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OZET

SIGIRLARDA TRICHOPHYTOSIS’iN TESHiSINDE ELISA’NIN
KULLANILABILIiRLIGININ ARASTIRILMASI

Hiilya KAPLAN
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Trichophytosis, biitiin diinyada hayvancilik sekt6riinde ekonomik kayiplara neden
olan ve derinin epitelyum tabakasinin keratinize olarak kalinlasmasi ve killarin
dokiilmesiyle karakterize olan bulasict bir dermatomikozistir.

Sahada hastaligin tedavisi i¢in ticari asilar uygulanmaktadir. Ancak trichophytosis
gerek diger mantar enfeksiyonlari ve gerekse baska enfeksiy6z ve nonenfeksiyoz deri
hastaliklar1 ile karisabilmektedir. Kesin teshis yapilmadan tedavi uygulamasi ise hem
ekonomik kayba neden olmakta hem de gergek enfeksiyonun tedavisi yapilamamaktadir.
Bu amagla Trichophyton verrucosum ile enfekte olan sigirlarin tedavisi i¢in kesin tani
onem tasimaktadir. Bu c¢alismada, trichophytosisin serolojik teshisinde ELISA’nin
kullanilabilirliginin belirlenmesi amag¢lanmaistir.

Bu c¢alismada gelistirilen Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile
tanisal duyarlilik %95.24 ve tanisal 6zgiilliik %100 olarak bulundu. Sanliurfa ve civarinda
daha once hastalik tespit edilen 4 sigir siiriisiindeki sigirlardan alinan kan serumlari
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile test edildi. Buna gore toplam 360
s1gir serumu érneginin 289’u (%80.3) pozitif bulundu.

Sonu¢ olarak Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)’nin; tanida
kullanilan izolasyon yontemi uzun siire aldigindan, kisa siirede teshis yapabilecek bir tani
yontemi oldugu ve bu baglamda hastaligin teshisine biiyiik oranda katki saglayacagi
kanisina varildi. Ayrica ¢aligmada elde edilen yiiksek seropositivite orani, serumlar her
ne kadar daha once hastalik goriilen ¢iftliklerden alinmis olsa da, yine de hastaligin
bolgede yaygin oldugunu ve gerekli kontrol 6nlemlerinin alinmasinin énemli oldugunu

gostermektedir.

Anahtar kelime: Trichophyton verucosum, Trichophytosis, ELISA.
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ABSRACT

EVALUATION OF USAGE ELISA FOR DIAGNOSIS IN CATTLE
TRICHOPHYTOSIS

Hiillya KAPLAN

Department of Veterinary Microbiology, Master Thesis

Trichophytosis, is a contagious dermatomycosis characterized by keratinization
and thickening of the skin and loss of hair and has been reported in many parts of the
world causing big economical lossess.

Commercial vaccines have been applied in the field for the treatment of the
disease. However, trichophytosis should be differentiated from other fungal infections
and other infectios and non-infectious skin diseases. Treatment without definitive
diagnosis might lead to both economical lossess and lack of treatment of the actual
disease. Therefore, definitive diagnosis of cattle infected with Trichophyton verrucosum
is utmost important. The aim of this study was to determine the utility of ELISA in the
serological diagnosis of trichophytosis.

In this study, diagnostic sensitivity and specificity was found as 95,24% and
100%, respectively. Serum samples from four cattle facilities, in which the disease
previously were seen, located in Sanlurfa and its vicinity were tested with Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). According to the results, 289 out of 360 (80,3%)
serum samples were found as positive.

As conclusion, it was thought that Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) could be a useful tool for serologic diagnosis of the trichophytosis since culture
of the agent is a quite timely process. In this regard, it is evaluated that to use Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) will contribute highly to the diagnosis of the
disease. On the other hand, high seropositivity rate obtained in the study indicates
thattrichophytosis is endemic in the region and the importance to take necessary control
measures although these serum samples were collected from the farms previously
infected with Trichophyton verrucosum.

Keyword: Trichophyton verrucosum, Trichophytosis, ELISA.
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Mantarlar; sporla ¢ogalan, genellikle hareketsiz, kemoorganotrofik ve klorofil
icermeyen Okaryotik organizmalardir. Morfolojik form bakimindan mantarlar; filament6z
kiif, tek hiicreli maya ve maya benzeri bir form (psddoipliksi form) olmak iizere 3’e
ayrilirlar. Pleomorfik ve kiiresel, eliptik formda olan mayalarda ¢ogalma tomurcuklanma
seklinde olur. Tomurcuklar uzar kopmazsa hif benzeri bir zincir iiretirler (psddohif).
Kiifler ise miselyum ve iireme kismi (sporlar) olarak 2 ana boliime ayrilmistir. Kiif
miselyumlari hif olarak bilinen filamentlerden olusur (1).

Mantarlarda gozlemlenen mantar hifleri; besinleri emmek ic¢in yapay ortama
nufiiz eden bitkisel hifler, yapay ortam yiizeyinin istiinde biiyliyen aerial hifler, spor
tastyan hava hifleri (iireme hifler), sonositik hifler, tek ve cok cekirdek hiicreli
septatlardir. Bunun disinda bazi mantarlar 6zel goriinimlii spiral hifler, taraksi govde,
favik avizeler, raket hifleri ve nodiiler govde hiflerini tiretirler (1).

Mantarlarin hiicre yapisi elektron mikroskobu ile incelendiginde sirastyla hiicre
duvari, sitoplazma zari, sitoplazma ve ¢ekirdek bulunur. 0,06 um kalinhiginda bulunan
hiicre duvarlar;; mannanlar, kitin, hemiseliilozlar, ve p-glukanlari igermektedir.
Mantarlarda bulunan baslica polisakkaritler; B-(1 — 3), B-(1 — 4), p-(1 — 6) ve a-(1 —
3) gibi ¢esitli glikozidik baglar igeren glukanlardir (2,3).

Ureme mantarlarda eseyli ve eseysiz olmak iizere 2 sekilde olur. Eseyli iireme
yetenegine sahip mantarlar; oospor, basidiospor, zigospor, askospor olusturarak tireme
gosterir. Eseysiz lireme gosteren mantarlar ise; arthrospor, conidiospor, chlamydiospor,
blastospor, ve sporangiospor olusturarak iireme gosterirler (4).

Mantarlarin  beslenmeleri kendilerine 06zgilidiir. Biyosentez i¢in karbonlu
kaynaklara ve enerji kaynaklar1 icin organik bilesiklere ihtiyac duyarlar.
Heterotrofiktirler. Hiicre membranlarindan monosakkarit, amino asit ve organik asitler
gibi basit organik molekiiller kolayca igeri girer. Disakkarid, polisakkarid, polipeptid ve
proteinler gibi makromolekiiller enzimatik membrandan gegecek seviyeye parcalandiktan
sonra igeri girerler. Mantarlarin bir kism1 endositoz veya fagositoz yolu ile besinlerini

hiicre igine alabilirler (1).



1.2. Dermatofitler

Dermatofitozis, insan ve hayvanlarda fungal etkenler tarafindan deri, sag, kil ve
tirnaklara yerleserek epidermisin keratin tabakasini etkileyen kutan6z enfeksiyondur (1).
Insan ve hayvanlarda dermatofit etkenlerinin meydana getirdigi enfeksiyonlar
‘Ringworm’ olarak da tanimlanmaktadir (5).

Diinya’nin bir¢ok yerinde dermatofit enfeksiyonlari insan ve hayvanlarda biiyiik
bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (6).

Deri yiizeyinde goriilen yiizeysel mikotik enfeksiyon prevelansi en sik goriilen
enfeksiyon olarak Diinya niifusunun %?20-25’inden fazlasini etkileyecek seviyeye
yiikselmistir (7).

Yasam kaynaklarina gore dermatofitler; geofilik, zoofilik ve antropolik olmak
tizere 3 ckolojik smifa ayrilmaktadir. Bu grupta topraga uyum saglayan grup geofilik
dermatofitlerdir. Zoofilik grupta yer alan dermatofitler hayvanlarda hastalik olustururlar
ve bazende insanlara bulasabilirler. Direkt temas ile bulasma en yaygm seklidir.
Dermatofit etkenleri 6zellikle de Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton cinsine
ait tiirlerin neden oldugu keratinize dokularin yiizeysel fungal enfeksiyonlara sebep
olurlar (8,9).

Dermatofitozis; insan ve hayvanlarda Trichophyton, Microsporum ve
Epidermophyton tiirleri tarafindan meydana getirilen mantar enfeksiyonlaridir. Bu tiirler
uygun ortamda tiretildiklerinde morfolojik olarak hifalar ile karakterize kiiflerdir (10).

Dermatofit tiirlerinin morfolojik 6zellikleri Tablo 1.1.’de verilmistir (11).

Zoofilik tiirler; Sigirlarda Trichophyton verrucosum, kemirgenlerde Trichophyton
mentagrophytes, karnivorlarda Microsporum canis dermatofitozisine sebep olur ve yakin
temas ile insanlara da bulasir (12).

