ayarlandi. Son hacim 1 litre oluncaya kadar su ilave edildi.
Filtre ile ¢ozelti steril edildi (CLSI M38-A3, 2017).

2.1.2. Antifungal Duyarhhk Testinde Kullanilan ilaclar

S1vi mikrodiliisyon testinde, agsagidaki antifungal ilaglar kullanildi.
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Ketokonazol: (Sigma —Aldrich, St. Louis, USA)
itrakonazol: (Sigma —Aldrich, St. Louis, USA)
Amfoterisin B: (Sigma —Aldrich, St. Louis, USA)

Terbinafin: (Sigma —Aldrich, St. Louis, USA)

2.1.3. Boyalar ve Kimyasal Soliisyonlar

Laktofenol Pamuk Mavisi (Merck, Darmstadt, Germany)

Laktik asit 20 ml

Fenol Kristalleri 20 g

Gliserin 40 mi

Distile su 20 ml

Pamuk mavisi 2 ml

Ticari olarak saglanan laktofenol pamuk mavisi kullanildi. Fenol 6ldiiriicii

ajan olarak kullanilir, gliserol kurumaya karsi etkilidir. Pamuk mavisi ise mantar

yapilarii boyar.

Absolut Etanol (Merck, Milipore, USA)
%70’lik Formik Asit (Sigma —Aldrich, USA)

Asetonitril (Sigma —Aldrich, USA)

58



2.1.4. Kullanilan Cihazlar

Biyogiivenlik kabini
McFarland 6l¢iim cihazi
Spektrofotometre

Isik mikroskobu

Etiv

Vortex

MALDI-TOF cihazi

2.2. Yontemler

2.2.1. Yeniden Canlandirma

Deri, sag ve tirnak 6rneklerinden izole edilmis, -80°C’lik derin dondurucuda
tip kriyoviyallerde ve PDA besiyerinde saklanmis olan dermatofit suslart oda
1s1sinda bekletilerek suglarin ¢oziilmesi saglandi ve daha sonra suslar SSDA, SDA
ve PDA besiyerlerine ekim yapilarak pasajlandi. Iki hafta inkiibasyona birakildi.
Her hafta suslarin tiremeleri kontrol edildi. Makroskobik incelemede besiyerinin
on ve arka ytiziindeki koloni rengi, koloni morfolojisi, pigmentasyonu, kolonilerin
tireme durumu ve iireme hiz1 degerlendirildi. Mikroskobik incelemede SDA ve
PDA besiyerlerinde tireyen kolonilerden laktofenol pamuk mavisi ile selofan bant
yontemi kullanilarak preparat hazirlandi. Mikroskopta hifa, makrokonidyum ve
mikrokonidyum yapilari incelendi. iki hafta {iremeleri gozlenip yeniden
canlandirilan suslarin besiyerlerindeki makro ve mikro morfolojik goriintimleri,
25°C ve 35°C’deki tiremeleri ve lire hidrolizi 6zellikleri birlikte degerlendirilerek

konvansiyonel olarak tiir tanimlamalar1 yapildi.
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2.2.2. Ure Hidroliz Testi

Ure hidroliz testi igin iire agar kullamldi. Ure besiyerine ekim yapildi. Ure
agar bir hafta boyunca 25-30°C’de inkiibasyona birakildi. Iki-ii¢ giinde
besiyerinde renk degisikligi olup olmadigi takip edildi. Besiyerinin renginin

degismemesi negatif, rengin pembeye donilismesi pozitif olarak degerlendirildi.

2.2.3. MALDI-TOF MS ile Dermatofitlerin Tanimlanmasi

Dermatofitlerin identifikasyonu i¢cin MALDI-TOF MS Bruker Biotyper 3.0
veri tabani yazilimi (versiyon 3.1.2.0; Bruker Daltonik, Bremen, Almanya)
kullanild1. Dermatofitlerin yiiksek kaliteli MALDI-TOF kiitle spektrumlarini elde

etmek i¢in Oncelikle dermatofit ekstraksiyonu gergeklestirildi.

Dermatofitlerin Protein Ekstraksiyonu

Iki mI’lik ependorf tiip igine 300 ul steril serum fizyolojik konuldu. Bir
hafta once ekilmis suslardan koloniler steril ekiivyon cubugu ile toplanip
ependorfa eklendi. Uzerine 0,9 ml saf etanol eklenip vorteks yapildi. Bu karigim 2
dk 10.000 rpm’de santrifiij yapilip slipernant otomatik pipetle alinip atildi. Pelletin
15 dakika kurumasi beklendi. Pellet iizerine 40 pl %70°lik formik asit eklenip
vorteks yapildi. Kirk pl asetonitril ilave edilip yine vorteks yapildi. Iki dakika
10.000 rpm’de santrifiij yapilip iizerindeki siipernatan alinip baska bir ependorfa
aktarildi (Lolliever, 2017).

Stiprnatantdan 1 pl alinip MALDI platenin tlizerindeki kuyucuklara konuldu
ve oda 1s1sinda kurumasi beklendi. Ornek kuruduktan sonra {izerine 1 p-siyano-4-
hidroksisinamik asit (HCCA) matriks soliisyonu ilave edildi. Bu sayede 6rnek
kristalize hale getirildi ve tekrar oda isisinda kurumasi igin beklendi. Kuruyan

MALDI kuyularindaki ornekler cihaza yerlestirilip analiz islemine baslandi.
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Dermatofit tanimlamasinin en iyi sekilde gergeklesebilmesi icin 2000-20.000 Da

kiitle araliginda ve pozitif iyon dengesinde dlgiimler gerceklestirildi.

2.2.4. Antifungal Duyarhhk Testi

Antifungal duyarlilik testleri dermatofitler i¢in CLSI “in tavsiye etigi M38-
A3 referans sivi mikrodiliisyon yontemiyle yapildi. Kalite kontrol susu olarak
Aspergillus flavus ATCC 204304, Candida parapsilosis ATCC 22019 suslari
kullanild1 (CLSI M38-A3, 2017).

Kullanilan Besiyeri

CLSI'n o6nerileri dogltusunda 0,165 M MOPS (Merck) ile oda 1sisinda
pH:7,0'a tamponlanan L-glutaminli, sodyum 35 bikarbonatsiz, pH indikatori
olarak fenol red’li sentetik RPMI 1640 (Biological Industries) kullanildi.

Antifungal Ila¢ Dilusyonlar

Ketokonazol (Sigma), itrakonazol (Sigma), terbinafin (Sigma), Amfoterisin
B (Sigma) toz halde ticari olarak saglandi. Tiim ilaglar DMSO (dimetil
stilfoksit)’da ¢oziildi. DMSO’da ¢ozlinen bu antifungal ilaclar stok ilagtir. Bu
ilaglar dilusyonlar1 son ila¢ konsantrasyonunun 100 kat1 olacak sekilde hazirlandi.
Stok 1ila¢ dilusyonlarini -80°C’de derin dondurucuda saklandi. Antifungal
duyarlilik testine baslamadan oOnce oOnce RPMI-1640 ile 1/50 oraninda
sulandirildi. Antifungal ilaglarin ¢oziiciileri, diliientleri ve ¢alismanin yapildigi

MIK araliklari (pug/ml) Cizelge 2.1°de verilmistir.

61



Cizelge 2.1. Antifungal ilaclarin ¢dziicii, diliientleri ve MIK araliklar1 (ug/ml).

