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OZET

SIGIRLARDAN iZOLE EDIiLEN TRICHOPHYTON VERRUCOSUM
SUSLARININ KULTUR YONTEMI ILE iDENTIFIKASYONU VE MALDI
TOF-MS iLE DOGRULANMASI

Ozcan BALIBAY

Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Trichophyton verrucosum, sigir dermatofitozuna neden olan en 6nemli etkendir. Deri
lezyonlari, geng sigirlarda gelismede gerileme, siit sigirlarinda siitte azalma, derinin
ekonomik degerinin azalmasi gibi Onemli sorunlara neden olmaktadir. Etken
tamimlamada direkt mikroskobik inceleme ve Kkiltir, geleneksel konvansiyonel
yontemlerdir. Standart konvansiyonel yontemler zaman alic1 olmasi ve kesin sonuglar
vermemesinden dolayr duyarlilifi ve 6zgiilliigii yiiksek, hizli yeni tani1 yontemlerine
ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu ¢aligmada sigirlardan Trichophyton verrucosum izolasyonu
ve MALDI TOF-MS ile dogrulanmasi amaglanmigtir. Dermatofitoz siipheli 100 adet
sigirdan alinan deri kazintis1 ve kil drnekleri direkt mikroskopi yontemi ile incelenmis
ve 52 (%52)’si pozitif bulunmustur. Numunelerin kultir yontemi ile incelenmesi
sonucunda 63(%63)’linde dermatofit izole edilmis ve bunlarn 52 (%52)’si
T.verrucosum olarak identifiye edilmistir. BUtlin Trichophyton verrucosum izolatlarinin
7950-7954 arasinda MALDI TOF-MS spektrum pikleri saptanarak, dogrulanmigtir.

Sonug olarak, Sanlurfa bolgesinde sigirlarda T. verrucosum’un yaygin oldugu, MALDI
TOF-MS tekniginin T.verrucosum’un teshisinde geleneksel yontemlere gore basarilt bir

sekilde kullanilabilecegi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Trichophyton verrucosum, sigir, MALDI TOF-MS
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ABSTRACT

IDENTIFICATION of TRICOPHYTON VERRUCOSUM STRAINS ISOLATED
FROM CATTLE BY CULTURE TYPE and VALIDATION BY MALDI-TOF MS

Ozcan BALIBAY

Depeartment of Veterinary Microbiology, Master Thesis

Trichophyton verrucosum, is the most important causative agent for cattle
dermatophytosis. It causes skin lesions, growth retardation in young cattle, decline in
milk production, reduction economic value of leather. Direct microscopy and culture are
conventional methods for agent identification. Standard conventional methods are time
consuming and they might not be very definitive and therefore it is needed the new and
fast diagnostic techniques that have high sensitivity and specificity. In this study, the
isolation of Trichophyton verrucosum from cattle and confirmation with MALDI TOF-
MS of the isolated strains were aimed. Skin scrapings and hair samples collected from
100 were examined by direct microscopy and 52 (52%) of them were found as positive.
At the end of cultural studies, 63 (63%) dermatophytosis agents were isolated and 52 of
them were identified as T.verrucosum. All Trichophyton verrucosum isolates showed
MALDI TOF-MS peaks between 7950 and 7954 and these results confirmed the
Trichophyton verrucosum isolation.

As conclusion, it was determined that Trichophyton verrucosum infection was common
in Sanlurfa Region and MALDI TOF-MS technique could be used sucessfully

compared to conventional techniques for diagnosis of T.verrucosum.

Keywords: Trichophyton verrucosum, cattle, MALDI TOF-MS
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1. GIRiS

1.1.  Genel Bilgiler

Dermatofitoz, evcil hayvanlar ve ciftlik hayvanlarin en sik goriilen mantar
infeksiyonlaridir. Insan saghiginda zoonotik olmalarindan dolayr 6nemli rol
oynamaktadir (1). Dermatofitlerin 38’den fazla tiiri bilinmekte olup, bunlar arasinda
hayvanlarda infeksiyonlara sebep olan ve zoonoz karakterde olanlar1 genellikle
Microsporum ve Trichophyton cinsleridir (2, 3). Dermatofitler, deri, kil ve tirnak
yataginin yiizeysel keratinize tabakasina yerlesmek suretiyle infeksiyon olustururlar.
Insan ve hayvanlarda yaptiklari infeksiyona Ringworm’da denilmektedir (4).

Cevre faktorleri ve yatkinlik hastaligin olusmasinda 6nemli faktorlerdir. Ortak
yasam alanlari, infekte hayvanlardan fungal sporlarin ¢evreye yayilmasi, hayvanlarin
birbiriyle temasi, bunlarin infekte ettigi materyaller ve asemptomatik hayvanlar
bulagsmada 6nemli rol oynar (5).

Insanlarin kiiltiirel, duyusal ve psikolojik ihtiyaglar1 sonucu pet hayvanlarinin
evde beslenmesindeki artig, artan gida ihtiyaglarinin karsilanmasi amaciyla giftliklerdeki
asir1 hayvan kalabaligi bulasma konusunda 6nemli saglik ve epidemiyolojik sonuclar
dogurmaktadir (1). Insanlarda dematofitoz infeksiyonlari, kirsal kesimlerde %80’inin
hayvanlardan bulastigi ve kentlerdeki infeksiyonun ise %20’sinin, evde beslenen kedi,
kopek ile temas sonucu bulastig belirtilmistir (6).

Hastaliga neden olan mantar infeksiyonlar1 etkenin tiiriine gore degismektedir.
Klinik olarak infeksiyonun yogunluguna bagli lokal kil doékiilmeleri ve pul seklinde
kabuklanmis, hafif¢e kalkmis yuvarlak alanlar goriillmektedir (7).

Sigir trikofitozisi, ¢ogunlukla zoofilik dermatofiton olan Trichophyton
verrucosum (T. verrucosum)’ dan kaynaklanir (8). Deri lezyonlari, gen¢ sigirlarda
gelismede gerileme, siit sigirlarinda siitte azalma, derinin ekonomik degerinin azalmasi
gibi 6nemli sorunlara neden olmaktadir (9).

Mantar infeksiyonlarinin son yillarda 6nemi giderek artmaktadir. Hastalik etkeni
olan mantarlarin tanisi, tlir tayini, tiplendirilmesi ve antifungal ilaclara kars1 direngle
ilgili ¢alismalar daha da hiz kazanmigtir. Etken tanimlamada direkt mikroskobik
inceleme ve kultir, geleneksel konvansiyonel ydntemlerdir. Standart konvansiyonel

yontemler zaman alict olmasi ve kesin sonuglar vermemesinden dolayr duyarliligi ve



Ozgilligi yliksek, hizli yeni tan1 yontemlerine ihtiya¢ bulunmaktadir. Molekdler
yontemlerin tanida giderek artan oranda kullanilmasi, bu giicliiklerin asilmasinda
onemli bir adimdir (10, 11). Bununla birlikte, dermatofit etkenlerinin tanimlanmasi
dogru antifungal tedaviyi se¢cmek, epidemiyolojik kokeni saptamak ve uygun Onleyici
tedbirleri baslatmak ag¢isindan énemlidir (12).

MALDI TOF- MS teknolojisi, bakteri ve mantarlarin rutin tanis1 igin gok énemli
hale gelmistir (13). Ancak MALDI TOF-MS tarafindan giivenilir tiir tespiti igin

yeterince gecerli bir referans spektrum veri taban1 gerekecektir (14).

1.2.  Mikolojinin Tarihgesi

Berkley (1834) tarafindan Mikoloji terimi mantar bilimi olarak tanimlanmustir.
Tip veya veteriner mikolojisi insanlar veya hayvanlarda mantar ve mantar kdkenli
hastaliklarinin arastirilmasini kapsamaktadir. Mycosis terimi patojenik mantarlarin
insan, hayvan, kus ve bitkilerde mantarlarin olusturduklar1 hastalik durumunu
tamimlamaktadir. Besinlerde var olan mikotoksinlerin alinmasi sonucu olusan hastalik
durumuna ise mikotoksikozis adin1 vermislerdir. Mantarlarin konak¢inin viicudunda in-
vivo toksin iireterek hastalik olugturmasini ‘Mycetism’ olarak tanimlanmaktadir (16).

Mantar infeksiyonlarinin ilk tanimlari Hindistan’in eski Sanskrit yazitlarinda
(MO 2000-1000), yer almaktadir. Hindistan’da 17. yy.’da Alman bir hekim (Engelbert
Kaempfer), ilk kez insanda klinik mycetoma vakalarini bildirmistir. Fungal bitki
hastaliklar1 M.O. 1200 yillarinda kaydedilmistir. Hipokrat ilk kez Pseudomembranous
candidiasis tiirtinii bildirmis ve ‘aphthae (pamukguk) albea’ olarak tanimlamis ve
sonraki donemlerde Galen, Hipokrat’s (M.O. 130-200 ) desteklemistir. Lord Buddha
(M.O. 400) piring ve seker kamisinda fungal hastaliklar gdzlemlemis ve tedavi igin
rahipleri gorevlendirmistir (16).

Dermatofitozun ilk tanimi De Re Medicina Celsus’da (M.S. 30) kaydedilmistir.
Micheli (1729), Aspergillus, Mucor gibi genel mantar tirlerini Nova Genera Plantarum
kitabinda yazmistir. Bu mantarlarin hayvan ya da insanlardaki patojenik etkilerine
deginilmemistir. Robert Hook (1665), Phragmidium mucronatum mantar turinin
patojenik etkilerinden ‘Micrographia’ kitabinda s6z etmistir. Reaumur 1749 yilinda, ilk
olarak kuslarda avian aspergillozunu tanimladi ve bunu bir ¢rdekteki infeksiyon takip

etti (Montagu, 1813). Agostino Bassi 1835 yilinda ipek bocegindeki mantar



infeksiyonunu kesfetmistir ve bir mikrobun bu infeksiyona neden oldugunu bildirmistir
(16).

Robert Remak (1837-1841) ilk kez insanlarda mycosis’i tanimlamistir. Gruby
(1844) ilk olarak tinea endothrix'in etiyolojik faktorind tanimlamig, daha sonra
Trichophyton tonsurans olarak adlandirilmistir. Remak ve Gruby’nin c¢alismalari,
mikolojinin tibbi bilimlerin ayr1 bir dali olarak kurulmasini saglamistir. Tip 6grencisi
olan Alejandro Posadas ve patolog Robert Wernicke 1892 yilinda, ilk kez bir askerin
derisinde niikseden Coccidioides’i tanimlamistir (16).

Aspergillus fumigatus ilk kez 1863 yilinda Fresenius tarafindan bildirilmistir.
Ayrica neden oldugu solunum yolu hastaligi i¢in “aspergilloz” terimini kullanan ilk kisi
olmustur. Atlarda Epizootik lenfanjitin (Histoplasma capsulatum var. farciminosum)
etkeni ilk olarak Rivolta (1873) tarafindan bildirilmistir (16).

Insandaki histoplazmozu ilk kez Amerikali bir patolog olan Darling (1906)
tarafindan bildirilmistir. Raymond Jacques Adrien Sabouraud (Fransa), dermatofitlerin
(Trichophyton) tanimini, yapay kiiltiirdeki gozlemine dayanan Les Teignes (1910) adli
kitabinda derlemistir. Bu kitap tibbi mikolojinin gelisimini baglatmistir (16).

