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TEZ BILDiRiMi

Tez i¢indeki biitlin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar gercevesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada bana ait olmayan
her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.
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DERMATOFITLERIN iZOLASYONU VE MOLEKULER TANIMLANMASI VE
BUNUNLA ILiSKILi BAZI CEVRESEL FAKTORLERIN INCELENMESI

Murad Khamees MUHSIB

OZET

Bu ¢alismanin amaci, dermatofitlerin laboratuvarda fungal test yontemleriyle izole edilmesi ve
teshis edilmesi, ortaya c¢ikan tiirlerin tanimlanmasi ve mevcut yerel izolatlarin Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan saglananlarla karsilastirtlmasidir. Dermatofitlere
cogunlukla Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton gibi birbiriyle yakindan iliskili bir
grup cins neden olmaktadir. Bu mantar gruplari deri, sa¢ ve tirnaklarin stratum corneum'unu istila
eder. Ornekler, Musul - Irak'taki lbn Al-Atheer Hastanesi'nde dermatofitlerle enfekte olmus 100
hastadan toplanmistir. Her numunenin bir kismi mikroskobik olarak incelenmis ve her numunenin
geri kalani kloramfenik ve gentamisin (SDACG) ile desteklenmis Saboraud Dekstroz Agar
plakalar1 lizerinde kiiltiire edilmistir. Sonuglar, 100 dermatofit vakasindan sadece 70'inin (%70)
dogrudan KOH testi ve kiiltiir ile pozitif oldugunu gosterirken, o6rneklerin 30'unda (%30) yanlis
negatif sonuglar kaydedilmistir. Ornek kiiltiir sonuclar1 alti dermatofit tiiriiniin tanimlandigini
gostermistir. Trichophyton spp, Scopulariopsis brevicaulis ve Candida spp %40 ile en yiiksek
insidans1 gosterirken, bunu %30 insidans ile Trichophytonspp, ardindan hi¢ goriillmeyen 20 6rnek
ile S. brevicaulis ve %10 insidans ile Trichophyton spp izlemistir. Diger 20 6rnek hi¢ goriilmezken,
mantar enfeksiyonu insidansi degisiklik gostermistir.

En yaygin klinik tip tinea korporis olmustur. Erkekler kadinlardan daha fazla etkilenmistir.
Sonuglar ayrica 6-9 aylik yas grubunun deri mantarlari ile enfekte olma olasiliginin daha yiiksek
oldugunu gostermistir. Dermatofit izolatlari, kolonilerinin makroskopik ve mikroskopik 6zellikleri
incelenerek tanimlanmistir. Teshislerinin dogrulugundan emin olmak i¢in, PCR teknigi
kullanilarak elde edilen sonuglar, primerlerin (ITS1, ITS4) incelenen mantarlarin genomlarinm
cogalttigin1 ve cogaltilan bantlarin (600 baz ¢ifti) arasinda degistigini gostermistir. Bu ¢aligmadaki
1.2.3.4 numarali izolatlar, izolatlarla benzerlik gostermektedir. Genbank'ta OP752127 numarasiyla
kayitl Candida albicans. 5.6.7.8.9 numarali izolatlar da OP752433 numarali GenBank'ta kayitl
C. glabrata izolatlar1 ile benzerlik gostermektedir. 10.11.12 numarali tiirler OP712459 numarali
GenBank'ta kayitli C. tropicalis izolatlar1 ile benzerlik gostermektedir. 13.14.15 ve 16 numarali
izolatlar GenBank OP712621'de kayith T. mentagrophytes izolatlar1 ile benzerlik gostermektedir.
17 ve 18 numaral izolatlar da S. brevicaulis ile benzerlik gostermektedir ve Genbank
OP752128'de kayithdir.

Anahtar Kelimeler: Dermatofitler, izolasyon, Molekiiler, Cevresel



ISOLATION AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF DERMATOPHYTES AND
INVESTIGATION OF SOME ENVIRONMENTAL FACTORS ASSOCIATED WITH IT.

Murad Khamees MUHSIB

Abstract

This study aimed to isolate and diagnose dermatophytes by fungal assay methods in the laboratory,
identify the species that emerged and compare the current local isolates with those provided by the
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Dermatophytes are mostly caused by a
group of closely related genera of Trichophyton, Microsporum, and Epidermophyton. These
groups of fungi invade the stratum corneum of the skin, hair, and nails. Samples were collected
from 100 patients infected with dermatophytes at Ibn Al-Atheer Hospital, Mosul-Irag. A portion
of each sample was examined microscopically and the remainder of each sample was cultured on
plates of Saboraud Dextrose Agar supplemented with chloramphenic and gentamicin (SDACG).
The results showed that among the 100 cases of dermatophytes, only 70 (70%) were positive by
direct KOH assay and culture, while false negative results were recorded in 30 (30%) of the
samples. Sample culture results showed the identification of six types of dermatophytes.
Trichophyton spp and Scopulariopsis brevicaulis, Candida spp showed the highest incidence with
40%, followed by Trichophyton spp with an incidence of 30%, then Scopulariopsis brevicaulis
with 20 samples not seen at all, followed by Trichophyton spp with an incidence of 10 %. While
the other 20 specimens were never seen, the incidence of fungal infection varied.

The most common clinical type was tinea corporis. Men were more affected than women. The
results also showed that the age group 6-9 months were more likely to be infected with skin fungi.
Dermatophytes isolates were identified by studying the macroscopic and microscopic
characteristics of their colonies. To ensure the correctness of their diagnosis, the results obtained
using the PCR technique showed that the primers (ITS1, ITS4) amplified the genomes of the fungi
examined and the amplified bands ranged from (600 base pairs). The isolates numbered 1.2.3.4 in
this study were similar to the isolates. Candida albicans recorded in Genbank numbered
OP752127. The isolates numbered 5.6.7.8.9 also showed similarity with the isolates of Candida
glabrata recorded in GenBank numbered OP752433. Species numbered 10.11.12 are similar to
Candida tropicalis isolates recorded in the GenBank numbered OP712459. Isolates 13.14.15 and
16 show similarity to isolates of Trichophyton mentagrophytes recorded in GenBank OP712621.
Isolates 17 and 18 are also similar to Scopulariopsis brevicaulis and are recorded in Genbank
OP752128.

Key Words: Dermatophytes, Isolation, Molecular, Environmental
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilan bazi simgeler ve kisaltmalar agiklamalar ile birlikte asagida
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1. GIRIS

Dermatofitoz, viicutta olustugu bolgeye gore "tinea" 6n eki ile adlandirilir. tinea pedis;
ayak, Tinea ungium; tirnak, Tinea corporis; viicut (omuz, kol, bacak), Tinea barbae; sakal, Tinea
capitis; sa¢li deri ve kil folikiillerinin dermatofitozunu karakterize eder (Weitzman ve Summerbell,
1995). Diinyada en yaygin klinik formu Tinea pedis, en yaygin dermatofit ise Trichophyton
rubrum'dur (Dilek ve ark., 2009). Cografi ve mevsimsel 6zelliklere bagli olarak diinyanin farkli
bolgelerinde farkli dermatofit florasi vardir ve bu flora zaman i¢inde degisiklik gdsterebilir
(Gtircan, 2007).

Dermatofitler, sag, tirnak ve derinin ana protein 6gesi olan keratini hidrolize etmek i¢in
kullandiklar1 proteolitik enzimleri {ireterek derinin keratin membranina zarar verebilen patojen
mantarlardir (Viani ve ark. 2001). Keratin gii¢lii bir madde oldugu i¢in dogada sadece c¢ok az
saylda canli tarafindan parcalanabilir. Birkag bakteri, mantar ve bocek tiirii keratini parcalayabilir.
Keratinofilik ve keratinolitik olarak adlandirilan bu tiirler fizyolojik ve biyokimyasal nedenlerle
keratini pargalayabilmektedir. Dermatofitler olarak bilinen mantarlar keratinofiliktir ¢iinkii
keratine kars1 bir afiniteleri vardir. Dermatofitler: Dermatofitoz, deri ve tirnaklar dahil keratin bazl
dokular1 igeren bir enfeksiyondur. Bu mantarlar toprakta, insanlarda ve hayvanlarda bulunabilir ve
burada dermatofitoza neden olurlar (Ergin, 2007).

Yiizeysel mikozlarin etkenleri olan mantarlar, insanlarda ve hayvanlarda, derinin stratum
kornealindeki dis tabakayi tutan ve siklikla kronik enfeksiyonlara neden olan ¢ok gesitli
hastaliklara neden olur. Bu mikozlarin baslica etiyolojik ajanlar1 dermatofitler ve Candida
tiirleridir, kozmopolit mantarlar epidermisin daha derin katmanlarini ve zayif diismiis bireylerde
mukoza veya organlari etkileyebilmektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmis niifus artmaya devam
ettikge, bu hastalar1 enfekte eden firsatg1 fungal patojenler de artmaya devam etmektedir (Dwaish
ve ark , 2018).

Dermatofitlerin neden oldugu mantar yaralanmalari, insan ve hayvanlarin yiliksek derecede
enfekte deri hastaliklar1 olan halkali diinya, dermatofitoz veya Tinea gibi ¢esitli isimlerle
bilinmektedir (PAL, 2017). Deri mantar1 enfeksiyonu tiim diinyada en yaygin yaralanmalardan
biridir ve %20-25 oraninda oldugu tahmin edilmektedir (Sahoo ve Mahajan, 2016).

Dermatofitler tercih ettikleri ortama gore hayvan seven mantarlar, toprak seven mantarlar
ve insan seven mantarlar olmak tizere ii¢ tiire ayrilir (Ziolkowska vd., 2015). Bu mantarlar ii¢ cins
icerir: Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton. Bu mantar cinslerinin enfeksiyonu deride
ve derinin sa¢ ve tirnak gibi uzantilarinda meydana gelir (Reddy, 2017). Enfeksiyonlarin
tedavisinin y1llik maliyetinin diinya ¢apinda yaklagik 500 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir
ve bu hastaliklar deriyi etkileyen hastaliklar arasinda ikinci sirada yer almaktadir ( El-Diasty ve
ark , 2013).



Dermatofit filamentli mantarlar, enzimler de dahil olmak iizere enfeksiyon olusumuna
katkida bulunan bir¢ok metabolik madde salgilar ve bu enzimleri iiretme yetenegi ne kadar
yiiksekse, enfeksiyona neden olan mantarin vahseti ve viriilansi o kadar yiiksek olur ve Kerion ad1
verilen iilserlere neden olabilir. insan derisi hayvan derisine kiyasla ince kabul edildiginden, bu
duruma genellikle hayvansal bir kaynaktan gelen ve insanlara saldiran mantarlar eslik eder
(Mohammed ve ark., 2015). Dermatofitler tarafindan salgilanan enzimler, sadece hasarli keratin
bariyeri nedeniyle besin saglayarak degil, ayn1 zamanda bagisiklik tepkisini modiile ederek de
mantarlarin konakg¢1 iizerinde hayatta kalmasinin ve enfeksiyonun gelismesinin arkasinda olabilir
(Elavarashi ve ark, 2018) ve bu enzimlerin etkinligine bagli olarak Mantar cinsleri, keratinize doku
tiriine yonelik tercihlerinde farklilik gdsterir; Epidermophyton cinsi tirnak ve deri dokularini
tercih ederken, Microsporum cinsi deri ve sa¢ dokularini tercih eder ve Trichophyton cinsi ile ilgili
olarak, deri, sa¢ veya tirnak olsun, tiim keratinize dokulara saldirir (Rippon, 1982).