Antifungal Coziicii Diliient MIK arahklari (pg/ml)
ilaclar

Amfoterisin B | DMSO RPMI-1640 0,06-32

Ketakonazol DMSO RPMI-1640 0,015-32

Itrakonazol DMSO RPMI-1640 0,015-32

Terbinafin DMSO RPMI-1640 0,015-32

Inokulum Hazirlanmasi

Dermatofit izolatlari, PDA’da 30°C’de de 4 veya 5 giin, iyi konidya gelisimi
olusuncaya kadar inkiibe edildi. Kolonilerin iizeri yaklasik 1 ml 9%0,85’lik serum
fizyolojik ile kaplandi ve nazikge kaziyarak siispansiyon hazirlandi. Transfer
pipeti veya steril swab ile koloniler toplanip, steril tiipe alindi. Agir partikiillerin
asagiya ¢okmesi igin 5-10 dk beklendi. Steril tiipiin st kisimda kalan siispansiyon
yeni bir steril tliipe alinarak, 15 saniye vortekslendi. Hemositometre ile konidya
sayimi  yapildi ve  gerektiginde konsantrasyon ayarlandi.  Ardindan
siispansiyonlarin yogunlugunun 1x10°-3 x10®° CFU/ml olabilmesi i¢in RPMI-
1640 ile 1/ 50 oraninda diliie edildi (CLSI M38-A3, 2017).

Sivi Mikrodilusyon Testi

Test i¢in U tabanli mikroplaklar kullanildi. Besiyeri kontrolii i¢in 12. ¢ukura
100 pl ilagsiz RPMI-1640, 1 ve 10 arasi ¢ukurlara 100 pl inokulum ve 100 pl
hazirlanan ilaglarmn iki katlr seri dilusyonlar1 sirasiyla eklendi. Ureme kontrol
cukuru olmasi i¢in 11. ¢ukura, 100 pl inokulum kondu. Mikroplaklar 25°C’de 5
giin inkiibe edildi. Dermatofit izolatlarin1 inkiibasyonun 4. giinlinden sonra

degerlendirildi (CLSI M38-A3, 2017).
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Degerlendirme

MIK sonuglari degerlendirilirken azoller ve terbinafine icin {ireme
kuyucuguna gore %80 ve iizeri inhibisyon olan kuyucuk, Amfoterisin B i¢in

%100 inhibisyon olan kuyucuk MIK degeri olarak okundu (CLSI M38-A3, 2017).
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3. BULGULAR

Calismamizda, 15 adet M. canis, 23 adet T. mentagrophytes ve 45 adet T.
rubrum olmak tizere 82 dermatofit izolati bulunmaktadir. Halk Sagligi Genel
Miidiirliigii Ulusal Mikoloji Referans Laboratuvarinda tanimlanan ve saklamaya
alman 82 dermatofit susu yeniden canlandirildiktan sonra SDA ve PDA’ya

pasajlanarak tiremeleri ve koloni olusumlar1 sagland.

SDA’da tipik koloni olusumlari, PDA’da pigmentasyon olusturmalari, iire
agarda tlreaz aktiviteleri degerlendirildi. Dermatofit suslarinin besiyerlerindeki

koloni goriintimleri Sekil 3.1-3.6°da, lireaz aktivitesi Sekil 3.7‘de gosterilmistir.

Sekil 3.1. T .rubrum’un SDA besiyerinde. A. Onden koloni gériiniimii B. Arkadan koloni

gorinimii.
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Sekil 3.2. M. canis’in SDA besiyerinde. A. Onden koloni gériiniimii B. Arkadan koloni

gorinimil.

Sekil 3.3. T. mentagrophytes’in SDA besiyerinde. A.Onden koloni goriiniimii B.

Arkadan koloni goriiniimii.

Sekil 3.4. T .rubrum’un PDA besiyerinde. A. Onden koloni gériiniimii B. Arkadan koloni

goruntimil.
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Sekil 3.5. M. canis’in PDA besiyerinde A. Onden koloni goriiniimii B. Arkadan koloni

goruntimil.

Sekil 3.6. T. mentagrophytes’in PDA besiyerinde A.Onden koloni goriiniimii B.

Arkadan koloni goriiniimii.

Sekil 3.7. a. Ure agarda T. rubrum’un iireaz negatif aktivitesi b. Ure agarda
T.mentagropytes’in tireaz pozitif aktivitesi.
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SDA ve PDA’da iireyen suslardan laktofenol pamuk mavisi ile preparat
hazirlanarak hifa yapisi, mikrokonidyum ve makrakonidyum gibi mikroskobik
ozellikleri incelendi. Sekil 3.8-3.10’da Laktofenol pamuk mavisi ile boyanan

dermatofit izolatlarinin x40°lik objektiften mikroskobik goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.9. M. canis’in mikroskobik goriintiisii.
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Sekil 3.10. T. mentagrophytes’in mikroskobik goriintiisii.

Besiyerinde yeniden iiretilerek canlandirilan suslarin makro ve mikro
morfolojik goriintimleri, 25°C ve 35°C’de iiremeleri ve lre hidrolozi gibi

ozellikleri degerlendirilerek yeniden konvansiyonel tiir tanimlamalar1 yapildi.

Dermatofit suslarinin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasinda, analiz i¢in
Biyotyper Microflex LT modeli (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya)
kullanildi. Protein ekstraksiyonu yapilan suglar, MALDI platenin {izerine
konularak cihaza yerlestirildi. Bruker MALDI-TOF MS cihazt her bir 6rnek
basina 80 ila 350 lazer atis1 yapilarak kiitle spektrumlar1 elde edildi. Elde edilen
kiitle spektrumlart MALDI-TOF MS kiitiiphanesiyle karsilagtirilarak her bir 6rnek
icin tanimlama yapildi. Sekil 3.11.-3.13.’te tiirlere ait kiitle spektrumlari

gosterilmektedir.
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Sekil 3.13. M. canis’in MALDI TOF MS spektrum gortiniimii.

Konvansiyonel olarak tanimlanan tiim dermatofit suslart MALDI TOF MS
yontemiyle de test edildi. Bunun sonucunda 15 M. canis, 23 T. mentagrophytes ve
45 T. rubrum susu hem konvansiyonel yontemle hem de MALDI TOF yontemiyle
identifiye edililip ayni sonuglar elde edildi. Bes standart ATCC susu; T.
mentagrophytes MY A 4439, Trichophyton rubrum MYA 4438, T. mentagrophytes
ATCC 9533, Trichophyton tonsurans ATCC 28942 ve Epidermophyton
floccosum ATCC 26072 galismaya dahil edildi.

Cizelge 3.1°de dermatofit suslarinin konvansiyonel yontem ve MALDI TOF
MS yontemi ile tanimlanmalart karsilastirilmis, ayrica suslarin MALDI TOF

skorlar1 gosterilmistir.

Bruker Biyotyper’in (iireticinin) MALDI TOF MS ile tanimlama skorlari,
cins dilizeyinde tanimlama ic¢in >1,7, tiir tamimlama i¢in >2,0’dir. Bizim
calismamizda tiir diizeyinde tanimlama 12 susla, %14,6 oraninda, cins diizeyinde
37 susla %45,1’dir. MALDI TOF MS yonteminde izolatlarin tir diizeyinde
tanimlanmasinda >2’den >1,7’ye distiriildiigiinde 49 susla %59,7, cins dlizeyinde

tanimlama >1,7’den >1,5¢e diisiiriildiigiinde 71 susla %86,5 olmaktadir.
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Cizelge 3.1. Dermatofit suslarinin konvansiyonel tamimlama, MALDI TOF MS

tanimlama sonuglar1 ve MALDI-TOF skorlari.
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Cizelge 3.1. Devam. Dermatofit suslarmin konvansiyonel tanimlama, MALDI TOF MS
tanimlama sonuglar1 ve MALDI-TOF skorlari.

