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OZET

Trichophyton rubrum’un Cabuk Tamisinda Ksantomegninin HPLC ile Saptanmasi

Yiiksek performansh  sivi  kromatografisi (HPLC) hemoglobin
varyantlarinin saptanmasi, vitamin D seviyesinin tespit edilmesi ve deri ve tirnak
orneklerinde Trichophyton rubrum’un belirlenmesi gibi tibbi tamda kullanilan
giivenilir ve gercekc¢i bir yontemdir. T. rubrum’un deri ve tirnak orneklerinde
belirlenmesi ile ilgili daha onceki bilgilerde, HPLC ile ksantomegnin etkinliginin
saptanmasi giivenilir bir yontem kabul edilmistir. Bu caliymada HPLC yontemi
kullanilarak ksantomegnin aktivitesinin belirlenmesi ile en yaygin iki insan
patojeni dermatofitin, T. rubrum ve T. mentagrophytes komplekslerinin, ayirt
edilmesi amaclandi. Bu amacla, Arthroderma spp. (n=7), T. rubrum (n=18) ve T.
mentagrophytes kompleks (n=7) kokenleri olmak iizere toplam 32 referans kiken
ile 13 klinik 6rnek ve bu orneklerin ITS dizi analizi ile T. rubrum (n=9) ve T.
interdigitale (n=4) olarak tammmlanan izolatlar1 incelendi. T. rubrum komplekse
iliskin 18 referans kokenden 12’sinde ksantomegnin belirlendi. Ayrica, 2 A.
vanbreuseghemii izolati ve 1 T. interdigitale izolatinda T. rubrum kompleks
iiyelerinde belirlenen degerlerle uyumlu ksantomegnin saptandi. Calismada 13
klinik ornekten 11’i ile, T. interdigitale kokenlerini de iceren 11 klinik izolatta
ksantomegnin saptandi. Ksantomegnin saptanmasi hizh ve ucuz bir yontem
olmasina karsilik, referans T. rubrum kompleks kokenlerinin yalniz iicte ikisinde
ve T. mentagrophytes kompleks iiyesi 3 izolatta ksantomegnin saptanmasi
sebebiyle, T. rubrum ve T. mentagrophytes komplekslerini ayirt etmede giivenilir
bir yontem olmadig1 onerildi. Cahismada elde edilen sonuclarin ozellikle
mikrobiyoloji alanindaki bilim insanlar1 ve klinisyenler icin ilgi cekici oldugu
diisiiniildii.

Anahtar Sozciikler: antropofilik, dermatofitler, HPLC, mikotoksin, tanimlama.
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ABSTRACT

Detection of Xanthomegnin By High Performance Liquid Chromatography For
Rapid Identification Of Trichophyton rubrum Complex

High-performance liquid chromatography (HPLC) is a reliable and robust
methodology in medical diagnostics, including the detection of hemoglobin
variants, vitamin D levels, and Trichophyton rubrum in skin and nail materials.
Previous information reported that the latter was reliably identified using
xanthomegnin activitiy via HPLC. In the present study, we aimed to discriminate
the two most common human pathogenic dermatophytic fungi, T. rubrum and T.
mentagrophytes complexes, via the detection of xanthomegnin using HPLC
methodology. Hence, we investigated 32 reference dermatophyte strains:
Arthroderma spp. (n=7), T. rubrum (n=18) and the T. mentagrophytes complex
(n=7) strains. In addition, we analyzed both clinical samples and isolates of 13
samples identified as T. rubrum (n=9) and T. interdigitale (n=4) using ITS-
sequencing. Twelve of 18 reference T. rubrum complex strains produced detectable
amounts of xanthomegnin. Moreover, and more importantly, 2 A. vanbreuseghemii
and 1 T. interdigitale strains also demonstrated xanthomegnin activity.
Furthermore, from a total of 13 specimens, 11 clinical samples and 11 clinical
isolates were positive for xanthomegnin, including T. interdigitale isolates.
Although xanthomegnin detection is a rapid and inexpensive method, we
concluded that it is not a reliable method for discriminating between T. rubrum
and T. mentagrophytes complexes, given that only two-thirds of reference T.
rubrum complex strains and 3 strains from the T. mentagrophytes complex
produced xanthomegnin.In addition we believe that the results of the present study
should be of interest to scientists and clinicians specifically in the field of
microbiology.

Keywords: anthropophilic, dermatophytes, HPLC, identification, mycotoxin.



1. GIRIS

Diinya genelinde obezite ve diyabetin goriilme sikliginin artmasi, kiiresel iklim
degisikliklerinin etkisiyle yerylizii sicakliginda goriilen artis ve Ozellikle gelismis
tilkelerde ortak yagsam alanlarinin (spor salonu vb.) kullanimin yayginlasmasi nedeniyle,
insan kokenli (antropofilik) T. rubrum en sik saptanan ve giderek baskin olan bir tiir
olmustur. T. rubrum kompleks igerisinde yer alan mikro-organizmalar, yiizeyel mantar
hastaliklarinin yaklasik % 60’indan sorumludur (1-3). T. rubrum’un bir insandan bagka
bir insana kolaylikla bulasabilmesi ve tiim diinyada yaygin olmasi, hastaliklarinin
kronik ve rekiirren seyretmesi, 6zellikle ve siklikla etken oldugu tinea pedisin viicudun
diger bolgeleri i¢in bir rezervuar olmasi ve bu durumun oto-inokiilasyona sebep olmasi
yonilinden dermatofitlerin cabuk ve dogru tanimlanmasi 6nemlidir (1). Tiirler ve
kokenler arasinda morfolojik benzerlikler nedeniyle 6zellikle T. rubrum kompleks ve T.
mentagrophytes kompleksin klasik yontemlerle ayrimini yapmak giictiir.

Rutin uygulamada dermatofitler; kolonilerinin yapisal 6zellikleri, mikroskop
morfolojileri, biliylime gereksinimleri (vitamin ve amino-asit), fizyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore tiir diizeyinde tanimlanir (3, 4). Ancak, bu yontemler
zaman alicidir, deneyim gerektirir ve zahmetlidir. Ayrica ayni dermatofit tiirliniin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerinde goriilen farkliliklar, mevcut
yontemlerin  giivenirliginin sorgulanmasina neden olmustur. Epidemiyolojik ve
filogenetik calismalar icin gelistirilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli ¢esitli
molekiiler yontemler de mevcuttur ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlerin
baz1 dezavantajlar ise, alt yap1 gerektirmesi, igslemlerin kontaminasyona agik ve gorece
maliyetli olmasidir. Laboratuvar tanida “altin standart” yontem rDNA’nin internal
transcribed spacer (ITS) bolgesinin dizi analizidir (5); ancak bu yontem heniiz rutin
uygulamada degildir.

Son 20 yilda, T. rubrum kompleks iiyelerinin etken oldugu, tinea pedis ve tinea
unguium’un goriilme sikligindaki artis nedeniyle, bu tiiriin en baskin dermatofit tiiri
oldugu ve bu durumun bir ivme ile artacagi 6n goriilmistiir (2). T. rubrum kompleksin
giderek yayginlagmasi ve mevcut tan1 yontemlerinde karsilagilan zorluklar nedeniyle

mikoloji laboratuvarlarinda antropofilik T. rubrum’un, &zellikle T. rubrum sensu



stricto’nun, ¢abuk tanisina yonelik ¢esitli yontemler Onerilmistir. Bu ¢alismada (i)
sekonder bir metabolit olan ksantomegnin varliginin sagsiz deri ve tirnak orneklerinde
ve izolatlarinda yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmesi ve (ii)
T. rubrum kompleks ve T. mentagrophytes kompleks’in ayrimindaki etkinliginin

degerlendirilmesi ve bulgularin literatiir esliginde tartismaya agilmasi amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

Dermatofitler; Ascomycota subesi, Euromycetes smifi, Onygenales takimi,
Arthrodermatacea ailesi igerisinde yer alan keratinofilik ve keratinolitik mantarlardir.
Makrokonidya morfolojisine gore ii¢ eseysiz (anamorf) cins igerisinde incelenirler;
Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton (6). Eseyli sekilleri (telemorf)
Arthroderma cinsinde yer alir.

Dermatofit enfeksiyonlariin milattan 6nceki zamanlardan beri bilindigine
iliskin bulgulara rastlanmistir. Antik Hint Ayurveda tip kaynaklarinda “Dadru” olarak
tanimlanan deri hastaligi, dermatofit enfeksiyonlarin giinimiizdeki klinik goriiniimii
ile benzerlik gostermektedir. Eski Ahit’in li¢iincii kitabinda yazilan “Tzara’at” kelimesi
sacl deri hastaligina; M.S. 1. y.y.’da Aulus Cornelius Celsus tarafindan yazilmis De Re-
Medicina’daki “porrigo” ise muhtemelen, dermatofitlerin sacli deri hastaliklarindan biri
olan favusa karsilik gelmektedir. Glinimiizde dermatofit enfeksiyonlarini tanimlarken
kullandigimiz  “tinea” kelimesi ilk kez M.S. 400°de Cassius Felix tarafindan
kullanilmigtir. Modern Tibbi Mikoloji’nin onciisii olan Fransiz dermatolog ve bilim
adam1 Raymond Sabouraud 1910°da “tinea” terimini giincellemis ve yeniden
kullanilmasini saglamistir (7, 8).

Bir dermatofit enfeksiyonu veya dermatofitoz belirtilirken “tinea” kelimesinin
ardindan enfekte anatomik bolgenin Latince karsilig1 eklenir. Dermatofitoz sa¢ ve sach
deride ise tinea capitis, biyik ve sakal bolgesinde tinea barbae, sagsiz deride ise tinea
glabrosa (govdede tinea corporis, kasik bolgesinde tinea cruris, avug¢ iginde tinea
manuum ve ayakta ise tinea pedis) adini alir. El ve ayak tirnaklarinin mantar hastaligi
onikomikoz olarak isimlendirilirken, dermatofitlerin etken oldugu tirnak hastaliklarina
tinea unguium adi verilir (9). Dermatofit enfeksiyonlarina “dermatofitoz” denmesinin
yani sira; deride ¢evresi kizarik, kabarik ve kivrimli, merkezi ise daha kepekli bir lezyon
olusturmalar1 sebebiyle, "viicuttaki kurtcuk” anlaminda “ringworm” (ring: halka, worm:
kurtcuk) da denir (6, 10).

Dogal yasam alanlarina ve konak tercihlerine gore ise dermatofitler ii¢ ayr1 grup
altinda incelenir. ilki insandan insana bulasabilen “antropofilik” tiirlerdir (Ornek: T.

rubrum). Hemen her zaman insanda siddetli olmayan, ancak kronik enfeksiyonlara



neden olur. Ikinci grup “zoofilik” tiirler olup ana konagi hayvanlardir. Hayvanlardan
baska hayvanlara veya insanlara bulasabilirler (Ornek: Microsporum canis). Son grup
“geofilik” tiirler ise toprakla iliskili veya toprak kaynakli organizmalardir; hem insani
hem de hayvanlar1 enfekte edebilirler (Ornek: Microsporum gypseum). Bu sekilde
yapilan bir ekolojik siniflandirma, etken mikro-organizmanin belirlenmesi,
patogenezinin anlasilmasi, tedavi protokolii ile ve korunma ve kontrol yontemlerinin
gelistirilmesi yoniinden dnemlidir (6, 11).

