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Ozet

Dermatofit enfeksiyonlarinda etkenin dogru ve hizli tanimlanmasi hasta y6netimi ve uygun tedavilerin
planlanmasi igin anahtar roller Gstlenir. Direkt inceleme, Wood lambasi, mikroskopi, kiltir, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), PCR sonrasi tanimlama yontemleri, matris yardimh lazer desorpsiyon/iyonizasyon-ugus
suresi kltle spektrometresi (MALDI-TOF MS) ve genetik analizler dermatofitlerin tanisinda kullanilan temel
tanisal yaklasimlardir. Bu yéntemlerin her birinin belirli avantaj ve dezavantajlari bulunmakta olup, klinik
taninin duyarhhdini artirmak icin yeni hedefler Uzerindeki calismalar da devam etmektedir. Dermatofit
lezyonlarinin direkt incelemesi (dermoskopik bulgular) non-invaziv ve hizli sonug sunmasina ragmen etkeni
tanimlamada yetersiz kalmasi bu yaklasimin en 6nemli dezavantajidir. Wood lambasi da benzer sekilde non-
invaziv, distk maliyetli ve hizli bir tani yontemi iken, tim dermatofit turlerinin floresans vermemesi 6nemli
bir dezavantajdir. Mikroskobik degerlendirmelerde tiir ve cins spesifik (unique) 06zellikler incelenerek
dermatofitler tanimlanabilirken, bu yaklasimda deneyimli personel ve 6zel ekipman varligina gereksinim
duyulmaktadir. Distik maliyetli olmasi ve kisa slirede sonug vermesi mikroskopinin avantajlari iken, 610 ve
canli funguslar arasinda ayrim yapamamasl en onemli kisithligidir. Kiltir yontemleri; distk maliyetli,
uygulamasi kolay ve tlrler arasi ayinm yapabilen didger tani yontemleri olup, uzmanlik gerektiren tanimlama
prosedurleri, saprofit mantarlarla kontaminasyon olasilii ve ginleri, haftalari bulan sonug alma siiresi gibi
belirli dezavantajlara sahiptir. Nikleik asit temelli molekiler yéntemler; klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda,
mantarlarin hizli ve spesifik tanimlanmasinin yani sira etiyolojik ajanin dogrudan klinik 6rnekten saptanmasi
icin de giderek daha yaygin olarak kullaniimaktadir. PCR yilksek duyarliligi ve tlrler arasi ayirim yapabilmesi
ile en sik tercih edilen molekiler ydntem olup, konvansiyonel PCR sonrasi PCR-ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ve PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) temelli ileri tani protokolleri
tanimlanmistir. Dermatofitoz tanisinda PCR yénteminin real-time PCR, nested-PCR, multipleks PCR gibi farkl
modifikasyonlari tanimlanmis, bu protokoller ile duyarlilik arttirilirken, kontaminasyon riski azaltiimis ve birden
cok etkenin ayni anda tanimlanabilmesi mimkuin olmustur. Kisa stirede sonug verebilen PCR temelli testler ve
tlr dizeyinde tanimlamada altin standart yaklasim olan spesifik gen bdlgelerinin dizi analizi gibi molektler
temelli yontemlerin 61U ve canh funguslar ayirt edememesi klinik degerlendirmeler igin 6nemli bir dezavantaj
olarak karsimiza gikmaktadir. Bir diger hizli tani yontemi olan ELISA ile fungal yapilara karsi gelisen antikorlarin
arastiriimasi; ylksek spesifiteye sahip bir yaklasim olmasina ragmen, gegcirilmis enfeksiyonlarla iliskili yanlis
pozitif sonuglar, yontemin klinik duyarhhdini azaltmaktadir. Kullanimi giderek yayginlasan MALDI-TOF MS ise
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geleneksel ve molekiller yéntemlere alternatif olarak gelistirilen yeni bir tanimlama ydntemi olup; ylksek
duyarlihdi, dakikalar ve saatler igerisinde sonug verebilmesi ve is ylUkl gereksiniminin azhidi gibi avantajlara
sahiptir. MALDI-TOF MS y6ntemi dermatofit tiirleri arasinda cins ve tir dlizeyinde ayrim yapabilmekle beraber,
referans kutlphanesinin genisligi ve kapsami ile ilgili sorunlar yontemin tanimlama giclnin en 6nemli
kisitlayic faktorleri olarak karsimiza gikmaktadir. Dermatofit tanisinda kullanilan gesitli tani yontemlerinin her
birinin belirli avantaj ve dezavantajlari ile ilgili dederlendirmeler genis bir skalada yer alirken, klinik
laboratuvarlarin kendi bélgesel kosullarinda hangi yontemin en uygun olduguna karar vermesi 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Dermatofit, insan enfeksiyonlari, Siniflandirma, Tani.

Abstract

Accurate and rapid identification of the causative agent in dermatophyte infections plays a key role in
patient management and planning of appropriate treatments. Direct examination, Wood's lamp, microscopy,
culture, polymerase chain reaction (PCR), post-PCR identification methods, matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and genetic analyzes are the basic
diagnostic approaches used in the diagnosis of dermatophytes. Each of these methods has certain advantages
and disadvantages, and studies on new targets are continuing to increase the sensitivity of clinical diagnosis.
Although direct examination of dermatophyte lesions (dermoscopic findings) provides non-invasive and rapid
results, the inadequacy of identifying the causative agent is the most important disadvantage of this approach.
While the Wood's lamp is similarly a non-invasive, low-cost, and fast diagnostic method, it is a significant
disadvantage that not all dermatophyte species fluoresce. In microscopic evaluations, dermatophytes can be
identified by examining species and genus specific (unique) characteristics, but this approach requires
experienced personnel and special equipment. Low cost and quick results are the advantages of microscopy,
while its inability to distinguish between dead and live fungi is its most important limitation. Culture methods
are low-cost, easy-to-apply and other diagnostic methods that can distinguish between species, and have
certain disadvantages such as specialized identification procedures, possibility of contamination with
saprophytic fungi, and results in days to weeks. Nucleic acid-based molecular methods are widely used in the
clinical microbiology laboratory for the rapid and specific identification of fungi, as well as for the detection of
the etiologic agent directly from the clinical sample. PCR has become the most preferred molecular method
with its high sensitivity and ability to distinguish between species, also advanced diagnostic protocols based
on PCR-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) and PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) after conventional PCR have been defined. Different modifications of the PCR method such as
real-time PCR, nested-PCR, multiplex PCR have been defined in the diagnosis of dermatophytosis, with these
protocols, sensitivity has been increased, contamination risk has been reduced, and simultaneous identification
of multiple pathogens has been possible. The inability of molecular-based methods such as PCR-based tests,
which can give results in a short time, and sequence analysis of specific gene regions, which is the gold
standard approach for species-level identification, to distinguish dead and living fungi, is an important
disadvantage for clinical evaluations. Although investigating antibodies against fungal structures with ELISA,
another rapid diagnostic method, is a highly specific approach, false positive results associated with previous
infections reduce the clinical sensitivity of the method. MALDI-TOF MS, which is increasingly used, is a new
identification method developed as an alternative to traditional and molecular methods, and has advantages
such as high sensitivity, results in minutes and hours, and low workload requirement. The MALDI-TOF MS
method can distinguish between dermatophyte species at the genus and species level, but problems with the
size and scope of the reference library are the most important limiting factors for the descriptive power of the
method. While evaluations of the specific advantages and disadvantages of each of the various diagnostic
methods used in the diagnosis of dermatophytes take place on a wide scale, it is important for clinical
laboratories to decide which method is most appropriate in their own regional conditions.

Keywords: Dermatophyte, Human infections, Classification, Diagnosis.