425 T. rubrum T. rubrum 1,863
426 T. rubrum T. rubrum 1,838
427 T. rubrum T. rubrum 1,505
430 T. rubrum T. rubrum 1,358
445 T. rubrum T. rubrum 1,580
447 T. rubrum T. rubrum 1,446
448 T. rubrum T. rubrum 1,302
449 T. rubrum T. rubrum 1,395
451 T. rubrum T. rubrum 1,745
452 T. rubrum T. rubrum 1,428
458 T. rubrum T. rubrum 1,656
459 T. mentagrophytes T. mentagrophytes 1,714
461 T. rubrum T. rubrum 1,568
463 T. rubrum T. rubrum 1,769
465 T. rubrum T. rubrum 1,885
473 T. rubrum T. rubrum 1,437
481 T. rubrum T. rubrum 1,408
482 T. mentagrophytes T. mentagrophytes 1,764
483 T. rubrum T. rubrum 1,601
484 T. rubrum T. rubrum 1,782
485 T. rubrum T. rubrum 1,717
491 M. canis M. canis 2,263
492 M. canis M. canis 2,323
510 M. canis M. canis 1,946

Cizelge 3.2°de Bruker Biyotyper’in &nerdigi MALDI-TOF skorlari ile diisiiriilmiis
MALDI-TOF skorlarinin karsilastirilmas1 gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Dermatofit suslari i¢in Onerilen MALDI-TOF skorlart ile diislirilmiis
MALDI-TOF skorlarinin karsilastiriimasi

1 492 2.323 340 1.980 492 2.323 492 2.323
2 491 2.263 204 1.960 491 2.263 491 2.263
3 294 2.190 382 1.952 294 2.190 294 2.190
4 352 2.164 268 1.946 352 2.164 352 2.164
5 398 2.158 510 1.946 398 2.158 398 2.158
6 | 298 2.116 286 1.942 298 2.116 298 2.116
7 264 2.108 419 1.940 264 2.108 264 2.108
8 216 2.096 315 1.935 216 2.096 216 2.096
9 125 2.036 370 1.893 125 2.036 125 2.036
10 317 2.035 465 1.885 317 2.035 317 2.035
11 403 2.032 400 1.879 403 2.032 403 2.032
12 383 2.008 426 1.863 383 2.008 383 2.008
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Elli adet dermatofit susu MIK yontemi ile calisild. Amfoterisin B,
itrakonazol, ketokonazol ve terbinafin icin MIK degerleri test edildi. Dermatofit
izolatlarinin antifungal duyarlilik profilleri, CLSI M38-A3’e gore caligilmistir.
Kalite kontrol susu olarak T. mentagrophytes MYA 4439, T. rubrum MYA 4438
ATCC suslar1 kullanilmistir.

Sekil 3.14. Dermatofit susunun MIK plagindaki {ireme gorinimi.

Itrakonazol, ketokonazol ve terbinafine igin %80 ve lizeri inhibisyon olan
kuyucuk, amfoterisin B igin %100 inhibisyon olan kuyucuk MIK degeri olarak
okunmustur. Sekil 3.14 ‘de dermatofit susunun MIK plagindaki {ireme goériiniimii

gosterilmistir.

Antifungal duyarlilik ¢alismasi yapilan 8 adet M. canis susunun MIK
araliklar1 amfoterisin B i¢in 0,25-1, itrakonazol i¢in 0,015-0,25, ketokonazol i¢in
0,015-0,5 ve terbinafin igin <0,015-0,03 olarak bulundu. Cizelge 3.2’de M. canis

suslariin 4 antifungale kars1 duyarlilik profilleri verilmistir.
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Cizelge 3.3. M. canis’in (n=8) antifungallere kars1 duyarlilik profilleri.

Antifungaller MIK araliklart MIK s, MIK ¢
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Amfoterisin B 0,25-1 0,5 1
Itrakonazol 0,015-0,25 0,03 0,125
Ketokonazol 0,015-0,5 0,06 0,25
Terbinafin <0,015-0,03 0,015 0,03

Antifungal duyarlilik ¢alismasi yapilan 24 adet T. mentagrophytes susunun
MIK araliklar1 amfoterisin B icin 0,015-4, itrakonazol igin <0,015-2, ketokonazol
icin 0,015-1 ve terbinafin i¢in <0,015-0,125 olarak bulundu. Cizelge 3.3’de T.

mentagrophytes suslarinin 4 antifungale kars1 duyarlilik profilleri verilmistir.

Cizelge 3.4. T. mentagrophytes’in (n=24) antifungallere kars1 duyarlilik profilleri.

Antifungaller MIK araliklar MIK s, MIK ¢
(1 g/ml) (ng/ml) (ng/mi)
Amfoterisin B 0,015-4 1 2
Itrakonazol <0,015-2 0,06 0,25
Ketokonazol 0,015-1 0,125 0,5
Terbinafin <0,015-0,125 0,03 0,06

Antifungal duyarlilik ¢aligmasi yapilan 18 adet T. rubrum susunun MIK
araliklar1 Amfoterisin B i¢in 0,25-1 Itrakonazol i¢in 0,015-0,125, Ketokonazol
i¢cin 0,015-0,5 ve Terbinafin i¢in <0,015-0,06 olarak bulundu. Cizelge 3.4* de T.

rubrum suslarinin 4 antifungale kars1 duyarlilik profilleri verilmistir.
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Cizelge 3.5. T. rubrum 'un(n=18) antifungallere kars1 duyarlilik profilleri.

Antifungaller MIK araliklart MIK s, MIK ¢
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Amfoterisin B 025-1 1 1
Itrakonazol 0,015-0,125 0,06 0,125
Ketokonazol 0,015-0,5 0,0,06 0,5
Terbinafin <0,015-0,06 0,03 0,06

Kalite kontrol suslarinin MiK'leri, énerilen CLSI araligr ile uyumluydu.
Calismamizda standart test yontemine gore direngli sus izole edilmedi. Standart
susun literatiirde bildirilen MIK degeri ile karsilastirildiklarinda izolatlarin higbiri,
anormal MIK araligi gostermedi. Dermatofitlere kars1 antifungal duyarlilikta
itrakonazol ve ketokonazol gibi azol igeren antifungaller icin MiK degerleri diisiik
bulundu. Ancak terbinafin ¢alisilan tiim dermatofit tiirleri i¢in antifungal

duyarlilikta en diisiik MiK degerini ortaya koydu.
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4. TARTISMA

Dermatofitozlar, insan ve hayvanlarda patojenik keratinolitik mantarlarin
neden oldugu, diinya niifusunun yaklasik %20-25'ni etkileyen kiiresel olarak
onemli bir hastaliktir. Son zamanlarda artan sosyoekonomik problemler,
uluslararas1 seyahat ile gocler ve oOzellikle evcil hayvanlarla temas sonucu
insanlarda dermatofitoz insidansinda c¢arpicit bir artis olmustur. Bu bakimdan

dermatofitlerin identifikasyonu 6nem arz etmektedir.

Dermatofitlerin identifikasyonunda kullanilan konvansiyonel ydntemler,
klinik 6rneklerden dogrudan mikroskopi yoluyla mantar etkenlerinin saptanmasi
ve klinik ve ¢evresel drneklerin kiiltiire edilmesine dayanmaktadir. Kiiltiire edilen
dermatofitlerin identifikasyonu, kolonilerin makromorfolojik, mikromorfolojik ve
fizyolojik o6zelliklerinin incelenmesiyle olur. Kolonilerin makromorfolojisinde,
kolonin biiylime hizi, koloni dokusu, koloni rengi, mikromorfolojisinde ise
hifalarin, mikrokonidyum ve makrokonidyumlarin varligi ile bunlarin 6zellikleri
degerlendirilir. Eger bu Ozeliklerle teshise ulasilamazsa iireaz, beslenme
gereksinimleri, in-vitro sag/kil perforasyonu gibi fizyolojik ve biyokimyasal
testler de dermatofitlerin konvansiyonel olarak teshisinde yardimci olarak
kullanilabilir. Direkt mikroskobik yontem, basit, ucuz ve hizli olmasina ragmen
ozgilliigli yoktur. Bunun disinda bu yontem %15°e kadar yanlis negatif sonug
verebilir.  Kiiltiir yontemiyle ise dermatofit tiirlerinin identifikasyonu
saglanmasina ragmen bu yontem 4 haftaya varan uzun inkiibasyon siirelerini
gerektirir (Pihet ve Le Govig, 2017 ve Robert ve Pihet, 2008). MALDI-TOF MS
ile identifikasyon ise giiniimiizde yeni, hizli ve giivenilir bir yontem olarak 6n

plana ¢ikmaktadir.