Mantar her yonde ve neredeyse esit bir sekilde biiyliyerek ciltte veya kafa derisinde
akarlarin giysilerde actig1 deliklere benzeyen dairesel lezyonlar olusturur, bu nedenle bu mantar
enfeksiyonuna sacgkiran adi verilir (1974 Ajello,). Dermatofitoz enfeksiyonu esas olarak izole
edilmis cansiz ylizeysel katmanlarla sinirlidir ¢iinkii mantar ajanlar1 konagin derin dokularina veya
organlarina niifuz edemez, ancak bu enfeksiyon ayni zamanda mantarlarin stratum korneumu yok
etme yetenegine, konagin bagisiklik durumuna ve enfeksiyon bolgesine de baghidir (Upadhyay ve
ark., 2019 ). I¢ dokulara saldiramamasi, asagidakiler de dahil olmak iizere gesitli nedenlerden
kaynaklanmaktadir: kan serumu ve viicut sivilarinda keratinin ayrismasini engelleyen inhibitor
faktorlerin varligi ve 35 °C'nin ilizerindeki sicakliklarda biiyiiyememesi (Brooks ve ark., 2001)
ayrica Immiinolojik bariyerler, varliklarim sadece 6lii keratinize dokularla sinirlandirmada rol
oynar (Murray ve ark., 1999). Buna ek olarak, derinin ylizey tabakasi, ter bezlerinin salgilari
tarafindan iiretilen yliksek oranda neme sahiptir, 6zellikle uyluk ve ayak parmaklar1 arasindaki deri
kivrimlarinin oldugu bélgelerde, koltuk altlarinda ve bas ve viicuttaki saglarin oldugu yerlerde,
keratinize maddeler igermesi nedeniyle, kendisi i¢in uygun bir ortamdir ve viicudun bu
bolgelerinde biiylimesini tesvik eder (Roberts ve Mackenzie, 1986).

Bu dermatofit en iyi sicak ve nemli ortamlarda yetisir, bu nedenle tropikal ve subtropikal
bolgelerde daha yaygindir (Ozkutuk ve ark., 2007). Libya, Iran, Irak, Tiirkiye ve diger sicak
iilkelerde oldugu gibi, deri hastaliklar1 soguk iklime sahip iilkelere gore daha yaygindir (Gnat ve
ark., 2018).



Bu mantarlar, sag, deri ve tirnaklardaki keratinli maddeler iizerinde biiytidiikleri ve bdylece
deri enfeksiyonlarinin olusmasina yol agtiklart igin keratin seven (Keratinofilik mantarlar)
olmalar1 da dahil olmak iizere bir dizi 6zellik ile karakterize edilirler (Hawksworth ve ark., 1983).
Keratinin canli viicudu disinda (in vitro) atilabilir haldeyken sindirilmesi ve temel madde olarak
faydalanilmasi ve bir kisminin canli viicudu igindeki (in vivo) dokulari istila etmesi ile enfeksiyon
olugmasit ve bu iki 6zelligin dermal mantarlarda bulunmasi nedeniyle deri, sa¢ ve tirnaklardaki
ylizey tabakasini istila etme yetenegine sahiptirler ( Leite ve ark, 2014).

Son derece bulasici ve yaygin olmalarina ragmen, dermatofit enfeksiyonlar1 genellikle
yasami tehdit eden bir tehlike olusturmaz. Siklikla az deger verilen patojenik bakteriler olarak
gorilirler. (Liu ve ark, 2000). Ayrica, yaslanan niifus ve bagisiklik yetersizligi olan hastalar, genis
spektrumlu antibiyotiklerin uygunsuz ve gereksiz kullanimi, spor aktivitesindeki artis ve
dermatofitozlar gibi mantar hastaliklari, morbiditedeki artista 6nemli rol oynamistir (Kardjeva ve
ark, 2006). Kemoterapi uygulamasi, dermatofitlerin morfolojik &zelliklerindeki rastgele
degisimler ve degisiklikler nedeniyle atipik koloni olusumu ve goriiniimiiyle sonuclanmis, bu da
fenotipik ozellikleri kullanan tekniklerin degerlendirilmesini zorlastirmistir. Tiim bu faktorler,
uygun tedavi ve Onleyici tedbirlerin uygulanmasi, hizli ve kapsamli teshis ve benzer
dermatofitlerin ayirt edilmesi i¢in sofistike laboratuvar tekniklerinin kullanilmasini
gerektirmektedir (Liu ve ark, 2000).

Molekiiler  tekniklerin  temeli, zararli bakterilerdeki genetik  varyasyonlarin
tanimlanmasidir. Bu teknikler, duyarlilik ve dogruluk agisindan fenotipik tespit tekniklerinden
daha iyi performans gosterir. Genotipik 06zellikler c¢ogunlukla sabit oldugundan, sicaklik
dalgalanmalar1 ve kemoterapi gibi dis ¢evresel faktorlerin bunlar iizerinde daha az etkisi vardir
(Liu ve ark, 2000).

Birbiriyle yakindan iliskili bu organizma grubu {i¢ cinse ayrilabilir: Trichophyton,
Microsporum ve Epidermophyton habitatlarina gore antropofilik (insanlarla iligkili), zoofilik
(hayvanlarla iligkili) veya jeofilik (toprakta yasayan) olarak gruplandirilir (Whittam ve Hay 1997).
Ayrica, dermatofitozlar kiiresel Olcekte yaygindir ve goriilme sikligindaki artig, niifusun
yaslanmasina ve edinilmis bagisiklik yetmezligi sendromu (AIDS), diabetes mellitus, organ nakli
ve kortikosteroid ve antineoplastik ajanlarmn kullanimi gibi bagigiklik sistemi zayiflamis
durumlardaki artisa baglanmaktadir (Lackner ve ark. 2019). Dermatofitlerin yani sira diger
dermatofitozlarin basarili tedavisi i¢in dogru ve hizli tan1 kritik 6nem tagir. Tan1 yalnizca klinik
semptomlara dayandirilirsa hastalarin yaklasik yarisina yanlis tan1 konmasi muhtemeldir
(Faergemann ve Baran 2003). Cogu klinik izolat, kiiltiirde eseyli yapilar gelistirmeyen tiirler olan
kusurlu mantarlar oldugundan, bu mantarlarin taksonomisi karmagiktir. Bu mantarlarin
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enfeksiyon ve niikslerin yayilimini tanimlayabilmesi i¢in ayni tiir icinde sus farklilagmasi
gereklidir. (Abdel-Rahman 2008). Dermatofitlerin uygun biiylime ortamlarinda yetistirilmesi,
kolonilerinin kaba morfolojik 6zelliklerinin (6rnegin biiylime hizi, koloni topografisi, yilizey ve
ters taraf pigmentasyonu) ve mikroskobik morfolojilerinin incelenmesine baglidir. Daha ileri
karakteristik tanima, diyet gereksinimlerini (vitamin ve amino asit kullanimi gibi), sicaklik
toleransini, lireaz gelisimini, in vitro kil delinmesini vb. igerir. Kiiltlire dayali tanimlama kesin ve
hassas olmasina ragmen, bazi tiirlerin kiiltiir ortaminda tanisal 6zellikler olusturmasi iki haftaya
kadar siirebildiginden zaman alir. Ayrica, birgok dermatofit susu alisiimadik 6zelliklere sahiptir.
Son yillarda, tanimlamaya yonelik genotipik tekniklerin dermatofit taksonomisi sorunlarini
cozmede etkili oldugu gosterilmistir. Aslinda genotipik ayrimlarin fenotipik 6zelliklerden daha
kalict ve kesin oldugu disiiniilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dermatofit
enfeksiyonu teshisinde 6nemli bir ilerlemeyi temsil etmektedir (Liu ve ark. 2000). Mantar
kiiltiirlerinden veya klinik Orneklerden elde edilen DNA 6rnekleri, 18S rDNA ve internal
transcribed spacer (ITS) bolgelerini hedefleyen iic primer seti (18S rDNA i¢in TR1/TR2 ve
B2F/B4R ve ITS boélgeleri i¢in ITS1/ITS2) kullanilarak gogaltilabilir ve tiire 6zgii Trichophyton,
Microsporum veya Epidermophyton tiriinleri elde edilebilir (Fari 1998).

Keratinofilik mantarlar, sadece insanlar1 ve hayvanlar1 etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda
deri ve tekstil endiistrilerine de pahaliya mal olurlar. Toprak, hayvanlar ve insanlarla etkilesime
giren keratinofilik mantarlar, etkili enzim tireticileri olduklari i¢in yaygindir. Bu viriilans faktorleri
ya da enzimler endiistriyel olarak iiretilmekte ve ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Gawad, 1997).



2.AMAC

Bu c¢alismada, Musul'daki (Irak) Al-Atheer Hastanesi'ne basvuran dermatofitoz
hastalarindan izole edilen dermatofit tiirleri rutin laboratuvar prosediirleri ve molekiiler yontem
(PCR) ile belirlenmistir. Bu amaca ulasmak i¢in asagidaki hedefler takip edilmistir:

1. Cocuklarin agzindan sag, tirnak ve deri 6rnegi alinmasi ve %10 KOH yontemi kullanilarak
derinin mikroskobik olarak tanimlanmasi.

2. Klinik 6rneklerin Saboraud Dekstroz Agar (SDA) plakasi lizerinde kiiltiirii.

3. Calisilan bazi izolatlarin ITS1-ITS4 gen segmentinin azotlu baz dizilerinin analizi ve NCBI
GenBank'taki veritabaninda depolanan referans Orneklerle aralarindaki benzerlik oranlarmin
belirlenmesi.



3. LITERATUR TARAMASI
3.1. TARIHCESI

Antik caglardan beri dermatofitler taninmaktadir. Yunanlilar bu mantarlarin deri veya sag
izerinde dairesel bir lezyona yol agmasi nedeniyle hastaliga herpes adin1 vermislerdir; daha sonra
bu isim herpes tonsurans, herpes circinatus ve herpes desquamans olarak degistirilmistir.
Romalilar lezyonu bir bocege benzettikleri i¢in hastaliga kiigiik bir bocek larvast anlamina gelen
"tinea" adin1 vermislerdir. "Sackiran" adi1 daha sonra Yunanca ve Latince kelimelerin anlamlarinin
birlestirilmesiyle gelistirilmistir ve bu tanim klinik isimlendirmede hala kullanilmaktadir (Rippon,
1988).

Fosillerin incelenmesiyle dermatofitlerin tarih 6ncesi ¢aglarda insanlarin ve dermatofitlerle
enfekte olmus alcak hayvanlarin derilerinde bulundugu ve bunlarla enfeksiyonun kaydedilen ilk
kaynagmin diinya celsuslarma kadar uzandigi belirtilmektedir. M.O. 30 yilinda Roma
Ansiklopedisi kafa derisinde meydana gelen yaralanmalari listelemistir. Celsus buna Kerion adini
vermis ve burada yaralanmanin dort klinik belirtisini, yani kizariklik, sisme, 1s1 ve agriy1
tanmimlamistir. Yunan hekim Galen ise MS 200 yilinda besinci isaret olan fonksiyon kaybini (islev
kayb1) tanimlamistir (Ajello, 1974).

Remak 1837, tinea kapitisli bir cocugun sa¢inda mantar hiflerini ve artrokonidileri fark eden
ilk kisidir. As for Schoenlein in 1839, he showed the pathological role of the fungi that infect the
head in the case of squash (Favus) and described their nature. 1845 yilinda Remak, etken mantara
Yunanca kabuk anlamina gelen (Achrion) terimini vermistir. Etken mantar, bilim adami
Schoenlein'e atfen (Achorion schoenleinii) olarak adlandirilmig, Gruby ise (1841-1844) yillarinda
tinea capitisli bir kiside killarla ¢evrili kii¢iik sporlar1 kesfetmistir. Etken mantar Audouin'in
onuruna Microsporum audouinii olarak adlandirilmis ve Malmsten 1848'de sagin i¢inde bulunan
mantar sporlarini tamimlamis ve mantart Trichophyton tonsurans olarak adlandirmis ve Harz
1870'de Trichothecium veya Acrothecium floccosum olarak adlandirilabilecek mantar
tanimlamigtir. Daha sonra Epidermophyton floccosum olarak bilinen ve 1881'de Meanin, kiimes
hayvanlarinda kabak hastaligina neden olan patojenin dogasini tanimlamig ve Achorion gallinae
olarak adlandirmistir, Zopf ise 1890'da kemirgenlerde kabak hastaligina neden olan mantari
tamimlamig ve Trichophyton quincleanum olarak adlandirmistir. Bundan sonra mantar
hastaliklarina neden olan diger mantar tiirlerinin kesfi devam etmistir (Refai ve El-Yazid, 2013;
Weitzman ve Summerbell, 1995).



1841 ve 1844 yillar1 arasinda, bir Macar Hekim olan David Gruby, kafa derisinin
dermatofitik enfeksiyonunun klinik olusumlarimi tanimlamis ve bu mantarlarin  kiiltiirel
izolasyonunu ve insanlara bulagmasini gostermistir. Sakal ve kafa derisindeki saglarin mantar
istilasinin ektotriks paterni onun tarafindan tanimlanmis ve etken Microsporum audouinii olarak
adlandirilmigtir. Bu mantar Jean Victor Audouin'in adini almistir ve ayrica Trichophyton

tonsurans'in neden oldugu sa¢in mantar istilasinin endotriks modelini tanimlamistir (Chander,
2017).