Giris genelinde yaygin olan fungal patojenlerdir [1,2].
Dermatofitler; cilt, sa¢ ve tirnaklarda gelisen Bu etkenlerin neden oldugu ve baslica dermal
enfeksiyonlarin gogundan sorumlu olan ve diinya inflamatuar yanit ile iligkili olan yogun kasinti ve
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kozmetik sekil bozuklugu ile seyreden hastaliklar
ise dermatofitoz olarak tanimlanir [2,3]. Kiside
yasam boyu dermatofitoz gelisme riski diinya
genelinde %10-20 olarak tahmin edilmekte olup,
dermatofitozlarin en yaygin olan formu ise ayak
enfeksiyonlaridir [1,4,5]. Dermatofit vakalarinin
6nemli bir kismi gelismekte olan (lkelerde
meydana gelirken, bu Ulkelerde vyerlesik
poplilasyonlarin ayni zamanda saglik hizmetlerine
erismekte zorluklar yasiyor olmasi, dermatofit
enfeksiyonlari ile iliskili olumsuz sonuglar
artirmaktadir [1,3].

Cesitli klinik hastaliklar ile benzer &zellikler
gOsterebildigi icin birgok dermatofitoz formunun
klinik olarak diger cilt hastaliklarindan ayirt
edilmesi bazi guglikler igerir [1,3]. Yanhs tani,
dermatofit neden oldugu klinik
hastaliklarin ayirici tanisindaki yetersizliklerden
kaynaklanabilecedi gibi, nadir gorilen veya atipik
bulgularla ortaya c¢lkan enfeksiyonlar ve
enfeksiyon etkeni dermatofit tirindn laboratuvar
tanisinin eksik veya hatali yapilmasi yaygin
karsilagilan  diger olasiliklardir [1,6,7]. Bu
durumlarla iliskili olarak gec¢ tani alan hastalarda
ozellikle de badisikligi baskilanmis hastalarda,
dermatofit enfeksiyonlari ile iliskili lezyonlar daha
genis alanlara yayilabilmekte ve derin dokulara

tlrlerinin

ilerleyerek invaziv ve dissemine dermatofitozlar
gibi ciddi klinik sonuglara yol agabilmektedir [1,6].

Microsporum sp.; yogun ve
cok septali mekik goriinimli
makrokonidyalar, az sayida
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Epidermophyton tiirleri.; yogun
ve ¢ok septall makrokonidyalar

Bu derleme makalede insan enfeksiyonlari ile
iliskili dermatofit tirlerinin gtincel siniflandirmasi,
temel karakteristikleri ve tani ydntemlerindeki
gelismeler ele alinmistir.

Yapisal Ozellikler ve Siniflandirma

Dermatofitler septali-hiyalin hifler ve spor
(konidia) Uretebilen ipliksi kiflerdir ve esas olarak
miselyumdan olusurlar [1,8]. Miselyum yapilari,
hif olarak bilinen mantar tibller yapilarinin
birlesmesinden olusur ve besin emilimi, spor
olusumu ve 1sik, sicaklik ve besin maddelerinin
gevresel olarak algilanmasi gibi fizyolojik islevleri
yerine getirir [1].

Dermatofitler tlire ve cevre kosullarina bagh
olarak farkli tipte eseysiz (asexual) sporlar olan
konidyumlar olustururlar [1,9]. Makrokonidyum
(100 um’ye ulasan biytklikte ve cok bolmeli),
mikrokonidyum (klglk, tek hicreli) ve hiflerin
bulasici parcalari olan artrokonidyum yapilari bu
eseysiz sporlarin bilinen érnekleridir [1,9] (Sekil
1). Makrokonidyalarin enerji kaynagi olmalari
yaninda konakgl  disi
ortamlarda uzun 6murlld olmasina yardimci oldugu
distnldlmektedir [1]. Enfeksiyonun duyarh
kisilere bulasinda ve dokulara yayilmasinda etkili
olan artrokonidyumlarin diger sporlardan farkli
olarak kultar ve dodal ortam disinda dermatofit
lezyonlarinda da Uretildigi gosterilmistir [9].

dermatofit tdrlerinin
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~mikrokonidyalar, az sayida
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Sekil 1. Tibbi 6nemi olan bazi dermatofit tlrlerinin kiltlir ortamindaki morfolojik 6zellikleri (Resim ve

gizimler Dr. Fatih SAHINER'in

arsivinden alinmis ve izni ile kullaniimistir).
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Fungal izolatlar gecmis dénemde geleneksel
yaklasimlarla morfolojik 6zellikleri ve neden
olduklari klinik hastaliklara gbére tanimlanirken,
gunimizde kullanilan molekller teknikler ve
genetik tani alanlarindaki son gelismelerin de

yardimiyla ¢gesitli mantar tlrleri  yeniden
siniflandiriimis ve insan enfeksiyonlari ile iliskili
bazi mantar tirlerinin isimlendirilmesi ve

taksonomisinde oOnemli dedisiklikler olmustur
[1,10,11]. Bu degdisiklikler, klinik veri tabanlarini
ve belirli teshis tekniklerini dedistirecek sekilde
birgok dermatofit cinsini de etkilemistir [1,12,13].
Ornedin, gecmiste mantar tirleri eseyli form
(teleomorf) ve eseysiz form (anamorf) icin farkl
adlarla iki ayr tir olarak isimlendirilmekte iken;
gunimiizde teleomorf (Eumycota) ve anamorf

Arthrodermataceae (family-aile)

[ - _ Arthroderma

<

‘ Paraphyton
= Lophophyton

(Deuteromycota) isimler birlestirilmis ve fungal
tlrlerin tanimlanmasi igin “tek mantar = tek isim”
sistemi ortaya c¢ikmistir [1,14]. GUnUmuizdeki
gecerli siniflandirmaya goére dermatofit tlrG
mantarlar; Ascomycota subesi, Eurotiomycetes
sinifi, Onygenales takimi ve Arthrodermataceae
ailesinde yer alirlar [1,13,15].

Arthrodermataceae Uyelerinin ribozomal DNA
(rDNA), ITS (internal transcribed spacer), parsiyel
LSU (large nuclear ribosomal subunit), ribozomal
60S proteini ve B-tubulin ve translasyon uzama
faktort 3 fragmanlarn igin dizilenmesi sonrasi
dermatofitler; Arthroderma, Epidermophyton,
Lophophyton, Microsporum, Nannizzia,
Paraphyton ve Trichophyton olmak Uzere vyedi
cinste siniflandiriimistir (Sekil 2) [13].

- . Trichophyton T. equinum T. rubrum

T. indotineae T. schoenleinii

T. interdigitale T. tonsurans

T. mentagrophytes T. verrucosum

T. violaceum

. Epidermophyton Z
E. floccosum

E. floccc
. Nannizzia

N. gypsea, N. persicolor

mmunol 2023; 4(2)

‘ Microsporum

Atilan K. J Mc
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Sekil 2. Arthrodermataceae tirlerinin ITS (internal transcribed spacer), kismi LSU (large nuclear ribosomal
subunit), TUB (beta-tubulin) ve 60S L10 dizilerine dayanan maksimum olasilikli filogenetik agag gorinimu ve
insan enfeksiyonlari ile iliskili 6nemli tirler ([13] nolu referans temel alinarak olusturulmustur), (Cizim Dr.

Fatih SAHINER'in

Dermatofitler yasam alanlarina gore ise (g
farkli gruba ayrilirlar; antropofilik (insanlarda
bulunan), zoofilik (hayvanlarda
jeofilik (cevrede yasayan) tirler [1,13]. Gruplar
arasindaki ayirim, tdrlerin tercih ettikleri yasam
alanlarini degistirerek belirli konakgilara uyum
saglamalari durumunda karmasik olabilmektedir
[1]. Insanlarda dermatofitoz vakalarinin gogu
antropofilik tarlerle iligkili iken, zoofilik tarler de
insan enfeksiyonlarina neden olabilmektedir
(zoonotik dermatofitozlar) [1].

bulunan) ve

arsivinden alinmis ve izni ile kullanilmistir).