Mantar hucrelerini mikroskobik olarak gozlemlemek icin Gomori (1946) ilk kez
boyama yontemi gelistirmistir. Grocott tarafindan bu yontem 1955 yilinda modifiye
edilmistir. Kligman (1951), mantarlarin histolojik olarak gortnebilmesi icin Periyodik
Asit Schiff boyamayr kullanmistir. Daha sonra Gridley (1953) PAS boyamasim
gelistirmis ve bu da dokularda hem hifleri hem de maya hiicrelerini agiga ¢ikarabilmistir
(16).

Whittaker tarafindan 1969 yilinda canlilart smiflandirmistir. Canlilar Monera,
Protista, Hayvanlar, Mantarlar, Bitkiler ve olmak iizere bes ayr1 alemde toplanmistir.
Monera alemi prokaryot olarak tanimlanmistir. Protista, Hayvanlar, Bitkiler, Mantarlar
Okaryot olarak tanimlanmistir. Yapilan sistematikte mantarlar uzun zamandan beri bu
bes alemin bir pargasi olarak diisiiniilmiistiir (17).

Mantarlar alemini baz1 mikologlar Myxomycota ve Eumycota olarak iki bolime
ayrrmigtirlar. Myxomycota boliimiinde yer alan mantarlar uygun sartlarda saprofit olarak
yasayan ve uygun olmayan durumlarda spor olusturan mantarlari, Eumycota bolimiine
ise diger mantarlar1 almiglardir. Bu boélimde yer alan mantarlar Zygomycotina,

Mastigomycotina, Ascomycotina, Deutromycotina ve Basidomycotina olarak alt



boliimlerden olugmaktadir. Zygomycotina; Mucorales takimini, Mastigomycotina;
Chytridiomycete’leri Ascomycotina; Saccharomycesleri, Basidiomycotina; yiksek
mantarlar1 i¢erir, Deuteromycota ise patojen ve firsat¢i kiif veya mayalar1 i¢ine alacak
sekilde diizenlenmistir (18).

Yeni bir sistematikte Myxomycota bolimi ve Mastigomycotina alt bolimi
Protistalara dahil edilmis ve bdylece mantarlar alemi Ascomycota, Zgomycota,
Basidiomycota ve Deuteromycota olarak dort boliime ayrilmistir (19). Sabouraud
mantar kiiltiirlerinin yapilabilecegini, Pasteur’iin mantarlarin saf kiiltiiriinli yapabilmek
icin buldugu metodlardan 6nce yazmistir. Saccardo, 1880 yilina kadar mantarlar iizerine
yapilmis arastirma ve incelemeleri “’Sylooge Fungorum’’ adli eserde 25 cilt halinde
toplamis ve bu eserde 80.000 mantar tiiriinii bildirmistir (20).

Avrupali 3 hekim 19. vyiizyihn ortalarinda favusun etiyolojik ajanini
bulmuslardir. Birbirinden bagimsiz olarak Remak, Schonlein ve Gruby (1841-1844)
favusu incelemis ve hastaliga bugiin Trichophyton schoenleinii adi verilen mantar
tiriiniin neden oldugunu bulmuslardir. Bu alandaki basarili ¢alismalarindan dolay1
Gruby, mikolojinin kurucusu olarak bilinmektedir (16).

Sabouraud, mikoloji alaninda en iyi taninan ve ¢alisma yapmis mikologlardan
biridir. Mantarlarin taksonomisi, kiiltiir metodlar1 ve dermatofitozisin tedavisi iizerine
Onemli calismalart vardir. Mikoloji tarihi 1835°te Bassi’nin c¢alismalariyla baslayarak
Sabouraud’un kendi adiyla anilan Sabouraud donemi ve son donem olarak 3 donemde
incelenmektedir. Bugiin mantarlarin {iretilmesi igin kullanilan Sabouraud glukoz agar
ismini Sabouraud’dan almustir (21).

Dermatofitlerin tedavi edilebilmesi i¢in 1958’de griseofulvin gelistirilerek
tedavide onemli bir adim atilmistir. Daha sonraki donemlerde Blank ve ark. yizeyel
mantar infeksiyonlarda griseofulvinin lokal uygulanabilmesini saglayarak tedavide
onemli bir gelisme saglamiglardir (22). Emmon spleomorfizm ve degisimler {izerine
calismis ve Monosporium apiospermum’un eseyli seklinin Allescheria boydii oldugunu
1944’e kadar iki ayr1 mantar olarak bilinen seklin aym tiire ait oldugunu gostermistir.
Emmons 1934°te taksonomik ve terminolojik kurallarini tekrar incelemistir. Dermatofit
tiirlerini bir araya toplamis, spor morfolojisini ve diger yapisal 6zelliklerini temel almis
ve giinlimiizdeki klasifikasyonu yapmistir. Sadece Microsporum, Epidermophyton,

Trichophyton cinslerini tantyarak Achorion cinsini ¢ikarmigtir (20).



Castellani, insanlardan Trichophyton rubrum’u izole etmistir. Vanbreuseghem
sa¢ perforasyon testini gelistirmistir. Virchows, Aspergillosis’i ilk olarak tanimlamig
medikal terminolojiye ¢’Mycosis’’i dahil etmistir (19). Osmanli Imparatorlugu
doneminde Celalettin Muhtar 1982 yilinda el ve ayak dermatofitleri hakkinda ilk
makale yaymlanmistir. 1908’de Talad,, favus konusunda yayin yapmustir. Prof. Dr.
Ekrem Kadri Unat ilk olarak iilkemizdeki dermatofit listesini hazirlamistir (21).

1.3. Mantarlarin Yapisi

Mantarlar, maya ve kiifler olarak ikiye ayrilirlar. Fotosentetik olmayip okaryotik
hiice yapisina sahip ve genellikle hareketsizdirler. Mayalarin iiremeleri kiiremsi yapida
ve tek hiicre seklindedir. Kiifler ise iplikgikler halinde filamentéz seklinde ve cok
hicreli olarak Urerler. Cogunlukla ¢ok hiicreli mantarlar birleserek hifa denilen ipliksi
yapilart olustururlar. Hifalar filamentoz yapidadirlar. Mantar kolonilerinde hifalar
genellikle ince, uzun, ve saydam mikroskobik flamentlerden olusmuslardir. Hifalarin
mantar tlriine bagli olarak uzunluklari degismekle beraber 1-3 cm (daha uzun da
olabilmektedirler) ¢aplar1 ise 5 ile 10 mikrometre arasinda olabilmektedir. Baz1 hifalar
brangsiz ince borucuk tarzinda bazilari ise branslasma gosterirler. Hifalar1 dallanmasi ve
birbirlerine sarilmasi bazen de birlesmesi ile miselyumlari olustururlar. Miselyumlar
vejatatif govdeyi olustururlar. Mantar kolonisi igerisinde bazi hifalar beslenmeyi
saglamak {izere Tlzerinde yasadigr substratin igine dogru uzanmislardir. Bunlar
beslenmeyi saglar ve vejatatif hifa olarak adlandirilirlar. Disarida kalan diger boliimiine
ise (aerial hifa) kendilerine 6zel organizasyonlar olusturarak ¢ogalmada goérev alirlar.
Bunlara ise reprodiktif hifa veya fertil hifa denir (23).

Miselyal hiicreler salgiladiklar1 enzimler sayesinde substrati sindiriler ve boylece
olusan kiiciik besin molekiillerini absorbe ederler. Mantarlar bir takim enzimlere
sahiptir. Bu enzimler ile hiicreleri parcalayarak konakgiya yerlesirler. Bircok mantar
polisakkarit ve glikojen graniillerini sentezleyerek depolarlar. Bir¢ok mantarlarin hiflar
septum denilen bblmelere ayrilmistir. Septumlar arasinda bulunan porlar sayesinde
hiicreler arasinda sitoplazma ve ¢ekirdek gecisi saglanmis olur (24).

Mantar hiicresi Okaryotik yapida ve yapisinda; Golgi aparati, Endoplazmik
retikulum, Niikleus, Ribozom, Mitokondria, Nukleolus, Vakuol, Woronin cisimcigi,

Hiicre duvari, Glikojen graniilli, Lomasom ve sitoplazmik membran bulunur (Sekil 1.1).



Sekil 1.1. Mantar Hiicresinin Yapis1 (23).

Hiicre duvari, septumlu hifalarda bulunur ve hiicre duvart giderilir ise
protoplastlar olusur. Yapisinda lipid, protein, polisakkaridlerin yani sira melanin
derivatlari, fosfatlar, inorganik elementler ve aminopolisakaridler bulunur. Hiicre
duvar1 ¢ok katli, fibriler 6zelliktedir ve hiicreyi olumsuz ¢evre sartlarindan korur,
antijenik yapiya sahip olmasiyla birlikte biinyesinde bazi enzimleri de igerir. Septum,
hiicre duvari ile ayn1 kimyasal yapidadir. Zygomycetes ve Oomycetes sinifi mantarlar
hari¢ diger filamentdz mantarlarda bulmamaktadir. 1ki tip septuma fazlaca
rastlanmaktadir. Basit septum (Ascomycetes ve Deuteromycetes) bu tir septumlarda
ortada veya ortaya yakin yerde bir delik mevcuttur ve deligi gerektiginde kapatan bir
veya daha fazla sayida Woronin cisimcigi bulunur. Dolipor septum, Basidiomycetes
sinifinda yer alan mantar hucrelerinde bulunur. Septumun ortasinda ¢ok dar bir delik yer
alir ve etrafi yaka ile c¢evrilidir. Bu delik disaridan ince ve delikli bir zar ile sarilidir. Bu
tip septum sitoplazmanin gegisine izin verirken ¢ekirdegin gegisine izin vermez.
Septumlarin yapisi genetik bir 6zellik tagimasina kargin tek bagina tiir tayini i¢in yeterli
degildir (23).

Sitoplazmik  membran, permeabilite ozelligi  gosterir, Sekresyon ve
absorbsiyonda rahatlik saglar. Yapisinda protein, fosfolipid ve steroller bulunur.
Permeaz Enzimlerini proteinler olusturur ve bunlar substratlarin gecisinde Onemli
fonksiyonlar1 iistlenirler. Lomasom, bazi mantar tiirii hiicrelerinde sitoplazma ile hiicre
duvar arasinda bulunur. Fonksiyonlar: tam olarak bilinmemekle beraber sitoplasmanin
sentezinde ve salgisal aktivitelerde gorev aldigi agiklanmaktadir. Endoplasmik
retikulum, lipoprotein yapisindadirlar. Protein sentezi ve hiicredeki metabolik faaliyetler
icin gerekli substratlar1 tasimasinda 6nemli rol oynarlar. Vakuol, mantar hiicrelerinin

dejenerasyonunda sayilari artmaktadir. Olgun mantar hiicrelerinde daha fazla



bulunurlar. iglerinde kristal, pigment, amorf seklinde bazi1 maddeler tasir ve etraflari
tinitmembranla sarilidir. Vesikil, golgi aparatindan kdken alirlar. Biiyiimekte olan
hifalarda daha fazla sayida bulunurlar. Hiicre duvarinin sentezinde ve lizisinde
etkinlikleri olan enzim, polisakkarit, lipid ve inorganik elementler gibi gerekli
substratlart bulundurup gerektiginde hiicre duvarina bunlar tasirlar. Cekirdek ve
Cekirdekeik, niikleuslart kiigiik ve giemsa ile boyandiklarinda kolayca goriilebilirler.
Her hiicrede bir tane bulunmakla beraber ¢abuk Ureyen ve genc hiicrelerde birden fazla
sayida bulunabilirler. Cekirdekte bulunan kromozom DNA yapisindadir. Kromozomlari
Okaryotik ve prokaryotik hiicrelerin kromozomlarina benzerlik gosterir. Niikleer
membranda delikler bulunur ve bu delikler aracilig1 ile sentezlenen mRNA sitoplasmaya
gecer ve endoplazmik retikulumlarin traslasyonunu saglar. Translasyon ve
transkripsiyon olaylar1 dkaryotik hiicrelerdeki gibidir. Hiicrelerde c¢ekirdekgik bir veya
daha fazla bulunabilmektedir. Yapisinda %80 RNA’dan olusur ve ayrica proteinde
bulunur. Mitokondrium, hicrenin enerji merkezleri olarak gorev yaparlar. Yapisinda
protein ve DNA bulunur. Bir mantar hiicresi ¢cok sayida mitokondrium tagir ve iiremekte
olan hifalarda daha aktif ve sayica fazla bulunurlar. Krebs siklusunda ve
fosforilizasyonda onemli gorevler istlenir ayrica respirasyon fonksiyonlu enzimleri de
yogun olarak bulundururlar. Ribozom, protein sentezinde gorev alir. Yapisinda RNA ve
protein bulunur. Bir hicrede binlerce bulunabilmekte, sitoplasmada serbest olarak
bulunabilmekle beraber endoplazmik retikulum ve mitokondriumlarda da bulunurlar.
Golgi aparati, genellikle her hicrede bir tane bulunur ve sentez olaylarinda rol alirlar
(23).