Sackiran terimi olarak adlandirilan dermatofitoz; Epidermophyton, Microsporum
ve Trichophyton olarak adlandirilan {i¢ cinsin enfeksiyonudur. Diinya ¢apinda bu patojen
mantarlara evcil hayvanlarin timi hassastir. Bu patojenlerin arasinda en 6énemlileri; T.
verrucosum, T. equinum, T. mentagrophytes, M. gypseum, M. canis, ve M. nanum'dur
(13).

Ekonomik 6neme sahip olan dermatofitozlarin olusturdugu lezyonlarda iyilesme

¢ok iyi saglansa bile deride tabaklama islemi sonrasi lezyon tekrar ortaya ¢ikar (14).



Tablo 1.1. Dermatofitlerin Morfolojik Ozellikleri

Cins

Koloni Yapisi

Mikrokonidiyum

Makrokonidiyum

Hifin kenarlar1
boyunca teker teker

Makrokonidiyumlar1 ayirt edici
karakterdedir.

Mekik formunda olup kalin,
tiiberkiilii genis hiicre duvarlarina

Pigment {retimi

karakteristiktir.

. dizilmistir. .
G.,e\ise,l,(’ yun Armut veya lobut Sahlpt"'. .
. goriiniimiinde . . Uclart sivridir.
Microsporum . . seklindedir. .
kiif kolonileri Hiicre sayis1 1-15 arasinda
yapar Az sayida degisir
' bulunmakla beraber ' .
H Biiyiikliikleri 6-16 X 6-25 um
ayirici tanida ..
émemleri voktur arasinda degisir.
y ' Cok sayida makrokonidiyuma
sahiptir.
Genellikle ince duvarli olmakla
beraber kalin duvarlida olabilir.
Pamugumsu Genellikle ¢ok sayida | Hiicre sayisi 1-12 arasinda
orgiide kiif mikrokonidiyum degisir.
kolonileri bulunur. Genellikle, silindir uglari, bazen
Trichophyton olusturur. Yapist tiir igin fusiform sekildedir.

Tek veya demetler halinde

Epidermophyton

tir aymminda | Yuvarlak, armut veya | olabilir.

onemlidir. lobut geklindedir. Biyiikliikleri 8-86x 4-14 um
arasindadir. Makrokonidiyumlari
yok ya da az sayidadir.
Cok sayida makrokonidiyuma

Kovemls kiif sahiptir. Makrokonidiyumlar1 diiz

kolonileri yapar.
Ortasi tiimsek,
ylizeyiiginsal
olukludur.

Mikrokonidiyum
olusturmaz.

duvarli, lobut seklindedir. Tkili
ticli kiimeler yapabilir. 1-9
bolmelidir.

20-60x4-13 um boyundadir.
Epidermophytonfloccosum cinsin
tekpatojenidir.

1.2.1. Trichophyton Cinsi

Trichophytonlar piiriizsiiz duvarli, mikrokonidia ve makrokonidia {retirler.

Mikrokonidialar 2-3 pm biiyiikligiinde, makrokonidialar ig bigimli fuziform seklinde

ince duvarlidir. Trichophytonlar tirnak, sacli deri ve sagsiz deride dermatofitoz

enfeksiyonu olusturabilirler. Genellikle 7-10 giinde iirerler. Ureyen koloniler beyaz-krem

renkte, koloni taban1 kirmizi-kahve, sar1 renktedir (3,9).

Dermatofitler yasam kaynaklarina gore yaptiklar1 enfeksiyonlarda bulunduklari

cografi bolgeye gore, sosyo ekonomik kosullar, niifus yogunlugu, iklim, insanlarin yasam

tarzlar1 gibi faktorlerden etkilenir (15,16).




Sigirlarda en sik goriilen dermatofitoz etkeni T. verrucosum’dur. Klinik olarak
deri lezyonlan ile karakterizedir. Deride olusturdugu lezyonlar disinda kontrol ve
Oneminin pahali ve zor olmasi sebebiyle siirii yonetimi ve ekonomisi iizerinde etkisi
vardir. Siiri i¢cinde bulunan hayvanlarda hastalik var ise hasta hayvanlardan saglikli
hayvanlara yayilmasi ¢ok kolaydir. T. verrucosum sporlari bulunduklari ortamda yaklasik
olarak 2-3 yil canli kalabilirler. Zoonozdurlar. Yapilan arastirmalar sonucu Isvecli ve
Isvigreli ¢iftcilerde sirasiyla %29 ve %74 mantar enfeksiyonu goriildiigii bildirilmistir
(17,18).

T. verrucosum sicak havayi, nemi ve Kirli ortam1 seven fakiiltatif bir etkendir.
Hizlica yayilir ve canliligini uzun siire korur. Sigirlarda trichophytosis hem hayvan
saglig1 acisindan hem de zoonoz olmasi sebebiyle insan saghigi agisindan biiytik bir
problemdir. Kontrol ve tedavi i¢in asilama en iyi segenektir (19,20).

Sigirlarda T. verrucosum’un neden oldugu trichophytosis Diinya’nin iliman
bolgelerinde biiylikbas hayvanciligin biiylik bir sorunudur. Hastaligin diger hayvanlar,
insanlar ve gevreye bulastirilmasinda ise klinik olarak hasta ve asemptomatik hayvanlar
onemli rol oynamaktadir. Bunun nedeni hasta ve saglikli hayvanlarin ayni ortamda

barindirilmalari ve ortam dezenfeksiyonunun yapilmamasidir (21).

Etiyoloji ve Epidemiyoloji

Diinya’da son yillarda, sigirlarda goriilen mantar hastaligi vaka sayist artmistir.
Bir bolgede goriilen mantar enfeksiyonun ortalama %30 oldugu bildirilmistir. Bolgeler
arasinda bu oran farklilik gosterebilmektedir. Giiney Avrupa ve Orta Dogu en ¢ok tehlike
altindaki bolgelerdir (22).

Sigirlarda dermatofitoza sebep olan trichophytosise disi siiriiler daha ¢ok
yatkindir. Ozelikle 12 aydan kiiciik olan diivelerde daha ¢ok gériilmektedir. Hastalik bir
stirliye girdigi zaman hayvanlar; temas veya bulunduklar1 ortamda 4 yil canli kalan
mantar sporlarindan enfekte olabilirler (23).

Sigirlart enfekte eden ve insanlarada bulasma 6zelligi olan trichophytosisin etkeni
T. verrucosum’dur. Bulunduklart ortamda birkag yil canli kalan bu mantar sporlar1 ¢ok

direnglidir ve enfekte ettigi deri bolgesi ultraviyole 1ginina karsi dayaniklidir (24).

Trichophytosis; kedi, kopek, esek, koyun ve kegilerde goriilse de asil hedef tiirii

sigirlardir. Ozellikle yiiksek siit verimi olan Holstein-Friesian ineklerinde ¢ok sik goriiliir.



Hastalik mevsimsel olarak sonbahar ve kis aylarinda hayvanlarin konaklama ve hijyen
kosullarinin eksik oldugu havasiz ahirlarda ¢ok fazla goriiliir. Ayrica kig aylarinda
hayvanlarin yetersiz beslenmeleri ve bagisikliklarinin zayif olmasi da enfekte olmalarini
etkiler (25).

Patogenez

Derinin dista bulunan kornifiye katmanlarinda dermatofitler canli kalabilirler.
Canlilarda dogal enfeksiyon bu katmanlarda hifalarin veya artrosporlarin birikmesiyle
ortaya ¢ikar. Konakg¢i enfekte olduktan sonra artrosporlar veya hifalar yapisma ve
penetrasyon araciligi ile ilerleme saglar. Enfekte olan canlilarda immune yanit gelisimi
T- hiicresi ile gecikmeli olarak gelisir (26).

Dermatofitler yalnizca derinin dis kornifiye tabakasi tizerinde yasayabilir (27).

Klinik Belirtiler

Sirii sagligin1 etkileyen sagkiran olarak da bilinen dermatofitozlar i1liman
bolgelerde daha sik goriiliir ve kigin daha ¢ok yaygindir. Buzagilarda puriritik olmayan
karakteristik lezyonlar daha ¢ok goriiliir. Genellikle inekler ve diivelerde gogiis ve
uzuvlarda bulunan dermatofitoz lezyonlari bogalarda ense kisimlarinda bulunur. Sag
dokiilmesine sebep olan lezyonlar gri-beyaz kabuk olusumu ile karakterizedir. Zamanla
kabuklagsma kalinlasabilir (25).

Sigirlarda en sik goriilen trichophytosis; enfeksiyon siddetine ve konakg¢inin
bagisikligina baglidir. Trichophytosis tespit edilen sigirlarda gézlenen belirgin klinik
lezyonlar alopesi, eritema, kabuklagma, halka bi¢ciminde lezyonlar, vezikiil ve papiillerle
karakterizedir (28).