1849 ve 1929 yillar arasinda, halk arasinda Majocchi'nin graniilomu olarak adlandirilan
tinea corporis varyanti, ilk olarak Italyan Hekim ve Dermatolog Profesér DomenicoMajocchi
tarafindan tanimlanmistir. Bu hastaliga 1883 yilinda trikofitiko adini vermistir. 1892 ve 1938
yillar1 arasinda Fransiz Hekim Raymond Jacques Adrien Sabouraud dermatofitler iizerine
calismalarina baglamis ve 1910 yilinda dermatofitlerin Achorion, Trichophyton, Microsporum ve
Epidermophyton olmak iizere dort cinse ayrildigi anitsal eseri "Les Teignes"i yayinlamistir (Sahai
ve Mishra, 2011).

Robert Remak, 1834 yilinda favus enfeksiyonu gegiren bir hastadan aldigi numuneyi
incelediginde kiife benzeyen ipliksi yapilarin varligin1 fark ettiginde kesfettigi bilgileri yakin
arkadas1 Xavier Hube'ye anlatti. Hube, Remak'in ¢alismalarini 1837'de yayinlanan doktora tezinde
tartisti. Ancak Ziirih'te Profesoér Johann L. Schoénlein tinea favosa'ya neden olan mantari ilk kez
1939 yilinda kesfetmis ve mantarin mikroskobik goriiniimiinii ve lezyondaki yapisini agiklayan bir
mektup J. Miiller'e iletilerek ayn1 y1l yayinlanmistir (Weitzman & Summerbell, 1995).

Raimond Sabouraud dermatofitler ilizerine arastirmalarmma 1890 yilinda baglamis ve
caligmalarim1 1910 yilinda Les Teignes'de derleyerek Microsporum, Trichophyton,
Epidermophyton ve Achorion cinslerinin simiflandirilmasi, morfolojisi ve laboratuvar tanisi da
dahil olmak iizere tinea kapitis tedavisinde x-isinlar1 ile epilasyonun kullanilabilirligini
aciklamistir. Les Teignes'den sonra yayinlanan birgok kitap dermatofitlerin taksonomisine bu kitap
kadar 1s1k tutmamistir (Weitzman & Summerbell, 1995 ; Padhye & Summerbell 1995).

1910 yilinda, modern mikolojinin babasi Raymond Sabouraud (1864 - 1938) ‘Les Tiegnes'
adli eserinde dermatofitozu tutulum bolgesine gore siniflandirmistir. 1934 yilinda Emmon'un
dermatofitik taksonomi goriisii bugiin bilinen T{i¢ cinsle sonuglanmistir: Trichophyton,
Microsporon, Epidermophyton (Michael et al, 2004).



1925 yilinda Amerikal1 bir doktor olan RobertW.Wood, Wood lambasini icat etmis ve bunu
sa¢ derisindeki mantar enfeksiyonunun tespiti i¢in ve daha sonra diger enfeksiyonlar icin
kullanmigtir. 1934 yilinda Amerikali bir mikolog olan Chester Wilson Emmons, Sabouraud ve
diger bilim insanlarinin taksonomik semasini degistirmistir. Spor ve aksesuar yapilarin
morfolojisine dayanan Achorion cinsini ortadan kaldirarak dermatofitlerin siniflandirmasini
yeniden tanimladi ve bu siniflandirma giiniimiize kadar takip edilmektedir (Chander, 2017).

Takip eden yillarda, bir¢ok bilim insan1 mantar kolonisinin rengini, konidilerin boyutunu,
diizenini ve seklini tamimladi ve iltihaplanma derecesine ve hastaligin tedaviye nasil yanit
verdigine bagl olarak yeni tiirleri karakterize ettiler. Insan hastaliklarindan izole edilen 118
dermatofit de dahil olmak lizere binlerce mantar tiirii, 1935 yilinda Carroll William Dodge'un T1bbi
Mikoloji kitabinda yayinlandi. Antropofilik mantarlarin bazi kisilerde irklarina bagli olarak
hastaliklara neden oldugunun da alti ¢izilmistir. Ornegin, T.violaceum ve Microsporum
ferrugineum'un her ikisi de oOzellikle Kuzey Cinliler, Koreliler ve Japonlarda hastalikla
iliskilendirilmistir. Daha sonra yapilan arastirmalar, endemik dermatofitlerin bazi popiilasyonlarda
hastaliga yol actigin1 dogrulamistir (Rippon, 1988).

Emmons 1934 yilinda dermatofitleri botanik adlandirma kurallarina ve taksonomiye uygun
olarak yeniden siniflandirdiginda, konidi morfolojisi ve mikroskobik ozelliklerine dayanarak
onlar1 {i¢ cinse aywrmistir. Langeron ve Milochevitch 1930 yilinda Achorion ve Trichophyton
cinslerinin ayni oldugunu bildirmis ve aym arastirmacilar tarafindan bu {i¢ cins iginde
gruplandirilmistir (Weitzman & Summerbell, 1995 ; Padhye & Summerbell 1995).1920'lerde J.
Gardner Hopkins ve Rhoda Benham tibbi mikoloji alanindaki kariyerlerine baslamislardir.
Dermatofitler, kolonilerinin 6zelliklerine ve neden olduklar1 hastaliklara gore, ¢agdas tibbi
mikolojinin babasi olarak kabul edilen Benham tarafindan kategorize edilmistir (Rippon, 1988).

1948 ve 1960 yillar1 arasinda, Kuzey Amerika'dan Israil'e go¢ eden 1lakh'tan fazla ¢ocuk,
tinea capitis tedavisi i¢in ¢ok yliksek dozda iyonize radyasyona maruz birakilmis, bu da kisa siirede
6000 kisinin 6liimiine ve Bag ve Boyun tiimorlerinin goriilme sikliginin artmasina neden olmustur.
1974 yilinda, Dr. Israilli bir T1p Bilimcisi olan Dr. Baruch Modan bu bulgular1 rapor etmis ve
boylece Israil Hiikiimeti magdurlara tazminat 6demek zorunda kalmistir. 2003 yilinda, siradan
mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde radyasyon tedavisinin mantiksiz kullanimi konusunu
vurgulamak i¢in "Sagkiran Cocuklar" adli bir belgesel film yayinlanmistir. 1958 yilinda Gentles,
kobaylar iizerinde yaptig1 deneysel caligmalarin ardindan Griseofulvin'i kesfetmistir. 1959'da
Dawson ve Gentles, sag yemi teknigini kullanarak Trichophyton ajelloi Vanbreuseghem'in
teleomorflarin1 kesfetmis, bu da bir¢ok dermatofitik teleomorf ve miittefik keratinofilik mantar
lizerinde ¢1g1r agan bir aragtirmaya yol agmistir (Vyas ve ark., 2013) . Dermatofitlerin beslenme
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ihtiyaglar1 ve fizyolojik 6zellikleri 1952 yilinda L. Georg, 1952 yilinda M. Silva ve Benham, 1953
yilinda Benham, 1955 yilinda Swartz ve Georg, 1957 yilinda L. Ajello ve Georg ve 1957 yilinda
Georg ve Camp tarafindan tanimlanmistir. Georg, bu 6zelliklere dayanarak dermatofitleri on alt1
gruba ayirmistir (Weitzman & Summerbell, 1995 ; Padhye & Summerbell 1995).

Gentles, 1958 yilinda dermatofitoz tedavisi i¢in kobay deneylerinde agizdan verilen
grizeofulvinin terapotik etkinligini kanitlamis ve Martin de aym yil karsilastirilabilir sonuglar
bildirmistir. 1958 yilinda Williams, Microsporum audouinii'nin neden oldugu tinea capitisli bir
genci tedavi etmek i¢in griseofulvin kullanmistir. Blank ve Roth'un sonraki yillarda yayinlanan
caligma bulgular1 ve tiim bu veriler nedeniyle artik diinyanin dort bir yanindan arastirmacilar
griseofulvinin  dermatofitoz  iizerindeki  etkisiyle ilgilenmektedir. Tiim  dermatofit
enfeksiyonlarinda kullanilacak tedavi ve dozaj Blank ve arkadaslar: tarafindan takip eden yillarda
yaymlanmistir (Rippon, 1988; Kwon-Chung & Bennett, 1992). 1959'da Dawson ve Gentles,
Arthroderma cinsine ait olan T. ajelloi'nin telemorfunun bir tanimini1 yayinladi. Langeron ve
Milochevitch 1930'da bu teoriye karsi ¢iksa da, Nannizzia 1927'de M. gypseum'un telemorf
formunu karakterize etmisti. Griffin 1960 yilinda M. gypseum kompleksinin telemorfu olan
Gymnoascus gypsea'yr tanimlamis ve Donald Avustralya'da M. gypseum telemorfunu yeniden
izole etmistir (Weitzman & Summerbell, 1995). M. gypseum'un bir telemorfu olan Nannizzia
incurvata ve farkli bir telemorf olan N. gypsea, Phyllis Stocdale tarafindan sirasiyla 1961 ve 1963
yillarinda rapor edilmistir (Weitzman & Summerbell, 1995). Ayni1 yil heterotalik bir telemorf olan
N. fulva'y1r yayinlamis ve anamorfik bir tiiriin nasil birden fazla telemorfa sahip olabilecegini
gostermistir (Rippon, 1988). 11k olarak 1969 yilinda Taplin ve arkadaslar tarafindan tanimlanan
dermatofit test ortami, dermatofitlerin diger mantar ve bakterilerden ayirt edilmesini kolaylastiran
ozel bir ortamdir (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

Kamaan'a (1978) gore kronik dermatofitoz, siirekli veya aralikli olarak, niiksle birlikte veya
niiks olmaksizin bir yildan fazla siiren direngli bir enfeksiyondur (Senthamil ve ark., 1996). Hay
& Brostoft (1982), 3 ay boyunca griseofulvin ile tedavi gérmesine ragmen, 3 yil boyunca inatc1
bir enfeksiyon olarak degerlendirmistir (Hay ve Brostoff, 1973).

3.2. Dermatofitlerin siniflandirilmasi



"Tinea" terimi "giive" veya "solucan" anlamina gelen Latince bir kelimeden tiiretilmistir (Singh
ve ark., 2016). dermatofitler tarafindan iiretilen yilan gibi ve dairesel veya halka seklinde kutendz
lezyonlar1 ifade eder ve lezyonun kenarinda solucanin yuvalanmasi seklinde goriiliir. "Deri bitkisi"
ve dermatofitin diger adi aslinda amisnomerdir ¢iinkii mantarlar filogenetik olarak bitkilerle
uyumlu degildir (Gokhale et al, 1999).

Dermatofitoz, insanlarda ve hayvanlarda dermatofitoz veya Tinea adi verilen deri enfeksiyonlarina
neden olan Arthrodermataceae ailesine aittir. Keratinolitik ve Keratinofiliktir (Simpanya et al,
1998). Kan serumu ve viicut sivilarinin keratini pargalayan enzimi inhibe eden faktorler igermesine
ek olarak, ¢ogu 35 °C'den daha yiiksek bir sicaklikta yasayamadigindan, derinin stratum
corneum'unun altinda bulunan dokulara niifuz etme kabiliyetine sahip degildir (Brooks ve ark.,
2004). Dermatofitler, Mantarlar aleminde su sekilde siniflandirilmistir (Alexopoulos, 1996 )

Kingdom  Fungi

Phylum Ascomycota

Class Plectomycetes
Order Onygenales
Family Arthrodermataceae

Dermatofitler anamorflar (kusurlu veya eseysiz durum) ve teleomorflar (miikkemmel veya eseyli
durum) olarak simiflandirilir. Bu aerobik mantarlar tarafindan iiretilen proteazlar keratini sindirir
ve kolonizasyona izin verir, ardindan sa¢ safti, deri ve tirnaklarin stratum korneumunun dermatofit
tarafindan enfeksiyonu ve istilast saglanir. Dermatofitler, saglikli ve bagisiklik sistemi giiclii
konak¢min daha derin dokularmma veya organlarina sizamadigindan, dermatofit enfeksiyonu
kutandzdiir ve canli olmayan kornifiye tabakalarla sinirhidir. Enfeksiyoz ajan ve metabolik
iriinlerinin varligl nedeniyle, konakta cesitli degisiklikler ortaya ¢ikar (Gadadavar ve ark., 2018).
Tek bir tiir, farkli patolojiye sahip ¢ok sayida klinik tip iiretebilir ve genel olarak {i¢ cins halinde
siniflandirilabilirler (Surendran ve ark., 2014).