1.4.  Mantarlarda Ureme

Mantarlar eseyli (seksiiel) ve eseysiz (aseksiiel) lireme olmak iizere iki temel
yolla ¢ogalirlar. Mantarlarda iiremeyi saglayan hiicreye spor denir. Eseyli iiremede
zigospor, basidiyospor, askospor, ve oospor olustururlar; Eseysiz liremede ise artrospor,

klamidospor, blastospor, ve konidiospor olusturarak iirerler (23).



Sekil 1.3. Konidiosporlar A) Mikrokonidium, B) Makrokonidium (23).

Eseyli (seksuel) olarak dreyen mantarlara, tam (perfect) mantarlar denir ve
bazilarinin eseysiz olarak da tireyebildikleri goriiliir. Ascomycetes, Basidiomycetes ve
Zygomycetes simiflarindaki bazi tiirler tam mantarlar1 olusturmaktadir. Eseysiz olarak
spor olusturma yetenekleri; tam olmayan mantarlari, tam olanlardan ayirmaktadir.
Sporlar hiflerin uglarinda ve duvarlarinda serbest bir sekilde tomurcuklanma veya
bolinme ile olusmaktadir. Bu sporlara konidiyum denir. Mantarlarin iireme dongiileri
konidiyumlarda gergeklesir (25).

Ureme Ozelliklerine gére mantarlar Monomorfik mantarlar ve Dimorfik
mantarlar olarak ikiye ayrilirlar. Monomorfik mantarlar kiif ya da maya seklinde lireme
gosterirler. Kiifler dogada patojen mantarlar (dermatofitler) ve saprofit mantarlar olarak
iki sekilde bulunurlar. Dimorfik mantarlar bulunduklari ortam ve 1siya gore
sekillenirler. 37 °C’de ve viicutta maya gibi oda sicakliginda ve in vitro sartlarda ise kiif
seklinde iireme 6zelligini gosterirler. Mantarlar diisiik pH’da bile lireme gosterebilir ve
adapte olabilirler. Mantarlarin minimal ve maksimal pH araliklar1 2 ile 11 arasinda
degismektedir. Mantarlarin iiremesinde nem 6nemli bir faktordiir. Yiiksek nem tiremede
olumlu etki gosterirken; nem oraninin azalmasi tiremeyi yavaslatir (26).

Patojen mantarlar besi yerlerinde Grediklerinde 5 tip koloni gozlenir. Bu

degisiklikler mantar hiicresinin genetik yapisina bagli olmakla birlikte kiiltiirtin eskiligi,



cevre kosullari, besi yerinin kimyasal yapisi gibi durumlara da baglidir. Bu koloniler;
Miselyal koloniler, Maya benzeri koloniler, Membrandz koloniler, Grantler koloniler
ve Pleomorfik koloniler olmak Uzere 5 tip olarak gozlenir (23).

Trichopyton, Microsporum, Epidermophyon cinslerine ait tirler miselyal
koloniler olusturarak iirerler, bazi sistemik mikozislere neden olan turler de (B.
dermatitidis, H. capsulatum, C. /mmitis vs. ) oda 1sisinda iiretilmis kiilturleri ile
saprofitik olan bircok mantar kolonileri de miselyal koloniler halinde Urer. Miselyal
koloniler yuvarlak, oval ve bazen de diizensiz sekil gosterirler (23).

Sacchromyces sinifi mantarlar ve sistemik mikozislere neden olan dimorfik
mantarlar 37 °C’de genellikle maya benzeri koloniler olustururlar. Bu koloniler mukoid
kivamda yumusak, nemli ve kabarik gériiniiste olup yuvarlak ve ovaldirler. 25 °C’de ise

miselyal koloniler sekillendirirler (23).

1.5. Dermatofitler

Dermatofitler 6zel bir kiif mantaridir. Asil kaynaklar1 topraktir. Hayvan ve
insanlarda kil, tirnak, deriyi infekte ederler ve dermatofitoz olarak adlandirilirlar. Cesitli
kutandz infeksiyonlara sebep olurlar. Dermatofitlerin insan ve hayvanlarda
olusturduklari infeksiyonlar ‘Ringworm’ olarak da adlandirilir. Infeksiyon cansiz
kornifiye dokularla sinirli olmakta ve ¢ogunlukla kutanozdiir (25, 27).

Dermatofitoz etkenlerin tanist zordur ve olusturduklart infeksiyonlar c¢ogu
zaman diger dermatofitoz etkenleri ile karistirilir. Klinik formlari infeksiyon
olusturduklart bolgeye, etkenin tiirline gore ve konagin immun yanitina gore
degismektedir. Dermatofitozlar stratum korneumda ytizeyel kalabilirler veya dermisin
tutundugu ve keriyon olarak adlandirilan derin infeksiyonlara da neden olabilirler. Bu
derin infeksiyonlar supuratif lezyonlar olusturabilir (28).

Dermatofitler morfolojik olarak Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton

olarak i¢ gruba ayrilmislardir (29).



Tablo 1.1. Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton Cinslerinin Genel Morfolojik Ozellikleri (29).

Cins

Koloni yapis1

Mikrokonidiyum

Makrokonidiyum

Microsporum

Gevsek, yiln goriniminde kuf

kolonileri yapar.

Hifin kenarlar1 boyunca teker teker dizilmistir.
seklindedir. Az

bulunmakla beraber ayirici tanida 6nemleri

Armut veya lobut sayida

yoktur.

Makrokonidiyumlar1 ayirt edici karakterdedir. Mekik
formunda olup kalin, tiiberkiilii genis hiicreduvarlarina
sahiptir. Uclar1 sivridir. Hiicre sayist 1-15 arasinda
degisir. Biiyiikliikleri 6-16 X 6-25 um arasinda degisir.

Cok sayida makrokonidiyuma sahiptir.

Trichophyton

Pamugumsu 6rgude kuf kolonileri

olusturur. Pigment Uretimi tur

aymriminda énemlidir.

Genellikle ¢ok sayida mikrokonidiyum bulunur.
Yapist tiirigin karakteristiktir.

Yuvarlak, armut veya lobut seklindedir.

Genellikle ince duvarl olmakla beraber kalin duvarli da
olabilir. Hiicre sayis1 1-12 arasinda degisir. Genellikle,
silindir uglar, bazen fusiform sekildedir. Tek veya
demetler halinde olabilir. Bulyuklukleri 8-86x 4-14 pum

arasindadir. Makrokonidiyumlar1 yok ya da az sayidadir.

Epidermophyton

Kivrimhi - kif  kolonileri  yapar.
Ortas1  tlimsek, yilizeyi 1smsal
olukludur.

Mikrokonidiyum olusturmaz.

Cok sayida
Makrokonidiyumlari diiz duvarli, lobut seklindedir. Tkili

makrokonidiyuma sahiptir.
Ucli kiimeler yapabilir. 1-9 bdlmelidir. 20-60x4-13 um
boyundadir. Epidermophyton floccosum cinsin  tek

patojenidir.
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1.5.1. Microsporum Cinsi

Bu cins ¢ok katli, kalin veya ince duvarli makrokonidialar iiretmekle beraber
mikrokonidialar da dretirler. Bu cins icindeki tirler hiicre duvarinin dikenli, pirtikld
olmastyla ayirt edilir. Hiicre duvariin sekli ve kalinlig: tiirlere baglidir. Mikrokonidia 2
um ile 3 um boyutunda ve pyriformdur (30).

Inkiibasyon siiresi yaklasik olarak 7 ile 10 giin arasindadir. Kolonileri
Trichophton cinsinin olusturdugu kolonilere benzer goriinime sahip olabilirler.
Olusturduklar1 kolonilerin yiizey rengi beyaz, sarimsi kahverengi, gri, sar1 veya bazen
de pembemsi renkte olabilirler. Koloninin arka ylizey rengi baz tiirler icin ayirt edici
olup degiskendir. Mikrokonidiumlar1 gozyasi damlasi veya armut seklindedir ama
bunun ayirici tanida 6nemi yoktur (3).

M. canis cinsinin makrokonidiyumlar1 fi¢i seklinde, bir ucu sivri, ve ¢ok
hicrelidir. M. gypseum 'um makrokonidiyumlarinin ise uglari yuvarlaktir ve 6’dan az
olmak Uzere ¢ok bélmelidir. M. audounin g¢ogu kez makrokonidiyum olusturmaz.
Mikrokonidiyumlar nadiren gelisir ve diger tiirlere benzerlik gosterir. Bu tiirlerde
taraks1 hifler ve merkezi klamidokonidiyumlar sik sik gozlenir (29). Wood lambasi ile

parlak fluoresans verir (27).

1.5.2. Trichophyton Cinsi

Trichophyton diinya ¢apinda yayilim gostermektedir. Kuzey ve Orta Avrupa'da
tirnak ve ayak mantarina yol agan T. mentagrophytes ve T. verrucosum’un gorilme
siklig1 insanlarda Ikinci Diinya Savasi'ndan 6nce en yiiksek orana sahip oldugu
bildirilmistir. T. rubrum’un gorilme sikligi 1948-1950 yillart arasinda insanlarda
diizenli olarak arttig1 bildirilmistir. Gliney Avrupa ve Arap iilkelerinde, T. verrucosum
gibi zoofilik dermatofitler en sik izole edilen tiirlerdir. Amerika Birlesik Devletleri ve
Meksika'da, insandan T. rubrum izolasyonunun sikligin1 T. mentagrophytes ve T.
tonsurans takip ederken, T. simii’'nin Hindistan'da yaygin olarak toprak, kiimes
hayvanlar1 ve diger hayvanlardan izole edildigi i¢in Hint alt kitasinda endemik oldugu
bildirilmistir. Hindistan'da yapilan diger ¢alismalar T. mentagrophytes var.
mentagrophytes ve T. rubrum’un evcil kopeklerde yayginligini ve bunun sahiplerine
bulastirdiklarini bildirmislerdir (16).
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Trichophyton cinsi; tirnak, deriyi infekte edebilmektedirler. Makrokonidia ve
mikrokonidilar  gorulir.  Mikrokonidialar1  armut seklinde ve 2-3  pm’dir.
Makrokonidialar1 kalem gibi, mekik bi¢iminde ve ince duvarlidir. Makrokonidialar bazi
tiirlerde nadiren diretilir. Uziim salkimi seklinde veya tek olarak bulunur (30).
Inkiibasyon siiresi 7 ile 10 giin arasindadir. Koloni yiizeyi krem-beyaz tiiyiimsii yapida
olmakla beraber, tabani ise sar1, kirmizi-kahverengi renge sahiptir (4, 30).