Dermatofitler hem bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde hem de saglikli
bireylerde enfeksiyona neden olabilir. Sdyle ki; toplumdaki bireylerin %70’inden
fazlasi, hayatinin bir doneminde, bir dermatofit tiirii ile enfekte olmakta ve yetiskin
bireylerin %30-70’inin asemptomatik tasiyict oldugu diisliniilmektedir (2). Yas,
cinsiyet, ailede kronik dermatofitoz Oykiisii, uzun siireli antibiyotik ve kortikosteroit
kullanimi, giires veya judo gibi viicut temasi gerektiren sporlarla ugrasmak, ayak
maserasyonu, ortak kullanimi olan dus veya havuz gibi alanlarda c¢iplak ayakla
dolagmak, pamuklu giysiler yerine sentetik giysileri tercih etmek, bireyler arasinda
ortak ¢orap, ayakkabi, bere, sort vs. kullanim1 ve evcil olmayan hayvanlarla temas risk
faktorleri arasindadir. Hastaligin seyri 6zellikle konagin, mantara ait metabolik {irtinlere
kars1 verecegi tepkiye baglidir. Sorumlu mantar kdkeninin viriilansi, enfeksiyonun
anatomik odagi, konagin bagisiklik sistemi ve cevresel faktorler de enfeksiyonun
siddetini belirler (1, 6, 12, 13).

Dermatofitoz patogenezinde Oncelikli mekanizma; artrokonidyumlarin, derinin
en iist katmani olan, stratum korneum (boynuzsu katman) ile temasidir. T. rubrum ve T.
mentagrophytes’in mikrokonidya yiizeyinde mannoz ve galaktozu taniyan, karbonhidrat
0zgil adezinler eksprese edilmektedir. Bu adezinlerin dermatofitin adezyonunda rol
alabilecegi diistiniilmiistiir. Adezyon sonrasi ¢imlenme borularinin olusmasiyla stratum
korneuma penetrasyon baslar. Invazyon asamasiyla ilgili pek ¢ok kurgu olsa da
keratinaz, metalloproteaz, sistein dioksigenaz ve serin proteaz gibi enzimlerin bu
asamada etkili oldugu diisiiniilmektedir. Invazyon stratum korneumda gerceklesir.
Enzimlerle keratin yikimi gergeklesirken bir yandan da keratinin direncini kirmak ve
boylece yikimi kolaylastirmak amaciyla siilfit salgilanir. Siilfit SSU1 geni tarafindan
kodlanan diga attim pompalari ile salinir ve SSU1’in fazla ekspresyonu dermatofitler ig¢in

tipik bir Ozelliktir. Serumdaki 6zgiil olmayan inhibitér faktorler, transferrin, dogal



oldiriici  hiicreler (NK hiicreler), Pseudomonas aeruginosa varligi, mantar
keratinazlarinin inhibisyonu, CD14+ monositler ve kismen CD4+ T lenfositlerle
diizenlenen Thl tepkimesi gibi diger immiinolojik bariyerler dermatofitlerin
invazyonuna ve derin dokulara penetrasyonuna engel olur (1, 6, 14, 15).

Dermatofitozlarda re-enfeksiyonlarin sik goriilmesi, tedavi protokollerinin tiirler
arasinda farklilik gosterebilmesi ve dermatofitoz benzeri klinik goriinlime sahip
dermatofit dis1 mantarlarin ayirt edilmesi gibi gerekcelerle agiklanmaya g¢alisilmistir.
Ayrica yetersiz tan1 ve tedavi, re-enfeksiyonun 6nemli sebeplerinden birisidir (1). Bu
sebeple dermatofitlerin dogru ve giivenilir olarak tanimlanmasi 6nemlidir (16). Ek
olarak, ozellikle, salgina neden oldugu bilinen dermatofitlerin tiir diizeyinde tanisi,
salginin kontrol altina alinmasi ve enfeksiyon kaynaginin belirlenmesi yoniinden
onemlidir (3).

Sik goriilen mikro-organizmalar olmalarina karsilik, dermatofitler i¢in heniiz
kesin bir smiflandirma ve tanimlama yontemi bulunmamaktadir (16). Bu durumun
temel nedeni, morfolojik olarak benzer olup genetik olarak uzak veya genetik olarak
benzer olup morfolojik 6zellikler bakimindan farklilik gosteren tiirlerin varligidir.
Glniimiizde ITS gen bolgeleri ile yapilan dizi analizleri tanida “altin standart™ olarak
kullanilmaktadir. Buna gore, elde edilen dizilere ait veriler ITS rDNA barkod veri
tabanindaki (http://www.cbs.knaw.nl/dermatophytes/BioloMICS.aspx) verilerle
karsilagtirilarak tanimlama yapilmaktadir (5, 17). Ancak, halen yiiriitilmekte olan bir
doktora tez calismasinda bu yontemin gilivenilirligi tartismaya agilmig ve P-tiibiilin,
kalmodiilin ve aktin gen bolgelerinin hedef alinmasi ile daha gercekei sonuclar elde
edilmistir (18). Cesitli dermatofit tiirlerinin ITS dizi analizi verilerine gore filogenetik

iligkisi Sekil 2. 1°de gosterilmistir.



T tonsurans
—I:T. equinum
—A. vanbreuseghemii
A. simii (T. simii)
_|-—-T, schoenleinii
— T.mentagrophytes

——T. erinacei

A. benhamiae (T. anamorf)
‘|:[ T.concentricum
T. verrucosum

— T.rubrum

—— T.violaceum

E. floccosum

Sekil 2.1. ITS dizi analizi verilerine gore dermatofit tiirleri arasindaki filogenetik iliski.

Sagsiz deri ve tirnak dermatofitozlarinin biyiik bir kismindan T. rubrum
kompleks, 6zellikle T. rubrum sensu stricto sorumludur (1, 9, 19). Bu verileri destekler
sekilde, Borman et al. diinyadaki dermatofit tiirlerinin dagilimini inceleyen bir
calismada antropofilik T. rubrum’un giderek baskin bir tiir olduguna dair gii¢lii kanitlar
elde etmislerdir (20). ikinci sirada ise T. mentagrophytes kompleks, o6zellikle
antropofilik Trichophyton interdigitale yer alir. Hastalik etkeninin dogru tanimlanmasi,

biiyiik 6l¢iide, bu iki kompleks iiyelerinin dogru sekilde ayirt edilmesiyle olur.

2.1. T. rubrum Kompleks

Castellani 1910’da T. rubrum’u, Epidermophyton rubrum olarak tanimlamustir.
Esasen, tiiriin pek ¢ok es anlamlis1 vardir: E. permeti Castellani., 1910; Trichophyton
purpureum Bang., 1910; T. rubidum Priestley, 1917; T. plurizoniforme MacCarthy,
1925; T. coccineum Katoh, 1925; T. multicolor Magalhaes et Neues, 1927 ve T.
kagawaense Fuji, 1931.

Giliniimiizde tiim diinyada goriilen T. rubrum’un, Afrika ve kuzeydogu Asya’da

kronik tinea corporis etkeni olarak ortaya ¢iktig1 ve bu iki bolgeden tiim diinyaya



yayildig1 diistiniilmektedir (Sekil 2. 2.). 19. yy. sonlarinda kendine yeni bir popiilasyon
grubu ve ekolojik odak bulan T. rubrum, Avrupali askerler ve somiirgeciler arasinda
yayilim gostermistir. Mikro-organizmanin Amerika’ya gelisi ise muhtemelen koleler ve

onlarin sahipleri araciligiyla olmustur (21).

3 w% Trichophyton rubrum

Sekil 2.2. T. rubrum kuzeydogu Asya ve bat1 Afrika’dan koken almis; 19.yy sonlari ile 20.yy

baslarinda Avrupa, Kuzey Amerika ve Giiney Amerika’ya yayilmistir.

T. rubrum kompleks igerisinde yilizeyel mantar enfeksiyonlarinin %60’indan
sorumlu olan ve tiim diinyada yaygin goriilen antropofilik tiirler yer alir. Bu tiirlerin
artrokonidyumlar1 dis ortamda 18 aydan daha uzun siire canli kalabilirler. Bu nedenle
bulag oranlar yiiksektir. Hastaliklar1 kronik ve rekiirren seyirli olup tinea pedis ve
dermatofit onikomikozunun en sik etkenidirler. Ozellikle tinea pedisin; psoriyazis,
herpetik enfeksiyonlar, seliilit, kontakt dermatit, eritrazma, impetigo, ayak parmak
arasinda bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar, kandidoz ve pemfigus gibi pek cok
hastalikla karigmasi, viicudun diger bolgeleri i¢gin rezervuar olmasi ve bunun sonucunda
oto-inokiilasyon gerceklesebilmesi sebebiyle T. rubrum kompleksin T. mentagrophytes
kompleksten ayirt edilmesi 6nemlidir (1, 2).

T. rubrum kompleks; T. rubrum ve T. violaceum olmak {izere iki ana dala ayrilir.



Ohst ve arkadaglar1 T. rubrum koékenlerini dort mikrosatelit gruba ayirmislardir
(Tablo 2. 1.). Bu smiflandirma igerisinde T. rubrum sensu stricto izolatlar1 ise iki
mikrosatelit gruba ayrilmistir. Grup A, ¢ogunlukla Afrika ve kuzey Asya kokenli olup,
Afrika-Asya tipi olarak da bilinmektedir. Yaygin kullanilan es anlamlis1 Trichophyton
raubitschekii’dir. Temel olarak graniiler dokuda koloniler olusturur. Kolonilerinin
taban1 koyu kirmizidir. Bu tiir ¢ok sayida makrokonidya ve mikrokonidya olusturur.
Ureaz testleri tipik olarak 3—4 giinde olumludur ve genellikle kronik ve yangili tinea

corporis ve tinea cruris ile iligkilidirler (1, 16, 22).

Tablo 2.1. T. rubrum kokenlerinin mikrosatelit belirteg ile tiplendirmesi (23).
Tiir ad1 Mikrosatelit belirtec
T1 tipi

T. violaceum

T. yaoundei

T. gourvilii

T. soudanense

T. megninii

T. rubrum (graniiler koloni—T. raubitschekii; tropikal
yayilim; sag¢siz deri veya kasikta etken)

T. rubrum (pamuksu koloni; diinya genelinde
yayilim; ayak ve elde, bazen sa¢siz deri veya kasikta | B
etken)

srardrdivie

Mikrosatellit grup A igerisinde yer alan T. megninii Blanchard, 1896; T. rubrum
kompleksin tanimlanan ilk tiyesidir. 1920°1i ve 1930’Iu yillarda bati Avrupa’da tinea
barbae etkeni olarak yayginken, glinlimiizde Akdeniz tilkelerinde goriiliir ve ¢ogunlukla
tinea corporis etkenidir. Kolonileri diiz ve kadifemsidir. Koloni yiizeyinde genis 1sinsal
cizgilenmeler goriilebilir. Baglangicta beyaz olan koloni rengi zamanla pembelesir.
Koloni taban1 yogun olmayan kirmizi renktedir. Uremesi igin besiyerinde L-histidin
bulunmalidir. Bu 6zelligi ile T. fischeri, T. gourvilii ve T. raubitschekii’den ayirt edilir.
Sabouraud glikoz agar (SGA)’da smirli iireme goriiliir ve bu besiyerinde konidya
olusturmaz. Sivi ire besiyerinde iireaz aktivitesi olumludur, ancak baz1 kati

besiyerlerinde olumsuz sonug verebilir. Grup A’ da yer alan diger tlirlerden farkli olarak



cok sayida makrokonidya i¢ermez. Cok sayida ve armut bigimli mikrokonidya goriiliir.
(5, 11, 24).

