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OZET

Trichophyton rubrum, onikomikoz etkenleri arasinda en sik karsilagilan dermatofit tirlerindendir. Der-
matofitlerin rutin tanisi direkt mikroskobik inceleme (DMI) ve kiltiir yontemlerine dayanmakla birlikte,
etkenin fenotipik olarak tanimlanmasindaki sorunlar, molekiiler yontemlerin giindeme gelmesine neden
olmustur. Bu ¢alismada, onikomikoz sikayetleri olan hastalarin tirnak érneklerinde, T.rubrum’a 6zgul ger-
¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yonteminin tanisal performansinin, direkt mikroskopi
ve kultlir yontemleri ile karsilastirimasi ve erken taniya olan katkisinin degerlendirilmesi amaclanmistir.
Calismaya, hastanemizin dermatoloji poliklinigine el ve ayak tirnaklarinda renk/sekil degisikligi ve kalin-
lasma sikayetleriyle basvuran 58’i erkek 90 hasta ile kontrol olarak tamamen saglikli 20 gondilli dahil edil-
mistir. Hasta ve kontrollerden alinan tirnak kazinti 6rnekleri, %15 potasyum hidroksit, dimetil stlfoksit ve
klorazol siyahi karisimi ile direkt mikroskopik olarak incelenmis ve siklohekzimit iceren ve icermeyen Sa-
bouraud dekstroz agarda klturleri yapiimistir. DNA izolasyonu icin tirnak ornekleri celik bir parcalayici
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ile ezilmis ve fenol-kloroform-izoamil alkol saflastirma yontemi uygulanmistir. T.rubrum DNA’sinin ¢ogal-
tilmasi ve gosterilmesi, 6zgll primerler ve problarla TagMan protokoli kullanilarak RT-PCR yontemi
(LightCycler-Roche, ABD) ile yapilmistir. DMi ile 72 hasta pozitif, 18 hasta ise negatif sonug vermis; DMI
pozitif olan hastalarin %27.8 (20/72)'inin kiltiriinde dermatofit Gremesi olmus ve tim izolatlar T.rub-
rum olarak tanimlanmigtir. DMI negatif bulunan 18 érnegin higbirisinin kiltiirinde tGreme olmamustir.
DMi ile pozitif saptanan 72 hastanin 67 (%93)'si ve DMI negatif bulunan 18 hastanin 8 (%44.4)'i PCR
ile pozitif sonu¢ vermistir. Kiltirinde T.rubrum uretilen tim 6rnekler (n= 20) PCR ile de pozitif bulun-
mustur. Saglikli tirnaklara sahip 20 géniilliden alinan érneklerin hepsi DM, kiiltiir ve PCR ile negatif so-
nug vermistir. PCR yonteminin performansi, kiltiirden daha yiksek duyarliliga sahip olan DMi sonuglari
ile karsilastinlmis ve PCR’nin duyarlilik, 6zgilltik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla; %93, %56,
%89 ve %67 olarak hesaplanmistir. Calismamizda, RT-PCR’nin tani agisindan etkin ve hizl bir ydontem ol-
dugu izlenmis; maliyet agisindan da her ne kadar pahali gibi goriinse de alt yapisi hazir merkezlerde kiil-
tur ile arasinda 6nemli bir fark olmayacagi diistinilmustir. Sonug olarak, dermatofitlerin tanisinda mole-
kiler bir yontem kullanilarak tirnak kazintisi gibi zor bir klinik drnekten DNA elde edilebilmis, rutin uygu-
lamada kullanilabilecek bir protokol olusturulmus ve kisa stirede tiir tanimi yapilabilmistir.

Anahtar sézciikler: Onikomikoz; Trichophyton rubrum; tani; polimeraz zincir reaksiyonu;, tirnak kazintisi.