Calismamizda bulunan 82 dermatofit susundan 15 adet M. canis, 23 adet T.
mentagrophytes ve 45 adet T. rubrum tiri identifiye edilmistir. Bizim
calismamizla benzer sekilde, Taha ve ark. (2017)’nin Misir’da yaptiklar

calismada insanlardan izole edilen 48 dermatofit 6rnegi geleneksel yontemlerle
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identifiye edilmis ve 15 adet M. canis, 12 adet T. violaceum, 12 adet T. rubrum, 5
adet E. floccosum, ve 4 adet T. mentagrophytes tiirii saptanmistir. Ayrica bu
izolatlar molekiiler yontemlerle de tanimlanarak dogrulanmistir. Kondori ve ark.
(2010), Isveg’te 177 tirnak ornegi iizerinde yaptiklar1 calismada ornekleri
konvansiyonel yontemlerle tanimlamislardir. Dermatofitoz siiphesi olan tirnak
orneklerinde dermatofit tespit oranini, mikroskopi ile %46 ve kiiltiir ile %34
bulmuglardir. Yapilan bagska bir calismada, yalnizca dogrudan mikroskobik
inceleme ve elde edilen kiiltiirlerin makroskopik ve mikroskobik analizi temelinde
dermatomikozlu yaklasik ti¢ bin hastaya teshis koyulmustur (Courtellemont ve
ark., 2017). Piri ve ark. (2018), Iran’da yaptiklar1 bir ¢alismada 140 hayvan deri
ve sa¢ Ornegini incelemisler konvansiyonel metotlar olan direk mikroskobik
inceleme pozitifligini %85,7, kiiltiir pozitifligini %75 olarak bulmuslardir. Ayrica
orneklerden yapilan nested-PCR’da numunelerin %90 nin1 pozitif bulmuslardir.
En ¢ok izole edilen tiir ise T. verrucosum olmustur. Getso ve ark. (2021)
Nijerya’da gerceklestirdigi ¢alismada, 112 tinea capitis siipheli 6rnegin %41 nin
direkt mikroskopisi pozitif, %31,25’inde ise kiiltiir sonucu pozitif bulunmustur.
Yapilan konavansiyonel tanimlama sonucu en baskin tiir olarak M. audounii izole
edilmistir. Misir’da Tawfik ve ark. (2022), 100 hastanin deri ve tirnak ornekleri
tizerinde yaptiklar1 c¢alismada konvansiyonel tanimlamada direkt mikroskopi
pozitifligi %51, kiiltiirde ilireme yiizdesi %77°dir. Baskin tiir olarak ise T.

violacumu izole etmislerdir.

Konvansiyonel yontemlerden, direkt mikroskopi hizli ve basit olmasina
ragmen, bu yontemin spesifikligi azdir. Kiiltiir yonteminde ise 4 haftaya varan
uzun inkiibasyon siiresi bulunmasina ragmen ve halen altin standart olarak
kullanilmaktadir. Ancak degerlendirmenin yapilmasi igin tecriibeli personelin
bulunmas1 gerekir. Dermatofitlerin tanimlanmasina yonelik konvansiyonel

yontemler, zahmetli, zaman alic1 ve uzmanlik deneyimi gerektirir.

Mikrooganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan bir bagka ydntem ise,
matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometrisi

(MALDI TOF MS)’dir. Son birkag yilda, matris destekli lazer
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desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometrisi (MALDI -TOF MS),
mikrobiyal patojenlerin hizli, basit ve giivenilir tanimlanmasi i¢in klinik teshis
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. MALDI TOF MS, belirli bir
mikroorganizmayi tanimlamak i¢in olusturulan protein profillerinin kapsamli bir
referans spektrum kiitiiphanesinde bulunan tiire 6zgii protein modelleri ile

karsilastirarak tanimladigi yeni bir tekniktir.

Tez c¢alismasinda konvansiyonel yontemlerle tanimlanan tiim dermatofit
izolatlatlarinin tamamu (15 M. canis, 23 T. mentagrophytes ve 45 T. rubrum susu),
MALDI-TOF MS yontemi ile calisilarak dogrulanmistir. Calisma sonucunda
MALDI-TOF MS analizi geleneksel yontemlerle %100 uyumlu bulunmustur.

Calismamizla benzer sekilde Gnat ve ark. (2020)’nin Polonya’da yaptiklari
calismada MALDI-TOF MS analizinin, semptomatik ve asemptomatik
enfeksiyonlarin sirastyla %97,2'sinde ve %72'sinde geleneksel tekniklerle uyumlu
pozitif sonuglar verdigini bildirmislerdir. Erhard ve ark. (2008)’nin yaptigi bir
calismada, deri ve tirnak numunelerinden izole edilmis ve geleneksel morfolojik
tanimlama yontemleri ile de dogrulanmis 20 klinik susla temsil edilen 5
dermatofit tiirtinii MALDI-TOF MS ile tanimlamislardir. Erhard ve ark., 20
izolattan 19'u dogru bir sekilde tanimlandigi i¢in yiiksek bir gliven seviyesi elde

etmislerdir.

MALDI-TOF MS ile dermatofitlerin identifikasyonunda, spektral veri
tabaninin  gelistirilmesi ve ¢esitliliginin  artirllmas1 tanimlama oranlarim
yiikseltmektedir. Alshawa ve ark. (2012), dermatomikoza neden olan dermatofit
ve Neoscytalidium  tiirlerini  tamimlamak  i¢cin  MALDI-TOF  MS’i
degerlendirmislerdir. Oncelikle 12 farkli dermatofit tiiriiniin spektral veri tabanini
gelistirmisler, sonra da veri tabaninin performansini klinik dermatofit izolati
lizerinde test etmislerdir. Calismada, 360 dermatofit izolatinin 331’inde tiirlerin
dogru tanimlanmasini yaparak geleneksel yontemlerle %91,9’luk bir uyum elde
etmiglerdir. T. mentagrophytes kompleksine ait suslar ¢ok yakindan iliskilidir ve
geleneksel tanimlama teknikleriyle ayirt edilmesi zordur. Packeu ve ark.
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(2013)’nin T. mentagrophytes kompleksine iliskin yaptiklari ¢alismada MALDI-
TOF MS’in bu kompleksin dermatofitlerini ayirt etmede yararli bir arag olup
olamayacagini test etmisler ve bunun i¢in komplekse ait 6 farkl: tiirtin 17 susu ile
bir referans veri tabani olusturmuslardir. Bu veri tabanmni test etmek igin
Belgika’nin Bilimsel Halk Sagligi Enstitiisiiniin mikroorganizma koleksiyonun iyi
tanimlanmis 54 dermatofit susu kullanilmistir. Test edilen suslarin %89’u

MALDI-TOF ile kolaylikla tanimlanmistir.