T. rubrum s. str. ise diinyada en sik goriilen tiir olup, grup B’de yer alir.
Pamuksu goriiniimde, seyrek konidyali ve temel olarak sapli (klavat)
mikrokonidyumlar1 vardir. SGA’da koloni tabani koyu kirmizi renktedir. Bu tiiriin {ireaz
aktivitesi en erken 6—7. glinde goriiliir (4). Cogunlukla yangisal olmayan; ayak, daha az
siklikla el, sacsiz deri ve kasik enfeksiyonlar ile iligkilidirler. Tinea capitis etkeni
olarak nadir goriilmekle birlikte, kil i¢i (endotriks) veya kil dis1 (ektotriks) tutulum
gosterebilirler (16).

T. rubrum s. str. disinda; Trichophyton fischeri Kane, 1977 ve Trichophyton
kanei Summerbell, 1987 tiirleri, T. rubrum benzeri tiirler olarak tamimlanmuistir.
Trichophyton kanei insanda deri lezyonlarindan izole edilmistir. Sivi besiyerinde 7-9
giin icerisinde {ireyi hidrolize eder ve mikrokonidya olusturmaz. Cok sayida
artrokonidya ve ucu T seklinde sonlanan makrokonidya olusturur. T. fischeri; ilk kez
kanli agardan (25); daha sonra, dermatofitozu olmayan bireylerin derisinden alinan
orneklerden ve balgamdan klinik kontaminant olarak izole edilmistir. Patojen olarak
kabul edilmez. Kazamino asit eritrol albumin (CEA) agarda kirmizi pigment
olusturmamasi ayirt edici bir 6zelliktir (24, 11).

T. violaceum igerisinde; Trichophyton soudanense, Trichophyton yaoundei ve
Trichophyton gourvilii tiirleri yer alir. Trichophyton violaceum kolonilerinin {ireme hizi
yavagtir. Kolonileri derimsi, burusuk yiizeyli, mor-kirmizi, sar1 veya turuncu; koloni
taban1 ise koyu sari, kirmizi-kahverengi veya mordur. Makrokonidya yoktur.
Mikrokonidya -varsa- gozyast damlas1 seklindedir. Hif diizeni karmasiktir, birbirine
karsit dallanma gosterebilir (Ornek; T. soudanense). Klamidospor bulunabilir (Ornek; T.
yaoundei). Ure testi ilk yedi giinde olumsuz iken; daha sonra yavas yavas olumlu olur
(4). In vitro kil delme testi 6-7 giin sonra olumludur (26). Bromkresol moru siit tozu
agar (BCP-MS-G)’da, 25 °C’de, 7 giin i¢inde koloni ¢evresinde genis bir zon olusumu
ve alkalinizasyon goriiliir (1, 4, 5, 16).

T. rubrum kompleks igerisinde yer alan tiirler ve varyantlar1 Sekil 2. 3.’de

gosterilmistir (27).



2.2. T. mentagrophytes Kompleks

Ik kez 1896°da Robin Blanchard tarafindan tanimlanan T. mentagrophytes’in es
anlamlilari; Microsporum mentagrophytes Robin, 1853; Achorion quinckeanum
Blanchard, 1896; T. felineum Blanchard, 1896; T. gypseum Bodin, 1902; T. granulosum
Sab., 1909; T. radiolatum Sab., 1910; T. lacticolor Sab., 1910; T. denticulatum Sab.,
1910; T. asteroides Sab., 1910; T. farinulentum Sab., 1910; T. interdigitale Priestley,
1917; T. kaufmann-Wolf Ota, 1922; T. pedis Ota, 1922 ve T. proliferans English et
Stockdale, 1968°dir (24).

T. mentagrophytes sensu lato, hem antropofilik hem de zoofilik tiirleri igerir. Bu
kompleks i¢in iki eseyli tiir, Arthroderma benhamiae ve Arthroderma vanbreuseghemii,
tanimlanir. A. benhamiae kemirgen ve kobaylarda siklikla bulunur. A. vanbreuseghemii
ise insan, fare ve ¢ingillalardan izole edilmistir (17). Giincel verilere gére kompleks
icerisinde (i) T. mentagrophytes sensu stricto, (ii) zoofilik T. erinacei, (ii)) A.
benhamiae’nin eseysiz sekli zoofilik Trichophyton ile (iv) T. interdigitale’nin zoofilik
(CBS 318.56) ve antropofilik (CBS 428.63) kokenleri yer alir.

Kompleksin pamugumsu veya kadifemsi goriiniimde kolonilere sahip izolatlart
ile graniiler tipteki izolatlari; klinik sekiller, epidemiyoloji ve viriilans Ozellikleri
yoniinden farkliliklar gosterir. Pamugumsu veya kadifemsi 6zellikte bahsedilen izolatlar
en stk kronik tinea pedis etkeni iken; graniiler tip izolatlar daha akut ve yangili
enfeksiyonlara neden olurlar. Tinea pedis, onikomikoz ve nadiren tinea manuum etkeni
olarak izole edilen pamugumsu veya kadifemsi izolatlar antropofilik T. interdigitale
(CBS 428.63); tinea faciei, tinea capitis ve tinea corporis etkeni olarak izole edilen
graniiler izolatlar ise zoofilik T. interdigitale (CBS 318.56) olarak tanimlanmustir. T.
interdigitale kokenlerinin antropofilik ve zoofilik ayrimlarmin yapilmasi enfeksiyon
kaynaginin belirlenmesi ve tedavi yoniinden 6nemlidir (1, 19, 28).

Trichophyton erinacei; diger T. mentagrophytes kompleks {iyelerinden inci
seklinde makrokonidyumlar1 ve koloninin tabaninda ayva saris1 pigment olusumuyla
ayirt edilebilir. Avrupa ve Afrika olmak tizere iki farkli tipe sahiptir. Afrika tipi T.
erinacei, Atelerix albiventris tiirii kirpilerle bulasir, tirecaz olumludur ve morfolojik
olarak zoofilik A. benhamiae veya A. vanbreuseghemii anamorflarindan ayirt edilemez.
Avrupa tipi T. erinacei ise Erinaceus europaeus tiirii kirpilerle yayilir ve A. benhamiae

kompleks igerisinde yer alir. Tipik 6zelligi lireaz olumsuz olmasidir (16, 22, 29).
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T. rubrum
(altn sekil)

T. rubrum T. mentogrophytes
(hiyalin) (pamugumsu sekil)
-
s
T. rubrum T. mentagrophytes T. mentagrophytes
(kadifemsi) (karmuzs gekil) (kadifemsi sekil)
T. rubrum
(pamugumsu)

T. rubrum
(granaler)

T. krajdenii

T. rubrum

var,
rubrum

T. mentagrophytes
(grandler gekil)

T. raubitschekii

T. kanel

T. fischeri

T. megninii

it

T. rubrum

var,

flavum

T.rubrum

- var.
nigricans

—

Sekil 2.3. T. rubrum kompleks, varyantlar ve morfolojik olarak benzer tiirlerin gosterimi.

2.3. Laboratuvar Tanisi

2.3.1. Klinik Orneklerin Alinmasi

Klinik 6rnegin (saclh deri, sagsiz deri ve tirnak) hem mikroskop hem de mantar
kiltlirii incelemesi i¢in yeterli miktarda olmasi 6n kosuldur. Ayrica, klinik 6rnek alma
isleminden Once topikal tedavi uygulanan bireylerin tercihen 4-6 giin 6nce, sistemik
antifungal kullananlarin ise 15—30 giin oncesinde tedaviyi sonlandirdigindan emin
olunmalidir. Klinik 6rnek alimirken cimbiz, forseps, bistiiri, kiiret veya tirnak makasi
kullanilabilecek malzemeler arasindadir. Sagh deri, sac¢siz deri ve tirnak orneklerinin
hemen incelenememesi durumunda tasinmasi ve saklanmasi i¢in steril kiigiik zarflar

kullanilabilir. Agz1 kapali tiiplerin kullanilmasi; (i) ortamin nemlenmesi sebebiyle,
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kontaminant organizmalarin asir1 iiremesine neden olabilecegi ayrica (ii) plastik petri
kaplar1 elektrostatik etkilesim sebebiyle 6nerilmemektedir (12, 30).

Tinea capitis kuskulu bireyin sagli derisi, 6n tani testi olan, Wood 15181 ile
incelenir. Microsporum cinsi dermatofitler (Ornek: M. canis) yesil floresans olusturur.
Eger klinik goriinim favus ise soluk mavi-yesil floresans goriiliir. Favus etkeni
Trichophyton schoenleinii disinda baska bir Trichophyton tiirii floresans olusturmaz.
Wood 15181 ile incelemenin ardindan sagtan steril forseps veya cimbiz yardimiyla, sag
kokiinii de kapsayacak bigimde sa¢ Ornegi alinir ve sa¢ kokleri incelenir. Klinik
orneklemede sa¢ firgasi, dis fircasi, pamuklu ekiivyon veya servikal smear firgasi
kullanilabilir (11, 31, 32).

Sagsiz bolgeden alinacak orneklerde, lezyon %70’lik alkolle silinir, siniri
belirgin bir lezyon varsa bu simirlardan epitel kazinti 6rnegi alinir. Siirlart belirgin
olmayan bir lezyon ise lezyonun cesitli bolgelerinden klinik 6rnek alinir ve mantar
varlhig1 arastirilir.

Tinea pediste lezyon yerinden epitel kazintis1 alinir. Vezikiil varsa vezikiil
stvisinin kiiltiiri 6nerilmez. Onikomikoz i¢in 6rnekleme yontemi onikomikozun klinik
sekline gore degisir. Ornegin; distal subungual onikomikozda subungual birikinti
kazinarak 6rnek alinir. Proksimal subungual onikomikozda, saglikli iist bolge kazinir ve
alt kisimdan elde edilen kazinti 6rnegi incelenir. Beyaz yiizeyel onikomikozda ise

ornekler beyaz bolgelerin kazinmasiyla elde edilir (11, 30).

2.3.2. Dogrudan Mikroskop Incelemesi

Klinik ornekteki mantar varligi/yoklugu hakkinda en hizli cevap, dogrudan
mikroskop incelemesiyle alinir. En yaygin uygulama %10’luk potasyum hidroksit
(KOH)’in kullanimidir. Kisaca, o6rnek igerisindeki keratin dokunun ¢6ziiliip, mantara
iliskin spor, bélmeli ve duvarlar1 paralel hifler ve artrospor gibi yapilarin agiga ¢ikmasi
ve daha kolay belirlenmesi saglanir. Ayrica %25 KOH veya sodyum hidroksit (NaOH)
ile %5’lik gliserol karisimi da kullanilabilir. KOH ile birlikte dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanilarak keratinin ¢dziilmesi hizlandirilabilir (9). Uygulamada tirnak, sagli deri veya
deri kazint1 6rnegi lama yerlestirilir ve iizerine 1-2 damla s6zii edilen soliisyonlardan
damlatilir. Lamelle kapatilan 6rnek alevde kaynamasina izin verilmeden 1sitilir ve oda

sicakligina birakilir. Islem igin gereken siire; kullanilan soliisyonun ve &rnegin
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yogunlugu ile alevde tutma siiresine baglidir. Maliyeti diisiik ve uygulamasi kolay
olmasia karsilik 6zgiilligi diisiik bir yontemdir (6, 15). Bir diger boyama ¢esidi olan
Amman kloral laktofenol boyamasi ise 6zellikle sagl deri 6rneklerinin incelenmesinde
oOnerilen bir yontemdir. Bu yontemde 6rnegin 1sitilmasi gerekmez (30).