ABSTRACT

Trichophyton rubrum is the most frequently encountered dermatophyte species causing onichomy-
cosis. The routine diagnosis of dermatophytes depends on the direct microscopic examination (DME)
and culture methods, however due to the phenotypic identification problems related to those agents,
the molecular methods come into question. The aim of this study was to evaluate the diagnostic perfor-
mance of real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) for the identification of T.rubrum by comparing
to DME and culture methods, from nail samples of patients with the complaints of onychomycosis. A to-
tal of 90 patients of whom 58 were male who were admitted to the dermatology outpatients clinics of
our hospital with the complaints of color/shape changes in the nails and thickening of the nail, were inc-
luded in the study, together with the 20 healthy volunteer subjects as controls. The nail scraping samp-
les obtained from the patients and controls were examined with direct microscopy using 15% potassi-
um hydroxide, dimethyl sulphoxide and chlorazole black mixture and cultivated onto Sabouraud dext-
rose agar with and without cycloheximide. For DNA isolation, after the disruption of nail samples with
a steel tool, phenol-chloroform-isoamyl alcohol purification method were used. The amplification and
demonstration of the T.rubrum DNA have been performed by using specific primers and probes follo-
wing TagMan protocol of RT-PCR (LightCycler-Roche, USA) method. Seventy-two of the patients yielded
positive and 18 yielded negative results with DME. Growth of molds was detected in the cultures of 20
(27.8%) of the 72 DME positive patients and all of the isolates were identified as T.rubrum. No fungal
growth was seen in the samples of 18 patients who were DME negative. In DME positive group, 67
(93%) patients were found to be positive in RT-PCR, while 8 (44.4%) patients were RT-PCR positive in
DME negative group. All of the culture positive samples (n= 20) were also found positive in RT-PCR. All
of the samples from the control group with healthy nails yielded negative results in DME, culture and
RT-PCR methods. The performance of PCR method were compared to direct microscopy that had hig-
her sensitivity than culture and the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of RT-
PCR assay were estimated as 93%, 56%, 89% and 67%, respectively. In conclusion RT-PCR was thought
to be an efficient and rapid assay in the diagnosis of onichomycosis. Although RT-PCR seems more ex-
pensive than culture, for the centres which already have support for the molecular methods, the diffe-
rence in total cost doesn’t count much. In conclusion, by the use of molecular methods DNA isolation
was successfully done from a relatively difficult clinical specimen, namely nail scraping, a protocole that
could easily be applied in routine laboratory was established and species-level identification in a short ti-
me was accomplished in this study.

Key words: Onycomycosis; Trichophyton rubrum; diagnosis; polymerase chain reaction; nail scrapings.
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GiRis

Onikomikoz, gorilme sikhigr giderek artan bir enfeksiyon olup, tirnak problemleri ara-
sinda ilk sirayr almaktadir'. Bu artisin sebepleri arasinda; yasam siiresinin uzamasi, uzun
streli antibiyotik kullanimi, bagisikhgi baskilayan hastaliklarda artis, diyabet ve periferik

dolagim bozukluklar gibi hastaliklar, sentetik corap ve uygun olmayan ayakkabi kullani-
mi, ortak kullanilan kisisel esyalar, banyo ve yiizme havuzlar gibi bircok faktor sayilabilir?.

Trichophyton rubrum basta olmak tizere dermatofitler onikomikozun en sik gorilen
etkenidir®. Dermatofitlerin rutin tanisi direkt mikroskobik inceleme (DMI) ve kiiltiirii
icerir. Potasyum hidroksit (KOH) ile mantar elemanlarinin gortlme olasihgi ve kultir
basarisi %25-80 arasinda degismektedir®. DMI, hizli, kolay, ucuz ve etkin yéntemler-
den biridir; ancak bu yéntemle etkenin cins veya tiir ayrmi yapilamamaktadir®. Der-
matomikoz etkenlerinin tir diizeyinde tanimlanabilmesi, ancak kiltirde Uretilmeleri
ile mimkiinddr. Etkenin tanimlanmasi, epidemiyolojik verilerin yani sira etkin bir teda-
vi icin de gereklidir. Onikomikoz, uzun sureli antimikotik kullanimini gerektirmesi ne-
deniyle giiniimiizde tedavisi en pahali hastaliklardan biridir'. Ozellikle dermatofit disi
kuflerin etken oldugu tirnak ve deri enfeksiyonlarinda etkenler, dermatofitoz tedavisin-
de kullanilan antifungal ilaclara direncli olabileceklerinden, kesin taninin yapilmasi ge-
reklidir?.