- Trichophyton cinsi - sag, tirnak ve deriyi enfekte eder.
- Genus Microsporum- sa¢ ve deriyi enfekte eder ve tirnaklar1 enfekte etmez.
- Epidermophyton cinsi- deri ve tirnaklar1 enfekte eder ve saglari enfekte etmez.
3.2.1.Trichophyton
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Deri, sa¢ ve tirnaklar etkiler ve yaklasik 23 tiirii vardir (Simpanya , 2000). Kat1 besiyerinde
yavasca biiyiiyen koloniler piirlizsiiz veya toz halinde bir form alir ve daha sonra beyaz, sar1, agik
kahverengi, kirmizi1 veya menekse tiiriine gore degisen ¢oklu renklere sahip kabarik bir sekle
dontistir. Koloninin arka tarafi soluk sar1, kahverengi veya kirmizidir. Fungal hifler yar1 saydam
ve boliinmiistiir ve spiral veya nodiiler dahil olmak iizere ¢esitli sekiller alir ve fungal hif izerinde
dogrudan veya kisa spor tutucularla taginan tek hiicreli veya kiimelenmis kiiresel, kiire veya
gozyasi sekilli mikrokonidya olusturma yetenegine sahiptir. Ayrica sakkaro sekilli ve diiz duvarli
1-4 hiicreden olusan makrokonidya olusumu (Gréser ve ark., 2000).

3.2.2.Microsporum

Deri ve sag1 etkiler ve 18 tiirti vardir (Simpanya , 2000). Bu cinsin kat1 bir ortam {izerindeki
kolonileri beyaz veya kahverengi renkte toz veya kadifemsidir. Bu cins kiiciik ve biiyiik konidiler
iretir, Makrokonidiler bu cinsin karakteristigi olan cok hiicreli, kalin piiriizlii duvarlarla
karakterize edilir. Tiplerde ¢ok sayida, digerlerinde ise az sayidadirlar. Makrokonidiler, M. nanum
tiirli harig, genellikle 1g seklindedir, ¢linkii sekillerinde tiire bagl olarak bir varyasyon vardir ve
ayrica tek tek tretilirler. Mikrokonidyumlar yaklasik 2-3 um'lik armut seklindedir ve fungal iplik
boyunca tek tek ya da kiimeler halinde ortaya cikar ve genellikle biiylik konoidlerden daha azdir.
Nadiren, hem biiyiik hem de Mikrokonidi tireten tiirler vardir. Bu cins i¢in tipik tiir M. audouinii'dir
(Sharma et al. 2015).

3.2.3.Epidermophyton

Deri ve tirnaklarn etkiler ve saglar1 enfekte etmez. Koloniler saproroid agarin merkezinde yavas
bir hizda biiyiir. Olgunlagmasi genellikle 10 giin siirer. Koloniler baslangicta diiz, beyaz veya
zeytin rengindedir, daha sonra zikzak, kabarik ve ortada katlanmig hale gelir. Zamanla renk
koyulasabilir ve sartya donebilir. Ya da kahverengiye doniisebilir ve kolonilerin ¢evresinde mantar
hif tutamlar1 olusabilir, koloninin arkasi sarimsi kahverengi boya goriiniir, patates Dexteroid
akarinin ortasinda ve akaral kanin ortasinda koloniler beyaz renkte goriiniir, koloni yiizeyinde steril
hava mantar hiflerinin olusmasi nedeniyle birkag haftalik inkiibasyondan sonra koloniler steril hale
gelir ve bazen bu steril filamentler koloninin iginde beyaz lekeler olusturarak kontaminasyona
benzer bir goriiniim verir. Mantar hifleri septumlarla boliiniir ve klamidyal sporlar olusturabilir,
ancak kiiciik sporlardan yoksundurlar ve dogrudan mantar hiflerinden ¢ikan ve tek veya
kiimelenmis ve 4-5 hiicreden olusan ince duvarl biiyiik, kuliip seklinde sporlar iiretirler. 10 glinden
fazla (Rippon, 1998).

3.3. Dermatofitlerin bulasma yollar:
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Dermatofitlerin konake1 viicuduna girisi deri enfeksiyonu, yara izleri ve yaniklar yoluyla olur ve
mantarlarin neden oldugu enfeksiyon Arthrospores veya Conidia nedeniyle olusur (Arthi, 2017).

Patojen, cildin dis, canli olmayan keratinize tabakasi olan stratum corneum'u istila eder ve
yaralanma bolgesinde enflamatuar bir reaksiyonu uyaran Keratinaz enzimini tiretir. Kizariklik,
sisme, 151 ve sa¢ dokiilmesi gibi iltihabi reaksiyonlarin klasik belirtileri asagidaki sekilde gosterilen
yaralanma bolgesinde Sa¢ (Sa¢ dokiilmesi) ortaya ¢ikar ve hastaliga neden olan bu enfeksiyonlar
yaralanma yerinden uzaga taginarak viicutta yeni bir yer edinir. Patojenin enfeksiyon bolgesinden
bu sekilde uzaklagsmasi halkasal yaralanmalara neden olur (Lakshmipathy ve Kannabiran 2010).

Keraun layers

Dermatophytes  n—» 1 Skin

Invade 2. Hair
3. Nail
Skin a brasions

Spores from soil/ Enter stratum corneum

P

anmimal/man

mmm—

Releasekeratinase

Sm—

1. Redness
Inflammatory reaction - 2. Swelling

3. Heat

4. Alopecia

Movement away ffom the site of in fection

[

Centralhealing with classical ringed lesion

Sekil 1.1.Dermatofitlerin bulasma sekli (Deepika et al., 2010)

3.4. Cilt mantar enfeksiyonlari
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Yiizeysel mantar enfeksiyonlari, diinya niifusunun %20-25'ini etkileyen onemli bir kiiresel halk
saglig1 sorunudur (Asticcioli ve ark., 2008). Bu hastaliklar arasinda dermatofitoz veya sagkiran en
sik goriilen mantar enfeksiyonlarindan biridir. Bu enfeksiyona Trichophyton, Microsporum veya
Epidermophyton cinslerine ait deri mantarlart neden olmaktadir (Yehia ve ark., 2010). Bu
dermatofitler genellikle viicuttaki keratinin farkli bolgelerini istila ederek tinea corporis, tinea
facial, tinea pedis, tinea capitis, tinea pedis, tinea beard, tinea corporis'e neden olur (Degreef,
2008). Dermatofitoz, konagin bagisiklik tepkisine bagli olarak hafif veya siddetli semptomlara yol
acabilir (Almeida ve ark., 2017). Diyabet, AIDS, bobrek hastaligi, sedef hastalig1 ve nakil alicilari
ve uzun siireli kortikosteroid tedavisi goren hastalar gibi immiin yetmezlik tipleri olan bireyler de
dahil olmak tizere bircok hasta 6zellikle enfeksiyon riski altinda goriinmektedir (Piérard, 2001).
Bunlarin %31'inde T.rubrum mantari, tinea korporis yiizdesi hastalikli vakalarin %9,17'sine
ulagmistir ve bunun nedeni T.tonsurans mantaridir. Vakalarin %30'unda tinea capitis %7,38'e
ulasmis ve bunun nedeni vakalarin %48'inde T.violaceum mantari, %32'sinde M.canis mantari,
vakalarin %2,7'sinde tinea pedis ve %2'sinde el tineasidir. Iran'da yapilan bir ¢alismada tinea
capitis %1.59, tinea corporis %6.23, ayak tineast %9.8 ve T. verrucosum %?2.7 oraniyla en sik
goriilen tiirler olmustur (Chadeganipour ve ark.,1997).

Deri yaralanmalari, yaralanma bolgesine gore asagidaki klinik formlarda siniflandirilir:

Tinea capitis: Cocuklarda en sik goriilen dermatittir. Kafa derisi ve sa¢ ¢izgisinin bir
enfeksiyonudur ve gozlerin kaslarimi etkileyebilir. Ko6tii hijyen ve kalabalik nedeniyle ve
kontamine sapkalar ve yatak takimlar1 yoluyla ortaya ¢ikar. Enfeksiyon, her iki cinsiyetteki ¢cogu
tir, Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton cinsinden kaynaklanmaz (Abdel-Rahman ve
Nahata, 1997).

Sekil 1.2.Tinea capitis (Nenoff et al., 2014)

Tinea corporis: Sacgkiran veya ringworm genellikle ekstremitelerde tek veya ¢ok sayida halka
seklinde, kalinlasmis, hafif kabarik deri ylizeyi seklinde goriiliir ve govdede pullu bir sekilde
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yayilirEkstremiteler, yiiz ve etkilenen bolgelerde kabarciklar olabilir ve kasinti eslik edebilir
(Rosen, 1997). Tiim dermatofit tiirleri bu tip sackirana neden olabilir (Roberts ve ark., 1979).

Sekil 1.3. Tinea corporis (Nenoff et al., 2014)

Tinea barbae: Yiiz ve boyundaki sakal ve biyik bolgesini etkiler ve kil folikiillerinin
iltihaplanmasi ve sivilce, kabuk ve deride kizariklik goriiniimii ile karakterizedir. Bu enfeksiyon
genellikle ergenlik ¢agindaki erkeklerde siddetlidir ve killarin ortaya ¢ikisi ergenlikle birlikte
goriiliir (Champion et al, 1998).

Sekil 1.4. Tinea barbae (Furlan etal., 2017)

Tinea faciei: Yiiziin kilsiz bolgelerinde goriiliir ve ergenlikten 6nce erkekleri, damak ve iist dudak
bolgesinde ise kadinlar1 etkiler (Sutton et al ,1998). Hasta kasinti, yanma ve giinese maruz
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kaldiktan sonra daha kotii olan kirmizi lekelerin ortaya ¢ikmasindan sikayetgidir. Belirtiler koyu
tenli kisilerde belirgin degildir (Zuber ve Baddam,2001).

Sekil 1.5. Tinea faciei (Nenoff et al., 2014)

Tinea manuum: Enfeksiyon bir veya iki elde goriiliir ve enfeksiyon elin parmaklari arasinda,
yliziik bolgesinde veya saatte ortaya cikar ve elin tiim bolgelerine yayilir. Genellikle tinea pedis
hastasi olan kisileri etkiler ve pullarin ortaya ¢ikmasi ile karakterizedir (Goldstein ve ark., 2000).

\

Sekil 1.6. Tinea manuum (Degreef, 2008)

Tinea cruris: Kasik kagintist olarak da adlandirilan bu mantar enfeksiyonu kasiklarda goriilen bir
deri enfeksiyonudur. Bu enfeksiyon erkeklerde daha yaygindir ve asir1 kilolu kisilerin jock
kasintisina yakalanma olasiligt daha yiiksektir. Cilinkii mantarlar terlemeye egilimli deri
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kivrimlarinda biiyiiyebilir ve kasintiya ve halka seklinde bir dokiintiiye neden olabilir (Goldstein
et al ,2000).

Sekil 1.7. Tinea cruris (Rameshwari et al., 2016)

Tinea pedis: Ayaklar1 ve ayak parmaklar1 arasindaki deriyi etkileyen, genellikle pullu ve kirmizi
lekelerin eslik ettigi, genellikle sporculari ve sporcu olmayanlari etkileyen bir dermatittir. Mantar
enfeksiyonu, kapali ayakkabilarin sagladigi 1s1 ve nem ile daha da koétiilesir (Evans, 1997).