Enfekte sigirlarda goriilen klinik belirtiler, local olarak boyun ve kafa bolgesinde
gri veya beyaz degisiklikler ile karakterizedir. Goriilen lezyonlar 10-50 mm
boyutundadir. Lezyon goriilen bolgede kil dokiilmesi ve kepeklesme ¢ok fazladir.
Hayvanlarda ortalama olarak 10-30 lezyon goriilebilir. 50 lezyona kadar ¢ikan hayvanlar
da olabilir (29).

Klinik olarak T. verrucosum’dan etkilenen hayvanlarda kil dokiilmesi ile birlikte

kalin bir kabuk haline gelmis gri-beyaz lezyonlar goriliir. Sigirlarda T. verrucosum



disinda; M. nanum, T. mentagrophytes, M. gypseum, T. equinum, M. canis ve diger bazi
mantarlar da izole edilmistir (30).

izolasyon ve Identifikasyon

T. verrucosum identifikasyonu igin trichophytosisli sigirlarin lezyonlu bolgeleri
% 70 alkol ile temizlenir ve lezyonlarin kenar kisimlarindan alinan deri kazintilar1 ve kil
ornekleri Saboraud Dextrose Agar (SDA) besiyerine ekilip inkubasyona birakilir. Ureyen
koloniler T. verrucosum yoniinden incelenir (31).

Wawrzkiewicz (32), 27 6rnek ile yaptigi calismada, T. verrucosum izolasyonu igin
Sabouraud siv1 besiyerine inokule edildigini ve 9-11 giin inkubasyon sonunda Aspergillus
ssp. kontaminasyonuna ragmen T. verrucosum’un iiredigi ve izolasyon isleminin
gergeklestigini bildirmistir. Uretilen kiiltiiriin kobaylara kars1 virulensini kaybetmedigi ve

bu besi yerinde iiretmenin as1 iretimi i¢in uygun oldugu 6ne siiriilmiistiir (32).

Kontrol ve Miicadele

Trichophytosise karsi miicadelede hasta ve saglikli hayvanlarda tedavi ve
koruyucu amagla asilama yapilmaktadir. Sigirlarda hastaliga sebep olan etken T.
verrucosum’dur. Hastalik etkeni tiire spesifiktir. Fakat trichophytosis bir deri hastaligi
oldugu icin diger dermatofit enfeksiyonlari ile karistirilmaktadir. Hastaligin kontrol ve
eradikasyonu i¢in dogru teshisin konulmasi kilit noktadir. Bu amagla izole edilen
etkenlerin identifikasyon ve izolasyonlar1 yapilmaktadir. Ancak, gerek altyapi
gereksinimi ve gerekse yiiksek maliyeti nedeni ile dermatofit tiirlerinin; koloni 6zellikleri,
mikroskop morfolojileri, bitylime gereksinimleri, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine
gore tiir diizeyinde tanilanmasi en az 15 giinliik bir zaman almaktadir (33).

Rybnikar ve Oborilova (34), buzagilar1 farkli dozlarda T. verrucosum kiiltiirii ile
asitlamis ve daha sonra deneysel asilanan buzagilarda enfeksiyon sonrasi, temas ve
asilama sonras1 mantar enfeksiyonun klinik belirtilerini gézlemlemislerdir. Yapilan
arastirma sonucunda asilanan hayvanlarda kazanilmis bagisikligin yaninda enfeksiyon
geciren hayvanlarin da bagisiklik kazandig1 goriilmiistiir.

Japonya’da yapilan bir arastirmada, sigirlarda trichophytosis lezyonu bulunmayan
saglikli hayvanlardan ve hasta hayvanlardan alinan 6rneklerden yapilan ekimlerde T.

verrucosum izolasyonu arastirilmigtir. Calisma sonucunda sigirlarda dermatofitozise



sebep olan T. verrucosum’un saglikli hayvanlara, hasta hayvanlardan temas yoluyla
kolayca bulasabilecegi tespit edilmistir. Bu sebeple arastiricilar hayvancilikta ciddi
ekonomik kayiplara neden olan ve halk saghigini etkileyen trichophytosis i¢in ciddi
onlemler alinmasi gerektigini bildirmislerdir (35).

Immunizasyon amagh son yillarda trichophytosise karsi birgok mantar izolat:
kullanilarak caligmalar yapilmis ve asilama sonras1 ELISA antikor titrelerinin yiikseldigi
bildirilmistir (36,37).

Teshis

Zahran ve ark. (38), T. verrucosum enfeksiyonuna kars1 yapilan asilama 6ncesi ve
asilama sonrast bagisiklik cevabmin belirlenmesi i¢in humoral immiiniteyi
degerlendirmek amaciyla ELISA teknigini kullanmiglardir.

Bagut ve ark. (39), sigirlarda mantar enfeksiyonunun serolojik tanisi igin bir
ELISA yontemini gelistirmeyi hedeflemiglerdir. Bu amagla direkt mikroskopi, floresan
mikroskopi ve PCR ile ringworm enfeksiyonu olan hayvanlarda hastalik dogrulanmis,
infekte ve saglikli hayvanlarin serum Ornekleri toplanmistir. Antijen olarak T.
verrucosum’a filogenetik olarak oldukg¢a yakin olan iki farkli rekombinant proteini
kullanmiglardir. Sonuglar degerlendirildiginde genel olarak, rekombinant antijenler ile
yapilan ELISA’nin enfekte olmus hayvanlar ile saglikli hayvanlar1 ayirmada basarili
oldugu bildirilmistir. Arastiricilar gelistirilen ELISA’nin bir antijen ile % 89.6 duyarlilik,
% 92.7 ozgiillik, diger antijen ile % 88.1 duyarlilik ve % 90.9 6zgiillikk degerine sahip
bulundugunu bildirmislerdir.

Zrimsek ve ark. (40), T. mentagrophytes ile enfekte tavsanlar igin bir indirekt
ELISA gelistirmis ve tanisal potansiyeli degerlendirmislerdir.

Gudding ve ark. (41), sigir dermatofitozisinin immunoprofilaksisini arastirmak
i¢cin buzag1 ve tavsanlart T. verrucosum ile asilamislar ve sonrasinda hiicresel yaniti
degerlenirmenin yanisira humoral yanit1 degerlendirmek i¢in antikor iiretimini ELISA ile

belirlemislerdir.

Kane ve ark. (42), T. verrucosum'un erken teshisi ve tanimlanmasi i¢in
Trichophyton tiirlerini (T. verrucosum, T. schoenleinii, T. rubrum, T. mentagrophytes, T.

tonsurans, T. megninii, T. schoenleinii T. soudanense, T. equinum.) BCPPCYA agara



ekim yaparak 28°C’de 10 giin gdzlemlemistir. T. verrucosum ile diger Trichophyton
tiirlerinin karsilastirilmasi sonucu T. verrucosum'un benzersiz sinirli biiyiimesine ve genis
hidroliz zonu olusturdugunu rapor etmislerdir.

Elad ve ark. (43), T. verrucosum’a karsi asilama sonrasi buzagilarin serumlarinda
anti-T. verrucosum antikorlarinin varligimi belirlemek igin ELISA teknigini basariyla
kullanmiglardir.

Mikaili ve ark. (44), Trichophyton agarda ftirettikleri T. verrucosum izolatini
immunizasyon amacghi 3 kere boyun bolgesinden kas igi uygulamislar ve bu asili
hayvanlar ile asisiz kontrol grubu hayvanlarin serumlarinda ELISA ile antikor titrelerini

saptayarak humoral yanit1 degerlendirmislerdir.

Bu  ¢alismada,  trichophytosisin  serolojik  teshisinde =~ ELISA’nin

kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GEREC VE YONTEM
2.1. Besiyerleri ve Soliisyonlar
Saboraud Dextrose Agar

Trichophyton verrucosum susunun iiretimi ve identifikasyonu amaciyla kullanildi.

Peptic digest of animaltissue...................... 50¢9
Pancreatic digest of casein......................... 509
DeXtIOSE. . .uvt it 40.09
AT . 15.0¢g
DIStHE SU...c.viiiieiieee 11t

Besiyerinin hazirlanmasinda 65 gr SDA (BD Difco, 210950) tozu 1 It distile suda eritildi
ve pH 6.0-7.0 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Steril

besiyeri 40-45°C ‘ye kadar soguduktan sonra petrilere taksim edildi.

Trichophyton Agar 3

Trichophyton verrucosum susunun identifikasyonu amaciyla kullanildi.
Vitamin assaycasmino acids....................... 250

DeXIIOSC. . uvi et et 4009

Monopotassium phosphate......................... 189

Magnesium siilfat.................oooc. 0.1g

AGAT.. o 1509

INOSItOL. .. .oeie e 50.0 mg

Thiamine HCL..............cooois 200.0 ug

DSt SU...cviieiiiciceee e 11t

Besiyerinin hazirlanmasinda 59 gr TA3 (BD Difco, 296245) tozul It distile suda eritildi
ve pH 6.6-7.0 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Steril
besiyeri 40-45°C ‘ye kadar soguduktan sonra petrilere taksim edildi.