Dermatofitlerin tanimlanmasi besiyerindeki koloninin 6zelliklerine ve mikroskobik
morfolojilerine gore yapilir; gerekli gortliirse fizyolojik testlere basvurulur. Dermatofitle-
rin Uretilmeleri sicaklik, besiyeri, hastanin kemoterapétik ilag kullanimi gibi dis faktorler-
den kolaylikla etkilenmektedir. Kiltir icin bir ay gibi uzun bir stire beklenmekte ve tir
tanimlanmasinda sikintiya yol agmaktadir. Mikroskopi ve kiltir gibi rutin tani yontemle-
rinin deneyimli personel ve zaman gerektirmesi, butiin hastaliklarda oldugu gibi erken
0zgul tani ve tedavi gereksinimlerine bagli olarak molekdler tani ydontemlerini 6n plana
cikarmaktadir®.

Bu calismada, onikomikoz sikayetleri olan hastalara ait tirnak kazinti 6rneklerinde,
T.rubrum’a 6zgul gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin tanisal
performansinin, direkt mikroskopi ve kultir yontemleri ile karsilastiriimasi ve erken tani-
ya olan katkisinin degerlendirilmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Etik Kurul onayi ile gerceklestirilen bu calismaya, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Der-
matoloji Anabilim Dali Poliklinigine, el ve ayak tirnaklarinda renk ve sekil degisikligi ve
tirnakta kalinlagma sikayetiyle bagvuran 90 hasta (32 kadin, 58 erkek) dahil edildi. Bu
hastalardan alinan tirnak kazinti 6rnekleri, 6nce poliklinikte yapilan DMI ile degerlendi-
rildi. DMI pozitif bulunan 72 hasta onikomikoz 6n tanili grup, negatif bulunan 18 hasta
ise slipheli kontrol grubu olarak siniflandirildi. Ayrica, tamamen saglikli laboratuvar cali-
sani 20 gondlliden alinan tirnak kazinti 6rnekleri de saghkli kontrol grubu olarak ayrildi.
Tum 6rnekler DMI, kiiltir ve PCR yontemlerinde kullaniimak tizere ependorf tiiplere bo-
lindd.
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Hastalardan poliklinikte alinan ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarina gonderilen tirnak kazinti 6rnekleri, burada tekrar direkt mik-
roskobik incelemeye tabi tutuldu. Bu amacla, temiz bir lam Uzerine konulan 6rneklerin
lizerine %15 KOH, dimetil sulfoksit (DMSO) ve klorazol siyahi iceren karisimdan damlati-
lip lamel kapatildi®. Hazirlanan preparatlar oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra hif
varligi agisindan incelendi.

Kaltur icin ornekler, siklohekzimit iceren ve icermeyen, yatay cam tiplerde hazirlan-
misg Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerlerine ekildi ve hem oda isisinda hem de
37°C’de bir ay sureyle inkiibe edildi. Ekim yapilan tipler giin asiri kontrol edildi ve Ure-
yen koloniler makroskobik ve mikroskobik olarak degerlendirildi. Uremis olan kiif koloni-
leri selofan bant yontemiyle incelendi. Mikroskobik inceleme ile tanida stipheye dusiil-
diigii durumlarda, fizyolojik testlerden yararlanildi*. T.rubrum ile Trichophyton mentag-
rophytes ayrimi Ureaz testi ile dogrulandi.

PCR icin DNA eldesi amaciyla, 1.5 ml’lik ependorflara konulmus olan tirnak 6rnek-
leri celik bir parcalayici yardimiyla ezildi. Ependorflar buz kabina konularak tzerine si-
vi nitrojen eklendi ve 2-3 dakika beklendi. Ependorflara 400 pl parcalama soliisyonun-
dan [100 mM Tris HCI, 30 mM EDTA (pH: 8), %0.5 SDS] eklendi ve 100°C’de 15 daki-
ka kuru 1s1 blogunda tutuldu. Tiipler 14.000 rpm’de iki dakika santrifiij edildikten son-
ra DNA iceren Ust sivi yeni bir tiipe alindi. Daha sonra fenol-kloroform-izoamil alkol
(25.24.17) saflastirma yontemi uygulandi. DNA 6rnekleri 30 pl Tris-EDTA (TE) tampo-
nu icinde -20°C’de bekletildi. Calismada pozitif kontrol olarak T.rubrum olarak tanim-
lanmis kuf kolonisi kullanildi.