Insan patojenleri olarak baslica Trichophyton,
Microsporum ve Epidermophyton cinslerinde yer
alan turler ile bazi Nannizzia tirleri raporlanmistir
(Tablo 1) [3]. Trichophyton ve Microsporum
cinslerinde yer alan insan enfeksiyonlari ile iliskili
bazi tdrler ayni zamanda zoofilik o6zellikler de
sergilemektedir (zooantropofilik) [3]. Nannizzia
cinsi dermatofitler ise temelde jeofilik mantarlar
olmalarina karsin insanlari ve hayvanlari enfekte
edebilmektedir [3]. Insan enfeksiyonlarina neden
olma potansiyeline sahip oldugu dederlendirilen
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tlr sayisinin 40'tan fazla oldugu belirlenmistir [1].
Dermatofitoz epidemiyolojisinde zaman igerisinde
dikkate deger bazi degisiklikler de gbzlenmektedir.
Trichophyton mentagrophytes kompleksinin diger
turlerinden terbinafine direng goéstermeye daha

yatkin olmasi nedeniyle hizli tanimlama gerekliligi
olan ve yeni ortaya cikan bir patojen olarak
Trichophyton indotineae tirinun son vyillarda
Hindistan'dan Avrupa'ya yayilmasi bu durumun
bir 6rnegidir [16].

Tablo 1. Dermatofit tlirlerinin siniflandirmasi ve insan enfeksiyonlari ile iligkili tirler [1,13,16-20]

Ascomycota (phylum, sube) > Eurotiomycetes (class, sinif) > Onygenales (order, takim) > Arthrodermataceae (family, aile)

Aile Cins Tar
Arthrodermataceae Arthroderma
Epidermophyton E. floccosum
Lophophyton
Microsporum M. audouinii
M. canis
M. praecox
Nannizzia N. gypsea
N. persicolor
Paraphyton
Trichophyton T. equinum
T. indotineae
T. interdigitale
T. mentagrophytes
T. rubrum
T. schoenleinii
T. tonsurans
T. verrucosum
T. violaceum

Dermatofit Enfeksiyonlari

Dermatofitler, insan ve hayvanlarda sag, deri,
tirnak, tliy ve kil yapilari dahil
keratinize dokulari ve doku eklerini enfekte eden
mantar grubu igin kullanilan genel bir tanimdir
[1,2]. Bu mantarlar genel olarak ¢gevrede serbest
olarak vyasarlar, kosullar altinda
insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlara neden
olabilirler [1,8]. Bazi dermatofit turleri insanlarda
belirli viicut bélgelerinde daha sik enfeksiyonlara
neden olma egilimi gosterir. Ayaklarda gelisen
dermatofit enfeksiyonu tinea pedis (atlet ayadi)
olarak adlandirilir ve etken siklikla Trichophyton
[1] Lokalize dermatofitozun dider
formlari arasinda tinea capitis (kafa derisi
enfeksiyonu), tinea unguium (tirnak enfeksiyonu,
onikomikoz), tinea barbae (sakal enfeksiyonu),

olmak Uzere

ancak belirli

rubrum’dur.

tinea faciei (yluz enfeksiyonu), tinea corporis
(vicut enfeksiyonu), tinea manuum (el
enfeksiyonu) ve tinea cruris (kasik bélgesi

Insan enfeksiyonlari

Antropofilik +

Antropofilik
Zoofilik
Jeofilik
Jeofilik
Zoofilik

+ + + + +

Zoofilik
Antropofilik
Antropofilik
Zoofilik
Antropofilik
Antropofilik
Antropofilik
Zoofilik
Antropofilik

+ 4+ + + + + o+ ++

enfeksiyonu) yer almaktadir [1,6] (Sekil 3). Bu
enfeksiyonlarin dagilimi cografi ve sosyoekonomik
faktorlere goére dedisebilmekte olup, gelismis
Ulkelerde tinea pedis ve gelismekte olan llkelerde
tinea capitis daha sik goralir [1]. Tinea unguium
yasli hastalarda, tinea capitis ise ¢cocuklarda daha
sik raporlanmaktadir [1,6].

Dermatofit artrokonidia adi
verilen mantarin enfeksiydz kisimlarinin keratinize
dokulara yapismasi ile bagslar. Artrokonidia ilk
temastan sonra 2 ila 6 saat igerisinde epidermise
yapisir ve stratum korneum'da filizlenmeye baslar
(Sekil 3). Filizlenme basladiginda bu sporlar
epidermisin ilk tabakasi olan stratum korneuma
nifuz edebilen germ tipleri gelistirir. Dermatofit
keratini parcaladikga enfeksiyon bdlgesindeki pH
daha bazik hale gelir ve bu durum mantar
proteazlarinin aktivitesine yardimci olur. Mantar
hifleri blylimeye devam ederek keratinize
dokulari invaze eder ve enfeksiyondan sonraki

enfeksiyonu
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yedi gln icinde artrokonidia Gretmeye baslarlar,
bu da mantarin konakginin diger anatomik
bélgelerine ve diger konakgilara yayillmasina ve
ayrica cevreyi kontamine etmesine neden olur
[1]. Normal kosullarda artrokonidyalar saghkh
dokulari istila edemezler, konakgl badisiklik
sistemi mantarlarin saghkh epidermisi enfekte
etmesini engeller. Bu nedenle, enfeksiyon
gelisebilmesi igin tipik olarak predispozan
faktorlerin mevcudiyeti gereklidir. Enfeksiyon igin
yaygin predispozan faktorler arasinda; geng yas,
badisikhdin baskilanmasi, beslenme yetersizligi,
cilt  bitinliginin bozulmasi, yiksek c¢evre
sicakligi ve/veya nem yer alir [1]. Dermatofitler
derinin canli olmayan Kkeratinize tabakasinda
(stratum  corneum) filizlendiginde  mantar
metabolitleri, enfeksiyon bdlgesinde inflamatuar

reaksiyona neden olur. Inflamasyon, merkezde
iyilesme ve periferde klasik halka seklindeki
lezyondan sorumlu papdlller ile dairesel bir
goériinime neden olacak sekilde patojenin
enfeksiyon bélgesinden uzaklasmasina ve dokuda
yayillmasina neden olur [8]. Stratum korneum'un
invazyonu; sulfit, keratinaz ve proteazlar gibi
farkh virlilans faktorlerinin Gretimi ile iliskilidir [8].
Dermatofitlerin neden oldugu derin kutan6z ve
subkutan enfeksiyonlar nadiren apse olusumu,
deri alti noddller, plaklar, papdller ve llserasyonla
sonuglanabilir ve bu durum genellikle badisikhdi
baskilanmis kisilerle sinirhdir. Bununla beraber
bilinen herhangi bir sistemik hastalik &ykusu
olmayan imminkompetan bireylerde de derin
dokulara yayilim gosteren enfeksiyon olgulari
raporlanmistir [21].