Trichophyton Agar 1

Trichophyton verrucosum susununun identifikasyonu amaciyla kullanildi.
Vitamin assaycasmino acids........................ 250

DeXtrOSe. . .vveee e 40.09

Monopotassium phosphate........................... 1.8¢



Magnesium stilfat................oooo 0.1¢g

Besiyerinin hazirlanmasinda 59,4 g TA1 (BD, 296243) tozu 1 It distile suda eritildi ve pH
6.6-7.0 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Steril besiyeri
40-45°C ‘ye kadar soguduktan sonra petrilere taksim edildi.

Brom Cresol Purple Agar

Trichophyton verrucosum susununun identifikasyonu amaciyla kullanildi.

LaCLOSE. .. vttt et 109
Bromo cresol purple............ccoooiiiiiiinnn. 0.025¢
Peptone miXture..........c.ooveiviieinieiiieanneannns 59
Beefextract...........ocooiiiiiiiii, 30
AGAT. .o 10.0g
DSt SU...eveieiiiiiieieecee e 11t

Besiyerinin hazirlanmasinda 28.03 g BCP (HIMEDIA, M1905) tozu 1 It distile suda
eritildi ve pH 6.6-7.0 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi.
Steril besiyeri 40-45°C ‘ye kadar soguduktan sonra petrilere taksim edildi.

Ure Agar

Trichophyton verrucosum susununun identifikasyonu amaciyla kullanildi.
Per Liter Pancreatic Digest of Gelatin ................ 1049

DEXIIOSE ... 109¢

Sodium ChIoride .......cccoveveiieiieecece e 50¢

Potassium Phosphate ...........cccccevveiiiic e, 209

UPBA .. 2009

DISHHE SU...cveieiiiiiiccee 11t

Besiyerinin hazirlanmasinda 29 g Ure agar (Ox0id-SR020K) tozu 1 It distile suda eritildi
ve pH 6.6-7.0 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Steril
besiyeri 40-45°C ‘ye kadar soguduktan sonra petrilere taksim edildi.

10



Antijen Kaplama Soliisyonu

Sodium chloride ........ccocvvvvieiieiice e 159¢
Sodium hydrogen carbonate ............c.ccccevevveriennn. 2,939
DSt SU...cviiieiiciieiee e 11t

Soliisyon hazirlanmasinda 4,52 g toz 1 It distile suda eritildi ve pH 9,6 ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C de 20 dakika sterilize edildi.

Dengeli Tuzlu Su (PBS)

Sodiumchloride (NaCl)........cooiiiiii 7049
Di-sodium hydrogen orthophosphate (NazHPOQOa4)................ 149
Potassium di-hydrogenphosphate (KH2PQO4)..................... 290
Potassium chloride (KCI)........ooiiiii 0,29
DISTIE SU...cvveieie e s 11t

Soliisyon hazirlanmasinda 10,6 g toz 1 It distile suda eritildi ve pH 7,2 ayarlandiktan sonra
otoklavda 121°C de 20 dakika sterilize edildi.

Bloklama Soliisyonu

TWeen 20. . ..o 500 ul
Milk powder (Yagt alinmi§)........................ 159
PBS e 500 ml

Sodyum azid (0.02 %)

Yikama Soliisyonu

TWEEN 20 ..o 1 ml

0.1 Msitrikasit..........ocooeveviiiiniannnn, 24.3 ml
0.2M dibazik sodyum sitrat.................... 25.7 ml
OPD ..o 0.4 mg/ml
%30 H202........ 40ul
Distile SU....o.oviii 50 mi
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2.2. izolasyon ve Identifikasyon

Materyal ve Metod

iIzolasyon Ornekleri: izolasyon amaciyla Sanliurfa ili ve ¢evresindeki ilgelerde bulunan

isletmelerde klinik olarak trichophytosis siipheli hayvanlarda deri lezyonlari bulunan

bolgeden sterilitiye uyularak deri kazintisi ve kil Ornekleri alindi. Alinan 6rnekler

laboratuvara getirilerek izolasyon i¢in kullanildi.

Alman numuneler farkli yas dagilimlarina gore alindi. Kan serumlari farkli yas

grubu hayvanlardan, kil drnekleri ve deri kazintilar1 klinik olarak trichophytosis teshisi

konulan hayvanlardan alindi (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. isletmelerden Alinan Numune Dagilimlar

. Hayvan
Isletme ada Hayvan Alman numune Yas dagilim
sayis1
Deri+kil ornekleri
Sigir 6-12 aylik 90
A Kan serumu
Buzagi Kan serumu Yeni dogmus 25
Deri+kil ornekleri
Sigir 6-12 aylik 92
B Kan serumu
Buzagi Kan serumu Yeni dogmus 30
Deri+kil ornekleri
Sigir 6-12 aylik 88
C Kan serumu
Buzagi Kan serumu Yeni dogmus 20
Deri+kil ornekleri
Sigir 6-12 aylik 90
D Kan serumu
Buzagi Kan serumu Yeni dogmus 25
Toplam 460
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Serum Ornekleri

Pozitif Kontrol Serumlari: Deri kazintis1 ve kil 6rnegi alinarak izolasyon yapilan kiltiir
pozitif hayvanlarin bulundugu enfekte ¢iftlikten 40 adet hayvandan kan alinarak testin
duyarliliginin saptanmasinda pozitif referans olarak kulllanildi. Ayrilan serum kisimlari,
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Negatif Kontrol Serumlari: Testin o6zgilliiginiin ve esik (cutoff) degerinin
saptanmasinda negatif referans kontrol olarak asisiz ve trichophytosis ge¢misi olmayan
annelerden dogan 100 adet buzagidan dogumdan hemen sonra kan alinarak serumlari
ayrildi ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Test Serum Ornekleri: ELISA’da test edilmek iizere 4 isletmeden klinik olarak
trichophytosis sitipheli 360 adet hayvandan kan alinarak serumlar1 ayrildi ve
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

izolasyon ve identifikasyon amaciyla, klinik olarak trichopyhtosis teshisi konulan
hayvanlar belirlendi. Deri kazintilar1 ve kil 6rnekleri alindi. Alinan deri kazintilar1 ve kil
ornekleri direkt mikroskobi ve makroskopik olarak incelendi.

Direkt mikroskobi olarak; temiz bir lam iizerine Lakto fenol pamuk mavisi konulduktan
sonra lizerine pens ile 5-6 kil drnekleri birakildi ve lamelle kapatilarak mikroskop altinda
(200 X) incelendi. Ayn1 zamanda lam tizerine alinan kil drneklerinin tizerine %10-20
KOH soliisyonu damlatilip hafifce 1sitildiktan sonra 30-60 dakika beklenerek
mikroskopta (200 X) incelendi (1).

Makroskopik olarak; laboratuvara getirilen deri kazintilar1 SDA besiyerine ekildi. 20-
25°C’de 20-25 giin inkubasyona birakildi. Ureyen koloniler 3-4 giinde bir gézlemlendi.
Inkubasyon sonunda toplanan kiiltiirler identifikasyon amaciyla T. verrucosum spesifik
besiyerlerine (Trichophyton Agar 1 (TA1), Trichophyton Agar 3 (TA3), Brom Cresol
Purple Agar (BCP) ve Ure Agar) ekimleri yapilarak 20-25°C’de 20-25 giin inkubasyona
birakildi. Inkubasyon sonunda iireme saptanan mantar kolonilerinin; {ireme hizlar,
morfolojileri, ylizey renkleri, tabandaki pigmentleri ve mikroskobik incelemede hiflerin
yapist, makrokonidiyum ve mikrokonidiyumlarin varligi g6z Oniine alinarak
identifikasyonlar1 gerceklestirildi (45,46).

Olusan kolonilerin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri degerlendirilerek

etkenlerin identifikasyonlart yapildi (31).
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T. verrucosum Susunun Antijen Uretimi I¢in Cogaltilmasi

Identifikasyon ve izolasyon sonucu iireyen T. verrucosum kolonilerden Tiamin ve
Inositol ile hazirlanmis SDA besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de 20-25 giin inkubasyona
birakild1. inkubasyon sonucunda SDA iizerinde iireyen T. verrucosum kiiltiirleri steril
pens ile steril sise i¢ine toplandi. Toplanan T. verrucosum kiiltiirlerinin canlilik sayimi

icin dilusyonlar1 yapildi (34).

ELISA Antijenin Hazirlanmasi ve Belirlenmesi

ELISA i¢in en uygun antijenin belirlenmesi amaciyla 3 farkli sekilde antijen hazirlandi.
Bu amagla iiretimi yapilan canli T. verrucosum susu 50 ml cam siselere aktarilarak 3’e
boliindii.

e l.antijenin hazirlanmasinda iretilen T. verrucosum antijeni 121°C’de otoklav
edildi.

e 2.antijenin hazirlanmasinda dondurma-¢ozdiirme metodu kullanildi. Bu amagla
tiretilen antijen Sivi azot (-196°C) tanki igerisine 30 dakika, sonrasinda oda
kosullarinda 30 dakika olacak sekilde 4 kere dondurulup ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

e 3.antijenin hazirlanmasinda dondurma-¢ézdiirme metodu bu kez -20°C’de

gerceklestirildi. Bu yontemde bekleme stireleri 60 dakika olarak belirlendi.