T.rubrum DNA'sinin cogaltilmasi ve gosterilmesi, gercek zamanli PCR yontemi (Real Time
PCR, LightCycler-Roche, ABD) ile yapildi. Bu amacla T.rubrum’a 6zgul primerler (5’-CGGAG-
GACAGACACCAAGAA-3’ ve 5-ATTTCGCTGCGTTCTTCATC-3") ve FAM ve TAMRA ile isaret-
lenmis problar kullanilarak (FAM-CAGTCTGAGCGTTTAGCAAGCACAATC-TAMRA) TagMan
protokolu uygulandi. DNA'nin ¢ogaltiimasi icin enzim iceren Roche LightCycler FastStart
DNA Master”™YSHybProbe kiti kullanildi. Veri analizleri LightCycler Software version 4.0.0.23
ile yapildi. Veriler 530 kanalindan “absolute quantification” analizi ile degerlendirildi.

Onikomikoz tanisinda KOH ve/veya klorazol ile yapilan direkt mikroskopi yonteminin
duyarliiginin kiiltiirden daha yiiksek olmasi nedeniyle’-, PCR yénteminin performansi,
DMIi sonuclari ile karsilastinlarak belirlendi.

BULGULAR

Klinik sikayetler ile dermatoloji anabilim dal klinigine basvuran ve poliklinikte yapilan
ilk DMI sonucu pozitif bulunan 72 onikomikoz 6n tanili hasta ile DMI sonucu negatif bu-
lunan 18 siipheli hastanin tirnak 6rnekleri, mikrobiyoloji anabilim dali laboratuvarinda
yapilan ikinci DMI ile de ayni sonuglari vermistir (Resim 1).

DMI porzitif olan 72 hastanin 20 (%27.8)'sinde T.rubrum tremesi olmus; bu hastala-
rin hicbirisinde dermatofit digi kiif mantari gorilmemistir. Sikayeti olan, ancak DMI ne-
gatif bulunan 18 hastanin tirnak 6rneklerinin kiltiriinde ise Greme olmamistir.
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Resim 1. Tirnak 6rnedinin direkt mikroskobik incelemesinde hiflerin varligi (40X).

DM ile pozitif saptanarak onikomikoz 6n tanisi alan 72 hastanin 67 (%93)’si ve DMI
negatif bulunan 18 hastanin 8 (%44.4)’i PCR ile pozitif sonu¢ vermistir (Sekil 1). Kilta-
rinde T.rubrum Uretilen tim ornekler (n= 20) PCR ile de pozitif bulunmustur.

Saglkli tirnaklara sahip 20 gondlliden alinan kontrol grubu 6rneklerinin hicbirisinde
DMI, kiltiir ve PCR ile pozitif sonug saptanmamustr.

Direkt mikroskopi ile karsilastirildiginda, PCR yonteminin duyarllik, 6zgtllik, pozitif
ve negatif prediktif degerleri sirasiyla; %93, %56, %89 ve %67 olarak hesaplanmistir

(Tablo I).
TARTISMA

Yapilan calismalarda, tilkemizde onikomikoz ve tinea pedis sikligi bolgelere ve calisma
gruplarina gére degisiklik géstermekle birlikte %21-70 arasinda bildirilmektedir?'9-14,
Kustimur ve EI-Nahi'® calismalarinda, Balgat ve cevresinde en sik tinea pedis enfeksiyo-
nu bulundugunu, bdlgenin dermatofit florasinda T.mentagrophytes ve T.rubrum’un bas-

Tablo I. Onikomikoz Sikayeti Olan Hastalarda Direkt Mikroskopi ve T.rubrum PCR Yéntemlerinin Karsilas-
tirmal Sonuglari

Direkt mikroskopi

PCR Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 67* 8 75
Negatif 5 10 15
Toplam 72 18** 90