Dermatofitlerin optimum iireme 1sis1 genellikle 22-26 °C arasindadir. Fakat
T.verrucosum 37 °C’de daha iyi iiremektedir. Ureme hizi dermatofit tiirlerine gore
degismekle beraber genellikle 1-4 hafta arasinda tireme gosterirler. Optimal pH’lar
5.6’dir. Azot ihtiyacinm1 karsilamak icin peptonu, karbon ihtiyacini ise glukozdan
karsilarlar. Uremeleri icin Sabouroud Deksroz agar, Patates deksroz agar ve Mycobiotik
agar gibi 0Ozel besi yerlerine ihtiyag duymaktadirlar. Bu besi yerlerinde seker
konsantrasyonu  yuksektir.  Saprofit mantarlar dermatofitlerden daha hizli
uremektedirler. Saprofitlerin tremesini ve bakteriyel kontaminasyonu engellemek igin
bu besi yerlerine sikloheksimit, kloramfenikol ve gentamisin eklenmektedir (19).

Antropofilik Trichophyton mentagrophytes tipi sabouraud dekstroz agarda
tirerken diiz tiiyld, sacakli beyaz ve krem renginde koloniler olusturur. Patates deksroz
agarda ise yildiz seklinde koloniler gelistirdigi goriiliir. Zoofilik tipi sabouraud dekstroz
agarda 7-10 glnde GUrer. DUz, krem rengi, saman sarisi, sarimtrak veya kahverengi
goriinliste ve orta hizda biiyliyen cogunlukla 1sinsal kenarli koloniler olusturur. Sag
kilina in vitro olarak ekilen T. metagrophytes suslarmin mikroskobik olarak sag
perforasyonlar1 olusturur ve bu Ozellikleri ile de T. rubrum’dan ayrimlari yapilabilir
(18).

T. mentagrophytes’in olusturdugu tiztim salkimi seklindeki mikrokonidiyumlar
karakteristiktir. Makrokonidiyumlar1 farkli sekillerde ince ve diiz duvarlidir. Genelde,
olusumlari puroya benzer bir sekildedir (31).

Trichophyton terrestre’nin deneysel olarak hayvanlarda infeksiyon olusturdugu
bildirilmistir. Insanlarda patojen olarak kabul edilmemektedir (30). Bu tirin koloni
yiizeyi, beyaz, kirmizi ya da solgun sar1 goriinimiinde ve diiz, graniiler yapidadir.
Koloni tabani ise sar1i, sarimsi kahverengi ya da kirmizi goriiniime sahiptir.
Mikrokonidiyumlar armut seklindedir. Bazi suslarda makrokonidiyumlar kalem

seklinde goriiliir (18).
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T. verrucosum, optimum biiylime i¢in tiamin ve inositol gerektirir. DTM ayrica
Trichophytonun gelisimi sirasinda ortamin rengini saridan kirmiziya degistiren fenol
kirmizis1 gostergesi de igerir. Proteoliz, amonyum iyonunu serbest birakan biiylime
sirasinda ortaya ¢ikar ve ortam pH'sini alkaliye doniistiiriir. Optimim {lireme 1s1s1
37°C’dir. Inkiibasyon siiresi 2 haftadir ve 3-6 hafta sonra biiyiime yoklugu negatif
olarak kabul edilir. Sabouraud dekstroz agarda, T. verrucosum kolonileri yavas
bliyliyen, kiigiik, disk seklinde, beyazdan krem rengine donilisen bir haldedir ve
kadifemsi bir ylizey, yiikseltilmis bir merkez ve diiz bir ¢evreye sahiptir. Koloni yiizey
pigmentasyonu beyaz-gri, pembe, tutkal veya soluk sar1 renktedir ve ters pigment

pigmentsizden pembe/sariya kadar degisebilir (16).

1.5.3. Epidermophyton Cinsi

Epidermophton cinsine ait E. floccosum ve E. stockdaleae turleri bilinmektedir
ve sadece E. floccosum turd patojeniktir (1). Makrokonidiumlar lobut veya tenis raketi
bi¢iminde, demetler halinde kiimelenmis ve 0-9 bdlmeli, 20-60 pm x 4-13 um
biiytikligiindedirler. Mikrokonidium {iretmezler. E. floccosum tirnagi ve sagsiz deriyi
infekte edebilmektedir. Inkiibasyon sireleri 10 giindir. Kolonilerinin goérintimleri

slietimsi, sar1 ve yesil renkte, tabanlari ise kahverengidir (16).

1.6.  Dermatofitlerin Epidemiyolojisi

Dermatofitler dogal yasam kaynaklarina gore antrapofilik, zoofilik ve jeofiliktir
(geofilik) olmak lzere 3 ekolojik gruba ayrilirlar (32).

Dermatofitik mantarlar biitiin diinyada mevcuttur. Dogal rezervuarlari,
cogunlukla hayvan ve insanlardir. Infeksiyonun olusumunda yakin temas ve sporlarin
dayamklilig1 6nemli etkenlerdir. infeksiyon uzun bir inkiibasyon periyodunun ardindan,

fungal proteinlere kars1 olusan alerjik reaksiyonlar ve lokal inflamasyonlara neden olur
(33).
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Tablo 1.2. Dermatofitlerin Ekolojik Ag¢idan Siniflandirilmasi (29).

Antropofilik Zoofilik Geofilik
Epidermophyton floccosum M. canis var. canis M. fulvum
Microsporum audouinii M. canis var. distortum M. gypseum
Trichophyton concentricum M. equinum M. nanum

T. gourvilli M. gallinea M. persicolor

T. kanei T. equinum M. praecox

M. ferrugineum T. mentagrophytes var. M. racemosum

T. megninii erinacei M. vanbreuseghemii

T. mentagrophytes
var. interdigitale
T. raubitschekii

T. schoenleinii

T. soudnense

T. tonsurans

T. mentagrophytes var.
mentagrophytes

T. mentagrophytes var.
quinckeanum

T. simii

T. verrucosum

T. violaceum
T. yaoundei

T. rubrum

Antropofilik dermatofitler insan kaynaklidir ve bu dermatofit tiirleri hastalik da
olusturabillir. Insanlarda elin killi veya kilsiz derisinde, ayaklarda infeksiyon
olusturmakla beraber insandan insana bulasma direkt ya da indirekt yolla olur (30).

Antropofilik dermatofitler tirnagin keratin kisminda, kilda ve stratum korneumda
infeksiyon olustururlar. Yaptiklart infeksiyonlar agir seyirli degildir. Derin dokulara
nufuz etmezler. En yaygin1 Trichophyton rubrum oldugu bildirilmistir. Etken diinyada
yaygin olarak gériilmektedir. Ozellikle sicak dénemlerde tinea crurisin ve tinea pedisin
an fazlaca karsilagilan nedenidir (34).

Zoofilik dermatofitler hayvanlarda genellikle infeksiyon olustururlar (32). Bu
dermatofitler klinik veya subklinik infeksiyonlar olusturabilmektedir. Hayvanlarda
klinik lezyon olusturanlar insanlarda da ringworma neden olabilirler. Insanlarin el, yiiz,
bas ve kollarinda infeksiyonlara neden olurlar. Olusturduklari lezyonlar ¢ok yangilidir.

[rinlesme goriilebilir (34).
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Jeofilik dermatofitlerin virulent olanlar1 temelde M. gypseum, M. fulvum ‘dur.
Toprak kaynakli dermatofitlerdir. Keratinize dokularda kolonize olurlar ve hayvanlarda
klinik lezyonlara neden olabilmektedirler. Toprakta bulunan sporlar ile temas sonucu
bulasma olur. Insan-insan veya hayvan-hayvan arasinda bulasma nadir olarak
bildirilmistir (30).

Trichophyton 'un jeofilik tiirleri daha ¢ok toprakta bulunur. Yasamlarini idame
etmek icin toprakta bulunan bakterilerden antibakteriyel maddeler Uretirler. Zoofilik ve
antrofilik tiirleri keratini kullanabilir, insan ve hayvanlarin derilerinde, killarinda ve
tiylerinde barinirlar. Deri pullarindan, killarda ve tiiylerde gomiilii olarak topraga
yerlesebilirler. Infeksiyonun yaygin olarak goriildiigii hayvan baraklarinda tekrarlayan
infeksiyonlara neden olurlar. Konidiyumlar, yiiksek nem ve disiik sicaklikta
yasayabilirler. Ayrica infekte hayvanlarin iyilesmeleri sonrasinda deri ve killarda canli

olarak kalirlar (16).

1.7. Patogenez

Dermatofitozlar, etkeni tasiyan hastalar, ¢cevreye epitel dokiintiileri ve killart ile
bol miktarda artrospor sacarlar ve bunlar ile temas sonucu bulagma goriiliir. Artrosporlar
cok dayamikhidir ve c¢evrede canliliklarini aylarca stirdiirebilirler. Artrosporlar
bulastiklar1 yeni konakta keratonisitlere yapisir ve germinasyon gosterip infeksiyon
olusturmaya baslarlar (35).

Dermatofitlerin olusturduklar1 infeksiyonun siddeti metabolik iirlinlerinin
konakta meydana getirdikleri reaksiyon, infeksiyona neden olan susun virulensi,
metabolik yerlesimi ve g¢evre sartlar1 belirler (16). Dermatofitlerin elastin, keratin ve
kollajen gibi bag doku bilesenlerini pargalayan keratinaz, elestaz ve kollajenaz gibi bazi
enzimleri vardir (16). Subkutan dokularda nadiren lezyon olusturmaktadirlar (16).
Sistemik infeksiyon olusturmalari hakkinda ¢ok az sayida ¢alisma vardir (16, 30).
Dermatofitlerin olusturduklar1 infeksiyonlar sonrasi Ozellikle hiicresel bagisiklik
sekillenir ve sonrasinda bu bagisiklik asir1 duyarliliga neden olabilmektedir. Cok az
miktarda humoral bagisiklik da sekillenmektedir (30).

15



1.8.  Klinik Belirtiler

Klinik belirtiler dermatofitoza neden olan tiire gore degisebilir. Trichophyton
tdrlerinin olusturdugu infeksiyonlarin klinik belirtileri genelde Microsporum tiirlerinden
daha siddetlidir (36). Trikofitonlarin neden oldugu infeksiyonlar Kklinik olarak kil
dokilmeleri ve kabuklanma gibi inflamasyonlara neden olan kabartilar gézlenir (37).

Infeksiyonun yogunluguna bagl olarak lokal kil dokiilmeleri ve pul seklinde
kabuklanmis hafifce kalkmis yuvarlak alanlar goriilmektedir. M. canis’in neden oldugu
infeksiyonlar kedi ve kopeklerde diizensiz lezyonlar olustururlar ve asemptomatik
olarak da seyredebilirler. Uzun tiiylii irklar bu infeksiyona daha yatkindir (7).

Kopeklerde dermofit etkenli infeksiyonlarin %70’inden M.canis’in sorumlu
oldugu ve %5’ininde etkeni asemptomatik olarak tasidig: bildirilmistir (38).

Sigirlarda dermatofitlerin neden oldugu lezyonlar klinik olarak genellikle bas
bolgesine lokalize olmuslardir. Siklikla g6z gevresi, alin, burun, yanak ve Kkulak
cevresinde bulunmakla beraber boyun ve sagri bolgesinde hatta viicudun tiim
bolgelerine yayilabilmektedir. Lezyonlar basta kil dokiilmeleri daha sonrasinda
kepeklenme, tebesir tozu, gri beyaz renkte kabuklanma seklinde gorilur. Lezyonlar
yuvarlak sekilli olmakla beraber diizensizde olabilmektedir (39).