Sekil 1.8. Tinea pedis (Nenoff et al., 2014)

Unguium tinea: Cocukluk déneminde olduk¢a nadir goriilen bir enfeksiyondur ve enfeksiyon
yasla birlikte artar. Tirnak tineasi, tirnak plagmnin enfeksiyonu olan tinea pedis ile iligkilidir.
Enfekte tirnaklar kirecli, soluk renkli ve tirnaklarin ortasinda daginiktir, gukurlu veya ¢izgilidir ve
tirnak, tirnak altinda toplanan kalintilar ve keratinositlerle yiikselir (Matsumoto, 1996).
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Sekil 1.9. Unguium tinea (Nenoff et al., 2014)

3.5. Dermatofitlerin tanimlanmasinda molekiiler yontemler

Dermatofitlerin fenotipik 6zellikleri birgok cevresel, besinsel ve kimyasal faktor tarafindan
degistirilir, bu nedenle arastirmacilar dermatofitleri tanimlamak i¢in molekiiler yontemleri ve
genetik 6zellikleri tercih ederler ve molekiiler yontemler hizli ve daha spesifiktir (Faggi ve ark.,
2001).Bu nedenle, bu tiir mantarlarin teshisinde kullanilan, fenotipik 6zelliklere degil patojenik
organizmalardaki genetik farkliliklarin teshisine dayanan molekiiler teknikler gibi tekniklerin
gelistirilmesi, bu yontemlerin uzun siireler gerektiren fenotipik 6zelliklere dayanan geleneksel
yontemlere gore daha dogru ve hizli olmasi nedeniyle 6nem kazanmistir (Mitchell ve ark., 1994).
Bahsedilen bu molekiiler tekniklerin en oOnemlilerinden biri, PCR teknolojisinin ¢esitli
uygulamalar i¢in biyolojik ve tibbi arastirma laboratuvarlarinda yaygin ve vazgecilmez hale
geldigi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknolojisidir. PCR, viriisler, bakteriler, parazitler ve
mantarlar gibi mikroorganizmalarin teshisi alaninda giderek daha fazla kullanilmaktadir
(Wellinghausen ve ark., 2004), dermatofitlerin molekiiler teshisi, ortak enfeksiyon kaynaklarini,
bulasict yollar1 ve yayilma alanlarini ortaya ¢ikarmanin yani sira orijinal izolasyonun yeniden
enfeksiyondan sorumlu olup olmadigini veya yeni suslar olup olmadigini belirlemek gibi
dermatofitlerin epidemiyolojisi ile ilgili olanlar1 ¢dzebilmistir (Baeza ve ark, 2006) ve molekiiler
teknikler, ozellikle cins, tlir veya soy i¢in taksonomi gelistirmeyi ve bu ve diger caligmalar
fizyolojik ve morfolojik olarak benzer tiirler arasinda ve ayni tiire ait suslar arasinda ayrim yaptigi
icin yeni taksonomik kademeler arasindaki evrimsel baglantiyr incelemeyi amacglamaktadir
(Putignani ve ark., 2010). Son yillarda, PCR spesifik bolge primerleri deri ve tirnak érneklerinde
mantarlarin dogrudan tespiti i¢in kullanilmaktadir (Kim ve ark., 2011 ; Jensen ve Arendrup, 2012).

Dermatofitlerin teshisinde PCR kullanimi ise (Zarrin ve ark., 2015) on mantar tiriini
tanimlamigtir: M. gypseum, M. canis, M. ferrugineum, T. rubrum, T. mentagrophytes, T.
schoenleinii, T. violaceum, T. verrucosum, T. tonsurans ve E. floccosum bulunurken, (Wiegand ve
ark, 2016) T. violaceum'un ¢ocuklarda Tinea capitis'in ana etkeni oldugunu ve bunu Kuzey iran'da
bes dermatofit tiiriinden biri olan T. interdigitale, T. tonurans, T. rubrum, E. floccosum ve M. canis
(Didehdar ve ark., 2016) Orta Iran'da ii¢ tiir T. tonurans, T. interdigitale ve 1. rubrum (Allahdadi
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ve ark., 2019) Misir'da bes mantar tiirii vardir: T. rubrum, T. mentagrophytes, T., violaceum, E.
floccosum ve M canis (Taha ve ark., 2017).

3.6. Dermatofitlerde Viriilans Faktorleri

Viriilans, patojenite derecesinin veya konakta meydana gelen hasarin siddetinin bir 6l¢iisii olarak
tanimlanir ve viriilans, biiyiime sirasinda kaybedilen veya edinilen ve dogal segilime tabi olan
genlerle ilgili oldugundan, hicbir patojen viriilan olmadik¢a enfeksiyona neden olamaz ve bu,
viriilans faktorlerinin, enfeksiyonun olusumuna katkida bulunan ve patojenin hayatta kalmasini
etkileyen hiicresel yapilar, enzimler, toksinler veya digerleri seklinde oldugu anlamia gelir
(Pfaller ve Diekeme, 2007). Dermal mantarlarin patogenezi, enfeksiyon durumunda bir¢ok 6nemli
viriilans faktoriine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir ve bunlarin en 6nemlileri sunlardir:

Dermatofitler keratinize dokuya yapistiktan sonra, sporlar stratum corneum'a niifuz etmek icin
cimlenir ve dermatofitlerin keratin tabakasini pargalama yetenegi en Onemli virlilans
faktorlerinden biridir (Achterman ve White, 2011).

Dermatofitler, seliilaz ve lipaz enzimleri gibi farkl 6zelliklerle karakterize edilen ¢esitli viriilans
enzimleri salgilarlar ve salgiladiklar1 en 6nemli enzim keratinazdir ve bu enzimler gelisimleri ve
hayatta kalmalar1 i¢in gereken besinleri elde etmek i¢in salgilanir. Enflamasyon Mantarlar konak
dokunun makromolekiillerini karbon, azot, fosfor ve siilfiir kaynagi olarak kullanirlar (Jensen et
al, 2007).

Proteaz enzimi, dermatofitler tarafindan salgilanan c¢ok ¢esitli enzimler arasinda en iyi ¢aligilmis
olanmidir ve konagin stratum corneum'unun istilasi ve sOmiirilmesi silirecinde yer alan
dermatofitlerin neden oldugu viriilans faktérlerinin ana tirtdir. Diger fungal patojenler gibi
dermatofitler de viriilans ajani1 olarak proteaz enzimi salgilar. Dermatofitlerin bu enzimi,

mantarlarin konak dokulara tutunmasini kolaylastirmak i¢in salgiladigi 6ne stiriilmiistiir (Liu ve
ark., 2014).

Dermatofitlerin konak dokular1 istila etme yeteneginin, lipaz enziminin ve keratin tabakasini
parcalamak i¢in gerekli olan fosfolipaz enzimleri gibi diger enzimlerin etkisine de bagli oldugu
bulunmustur. Bunlar hiicrenin i¢inde kalir veya disariya salgilanir (Price ve ark., 1982).

3.7.Etioloji

Dermatofitler tireme Ozelliklerine gore telemorf (eseyli) ya da anamorf (eseysiz) olarak
siniflandirilabilir. Anamorf form aseksiiel veya somatik liremenin yam sira kendine 6zgii bir
morfoloji sergilerken, telemorf form biiyilik 6l¢iide eseyli liremeye dayanir ve anamorf formdan
farkli yapisal ozelliklere sahiptir. Dermatofitlerin her iki formunun da farkli isimleri vardir
(Simpanya, 2000).
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3.8.Irksal ve genetik faktorler

Tinea imbricata'nin endemik oldugu bolgeler Uzak Dogu, Bati Pasifik ve Orta ve Giliney
Amerika'nin bazi1 kisimlaridir (Wingfield et al, 2004). Trichophyton violaceum ve Microsporon
ferrugineum enfeksiyonlar1 Kuzey Cin, Kore ve Japonya'daki Yahudiler arasinda yaygindir. Belirli
bir insan grubunun enfektivitesi sus varyasyonundan etkilenebilir. Avustralyali aborjinleri ve
aborjin olmayanlar1 enfekte eden suslar arasinda farkliliklar vardir (Svejgaard ve ark., 1983).
Otozomal Aile kiimeleri ve kronik antropofilik dermatofitik enfeksiyonun irksal tercihleri,
duyarlilik icin baskin olarak kalitilan genetik faktorlerden kaynaklaniyor olabilir. Rubrum
Trichophyton. Keratin, mantarin proteine ne kadar iyi saldirip sindirebilecegini etkileyebilecek bu
faktoriin bir sonucu olarak degisime ugrar (Zaias & Rebell, 1996). Akraba evliliginin yaygin
oldugu Kuzey Afrika'da kronik dermatofitoz sik goriilen bir durumdur. Bu durum, hiicresel
bagisiklik yetersizliklerinin genetik anomalilerin otozomal resesif kalitimiyla baglantili
olabilecegini gostermektedir (Karthika, 2006). Tinea imbricata'daki genetik duyarlilik faktorii icin
de benzer bir kalitim modeli gézlemlenmistir (Wingfield ve ark., 2004).

3.9.PATOMEKANIZMA

Bireylerin bagisiklik sisteminin baskilandigi nadir durumlar disinda, dermatofitler genellikle 6l
keratinize dokularda kalirlar (Ogawa, 1998). Keratin miktar1 mantarin afinitesi i¢in ¢ok 6nemlidir
(Nielsen, 1994) Enfeksiyondan sonraki 4 saat i¢inde patolojik degisiklikler meydana gelmeye
baslar. mikrokonidiler keratinositlere en sik1 sekilde baglanir. Epidermal kalinlik enfeksiyondan
li¢ giin sonra, Oncelikle 6dem nedeniyle artar (Zurita & Hay, 1987). Kronik enfeksiyonu olan
hayvanlarda, hastaligin ilk dénemindekine benzer degisiklikler goriilmiistiir. Dermisin mast
hiicreleri tarafindan istilas1 bir bagka faktordiir. Epidermal hiicre katmanlarinin sayist artmistir
Kronik yaygin dermatofitoz ¢alismalari, farkli Trichophyton mentagrophytes ve T. quinckaneum
suslar1 kullanilarak atimik ¢iplak farelerde (BALB/c veya BALB/k) yapilmistir (Criado, 2011).

3.10.ACENTE FAKTORLERI

Mikolojik bir hiicre duvari glikoproteininin bazi kronik dermatofitoz vakalarinda insan A
izoantijeni ile capraz reaksiyona girdigi gosterilmistir. Bu durum immiin tolerans ve sinirsiz
mantar biiyiimesi ile sonuglanir (Young & Roth, 1979). Trichophyton rubrum, enflamatuar
reaksiyonlar1 engelleyen veya azaltan mannan iiretir (Grando, 1992). Dermatofitler, mantarin
salgiladig1 keratinazlar sayesinde stratum corneum'a daha fazla niifuz edebilir (Dahl, 1994). Bu
enzimler ayni zamanda viriilans unsurlari olarak da islev goriir (Abraham, 1998).
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3.11.YAS VE CINSIYET INSIDANSI

Dermatofitoz genellikle 11-20 yaslar1 arasinda gelisir. Ancak, kronik dermatofitozu olan kadin ve
erkeklerde farkli yaslarda (30, 40) gelistigi gosterilmistir (Gupta, 1998). Farkli bir arastirmada,
erkeklerin en sik etkilendigi donem tiglincii on yil iken, kadinlarin en sik etkilendigi donem
dordiincii ve besinci on yillar olmustur. Ortalama yas insidanst 39 yil ve 18 aydi. Erkeklerde
kadinlardan daha erken semptomlar goriilmiistiir (Karthika, 2006). Kadinlarin erkeklerden daha
fazla sayida oldugu bazi nadir durumlar disinda erkeklerde daha yiiksek enfeksiyon insidansi
gozlenmistir. Onikomikoz yaghlarda yaygindir ve erkekler 2.99 kat daha fazla etkilenmektedir
(Theodosat, 2004). Trichophyton rubrum enfeksiyonu erkeklerde 3 kat daha yaygindir (Shu ve
ark., 2004), ozellikle 10-20 yas grubunda (Mayser ve ark., 2004) . T. raubitschekii de erkek
baskinligina sahiptir (Kane ve ark., 1990).
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4. MATERYALLER VE YONTEMLER

4.1. Malzemeler:

4.1.1. EKipmanlar ve aletler

Tablo 4.1. Calisma siiresince kullanilan laboratuvar ekipman ve cihazlar

Manufacturer (origin) Cihaz ad1
Iso Lab (Germnay) Cylinder
Bio zek medical (Holland) Petri Dishes

Shimadzu(Japan)

UV visible Spectroscop

Consort(Belgium)

Electrophoresis

Hettich(Germnay)

Centrifuge

Medilab (Korea)

Vortex mixturee

Vilber lourmat (France)

Gel Documentation

Human Lab(Korea) Incubator
Memmert(Germnay) Water path
Iso Lab (Germnay) Flask

Superestar(India)

Slides and cover slides

Dragon(China)

Micropipettes 0.5-10 uL
10-100 uL, 100-100 uL

Olympus(Japan)

Light Microscop

Iraq

Benzen burner

Hirayama(Japan)

Autoclave
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4.1.2. Kimyasal maddeler

Tablo 4.2. Calismada kullanilan tiim kimyasallar iiretici adi ve mensel

Manufacturer (origin)

The name

Bio neer (Korea)

Free nuclease water

Bio neer (Korea)

Ladder 100bp

Bio basic (Canada) TBE buffer
Bio basic (Canada) Agarose
Bio neer (Korea) Primers

Bio basic (Canada)

Ethidium bromide

Bio neer (Korea)

Lactophenol-cotton blue stain

Alpha® (Turkey)

Ethanol 70%

INF (Indonosia)

Chloramphenicol

Bio neer (Korea)

Master Mix

4.1.3. Kiiltiir ortami

Tablo (4.3.): Gosterilen kiiltiir ortamlarmin bir kismi kullanilarak ¢alismaya nelerin dahil

edildigini géstermektedir

Uretici (mensei)

Kiiltiir ortaminin adi

Himedia (India)

Bio Mark (India)

Sabouraud Dextros Agar

CHROMagar
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4.2. Yontemler:
4.2.1. Orneklerin Toplanmasi

1/6/2021 ve 1/7/2022 tarihleri arasinda Al-Atheer Genel Egitim Hastanesi dermatoloji
konsiiltasyonundan ve bazi 6zel kliniklerden dermatomikoz hastalarindan 100 klinik 6rnek
toplanmistir. Calisma, her yas ve her iki cinsiyet i¢in uzman bir doktorun dogrudan goézetimi
altinda cildin etkilenen bdlgelerinden, saglardan, tirnaklardan, agizdan ve ¢ocuk
yaralanmalarindan 6rneklerin toplanmasini igeriyordu.