De Respinis ve ark. (2013) dermatofitleri identifiye etmek i¢cin MALDI-
TOF MS’in tan1 laboratuvarlari i¢in  uygunlugunu degerlendirdikleri
calismalarinda, ilk olarak 18 dermatofit tiiriine ait 108 referans susla spektral bir
veri tabani olusturmuslar ve bunu superspektra olarak isimlendirmislerdir.
Calismalariin ikinci boliimiinde MALDI-TOF MS, yeni olusturulan superspektra
ile 9 tiri temsil eden 141 Kklinik izolat kullanilarak test etmis ve sonuglari
morfoloji ¢aligmalarindan elde edilen verilerle karsilastirmislardir. Buna gore 141
izolatin 128’1 (%90,8) tiir diizeyinde morfolojik tanimlama ile uyumlu
bulmuslardir. L’ollivier ve ark. (2013) yaptiklari ¢calismada, 17 dermatofit tiiriiniin
48 1yi karakterize edilmis izolatin1 igeren bir referans spektrum kiitliphanesi
olusturulduktan sonra MALDI-TOF MS tabanl tanimlamayi test etmisler, klinik
izolatlarin 130/133 (%97,8)’li uygun sekilde tanimlamislardir. Nenoff ve ark.
(2013)’nin yaptiklar1 baska bir arastirmada, 21 farkli tiirli iceren 285 dermatofit
izolatt MALDI-TOF MS ve SARAMIS yazilimi kullanilarak analiz etmisler ve
konvansiyonel yontemlerle identifiye edilmis 285 dermatofit susunun %78,2’sini
MALDI-TOF MS ile tanimlanmistir. Calderaro ve ark. (2014), referans veri
tabanin1 gelistirmek i¢in hem konvansiyonel hem de molekiiler yontemlerle
tanimlanan 24 dermatofit izolatint MALDI-TOF MS ile analiz etmisler ve elde
ettikleri spektrumlar1 referans veri tabanmni desteklemek i¢in kullanmiglardir.
Gelistirilen veri tabaninin saglamligini dogrulamak icin 64 dermatofit izolat: ile
MALDI-TOF MS analizi yapmislar ve uygulama ile original veri tabaninda

bulunmayan tiirlerin tanimlanmasina olanak sagladigin1 bildirmislerdir.
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Packeu ve ark. (2014), dermatofit tanimlamas1 i¢in kapsamli bir referans
veri tabani kullanan MALDI-TOF MS’in is akisinin performanst 176 klinik sus
iizerinde degerlendirmislerdir. Ug inkiibasyon giiniinden sonra direkt hedef
plakaya numune koyma prosediiriiniin kullanilmasiyla %40 dogru tanimlama
saglamiglar, hem artan inkiibasyon siiresi hem de ekstraksiyon prosediirii
kullanilmast ile %100 dogru tanimlama elde ettiklerini bildirmiglerdir. Intra ve
ark. (2018) sadece 2 giinliik koloni biiyiimesinden sonra MALDI-TOF MS ile
dermatofit tanimlamasinin uygunlugunu degerlendirmislerdir. ki giinliik koloni
biiyiimesinin ardindan formik asit protein ekstraksiyon protokoliinii kullanarak
dermatofitlerin sirasiyla cins ve tiir diizeyinde %70 ve %46's1 uygun sekilde
tammmlamiglar ve etanol-formik asitasetonitril ekstraksiyon protokoliiniin
eklenmesiyle de, tanimlama oranmi %90 ve %62'ye ¢iktigmi bildirmislerdir.
Sadece 2 giinliik koloni biiylimesinin ardindan dermatofitlerin hizli ve giivenilir
bir sekilde tanimlanmasi i¢in iki agsamali bir is akis1 onermislerdir. Da Cunha ve
ark. (2018) dogrudan transfer yoOnteminin dermatofitlerle kullanilip
kullanilamayacagint degerlendirmislerdir. Bruker sistemini kullanarak kendi
kiitiiphanelerini  olusturmuslar ve molekiiler olarak tanimlanmis izolatlarla
performansin1 degerlendirmislerdir. Hedef plakalar1 kullanan dogrudan transfer
yontemiyle, klinik dermatofit izolatlarinin %@85'inin dogru tanimlamislardir.
Dermatofitlerin MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanmasinda, kiiltiir ortami
tipi, inkiibasyon siiresi, protein ekstraksiyon prosediirii, MALDI-TOF MS cihazi
ve referans spektrum kiitliphanesinin zenginligi identifikasyon yiizdesini etkileyen

faktorlerdir.

Baumbach ve ark. (2021), kirpilerden alinan 50 numunenin 17 (%34)’sinde
fungal iireme tespit etmistir. Caligmada arastirmacilar bu 6rneklerin MALDI-TOF
MS ile tanimlanmasinda 6nce basarisiz olmuslar, sonra bu pozitif 6rneklerin ITS
sekanslamasi yapilarak, 6rnekler 8 adet T. erinacei ve 9 adet Arthroderma spp.
olarak tanimlanmistir. Baumbach ve ark. MALDI-TOF MS’in referans veri
tabanini, tanimlanan bu tiirlerin spektralar1 ile genisletmesinden sonra MALDI-
TOF MS yontemiyle kabul edilebilir tanimlama puanlamalar1 elde ettiklerini
bildirmislerdir.
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Ulkemizde dermatofitlerin MALDI-TOF MS ile tamimlanmalarina iliskin
sinirli sayida yayin bulunmaktadir. Balibay ve Tel (2021)’in Sanlurfa ve
cevresinde 100 sigirdan alinan dermatofit 6rnekleri tizerinde yaptiklar1 ¢alismada,
%63’liik kiiltiir pozitifligi bulunmuslar ve 100 6rnekten 52 sini de T. verrucosum
olarak identifiye etmislerdir. Ayrica bu dermatofit 6rneklerinin tamamini (%100)
MALDI-TOF MS ile tanimlayarak dogrulamislardir. Baris (2019)’1n istanbul ve
cevresinde yaptigr calismada, 138 dermatofit izolatin tamami (%100) etanol-

formik asit-asetonitril ekstraksiyon protokolii uygulanarak tanimlanmustir.

Thell ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alisgmada dermatofilerin tanimlanmasi igin
Bruker Biytyper MALDI-TOF MS’in performansin1  degerlendirmislerdir.
MALDI Biyotyper kiitiiphanesi (MBL) ile ek 20 dermatofit spektrumunu igeren
tanimlanmis bir kiitiiphaneyi (S-MBL) birlikte kullanmiglardir. Elde edilen
spektrumlari, hem iireticinin tavsiye ettigi skorlar (cins>1,7; tiir >2) hem de bu
caligma tarafindan olusturulan ayarlanmis esik degerleri (cins>1,5; tiir>1,7)
kullanilarak yorumlamislardir. Calismada, 171 dermatofit izolatinin MALDI-TOF
MS ile tanimlanmasinda her iki kiitiiphane ve her iki limit skoru
degerlendirilmistir. S-MBL ayarlanmis esik degerler kullanildiginda hem cins
(%93’e karst %34,4) hem de tiir (%59,6 ya kars1 %20,5) diizeyinde MBL’den
onemli Ol¢iide daha iy1 performans gosterdigini ve diisiiriilmiis esik degerlerin
uygulanmas1 yanlig tanimlamalara yol ag¢madan cins ve tir diizeyinde

tanimlamayi artirdiini bildirmislerdir.

Hedayati ve ark. (2019), molekiiler yontemle tanimlanan {i¢ cins ve bes tiir
iceren 94 klinik izolattan, MALDI Biotyper sisteminde >2,0 esik puani
varsayllarak %47'sinin tanimlanabildigini bildirmistir. Barig (2019)’in 138
dermatofit izolatiyla yaptig1 calismada esik skoru sirasiyla cins igin >2,0 ve tiir
igcin >1,7 olarak kabul edildiginde izolatlarin %38.4’iinli cins ve %82,6's1 tiir

diizeyinde tanimlamistir.