Kedilerde daha cok bas, kulak ve viicudun distal bolgelerinde infeksiyon
goraldr. Trichophyton infeksiyonlari; kedilerde tiiy kaybi, kabuklanma, eksudasyon ve
eriteme neden olabilir (40). Microsporum infeksiyonlar1 kdpeklerde; kismi tiiy kaybinin
sebep oldugu lokal yuvarlak alanlar, kil benzeri kepeklenme ve killarda kirilmalara
sebep olabilir. Lezyonlar, eritramatdz kenarli olabilir. Diger tiirlerin neden oldugu

infeksiyonlar genelde daha siddetlidir (40).

1.9.  Dermotofitlerin Tamsi

Mantar infeksiyonlarina neden olan etkenlerin tanisi, tiir tayini, tiplendirilmesi
ve antifungal ilaglara kars1 direngle ilgili calismalar son yillarda hiz kazanmistir. Etken
tanimlanmasinda direkt mikroskobik inceleme ve kiiltiir geleneksel konvansiyonel
yontemlerdir. Fakat standart konvansiyonel yOntemlerin gerek zaman alici olmasi,
zaman zaman olumlu sonu¢ vermemeleri, baz1 mantarlar tirleri i¢in zor uygulanabilir ve

yorumlanabilir olmasi bu yontemlerin disinda duyarliligi ve ozgilligii yiiksek, hizh
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yeni tant yontemleri gelistirilmektedir. Molekiiler yontemlerin tanida giderek artan
oranda kullanilmasi, bu giigliiklerin agilmasinda 6nemli bir adimdir (10, 11).

Matrix yardimli lazer desorpsiyon iyonizasyonu ugus siiresi kitle spektrometrisi
(MALDI TOF-MS) teknolojisi, bakteri ve mantarlarin rutin tanisal diferansiasyonu i¢in
¢ok onemli hale gelmistir (13).

Dermatofitler, susun cinsine bagli olarak, iizerinde yasadiklar1 konakg¢inin
genellikle belli bolgelerine yerlesirler. Microsporum cinsi; killi deri, kil ve deriyi,
Trichophyton cinsi kil, tirnak, killi deriyi; Epidermatofiton tiirleri ise genellikle tirnagi
infekte ederler (41).

Mantar infeksiyonlarinin olusturduklari lezyonlarin dis kenar tabakalarinda
mantar spor ve hiflerine daha ¢ok rastlanilir. Materyal alinirken lezyon kenarlar
secilmeli veya deri kazintis1 seklinde alinmalidir. Materyal alinmadan 6nce bdlgenin
alkolle temizlenmesi Onerilir. Materyal alirken bistiiri, tirnak kesici, makas ya da uygun
cift yiizlii bigaklar kullanilabilir (16).

Materyal olarak deri dokintlisi ve kil 6rnegi alirken bazi temel Kkurallara
uymakta fayda vardir. Bu temel kurallar; infekte killarin aliminda steril pens kullanimi,
Trichophyton cinsi tiirlerde lezyonun kenarlarindaki killar toplanir. Eger infeksiyon
siyah benekler olusturmus ise epidermal tabakanin alt yapisindaki, deformasyona
ugramis ve kirilmis kokleri ¢ikarmak gerekir. Numune aliminda lezyonun dis kenar

tabakalar1 secilmelidir (16, 29).

1.9.1. Ultraviolet Wood Isig1 Altinda Muayene

Bu yontem infekte killarin saptanmasinda kullanilir. Dermatofitlerin bazi tiirleri
ile infekte olan killar, ultraviolet 1s181inda sari-yesil ya da yesil-mavi bir parilti verir.
Wood lambasi altinda goriilen floresans, mantarlarin olusturduklari metabolik atiklardan
ileri gelir. Bu pariltinin olmamasi infeksiyonun olmadigini ifade etmez. Bu nedenle
floresans versin vermesin mikroskobik muayene ve ekimlerin yapilmasi gereklidir. Bu
yontemin spesifitesini, kil veya deri kazintilarina yapigmis olan organik veya inorganik
maddeler azaltmaktadir. Wood lambasi ile muayene karanlik ortamda yapilmalidir. Petri
kutusuna alinan 6rnekler 15181 altinda tutularak floresans yoniinden kontrol edilebilirler
(23).
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Wood lambasi tasmabilir ultraviyole 151k kaynagidir. Karanlik odada yapilan

incelemede bazi dermatofit tiirlerinin parildama verdigi goriliir.

M. canis ve M.

audounii tarafinda sentezlenen metabolitlerden dolay1 sarimsi yesil parildama verdigi

bildirilmistir. Bazi kimyasal maddelerin de floresansa neden olabilecegi bildirilmistir

(23).

M. canis ve M. audounii tiirlerinin sentezledigi metabolitler sarimsi-yesil

parildama verir. M canis suslarinin %60’1na yakininin tiredigi zaman triptofan

metabolitleri agiga ¢ikar ve bundan dolayr wood lambasi altinda yapilan muayenesinde

parildama verdigi bildirilmistir (40, 42).

Tablo 1.3. Wood Isig1 Altinda Infekte Killarda Floresans Durumu (23).

E.floccosum Killar infekte etmez.
M.audouinii Parlak sari-yesilimsi floresans
M.canis Parlak sari-yesilimsi floresans
M.cookei floresans yok

M.distortum Parlak sari-yesilimsi floresans

M.ferrugineum

Parlak sari-yesilimsi floresans

M.gypseum

floresans yok veya ¢ok agik yesil

M.nanum

floresans yok veya ¢ok agik yesil

M.vanbreuseghemii

floresans yok veya ¢ok agik yesil

T.concetricum

Killart infekte etmez.

T.equinum floresans yok
T.gourvilii floresans yok
T.megninii floresans yok

T.mentagrophytes

floresans yok

T.rubrum floresans yok
T.schoenleinii floresans yok
T.simii Yesil floresans

T.soudanese

floresans yok veya ¢ok hafif

T.tonsurans

floresans yok veya ¢ok hafif

T.verrucosum

floresans yok veya ¢ok hafif
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1.9.2. Direkt Mikroskopi

Direkt mikroskobik muayenenin duyarliligi dusiiktiir. Avantaji, hizli sonug
almakla beraber ucuz olmasidir. Bulgular yiiksek olasilikla taniy1 saglar ve bir saatten
kisa bir siirede sonuglanir (25).

Kil ve tiylerin muayenesinde %10-20 KOH solisyonu kullanilir. KOH killarin
tizerendeki bazi materyalleri eritir ve incelemeyi kolaylastirmaktadir. Uzun siire
etkimesi sonucu veya yiiksek yogunlukta bulunmasi dermatofit elementlerini
yumusamasina ve dagilmasina neden olabilir (25).

Deri kazintilar igin, lam tizerine 1-2 damla KOH soliisyonuna damlatilir ve
lamelle tizeri kapatilir. Hidrolizasyonu hizlandirmak i¢in alttan ¢ok hafifce 1sitilir (50-
60°C). Bunun yerine metilen mavisi de kullanilabilir. 30-60 dakika sonra preparat
mikroskopta incelenir. Mikroskopta hifa ve sporlar aranir (23).

Deri kazintilar1 i¢in hazirlanan prepartlarda mantar hifleri uzun, dallanan,
bolmeli ve kivrimli iplikcikler goriilebilir. lyi hazirlanmis preparatlarda gesitli

organelleri, yag damlalarini, miselyumlari ve ¢ekirdekler goriilebilir (43).

1.9.3. Kultar

Etkenin kiiltiirii yapilarak ancak cins ve tilir tayini yapilabilir. Stipheli klinik
ornekler sabouraud dekstroz agara ekilir. Sabouraud dekstroz agar hazirlanirken
sikloheksimit ve uygun antibiyotik eklenir. Kiltirler 22-26° C’lik etiivde 4-8 hafta veya
oda 1s1sinda 4-8 hafta inkiibasyona birakilir ve haftada bir veya iki defa kontrol edilir. T.
verrucosum diger dermatofitlerden ayr1 olarak tiremesi 37° C’de daha iyidir. Etkenin
yapilan kiiltiiri sonucu {ireyen mantarlarin cins ve tiirleri; koloni 6zellikleri,
mikroskobik yap1 ozellikleri gibi morfolojik ve matabolik incelemeler sonucu ortaya
konur (44).

Kiiltiir yapilirken uygun besi yerlerine 6zel igneler yardimi ile besiyerlerine
ekimler gerceklestirilir. Materyaller besi yerlerine bol miktarda ve yiizeyi genis olacak
bicimde ekilmelidir. Kiiltiirlere saprofit mantarlarin liremesini engellemek amaciyla 0.4
pg/ml aktidion eklemek yeterlidir. Ayrica antibakteriyel olarak gentamisin veya
kloramfenikol kullanilmalidir (45).
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Dermatofitlerin liremesine bazen firsat¢t kiif mantarlarida eslik ederler bunun
Onlenmesi icin yapilan ¢alismalar sonucu segici ilk izolasyon besi yerleri gelistirilmistir.
Dermatofit Test Besiyeri (DTM) bunlardan biridir (46).

DTM’de fenol red (Ph indikatdri) bulunur. Dermatofitlerin besi yerinde
tiremeleri sonucu rengi kehribardan kirmiziya doner. Dezavantaji ise pek ¢cok mantar ve
bakterinin iireme sirasinda Ph degisimine neden olmasi ve kolonilerin taban kisminda
olusan pigmentasyonun renk degisikliginden dolay1 goriilmemesidir. Pariser (1990) ve
Davise (1996) bu test yonteminin %95 oraninda giivenilir oldugunu bildirmislerdir. Bu
yontemde yasanan sorunlarin agmmi icin (DIM) Dermatofit Identifikasyon Medium
gelistirilmis, %99 oraninda duyarlilik, %95,7 oraninda ise 6zgiilligii bildirilmistir (47).

Dermatofitlerin koloni ve mikroskobik morfolojilerine goére identifikasyon
yapilir. Dermatofitlerin makroskobik ve mikroskobik incelemeleri mantar atlaslarindan
yararlanmak suretiyle identifikasyona gidilir. Besi yerlerinde sekillenen kolonilerin 6n
ve arka yulzeylerinin pigmentasyonu g6z 6ninde bulundurularak makroskobik olarak
kayit edilir. Kiiltiirden hazirlanan preparatlar laktofenol pamuk mavisi ile boyanarak
mikroskobik olarak incelenir ve kolonilerdeki, hifa, makrokonidiyum, mikrokonidiyum,
artrospor, klamidospor ve blastospor morfolojilerine bakilarak identifikasyonu yapilir
(312).

1.9.4. Molekdler Teknikler

Dermatofitolarin tanisi i¢in siklikla kullanilan laboratuvar yontemleri; Direkt
mikroskobik inceleme ve kiltirdir. Direkt mikroskobik inceleme ve mantar kultird
yontemlerinin dezavantajlar1 yalanci negatif sonuclar verebilmeleri ve tiir tayininin
yapilmasinin gii¢ olmasidir (48).