Deri ornekleri, etkilenen bolgenin %70 etil alkol ile sterilize edildigi ve ardindan kabuklarin steril
keskin bir bigak kullanilarak enfeksiyon odaginin kenarindan kazindigi kazima yontemiyle
almmistir. Sa¢ Ornekleri ise etkilenen saglarin steril penslerle alinmasi ve orneklerin steril test
tiiplerine konularak mikroskop altinda incelenmesi ve teshis edilmesi i¢in ¢aligsma laboratuvarina
getirilmesi ve krom agarda kandida ve ekim yapilmasi yoluyla alinmistir.

4.2.2. Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi
4.2.2.1. Sabourauds dekstroz agar

Bu besiyeri, hazirlanan firmanin 6nerilerine gore 65 g SDA tozunun 1000 ml distile suda
¢Oziilmesiyle hazirlanmis, ardindan besiyerine 0,05 g antibiyotik Chloramphenicol ve firsatci
mantarlarin biiylimesini 6nlemek i¢in 0,5 g Cycloheximaide eklenmistir. Sterilizasyondan sonra,
9 mm c¢apinda plastik kaplara dokiin. Bu besiyeri dermatofitleri izole etmek i¢in kullanilmistir
(Emmons ve ark., 1974).

4.2.2.2. Krom agar

Bu besiyeri cam bir siseye 42 g krom agar / 1 litre distile su eklenerek hazirlanmis ve daha sonra
manyetik bir karistiric ile karigtirilarak 30°C sicakliga kadar isitilmis, ardindan krom agar
sogutularak mantarlarin ekimine baslanmasi amaciyla kaplara yerlestirilmistir.
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4.2.3. Dogrudan mikroskobik inceleme

Numunenin bir kismi1 alinmig ve dokular1 sindirmek ve numuneyi berraklagtirmak icin %10
konsantrasyonda bir damla potasyum hidroksit (KOH) igeren temiz bir cam lam fizerine
yerlestirilmistir. Tirnak 6rneklerinde oldugu gibi, lam gece boyunca nemli bir filtre kagidi i¢eren
bir tabaga yerlestirilmis ve daha sonra mantar yapilarinin varligini gézlemlemek i¢in X40 ve X100
biiyiitme giiclinde bir 151k mikroskobu ile incelenmistir: konidya ve mantar hifleri (Ellis, 1994).

4.2.4. Orneklerin Kiiltiire Alinmasi

Potasyum hidroksit ile muamele edilmemis klinik 6rneklerin bir kismi steril pensler kullanilarak
almmis ve sikloheksamid ve kloramfenikol ile desteklenmis kiiltiir ortaminda (SDA) kiiltiire
edilmistir, daha sonra kaplar 28 °C sicaklikta 2-4 hafta boyunca inkiibe edilmis, gézlemlenen
kaplarda herhangi bir mantar tiremesi olup olmadig incelenmistir (Kannan et al., 2006).

4.2.5. Mantar kolonilerinin incelenmesi ve teshisi
4.2.5.1. %10 konsantrasyonda potasyum hidroksit cézeltisi KOH'nin hazirlanmasi

Bu soliisyon 10 g'm 100 ml distile suda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir ve bu soliisyon klinik

modellerin direkt mikroskopisinde mantar yapilarin1 incelemek i¢in kullanilmistir (McGinnis,
1985).

4.2.5.2. Mantar izolatlarinin saflastirilmasi

Izole edilen dermatofitlerin saf kiiltiirleri, SDA igeren tabaklar kullanilarak hazirlandi ve koloninin
kenarinin bir kismi, mantar orneklerini igeren tabaklarda goriindiigiinde bir bicaklama yagi
kullanilarak aktarildi. Ve mantar tiirline bagl olarak 2-4 haftalik bir siire boyunca 28 ° C sicaklikta
inkiibatorde inkiibe edildi, daha sonra gerektiginde kullanilmak iizere 4 ° C sicaklikta
buzdolabinda saklandi.

4.2.6. Molekiiler diegnoz
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4.2.6.1. Mantardan DNA ekstraksiyonu

DNA, Chelex®100 hizl1 ekstraksiyon yontemi kullanilarak saf, genc ve aktif olarak biiyliyen hif
iceren kiiltiirlerden ekstrakte edilmistir. Chelex®100 Molekiiler Biyoloji Sinifi Regine (BioRad
Laboratories, ABD) ¢ozeltisi steril suda hazirland1 ve regineyi stispansiyon halinde tutmak i¢in bir
karigtirma plakasina yerlestirildi. Her bir numune i¢in, mantar kolonisinin kenarindan az miktarda
misel, steril 100 puL pipet ucunun ucu kullanilarak toplanmistir. Misel 0,6 mL'lik bir tiipe aktarilmig
ve 50 pL Chelex®100 ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler daha sonra 95°C'ye ayarlanmig bir 1s1 blogu
iizerine yerlestirilmistir. 10 dakika sonra numuneler ¢ikarildi ve hemen -20°C'de 30 dakika
boyunca dondurucuya aktarildi. Ornekler daha sonra oda sicakliginda hizla ¢dzdiiriilmiis ve 10000
g'de 2 dakika santrifiij edilmeden 6nce 5 saniye vortekslenmistir. DNA'y1 iceren sulu tabaka
orneklerden dikkatlice ¢ikarilmis ve 0,2 mL'lik tiiplere yerlestirilmistir. Cikarilan DNA'y1 iceren
ornekler hemen -20°C'de dondurucuda saklanmustir.

4.2.6.2. PCR Amplifikasyonu
ITS1 primer ¢ifti (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3') ve ITS4

(5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3). (Integrated DNA Technologies company, USA)
(White et al, PCR amplifikasyonu toplam 25ul hacimde gerceklestirilmistir. Karisim 12,5 puL ana
karigim, 1uL ileri ve 1uL geri primerler, 5. 5 pL iki kat damitilmis H20 ve 5 puLL genomik DNA,
reaksiyon uygulamali biyosistem termal dongiileyicide 94 °C'de 3 dakika denatiirasyon ve
ardindan 94 °C'de 1 dakika, 58 °C'de 1 dakika ve 72 °C'de 1 dakika 35 dongii ve 72 °C'de 7 dakika
son uzatma ile gerceklestirilmistir.

4.2.6.3. DNA'nin Elektroforezi

Elektriksel role (Sambrook, 1989) yontemine gore (ve asagidaki adimlara gore)
gerceklestirilmistir:

- 1 g agaroz tartilmis ve 100 ml TBE tamponunda 1x konsantrasyona kadar ¢oziilmiistiir.

- Karisimin agaroz tamamen ¢oziilene kadar Mikrodalga cihazi ile 1sitilmasi, ardindan karigimin
40-50 °C sicakliga kadar sogumaya birakilmasi, ardindan {izerine 0,5 pl etidyum bromiir boyasi
eklenmesi.

Elektrikli role kalibinin hazirlanmasi ve agarozun igine delik agmak i¢in taragin bir ucuna
takilmas1 ve ardindan hazirlanan jel ¢ozeltisinin dokiilmesi ve ardindan oda sicakliginda
katilagmaya birakilmasi, ardindan tarak ve lastik parcalarin kaldirilarak kalibin réle cihazina geri
yerlestirilmesi ve yaklasik 2-3 mm ylikseklige ulasana kadar TBE ¢ozeltisine daldirilmasi
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- 2 ul Bromofenol Mavisi boyasi ve 5 ul DNA karistirilmis ve ardindan karisim agaroz ¢ukurlarina
konulmustur.

- Role cihazinin elektrotlar1 giic kaynagina baglandi ve elektrik akimi 75 voltta sabitlendi ve jel 30
dakika bekletildi. Elektrik rolesi havuzundan hava kabarciklarinin ¢ikisi réle isleminin bagladigini
gosterir.

- DNA varligim1 not etmek icin agaroz jelin ultraviyole 1sinlar1 altinda incelenmesi, ardindan
sonuglarin dijital kamera kullanilarak fotograflanmasi

26



5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Dermatofitlerin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Izole edilen dermatofitler, gelisen kolonilerin renk, boyut, ¢iftlik ve plakanin arka yiiziiniin dogasi
gibi tarimsal 6zelliklerine ve konidilerin ve mantar hiflerinin sekli ve boyutu gibi mikroskobik
ozelliklerine dayanarak teshis edilmistir. Trichophyton spp, Scopulariopsis brevicaulis Candida
spp %40 ile en yiiksek goriilme sikligini gostermis, bunu (%30 izolat) goriilme orani ile
Trichophyton spp mantar1 izlemis, daha sonra (%10 izolat) goriilme orani ile S. brevicaulis ve 20
ornek hi¢c goriilmezken, tabloda gosterilen diger mantarlarin goriilme yiizdeleri farklilik
gostermistir (1-10).

krom agar

Candida tropicalis+ Candida albicans Candida glabrata

Sekil (1-10): Candida tropicalis , Candida albicans ve Candida glabrata igeren bulagiklar

Tablo (5.1.): Calisma sirasinda izole edilen mantar tiirleri

Izolat Sayis1 Dermatofit tipi
Tichophyton simii

T. mentagrophytes

Scopulariopsis brevicaulis
Candida tropicalis

Candida glabrata

Candida albicans

DO WIN|F-
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Mevcut ¢alismanin sonuglari, izole edilen tiirlerin ii¢ cinse ait oldugunu gostermistir ve bu sonug
(Saleh, 2008) ve (Naik et al, 2019) bulgulariyla tutarlidir.

Sonuglardaki bu farklilik, farkli sackiran tiirlerine neden olan dermatofit tiirlerinin bir {ilkeden
digerine ve ayni iilkede bir bolgeden digerine farklilik gostermesi de dahil olmak iizere ¢esitli
nedenlerden kaynaklanmaktadir. Bu, enfeksiyonun go¢menler tarafindan yayilmasindan
kaynaklanmaktadir (Emele ve Oyeka, 2008). veya bazi dermatofitlerin diinyada yaygin olmasi
veya sinirl bir yayilima sahip olmasi ve bu nedenle enfeksiyonlarin goriilme sikliginin bir yerden
digerine degismesi (Caretta ve ark., 1981) ve Farkli donemlerde cografi bolgede enfeksiyona
neden olan tiirlerdeki farklilik, niifusun hareketi, sosyal ve ekonomik kosullar ve yetkili makamlar
tarafindan yiiriitiilen saglik izleme diizeyi dahil olmak iizere bir¢ok faktore baglidir (Ghannoum
ve ark., 2013).