Karabigak ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢calismada, MALDI TOF MS sisteminin
tanimlama kapasitesini arttirmak i¢in 10 referans dermatofit susuyla referans
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kiitiiphaneyi destekleyici bir kiitliphane olusturmuslardir. Olusturulan veri
tabaninin performansini 126 dermatofit izolat: (115 klinik izolat ve 11 ek referans
sus) ile analiz etmisler, sonuglart hem firetici tarafindan Onerilen hem de
diisiiriilmiis esik skorlar1 ile degerlendirilmislerdir. Bruker MALDI Biyotyper
tarafindan Onerilen skorlarla degerlendirme yapildiginda tiir diizeyinde %13,5,
cins diizeyinde %89,7, dusiiriilmiis skorlarla degerlendirme yapildiginda tiir
diizeyinde %51,6 cins diizeyinde %96,8’lik bir dogrulama yiizdesi elde ettiklerini
bildirmisledir.

Tez c¢aligmasinda, 82 dermatofit izolati Karabicak ve ark. (2015)’nin
calismasina benzer sekilde, hem iireticinin 6nerdigi tanimlama skorlariyla hem de
diisiiriilmiis tanimlama skorlartyla degerlendirildi. Calismada MALDI-TOF MS
tanimlama skorlariyla tiir diizeyinde tanimlama 12 susla %14,6, cins diizeyinde 37
susla %45,1 olarak saptandi. Diisiiriilmiis skorlar uygulandiginda tiir diizeyinde

tanimlama 49 susla %59,7, cins diizeyinde 71 susla %86,5 olarak saptandi.

MALDI-TOF MS yontemi, hizli, dogru ve giivenilir bir yontemdir.
Dermatofitlerin laboratuvar tanisinda yenilik¢i bir adimdir. Konvansiyonel
yontemlerin uzun zaman tiiketimi ve duisiik 6zgiilliikk gibi dezavantajlarini ortadan
kaldirir. Dakikalar i¢inde tiir tanimlamasi yapar. Dermatofit tanimlanmasindaki
ana simirlama, mevcut ticari MALDI-TOF MS tanimlama sistemlerinin referans
spektrum kiitiiphanelerindeki dermatofit tiirlerinin yetersiz temsil edilmesidir.
Kiitiphanede bulunan spektrumlarin sayist ve kalitesi, standart suslarin
spektrumlarinin sistemdeki veri kiitiiphanesine eklenerek veri tabanlarindaki
tirlerin sayis1 arttirilabilir. Genisletilmis kiitiiphanelerle yapilan tanimlama

oranlar ticari kiitiiphanelerle yapilan tanimlamalara gore oldukga ytiksektir.

Antifungal duyarlilik testi uygulamalarinin ana fonksiyonu, infeksiyonun
tedavisi i¢in kullanilan ilacin klinik basar1 saglayabilme oranini1 dnceden tahmin
edebilmesidir. Antifungal duyarhlik testlerinin rutinde bu amagla kullanilmasi

onemli ve yararhidir.
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Tezde yer alan 50 adet dermatofit izolatinin antifungal duyarlilik profilleri,
CLSI M38-A3’c gore caligildi. Caligmada yer alan 18 T. rubrum izolatinin
Amfoterisin B icin MIK aralign 0,25-1 pg/ml’dir. MIK 59 ve MIK g degeri 1
ug/ml olarak bulunmustur. Yenisehirli ve ark. (2013) benzer sekilde Amforisin B
icin diisik MIK degerleri bulmus, Altinbas ve ark. (2019) ile Badali ve ark.
(2015) farkl1 olarak Amfoterisin B igin yiiksek MiK araliklar1 bildirmislerdir.

Calismamizda T. rubrum suslarmm itrakonazol icin MIK araligi 0,015-
0,125 ug/ml olarak saptandi. MIK 5o degeri 0,06 pg/ml ve MIK ¢ degeri 0,125
ug/ml olarak saptandi. Altinbas ve ark. (2019), Ansari ve ark (2015), Badali ve
ark. (2015), Baghi ve ark. (2016), Dhaygude (2019), Maurya ve ark. (2019) ve
Yenisehirli ve ark. (2013), calismamizla benzer sekilde itrakonazol i¢in diisiik
MIK degerleri bildirmisler, buna karsin Afshari ve ark. (2016) itrakonazol i¢in
0,03-16 pg/ml MIK aralig1 ile galismamizdaki bulgulardan yiiksek MIK degeri

rapor etmislerdir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, T. rubrum izolatlarinda ketakonazol
icim MIK araligin1 0,015-0,5 pg/ml, MIK s degerini 0,06 pg/ml ve MIK g
degerini 0,5 pg /ml olarak bulundu. Altinbas ve ark. (2019) ile Maurya (2019) ve
Yenisehirli ve ark. (2013)’nin yaptiklart ¢aligmalarda, ketakonazol icin tez
calismasina benzer sekilde diisiik MIK araliklar1 bildirilmistir. Afshari ve ark.
(2016) ve Dhaygude (2019)’nin ¢alismalarinda itrakonazol icin MIK araliklarini
sirasiyla 0,03-8 pg/ml ve 0,03-16 pg/ml olmak {izere tez ¢aligmasinda elde edilen
degerlerden farkli olarak ¢ok yiiksek bulunmustur.

Calismamizdaki T. rubrum suslarinda terbinafin icin MiK araligin1 <0,015-
0,06 ng/ml, MIK s degeri 0,03 pg/ml ve MIK o degeri 0,06 pg/ml’dir. Altinbas
ve ark. (2019), Ansari ve ark. (2015), Badali ve ark. (2015), Baghi ve ark. (2016)
ve Yenisehirli ve ark. (2013)’nin terbinafin i¢in bizim calismamiz gibi diisiik
MIK araliklar1 rapor etmislerdir. Yaptigimiz calismadan farkli olarak Afshari ve
ark. (2016) ve Maurya ve ark. (2019) ile terbinafin i¢in yiiksek MiK araliklari ile
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MIK 5o degeri 2 pg/ml ve MIK g9 degeri 4 pg/ml olan aym yiiksek MIK

degerlerini bildirmislerdir.

Calismamizda bulunan 24 adet T. mentagrophytes izolatina yapilan
antifungal duyarlilik degerlendirmesinde Amfoterisin B i¢in i¢in MIK aralig
0,015-4 p g/ml’dir. MIK 5o degeri 1 pg/ml ve MIK ¢ degeri 2 pg/ml olarak
bulunmustur. Yenisehirli ve ark. (2013), 49 adet T. mentagrophytes izolatiyla
yaptiklar1 ¢alismada Amfoterisin B i¢in i¢in MIK araligin1 0,03-2 pg/ml, MiK 5o
degerini 0,125 pg/ml ve MIK g9 degerini 0,5 pug /ml olarak rapor ederken, Badali
ve ark. (2015) 13 adet T. mentagrophytes izolatinda Amfoterisin B i¢in MIK
araligim 0,03-2 pg/ml ve bizin ¢alismamizla benzer sekilde MIK sy degerini 1
ng/ml ve MIK ¢y degerini 2 pg/ml bulmuslardir. Khuruna ve ark. (2018), 64 adet
T. mentagrophytes susuyla yaptign calismada Amfoterisin B icin MiK araliginin
0,25-1 pg/ml olarak, MIK 5, ve MIK g degerini 0,5 pg/ml olarak bulduklarini
bildirmislerdir.

Calismamizda T. mentagrophytes suslarmin itrakonazol icin MIK aralig
<0,015-2 p g/ml’dir. MIK 5o degeri 0.06 pg/ml ve MIK oo degeri 0,25 pg/ml
olarak saptanmistir. Shaw ve ark. (2020) 498 susla yaptiklar1 c¢alismadaki
itrakonazol i¢in antifungal duyarlilik degerlerini bizim c¢alismamizla hemen
hemen ayn1 (MIK aralig1 <0,015-2 pg/ml, MiK 500,06 pg/ml, MIK go 0,25 pg/ml)
ve diisiik bulurken, Badali ve ark. (2015) yaptigimiz ¢aligmadan farkli olarak
itrakonazol icin yiiksek MIK degerleri (MIK aralig1 0,5-16 pg/ml, MIK 5o 2
pg/ml, MIK g9 16 pg/ml) bildirmistir. Yine ¢calismamizla benzer sekilde Adimi ve
ark. (2013), Pathania ve ark. (2018) ve Yenisehirli ve ark. (2013)’nin yaptiklar

calismada itrakonazol i¢in diisiik MiK degerleri bulmuslardir.