Klinik oOrnekteki mantar elemanlarmin gosterilmesine yonelik diger bir
uygulama, mantar hiicre duvar yapisindaki kitin ve seliilozu boyayan kalkoflor beyazi
veya blankofor gibi boyalar1 kullanarak yapilan floresans mikroskopisi incelemesidir.
Kullanilan filtreye bagli olarak soluk beyaz veya yesil renkte hifler goriiliir. Uygulamasi
giivenli ve kolay; sonuglar1 giivenilirdir. Tecriibesi olmayan laboratuvar ¢aligsanlar1 bile
bu yontemi kullanarak kolay sonug alabilir. Ancak, mikroskop ve filtre gereksinimleri
nedeniyle KOH ile incelemeye gore pahali bir yontemdir.

Onikomikoz kuskusunda, dogrudan mikroskop ve mantar kiiltiiriinlin laboratuvar
tantya yardimei olmadigi durumlarda, tirnak orneklerinin periyodik asit-schiff (PAS)
gibi histopatolojik boyalarla incelenmesi 6nerilebilir (9). PAS boyasinin mantar hiicre
duvarindaki, glikozaminoglikan gibi, polisakkaritleri boyamasi 6zelliginden yararlanilir

ve sonucta mantara iligkin yapilar kirmizi renkte goriiliir (30).

2.3.3. Mantar Kiiltiirii

Klinik 6rneklerin dogrudan mikroskop incelemesinin ardindan mikoloji
laboratuvarlarinda kullanilan uygun besiyerlerine “yar1 gomme” teknigi ile ekimleri
yapilir. Dermatofitlerin iiretilmesinde ve izole edilmesinde en sik kullanilan besiyeri
SGA’dir. Besiyeri igerisine, bakteri iiremesini engellemek amaciyla kloramfenikol ve
gentamisin; saprofit kiif mantarlarinin iiremesini baskilamak amaciyla siklohekzimit
eklenir. Secenek olarak tercih edilebilecek diger ilk izolasyon besiyerleri dermatofit test
medium (DTM) ve CEA’dir. DTM indikatér olarak fenol kirmizisi igeren bir
besiyeridir. Dermatofitin besiyerinde {iremesi sonucu pH yiikselir ve besiyerinin sari
rengi kirmiziya doner. Bakteri ile kontamine T. rubrum inokiile edilmesi durumunda
DTM’de T. rubrum iiremesi baskilanir ve yalanci-olumsuz sonu¢ alinabilir (11).
Nadiren de olsa, DTM ile baz1 Microsporum izolatlarinin iiremesinde yalanci-olumsuz
sonuglar alindigi bildirilmistir. CEA besiyeri ise Candida cinsi maya mantarlar ile
bakterilerin iiremesini inhibe eder ve T. rubrum’un kirmizi pigment olusturmasini

uyarir.
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Dermatofitler i¢in en uygun tireme 1s1s1 25 °C’dir (< 30 °C). Ancak, tiirlere gore
farklilik goriilebilir (6rnegin; T. verrucosum icin en uygun iireme 1sis1 30—32 °C’dir)
(30). Genel olarak yavas iireyen mikro-organizmalar olmalar1 nedeniyle inkiibasyon
stireleri 1— 4 hafta arasinda degisir.

Dermatofitlerin klasik laboratuvar tanimlanmasi, besiyerindeki koloninin yapisal
ve mikroskop 0Ozelliklerinin incelemesiyle olur. Koloninin yapisal 6zelliklerinin
incelenmesinde koloninin rengi, dokusu (pamuksu, kadifemsi, graniiler, pudrams1 vs.),
ylizey Ozelligi (kabarik, basik, ortasi kabarik vs.), lireme hizi ve pigment varligi
degerlendirilir. Laktofenol pamuk mavisi kullanilarak yapilan mikroskop incelemesinde
ise mikrokonidyum ve makrokonidyum varligi veya yoklugu, sekli, miktar1 ve
dermatofitlere 6zgii bolmeli ve duvarlar1 paralel hif yapisi incelenir. Bunlarin disinda
dermatofitlerin 6zel besin gereksinimleri, 1s1 toleranslari, BCP-MS-G agarda tlireme ve
alkalinizasyon ozellikleri, in vitro kil delme ve iire kullanimi gibi fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri de tiir diizeyinde tanimlamada yararlanilan 6zelliklerdir (3).

Klasik laboratuvar tanisinda, en sik kullanilan ydntem kiiltiirde iireyen
dermatofite iligkin makrokonidyumlarin yapisal 6zelliklerinin incelenmesidir. Ancak,
genellikle ilk izolasyonda SGA’da makrokonidya olusumu goriilmez. Bu nedenle
mikro-organizmanin daha 1iyi sporlanacagi ve mantar elemanlarinin daha 1iyi
degerlendirilebilecegi besiyerleri gelistirilmistir. Bu amagcla kullanilabilecek ilk besiyeri
patates dekstroz agar (PDA)’dir. Segenek olarak tercih edilebilecek diger besiyerleri ise
Borelli laktrimel agar (BLA), Lowenstein-Jensen (LJ) agar, beyin-kalp infilizyon agar
(BKIA) ve malt ekstrakt agar (MEA)’dir (4, 13, 33).

Dermatofitlerin etiyolojik ve ekolojik 6zellikleri ve klasik laboratuvar tanisina
iligkin bilgiler T. rubrum kompleks iiyeleri i¢in Tablo 2. 2.’de ve T. mentagrophytes
kompleks tiyeleri i¢in Tablo 2. 3.’de sunulmaktadir.

Dermatofitler icerisinde 40’1 askin tiir tanéimlanmasina karsilik, insanda hemen
daima 10 tiir hastalik etkenidir. Bu tiirleri tanimlamak i¢in kullanilan klasik yontemlerin
uzun zaman almasi, yorumlamasinin deneyim gerektirmesi, morfolojisi benzer olmasina
karsilik genetik olarak uzak tiirler; genetik yakinligi olmasma karsilik farkl
morfolojilere sahip tiirlerin varligi nedeniyle, daha hizli ve giivenilir yontemlere
gereksinim duyulmaktadir. Bu amacla; ITS1, ITS2, topoizomeraz II (34), kitin sentaz I
(35), P tlbiilin (36) gibi belirli gen bolgelerini hedef alarak gelistirilen real-time PCR
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(37, 38), nested PCR (15), PCR-RFLP (39), PCR-ELISA (40), RAPD (41), multipleks
PCR (42, 43) ve genomik in situ hibridizasyon (44) gibi PCR temelli molekiiler
yontemler mevcuttur. Bu yontemler basit, tekrarlanabilir olmalarinin yani sira, tiirlerin
sahip olduklar1 6zel niikleotid dizileri hakkinda da bilgi verirler. Ancak, PCR Oncesi
basamaklardaki kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi yanlis sonug¢larin alinmasina
neden olabilmektedir. Bu yontemlerin disinda; akis sitometrisi (45), yansimali konfokal
mikroskopisi (46), fourier donilistimlii kizil6tesi spektroskopisi (47) ve MALDI-TOF-
MS (48) gibi yontemler de mevcuttur. (49, 50, 51).

Dermatofit tlirlerinin mikolojik tanisinda, klasik ve molekiiler yontemlerin
disinda bir secenek olarak yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) teknigi 6n
plana ¢ikmaktadir. Mantara ait sekonder bilesenlerden biri olan ve T. rubrum kompleks
tiyelerinde de bulunan ksantomegninin bu yontemle belirlenmesinin, T. rubrum
kompleksin kisa siirede taninmasini (52) ve T. mentagrophytes kompleksten kolaylikla

ayirt edilmesini saglayabilecegi diistiniilmistiir.
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Tablo 2.2. Trichophyton rubrum kempleks igerisinde yer alan mikro-organizmalarin genel

ozellikleri. BCP-MS-G, bromkrezol purple milk solid glikoz agar; #1, Trichophyton agar 1; #7,

Trichophyton agar 7.

Mikro- Koloni Mikroskop Biyokimyasal Etiyoloji ve
organizma goriiniisii goriiniisii reaksiyonlar ekoloji
Yavas ve orta Armut seklinde | BCP-MS-G agarda | Antropofiliktir.
hizli tirer. yan yana dizili sinirlt {irer, renk Tirnaklarda,
Tiiysii veya mikrokonidya degisimi olmaz. sacsiz deride
pamuksu yiizeye | vardir. Kalem Ureaz olumsuzdur. | ve nadiren
sahiptir. Koloni seklinde Vitamin sacli deride
yiizeyi beyaz makrokonidya gereksinimi yoktur. | hastalik
veya soluk yaygin degildir. | In vitro kil delme etkenidir. Kil
Trichophyton | pembedir. Hif ve testi olumsuzdur. i¢i (endotriks)
rubrum Kolonilerinin artrokonidya ve kil dist
tabani koyu goriiliir. (ektotriks)
kirmizidir. tutulum
gosterebilir.
Ti{im diinyada
en sik izole
edilen
dermatofittir.
Orta hizli iirer. Genellikle BCP-MS-G agarda | Antropofiliktir.
Diiz ve graniiler | armut seklinde | smurli irer, renk Kuzey Asya,
ylizeylidir. ama ¢esitli degisimi olmaz. Hindistan ve
Koloni yiizeyi sekillerde Ureaz olumludur. Akdeniz’de
Trichophyton beyaz veya mikrokonidya Vitami.ne. - yaygmdlr.- -
raubitschekii kahverengimsi vardir. ' gereksinimi yoktur, | Sagsiz .derlyl
kirmizidir. Makrokonidya | ancak #1 agarda ve nadiren
silindir seklinde | kahverengi pigment | sagli deriyi
veya saplidir. olusur. In vitro kil enfekte eder.
delme testi
olumsuzdur.
Orta hizli iirer. Armut seklinde | BCP-MS-G agarda | Antropofiliktir.
Siiet benzeri veya | mikrokonidya orta veya asiri Ispanya,
pamuksu yiizeyi | vardir. Nadiren | lireme gosterir; Portekiz,
vardir. Kolonide | kalem seklinde | besiyerini nadiren Afrika
1s1nsal kanallar makrokonidya alkalinlestirir. Stvi | ve Akdeniz’de
olusur. Koloni gortliir. iire besiyerinde gortliir. Sagsiz

Trichophyton
megninii

yiizeyi beyaz ve
pembe-menekse
moru
rengindedir.
Koloninin taban
sarap kirmizist
veya kirmizimsi
kahverengidir.

iireaz olumlu iken;
kat1 besiyerinde
olumsuz olabilir.
Uremesi igin
histidine gereksinim
vardir (#7). In vitro
kil delme testi
olumsuzdur.

deri, sacl deri,
biyik ve
sakalda
hastalik
etkenidir.
Ektotriks
tutulum
gosterir.
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Tablo 2.2. (Devam). T. rubrum kompleks icerisinde yer alan mikro-organizmalarin genel

ozellikleri. BCP-MS-G, bromkrezol purple milk solid glikoz agar; #1, Trichophyton agar 1.