Caligmalar, Trichophyton cinsinin Microsporum tizerindeki baskinliginin nedeninin, Trichophyton
cinsinin, bazilar1 insan seven, hayvan seven ve digerleri toprak seven birgok tiirli igermesi
oldugunu gostermektedir (Kannan ve ark., 2006). Trichophyton cinsi ayn1 zamanda en 6nemli ve
en yaygin cinslerden biridir. Insanlar igin patojen olan ve Avrupa'da izole edilen on tiir arasinda T.
rubrum ve T. mentagrophytes'in ortak olarak goriilebilecegi ve Trichophyton cinsi
enfeksiyonlarmin da 6nemli bir sorun teskil ettigi belirtilmistir (Monod ve ark., 2002). Genel
olarak, Trichophyton cinsi kutanéz mantar enfeksiyonlarinin %75'inden sorumlu bulunmustur
(Norris ve ark., 1999; Weitzman ve Summerbell, 1995).

Bazi 6rneklerde kiiltiir sonucunun negatif ¢ikmasi, dermatofitlerle enfekte olan kisilerin dermatofit
enfeksiyonuna bagli agrili semptomlardan kurtulmak i¢in uzman doktora danismadan
antibiyotiklerden birini almasindan (Collee, 1996) veya toplanan 6rnek miktarin pozitif sonucu
gostermek icin yetersiz olmasindan veya kullanilan kiiltiir ortaminin tiiriinden ya da as1 miktarinin
az olmasindan kaynaklaniyor olabilir, (Milne, 1996) ya da numunelerin saklanmasi siirecinde
yanlig yontem kullanilmasi ya da nem igeren kaplarda saklanmasi numunenin kontaminasyonuna
yol agar ve bu da Negatif sonug verir (Al-Hashemi, 1979) Ayrica, enfeksiyon bolgesinde
dermatofitlerle iligkili rejeneratif mantarlarin varligi dermatofitlerle rekabet edebilir ve kiiltiir
ortaminda biiylimelerini engelleyebilir. Negatif bir sonucun ortaya ¢ikmasinin en yaygin nedeni,
enfekte kisiler tarafindan topikal Kortikosteroid antibiyotik kullanimidir. (Hayette ve Sacheli,
2015).
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5.2. Molekiiler teshis

PCR teknigi kullanilarak elde edilen sonuglar, primerlerin (ITS1, ITS4) incelenen mantarlarin
genomlarini ¢ogalttigini ve ¢ogaltilan bantlarin Sekil (1-11)'teki gibi (600 bp) arasinda degistigini
gostermistir.

223 AR5 FORT78IJONIIS12:13 5141516 17 18

Sekil (1-11): PCR iiriinii bant boyutu. Uriin %1,5 agaroz iizerinde 5. M'de elektroforeze tabi
tutulmustur: DNA merdiveni (100).

Molekiiler  yontemler, fenotipik tam1  yontemlerine kiyasla dermatofit tiirlerinin
smiflandirilmasinda karsilastigimiz sorunlara uygun bir ¢6ziim sunmaktadir (Zarrin ve ark., 2015),
tirlerin tanimlanmasi icin geleneksel yontemlerin kullaniminin uzun zaman aldig1 ve yeterince
giivenilir olmadigi ve bazi durumlarda taninin yanlis oldugu tespit edilmistir. Molekiiler
yontemler, dermatofitleri tanimlamak i¢in fenotipik yontemlerden daha hizli, dogru ve hassastir
ve dogrudan DNA ekstraksiyonundan 24 saat i¢inde sonug alabiliriz (Didehdar ve ark., 2016; Jha
ve ark., 2012

Mevcut ¢alismadaki .1.2.3.4 numarali izolatlar OP752127 numarali gen bankasinda kayith
Candida albicans izolatlar1 ile benzerlik gostermektedir. Ayrica, 5.6.7.8.9 numarali izolatlar
OP752433 numarali gen bankasinda kayitli C. glabrata izolatlar ile benzerlik gostermektedir.
10.11.12 numaral tiirler OP712459 numarali gen bankasinda kayitli C. tropicalis izolatlar ile
benzerlik gostermektedir. 13.14.15 ve 16 numarali izolatlar OP712621 numarali gen bankasinda
kayith Trichophyton mentagrophytes izolatlar ile benzerlik gostermektedir. 17 ve 18 numarali
izolatlar da Scopulariopsis brevicaulis ile benzerlik gostermektedir ve OP752128 numarali gen
bankasinda kayithdir.

ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak elde edilen sonuglar, ¢ogaltilan bantlar 600 bp arasinda
degistigi icin DNA genotipini ¢ogaltmistir. Dermatofitler arasinda ITS bdlgesinde goriilen bu
farklilik fenotipik tan1 sonuglarini dogrulamis ve bu sonuglar (Ghojoghi vd, 2015; Ahmadi vd,
2015; Al Khafajii, 2014) sonuclariyla iyi bir benzerlik gostermistir.
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5.3. Cinsiyet ve yasa gore dermatofit enfeksiyonu

Bu calismada elde edilen sonuglardan, dermatofitlerle enfekte olan erkeklerin kadinlardan daha
yiiksek bir ylizdeye sahip oldugu agikca goriilmektedir; enfekte olan erkeklerin en yiiksek yiizdesi
%23,9 ile 6 ay - 9 yas grubunda bulunurken, 50 ve lizeri yas grubunda herhangi bir enfeksiyon
goriilmemistir. Kadinlarda ise en yiiksek yiizde %10,9 ile 10-19 yas grubunda bulunurken, 40-49
yas grubunda herhangi bir enfeksiyon goriilmedigi Tablo (3-2)'de gosterilmistir.

Sonuglar ayrica 6 ay - 9 yas grubunun %32,6 ile dermatofit enfeksiyonuna daha duyarli oldugunu,
bunu %28,3 ile 10-19 yas grubunun izledigini ve enfeksiyona en az maruz kalan yas grubunun 40-
49 ve 50 yas iisti grup oldugunu gostermistir Tablo (2-3)'te gosterildigi gibi, her birinde
enfeksiyon orani %2,2'dir.

Tablo (5.3.): Dermatofitlerle enfekte olan kisilerin yas gruplarinin yiizdeleri

percentage%o Gender

Total Female Male Tou Female Male Age group

32.6 8,7 23,9 15 4 11 6Months 9 -
Years

28,3 10,9 17,4 13 5 8 19-10

13.0 4,3 8,7 6 2 4 20-29

21,7 8,7 13,0 10 4 6 39-30

2.2 0,0 2,2 1 0 1 40-49

2,2 2,2 0,0 1 1 0 and above50

100% 34,8 65,2 46 16 30 Total

Enfeksiyon goriilme sikliginin 6 aylik yas grubunda artmasinin nedeni. 9 yas grubu ¢ocuklarin
viicutlarinda doymus yag asitlerinin bulunmamasi, bunun da viicudun mantar hastaliklarina karst
korunmasini etkileyerek yetiskinlere kiyasla ¢ocuklarda daha fazla deri enfeksiyonu goriilmesine
yol agmasi (Abd Elmegeed ve ark., 2015) ya da ¢ocuklarin uzun saatler giines altinda oynamalari,
ayrica ¢evre kosullarina dayanikli yiinlii giysiler giymeleri viicut 1sisin1 ve nemini artirmakta, bu
faktorler de viicutta deri mantarinin iiremesi i¢in kosullar1 uygun hale getirmektedir. Bu yas
grubuna evcil hayvanlarin eslik etmesi ve birlikte oynamalarinin yan1 sira toprakla oynamalari,
yiiksek sicakliklar ve tugla gibi ¢cevresel kosullar ve ¢ocuklarin kotii hijyeni ve ebeveynlerin okuma
yazma bilmemesi ¢ocuklarm goriilme sikliginin artmasina yardimci olan faktorlerdir (Saleh,
2008).

Mevcut ¢alisma sirasinda elde edilen sonuglardan, erkekler ve kadinlar arasinda dermatofitlerle
enfeksiyon yiizdesinde bir fark oldugu agiktir. Sonuglar, erkeklerin enfeksiyon yiizdesinde
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kadinlara kiyasla bir artis oldugunu gostermistir; erkeklerde enfeksiyon sayisi %65,2 oraninda 30
ornege ulasirken, kadinlarda enfeksiyon orani %34,8 oraninda 16 ornektir, ¢iinkii erkekler
dermatofitlerle enfeksiyona kadinlardan daha duyarlidir ve bu sonuglar Bagdat'ta yapilan ¢alisma
(Al-Janabi 2006), (Saleh, 2010) ve (Islam et al, 2018) ¢alismas1 da dahil olmak {izere daha 6nce
yapilan ¢esitli caligmalarla tutarlidir.

Irak i¢inde yapilan ve mevcut ¢calismada elde edilen sonuglarin aksine sonuglar veren, kadinlarda
enfeksiyon oraninin erkeklerden daha yiiksek oldugu (Saleh, 2008) ¢alismasi, (Abboud ve ark.,
2013) calismasi ve (Rassai ve ark., 2011) caligmasi ve (Balakumar ve ark., 2012) caligmasi dahil
olmak iizere Irak disinda yapilan diger calismalar da dahil olmak {izere birgok calisma
bulunmaktadir.

Erkeklerde goriilme sikliginin kadinlardan daha fazla olmasinin nedeni, enfekte kadinlarin sosyal
ve dini gelenekler (Balakumar ve ark., 2012), ekonomik durum, mesleki yap1 ve kisisel hijyen
nedeniyle yar1 kentsel ve kirsal alanlarda hastanelere ve erkek doktorlara gitmemeleri veya
erkeklerin sackiranin ortaya ¢ikabilecegi ve kontamine aletler yoluyla viicudun diger bolgelerine
yayilabilecegi berberlere daha sik gitmeleri olabilir (Uneke ve ark, 2006) veya bunun nedeni sosyal
ve dini gelenekler nedeniyle kadinlardan numune almanin zorlugu veya ev ilaglarinin kullanilmasi
veya Ozellikle kirsal alanlarda tibbi tavsiye alma konusunda cahil olmalari olabilir ve kadinlarin
pece takmasi olgusu, mantar sporlarinin saga ulasmasini ve bdylece enfeksiyonun olusmasini
engellediginden, basin sagkiran goriilme sikligin1 ve viicudun farkli bolgelerinde enfeksiyona
neden olacak sekilde yayilmasini azaltabilir (Islam ve ark. , 2018 ; Abid-Ali ve Jasim, 2010) veya
kadinlara kiyasla sicak ve nemli hava gibi ¢evresel kosullar veya Psikolojideki farkliliklar gibi
diger faktorlere ek olarak terlemenin artmasina neden olan artan fiziksel aktivite nedeniyle (Arthi,
2017).

Sicakligin mantarlar iizerindeki etkisi

Mantarlar ekosistem solunumuna 6nemli Olgiide katkida bulunur, ancak sicakligin mantar
solunumu iizerindeki etkisini ele alan ¢ok az aragtirma vardir. Bazi bitkiler sicakliga uyum saglama
yetenegine sahiptir, 0yle ki daha sicak kosullara uzun siire maruz kalmak belirli bir 6l¢iim
sicakliginda solunumu yavaglatir ve daha soguk kosullara uzun siire maruz kalmak belirli bir
Olglim sicakliginda solunumu artirir.  Mantar izolatlar1 arasinda sicakliga uyum saglama
yetenekleri ve sicakliga duyarliliklar1 acisindan onemli farkliliklar oldugu sonucuna vardik.
Toprak sicakliklar: arttikga, iklime uyum saglayan mantarlar konake bitkilerinden iklime uyum
saglamayan mantarlara gore daha az karbon talep edebilir. Bazi mantarlarin iklimlendirme
yetenegi, toprak solunumu ve sicaklik arasinda beklenen pozitif geri beslemeyi kismen
iyilestirebilir (Malcolm ve ark., 2008).

Albicans etkisi
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C.albicans' diger tiirlerden ayirmak i¢in 45°C'de biiytime testi yapilmis ve C. albicans'in 45°C'de
biiyliyen tek tir oldugu, diger tiirler Tichophyton simii, T.mentagraphytes, Scopulariopsis
brevicaulis, Candida tropicalis ve Candida glabrata'nin ise ayni kosullar altinda biiyiiyemedigi
tespit edilmistir. Sonuglar, C. albicans'in 45°C sicaklikta biiyiiyen tek tiir oldugunu, diger tiirlerin
ayn1 kosullar altinda biiyliyemedigini gosteren (Al-Aboudi et al, 2016) sonuglariyla tutarhidir. C.
albicans'in 45°C'de biiyliyebilmesinin nedeni, yiiksek sicakligi seven bir mantar olmasi nedeniyle
yiiksek sicakliklara dayanma kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. (Pinjon ve digerleri, 1998).