Calisilan T. mentagrophytes suslarmin ketokonazol i¢in MIK aralig1 0,015-1
n g/ml, MiK 5o degeri 0,125 pg/ml ve MIK g degeri 0,5 pg/ml’dir. Sadeghi-Nejad
ve ark. (2017), Shaw ve ark. (2020) ve Yenisehirli ve ark. (2013)’nin ¢alismamiza
paralel sekilde ketakonazol icin diisiik MIK degerleri bildirirken, ¢alismamizla
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aksi yonde Adimi ve ark. (2013) ketakonazol icin yiiksek MIK degerleri (MIK
aralig1 0,0312-32 pug/ml, MiK 502 pg/ml, MiK g9 8 pg/ml) rapor etmislerdir.

T. mentagrophytes suslarinda terbinafin i¢in MIK araligin1 <0,015-0,125
pg/ml, MIK s degeri 0,03 pg/ml ve MIK go degeri 0,06 pg/ml olarak bulduk.
Buldugumuz degerler, Ataides ve ark. (2012), Badali ve ark. (2015), Carrillo-
Munoz ark. (2013), ve Yenisehirli ve ark. (2013)’min yapmis olduklar
calismalarla uyumludur. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak Adimi ve ark. (2013)
ve Shaw ve ark. (2020) ve terbinafin igin yiiksek MIK araliklar1 bildirmislerdir.

Dhaygude (2019)’nin 35 dermatofit izolatiyla yaptig1 antifungal duyarlilik
calismasinda T. mentagrophytes suslari igin hem itrakonazol hem de ketakonazol

i¢in diisiik MIK araliklar1 buldugunu rapor etmistir.

Maurya ve ark. (2019)’nin 31 adet T. mentagrophytes susuyla yaptigi
antifungal duyarlilik ¢alismasinda itrakonazoliin MIK araligin1 0,03-0,25 pg/ml
bulmuslardir. Ketakonazol de itrakonazol gibi diisiik MIK degerleri iiretmisken
terbinafin icin 0,03-16 pg/ml arasinda degisen daha yiiksek MIK degerleri
bildirmislerdir.

Moreno-Sabater ve ark. (2022)’nin yaptiklar1 ¢ok merkezli bir calismada
terbinafin direnci olan bir T. mentagrophytes susu bulduklarini bildirmislerdir.

Calismamizda bulunan 8 adet M. canis susunun antifungal duyarlilik
degerlendirmesinde Amfoterisn B i¢in MIK araligi 0,25-1 pg/ml, MIK sy degeri
0,5 pg/ml ve MIK g9 degeri 1 pg /ml’dir. Altinbas ve ark. (2019) 9 adet M. canis
susuyla yaptiklar1 antifingal duyarlilk calismasinda ¢alismamizdaki MIK
degerlerine benzer sekilde Amfoterisn B i¢in MIK araligin1 0,25-2 pg/ml, MiK s
degerini ve MIK gy degerini 2 pg /ml olarak bulmuslardir.
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M. canis izolatlarinin antifungal duyarlilik degerlendirmesinde itrakonazol
icin MIK araligin1 0,015-0,25 pg/ml, MIK s degeri 0,03 pg/ml ve MIK g degeri
0,125 pg/ml olarak bulduk. Altinbas ve ark. (2019), Ansari ve ark (2015), Baghi
ve ark. (2016) ve Brilhante ve ark. (2005) calismamizla uyumlu sekilde
itrakonazol i¢in diisik MIK degerleri bulmuslardir. Afshari ve ark. (2016)
itrakonazol igin MIK araliklar1 0,0313-16 pg/ml olan yiiksek MIK degerlerini
bildirmislerdir.

M. canis suslarinin ketokonazol icin MIK aralig1 0,015-0,5 pg/ml, MiKsz
degeri 0,06 pg/ml ve MIK o9 degeri 0,25 pg/ml’dir. Altinbas ve ark. (2019),
yaptiklar1 calismada ketakonazoliin MIK araliklarini itrakonazolle aym degerde
bulmuslardir. Brilhante ve ark. (2005) ise ketakonazoliin MIK sonugclarmni
calismamiza benzer sekilde diisiik bulduklarini bildirmislerdir. Afshari ve ark.
(2016) ketakonazoliin MiK araliklarini, MIK s ve MIK go degerini itrakonazolle

ayn1 ve bizim ¢aligmamiza oran yiiksek bulmuslardir.

M. canis suslarinda terbinafin icin MIK araligini <0,015-0,03 pg/ml, MIK s
degeri 0,015 pg/ml ve MIK ¢y degeri 0,03 pg/ml olarak bulduk. Ansari ve ark.
(2015) calismamizla uyumlu olarak terbinafinin MIK araligin1 <0,02-0,06 pg/ml,
MIK 50 degeri 0,008 pg/ml ve MIK ¢y degeri 0,03 pg/ml olarak bulduklarmi
bildirmislerdir. Altinbas ve ark. (2019) ve Baghi ve ark. (2016) terbinafin i¢in
diisiik MIK degerleri rapor etmislerdir. Afshari ve ark. (2016) terbinafin igin
bizim ¢aligmamiza gore yiiksek MIK araligi (0,03-16 pg/ml) bildirmislerdir.

Aneke ve ark. (2021), insan ve hayvanlardan izole ettikleri 100 adet M.
canis susunun antifungal duyarliliklarim incelemislerdir. Itrakonazol icin MIK
araligini 0,03-8 pg/ml, MiKso degerini 1 pg/ml ve MIK g9 deerini 4 pg/ml,
Ketokonazol i¢in MIK araligini 0,08-4 pug/ml, MiKsg degerini 0,5 pg/ml ve MiKgg
degerini 1pg/ml, Terbinafin i¢in MIK araligmi 0,08-0,5pg/ml, MIKso degerini
0,03 pg/ml ve MIK g9 degerini 0,25 pg/ml bulmuslar ve terbinafinin en yiiksek
antifungal aktiviteye sahip oldugunu ve tedavide en etkili secenek oldugunu
bildirmislerdir.
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Dermatofitler i¢in antifungal duyarlilik testlerinin yapilmasi, uygun tedavi

secimi ve direng gelisiminin takibi bakimindan énem arz etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada 15 adet M. canis, 23 adet T. mentagrophytes ve 45 adet T.
rubrum olmak tizere 82 dermatofit susu hem konvansiyonel yontemlerle hem

de MALDI-TOF MS yontemiyle identifiye edilmistir.

Dermatofit tanimlanmasinda geleneksel yontemlerle MALDI-TOF MS

yontemi karsilagtirilmistir.

Dermatofitlerin tanimlanmasindaki konvansiyonel yontemler, zahmetli ve

zaman alic1 olup tecriibe gerektirir.

Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometrisi
(MALDI-TOF MS) hizli, giivenilir ve yenilik¢i bir teknolojidir. Dakikalar
icinde tiir tanimlamasi yapar. Caligma sonucu dermatofitlerin hizli ve
giivenilir tanimlanmasi igin MALDI-TOF MS sisteminin 6nemli ve yararli
oldugu goriilmiistiir. Kiiltiir yontemi halen altin standart olmasina ragmen
MALDI-TOF MS sistemi konvansiyonel yontemlerin oldukca faydali bir

tamamlayicisidir.