Tinea capitis; kafa derisi enfeksiyonu:
T. tonsurans, T. schoenleinii,

- e
i T. violaceum, M. audouinii, M. canis,
e o Artrokonidya o N. gypsea
formasyonu o
i Tinea faciei; yiiz enfeksiyonu:
e« Artrckonidya Hif geligimi ¢ T. rubrum, ’Ty{onsur?nsyV canis
adezyonu Germinasyon 3 2% et NN
- T. mentagrophytes, T. indotineae
o “
stratum » mannan, @ Tinea barbae, sakal enfeksiyonu: -
korneum beta-glukan @ T. mentagrophytes, T. verrucosum, =
= - o T. rubrum g
Stratum [ ) =l — 5
- O - - - &
2 ';’5‘;5: LD . - - - = = Tinea corporis; viicut enfekscyonu IS
& ganowm L ® @@ g @ & @@ *« ® = T. tonsurans, T. rubrum, M. audouinii,
E. ) ® ol e oo e o e oo o o M. canis, N. gypsea, T. indotineae
o] . 5
stratum ® & ® 9 @& ® o 9 ® 2 9 & @ %0 e ® % iniomatuar s Tinea manus; el enfeksiyonu:
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Sekil 3. Dermatofit enfeksiyonlarinin gelisim siireci ve konak immun yaniti: Dermatofitler normal kosullarda canl hicrelerde
ve inflamatuar alanlarda hayatta kalamazlar. Bu nedenle saglikl kisilerde cilt epitel hiicrelerini invaze etmezler. Dermatofit
sporlari, cilt travmasi yoluyla konakgiya bulastiktan sonra, derinin canli olmayan keratinize tabakasinda (stratum corneum)
filizlenebilir ve inflamatuar reaksiyonlara neden olurlar. Dermatofit enfeksiyonlari genellikle gesitli tiplerde ylzeysel kutanéz
mikozlar olarak ortaya gikarken, gok nadir durumlarda dermisin derinliklerine ulasarak invaziv enfeksiyonlara neden olurlar.
Keratinositler, dermatofit enfeksiyonlarina immiin yanitta ilk basamakta gérev alan hiicrelerdir ve fungisidal aktiviteye sahip

katelisidinler ve defensinler gibi antimikrobiyal peptitler salgilarlar. Mannan ve beta-glukan gibi

“patojenle iliskili molekuler

paternler” Langerhans hicreleri tarafindan taninir ve makrofajlar ve nétrofillerin enfeksiyon bélgesine gégi ve aktivasyonu
ile karakterize edilen Th1/Th17 yanitlar indtklenir. Tim bu slre¢ dermatofit enfeksiyonlarindaki patolojik degisikliklerin

temel mekanizmasini olusturmaktadir [1,8,16-19,22,23], (Cizim Dr. Fatih SAHINER'in

kullanilmistir).

Dermatofitozlarin Tanisi

Dermatofitoz tanisi, konvansiyonel olarak
direkt mikroskobik inceleme ve altin standart
yontem olan mikolojik kdaltir ile konulurken,

arsivinden alinmis ve izni ile

mikrokdltirler ve biyokimyasal testler gibi diger
tanimlama teknikleri de tanida kullaniimaktadir
[3]. Bu slre¢ uzmanlik ve 6zel tani protokoli
gerektirmekle beraber zaman alicidir [3]. Ayrica
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objektif ve subjektif faktdrlerden etkilenme de s6z
konusu olabilmektedir. Ornedin, test edilen
numunenin miktari, hastaya 6ornekleme o6ncesi
uygulanan tedaviler ve klinisyenin tecribesi tani
surecglerini etkileyebilmektedir. Bu nedenle hizli ve
kolay uygulanabilir yeni tani yéntemlerinin veya
protokollerinin gelistirilmesi son birkag dekattaki
birgok galismanin temel hedefi olmustur [3].

Dermatofitoz tanisinda kullanilan gincel
yontemler bes ana baslikta incelenebilir;
mikroskobik inceleme teknikleri, modifiye hizli
kaltar  teknikleri, matris yardimli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon-ugus suresi kutle
spektrometresi (MALDI-TOF MS; matrix-assisted
laser desorption/ionization-time of flight mass
spectrometry) teknigi, molekiler tani yéntemleri
ve lateral flow tabanl teknikler olmak lGzere [3,6].

Ornek toplanmasi

Numune alma islemi iyi tanimlanmis cilt
lezyonlarinin  kenarlarina yakin  bir
yapilmalidir, clnkl lezyonlarin merkezi didsuk
derecede canli veya cansiz materyal igerebilir.
Enfeksiyon bolgelerini kapsayacak sekilde cilt
lezyonlarindan deri
lezyonlarindan ise koparma veya "“Mackenzie”
firca teknigi kullanilarak 6rnek toplanabilir. Ayrica,
enfeksiyonun yeri ve siddetine bagh olarak tim
tirnak parcalari veya kazintilari 6rneklenebilir.
Testlerin duyarhihdi ve 6zgulliga klinik numune
tipine bagh olabilecedinden, hastadan toplanan
numunenin tipi toplanan materyalin hangi tani
yaklasimlari ile test edilecedini belirleyecektir [1].
Dermatofitozlarin laboratuvar tanisinin etkinligi
toplanan d6rneklerin kalitesine de baglidir [24].

yerden

kazima yontemi ile, sag

Test edilecek numuneleri toplarken g6z
onidnde bulundurulmasi gereken birkag 6nemli
Ozellik; (i) kontaminantlari uzaklastirmak igin
lezyon bolgesini %70 alkolle temizlemek, (ii)
O0rnek toplama isleminin tedaviye
baslamadan 6nce yapilmasi ve hasta halihazirda
topikal veya oral antifungal aliyor ise &rnek
toplamadan 6nce sirasiyla en az 15 gin veya 3 ay
streyle ilag aliminin veya uygulamasinin kesilmis
olmasi esastir. Deriden alinan 6érnekler, genellikle
lezyonlarin ilerleyen kenarindan steril dermal kiint
kiret (Brocq kureti), nester veya asl nesteri
(vaccinostyle) kullanilarak toplanan epidermal
materyalleri igermelidir. Tirnak &rnekleri ise,

sistemik

genellikle canli mantar hiflerinin bulundugu tirnak
yatagi alaninin yakinindan toplanir. Tani amagl
enfekte sac¢ 6rnedi toplanirken, tespit ve izolasyon
sansini artirmak igin sag folikllinin dahil edilmesi
Onemlidir. Bu nedenle saglar dip kismindan steril
forseps ile alinmali ve klipslenmemelidir [24].

Direkt inceleme (klinik muayene)

Dermoskopik bulgularin dederlendirilmesi ve
Wood lambasi altindaki goérinim dermatofit
enfeksiyonlarinin ~ tanisinda  basvurulan  ilk
basamak incelemelerdir [6]. Sa¢ ve tirnaklar
iceren lezyonlar da dahil olmak Uzere kutanéz
lezyonlari incelemek igin elle tutulan bir blylitme
aracinin kullanildigi dermoskopi, non-invaziv bir
yaklasim oldugundan hem teshis hem de tedavi
sirasinda enfeksiyonlarin izlenmesi igin kullanilir.
Bu teknigin dogrulugu biyuk olgide klinisyenin
becerilerine ve uzmanhgina badhdir. Dermoskopi
icin modern ilerlemeler, dermatolojik 6zelliklerin
g6zlemini gelistirmek igin polarize i1sik kaynaklari
kullanmay! ve goruntilenen alani bir mobil cihaza
baglamayi igerir [1].

Floresans incelemesi igin bir Wood lambasinin
kullanilmasi, dermatofitoz taramasi igin yaygin
kullanilan dider bir tani aracidir. Bu arag, aktif
dermatofit enfeksiyonunun cilt ve sag lizerindeki
floresansini saptamak igin 320 ile 400 nm
arasinda dedisen dalga boyunda UV isidi kullanir
[1]. Microsporum canis, Microsporum audouinii,
Microsporum
disortum, Nannizzia gypsea ve Trichophyton
schoenleinii'nin  Wood lambasi 1s1g1 altinda
floresans yaydigi goézlemlenmistir [25]. Tim
dermatofit tlrleri floresans yaymadidi icin, Wood
lambasinin negatif bir incelemesi dermatofitoz
ettirmez [1].
Bakteriyel enfeksiyonlar ve maya enfeksiyonlari
gibi diger enfeksiyonlar ve pigment bozukluklari
gibi dermatolojik bozukluklar da Wood lambasi
altinda floresans yayabilir ve bu durum yanlis
pozitif dederlendirmelere yol acabilir [26].

ferrugineum, Microsporum

tanisini  kesin olarak ekarte

Mikroskobik incelemeler

Klinik numunenin mikroskop kullanilarak
incelenmesi, dermatofitoz igin antifungal tedaviye
erken baslamasini saglayan basit ve hizli tarama
tekniklerinden biridir [24]. Farkh mantar
yapilarinin  mikroskop altinda gorilebilirliginin
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artirllmasi igin klinik érnekler farkl islemlerden
gegcirilebilir ve cesitli boyalarla boyanabilir [1].
Diger tani yontemleri ile karsilastirildiginda,
numune toplandiktan hemen sonra (1 saatin
altinda) dederlendirilebilmesi ve klinik ortamlarda
%5 ila 15 arasinda bildirilen yanlis negatiflik orani
ile hizh bir tani yaklagimidir [1].