Mikro- o e Mikroskop Biyokimyasal Etiyoloji ve
. Koloni goriiniisii R, . .
organizma goriiniisii reaksiyonlar ekoloji
Yavas ve orta hizli Hifleri karsit yonlii | BCP-MS-G agarda | Antropofiliktir.
tirer. 35°C’de dallanma gosterir. alkalinlesme Afrika’da,
hizliiirer. Koloniler, | Bu dallanmalar en gosterir ve kiigiik nadiren Kuzey
kadifemsidir veya iyi, BCP-MS-G hidroliz zonu Amerika’da,
katlanmalar gosterir. | agardan hazirlanan | olusturur. Vitamin | Ingiltere’de ve
Koloni yiizeyi kayist | drneklerde goriiliir. | gereksinimi Brezilya’da
turuncusu, nadiren Artrokonidyal degiskendir. In goriiliir. Sagh
Trichophyton pembe veya kirmizi | parcalar ayridir. vitro kil delme testi | deride ve
soudanense renktedir. Kiiltiirii Nadiren armut olumsuzdur. viicudun,
tekrarlanan 6rnekler | seklinde olan Lowenstein-Jensen | 6zellikle,
pamuksu yiizeye ve | mikrokonidya tekli | besiyerinde koyu goriinen
sar1 renkte koloni veya gruplar kahverengi veya bolgelerinde
tabanina sahiptir. halindedir. BCP- siyah pigment hastalik
MS-G agarda olusur. etkenidir.
makrokonidya
olusabilir.
Yavas iirer. Mikrokonidya BCP-MS-G agarda | Antropofiliktir.
Kadifemsi yiizeye olusmaz. Cok sinirlt iirer ve El ve ayakta
sahiptir. Tallus sayida kalem degisiklige neden hastalik
beyazdir, zamanla seklinde ve ucu “T” | olmaz. Ureaz zayif | etkenidir. Nadir
kirmiziya doniisiir. bi¢imli sonlanan olumludur. goriilir.
Trichophyton 1fabam k1rm1z1 veya rr{alir?konidya Vitami.n. .
kanei ahverengi- goriliir. . gereksinimi o
kirmizidir. Makrokonidya, olmamakla birlikte
artrokonidyumlara | #1 agarda
ayrilir. kahverengi
pigment olusturur.
In vitro kil delme
testi olumsuzdur.
Yavas iirer. Koyu [k kiiltiirde BCP-MS-G agarda | Antropofiliktir.
mor-kirmizi renkte konidya azdir ve T. | orta yogunlukta Sagli deride,
ve kabariktir. Tekrar | soudanense’yi tirer, alkalinlesme sagsiz deride ve
kiiltiirlerinde ise andiran karsit gosterir ve kiigiik tirnakta hastalik
kadifemsi ve basik yonde dallanan hidroliz zonu etkenidir.
. tizeyli, pembe- hifler goriilebilir. olusturur. Ureaz
T”Ch(.)p.h yton l}ilrmildﬁ. Tabani Tekrauig kiilttirlerinde | olumsuzdur.
gourvilii N N
mor-kirmizi gdzyas1 damlasi Vitamin
renklidir. seklinde gereksinimi yoktur.
mikrokonidya ve In vitro kil delme
silindirik testi olumsuzdur.
makrokonidya
goriiliir.
Trichophyton Yavas iirer. Diiz, Mikrokonidya nadir | Vitamine Antropofiliktir.
yaoundei katlanmig, nemli olup makrokonidya | gereksinim Genellikle sach
gorinimli, yoktur. duymaz. Ureaz deride hastalik
baslangigta krem, olumlu, kil delme | etkenidir.

daha sonra ¢ikolata
renginde pigment
olusturur.

deneyi
olumsuzdur.
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Tablo 2. 3. Trichophyton mentagrophytes komplekse iliskin farklh kolonilerin genel

ozellikleri. BCP-MS-G, bromkrezol purple milk solid glikoz agar.

Mikro- Koloni gériiniisii Mikroskop :Slyoklmyasa Etiyoloji ve
organizma g 3 goriiniisii . ekoloji
reaksiyonlar
Orta hizli iirer.
Graniiler ve diiz }(unvarlalfkve
goriiniimdedir. Koloni uzll(llrp (Sla i Antropofilik ve
Graniiler ylizeyi agik sar1 veya sexinde zoofilik olabilir.
Trichophyton ten rengidir. gr}lklilal? an g BCP-MS-G Tiim diinyada
mentagrophytes Koloninin arka yiizeyi o onicya agarda yogun | yaygindir.
soluk sar1, kirmizi- goriiliir. Spiral irer Toprakta
K > hif olusuturur. . praxta
ahverengi veya ten ince duvarls alkalinlesme | bulunabilir. El
gﬁglﬁfeldl..r' Yizevi makrokonidyum Igjergekleslr. ve ayal:llar.,d
a hizlt drer. Yizeyi | -0 reaz sagsiz deride,
. . kadifemsi, diiz ve - - olumludur. sakal, sacl deri,
Kadifemsi oy baglandig1 yerde oo
. serpme toz gibi Vitamin kasikta hastalik
Trichophyton s riiliir. Koloni daralma vardir. Ksinimi tkenidi
mentagrophytes g?;‘é ul Be (;;)ve a Puro seklinde gzﬁ imllnml ; e?l'lir‘;" |
yuzeyl beyaz vey olabilir. yoktur. otrLk turier
margarin sarisidir. vitro kil ektotriks tutulum
Orta hizli iirer. Yogun delme testi gosterirken;
Tiivsii ve pamuksu yapidadir. | Armut seklinde olumludur. antropofilik
Triiho hvton Koloni ylizeyi mikrokonidya ile tiirler sach deriyi
menta proy hytes beyazdir. Koloninin T. rubrum’dan enfekte etmez.
grop arka ylizeyi soluk sar1 | ayirt edilemez.
veya ten rengidir.
Ureaz
tepkimesi
Aympa tpt Antropofilik ve
i¢in olumsuz, ;
o zoofilik
Afrika tipi .
Silindirik icin zzzf’:eglm
Trichophvton Granillii yapida beyaz | makrokonidya ve | olumludur. Zelanaa ve
erinacepi y ve tabani sar1 renkli cok sayida Kil delme Avrupa’da
koloniler olusturur. mikrokonidyum | deneyi bazen pada
yayilim gosterir.
olusturur. olumsuzdur. .
Ureme icin Sacli deri ve
o tirnakta hastalik
vitamine e
e etkenidir.
gereksinimi
yoktur ve pH
4’te liremez.
Yuvarlak ve Ureaz testi 1-
.. .. lizlim salkimi 7 giinde Zoofiliktir.
Tipik olarak graniiler . olumludur. . .
apidaki seklinde BCP-MS-G Insanda nadiren
. yap . gruplanan hastalik
Trichophyton T. mentagrophytes ile . . agarda 1
- c : mikrokonidya R etkenidir.
quinckeanum iliskilidir. Koloni . besiyerini y
. goriliir. . iy Cogunlukla sach
tabaninin rengi koyu . alkalinlestirir. >
Makrokonidya . deriyi enfekte
saridir. . In vitro kil
puro seklinde . eder.
olabilir delme testi
) olumludur.
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2.4. Ksantomegnin

Ksantomegnin, 1,4-naftokinon pigment ailesinin bir {iyesidir. Asetat-
polymalonat yoluyla sentezlenen bu pigment mutajenik bir mikotoksin olup, hepatoksik
ve nefrotoksik etkilere sahiptir (53).

Ksantomegnin ilk kez Trichophyton megninii’den izole edilmistir. Daha sonra,
Trichophyton violaceum, T. rubrum, Microsporum cookei, Aspergillus sulphureus, A.
melleus, A. ochraceus, Penicillium cyclopium, P. freii ve P. viridicatum’da da
ksantomegninin varligi gosterilmistir (54). T. rubrum kolonilerinde goriilen yogun koyu
kirmizi ve nadiren sar1 pigment olusumunun ksantomegninin farkli pH’lardaki

goriiniimiinden kaynaklandig: diistiniilmiistiir (52).

2.5. Kromatografi Teknigi

Kromatografi bir karisimdaki farkli maddelerin ayristirilmasi teknigidir. Chroma
“renk” ve graphein “yazmak” anlamlarina gelen kromatografiyi, ilk kez 1903’de Rus
botanik¢i Tswett, bitki pigmentlerini ayristirmak i¢in kullanmistir (55). Yonteme bu
ismin verilmesinin nedeni, ayristirma isleminden sonra ortaya ¢ikan her bir maddeye ait
farkli renk bantlarinin goriilmesidir.

Kromatografi tekniginin iki amaci1 vardir: (i) Ornegin kimyasal yapisini
belirlemek ve (ii) uygun miktarda Ornegi saflagtirmaktir. Gergeklestirilen tiim
kromatografik ayirimlarda, destekleyici parcaciklara veya kolonun i¢ duvarma
sabitlenen bir “durgun faz”, bir de kromatografi kolonu boyunca, belirli bir yonde
ilerleyen “hareketli faz” kullanilmaktadir. Kromatografinin temel siniflandirilmasi
hareketli fazin fiziksel durumuna goére yapilmaktadir, bunun yam sira kromatografik
zemin bi¢imi ve afinitenin de dikkate alindig1 siniflandirmalar mevcuttur.

Kullanilan kromatografi teknigi ne olursa olsun, 6rnek molekiiliin kat1 fazla olan
etkilesimini artirmak i¢in kolonunun en yiliksek etkinligi saglayacak bi¢imde
tasarlanmas1 gerekir. Bunu gerceklestirmenin bir yolu kolonu biiyiitmek, daha etkili
olan diger yolu ise, kat1 faz ortam parcaciklarini olabildigince kiigiiltmektir. Daha etkili
olmasina karsilik, bir takim sorunlar da dikkat ¢ekicidir. Parcacik boyutu kiigiiliince
parcaciklar aras1 mesafe de azalir ve kolonun geri basinci artar. Bu nedenle pek ¢ok kati

faz, azaltilmis parcacik boyutuyla asla yiiksek performans saglayamaz ve 3.5 kPa
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tizerindeki basingta ¢oker (56). Ancak, bdylesine yiiksek basinca karst dayanikli ve ¢ok
daha kullanisli organik-silika hibrit bazli kat1 fazlar mevcuttur.

Boyutlar1 5-10 pm arasinda degisen silika parcaciklari, yiiksek performansta
normal faz kromatografisi yapimimi sagladigi gibi ¢esitli kimyasal modifikasyonlarla
istenilen molekiillerin biliylik ¢cogunlugunun ayristiritlmasini saglar ki, bu da yiiksek

performans si1vi kromatografisi (HPLC) tekniginin temelini olusturur (56).