MALDI-TOF MS yontemindeki esas sinirlama, ticari tanimlama sistemlerinin
referans spektrum kiitiiphanelerindeki dermatofit tiirlerinin yetersiz temsil
edilmesidir. Kiitiiphanede bulunan spektrumlarin sayis1 ve kalitesi, standart
suslarin  spektrumlarinin sistemdeki veri kiitliphanesine eklenerek veri
tabanlarindaki tiirlerin sayis1 arttirilabilir. Genisletilmis kiitiiphanelerle
yapilan tanimlama oranlar ticari kiitiiphanelerle yapilan tanimlamalara gore

oldukga yiiksektir.

Calismamizda dermatofitlerin tiir diizeyinde tanimlama 12 susla, %14,6

oraninda, cins diizeyinde 37 susla %45,1°dir. MALDI TOF MS ydnteminde
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izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasinda >2’den >1,7’ye diisiiriildiglinde 49
susla 9%59,7, cins diizeyinde tanimlama >1,7’den >1,5’e diisiiriildiiglinde

9686,5 olmaktadir.

Uretici tarafindan 6nerilen spektral esik puanlarmin kullanilmasi, cins ve tiir
seviyelerinde mantarlarin nispeten zayif tanimlanmasina neden olur. MALDI-
TOF MS esik puan degerinin tiir diizeyinde tanimlama igin 2,0'dan 1,7'ye,
cins diizeyinde tanimlama i¢in 1,7°den 1,5’e¢ diisliriilmesi tanimlama

oranlarimni 6nemli dl¢lide artiracigi diistinilmektedir.

Calismamizda 8 adet M. canis, 24 adet T. mentagrophytes ve 18 adet T.
rubrum olmak tizere 50 dermatofit izolatinin amfoterisin B, itrakonazol,
ketakonazol ve terbinafin i¢in antifungal duyarlilik testi sivi mikrodiliisyon

yontemiyle calisilmistir.

Dermatofit izolatlarinin tiimiiniin antifungal duyarlilik sonuglar1 CLSI M38-

A3’de bildirilen sonuglarla uyumlu ve diisiik bulunmustur.

Calismamizda direncli susa rastlanmamuistir.

Terbinafin calisilan tiim dermatofit tiirleri i¢in antifungal duyarlilikta en

uygun segenek olarak bulunmustur.
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OZET

Dermatofitlerin Konvansiyonel ve MALDI-TOF Yontemleriyle
Tanimmlanmalar1 ve Sivi Mikrodilusyon Yontemi ile Antifungal Duyarhhlik Profilleri

Dermatofitler, insan ve hayvanlarda deri, tirnak ve killarm stratum corneum
tabakasina yerleserek ylizeyel keratinize dokularini infekte eden kiif mantarlaridir.
Dermatofitlerin  tiir ~ diizeyinde identifikasyonlar1  konvansiyonel ydntemlerle
yapilmaktadir. Dermatofitlerin tanimlanmalarinda kullanilan klasik mikolojik yontemler
olan morfolojik ve fizyolojik testler uzun zaman almaktadir. Matriks Aracili Lazer
Dezorbsiyon Iyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi (Matrix-Assisted Laser
Desorbtion/lonization Time-of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS)
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan hizl ve yeni bir yontemdir. Antifungal
duyarlilik testleri ise bir antifungal ajanin belli bir mantar tiirine karsi in-vitro
etkinligini saptamak amaciyla uygulanmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda, dermatofitlerin
geleneksel yontemler ve MALDI-TOF MS yontemiyle identifikasyonu ve antifungal
duyarlilik profillerinin incelenmesi amaglanmaistir.

Bu kapsamda incelenen 82 dermatofit izolatinin konvansiyonel tanimlamasi
yapilmistir. 15 adet M. canis, 23 adet T. mentagrophytes ve 45 adet T. rubrum koékeni
yeniden identifiye edilmistir ve bu dermatofit izolatlarmin timii MALDI-TOF MS
yontemiyle de dogrulanmustir. Ayrica 50 dermatofit susunun sivi mikrodiliisyon
yontemiyle CLSI M38-A3’e gore amfoterisin B, itrakonazol, ketokonazol ve terbinafin
icin antifungal duyarliliklar1 incelenmistir. Antifungal duyarlilik ¢aligsmasi yapilan 8 adet
M. canis susunun MIK araliklar1 Amfoterisin B i¢in 0,25-1, Itrakonazol i¢in 0,015-0,25,
Ketokonazol i¢in 0,015-0,5 ve Terbinafin i¢in <0,015-0,03, 24 adet T. mentagrophytes
susunun MIK araliklari Amfoterisin B igin 0,015-4, Itrakonazol i¢in <0,015-2,
Ketokonazol i¢in 0,015-1 ve Terbinafin i¢in <0,015-0,12518 adet T. rubrum susunun
MIK araliklar1 Amfoterisin B i¢in 0,25-1 Itrakonazol i¢in 0,015-0,125, Ketokonazol i¢in
0,015-0,5 ve Terbinafin igin <0,015-0,06 olarak bulunmustur.

Klinik tani agisindan 6nemli ve yenilikgi bir teknoloji olan MALDI-TOF MS
yontemi, dermatofitlerin rutin laboratuarlarda hizli ve dogru tanimlanmalar igin

konvansiyonel yontemlerle birlikte kullanilmalidir.

Anahtar Sozciikler: Antifungal Duyarlilik Testleri, Dermatofit, Konvansiyonel
yontemler, MALDI-TOF MS.
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SUMMARY

Identification of Dermatophytes by Conventional and MALDI-TOF Methods
and Antifungal Susceptibility Profiles by Liquid Microdilution Method

Dermatophytes are mold fungi that settle in the stratum corneum layer of the skin,
nails and hair of humans and animals and infect the superficial keratinized tissues.
Identification of dermatophytes at the species level is done by conventional methods.
Morphological and physiological tests, which are classical mycological methods used in
the identification of dermatophytes, take a long time. MALDI-TOF MS (Matriks assisted
laser desorption ionization time of flight mass spectrometry) is a new and fast method for
identification of microorganisms. Antifungal susceptibility tests are conducted to
determine the in-vitro efficacy of an antifungal agent against a particular fungal strain. In
this thesis, it is aimed to identify dermatophytes by traditional methods and MALDI-TOF
MS method and to examine their antifungal susceptibility profiles.

In this context, conventional identification of 82 dermatophyte isolates examined
was made. 15 M. canis, 23 T. mentagrophytes and 45 T. rubrum strains were reidentified
and all of these dermatophyte isolates were also confirmed by MALDI-TOF MS method.
In addition, antifungal susceptibilities of 50 dermatophyte strains were investigated for
Amphotericin B, itraconazole, ketoconazole and terbinafine according to CLSI M38-A3
by broth microdilution method. MIC ranges of 8 M. canis strains for which antifungal
susceptibility studies were performed, 0.25-1 for Amphotericin B, 0.015-0.25 for
Itraconazole, 0.015-0.5 for Ketoconazole and <0.015-0.03 for Terbinafine, MIC ranges of
24 T. mentagrophytes strains 0.015 for Amphotericin B -4, MIC ranges of <0.015-2 for
Itraconazole, 0.015-1 for Ketoconazole and <0.015-0.12518 for Terbinafine strains of T.
rubrum 0.25-1 for Amphotericin B 0.015-0.125 for Itraconazole, 0.015-0.5 for
Ketoconazole and <0.05 for Terbinafine It was found to be 0.015-0.06.

The MALDI-TOF MS method, which is an important and innovative technology in

terms of clinical diagnosis, should be used together with conventional methods for rapid
and accurate identification of dermatophytes in routine laboratories.

Keywords: Antifungal Susceptibility Tests, Conventional methods, Dermatophyte,
MALDI-TOF MS,
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