Dermatofitlerin inkiibasyon siirelerinin uzun olmast (1-4 hafta), saprofit
mantarlarin  besi yerlerini  kontamine edebilmeleri, mantar elemanlarinin alinan
orneklerde az sayida bulunmasi ile yalanci negatif sonug¢ vermesi gibi 6zellikler mantar
kaltdrindn olumsuz yonleridir. Bununla beraber iireyen mantarlarin tanimlanabilmesi

icin zaman alict ve zahmetli bir takim kesin tani vermeyen testlere de ihtiyag

duyulmaktadir (49).
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Dermatofit  tiirlerinin  saptanmasinda  molekiiler  yontemlerin,  klinik
numunelerden direkt olarak saptanmasinda ve kiiltiirde {ireyen tiirlerin tanisinda klasik
yontemlerden daha kisa siirede ve dogru sonuglar verdigi bildirilmistir (48).

Molekiiler yontemlerle klinik mantarlarin tanimlanmasi yani sira tiir tayini,
epidemiyolojik tiplendirmeler ve salginlar ile ilag direncini izleme amaciyla da
kullanildig bildirilmistir (50).

Mikolojide ilk molekiiler yontemlerin uygulanmasi (ilk PCR) 1990 yilinda
White ark. tarafindan yapilmistir. PCR igin farkli birkag¢ dizi olmasina ragmen, rRNA
genleri tim DNA’lar1 ¢ogaltabilen yiiksek oranda korunmus olan bdolgeleri ve tir
dizeyinde tanimlamayi saglayan korunmus bdlgeler igerdikleri i¢in en uygun hedef
bolgelerdir. Avantaji rRNA genlerinin PCR’m hassasiyetini artiran yiiksek kopya
sayisinin olmasidir (51).

Molekuler yontemler; gen spesifik PCR, PCR-RFLP analizi, PCR fingerprinting,
DNA hibridizasyon kitin sentaz ve rRNA bolgelerinin sekanslanmasidir (52-54).

Kulturlerde Dermatofit Tiirlerinin Molekiiler Yontemlerle Tamimlanmasi

Kiiltiirlerden dermatofit tiirlerinin morfolojik olarak tanimlanmasi bir izolattan
digerine ¢esitlilik ve tiirler arasi benzer karakterlerden dolayr bazen zor ya da
belirsizdir. Dolayisiyla DNA sekanslar1 dogru tespit i¢in ¢ok yararhidir. 5.8S tDNA’y1
kodlayan DNA sekansini ¢evreleyen dahili olarak transkripsiyona tabi tutulan izleyiciler
ITS1 ve ITS2’nin farkli dermatofit tiirlerinin ayirimi i¢in ¢ok hassas ve giivenilir oldugu
bildirilmistir (55, 56).

Ayrica 28s rDNA sekanslarinin dermatofit tiirlerinin tanimlanmasi i¢in
uygundur (57). Fakat bunun daha az ayirt edici oldugu bildirilmistir (58).
Dermatofitlerin tlr dizeyinde belirlenmesinde Topoizomeraz 1l ve Kitin sentazl
kodlayan genler hedef olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (59, 60).

Halka acik NCBI veri tabanini sekans karsilagtirilmasiyla dermatofit tiirlerin
identifikasyonunda kullanilmasi siklikla problem arz eder. Ornek olarak Trichophyton
mentagrophytes’in ¢ok fazla 6zdes sekanslara sahip olmasi gibi. Sekans arastirmacilar
tarafindan daha Once tanimlanan suslarda yanlisliklar tespit edildigi bildirilmistir.

Bunun ¢6ziimi Centraalbureauvoor Schimmel Cultures Dermatophyte web sitesinde
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(http://www.cbs. Knaw.nl/dermatophytes/) bulunan ITS sekans veri tabanini1 kullanmak

veya laboratuvar i¢in veri tabani olusturmaktir (61, 62).

Mantarlarin Molekiiler Yontemlerle Dogrudan identifikasyonu

Toplanan numunelerdeki mantarin dogrudan tanimlanmasi i¢in PCR yontemleri,
DNA ekstraksiyon yontemleri, PCR primerleri ve PCR urunlerinin analiz yontemleri
arastirmadan arastirmaya farklilik gostermistir. Kullanilan primerler, yalnizca bir
dermatofit tlrinl, pan-dermatofit primerleri (dermatofit tdrlerini saptamak igin
dermatofit-spesifik primerler) ve pan-fungal primerleri (mantar tlrlerini tespit etmek
icin primerler) tespit etmek icin spesifik primerlerdir. ITS ve 28S rDNA sekanslar1 ve
topoizomerazIl'yi kodlayan genler ve kitin sentaz hedef olarak kullanilmistir.

Dermatolojik numunelerde dogrudan mantar tanimlamasi icin gelistirilen ¢esitli
molekiiler yontemler iki gruba ayrilabilir: bunlar geleneksel PCR ve gergek zamanl
PCR teknikleridir. Tarif edilen yontemler, dermatofit tespiti ve tiir tanimlamaya
odaklanmustir (63, 64).

Geleneksel PCR Teknikleri

Birgcok metod 6zel primerlerle belirli bir turi tespit etmeyi amaglar. Agaroz
jeldeki belirli boyuttaki amplicansyon iiriinleri, tirnaktaki Trichophyton rubrum'un
identifikasyonunu insan ve hayvan derisinde daha fazla analize gerek kalmadan
identifikasyonunu sagladigi bildirilmistir (65, 66).

Multiplex PCR, ayn1 PCR karigimina tiirlere 6zgii primer ciftleri ekleyerek
gerceklestirilmistir.  Herhangi bir dermatofit turiinin tespiti icin pan-dermatofit
primerler eklenmistir (67-69).

Bir veya birka¢g Post-PCR basamagi dermatolojik numunelerdeki dermatofit
algilama hassasiyetini arttirmayr ve infeksiydz fungallarin amplicanslardan tur
seviyesinde pan-fungal primerlerle bulmayr saglamistir. Post-PCR analizinin
dezavantajlari, daha fazla manipiilasyon, PCR iriinlerinin islenmesiyle iliskili bulagma
riski ve teshis yanit1 alma siiresinin uzun olmasidir. Bulagsma riski yiiksek olan mantar
bulgularinin duyarliligini arttirmak igin basit bir yontem, nested veya seminested PCR

yapmak oldugu bildirilmistir (70-72).
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Dermatolojik numunelerde segilen infeksiyoz mantar tiirlerinin ayirt edilmesi ve
tanimlanmas1 i¢in polimorfizm fragman uzunlugu (RFLP) yapilmis ve bu teknik
Trichophyton spp. ve Scytalidium spp. (73, 74) veya Trichophyton spp. Fusarium spp.
ve Aspergillus spp. tamimlamak i¢in kullanilmistir (75, 76). Karisik tirnak
infeksiyonlarinda iki farkli tlirin tanmimlanmasi, agaroz jell bant profillerinin
yorumlanmasiyla miimkiin olmus ve alternatif olarak, sekanslamanin onikomikozdaki
infeksiy6z ajanin belirlenmesi i¢in ¢ok etkili oldugu ortaya ¢ikmustir (72, 76). Enfekte
cilt ve tirnaklarda dermatofit bulgularinin duyarliligini arttirmak i¢in PCR-ELISA
yontemi  gelistirilmistir  (77). PCR amplifikasyonlari, bes ortak dermatofitin
topoizomeraz II genini (bes farkli reaksiyon) hedef alan, bes tiire 6zgii digoksigen-
etiketli primerler kullanilarak gerceklestirilmis ve PCR iiriinleri daha sonra 5'-
biyotinilatlanmis tlire 6zgii oligoniikleotid proplar ile hibridize edilmistir. ELISA
tabanli tespit, geleneksel jel elektroforezinden on kat daha duyarli bulundugu

bildirilmistir (78).

Gerg¢ek Zamanh PCR Teknigi Real-Time PCR

Klinik 6rneklerde bir veya birkag dermatofit tanisini belirlemek igin gesitli
gercek zamanli testler gelistirilmistir. Gergek zamanli PCR analizlerin avantaji
reaksiyon sonuglarinin otomasyonuyla kapali tiip sisteminin kullanilmasidir. Bu sekilde,
post-PCR analizi kullanilmadan kontaminasyon riski azaltilmis olur. Ilk gelistirilen test

ise sadece onychomycosis’ de T. rubrum’ u teshis ettigi bildirilmistir (79).

1.9.5. Kutle Spektrometrisi — MALDI TOF-MS

MALDI  TOF-MS  klinik  mikrobiyoloji  laboratuvarlar1  tarafindan,
mikroorganizmalarin hizli, diisiik maliyetli ve dogru tanimlanmasi ihtiyacina kars
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Birka¢ arastirma ekibi son zamanlarda bakterilere,
daha sonra maya tamimlamasina adapte edilmis MALDI TOF-MS kullanarak
spektrumlari belirlemeyi bagarmistir (80).

MALDI TOF-MS’nin son yillarda birgok mikroorganizmanin hizli ve dogru bir
sekilde tanimlanmasini sagladigi bildirilmistir. MALDI TOF-MS ilk olarak bakterilerin

tanimlanmasi i¢in uyarlanmistir (81). Teknik daha sonra maya i¢in ayarlanmistir.
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Son zamanlarda, cesitli mikolojik aragtirma ekipleri tarafindan yapilan ¢abalar,
yeterli referans spektrum kiitliphanelerinin kurulmasi ve rutin laboratuvarlar i¢in mevcut
olmast kosuluyla, yontemin filament6z mantarlarin tanimlamasina basariyla
uyarlanabilecegini gostermistir.

Izolatlar MALDI plaklarinin iizerine siiriiliir, matriks soliisyonu ile havada
kurumasi saglanir. Matrikste bulunan mikroorganizmalar lazer 1smm1 ile 1sitilip
buharlagsmas1 ve iyonlarma ayrilmasi saglanir. Matriksten iyonlasan molekiillerin
yilizeyden ayrilisindan dedektore kadar ugtugu sirada gegen siire hesaplanir. Daha sonra
cihazda olusan spektrum daha 6nceden bilinen referans spektrumlar ile karsilastirilir.
Ornek spektrum referans spektruma olan benzerligine bagl olarak, mikroorganizma
tanimlamasi yapilmaktadir (80,81).

Ozcan ve ark. (82) MALDI TOF MS ile Candida tiirlerini saptamaya ¢alistiklar:
calismalarinda Candida turlerini MALDI Biotyper kitle spektrometresi kullanarak
tanimlamay1 amaglamislardir. Calismaya 297 Candida turd dahil edilmis ve Cimlenme
Borusu Testi (CBT) ile albicans ve albicans dis1 ayrimi yapilmis 179 izolat (%60,3)
CBT pozitif kaydedilmis ve MALDI TOF-MS ile C. albicans olarak tanimlanmuistir.
Ferreira ve ark. (83) yaptiklar1 ¢alismalarinda konvensiyonel yontemler ile MALDI
TOF-MS’nin uyumlulugu hakkinda cins diizeyinde tanimlamanin %100, tlr diizeyinde
ise %99,2 olarak bildirmis ve sonucunda MALDI TOF-MS’nin geleneksel yontemlere
kiyasla daha hizli, ekonomik ve guvenilir oldugunu vurgulamiglardir. Yaman ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada 281 Candida spp. Izolatin1 gelenesel yontem, molekiler yontem,
VITEK 2 otomatize sistemi ve MALDI TOF-MS yontemi ile teshisini yapmislardir ve
MALDI TOF- MS’nin %100 oranininda dogru tanimladigi sonucunu bildirmislerdir
(85). Bartosch ve ark. tarafindan yapilan; T. verrucosum'un diger dermatofitlerden kiitle
spektrometresi ile ayirt edilmesini saglamak ve kiitle spektrumunun ayirt edici
ozelliklerini tanimlamak amaciyla yaptiklar1 ¢alismalarinda; T. verrucosum'un MALDI
TOF-MS’nin T. verrucosum'u tanimlamak i¢in giiglii ve giivenilir bir ara¢ oldugu
bildirilmistir (84).