Sonug olarak; 3 farkli sekilde hazirlanmis olan T. verrucosum antijenleri ile ELISA ¢apraz
titrasyon (checkerbord) yapildi. Bu amagla antijenin ve serumun iki kath diliisyonlart
kullanild1 ve en uygun antijen diliisyonu belirlendi. Belirlenen bu antijen diliisyonunu

antijenlerin ELISA pleytlerini kaplamada kullanildi.

ELISA Prosediirii

Calismada hazirlanan ve en uygun titresi belirlenen antijen ile indirekt ELISA teknigi
uygulandi. ELISA prosediirii Bagut ve ark. (39), bildirdigi yontem modifiye edilerek
kullanildi.

Indirekt ELISA

Calismada kullanilacak olan ELISA solid faz antijeni antijen kaplama tampon soliisyonu
iginde 1/50 oraninda sulandirilarak 96 gozlii tabanli maxisorppolistiren pleytlere (NUNC

692620) 100 ul olacak sekilde taksim edildi. Daha sonra antijenle kaplanan pleytler
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4°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda pleytler %0.05 Tween 20 iceren
PBS (PBS/T) soliisyonu ile 4 kez yikandilar ve sonrasinda %3 yagsiz siit tozu ile
hazirlanan PBS soliisyonu ile 1 saat siire ile ¢alkalayicada bloklandilar. Bloklama sonrasi
pleytler 4 kez yikandiktan sonra 1/100’liik diliisyonlar1 yapilan pozitif ve negatif kontrol
serumlar1 pleyt kuyucuklarina 100 ul olacak sekilde konuldu. Pleytlerin {istii kapali olarak
oda 1sisinda 1 saat siire ile shaker {izerinde inkiibasyonlar1 yapildi. Pleytler tekrar 4 kez
aym yikama sollisyonu ile yikandiktan sonra, horseradishperoxidase (HRPO) ile
isaretlenmis A/G recombinant proteini diliisyon ¢6zeltisinde iiretici firmanin belirttigi
dilisyonda diliie edilerek tiim kuyucuklara 100 pl olarak ilave edildi. Oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyonu takiben pleytler tekrar 4 kez PBS/T ile yikandi ve tizerine 100 pl kromojenik
substrat (0.1 M sitrat tamponu i¢inde 2 pg ortho-phenylenediamine ve %0.03 H205) ilave
edildi. Pleytler oda 1sisinda 10-15 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu durdurmak igin
her kuyucuga 100 pl 4 N H2SOys ilave edilerek pleytler otomatik ELISA okuyucusu
(VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm’de absorbans degerleri okundu.

Testin esik degerinin belirlenmesinde negatif absorbans degerlerinin ortalamasi art1 3
standart sapma alindi. Belirlenen esik degeri, farkli isletmelerden alinan test serumlarinin
degerlendirilmesinde kullanildz.

ELISA’nin tanisal 6zgiilliigli ve duyarliliginin saptanmasinda asagidaki formiil kullanidi.

Duyarhlik (Sensitivite)

Gergek Pozitif Sayist

X 100
Gergek Pozitif Sayist + Yanlis Negatif Sayist
Ozgiilliik (Spesifite)

Gergek Negatif Sayist

X 100
Gergek Negatif Sayist + Yanlis Pozitif Sayist

Testin sonuglarinin belirtilmesinde asagidaki formiil kullanildi.

Yiizdelik Pozitivite (Percent positivity PP)

Test Serumu Optik Dansite — Ortalama Negatif Serum Optik Dansite 100

Ortalama Pozitif Kontrol Optik Dansite — Ortalama Negatif Serum Dansite

15



Etik Onay: Calisma igin, 23.11.2016 tarih 2016/35 sayili izin belgesi, Dollvet A.S.

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada, Sanlurfa ili ve ¢evresindeki ilgelerde bulunan isletmelerde klinik
olarak trichophytosis tanis1 konulan hayvanlardan alinan deri kazintisi ve kil 6rnekleri ile
kan serumlar1 kullanildi. Testin 6zgilliigii ve esik degerinin belirtilmesinde negatif
referans kontrol olarak asisiz ve trichophytosis gegmisi olmayan annelerden dogan 100

adet buzagidan alinan kan serumlar1 kullanildi.

3.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular
Klinik Ornekler

Sanlurfa ve cevresinde bulunan isletmelerde tespit edilen Trichophytosis’li
hayvanlarin lezyonlu bolgelerinden yontemine uygun olarak deri kazintisi ve kil 6rnekleri

laboratuvara getirildi.

L7

Resim 3.1. Isletmelerde Klinik Olarak Trichophytosis Teshisi Konulan Hayvanlar
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3.1.1. Mikroskobik Inceleme

Temiz bir lam iizerine 1-2 damla lactophenol pamuk mavisi (Merck,
1.13741.0100) damlatildiktan sonra tizerine steril pens yardimiyla trichophytosis’li
hayvanlarin lezyonlu bolgelerinden alinan deri kazintis1 ve kil 6rnekleri konuldu ve tizeri
lamel ile kapatildi. Mikroskopik olarak incelendi.

Mikroskoptaki incelemeler sonucu T. verrucosum etkeni makrokonidia ve
mikrokonidilar seklinde goriildii. Miseller renksiz, dallanmis, diiz veya kivrimli, fare
kuyrugu seklinde gozlemlendi. Mikrokonidyumlar ise, oval, yuvarlak veya armut

biciminde oldugu goriildii.

Resim 3.2. Mikroskopta T. verrucosum Etkeni Mikrokonidilar ve Makrokonidialar
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3.1.2. Makroskobik inceleme
Trichophyton Agar 1

Oncesi

Sonrast [ =

Resim 3.3. TA1 Ekim Oncesi Besiyeri ve Ekim Sonrasi Ureme

TA1’e ekim yapildi. Inkubasyon siiresi sonunda zay1f nokta tarzinda T. verrucosum’a ait

spesifik iiremeler gozlendi.

Resim 3.4. TA3 Ekim Oncesi Besiyeri ve Ekim Sonrasi Ureme

TA3’e ekim yapildi. Inkubasyon siiresi sonunda kuvvetli spesifik yildiz seklinde T.

verrucosum’a ait koloniler gozlendi.
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Brom Cresol Purple Agar

Oncesi

Sonrasi

Resim 3.5. BCP Ekim Oncesi Besiyeri ve Ekim Sonras1 Ureme

T. verrucosum susu kazeini hidrolize ederek iiremesi etrafinda berrak, ¢ok belirgin zon
halkas1 olusturdu. Pozitif sonuc¢larda tiremeden dolay1r pH nétr ortamdan alkali ortama

gectigi icin i¢indeki indikator boyanin etkisi ile pembe renk aldi.

Ure Agar

Sonrasi

Resim 3.6. Ure agar Ekim Oncesi Besiyeri ve Ekim Sonrast Ureme

T. verrucosum susu ekim yapilmadan Once iire agar sar1 renktedir. Pozitif sonuclarda
tiremeden dolay1 pH notr ortamdan alkali ortama gectigi i¢in i¢indeki indikatdr boyanin

etkisi ile fusya pembe renk aldi.
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Saboraud Dextrose Agar

Resim 3.7. T. verrucosum Kolonilerinin SDA Besiyerinde Goriintimii

T. verrucosum antijeni ekim yapildiktan 10-15 giin sonra agar lizerinde yapilan canlilik
sayimi1 8x10°8 CFU/ml olarak belirlendi (34).

Makroskobik olarak olusan koloni rengi, yapisi, alt ve st ylizey rengi dikkatlice

incelendi, mantar atlasinda bulunan bilgilerle karsilastirildi ve uygunlugu ispat edildi.

3.2. ELISA Bulgulan

ELISA Antijenin Belirlenmesi

Hazirlanan 3 farkli antijenin ¢apraz titrasyon sonuglari birbirine benzer sonuglar verdigi
i¢in gilivenlik nedeni ile canli olmayan otoklav edilen sus (1.antijen) ELISA solid faz

antijeni olarak segildi.

Serum Ornekleri

Calismada kullanilacak serumlar: Sanliurfa ili ve gevresinde bulunan isletmelerde
(A,B,C,D) klinik olarak tespit edilen; trichophytosisli ve saglikli hayvanlardan temin
edildi. Bu isletmelerde bulunan hayvanlardan kan 6rnekleri alinarak serumlar ¢ikarildi ve

bu serumlar derin dondurucuda (-20°C) muhafaza edildi.

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Serum Sayilar1 ve Orijinleri
Isletme ad1 A B C D Toplam
Serum sayisi 90 92 88 90 360
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Esik Degerinin Hesaplanmasi

Caligmada negatif kontrol serumlarinin OD degerlerlerinin ortalamasi art1 3 standart

sapma ELISA i¢in esik degeri olarak hesaplandi. Hesaplanan bu deger calismada

kullanilan test serumlarin sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanildi.