* Bu grupta 20 hastanin kiiltirtinde T.rubrum Uretilmistir.
** Bu grubun kdltiirlerinde dermatofit Gremesi olmamustir.
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Sekil 1. T.rubrum DNA'sinin bulundugu ve bulunmadigi érneklerde LightCycler ekraninda floresansin gésterilmesi.

kin oldugunu, onikomikozlu hastalardan en sik T.rubrum, ikinci sirada T.mentagrophytes
izole ettiklerini bildirmislerdir. ilkit ve arkadaslari'?, onikomikozlu olgulardan alinan 98
kultir pozitif 6rnegin 74 (%75.5)'iinden dermatofit, 24 (%24.5)'tiinden ise maya izole
etmis; dermatofitler arasinda en sik T.rubrum (%48) ve T.mentagrophytes var. interdigita-
le (%26.6), mayalar arasinda ise en sik Candida tropicalis (%11.2) ve Candida albicans
(%9.2)"1 saptamiglardir.
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Onikomikozun standart tanisi, direkt mikroskopide mantar elemanlarini gdormek ve
kiiltiirde patojen organizmayi tiretmekle konulur'#. Yapilan calismalarda DMi’lerde fark-
Ii sonuglar elde edilmistir>”-'5, Bizim calismamizda, el ve ayak tirnaklarinda renk/sekil
degisikligi ve kalinlasma gibi onikomikoz sikayetleri olan 90 hastanin 72 (%80)’sinde
DMi ile pozitiflik saptanmustir. Mikroskobik incelemede yanlis negatif sonug alinmasinin
en yaygin nedeni, ornedin yanlis yerden alinmasidir. Ayrica, klinisyenin deneyiminin ek-
sik olmasi, materyali incelemek icin yeterince zaman ayrilmamasi ve bozulmug KOH so-
lisyonu kullanilmasi da yanlis negatif sonucun nedenleri arasindadir. DMi’de yanlis po-
zitif sonuclar ise, artefakt yogunlugu ve normal keratinosit hiicre duvarinin yanliglkla hif
olarak yorumlanmasi nedeniyle olabilir. Bu yontemin duyarliliginin artirilmasi icin cesitli
boyalarla KOH’nin kombinasyonu giindeme gelmistir®. Bizim calismamizda direkt ince-
leme icin KOH-klorazol boyasi ve DMSO karisimi kullaniimistir.

Dermatofitoz tanisinda kiltir yonteminin 6zgulligu yiksek olmakla birlikte duyarhli-
g1 oldukca dusiik olup, dermatofitlerin kiltlirden izolasyon orani %20-60 arasinda de-
gismektedir’ 2415, Bizim calismamizda kiiltiirde pozitiflik orani %27.8 (20/72) olarak
saptanmig ve Uretilen tek mantar tirt T.rubrum olmustur. Hastalardan sadece bir kez or-
nek alinabildigi icin dermatofit disi kifler ve saprofit olarak da gorulebilen mayalar etken
olarak kabul edilmemistir.