Dogrudan mikroskobik gorsellestirme, klinik
icerigindeki keratini parcalamak ve
uzaklastirmak icin bir temizleme maddesinin
kullanimini gerektirir. Dimetil stlfoksit iceren veya
icermeyen %10 veya %20 potasyum hidroksit
(KOH), %10 sodyum hidroksit, kloral laktofenol
(Amann's chloral lactophenol) gibi ¢esitli
temizleme maddeleri ve sodyum dodesil silfat
(SDS) gibi deterjanlar bu amacla kullanilabilir.
KOH, keratin ayristirma islemi igin her mikoloji
laboratuvarinda kullanilan basit ve dlsltk maliyetli
bir yontemdir ve mantar elementlerinin varligini
tespit etmek icin sag veya deri siyriklarina
uygulanabilir [1,2,8]. KOH mantarlari boyamaz ve
fungal yapilari 1sik kirllmasindaki farklihga gore
gorsellestirir, bu nedenle preparatta mantarlarin
saptanmasi tecriibe sahibi olmayan Kisiler igin
zordur ve bir derece uzmanlk gerektirir [24].
Ozetle, mikolojik ekipman ve egitimli personel
gerektirmesi dezavantajlandir [1].
Mikroskopi teknigi, incelenen numunede mantar
olup olmadigini belirlemede cok hassas olsa da
canh ve 0OlU hicreler arasinda ayrim yapamaz ve
belirli turleri tanimlamada yetersiz kalir [1], bu
eksiklik yontemin en 6nemli sinirlamasidir [24].

numune

yéntemin

Kontrast saglayarak dogrudan mikroskopinin
duyarliigini artirmak icin pamuk mavisi C4B veya
Mavi-Siyah Mirekkep gibi cesitli boyalar veya
mantar elementine koyu mavi veya siyah renk
veren klorazol siyah E boyasi kullanilir. Ayrica,
polisakkarit glikozaminoglikan yapilari boyayan
periyodik asit-Schiff (PAS), B-D-glukanlar ve
florokromlari boyayan Kongo kirmizisi gibi diger
boyalar veya mantar hlcre duvarindaki Kkitine
badlanan Uvitex 2B gibi boyalarin etkinlikleri
degerlendirilmis ve tanisal incelemelerde faydal
olduklari gésterilmistir. Mantarlarin  sirasiyla
kirmizi veya gri siyah gorindigd PAS veya
Gomori'nin metenamin giimis boyasi (GMS) gibi
boyalar kullanilarak yapilan histolojik incelemeler
ise Ozellikle tirnak 6rneklerinin incelenmesinde
taniya yardimcidir. Siyanoakrilat ylzey deri

kazima yéntemi, yapistirici ile stratum korneumun
Uniform kalinhkta cikarilmasiyla gergeklestirilen
basit bir serit biyopsi testidir. Bu teknigin en
blyUk dezavantaji ise sac¢ veya tirnak érneklerine
uygulanamamasidir [24].

Laktofenol pamuk mavisi, mantar hicre
duvarlarindaki kitini hedefleyen ve mantar
yapilarinin gorsellestirilmesini artiran bir kaplama
medyumu ve boyadir [1]. Bu boya ayni zamanda
mantarlari 6ldiridr ve numunenin islenmesinden
kaynaklanan potansiyel kontaminasyonu azaltir
[1]. Boya icerigindeki fenol mantari éldirirken;
laktik asit, bir temizleme maddesi gdrevi gorir ve
incelenecek mantar vyapilarinin  korunmasina
yardimci olur [27]. Mantar hlicre duvarlarindaki
kitini hedefleyen bir anilin boyasi olan pamuk
mavisi ise preparata renk verir ve bdylece fungal
yapilarin gdrsellestiriimesini  zenginlestirir ve
kontrast olusturur. Gliserol ise hazirlanan lam
ornedinin engelleyen
maddedir [1]. Mineral yadi, floresan metabolitlere
mudahale etmeme avantajiyla klinik numuneler
icin baska bir numune kaplama medyumudur [1].

kurumasini viskoz bir

Dermatofit tlrlerini ayirt etmek igin hif
yapilari da incelenebilir. 7. mentagrophytes'in
spiral hifleri, nodiler govdeleri veya raket hifleri
vardir. M. audouinii, taradi andiran kiglk, hif
cikintilari olan pektinat cisimciklerin varhgi ile
tanimlanir. Hem T. schoenleinii hem de
Trichophyton violaceum, bir samdana benzeyen
dizensiz, hifal c¢ikintilari olan
Uretebilmektedir [1].

favik yapilar

Histopatolojik incelemeler

Histopatoloji, dokulardaki mantar hicrelerini
gorsellestirmek icin yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Yontem, dermatofitoz tanisi icin nadiren
kullanilirken; dermatofitlerin dermisi veya daha
derin dokulari invaze ettigi derin dermatofit
enfeksiyonlarinda faydali olabilir [1]. Aktif
dermatofitozda gézlemlenen histolojik &zellikler
arasinda parakeratoz, keratin tabakasinin sepet
orglsl, epidermisin alt tabakalarinda nétrofiller,
spongiyotik dedisiklikler, dermiste eozinofiller,
akantoz veya hiperkeratoz ve
goérintilenmesi yer alr [1]. Histopatolojik
kesitlerde lezyonun gevresinde iyi korunmus hifler
ile lezyonun merkezinde hiicresel enkaz iceren 6l
ve dejenere miselyum yapisi izlenebilir [8].

hiflerin
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Dermise ulasan derin enfeksiyonlarda
epitelioid hicreler, dev hicreler, lenfositler ve
eozinofiller dahil olmak Gzere mantar elementleri
iceren granllomatdéz enflamatuar infiltratlar ve
granilomlar  gézlenebilir [21]. Mantarlari
gorsellestirmek icin dokulara uygulanabilen
boyalar arasinda PAS, GMS ve kalkoflor beyazi
boyasi yer alir [8]. Bu boyalarin klinik ortamlarda
bulunmamasi ve histopatoloji igin gerekli teknik
beceriler g6z oOnline alindiginda, bu ydntem
nadiren kullanilmaktadir [1]. Dermatofit tdrlerini
tespit edemese de direkt mikroskopi ile
karsilastirildiginda, histopatolojik inceleme ¢ok
daha gulvenilirdir [8]. Tanisal duyarlilik biyopsi ile
artirillabilir, ancak bu 6zellikle diyabet hastalarinda
yapilmasi her
uygulamadir [8].

zaman mumkin olmayan bir

Klltirde dreyen veya saprobik vyasayan
dermatofitlerin Urettigi karakteristik yapilar olan
makrokonidyum ve mikrokonidyumlar dermatofit
lezyonlarinda gézlemlenmemistir. Septat hiflerin
bir konidia zinciri olusturmak igin genetik olarak
programlanmis  bir olarak
tanimlanan artrokonidyumlarin ise; hem kiltirde
hem de belirli predispozan kosullar altinda tirnak,
sag ve kafa derisi lezyonlarinda farklh dermatofit
tlrlerince Uretildigi gosterilmistir [9].

dezartikllasyonu

Kiiltiir teknikleri

Dermatofit klinik  érnekten
izolasyon orani direkt mikroskobik incelemedeki
pozitiflik oranindan daha dlstk bulunmustur.
Dogrudan mikroskopi ve kulltir sonuglarn
arasindaki tutarsizliklar, yetersiz numune miktari,
cansiz mantar
toplama 6ncesi antifungal tedavi uygulanmasi gibi
cesitli faktorlere baglanmistir. Derinin epidermal
tabakasindaki antifungaller, mantarin Gremesini
engellemektedir.  Antifungallerin  kontaminan
etkisini en aza indirmek igin lesitin ve polisorbat
80 iceren besiyerleri gelistiriimis ve kullanima
sunulmustur. Dermatofitler klinik 6rneklerden
basaril bir sekilde izole edilse bile, tiirler arasinda
paylasilan morfolojik benzerlikler nedeniyle kiltir
morfolojileri ile tanimlama zordur ve tanimlama
icin siklikla ileri tekniklerin kullanimi gerekir [24].