Tablo 3.2. Negatif Serumlarin ELISA Sonuglari

0,0788

0,0749

0,0758

0,0763

0,0905

0,0841

0,0928

0,1082

0,0594

0,0716

0,0463

0,0435

0,0389

0,0418

0,0463

0,049

0,055

0,0556

0,0432

0,0432

0,1185

0,0448

0,057

0,0639

0,0417

0,0375

0,044

0,0481

0,048

0,0473

0,0455

0,0447

0,0738

0,0692

0,072

0,0767

0,0615

0,0756

0,0593

0,0379

0,0451

0,0485

0,0406

0,0411

0,0573

0,0499

0,0487

0,0474

0,0452

0,0512

0,0518

0,0555

0,0515

0,0576

0,0536

0,0579

0,0819

0,0757

0,062

0,0705

0,0621

0,065

0,0631

0,0657

0,0667

0,0556

0,0564

0,061

0,0621

0,0452

0,0609

0,0707

0,0781

0,0746

0,0587

0,0604

0,0579

0,0581

0,0514

0,06

0,0756

0,045

0,0447

0,0747

0,042

0,0438

0,0459

0,0485

0,0612

0,0827

0,3681

0,3798

0,0899

0,0893

Blank

Blank

Ortalama deger: 0,066596
Standart sapma: 0,048253

Esik degeri: 0,211358

Tamsal Ozgiilliigiin (Spesifisite) ve Duyarhhgin (Sensitivite) Hesaplanmasi

Calismada pozitif referans olarak kullanilan 40 pozitif serumun ELISA ¢alismamizda

belirlenen esik degeri dikkate alinarak pozitif bulunan serum sayisi 38 olarak bulundu.

Buna gore testimizin tanisal duyarliligi;

Duyarhhik (Sensitivite)=

Gergek Pozitif Sayist

X 100
Gergek Pozitif Sayist + Yanlis Negatif Sayist

= 9495.24 olarak bulundu.

40

—— X 100

40 + 2
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Calismada negatif referans olarak kullanilan 100 serumun higbiri esik degerin tizerinde

Optik Dansite (OD) degeri vermedi. Buna gore testimizin tanisal 6zgulligii;
Ozgiilliik (Spesifite)=

Gercek Negatif Sayist

X 100
Gercek Negatif Sayist + Yanlis Pozitif Sayist

= 100 X 100
10040

= %7100 olarak bulundu.

ELISA Sonuclar
Tiim igletmelerden klinik olarak trichophytosis teshisi konulan hayvanlardan ve saglikli
hayvanlardan alinan serum ornekleri ile ELISA yapildi ve degerlendirildi. Esik degerine

gore pozitif ve negatif serumlar belirlendi.

Her test serumu igin yiizdelik pozitivite asagidaki formiille hesaplandi.

Yiizdelik Pozitivite (Percent positivity PP)

Test Serumu Optik Dansite — Ortalama Negatif Serum Optik Dansite 100

Ortalama Pozitif Kontrol Optik Dansite — Ortalama Negatif Serum Dansite

Ortalama Negatif Serum Optik Dansite Degeri: 0,066596
Ortalama Pozitif Kontrol Optik Dansite Degeri: 2,204845
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Tablo 3.3. A Isletmesi ELISA Sonuglar

Numune|0,8663 |0,8322 |1,5473 |1,5453 [2,0913 [1,8936 |2,4977 | 2,36 |0,8481 |0,8382 [1,4326 |1,3577

+/- + + + + + + + + + + + +

% PP | 37,39 |35,805 | 69,248 |69,154 {94,689 | 85,44 |113,69 |107,25 [36,548 | 36,085 | 63,884 | 60,381
Numune|0,7678 | 0,7645 [1,0999 [1,1928 |2,0405 |1,2035 |1,6182 |1,3616 [0,4759 |0,3811 |0,9646 |0,8929

+/- + + + + + + + + + + + +

PP 32,79 | 32,63 | 48,32 | 52,66 [ 92,31 | 53,16 | 72,56 | 60,56 | 19,14 [ 14,70 | 41,99 | 38,64
Numune|1,7925 | 1,7256 (2,8215 [2,9031 |1,4684 |1,1836 (1,1689 [ 1,06 | 0,424 |0,2877 |0,4452 | 0,532

+/- + + + + + + + + + + + +

%PP | 80,71 | 77,58 | 128,8 | 132,6 | 65,55 | 52,23 | 51,55 | 46,45 | 16,71 | 10,34 | 17,70 | 21,76
Numune|1,4339 | 1,6162 (1,3348 [1,5108 |2,6038 |2,4172 | 2,169 |2,1657 [0,6791 |0,1663 |0,2477 |0,1947

+/- + + + + + + + + + - + -

%PP | 63,94 | 72,47 | 59,31 | 67,54 | 118,6 | 109,9 | 98,32 [ 98,16 | 28,64 | 4,662 | 8,469 | 5991
Numune|0,6972 | 0,6871 [0,5735 [0,5616 |2,6758 |2,5552 |2,2857 |2,1933 [0,0716 |0,0576 | 0,0507 | 0,0549

+/- + + + + + + + + - - - -

%PP | 29,49 | 29,01 | 23,70 | 23,14 | 122,0 | 116,3 |103,75 | 99,46 | 0,234 | -0,42 | -0,74 [ -0,54
Numune|0,1763 |0,1739 | 0,4555 |0,4542 [0,0886 [0,0799 |0,0843 |0,0874 |0,2752 |0,2113 [0,0504 | 0,0548

+/- - - + + - - - - + + - -

%PP | 5,130 | 5,018 | 18,18 | 18,12 [ 1,029 | 0,622 | 0,827 | 0,972 | 9,755 | 6,767 | -0,75 | -0,55
Numune|2,5673 | 2,4994 | 0,4849 |0,5719 | 0,12 [0,0481 |0,2171 |0,1912 |0,1061 |0,1002 {1,5218 | 1,388

+/- + + + + - - + - - - + +

%PP | 116,9 | 113,7 | 19,56 | 23,63 | 2,497 | -0,86 | 7,038 | 5,827 | 1,847 | 1,571 | 68,05 [ 61,79
Numune|1,5311 | 1,1937 | 0,9312 | 0,8799 (2,2306 |1,9994
+/- + + + + + + N N P P BLANK [ BLANK
%PP | 68,49 | 52,71 | 40,43 | 38,03 | 101,2 | 90,39

Toplam Serum Sayist: 90 adet serum

Pozitif Serum Sayisi: 71 adet serum

Negatif Serum Sayisi: 19 adet serum

A ¢iftliginde yapilan ELISA’da serumlarin %78,9’u pozitif ve %21,1’ negatif bulundu.
Grafikl.’de test serumlarinin OD degerine gore esik degeri dikkate alinarak elde edilen

dagilimi verilmistir.
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Grafik 3.1. A Isletmesi Serum Sonuglarinin OD dagilimlar
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Tablo 3.4. B isletmesi ELISA Sonuglari

Numune|1,0219 | 1,5227 |0,3919 | 0,4098 |0,3554 | 0,352 |0,9566 |0,9236 |0,1795 |0,1856 (0,7784 [0,6581
+/- + + + + + + + + - - + +
% PP| 44,67 | 68,09 | 15,21 | 16,05 | 13,50 | 13,34 | 41,62 | 40,07 | 5,280 | 5,565 | 33,28 | 27,66
Numune|0,3517 |0,4798 |0,3089 |0,3272 (0,1714 |0,1583 |0,4513 |0,5143 |2,2888 |2,2741 [0,4909 |0,4376
+/- + + + + - - + + + + + +
PP 13,33 | 19,32 | 11,33 | 12,18 | 4,901 | 4,288 | 17,99 | 20,93 [ 103,9 | 103,2 | 19,84 | 17,35
Numune|0,6857 | 1,0769 | 0,0542 |0,0598 [1,8451 [1,7944 | 0,157 |0,1344 |0,9734 | 0,855 [1,2982 |1,0273
+/- + + - - + + - - + + + +
%PP | 28,95 | 47,24 | -0,57 | -0,31 | 83,17 | 80,80 | 4,227 | 3,171 | 42,40 | 36,87 | 57,59 [ 44,92
Numune|0,7236 |0,9711 |0,1035 |0,1219 [0,5187 [0,4995 |0,6147 |0,5611 |0,0814 |0,0729 [1,2381 |1,1175
+/- + + - - + + + + - - + +
%PP | 30,72 | 42,30 | 1,725 | 2,586 | 21,14 | 20,24 | 25,63 | 23,12 | 0,692 | 0,294 [ 54,78 | 49,14
Numune|1,9082 | 1,8142 |0,2648 |0,2886 |1,6742 |1,6205 |2,1575 | 1,949 | 1,462 |1,4038 [1,4056 |1,1891
+/- + + + + + + + + + + + +
% PP (86,126 {81,730 | 9,269 | 10,38 | 75,18 | 72,67 | 97,78 | 88,03 | 65,25 | 62,53 | 62,62 | 52,49
Numune|2,2414 | 2,1653 |1,6698 |1,6578 | 2,08 |[1,8494 |1,7555 |1,7542 |1,7621 |1,7821 [1,1524 [1,1563
+/- + + + + + + + + + + + +
%PP |101,7 | 98,15 | 74,97 | 74,41 | 94,16 | 83,37 | 78,98 | 78,92 | 79,29 | 80,22 | 50,78 [ 50,96
Numune|2,1331 | 2,0243 | 2,3515 | 2,2683 |1,9857 |1,8253 |0,2422 |0,2613 |1,7503 |1,6292 [1,5808 [1,7426
+/- + + + + + + + + + + + +
%PP [96,64 | 91,55 | 106,8 | 102,9 | 89,75 | 82,24 | 8,212 | 9,105 | 78,74 | 73,07 | 70,81 | 78,38
Numune|2,0119 | 1,8745 | 2,2627 |2,2826 | 0,047 | 0,043 |0,0873 |0,0445
+/- + + + + - - - - N P BLANK [ BLANK
% PP | 90,97 | 84,55 | 102,7 | 103,6 | -0,91 | -1,10 | 0,968 | -1,03