Dermatofit enfeksiyonlarinda etkenin fenotipik olarak tanimlanmasindaki sikintilar, mo-
lekiler yontemlerin glindeme gelmesine neden olmustur. Farkh arastirmalarda farkli PCR
yontemleri kullanilmis, ancak altin standart bir molekuler yontem belirtilmemistir. Panfun-
gal primerler kullanilarak gerceklestirilen calismalardan birisi, dermatolojik 6rneklerden
tiir diizeyinde molekiiler taninin amaclandigi Turin ve arkadaglarinin® calismasidir. Bu ca-
lismada; Microsporum, Trichophyton, Candida ve Aspergillus cinslerinden toplam 17 tiire ek
olarak Malassezia pachydermatis, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Peni-
cillium, Acremonium ve Trichoderma turleri de “internal transcribed spacer” (ITS) 1 ve ITS
4 primer cifti ile test edilmis, sekiz farkli amplikon elde edilebilmistir. Arastiricilar bu yon-
temle Aspergillus turlerinde basarisiz olmug, T.mentagrophytes ve T.rubrum’u ise ayirt ede-
memislerdir®. Garg ve arkadaslan'® kitin sentaz genine 6zgiil primerler kullanarak, tiim
dermatofit turlerine 6zgil (pandermatofit) “nested” PCR ile yaptiklari calismada, bu yon-
temin standart PCR’den daha yiiksek duyarliiga sahip oldugunu ve onikomikoz tanisinda
altin standart olabilecegini ifade etmislerdir. T.rubrum’a 6zgul primerler kullanilarak yapi-
lan PCR’nin 6zglllugindn, ITS gibi daha homojen bir bolgeyi hedef olarak iceren calis-
malardan daha basarili oldugu disiiniilmektedir. Gupta ve arkadaslarinin'” yaptigi calis-
mada, T.rubrum’a 6zgul aktin gen bolgesi hedef alinmis ve duyarlih@inin ITS 1 ve ITS 4 ile
yapilan PCR’ye gére daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Arabatzis ve arkadaslar'® dermato-
fit turlerinin karmasik genom yapisindan dolay! konvansiyonel PCR yontemlerinin stan-
dart metoda alternatif olamayacadini, florofor problar veya TagMan prob kullanilan ger-
cek zamanli PCR’nin duyarlihiginin daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

Bugtine kadar onikomikoz ile ilgili bu calismalarin cogunlugunda DNA ekstraksiyo-
nu kiltirden yapilmis cok az calismada direkt tirnak 6érneginden DNA izolasyonu ba-
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sarilabilmistir. Bunlardan birisi, Arca ve arkadaslarinin'’ panfungal ITS 1 ve ITS 4 pri-
merleri kullanarak yaptiklari calismadir. Bu calismada, onikomikozlu 52 olgudan alinan
tirnak orneklerinin 40 (%77.7)1 KOH ile pozitif, 12 (%23)'si kiltir pozitif ve 20
(%38)’si PCR pozitif olarak bulunmus; kiltir negatif 40 olgunun 14’uG, mikroskopi ne-
gatif 12 olgunun dordi ve hem mikroskopisi hem kdltlri negatif olan dort 6rnek PCR
ile pozitif sonug vermistir''. Bizim calismamizda, direkt tirnak érneklerinden DNA izo-
lasyonunda hazir ticari kit kullanilmamis, DNA izolasyonu sivi azot, kaynatma ve ardin-
dan fenol-kloroform-izoamil alkol saflastirma yontemi kullanilarak yapilmistir. Ayrica
calismamizda, amplifikasyon icin 6zgulligu yiksek TagMan probu kullanilarak T.rub-
rum ve T.mentagrophytes ayrimi kesin olarak yapilabilmistir. Dolayisiyla onikomikozlu
olgularimizin tirnak érneklerinin %93 (67/72)'inde PCR ile T.rubrum varhgi dogrulan-
mistir. PCR yonteminin bir diger avantaji da, dermatofitlerin tir tanimi icin gereken
iki-dort haftalik streyi buyuk olciide azaltmasidir. Calismamizda bu yontem ile bir sa-
atte DNA izolasyonu tamamlanmis, bir saatte cogdaltilmis ve klasik yontemlere gore ki-
sa slirede sonug elde edilebilmistir.

Dermatofit enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan klasik yontemler negatif sonug ver-
diginde veya tir tanimi yapilamadiginda, molekdler bir yontemin 6nerilmesi séz konu-
su olabilir'®. Bu calisma ile gelistiriimis olan TagMan PCR yaklagimi bu acidan degerlidir.
Ancak yine de, uygulanabilecek ideal tek bir molekiiler ydontemin olmadigi akildan ¢ika-
rilmamalidir. Molekdler tekniklerin bazilarinin ayinm giicti, bazilarinin ise tekrarlanabilir-
likleri yUksektir. Bu nedenle molekiiler tiplendirmede kullanilacak yontem, amaca gore
degisiklik gostermeli, yani bir teknik digerinin yerini almak yerine ona katkida bulunma-
hdir. Molekdler yontemler geleneksel yontemlerin tamamlayicisi olmalidir. Literattr bil-
gileri, molekuler calismalar arasinda standardizasyon olmamasi sebebiyle dikkatle kiyas-
lanmalidir.
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