Kiltirde dretilen bir  klinik
dermatofitlerin izole edilmesi ve tanimlanmasi,
dermatofitoz teshisi igin "altin standart" yéntem

mantarlarin

hiflerinin varligi ve numune

numuneden

olarak kabul edilir [1]. Kultlr ortaminda Uretilen
dermatofitlerin tanimlanmasi tipik olarak secici
besiyerinde koloni morfolojisinin (pigmentasyon,
bliyime hizi ve diger ozellikleri) makroskobik
g6zlemine ve ardindan mikroskop altinda konidia
yapilarinin incelemesine dayanir [28]. Dermatofit
tlrleri insan vicut sicakhidinda (37°C) iyi GUreme
gostermedigi icin kiltarler oda sicakliinda
(25°C+£5°C) bekletilmelidir. Klinik uygulamada ve
referans laboratuvarlarda, genellikle
karanhk ortamlarda inkiibe edilir [1], bununla
birlikte dermatofitlerin aydinlik veya karanlik
ortamlarda kilttre edilmesinin mantarin Gremesi
Gzerine bir etkisinin olmadigi da gOsterilmistir
[29]. Baz tlrler cok yavas Uredidi icin kiltlrler 4
haftaya kadar sik araliklarla goézlemlenmelidir,
pleomorfizm yaygin goérilen bir durumdur ve
kdltirde Ureyen belirlenmesi  ve
tanimlanmasi uzmanlk gerektirir [1]. Besiyerinde
dermatofitler tdr tanimlanmasi igin
kullanilan Gg tip aseksiel konidia Uretebilirler;
makrokonidya, mikrokonidya ve artrokonidya [1].

kualtarler

tlrlerin

ureyen

Tinea unguium tanisi igin kultlr yapilmasi bir
gerekliliktir, ¢lnkl bu Ornekler icin dogrudan
inceleme ve mikroskopi pratik bir yaklasim
olmayabilir. Dermatofitik olmayan mantarlarin
asiri ¢ogalmasi, yetersiz klinik materyal veya
klinik materyalin kiltire (6zellikle firga ile
toplanan numuneler igin) hatali inoklilasyonu
nedeniyle yanhs negatiflik olusabilir. Buna karsin
kontamine ortamlardaki hastalardan numuneler

alindiginda ise yanhs pozitiflik ortaya gikabilir [1].

Antibiyotikler (kloramfenikol + gentamisin)
ve sikloheksimid ile takviye edilmis Sabouraud
dekstroz agar (SDA) veya patates dekstroz agar
(PDA) genellikle bir klinik numuneden mantarlarin
birincil izolasyonu igin  kullanihr.  Kdaltarler
genellikle 20°C-25°C'de 4-6 hafta inklbe edilir,
ancak Trichophyton verrucosum'dan
30°C-32°C'lik daha
inkUbasyon sicakliklari gerekebilir [24].

Dermatofit test ortami (DTM), 1969 yilinda
Taplin ve ark. tarafindan dermatofitlerin
saptanmasi ve tanimlanmasi igin gelistirilmis
segici ve tanimlayic bir besiyeridir [30]. DTM, pH
ylkseldiginde renk degistiren ve bir dermatofitin
varhdini gésteren bir boya olan fenol kirmizisi
icerir [1]. Dermatofit tlrlerince Uretilen alkalin

stipheleniliyorsa yuksek
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metabolitler pH'nin ylikselmesine neden olurken,
fenol kirmizisi indikatéri besiyerinin  rengini
saridan pembe-kirmiziya ¢evirir [24]. Bu
besiyerinin dnemli bir dezavantaji dermatofitlerin
koloni gériinimuni ve mikroskobik morfolojisini
dedistirebilmesi nedeni ile mantar
belirlenmesini zorlastirmasidir [1]. DTM genellikle
SDA besiyeri ile eglestirilir, clnki SDA koloni
morfolojisini DTM'den daha az etkiler ancak
DTM'den daha az ayiricidir (discriminatory) [1].

tdrlerinin

Dermatofitlerin  Uretilmesinde  kullanilan
besiyerleri dermatofitik olmayan mantarlarin
Uremesini engellemek igin genellikle sikloheksimid
icerir.  Trichophyton tlrleri arasinda ayrim
yapmaya calisilirken, toprakla iliskili Trichophyton
tlrleri besiyeri iceriginden bagimsiz olarak tireme
ediliminde oldugundan, %5 tuz katkih SDA,
vitaminsiz agar, Bromkresol mor sit kati glikoz
agar (bromocresol purple milk solid glucose agar),
laktritmel agar, Littman oxgall agar ve %1 pepton
agar gibi besiyerleri kullanilabilir [1]. Piring tanesi
eklenmis besiyeri, Microsporum tirlerini ayirt
etmek igin kullanilabilir, ¢inkd bu besiyeri M.
canis icin sporlanmay! indukler, ancak M.
audouinii igin Gremeyi tesvik etmez [1]. Casamino
asit/eritritol/albumin agar gibi 06zel izolasyon
besiyerleri, bakteri veya
sikloheksimide duyarl maya tirleri ile kontamine

ozellikle numuneler

oldugunda dermatofitlerin izolasyonuna yardimci
olabilir [24]. Bromokresol mor kazein maya 6zl
agari, T. verrucosum'un hizli tanimlanmasi igin
kullanilabilir [24].

Ek olarak, dermatofitlerin farkl tdrlerini ve
cinslerini ayirt edebilen 6zel kultir besiyerleri
kullanilabilir [28]. Bromokresol mor st kati glikoz
agar  Trichophyton interdigitale  varhdinda
menekse rengine dbner ve onu T. rubrum ve
Nannizzia persicolor'dan ayirir. M. audouinii'yi
(kahverengimsi pigment) M. canis'ten (sar
pigment) ayirt edebilen steril piring taneleri diger
bir ayirt edici tanimlama ydntemidir. In vitro sag
perforasyonu testi, T. rubrum'u (delici organ yok)
T. mentagrophytes'ten ve M. canis'i (pozitif test)
M. audouinii veya Microsporum equinum'dan

(negatif test) ayirt etmede kullanilabilir [24].

Sporlar, dermatofitlerin morfolojik olarak
tanimlanmasi icin gereklidir. Dermatofitlerin
gogunun birincil izolasyon besiyerinde

sporlanmasi daha uzun zaman alir veya bazen
sporlanmaz, bu nedenle morfolojik tanimlamaya
devam etmek igin sporlanma besiyerinde sporlarin
indiklenmesi esastir. PDA, Borelli laktrimel agar,
pablum tahil besiyeri, beyin kalp infiizyon agar,
Baxter besiyeri, Takasio besiyeri, malt agar veya
water agar gibi dermatofitlerin konidyasyonunu
ve pigment Uretimini uyaran birgok sporulasyon
besiyeri kullanilabilir [24].

MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS teknigi 1980'lerin ortalarinda
gelistirilmis, 1990'larin ortalarinda ise bakteri ve
mantarlari  da iceren  mikroorganizmalarin
mikrobiyolojik tanimlamalari igin kullanilmaya
baslanmis  olup, son klinik
laboratuvarlarda kullanimi yayginlasan bir analitik
yéntem olmustur [31]. Bu teknoloji, bliytk dlglide
ribozomal protein icerigi tarafindan belirlenen
“izolata 6zgl spektral bir profilin” olusturulmasina
dayanir. Elde edilen protein spektrumlari daha
sonra, referans kitlphanesi ile karsilastirilir [28].
Yontem; bakteri veya katle
spektrumlarinin élglilmesi ve elde edilen verilerle
mevcut veritabani (en iyi eslesen tanimlamalarin
bir listesini kapsamli  bir
kUtiphanesi) Uzerindeki veriler arasinda 6zel bir
analiz yazilimi ile bir karsilastirma yapilmasi ve
kltle spektrumlari arasindaki en yakin eslesmeye
gore tlr veya cins dlizeyinde tanimlama yapilmasi
prensibi ile cahsir [28,31].

zamanlarda

mantarlarin

iceren referans

Dermatofitlerin de aralarinda bulundugu
filamentdéz mantarlar, protein spektrumundaki
degisikliklerle tespit edilebilen gesitli fenotiplere
sahiptir [1]. MALDI-TOF MS ydntemi, dermatofit
tarlerinin tanimlamasinda kullanilan geleneksel
veya molekiler yontemlere gére uygun maliyetli
ve hizli bir alternatif olmustur [28]. Bu teknik,
dermatofitlerin tanimlanmasi igin degerlendirilmis
ve diger tanimlama yontemleri ile karsilastirilabilir
sonuglar sundugu ortaya konmustur [24]. Pek ¢ok
ilk dénem mantar calismasinda MALDI-TOF MS,
saflastinlmis mantar sporlan kullanilarak izolat
tanimlamasina odaklanilmis iken, daha yakin
zamanlarda bu teknoloji dogrudan fraksiyone
olmayan mantar kolonilerine uygulanmistir [28].

MALDI-TOF-MS, c¢ok hizli ve spesifik bir
ybntem olarak kultirlerden dermatofit tdrlerinin
tanimlanmasinda kullanilmis ve Trichophyton
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tlrleri  igin polimeraz  zincir  reaksiyonu
(polymerase chain reaction, PCR) ile %98-99
benzerlik gdstermistir [8]. Fransa’da yurutllen
yakin tarihli bir calismada vyeni gelistiriimis
cevrimigi MSI-2 veri tabanini kullanilarak T.
indotineae tanimlama oraninin %99.6 duyarlilikla
%5'ten %96'ya cikanldigr bildirilmistir [16].
Ozetle, MALDI-TOF MS, spektral veri tabaninin tir
ici sus cesitliligini yeterince kapsamasi kosuluyla,
dermatofit tanimlamasi icin mikroskopi ve dizi
analizine gugla bir alternatif olarak
dederlendirilmektedir. MALDI-TOF MS teknidinin
laboratuvarda karsilasilan dermatofit izolatlarinin
~%93'Und cins dilzeyinde ve ~%60"'n1 tir
dizeyinde hizli ve kolay bir sekilde tanimlamak
icin kullanilabilme yetenedi, geleneksel fenotipik
yoéntemlerle iliskili geri doénls suresini dnemli
Olgide kisaltir ve bunun yani sira molektler
ybntemlere iliskili
azaltmaktadir [28].

maliyet ve is yuUkdnd de
Bu teknigin en bayuk sinirlamasi, farkh ticari
sistemlerin referans spektrum kutiphanelerinde
dermatofit tlrlerinin yetersiz yer alisidir [24]. Bu
teknik; kdultire kiyasla nispeten hizli olsa da,
tanimlama glici mevcut organizma kltlphanesi
ile sinirlidir, bu da yeni tlrlerin veya kiitiiphanede
yver almayan nadir tanimlanmasini
zorlastinr [1]. Kuatlphaneler, analiz igin dahil
edilen 20'den fazla tirle dermatofit tird igin
dizenlenmistir [1]. Yéntem, kullanilan referans
kittphanesinin genisligi ve derinligi ile dogrudan
iliskili olarak bazi dustuk skorla
tanimlayabilmekte veya kabul edilebilir dizeyde
tanimlayamamaktadir ve bu durum MALDI-TOF
MS’nin  6nemli bir kisithligi olarak karsimiza
cikmaktadir [31]. Bu sinirlama, laboratuvarlar
tarafindan 6zel ve tir igi dermatofit gesitliligi icin
kurum ici bir referans kutlphanesi gelistirilerek
asilabilir [24]. Dermatofitozlarin MALDI-TOF MS
tabanli tanimlanmasina iliskin incelemelerde, elde
edilen piklerin kalitesini ve analizini iyilestirmek
icin numunenin dogrudan analizi yerine bir formik
asit ekstraksiyon adiminin
Onerilmektedir [24].

tlrlerin

izolatlari

uygulanmasi da

Ek kisitlamalar arasinda; tanimlama igin
yeterli miktarda numuneye ihtiyac duyulmasi, bir
numunede birden fazla mantar tdrd varsa
glvenilir olmayan sonuglar, yiklenen numuneler

arasinda yayilma-karisma, ilk ekipman kurulum
maliyeti, 6zel cihazlar konusunda egitim personeli
ve galismalar arasinda uygun yapilmayan temizlik
islemi sayilabilir [1].

Antikor saptama temelli teknikler

Enzim bagli imminosorbent testi (ELISA),
gesitli hastaliklarin tanisi igin kullanilabilen yaygin
bir antikor-antijen bazl testtir ve direkt, indirekt,
sandvic ve rekabetgci/inhibisyon ELISA teknikleri
ile farkli avantajlar ve dezavantajlar sunmaktadir.
ELISA testleri, klinik olgulardan alinan serum
numunelerinde dermatofit enfeksiyonlarinin tanisi
icin gelistirilmistir. Enfeksiyon temizlendikten
sonra antikor varligi devam edebildiginden, bu
testler ile yanhs pozitiflikler ortaya cikabilmekte,
ek olarak test serum 6rnedi alinmasini gerektirir
ve bu durum numune toplamayl diger tani
yaklagimlarindan daha invaziv hale getirir [1].

Molekiiler tani teknikleri

Dermatofitlerin klinik érneklerden izolasyonu
ve tanimlanmasi, dermatofitoz tanisinda altin
standart yontem olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, dermatofit mantarlarin kilttrde
Uremesi ve sporlanmasi genellikle uzun zaman alir
ve bu da taninin gecikmesine neden olur [24].
Ayrica, fenotipik tekniklerin, farkh
arasindaki dikkate deder morfolojik benzerlikler
nedeniyle uzman deneyimi gerektirmesi, yogun
emek ve genellikle uzun bir geri donlis suresi
nedeni ile PCR gibi teknikler
dermatofitleri saptamak ve tanimlamak igin artan
sikhikta kullanilan tanisal ydntemler olmustur
[28,32]. PCR, kiltir negatif olsa bile mantar
DNA'sini tespit edebildigi icin kulltirden daha
duyarl bir tekniktir, ancak mikroskopiye benzer
sekilde canli ve 6l0 mantar hucrelerini ayirt
edememektedir [1]. Yanls negatif sonuglar,
uygun olmayan 6rnekleme teknigi ile meydana
gelebilirken, konakgida bulunan cansiz mantarlar
da yanls pozitif sonuglara yol agabilir [1].

turler

molekiler

Klinik 6rneklerden DNA ekstraksiyonu, fenol-
kloroform ydntemi ile veya ticari olarak temin
edilebilen DNA ekstraksiyon kitleri kullanilarak
yapilabilir. DNA ekstraksiyon asamasindan énce,
klinik 6rnekteki keratin yapilar parcalanmalidir, bu
mekanik yéntemle veya keratinin proteinaz K ile
enzimatik pargalanmasi ile veya Na,S c¢ozeltisiyle
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enzimatik olmayan parcalanma ile elde edilebilir.
Klinik 6rneklerde c¢ok disik miktarda mantar
DNA'sI beklendiginden, DNA izolasyon verimini
artirmak igin farkh yaklasimlar da gelistirilmistir.
Molekiler tani ydnteminin saptama duyarlihid,
amplifikasyon icin hedef DNA'nin secimine ve
spesifik amplikonu ylksek etkinlikle tespit
edebilen tekniklerin uygulanmasina baghdir [24].