Toplam Serum Sayisi: 92 adet serum

Pozitif Serum Sayisi: 76 adet serum

Negatif Serum Sayisi: 16 adet serum

B ¢iftliginde yapilan ELISA’da serumlarin %82,6’s1 pozitif ve %17,4’1 negatif bulundu.
Grafik.2’de test serumlarinin OD degerine gore esik degeri dikkate alinarak elde edilen

dagilim1 verilmistir.

2,5 .
® °
% . ® . o °
2 S '. ()
e o o ° °® o © o . °
1,5 ® ° o ®
%
° o fo
1 e ° e o ° . ®
@ PY ® )
0,5 ° ® o o o o o
° %o o o o o
0 S F T e et %
e CUT OFF ® SERUMLAR

Grafik 3.2. B isletmesi Serum Sonuglarmin OD dagilimlari
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Tablo 3.5. C Isletmesi ELISA Sonuglari

Numune|0,2677 |0,7249 | 0,833 |0,6191 |0,7249 (0,2681 |0,4274 |0,4078 |0,5105 | 0,4606 |1,0058 [0,2398
+/- + + + + + + + + + + + +
% PP| 9,405 | 30,78 | 35,84 | 25,83 | 30,78 | 9,423 | 16,87 | 15,95 [ 20,76 | 18,42 | 43,92 | 8,100
Numune| 0,396 |0,1822 |1,4724 |0,6749 [1,0729 [0,9043 |0,8372 |1,2298 | 0,343 |0,6071 | 0,884 |1,0891
+/- + - + + + + + + + + + +
PP 15,40 | 5,406 | 65,74 | 28,44 | 47,06 | 39,17 | 36,03 | 54,39 [ 12,92 | 25,27 | 38,22 | 47,81
Numune|1,5682 |0,6717 |0,3404 |0,5113 [1,0121 [0,6756 |0,5469 |0,6227 |1,5927 |0,3191 [0,2524 |0,2904
+/- + + + + + + + + + + + +
% PP [70,225 | 28,29 | 12,80 | 20,79 | 44,21 | 28,48 | 22,46 | 26,00 | 71,37 | 11,80 | 8,689 | 10,46
Numune|1,5351 | 1,8349 |0,9202 |1,0607 [1,3758 [0,3436 |1,0645 |0,3547 | 0,955 |0,7365 [0,1528 |0,5854
+/- + + + + + + + + + + - +
%PP | 68,67 | 82,69 | 39,92 | 46,49 | 61,22 [ 12,95 | 46,66 | 13,47 | 41,54 | 31,32 [ 4,031 | 24,26
Numune| 0,374 |0,4327 |0,9925 |1,1737 [0,8338 [0,7056 |0,4281 |1,0518 |0,5691 | 0,585 [0,6173 |0,5822
+/- + + + + + + + + + + + +
%PP | 14,37 | 17,12 | 43,30 | 51,77 | 35,88 | 29,88 | 16,90 | 46,07 | 23,50 | 24,24 | 25,75 | 24,11
Numune|0,5011 | 0,6736 |0,3809 |0,8877 (0,4732 | 0,482 |0,8789 |0,3187 |0,1933 |0,8742 |2,2442 | 1,697
+/- + + + + + + + + - + + +
% PP | 20,32 | 28,38 | 14,69 | 3840 | 19,01 | 19,42 | 37,98 | 11,79 | 5,925 | 37,76 | 101,8 [ 76,24
Numune| 0,425 |1,7879 |1,4192 |1,1465 (0,8518 |2,2915 | 0,245 |1,4352 |1,6102 |0,8156 |1,3607 |1,2075
+/- + + + + + + - + + + + +
%PP | 16,76 | 80,50 | 63,25 | 50,50 | 36,72 | 104,0 | 8,343 | 64,00 | 72,19 | 35,02 | 60,52 | 53,35
Numune
+/- N N P P BLANK [ BLANK
% PP

Toplam Serum Sayist: 88 adet serum

Pozitif Serum Sayisi: 84 adet serum

Negatif Serum Sayisi: 4 adet serum

C giftliginde yapilan ELISA’da serumlarin %95,45’i pozitif ve %4,54’1 negatif bulundu.
Grafik.3’de test serumlarinin OD degerine gore esik degeri dikkate alinarak elde edilen

dagilim1 verilmistir.
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Grafik 3.3. C Isletmesi Serum Sonuglarmin OD dagilimlar
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Tablo 3.6. D isletmesi ELISA Sonuglar

Numune| 0,122 |0,1322 (1,5783 [2,5453 |1,0913 |1,8536 |2,2077 | 0,36 [0,0481 |0,1582 |1,9326 |1,8452
+/- - - + + + + + + + - + +
%PP | 2591 [ 3,068 | 70,69 | 1159 | 47,92 | 83,57 | 100,1 | 13,72 | -0,86 | 4,284 | 87,26 | 83,18
Numune|0,1678 [ 0,8645 |1,7999 |1,2988 |1,0425 | 1,255 |0,6182 |1,0913 |1,8536 [(0,1061 (0,1102 | 1,398
+/- - + + + + + + + + - - +

PP 4,733 | 37,31 | 81,06 | 57,62 | 45,64 | 55,57 | 25,79 [ 47,92 | 83,57 | 1,847 | 2,039 | 62,26
Numune|2,3225 [ 0,055 |0,8547 |2,9031 | 0,047 | 0,043 |0,0873 | 1,56 | 1,424 |0,8755 |0,0638 |0,1532
+/- + - + + - - - + + + - +
% PP | 105,5 | -0,54 | 36,85 | 132,6 | -0,91 | -1,10 0,96 69,8 | 63,48 | 37,83 [-0,130 | 4,050
Numune|0,2477 (0,1947 |1,3848 |1,5708 |1,6038 (1,1172 | 0,169 |1,7657 |0,2785 (0,1783 |0,1777 |0,1958
+/- + - + + + + - + + - - -
%PP | 8469 [ 5991 | 6164 | 70,34 | 71,89 | 49,13 | 4,789 | 79,46 | 9,910 | 5,224 | 5,196 | 6,042
Numune|0,4416 (0,1576 |0,0587 | 1,0549 |1,0716 |2,0786 | 1,787 |0,0199 |0,8488 |0,0576 |0,1515 |0,8795
+/- + - - + + + + - + - - +
%PP | 17,53 | 4,256 | -0,36 | 46,2 | 47,00 | 94,09 | 80,45 |-2,183 | 36,58 |-0,420 | 3,970 | 38,01
Numune|0,1453 [ 0,4356 |0,9535 |0,4748 |0,8954 (0,1699 |0,2843 |1,0874 |0,4572 |0,0155 |0,5244 |0,1118

+/- - + + + + - + + + - + -

% PP | 3,680 | 17,25 | 41,47 | 19,09 | 38,76 | 4,831 | 10,18 | 47,74 | 18,26 | -2,38 21,4 2,11

Numune|2,7453 | 2,547 |0,1459 |0,1719 | 0,182 |0,0421 |0,4571 |0,1872 | 0,611 |0,1152 [1,9571 | 2,888
+/- + + - - - - + - + - + +

% PP | 125,2 | 116,0 | 3,708 | 4,924 | 5,397 | -1,14 | 18,26 | 5,640 | 25,46 | 2,273 | 88,41 | 131,9
Numune|1,7848 1,0025 |0,4752 |0,1236 |1,8745 |1,0244
+/- + + + - + + N N P P BLANK [ BLANK
% PP | 80,35 | 43,76 | 19,10 | 2,665 | 84,55 [ 44,79

Toplam Serum Sayisi: 90 adet serum

Pozitif Serum Sayisi: 58 adet serum

Negatif Serum Sayisi: 32 adet serum

D ¢iftliginde yapilan ELISA’da serumlarin %64,44°i pozitif ve %35,55’1 negatif
bulundu. Grafik.4’de test serumlarinin OD degerine gore esik degeri dikkate alinarak elde

edilen dagilim1 verilmistir.
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Grafik 3.4. D Isletmesi Serum Sonuglarinin OD dagilimlar
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Tablo 3.7. ELISA Sonuglarinin Isletmelere Gére dagilimi