2.5.1. HPLC

HPLC, bir karigimdaki bilesenleri ayirmak ve her bir bileseni tanimlayip
miktarini 6l¢gmek amaciyla, 6zellikle kimya alaninda kullanilan bir yontemdir. Sistem,
incelenecek oOrnegi iceren yiiksek basingli sivi ¢oziicilinilin, kat1 bir yiizey tutucu ile
doldurulmus kolondan gecirilmesi prensibine dayanir (57). Bu teknik 1960’11 yillarda
“yiiksek basingli sivi kromatografisi” olarak kullanilmaya bagslanmis; 1970’lerin
sonunda kolon malzemesinde ve aletlerdeki gelismelerle, “yiiksek performans sivi
kromatografisi” olarak kullanimi, 1980’lerin basinda artmis ve 2006 yili itibariyle de
UPLC (ultra performance liquid chromatography), RRLC (rapid resolution liquid
chromatography), UFLC (ultra fast liquid chromatograph), RSLC (rapid seperation
liquid chromatography) gibi ¢esitli terimlerle giincelligini siirdiirmiistiir (56). HPLC, (1)
tibbi tanida [hemoglobin varyantlarinin saptanmasi (58), kan serumunda vitamin D
seviyesinin tespit edilmesi (59) veya vanil mandelik asitin belirlenmesi (60)], (ii) adli
incelemelerde [idrarda performans artirici ilaglarin aranmasi (61)], (iii) arastirma amacl
[karmasik yapidaki biyolojik 6rneklerin bilesenlerine ayrilmasi (62)] ve (iv) biyolojik
uygulamalarda [ilag iiretimi (63)] kullanilmaktadir.

Kullanim amacina gore “analitik” ve “hazirlayict” HPLC olmak {izere iki ayri
sistem mevcuttur. Analitik HPLC’de 6rnek dedektdrden gectikten sonra atilir. Amag,
Oornege ait bilesenlerin miktarinin belirlenmesi ve/veya tanmimlanmasidir. Hazirlayict
HPLC’de ise ornek dedektorden gectikten sonra sistemdeki toplama alanina aktarilir.
Amag, bilesenlerin izole edilmesi ve saflastirilmasidir.

Siv1 kromatografi (LC) ve HPLC’nin ¢alisma mekanizmasi aynidir; ancak hiz,
etkinlik, duyarlilik ve kullanim kolaylig1 nedeniyle HPLC ¢ok daha iistiindiir. Yiiksek
performans kolonu ile normal kolonun etkinliklerinin karsilastirmasi n=16(t)/(tw)

formiili ile yapilabilir. Formiilde n etkinlik miktarini, t, parcacigin kolon girisinden
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dedektore dek olan sistemi gegis siiresini (alikonma siiresi), tw parcaciga ait pikin

genisligini gosterir (Sekil 2. 3) (56).
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Sekil 2.4. Kolon etkinligi n=16(t,%)/(tw) formiilii ile hesaplanir. Formiilde n etkinlik

miktarini, t; parcacigin alikonma siiresini, ty, parcaciga iliskin pikin genisligini ifade eder.

2.5.1.1. HPLC Bilesenleri ve Gorevleri

HPLC sistemi bes ana bilesenden olusur: pompa, enjektor, kolon, dedektor ve
bilgisayar. Pompanin sistemdeki rolii hareketli faz olarak adlandirilan siviyr belirli bir
akis hizinda pompalamaktir. Akis hizina gore tekdiize veya degisimli pompalar tercih
edilebilir.

Enjektor; sivi 6rnegi hareketli faz akisi i¢cine birakir, bu yiizden sivi sistemin
basincina karsit dayanikli olmasi gerekir. Fazla sayida 6rnegi kolaylikla calisabilmeyi
saglayan otomatik enjektorler oldugu gibi, manuel ¢esitleri de vardir.

Sistemde kolon “kromatografinin kalbi” olarak nitelendirilir. Kolonun durgun
fazi, cesitli fiziksel ve kimyasal parametrelere gore, ornek icerisindeki bilesenlerin
ayrilmasini saglar.

Kolondan ayrilan molekiillerin her biri dedektorle belirlenir. Belirlenen

molekiillerin miktarlarinin Slgiilmesi ve sonuglarin bir kayit cihazi ya da bilgisayara
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aktarim1 da dedektorle saglanir. Pek cok belirleme prensibi olmasina karsilik en sik
kullanilanlar spektroskopik tespit, kirilma endeksi tespiti ve floresans tespitidir.

Cogu kez, veri sistemi olarak isimlendirilen bilgisayar ise, yalnizca HPLC
aletlerinin tiim modiillerini kontrol etmekle kalmaz, ayn1 zamanda dedektdrden gelen
sinyalleri alir ve 6rnege ait bilesenlerin alikonma zamani ile 6rnek miktarini belirler.

Bahsedilen bilesenlerin yani sira sistemde baglantiyr saglamak amaciyla
kullanilan boru malzemeler de vardir. Bunlar paslanmaz celik, cam veya polieter eter
keton (PEEK) polimerden yapilmis olabilir. Paslanmaz ¢elikten olan borular yiiksek
basinca daha dayanikli olmalari nedeniyle en ¢ok kullanilanlardir ancak; biyomolekiiller
icin cam borular tercih edilir. PEEK polimerden iiretilenler ise biyo-uyumlu ve
coziiciilerin ¢coguna tepkisizdir. HPLC sisteminde sicaklik degisimi; tekrarlanabilirligi,
¢coziinlirliigli ve kimyasal kararlilig1 etkileyebilecegi i¢in, kontrol altinda tutulmalidir.
Sicaklik kontroliinii saglamak amaciyla 1sitic1 blok, su banyosu veya firin kullanilabilir

(56).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Referans izolatlar

Bu calismada, DNA dizi analizi ile tanimlanan ve giincel siniflandirmaya gore
isimlendirilen, Centraalbureau voor Shimmelcultures (CBS)-KNAW  Mantar
Biyogesitlilik Merkezi, Utrecht, Hollanda’dan ve Macit Ilkit ¢alisma koleksiyonundan
temin edilen, Arthroderma spp. (n=7), T. mentagrophytes kompleks (n=7) ve T. rubrum
kompleks (n=18)’e iliskin 32 referans izolat incelendi (Tablo 3. 1.). Calisma 6ncesinde
izolatlarin timii 100 pg/ml siklohekzimit, 100 pg/ml kloramfenikol ve 50 pg/ml
gentamisin i¢ceren SGA’ya inokiile edildi ve 28 °C’de 14 giin inkiibe edildi.

3.2. Klinik Ornekler ve Klinik izolatlar

Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi Dermatoloji Anabilim Dali’na basvuran
dermatofitoz 6n tanili hastalardan alinan sagsiz deri (N=9) ve tirnak kazintis1 (n=4)
olmak tizere toplam 13 klinik 6rnek ve bu orneklerin ITS dizi analizi ile T. rubrum s.
str. (n=9) ve T. interdigitale (n=4) olarak tanimilanan izolatlar1 incelendi. Calisma
oncesinde klinik 6rneklerin tiimii 100 pg/ml siklohekzimit, 100 pg/ml kloramfenikol ve
50 pg/ml gentamisin igeren SGA’ya inokiile edildi ve 28 °C’de 14 giin inkiibe edildi.
Klinik izolatlarin {ireaz aktivitesi, bromkrezol moru siit tozu glikoz agarda iireme

ozelligi ve kil delme etkisi degerlendirildi.

3.2.1 Klasik Yontemle Tanimlama Gerecleri
3.2.1.1 Besiyerleri
3.2.1.1.1 Sabouraud Glikoz Agar (SGA; Merck; Darmstadt, Almanya)

Glikoz 40 g
Pepton 10 g
Agar 15¢g
Distile su 1000 mL
pH 5.6-6.0
Siklohekzimit (Sigma; Steinheim, Almanya) 0.1g

Kloramfenikol (Sigma; Steinheim, Almanya) 0.125 ¢
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Gentamisin (Sigma; Steinheim, Almanya) 02¢g

Ticari olarak temin edilen besiyerinden 65 g tartildi. 1 1 distile su eklenerek,
otoklavda 121 °C’de 15 dk 1 atm. basingta steril edildi. Otoklavdan ¢ikarilan
besiyerinin sicakliginin diigmesi beklendikten sonra i¢ine gentamisin, %95°lik 2 ml etil
alkolde ¢ozdiiriilmiis kloramfenikol ve 2 ml asetonda ¢6zdirilmiis siklohekzimit
eklendi. Steril, tek kullanimlik plastik petrilere kalinligit 4 mm olacak sekilde 25 ml

dagitilan besiyeri katilagtiktan sonra kullanim siirelerine dek 4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1.1.2. Ure Besiyeri

Ure S5¢g
Maya Oziitii 0.025 ¢
KH,PO4 2275¢g
Na,HPO4 2375¢
Fenol kirmizisi 0.0025 g
Distile su 250 ml

Yukarida anilan sarf malzemeleri karistirildi ve besiyeri pH’s1 6.8’e ayarlandi.
Sterilizasyon islemi 0.22 um’lik steril tek kullanimhik filtre ile steril kosullarda
gerceklestirildi. Siv1 besiyeri cam tiiplere 5’er ml olacak sekilde dagitildi. Orneklerin
tireaz etkinligi, 28°C’de, 3 — 7 ve 14. gilinlerde besiyerinde meydana gelen renk
degisimine gore degerlendirildi. Besiyerinin sar1 renginin inkiibasyon sonunda pembeye

dontismesi olumlu kabul edildi (11).

3.2.1.1.3. Bromkrezol Moru Siit Tozu Glikoz Agar
Cozelti A;
Stit tozu 80 g

Bromkrezol moru (Himedia; Mumbai, Hindistan) 2 ml

(alkol igerisinde ¢ozdiiriilmiis %1.6)

Distile su 1000 ml
Cozelti B;
Glikoz 40 g
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Distile su 200 ml

Coezelti C;
Agar 30g
Distile su 800 ml

Cozeltiler otoklavda 121 °C’de 15 dk. siire ile steril edildi, karistirildi ve
karigtmin son pH’sinin 6.6 olmasi saglandi. Steril petrilere 20 ml dagitilan besiyerlerine,
calismada kullanilan kokenler inokiile edildi ve 28 °C’de 21 giin siire ile inkiibe edildi.
Degerlendirme besiyerinde lireme varligi ve pH degisimine gore yapildi. Alkali tepkime

sonucunda gri-mavi olan besiyeri renginin gri-mor renge degismesi arastirildi (11).

3.2.1.1.4. Kil Delme Testi

Bu test, T. mentagrophytes kompleksin (4— 5 giin) sa¢ kilini, T. rubrum
komplekse (13—30 giin) gore daha ¢abuk delmesi ve bu iki kompleksin bu yontemle
ayirt edilmesi esasina dayanir. T. violaceum’un ise kili 6—7 giinde deldigi bildirilmistir
(26). Testin uygulanmasinda bes yasindan kiigiik sarisin ¢ocuk sag1 killari, otoklavda
121 °C’de 15 dk. steril edildi. Ayrica, 20-25 ml steril damitik su i¢ine %10’luk 0.1 ml
maya Oziitliniin milipor’dan siizliliip karistirilmasiyla bir besiyeri hazirlandi. Bu
besiyeri, icerisinde yaklagik 20 adet sa¢ kili bulunan steril petrilere dagitildi; {izerine
dermatofit kdkeni eklendi ve 28 °C’de 21 giin siire ile inkiibe edildi. Test edilen kokenin
kili delip delmedigi; laktofenol pamuk mavisi ile her giin 151k mikroskobunda kontrol

edildi (11).
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Tablo 3.1. Calismada incelenen Arthroderma ve Trichophyton tiirlerine iliskin referans izolatlar.