1.10. Tedavi

Gilinimiizde Veteriner Hekimliginde baslica kullanilan antifungaller; azoller

(ketakonazol, enilkonazol, itrakonazol, mikonazol, klotrimazol, ekonazol, tiabendazol,
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flukanazol), poliyenler (amfoterisin B, nistatin, natamisin), allilaminler (terbinafin),
griseofulvin, lufenuron olarak gruplandirilabilir (86, 87).

Etki mekanizmasina gore antifungaller dorde ayrilirlar: DNA veya RNA
sentezini inhibe edenler (flusitozin), hiicre zar1 yapisin1 bozanlar (amfoterisin B) ve
ergosterol biyosentezini inhibe edenler (ekinokandinler) (88). Vorikanozol ve
posakonazol daha etkin oldugu c¢alismalarla bildirilmistir (86, 89).

Profilaksi ve terapi i¢in, iki zayiflatilmis canli as1 (LTF-130 ve TV-M- 310) ve
bazi inaktive asilar su anda Avrupa'daki sigir trikofitozisinde kullanilmaktadir (15).
Tiirkiye’de de sigir trikofitozisinde zayiflatilmis canli asilar profilaksi ve tedavide
kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismalar sonucu (in vitro ve in vivo) topikal tedavide Lime sulfir,
miconazole, ve enilconazole’un kullanimmin uygun oldugu bildirilmistir. Bunlardan
birin hayvanin tamamina haftada 2 kez uygulanmasi onerilmektedir. Povidine iodine ve
chlorhexidine infekte olan spor ve killara etkisi olmadigindan topikal kullanimi

onerilmemektedir (90).

1.11. Koruma

Bircok (lkede Trichophyton asisi 1970'ten beri kullanilmaktadir. T.
verrucosum’un (LTF-130 susu) dondurarak kurutulmus konidiyumlarimi ve hif
elemanlarini igeren adjuvantli olmayan canli bir asidir. IntramuskUler yoldan enjekte
edilen oOnleyici ve ayni zamanda tedavi edici bir asidir. Buzagilarda tavsiye edilen
asillama yas1 2-4 haftadir. Bagisiklik omiir boyu siirer ve yillik tekrara ihtiyag
duyulmaz. Asilama, 4-6 giinliik buzagilarda gerceklestirilirse enjeksiyon bolgesinde sag
dokllmesi ile birlikte orta boyutta bir lezyon (1-2 c¢cm) ortaya ¢ikabilecegi ve bu da
muhtemelen as1 etkeninin viriilans1 nedeniyle birkac hafta sonra meydana gelebilecegi
bildirilmistir (16).

Ktle spektrometrisi (MALDI TOF-MS) teknolojisi, bakteri ve mantarlarin rutin
tanist i¢in ¢ok Onemli hale gelmistir (13). Bu c¢alismada deri lezyonu bulunan
dermatofitoz silipheli sigirlardan T.verrucosum’un kultir yontemi identifikasyonu
MALDI TOF- MS ile dogrulanmas1 amaglandi.
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2. GERECve YONTEM
2.1. Gereg

Bu c¢alismada Sanlurfa; Eyyibiye, Bozova, Hilvan ilcelerinden dermatofitoz
stipheli 100 adet sigirdan alinan deri kazintist ve kil 6rnekleri materyal olarak kullanildi.
Orneklerin kaynaklar1 ve sayilar1 Tablo 2.1°de gdsterilmistir. Dermatofitoz siipheli
olarak alinan 100 adet materyal Harran Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalma

getirilerek dermatofit varlig1 yoniinden incelendi.

Tablo 2.1. Materyallerin Kaynak ve Sayilari.

Mataryellerin Kaynaklarn Sigir
Eyyiibiye/Sanliurfa 15
Bozova/Sanliurfa 50
Hilvan/Sanliurfa 35
Toplam 100

Sekil 2.1. Dermatofitoz infeksiyonlu Sigirlar

Dermatofitozlu hayvan lezyonlarinin; yerlesim yeri, sekli, biiyiikligii yayilma
durumu ve meydana getirdikleri bozuklugun derecesi gibi dnemli noktalar g6z 6niinde
bulundurularak, lezyon ve cevresi %70’lik alkol ile iyice silindi. Lezyonun ¢evresinden

baslamak tizere steril bir bistiiri ile deri dokiintiileri kazinarak, steril bir pens yardimi ile
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de killar g¢ekilerek steril petrilere alindi. Alinan numuneler en kisa siire icerisinde
laboratuvara ulastirilarak, laboratuvar incelemeleri yapildi.

Kullanilan Besiyerleri

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA, Merck, VM259638)

Dekstroz 40 g.
Pepton 10 g.
Agar 15g.
Distile su 1000 ml

Trichophyton Agar
Trichophyton agar 3 (TA, Difco, Le Pont de Claix/France)

Vitamin assay Casamino Acids 2.5¢/L,
Dextrose 409/L,
Monopotassium Phosphate 1.80/L,
Magnesium Sulfate 0.1g/L,
Agar 15¢/L,
Inosito 50mgl/L,
Thiamine HCI 200ug/L

Patates Dekstroz Agar (PDA, LAB M, LAB098)

Patates Ekstrakt 49
Dekstroz 209
Agar No.1 159
Distile su 1000 ml

Yukarida igerikleri ile birlikte verilen besi yerleri kullanma talimatina gére 500
ml distile su ile karistirilip eritildikten sonra 121°C’de 15 dk. otoklavda steril edildikten
sonra 50 °C’ye kadar sogutuldu. Sabouraud agar’a siklohekzimit ve kloramfenikol

katild1. Steril petrilere dokiildii. Kullanilincaya kadar besiyerleri buzdolabinda saklandi.

%15’lik KOH
KOH 15gr
Distile Su
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100 mI’lik falkon tiipiine 15 gr KOH tartilarak konuldu. Uzerine distile su eklenerek
100 mI’ye tamamlandi.

Laktofenol Pamuk Mavisi (Merck, 0B328897)

Laktik asit 20 ml
Fenol Kristalleri 209
Gliserin 40 ml
Distile su 20 ml
Pamuk mavisi 2ml
2.2. YoOntem

2.2.1. Direkt Mikroskopi

Alinan numuneler laboratuvara getirilerek az bir miktar1 lam iizerine alindi ve
tistine %15’lik KOH c¢ozeltisi damlatildi. Hazirlanan preparatin iizerine bir lamel
kapatildi ve hafif¢e 1sitilarak 15-20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Preparat 1s1k
mikroskobunda 6nce 10X, sonra 40X objektifiyle incelendi. Preparatta mantar spor ve

hif yapilar1 arand1 ve sonuglar kaydedildi.

2.2.2. Kultar

Laboratuvara ulastirilan numuneler Sabouraud Dektroz Agar (SDA)’a ekimleri
yapildi. T. verrucosum firetilmesi amaciyla Sabouraud Dektroz Agar (Merck,
Darmstadt, Germany)’a thiamine (4 mg /ml), inositol (100 mg/ml), cycloheximide (0.5
mg/ml) ve chloramphenicol (0.1 mg/ml), katilarak kullanildi. Laboratuvara getirilen
orneklerden (SDA)‘a ekimler yapildi. Ekimi yapilan besiyerleri 26°C’lik etiive
konularak dort hafta inkiibasyona birakildi. Olusan tremeler 3-4 giinde bir kontrol
edildi. Inkiibasyon sonunda olusan koloniler steril bir 6ze ile alinarak lam iizerine
konuldu. Uzerine Laktofenol Pamuk Mavisi damlatildi ve (st lamel ile kapatilarak
mikroskobun 6nce 10X sonra 40X objektifi ile incelendi. Ureme gorilen mantar
kolonilerinin; koloni yiizey renkleri, taban pigmentleri, iireme hizlart ve mikroskopik
olarak hiflerin yapisi, mikrokonidiyumlar, makrokonidiyumlarin varligi géz Oniine

alinarak mantar atlasi yardimi ile identifikasyonlar1 gergeklestirildi (31).
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Trichophyton Agar ve Patates Dekstroz Agara (PDA) konidiyum gelisimini ve
pigment olusumunu arttirmasindan dolay: iireme gorulen besiyerlerinden subkdlturleri
yapildi. Besiyerleri 37 °C’lik etiive konularak 4-6 hafta inkiibasyona birakildi. Ureyen
koloniler 6nce makroskobik 0Ozellikleri kaydedildi. Sonra kolonilerden steril bir 6ze
yardimi ile az bir miktar alinarak lam Uzerine konuldu ve Uzerine Laktofenol Pamuk
Mavisi damlatilarak iizeri bir lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparat mikroskobun 6nce
10X, sonra 40X objektifleriyle mikroskobik oOzellikleri incelenerek mantar atlasi

yardimu ile identifiye edildi.

2.2.3. Kutle Spektrometrik Analizi- Maldi Tof-Ms

Kitle spektrometrik analizi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildi. Analiz igin Biotyper Microflex LT modeli
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya) kullanildi. Numunelerin hazirlanmasi ve
islenmesi imalatc1 tarafindan 6nerilen sekilde yapildi (84).

Bir koloni ¢evresinden ii¢ esit parca (I mm x 1 mm) bir inokiilasyon ignesi ile
toplandi ve Sabouraud broth igine aktarildi. Daha sonra, tlpler 48 ° C'de dogrusal
calkalayicida inkiibe edildi.

Mantar igeren s1v1 kiiltiirler eppendorf tiiplerine aktarildi ve 10 ul% 10 Tween 80
cozeltisi eklenerek vortekslendi ve 9520 g'da 10 dakika santrifij edildi.

Siipernatant dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve peletler 1 ml deiyonize steril su ile
yikandi. Vorteksleme, santrifiijleme ve slipernatanin uzaklastirilmasi gergeklestirilerek
yikama iglemi tekrarlandi. Peletler 200 pl deiyonize steril su ve 600 ul mutlak etanol ile
karistirildi. Numuneler, -80 © C'de 12 saat siireyle donduruldu.

Coziinme isleminden sonra, numuneler santriftjlendi ve sipernatant bir kez daha
uzaklagtirilarak, 28 ° C'de 30 dakika kurutuldu. Daha sonra, tortu igine 50 ul% 70
formik asit ve 50 pl asetonitril ilave edildi. Santrifijden sonra, 2 pl siipernatant bir
MALDI hedef plakasina (MSP 96 BC zemin ¢elik hedefi, Bruker Daltonik GmbH)
aktarildi ve 28 © C'de kurutuldu (84).

T. verrucosum suslar1 i¢in, Sabouraud kiiltiiriinde siipernatanin 12 noktast
6l¢iildii. Son olarak, numuneler birlikte kristallestirme i¢in doymus a-siyano-4-hidroksi
sinamik asit ¢ozeltisi (HCCA matrisi, Bruker Daltonik GmbH, her bir nokta igin 1 pl)

ile tGizerine bindirildi.
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Kitle spektrometrik 6l¢cum, bir kitle i¢inde dogrusal pozitif iyon modunda
yapild1 2000-20,000 Da araligi, Spektrumlarin temel diizeltme, piiriizsiizlestirme ve tepe
filtreleme Bruker Daltonik GmbH yazilim paketiyle (flex Analysis Version 3.4.76)
yapildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada, Sanlrfa ili Eyyiibiye, Bozova, Hilvan ilgelerinden dermatofitoz
stipheli 100 adet hayvandan ornek alindi. Numune alinan hayvanlarin 37 (%37) adedi
disi 63 (%63) adedi ise erkek olarak belirlendi. Ayrica incelenen sigirlarin 34(%34)’i 0-
6 aylik, 53(%53)’1 6ay-1 yas, 13(%13) ’ii ise 1 yasindan biiyiikk oldugu kaydedildi
(Tablo 3.1).