Isletme ad A B C D Toplam
Pozitif serum sayisi 71 76 84 58 289
ve % oram %78.9 | %82,6 | %95,45 | %64,44 %80,3
Negatif Serum sayisi 19 16 4 32 71
ve % orani %21,1 %17,4 %4,54 | %35,55 %019,7
Toplam Serum Sayisi 90 92 88 90 360
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Grafik 3.5. ELISA Sonuglarmin Isletmeler Aras1 Dagilimi

Bu sonuglara gore test edilen 360 adet serumdan 289 (%80,3) adedi pozitif, 71 (%19,7)

adedi ise negatif olarak degerlendirildi.
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4. TARTISMA

Sigirlarda ringworm olarak bilinen dermatofitozisin en yaygin olarak goriilen
etkeni zoofilik bir dermatofit olan T. verrucosum’dur. T. verrucosum'un buzagilarda en
onemli morbidite faktorlerinden biri oldugu bildirilmis olmasinin yani sira, koyun, keci
ve atlarda da enfeksiyon olusturur. Sigirlardaki trichophytosis ayni zamanda insanlara
zoonotik gegisi nedeniyle 6nem tasir. Bugiline kadar, sigirlarda trichophytosise karsi
immun yanitin degerlendirilmesine yonelik az sayida ¢alisma yapilmistir. Deneysel
enfeksiyonlar veya asilama c¢alismalarindan sonra hem humoral, hem de hiicresel yaniti
degerlendiren birkag ¢alisma bulunmaktadir. Dermatofitozis olgularinda viicutta antikor
yanitinin  gelisimi, hastaligin tanisinda serolojik teshisi kullanma imkan saglar.
Ulagilabilen literatiir verilerine gore, hayvanlarda dermatofitozis olgularinda antikor
yanitlarinin degerlendirilmesi i¢in ELISA teknikleri gelistirilmistir, ancak sigirlarda T.
verrucosum tanist amaciyla spesifik antikorlarin saptanmasina yonelik ¢aligmalar yok
denecek kadar azdir.

Zrimsek ve ark. (47) Trichophyton mentagrophytes ile enfekte tavsanlarda tanisal
potansiyelini degerlendirmek amaciyla bir ELISA teknigi gelistirmislerdir. Arastiricilar
T. mentagrophytes ile enfekte olmus tavsanlarda ELISA ile humoral yanitin
degerlendirilmesinin, standart yontemlerden daha erken ve daha uygun bir dermatofitoz
teshisine katkida bulunabilinecegini bildirmislerdir.

Zrimsek ve Drobnic-Kosorok (47), kedilerde ve tavsanlarda Microsporum canis
ve T. mentagrophytes’e karsi olusan spesifik IgG yanitinin saptanmast igin iki indirekt
ELISA teknigi gelistirmiglerdir. Bu amacla enfekte 20 kedi ve 25 tavsana ait serum
Oornegini test etmislerdir. Arastiricilar tavsanlarda ELISA ile mevcut klasik teshis
yontemlerine gore daha erken ve uygun teshis sagladigini, kedilerede spesifik antikorlarin
saptanmast ile de dogru tedaviye ¢ok erken baslamanin miimkiin olabilecegini
bildirmisleridir

Brouta ve ark. (48), M. canis major fungal antijenlerini saptamaya yonelik olarak
calismada ELISA ile humoral yanit1 6l¢miisler ve antijenleri basari ile tespit etmislerdir.

Peano ve ark. (49), kopeklerde M. canis tarafindan olusturulan dermatofitozislerin
teshisi icin gelistirdikleri ELISA’nin duyarliligimmi %83.3, 6zgiilliigiinii %95,2 olarak
bildirmisler ve testin duyarliliginin direkt mikroskopi ve kiiltiir tekniklerinden daha

yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
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Zahran ve Abdeen (38), hazirladiklar1 T. verrucosum asisinin tavsanlarda deneysel
olarak arastirilmasi i¢in humoral immun yaniti degerlendirmek icin ELISA’dan
yararlanmiglardir.

Santana ve ark. (50) semptomatik ve asemptomatik dermatofitozisli kedilerde
serolojik tan1 i¢in bir ELISA teknigi gelistirmislerdir. Arastiricilar gelistirdikleri testin
duyarliligint %94 bulurken 6zgiilliigii %75 olarak hesaplamislardir.

Elad ve Segal (43) yapmis olduklar1 asilama ¢alismasinda olusan humoral yanitin
degerlendirilmesi icin ELISA teknigini kullanmislar ve asilama ile hiicresel immun yanit
yaninda humoral yanitin da uyarildigini bildirmislerdir.

Mikaili ve ark. (44) sigirlarda canli T. verrucosum ile immunizasyon sonucunda
olusan antikorlarin saptanmasi amaciyla ELISA teknigi kullanmislar ve immunizasyon
yapilan hayvanlarin serum OD degerlerinin kontrol grubuna gore yiiksek bulundugunu
bildirmislerdir.

Bagut ve ark. (39), sigirlarda T. verrucosum tarafindan olusturulan
dermatofitozislerin teshisi amaciyla bir ELISA teknigi gelistirmislerdir. Arastiricilar bu
amagcla T. verrucosum’a %98 yapisal benzerlik gosteren Trichophyton rubrum’a ait iki
rekombinant antijen kullanmislardir. Trichophytosisli olduklarini direkt mikroskobi,
floresan mikroskobi ve PCR ile dogruladiklar1 135 sigirdan aldiklart serum 6rnekleri ile
hastalik gegmisi bulunmayan ve herhangi bir deri lezyonu tasimayan 55 sigir serumunu
kontrol serumu olarak kullanmislardir. Kullanmig olduklart bir antijenle yapilan
ELISA’nin duyarliligin1 %89,6, 6zgiilliiglinii %92,7 bulurken, ikinci antijen i¢in 6zgiilliik
%96,8, 6zglilliik %78,4 olarak belirlenmistir. Arastiricilar elde ettikleri bu sonuglara gore
gelistirdikleri ELISA tekniginin epidemiyolojik calismalarda, asilama veya asilama
yontemlerinin sonuglarini degerlendirmede kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Yapilan bu ¢aligmada otoklavlanmis etken ile hazirlanmis antijen ile yapilan
ELISA’da duyarlihik %95,24, ozgiillik %100 olarak hesaplanmistir. Bu oranlar
arastiricilarin bildirdigi oranlara kismen yakin olsa da 6zellikle 6zgiilliik belirgin sekilde
yiiksek bulunmustur. Bunun da negatif kontrol serumu olarak kullanilan serum
orneklerinden veya antijenin fakliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sigirlarda iklim, mevsim, yas gibi faktorlere bagli olarak ciftlikten ciftlige
degisiklik gostermekle beraber ¢iftliklerde trichophytosis prevalansi arastiricilar

tarafindan %10-100 arasinda bildirilmektedir (25). Bu calismada isletmelere gore
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pozitiflik oran1 %58-84 arasinda saptanirken genel olarak incelen 360 adet serumdan 289
(%80,3) adedi pozitif, 71 (%19,7) adedi ise negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitiflik
oranmin yiiksek seviyelerde olmasinin nedeni incelenen serum Orneklerinin etken
izolasyonu yapilarak trichophytosis oldugu dogrulanan siiriilerden toplanmis olmasi,
hayvanlarin bir yasin altinda olmas1 ve bolge ikliminin hastalik ¢ikisina yatkin olmasi

gibi etkenlere bagli oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, sigirlarda trichophytosisin serolojik teshisi i¢in bir ELISA
gelistirmenin amaglandigi bu ¢alismada duyarliligr ve 6zgiilligli yiiksek seviyede bir
ELISA teknigi olusturulmustur. Gelistirilen bu ELISA ile hastalikli siiriilerden alinan
serumlarin incelenmesi ile isletmelerde trichophytosis pozitifliginin oldukca yiiksek
oldugu saptanmastir.

Trichophytosis stiriilerde yaygin olarak bulundugunda siirii performansini
diisiirmekte, tedavi ve deri hasarlar1 nedeniyle ekonomik kayiplara yol agmakta, ancak
buzagilarda oliimler de olusturabilmektedir. Bu nedenle gerek siipheli durumlarda
hastalarin tespiti, gerekse epidemiyolojik ¢calismalar amaciyla ELISA ile seropozitifligin
saptanmasinin faydali olacag diisliniilmektedir.

Ayrica etkenin zoonoz 6zelligi de gbz Oniine alinirsa, siirii ile baglantili kisiler i¢in
bir risk tasiyan hasta hayvanlarin erken teshisi ve tedavisi gerek hayvan sagligi, gerekse
insan saglig1 agisindan oldukg¢a dnemlidir.

Erken tedavi ile hastaligin neden oldugu yanlis tedavi giderleri, performans

kayiplar1 gibi ekonomik kayiplara yol agcan bir¢ok faktor de etkisiz hale getirilebilecektir.
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