Tiirler CBS No. MI No. Kaynak Ulke
Arthroderma kokenleri
(n=7)
A. simii 417.65 Tavuk Hindistan
A. simii 132352 Tinea inguinalis Mersin, Tiirkiye
A. simii 448.65 Kiimes hayvani Hindistan
A. vanbreuseghemii 428.63 Deri, ayak tabam Hollanda
A. vanbreuseghemii 132252 19654  insan, kasik Adana, Tirkiye
A. vanbreuseghemii 117724 Insan Fransa
A. vanbreuseghemii 138553 19761  Insan, folikiilit Adana, Tiirkiye
T. mentagrophytes
kompleks (n=7)
T. erinacei 344.79 Insan, sags1z deri Hollanda
T. erinacei 511.73 Erinaceus Yeni Zelanda
europaeus (kirpi)
T. erinacei 677.86 Insan, tirnak Almanya
T. interdigitale - 19670  Tinea pedis Adana, Tiirkiye
T. interdigitale - 19671  Tinea unguium Adana, Tiirkiye
T. interdigitale - 19672  Tinea unguium Adana, Tirkiye
T. m. var. 110.65 Insan, kasik Hollanda
mentagrophytes
T. rubrum kompleks
(n=18)
T. kuryangei 518.63 - -
T. megninii 389.58 Insan, tirnak Utrecht, Hollanda
T. raubitschekii 102856 Insan, el tirnag: Italya
(Kamerun’dan bir
hasta)
T. raubitschekii 287.86 Insan, sagsiz deri Toronto, Kanada
T. raubitschekii 125604 Insan, sags1z deri Adana, Tiirkiye
T. raubitschekii 125605 Insan, sagsiz deri Adana, Tirkiye
T. rubrum 392.58 Insan, tinea pedis Rotterdam,
Hollanda
T. rubrum 138551 19762  Insan, folikiilit Adana, Tiirkiye
T. rubrum 132251 19651  Insan, kasik Adana, Tiirkiye
T. rubrum 132249 19652  Insan, kasik Adana, Tirkiye
T. rubrum 132250 19653  Insan, kasik Adana, Tiirkiye
T. rubrum 138550 19763  Insan, folikdilit Adana, Tiirkiye
T. rubrum 138552 19764  Insan, folikiilit Adana, Tirkiye
T. soudanense 436.63 Sagsiz deri ve sag Afrika (Ulke
bilinmiyor)
T. violaceum - 20141  Tinea capitis Adana, Tirkiye
T. violaceum 119446 Tinea capitis Gabon
T. violaceum 120322 Tinea capitis Isvigre
T. yaoundei 677.82 Sagli deri Hollanda (Fas’tan
bir hasta)

CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures koleksiyonu; MI, Macit Ilkit koleksiyonu.
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3.2.1.2. Laktofenol Pamuk Mavisi (Merck; Darmstadt, Almanya)

Ticari olarak temin edilen laktofenol pamuk mavisi, 28 °C’de iki hafta inkiibe
edilen dermatofitlerin selofan bant yontemi ile incelenmesinde kullanildi. Kisaca, koloni
ylizeyine selofan bant hafifce yapistirilip ¢ekildikten sonra, iizerine laktofenol pamuk
mavisi damlatilmis temiz bir lam {izerine yapistirildi. Mantara iligkin hif, klamidospor,
mikrokonidyum ve makrokonidyum yapilari 6nce x10’luk ardindan x40°lik objektifte

incelendi.

3.3. HPLC Yoéntemi ile Tammlama Gerecleri
Tiim Orneklerin ekstraksiyonunda HPLC kullannomma uygun o6zellikteki

sollisyonlar hazirlandi ve kullanildi.

3.3.1. Soliisyonlar

Hazirlanan tiim soliisyonlar oda 1sisinda ve agzi kapali sekilde muhataza edildi.

3.3.1.1. Metanol-Kloroform-Asetik Asit (50: 50: 1)
Metanol (Merck; 1.06009) 100 ml

Kloroform (Merck; 1.02445) 100 ml

Asetik asit (Merck; 1.00063) 2 ml

3.3.1.2. Asetonitril-Su-KH,PO,4 (55: 45: 0.14)
Asetonitril (Merck; 1.00003) 550 ml

Saf su 450 ml
KH2P04 1.4 g
3.3.2. Ekstraksiyon

Referans izolatlarin ve klinik 6rneklerin ekstraksiyonu Gupta et al. (52) daha
once tanimladig1 yontemde kiiclik baz1 degisiklikler yapilarak gergeklestirildi. Kisaca,
petri plaginda iiretilen izolatlardan yaklasik olarak 2,5 cm? bir parca kesildi ve temiz bir
mikrosantrifiij tliptine aktarildi. Tiip icinde ezilen par¢a 1 ml metanol-kloroform-asetik
asit karisimi ile 10 dakika muamele edildi. Cam yiiniinden siiziilen ekstraktin ¢oziiciisii

40 °C’de buharlastirildi. Kalint1 {izerine 500 pl asetonitril eklenerek 5 dakika bekletildi.
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Cam vylni ile siizme ve 40 °C’de buharlastirma islemleri tekrarlandi. Tiipe 50 pl
asetonitril eklenerek vorteks cihazinda karigsmasi saglandi. 13.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilen tiiplerin {ist kismindaki s1vi, ¢cevresi aliiminyum folyo ile sarili temiz bir
tiipe aktarildi. Toplam islem siiresi en fazla 3 saat olarak belirlendi.

Klinik orneklerin ekstraksiyonunda, alinan ornekler temiz bir mikrosantrifiij
tiiptine aktarildi ve 500 pl metanol-kloroform-asetik asit karisimi ile 10 dakika muamele
edildi. Cam yiiniinden siizlilen ekstraktin ¢oziiciisii 40 °C’de buharlastirildi. Kalinti
tizerine 100 pl asetonitril eklenerek vorteks cihazinda karistirildi. 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilen tiiplerin {ist kismindaki sivi, ¢evresi aliminyum folyo ile sarili
temiz bir tiipe aktarildi. islemler sirasinda orneklerin 15182 maruz kalmasi onlendi ve

toplam ekstraksiyon siiresi 2 saat olarak belirlendi.

3.3.3. HPLC

HPLC islemi manuel enjektor (G1328B), pompa (G1311A), gaz giderici
(G1379A) ve ACE 4,6 mm x 25 cm Cg (seri numarasi: A137853) ters faz kolonundan
olusan dortlii ¢oziicii dagitim sistemi (Agilent Technologies; Tokyo, Japonya) ile
gergeklestirildi. Tespit igcin ChemStation integratorii ile VWD (G1314A) degisken dalga
boylu dedektoér kullanildi. Ornekler 405 nm dalga boyunda goriintiilendi. Kolon,
dakikada 1 ml asetonitril-su-KH,PO4 hareketli faz1 ile dengelendi. Tiim ayristirmalar tek
kanall1 olarak gerceklestirildi. Ksantomegnin standart ¢ézeltisi HPLC analizinden 6nce
toz haldeki saf ksantomegninin asetonitril iginde 30 dakika ¢ozdiiriilmesi ile elde edildi.
Orneklerde tanimlanan ksantomegnin; standart ¢dzeltinin  elde edilen son
kromatogramindaki alikonma siiresi ile uyumuna goére degerlendirildi (52).

Calismada kullanilan sistem ve bilesenleri Sekil 3. 1.’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. HPLC sistemi ve bilesenleri. a. Kolon, b. Pompa, c. Dedektor ve d. Bilgisayar sistemi.
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4. BULGULAR

4.1. Referans Kokenler

Tiim kokenler Cukurova Universitesi Teknokent’te aym anda analiz edildi.
HPLC ile ksantomegninin saflastirilmasi, saptanmasi ve Ol¢iilmesi basarili sekilde
gerceklestirildi. Ksantomegnin standart maddesine iliskin HPLC kromatogrami Sekil 4.
1.’de sunuldu. Caligmada ksantomegnin aktivitesi, her bir koken i¢in hazirlanan 500 pl
ekstrakttan sisteme 20 ul enjekte edilerek 6l¢iildii. Arastirmada 12 T. rubrum kompleks
kokeninde saptanan ksantomegnin degerleri 0.03—106.18 pg/ml araliginda belirlendi.
Geriye kalan 6 T. rubrum kompleks kokeninde ksantomegnin saptanmadi. Ayrica,
beklenildigi gibi, 7 T. mentagrophytes kompleks kdkeninin 6’sinda ve 7 Arthroderma
kokeninin 5’inde, ksantomegnin saptanmadi. Ek olarak, 1 T. interdigitale (0.14 pg/ml)
ve 2 A. vanbreuseghemii (1.14 ve 2.07 pg/ml) kokeninde saptanan ksantomegnin
degerleri T. rubrum kompleks i¢in belirlenen deger araligi ile uyumlu bulundu (Tablo
4. 1.). Ksantomegnin saptanan bazi T. rubrum kompleks iiyelerine iligkin
kromatogramlar Sekil 4. 2.’de, ksantomegnin saptanan T. rubrum kompleks disi
kokenlere ve ksantomegnin saptanmayan bazi T. mentagrophytes kompleks tiyeleri ile

bazi Arthroderma kokenlerine iliskin kromatogramlar Sekil 4. 3.’de gosterildi.

4.2. Klinik Ornekler ve izolatlar

Toplam 13 klinik izolatin iireaz aktivitesi, bromkrezol moru siit tozu glikoz
agarda lireme 6zelligi ve pH degisimi ve kil delme testlerinin degerlendirilmesi ile elde
edilen bulgular (4), izolatlara iliskin ITS dizi analizi verileriyle uyumlu bulundu.
Toplam 9 klinik izolat T. rubrum s. str., 4 izolat ise T. interdigitale olarak tanimlandi.

HPLC analizi sonunda, 13 klinik 6rnegin ve bu 6rneklere iliskin izolatlarin
11°linde, swrasiyla 0.004-0.27 pg/ml ve 0.21-14.43 pg/ml aralik degerlerinde
ksantomegnin saptandi. Tinea pedis ve tinea unguium 6n tanili iki hasta 6rnegine iligkin
klinik izolatlarda ksantomegnin aktivitesi sirasiyla 0,31 ve 8.90 pg/ml olarak
saptanmasina karsi, bahsedilen klinik 6rneklerin dogrudan analizinde ksantomegnin
saptanmadi. Ksantomegnin aktivitesinde, klinik Ornegin ve izolatlarin anatomik

bdlgesine ve hastalarin yas veya cinsiyet 6zelliklerine gore farklilik goriilmedi. Bununla
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birlikte klinik orneklerde saptanan ksantomegnin miktarlar1 klinik izolatlarda
saptananlara kiyasla daha diisiik bulundu (Tablo 4. 2.) Bazi klinik 6rneklere ve bu

orneklerden elde edilen izolatlara iliskin kromatogramlar Sekil 4. 4’te gosterildi.