Tablo : (25-37-45) sicakliklarda biiylime testi

Samples 25 37 45
Tichophyton simii — n _
T.mentagraphytes - + _
Scopulariopsis brevicaulis | + + ¥
Candida albicans — i T
Candida tropicalis - T _
Candida glabrata — T _

Tanaz enzimi ve mayonezin etkisi

Tanaz Bu enzim mikroplar ve bitkiler tarafindan olusturulur ve endiistride gallik asit {iretiminde
bir katalizor olarak kullanilir. Scopulariopsis brevicaulis izolatlar1 tiyenaz enzimi igerirken,
Tichophyton simii, T.mentagraphytes, Candida albicans ve Candida tropicalis ve Candida
glabrata tiirleri bu enzimi icermemektedir (Belmares ve ark., 2014).

B-Mannanazlar Indiiklenmis enzimlerdir ve mannanla yetistirilen organizmalar diger substratlarla
yetistirilenlere gore 10 ila 100 kat daha fazla enzim iiretirler. Mikrobiyal mannanaz preparatlarinin
cogunlugu, galaktoz veya glikozun mannan zincirini kesebilen glikozidazlari icerir (Reese &
Shibata, 1965). Asagidaki tiirlere gelince, Tichophyton simii, T.mentagraphytes ve Scopulariopsis
brevicaulis mayonaz enzimini igeriyordu, ancak asagidaki tiirler bu enzimi icermiyordu ve bu
tirler Candida albicans, C. tropicalis ve C. glabrata'dir.

Tablo: Tanaz enzimi ve mayonez icerisindeki etkisi agiklanmaktadir
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Samples Tannase Manannase

Tichophyton simii - +
T.mentagraphytes - +
Scopulariopsis brevicaulis + +

Candida albicans - -

Candida tropicalis - -

Candida glabrata - -

Nistatin ve flukonazoliin mantarlar iizerindeki etkisi

Nistatin, streptomycete bakteri tiirlerinin ¢esitli suslar1 tarafindan tiretilen, yapisal olarak iligkili,
genis kapsamli, yiiksek oranda doymamis antifungal antibiyotik grubunun 6nemli bir tiyesidir. Bu
onemli tibbi ilag¢ sinifi, antifungal etkileri de olan ¢ok sayida diger antibiyotikten ayirmak icin
bazen "polien makrolid antifungal antibiyotikler" olarak adlandirilir. Ikinci ayrim, bu dogal iiriin
grubunu molekiilde bulunan konjuge kromoforun tiiriine bagl olarak tri-, tetra-, penta-, hexa- ve
heptaenler olarak daha da kategorize etmeye yarar. Bu son boliim polien makrolidlerin kimyasal
olarak en ayirt edici 6zelligini temsil eder. Nistatin, 1518a duyarli, hafif higroskopik ve hafif, ayirt
edici bir kiif kokusuna sahip agik sar1 ila sar1 kristal bir tozdur (Michel, 1977).

Triazol antifungal flukonazol, immiinolojik yetersizlikleri olan kisiler i¢in iyi bilinen bir tedavi
bilesenidir. Giinde bir kez agizdan alindiginda, AIDS hastalarinda tedavi veya ikincil profilaksi
olarak veya kanser tedavisinin neden oldugu nétropenide tedavi veya birincil profilaksi olarak
uygulandiginda orofaringeal / 6zofageal kandidiyaza (kandidoz) karsi etkilidir. Ayrica flukonazol,
AIDS ve kriptokok menenjiti olan kisilerin %60 kadarinda semptomlar1 hafifletir. Amfoterisin B
ile kargilagtirldiginda bu enfeksiyonun tedavisindeki etkinligi belirsizdir ve birincil islevi
amfoterisin B indiiksiyonundan sonra idame tedavisi i¢in tercih edilen ilagtir. Flukonazoliin bu
acidan itrakonazol 200 mg/giin ve amfoterisin B'den {istiin oldugu gosterilmistir (Goa ve Barradell,
1995).

Fungal antibiyotiklere karsi ilag duyarlilig, C. albicans, T.mentagraphytes, T. simii,
Scopulariopsis brevicaulis, C. tropicalis ve C. glabrata'ya karsi Nystatin ve Fluconazole
antibiyotiklerinin iki tip solisyonu kullanilarak test edilmistir. Sonuglar, fungal biiyiime
inhibisyonu alanlarinin Ol¢lilmesiyle belirlenmistir (prize et al, 1990). Sonuglar, izolatlarin
kullanilan antibiyotiklere kars1 direncinde bir tutarsizlik oldugunu, T. simii izolatlarinin anti-
flukonazole karsi en yliksek direng yiizdesine sahip oldugunu gostermistir. Anti-Nystatin'e gelince,
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en yiksek direng yiizdesinin C. glabrata izolatlar1 olmasi nedeniyle tedavide en iyi
antibiyotiklerden biri oldugu sonuglarla ortaya ¢ikmuistir.

Tablo: Nistatin ve flukonazoliin mantarlar tizerindeki etkisi

Samples 500pg/ml Control
Nystatin FLUCONAZO
LE
Tichophyton simii 6.00 8.00 9.00
T.mentagraphytes 5.00 7.80 9.00
Scopulariopsis brevicaulis | 5.20 6.40 9.00
Candida albicans 7.00 5.00 9.00
Candida tropicalis 7.40 5.40 9.00
Candida glabrata 8.00 6.00 9.00

Bu sonuglarin nedeni, ayni cins i¢indeki tiirler arasinda duyarlilik farkliliklarinin ortaya ¢ikmasina
yol agan ve yabani suslardan farkli genetik bilesime sahip suslarin ortaya ¢ikmasina neden olan
antifungallerin yaygin ve gelisigiizel kullanimma (Godoy ve ark., 2013) ve bu izolatlarin
kullanilan ¢ogu Antibiyotige karsi sahip oldugu direng tipinin gelismesine baglanmaktadir
(Sibanda ve Okoh, 2007).

Bu sonuglar, agizdan izole edilen tiim C. albicans izolatlarinin Nystatin'e duyarli oldugunu
gosteren )Mohamadi ve digerleri, 2014) ¢alismasiyla tutarlidir. Nistatin, mayanin hiicre zarinin
olusturulmasinda 6nemli olan Ergosterol sentezini inhibe eder (Sheehan ve ark., 1999).

Sonuglardaki farklilik, antikor iireticileri, kullanilan tip, konsantrasyon, kullanilan yontem ve
numune toplama boyutu ve yeri arasindaki farktan kaynaklanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii, HIV
ile enfekte ¢cocuklarda ve yetiskinlerde orofaringeal kandidiyazis tedavisi i¢in topikal oral nistatin
kullanimini da tavsiye etmistir (Luy ve ark., 2016).
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DEFINITION Candida tropicalis isolate H.
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REFERENCE 1 (bases 1to 670)
AUTHORS GAFFAROGLU,M.G. and MUSHIB,M.K.M.K.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (24-OCT-2022) Molecular biology and genetics, Ahi Evran
University, Sehit Necdet, Center, Kirsehir 40200, Turkey
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..670
/organism="Candida tropicalis"
/mol_type="genomic DNA"
lisolate="H"
fisolation_source="Skin"
/db_xref="taxon:5482"
[collection_date="01-Oct-2021"
[collected_by="MURAD KHAMEES MUSHIB"
misc_RNA <1..>670

/note="contains internal transcribed spacer 1, 5.8S
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ribosomal RNA, internal transcribed spacer 2, and large

subunit ribosomal RNA"

BASE COUNT 193a 132c 140g 205t

ORIGIN

I

1 atcattactg atttgcttaa ttgcaccaca tgtgtttttt attgaacaaa tttctttggt

61 ggcgggagca atcctaccge cagaggttat aactaaacca aactttttat ttacagtcaa
121 acttgattta ttattacaat agtcaaaact ttcaacaacg gatctcttgg ttctcgcatc
181 gatgaagaac gcagcgaaat gcgatacgta atatgaattg cagatattcg tgaatcatcg
241 aatctttgaa cgcacattgc gecctttggt attccaaagg gcatgcectgt ttgagegtca
301 tttcteccte aaaccececgg gtttggtgtt gagcaatacg ctaggtttgt ttgaaagaat
361 ttaacgtgga aacttatttt aagcgactta ggtttatcca aaacgcttat tttgctagtg
421 gccaccacaa tttatttcat aactttgacc tcaaatcagg taggactacc cgctgaactt
481 aagcatatca ataagcggag gaaaagaaac caacagggat tgccttagta gcggcgagtg
541 aagcggcaaa agctcaaatt tgaaatctgg ctctttcaga gtccgagttg taatttgaag
601 aaggtatctt tgggtctggc tcttgtctat gtttcttgga acagaacgtc acagagggtg

661 agaatcccgt
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>H210927-032_M21_L1 LF.abl 1385
GACCGGGGGATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGATAAGTATAAAAAC
AGATTCTGAGGCCAGGGCGGCCGGTCCTGGAGGCGTTGGTTTGTTGCCCA
TTCGCCTAGGAAGCCGGAATCGCGGCCTGGCCACTGCTTTTCGGGCGCGT
CCCGCAGCCCCGGAGAAGGGGGCGCCGGACGGTCGTCCATCACACAAGCC
GGGCTTGAGGGGCTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATAC
CAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCA
ATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTTTTGCTTGCTAACGCTCA
GACTGACAGCTCTTCTGAAAGAATTTTTTTTGCGTCTGTCCTCCGGCGGG
CGCGGTCCAGCGTTGAGCCACTAAAGAGAGACTCGCCGAACGGCTCTCCT
GGGAGAGAGCGCGGCCCGCCGAGGCAACCGAGTAAGGTAAACAAGAATGG
GGCGGTACGGCCGGCGCACATCTGCTCACCCCTGATGGACGTTTGGCCCT
ATCGTGGGGGGCCAGCCTCCGGCCTGCGCGTTAATGATCCTTCCGCAGTC
CCCCCCCCCGGAAAAGATCTTTAACGGCGGGGGGGGGGGCCCCCCCCCCA
AAAAAAAACCAAAAACACCGGGGGGGGGGGGCCCCCCCCCCCCCCCCCCT

[TTTTTTTTTTTTGCCCCCCCCCCGGGCCCCCCCCCCCCCCCACAAGCTA
AGCAAAACCCCCCTGGGGCCCCCCCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAGAATAAAAAAAAAAAGAAACACTCAGGAAAAAAGGCAAGAAAAA
CAAAAACAAAAAAAATAAAGCGCCAACAAAAGAAAAAAAAAAAAAGAGAA
AGACAAAGCAACAGCGCGACAAAGAGAGTGTGAGAAAGAGCAGGAAAAGA
GAAAAGTAAGGGGTTGTGCAAAAGAGACAGCGCCGCACGGGCGCACCGGA
GAGAGGGAGGAGCCCCCLCLLGLeaLeasreeececeeecceceececceececcececececeecce
CGCCTATTAATATATGATAAGGCAGGCCGCCCGACCGCCGCCCGCCCACT
GCAGAGACTACGGAATCCCGCGGCGGCTGCACCGAAGACGCTTCTTAGTG
TGTATTTAGTGAATACATTACACCCCGCTACGCCACTCTAACCGCCCGCA

48



GCCACCGACACGACACGACCGAGAGCATACATCGACATAGAGACACAATC
ACAGAGAAAAACACAATGTAAAAAAAAAAGATACTAAAATTACATCAACA
ACCACACAGAGCTAACAACAATGTGGAGGAGTTGA

>H220728-012_023_A3_AF.abl 670

ATCATTACTGATTTGCTTAATTGCACCACATGTGTTTTTTATTGAACAAATTTCTTTG
GTGGCGGGAGCA
ATCCTACCGCCAGAGGTTATAACTAAACCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTTGAT
TTATTATTACAAT
AGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATACGTA
ATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTT
GGTATTCCAAAGG
GCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAAACCCCCGGGTTTGGTGTTGAGCAATA
CGCTAGGTTTGT
TTGAAAGAATTTAACGTGGAAACTTATTTTAAGCGACTTAGGTTTATCCAAAACGCT
TATTTTGCTAGTG
GCCACCACAATTTATTTCATAACTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAA
CTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCG
GCAAAAGCTCAAATT
TGAAATCTGGCTCTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCT
GGCTCTTGTCTAT

GTTTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGT
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