Dermatofitozlarin molekiler tanisi, baslica
klinik numunede dermatofitlerin dogrudan tespiti
ve kultirde uretilen mantarlarin ileri tanimlamasi
ile ilgilidir [33]. Klinik 8rneklerden etiyolojik ajanin
hizli tespitine dayali molekuler incelemeler PCR
veya gercek zamanl (real-time) PCR ile yapilabilir
[24]. Konvansiyonel PCR, belirli bir ttrtn belirli
primerlerle saptanmasi igin yaygin
kullanilan, basit ve distk maliyetli aracglardan
biridir ve yorumu esas olarak agaroz jeldeki
amplikon boyutuna dayanir [24]. Real-time PCR
ise, dermatofitleri kulltir ortami veya klinik
dogrudan saptamayi ve
tanimlamayr mumkUn kilan hizli ve hassas bir
yaklasimdir [24]. Real-time PCR kapali bir tlp

olarak

numunelerde

sisteminde  yurataldaginden, kontaminasyon
riskini azaltir ve tlire 6zglu farkhh problar
kullanillarak cok sayida dermatofit tlrdnin

saptanmasina imkan verir [24,33]. Ayni anda
birden cok tir tanimlama olanagi ise yontemin
diger bir avantajidir [33]. Klinik 6rneklerden
bircok dermatofit tlirini es zamanl olarak tespit
multipleks PCR testleri [8] ve
konvansiyonel PCR sonrasi tanimlama igin PCR-
RFLP (restriction fragment length polymorphism)
yontemi gibi ikinci basamak testler de
dermatofitlerin  tanisinda kullanilmistir  [24].
Yiksel ve Ilkit [34], nadiren makrokonidya iireten
35 izolat dahil olmak Ulzere 64 dermatofit izolatini
real-time PCR ile dederlendirmis ve taksonomik
olarak farkli 10 dermatofit tlrindn %100
duyarlilikla dogru tanimlanabildigini
gOstermislerdir.

edebilen

Bir organizmanin tanimlanmasi, tire 6zgi
primer, pan-dermatofit primer veya pan-fungal
primerler gibi cesitli primer ciftleri kullanilarak
gergeklestirilebilir [24]. Dermatofit tespiti ve
tanimlamasi icin kalitatif (geleneksel) PCR testleri
genellikle korunmus gen bdlgeleri olan ITS gen
bdlgesini hedefler, bu gen bdlgesi genel olarak
gesitli mantar tdrlerini tanimlamada kullanildigi

gibi bircok dermatofit izolatini da tlir dizeyinde
tanimlayabilmekte ve dermatofitlerin filogenetik
analizinde kullanilmaktadir [1,8,24,35]. Ayrica,
nukleer rDNA, mitokondriyal DNA (mtDNA), kitin
sentaz 1 (chsl), topoizomeraz II (TOP2) geni,
klglk (18S rRNA) ve ribozomal RNA'nin blyulk alt
birimi (285 rRNA) gibi major hedef genler
kullanilarak farkl dermatofit
tanimlanmasi igin gesitli konvansiyonel PCR
yontemleri de gelistirilmistir [8]. Pozitif olgularda
renk reaksiyonu Ureten enzim etiketli prob
yardimiyla PCR ile amplifiye edilmis GrinU spesifik
olarak tanimlayabilen PCR-ELISA'nin kullanimini
iceren yaklasimlar da tanimlanmistir [8,24,33].

tdrlerinin

Glnlimuizde, rDNA'nin ITS bdlgesinin dizi
analizi, dermatofitlerin tanimlanmasi igin altin
standart yontem olarak kabul edilmektedir.
birlikte, ITS-rDNA dizisine dayal
tanimlama, bazi dermatofit tdrlerinde
gOzlenebilen az sayidaki nukleotit farkliigi gibi
belirli sinirlamalara sahiptir. Dizileme ydntemi
ayrica yeni tarlerin saptanmasina ve
tanimlanmasina da yardimci olmaktadir [24].

Bununla

Farkli dermatofitoz etkenleri icin tanimlanmis
protokolleri bulunan ve ylksek duyarhlia sahip
olan nested PCR, prosedirde yer alan birbirini
takip eden iki amplifikasyon adimi nedeniyle
kontaminasyon olasiliginin nedeniyle
klinik tani igin dnerilmemektedir [24].

artmasi

PCR disinda rasgele codaltiimis polimorfik
DNA (random amplified polymorphic DNA, RAPD),
PCR parmak izi, codaltiimis fragman uzunlugu
polimorfizmi (amplified fragment length
polymorphism, AFLP) ve mikrosatellit marker
sekans analizi ydntemleri
dizeyinde tanimlamasinda basariyla kullaniimis,
ancak bazi durumlarda kékenler (strains) arasinda
ayrim yapilamamistir [8]. Tidr tanimlama igin
“altin standart” olarak kabul edilen yéntem olan
DNA dizileme ise maliyetli ve emek-yogun bir
prosedir olmasi nedeni ile rutin tani
laboratuvarlarinda yaygin kullanim alani
bulmamistir [32].

dermatofitlerin tar

Dermatofitoz tanisi icin potansiyel hedefler

Dermatofitozun saptanmasi ve tanisi igin
mevcut tani  yontemlerinin, 06zellikle klinik
ortamlarda, c¢esitli dezavantajlani vardir. Ana
zorluklardan biri; 6zellikle tedavi uygulandiktan
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sonra, Oli ve canli mantarlar arasinda ayrim
yapilamamasidir. Bu engelin Ustesinden gelmek
icin potansiyel bir yaklasim, dermatofite 6zgl
metabolik Grlinleri hedeflemektir, ¢lnkld bu
metabolitlerin varhdi canli ve metabolik olarak
aktif mantarlan gostermektedir. Dermatofitler,
basit kimyasallardan karmasik proteinlere kadar
cesitli benzersiz metabolik Urlnler Ureterek, tani
testleri icin c¢ok cesitli potansiyel hedefler
sunarlar. Diger mantarlar ile karsilastirildiginda,
dermatofit genomlari, proteazlar dahil olmak
Uzere daha fazla sayida ikincil metaboliti kodlar.
Dermatofitlere 6zgl metabolik yollar, floresan

metabolitlerin Gretimi, baslica keratin yikiminda
goérevli dermatofite 6zgl proteazlar ve silfit akis
pompasi (SSU1) ile iligkili hedefler potansiyel tani
araglar olarak dederlendirilmektedir [1].

Sonug

Dermatofit enfeksiyonlarinda etkenin dogru
ve hizli tanimlanmasi hasta yoénetimi ve uygun
tedavilerin planlanmasi igin anahtar roller Ustlenir.
Tedavi rejimlerinin igerigi ve sliresi dermatofit
tarleri icin farklihk gOsterebilecedinden,
dermatofitozdan  sorumlu  etiyolojik  ajanin
izolasyonu ve tanimlanmasi 6nem arz eder.

GCikar beyani: Yazarlar gikar catismasi bildirmemistir. Makalenin igeriginden ve yazilmasindan tek basina
yazarlar sorumludur. Finansal destek: Bu calismaya finansal destek verilmemistir.
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