T T T = F— T —

0 2 4 6 8 10 12 14 min
Sekil 4.1. HPLC analizinden 30 dk 6nce asetonitrille muamele edilen ksantomegnin standart

maddesine iliskin HPLC kromatogrami. Gelis siiresi: 7.361 dakika, alani: 337.61 mAU/s, miktari:

13.57 pg/ml.
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Tablo 4.1. Calismada kullanilan Arthroderma ve Trichophyton tiirlerine iliskin izolatlarin HPLC

sonuclari.
Ksantomegnin .
Tiirler CBS Nu. MI Nu. miktari ; Pik alam
(mAU/ s)
(ng/ml)
Arthrodermaizolatlar:
(n=7)
A. simii 417.65 - -
A. simii 132352 - -
A. simii 448.65 - -
A. vanbreuseghemii 428.63 - -
A. vanbreuseghemii 132252 19654 1.14 28.32
A. vanbreuseghemii 117724 - -
A. vanbreuseghemii 138553 19761 2.07 51.69
T. mentagrophytes
kompleks (n=7)
T. erinacei 344.79 - -
T. erinacei 511.73 - -
T. erinacei 677.86 - -
T. interdigitale - 19670 - -
T. interdigitale - 19671 - -
T. interdigitale - 19672 0.14 3.57
T. m. var. mentagrophytes 110.65 - -
T. rubrum kompleks
(n=18)
T. kuryangei 518.63 - -
T. megninii 389.58 0.03 0.73
T. raubitschekii 102856 82.36 2048.87
T. raubitschekii 287.86 13.01 323.55
T. raubitschekii 125604 10.07 250.64
T. raubitschekii 125605 42.79 1064.57
T. rubrum 392.58 - -
T. rubrum 138551 19762 8.25 205.29
T. rubrum 132251 19651 16.07 399.86
T. rubrum 132249 19652 0.18 4.44
T. rubrum 132250 19653 106.19 2641.55
T. rubrum 138550 19763 15.85 394.20
T. rubrum 138552 19764 4.26 105.95
T. soudanense 436.63 - -
T. violaceum - 20141 9.72 241.86
T. violaceum 119446 - -
T. violaceum 120322 - -
T. yaoundei 677.82 - -

CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures koleksiyonu; MI, Macit I1kit koleksiyonu.
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Sekil 4.2. Calismada kullanilan bazi Trichophyton rubrum kompleks iiyelerinin (a-f), HPLC analizleri sonunda elde edilen kromatogramlari. Trichophyton kékenlerinin
ksantomegnin miktarlari ve iliskili pik arahiklar1 Tablo 4. 1.’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Ksantomegnin belirlenen A. vanbreuseghemii (a ve b) ve T. interdigitale (c) ile ksanstomegnin belirlenmeyen A. simii ve baz1 T. mentagrophytes
kompleks iiyesi kokenlere iliskin (e ve f) HPLC kromatogramlari.
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Tablo 4.2. Calismada kullanilan klinik 6rneklerde ve T. rubrum sensu stricto ve T. interdigitale
olarak tammmlanan klinik izolatlarda saptanan ksantomegnin miktarlari. T, Tinea; E, Erkek; K,

Kadin; §, T. interdigitale izolatlar:.

HPLC

Klinik Ornekler Klinik izolatlar
Ornek Cinsiye Yas Miktar Pik Alamm  Miktar Pik Alam
Nu. Klinik Sekil t (ng/ml) (mAU/s)  (ug/ml)  (mAU/s)
1 T.unguium® E 48 0.21 5.25 1.09 27.09
2 T. pedis® K 44 0.05 1.16 0.55 13.68
3 T. pedis E 63 0.004 0.11 - -
4 T. cruris E 17 0.02 0.48 14.43 359.00
5 T. pedis E 67 - - 0.31 7.76
6 T. pedis E 55 0.16 4.08 0.21 5.25
7 T. pedis® E 40 0.20 4.89 1.23 30.59
8 T.unguium E 58 0.23 5.74 1.02 25.44
9 T.unguium K 36 - - 8.90 221.41
10 T. pedis K 63 0.27 6.66 5.45 135.59
11 T.unguium E 53 0.16 4.08 2.05 51.01
12 T. pedis® K 44 0.07 1.70 - -
13 T. pedis K 47 0.26 6.59 4.02 100.12
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Sekil 4.4. Dermatofitoz 6n tamih klinik 6rneklerin (a-c) ve bu 6rneklerden izole edilen T. rubrum izolatlarimin (d-f) analiz sonucu elde edilen HPLC
kromatogramlari. Klinik drneklerin ve izolatlarin ksantomegnin miktarlari ve iliskili pik araliklar1 Tablo 4. 2.’de verilmistir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, T. rubrum ve T. mentagrophytes (ve telemorfu Arthroderma spp.)
komplekslerinin ayirt edilmesi amaglandi. Referans kokenler, klinik 6rnekler ve klinik
izolatlar HPLC yontemi ile incelendi. HPLC analizi, Gupta et al. (52) tarafindan daha
once tanimlanan ve ksantomegnin miktarini mikrogram diizeyinde 6lgmeyi saglayan
yontemde kiiclik baz1 degisiklikler yapilarak gerceklestirildi. Calisma verilerine gore,
referans T. rubrum kokenlerinin 2/3’sinde ve bu kokenlerle uyumlu olarak 1 T.
interdigitale (MI 19672) ve 2 A. vanbreuseghemii (CBS 132252 ve CBS 138553)
kokenlerinde ksantomegnin saptandi. Bu nedenle, HPLC yonteminin T. rubrum
kompleks ve T. mentagrophytes kompleks (ve telemorfu Arthroderma spp.)’i ayirt
etmede giivenilir bir yontem olmadig: diistintildii.

Gupta et. al. (52), T. rubrum enfeksiyonlarinda hastanin ksantomegnine maruz
kalabilecegini ve ksantomegninin tanida bir belirte¢ olabilecegini dnermislerdir. Ancak,
T. rubrum lezyonlarimin tiimiinde ksantomegnin varligina dair bir verinin de
bulunmadigini bildirmiglerdir (52). Calismamizda, T. rubrum enfeksiyonu tanili 2
hastanin klinik O6rneklerinde ksantomegnin tespit edilemedi, ancak orneklere iliskin
izolatlarda belirlendi. Bu sebeple ¢alismamizda elde edilen sonuglar Gupta et al. (52)
tarafindan elde edilen bulgular1 dogrular 6zellikte idi. Klinik 6rnekler hastalardan 2 ay
once topland1 ve ¢ok az miktarda ksantomegnin igerdikleri belirlendi. Buna gerekce
olarak da T. rubrum’un artrokonidya yapilarinin dis ortamda 18 ay iiremeden canli
kalabileceginin bilinmesi gosterilebilir (1).

HPLC, kesin bir taksonomik tanimlama saglamasa da, Gupta et al. (52)
tarafindan yapilan calismada ve sunulan bu g¢alismada, T. rubrum igeren referans
izolatlarin, klinik Orneklerin ve bunlarin klinik izolatlarinin HPLC ile incelenmesinin
yararli olabilecegi goriildii. Nitekim, HPLC, tibbi mikoloji alaninda, klinik &rneklerin
rutin laboratuvar tanisinda kolaylikla onerilebilecek bir yontemdir. ITS dizi analizi (64)
veya MALDI-TOF MS (65) yontemlerinin aksine ve onlardan avantajli olarak veri
taban1 gereksinimi olmadan T. rubrum kompleksi tanimlamada kullanilabilir. Bu
sebeple T. rubrum kompleksin tanimlanmasinda yalnizca tamamlayict bir test olarak

kullanim1 onerilebilir. HPLC yonteminin tibbi mikolojide kullaniminin yaygin
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olmamas1 ve tibbi mikologlarin yontemi uygulamada deneyimsiz olmalar1 ¢alismayi
sinirlayan faktorlerdendir. Bu yiizden mevcut calisma deneyimli bir biyokimyac1 ile
gercgeklestirildi.

T. rubrum sensu stricto 20. y.y’in ikinci yarisinda oldugu gibi 21. y.y’da da tiim
diinyada sag¢siz deri ve tirnak dermatofitozlarinin en sik etkenidir (2, 20). T. rubrum s.
str.’nun goriilme sikligindaki bu artista kentlesme ile birlikte spor alanlarinin ortak
kullaniminin, obezitenin ve yaslanan niifusun artmasinin da etkisi vardir (1). T. rubrum
S. str. diger pek cok antropofilik tiir gibi uzun seyirli, kronik ancak sinirli hastalik ve
doku hasari etkenidir (66). Bu ylizden klinik mikologlar bu insan patojeninin tanisina ve
T. mentagrophytes kompleksten ayirt edilmesine yonelik hizli ve giivenilir yontemler
gelistirme ¢abasindadir. Bu iki komplekste yer alan izolatlarin degisken veya atipik
morfolojide olabilmeleri sebebiyle fenotipik ozelliklerin iki kompleksi ayirt etmede
yetersiz olmast ve T. rubrum kompleks igerisinde, T. raubitschekii morfotipi (67)
disinda, az spor olusturan klinik izolatlarin yer almasi gibi nedenlerle iki kompleksin
birbirinden ayirt edilmesi giigtiir (4).

Literatiirde, T. rubrum ve T. mentagrophytes kompleksleri birbirinden ayirt
etmeye yoOnelik pek cok calisma mevcuttur. Dogrudan klinik ornekten ya da bir
dermatofit kolonisinden gerceklestirilen real-time PCR (68) veya MALDI-TOF MS (65)
gibi teknikler bu iki kompleksi basar1 ile ayirt etmislerdir. Nested-PCR (69), PCR-
ELISA (40) ve multiplex-PCR (42) gibi PCR temelli baz1 teknikler ile duyarlili1 ve
ozgilliigi yiiksek sonuglar elde edilmistir. Yine bu iki kompleksi ayirt etmeye yonelik
yakin gecmiste yapilan ¢alismalarimizda; FT-IR spektrometresi (47) ve g¢esitli
besiyerlerinde yogun makrokonidya olusturma 6zellikleri (70) degerlendirilerek basarili
sonuglar elde edilmistir. Ayrica, 6nemle belirtmek gerekir ki, T. mentagrophytes
kompleksin aksine T. rubrum kompleks icerisinde yer alan tiirler genetik olarak ITS dizi
analizi ile ayirt edilemez iken; morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerine gore ayirt edilebilir
ozelliktedir (1, 5, 67).

Calismanin literatiire katkilarindan birisi de, baz1 T. rubrum kompleks referans
kokenleri ile klinik 6rneklerde ksantomegnin tespit edilmemesi ve 2 A. vanbreuseghemii
ile 1 T. interdigitale kokeninde tespit edilmesi sonucu ksantomegnin aktivitesinin
dermatofit tiirleri igerisinde yalmizca T. rubrum komplekse iliskin bir 6zellik

olmadiginin ortaya konulmasidir. Ozellikle onikomikozlu hastalardan izole edilecek

38



dermatofit dis1 keratinofilik mantarlarin (Fusarium, Syctalidium vb.) ksantomegnin
aktivitesinin bundan sonraki ¢alismalarda ortaya konulmasi bu alandaki bilgilerimizin

derinlesmesine yardimci olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Literatiirden farkli olarak ksantomegnin aktivitesinin dermatofitler arasinda
yalnizca T. rubrum komplekse iliskin bir 6zellik olmadigi ortaya konuldu.

. A. vanbreuseghemii kokenlerinden 2’sinde ve T.interdigitale kokenlerinden
1’inde, T. rubrum kompleks igin belirlenen ksantomegnin diizeyi araliginda
aktivite saptandi.

. Ksantomegnin aktivitesi; klinik drnegin anatomik bolgesine veya hastanin yas
ve cinsiyetine bagli bulunmadi.

. Klinik 6rneklerde saptanan ksantomegnin miktar1 klinik izolatlara oranla diisiik
oldugu belirlendi.

. HPLC yontemi ile gerek referans gerekse klinik izolatlarda ksantomegnin
belirlenmesinin taksonomik veya identifikasyon temelli aragtirmalar i¢in uygun
bir hedef olmadigi ortaya koyuldu.

HPLC ile ksantomegnin saptanmasi hizli ve diigiik maliyetli bir yontemdir.

. HPLC ile ksantomegnin saptanmasi, T. rubrum kompleksin tanimlanmasinda

yalnizca tamamlayici bir test olarak 6nerilebilir.
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