Yas araliklarina gore infeksiyonun goriilme orant SPSS 16.0 programi
kullanilarak yapildi. Infeksiyon oraninm 1 yasindan kiiciik sigirlarda diger yaslara
oranla daha yiliksek goriildiigii ve bunun istatiksel olarak anlamli oldugu ortaya konuldu
(P<0,05).

Tablo 3.1. incelenen Materyallerin Yas ve Cinsiyetlere Dagilim.

Yas Gruplari Cinsiyet
Materyal 0-6 ay 6 ay- 1 yas 1 yas ve iizeri Erkek Disi Toplam
Kaynaklan
Hilvan 14 21 - 13 22 35
Bozova 7 30 13 44 6 50
Eyyubiye 13 2 - 6 9 15
Toplam (%) 34 (%34) 53(%53) 13(%13) 63(%63) 37(%37) 100

3.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular

Direkt mikroskobik incelemede, 100 materyalin 52 (%52)’sinde mantarlara ait
hifa ve/veya sporlar goruldi. Direkt mikroskobide pozitif olarak saptanan 52 materyalin
yapilan kiiltir sonucunda 50°sinde dermatofit izolasyonu gergeklestirildi. Direkt
mikroskobide negatif olan 48 numunenin yapilan kiiltirii sonucunda 24’(inde
kontaminant mantar Uredi. 11’inde Ureme saptanmazken 13’Unde dermatofit Gremesi
goruldi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Direkt Mikroskopi ve Kiiltiir Sonuglarinin Karsilagtirilmali Bulgulari.

Kultir
Pozitif (n=63) Negatif (n=37) Toplam
Direkt Pozitif 50 2 52
mikroskobi Negatif 13 35 48
Toplam 63 (%63) 37(%37) 100 (%100)

Sekil 3.1. Direkt Mikroskopi %15’lik KOH X40 Sekil 3.2. Direkt Mikroskopi %15’lik KOH X40
Obijektif Goriintisd. Objektif Goriintisu.

Incelenen 100 adet materyalin yapilan kiiltiirii sonucunda 63 (%63)’iinde
dermatofit izolasyonu gerceklestirildi. Ayrica 24 (%24)’inde saprofit mantar izole
edildi. izole edilen 63 adet dermatofitlerden 52 (%82.53)’sinde T.verrucosum izole
edildi.

Tablo 3.3. Kiiltiir Yontemi ile izolasyon Sonuglari.

Kaltar
Trler Say1 Yizde (%)
T.verrucosum 52 52(%52)
Diger dermatofitler 11 11(%11)
Kontaminasyon 24 24(%24)
Ureme saptanmayan 13 13(%13)

Dermatofitoz siipheli olgularda en yiiksek oranda T. verrucosum 52 (%52)’sinde
izole edildi (Tablo 3.3). Yapilan kiiltiir sonucunda 2 (%2)’sinde T. rubrum, 4 (%)’iinde
T. tonsurans, 5 (%5)’inde ise T. mentagrophytes izole edildi. Kontaminant mantarlardan
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ise Aspergillus spp. 10 (%10)’unda, Pseudallescheria boydi 4 (%4)’tinde, Penicillium
spp. 7 (%7)’sinde ve Candidia spp. ise 3 (%3)’linde izole edildi. Direkt mikroskopide

mantarlara ait hifa ve spor goriilmeyen 48 adet numuneden kiiltiir sonucunda 13’linde

dermatofit izole edildi.
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Sekil 3.3. T.errucosum 26 °C’deki SDA’da

Koloninin Onden Goriintimi. Sekil 3.5. T.verrucosum 26 °C’deki Laktofenol
Pamuk Mavisi Boyama X40
Objektif Mikroskobik Goriintusd.

Sekil 3.6. T.verrucosum 26 °C’deki Laktofenol

. (V) : )
Sekil 3.4. T. verrucosum 26 °C’deki SDA’da Pamuk Mavisi Boyama X40

Koloninin Onden Gortntma. Objektif Mikroskobik Goriintiisi.
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Sekil 3.7. T.verrucosum SDA’da Koloninin Onden Sekil 3.9. T.verrucosum SDA’da Koloninin Onden
T Goranami. Goranami.

Sekil 3.8. T.verrucosum SDA’da Koloninin Sekil 3.10. T.verrucosum SDA’da Koloninin
Arkadan Goruntima. Arkadan Goriinumd.
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Sekil 3.11. T. verrucosum 37 °C’de Laktofenol Sekil 3.13. T.verrucosum SDA’da Koloninin Onden
Pamuk Mavisi Boyama X40 Gorunamd.
Obijektif Mikroskobik Gorintlsu.

Sekil 3.12. T. verrucosum 37 °C’de Laktofenol
Pamuk Mavisi Boyama X40 Sekil 3.14. T.verrucosum SDA’da Koloninin
Objektif Mikroskobik Arkadan Goranuma.
Goruntdsu.

36



Sekil 3.15. T.verrucosum PDA’da Koloninin Sekil 3.17. T. verrucosum 37 °C’de Laktofenol

Gorunim. Pamuk Mavisi Boyama X40
Objektif Mikroskobik
Goruntdsu.

Sekil 3.16. T.verrucosum TA’da Koloninin .
Sekil 3.18. T. verrucosum 37 °C’de Laktofenol

GoOriinumda. .
Pamuk Mavisi Boyama X40
Objektif Mikroskobik
Goriintusu.
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Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda izole
edilen 52 adet T. verrucosum izolatt MALDI TOF-MS ile dogrulanmas: Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda yapildi. Analiz
icin Biotyper Microflex LT modeli (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Almanya)

kullanildi.
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Sekil 3.19. T. verrucosum 'un MALDI TOF-MS spektrum gorinim.

Spektrum goruntusinde T. verrucosum’a ait izolatlarin 7950-7954 m / z'de

karakteristik bir pik gosterdigi goruldi. Gorilen MALDI TOF-MS spektrumlar bitln
izolatlarin T. verrucosum oldugunu dogruladi.
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4. TARTISMA

Sigir trikofitozisi, ¢ogunlukla zoofilik bir tir olan T.verrucosum tarafindan
olusturulur (8). Trikofitozis, deri lezyonlari, geng sigirlarin gelismesinde gerileme, siit
sigirlarinda siitte azalma, derinin ekonomik degerinin azalmasi gibi 6nemli sorunlar
yaratan hastaliktir (9). Sigirlar bu etkenin dogal rezervuaridirlar. Sigirlar arasindaki
yakin temas, dermatofitoz infeksiyonunun olusmasina katkida bulunan Onemli
faktorlerden biridir. Sigir dermatofitozu, tahris edici kasint1 ile deride lezyonlara neden
olabilir. Etkilenen hayvanlar birbirine, tahta sttunlara, ¢it ve agaglar gibi diger nesnelere
strtinmek durumunda kalir. Bu sdrtinmenin, infeksiyonun hayvanlarda arasinda
yayilmasina ve insanlara da bulasmasina neden olabilecegi bildirilmistir (91). Hastalik
etkeni, Japonya, Ispanya, iran, Cin ve diger bolgelerden de izole edilmistir (92).

Mantar infeksiyonlarinin son yillarda 6nemi giderek artmaktadir. Hastalik etkeni
olan mantarlarin tanisi, tlir tayini, tiplendirilmesi ve antifungal ilaglara kars1 direngle
ilgili caligmalar daha da hiz kazanmistir. Etken tanimlamada direkt mikroskobik
inceleme ve kultlr; geleneksel konvansiyonel ydntemlerdir. Standart konvansiyonel
yontemler zaman alict olmasi ve kesin sonuglar vermemesinden dolayr duyarliligi ve
Ozgilliigi yiksek, hizli yeni tani yontemlerine ihtiya¢ bulunmaktadir. Molekuler
yontemlerin tanida giderek artan oranda kullanilmasi, bu gii¢liiklerin asilmasinda
onemli bir adimdir (10, 11).

Dermatofitoz infeksiyonlarina kis aylarinda daha ¢ok rastlanilmaktadir. Gengler,
erginlere oranla infeksiyona daha duyarlidirlar. Dermatofitlerin yayilim ve taginmasini
etkileyen faktorler biylk olgide hayvan, toprak, insan gibi infeksiyon kaynaklarina
baglidir. Hayvanlardaki dermatofitoz etkenleri infekte hayvanlar nedeniyle surekli
olarak populasyonda bulunmaktadir. Direkt temas bulasmanin en yaygin seklidir. Ancak
infeksiyon rodentler ve kirpiler gibi canli, toprak, altlik, timar ve kosum takimlar1 gibi
cansiz aracilarla bulagabilir (23).

Calismamizda 100 adet dermatofitoz siipheli sigirlardan aldigimiz numunelerin
direkt mikroskopi incelemesi sonucunda 52 (%52)’sinde pozitiflik saptandi. Bagdat
Universitesi Veteriner Fakiiltesinde 50 adet sigirm, dermatofitoz yoniinden incelendigi
calismada, direkt mikroskopide 40 (%80) adedinde pozitiflik bulunmustur (93).

[ran’daki bir calismada, dermatofitoz siipheli 380 sigirin direkt mikroskopi ile
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incelenmesi sonucunda, 338 (%88,9)’inde pozitiflik saptanmistir (94). Erzurum
yoresinde bir ciftlikten getirilen Klinik olarak dermatofitoz siipheli 8 adet buzagidan
direkt mikroskopide 5 (62.5%)’inin pozitif oldugu belirlenmistir (95). Sanliurfa’da
yapilan bir ¢alismada, dermatofitozisli 84 sigirdan kil ve deri kazintilar1 alinmig direkt
mikroskopi ve kiiltiir yontemleriyle incelenmistir. Direkt mikroskopi yontemi ile 84
numunenin 23’tinde (%27.3) pozitiflik saptanmistir (96). Elde ettigimiz bulgular
Erzurum bolgesinde yapilan ¢alismaya benzer olarak goriiliirken diger ¢alismalardan
daha diisiik bulunmustur. Bunun nedeninin nem orani gibi boélgesel farkliliklardan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Bu calismada dermatofitoz stipheli 100 sigirdan alinan materyallerden Kultur
mikroskobi yontemiyle %52 oraninda T.verrucosum izole edildi ve numune toplanan
hayvancilik isletmelerin  %100°niin T.verrucosum ile infekte oldugu goriildi.
Aghamirian ve Ghiasian (94) tarafindan yapilan bir ¢caligmada 6789 sigir incelenmistir.
Dermatofitoz siiphesi olan 380 sigirdan 6rnek alinmistir. Sonugta dermatofitoz silipheli
380 sigirdan 352 (%92.6)’sinde T.verrucosum izole edilmistir. Ayrica incelenen
ciftliklerin tamaminda T. verrucosum izole edilmistir. Papini ve ark. Italya'da yaptiklar:
calismada, 20 ¢iftlikte inceledikleri 294 sigirdan % 87.7 oraninda T. verrucosum izole
ettiklerini ve ciftliklerin % 100’0nin T. verrucosum ile infekte oldugunu bildirmislerdir
(9). Bu g¢alismada da numune aldigimiz hayvancilik isletmelerin tamaminin T.
verrucosum ile infekte oldugu goriildii. Gosterilen referans g¢aligmalar bu durumu
destekler niteliktedir.

Bu c¢alismada T. verrucosum izolasyon oranit yukarida verilen referans
caligmalara gore nispeten daha disiik ¢ikmustir. Ciinkii bu c¢aligmada incelenen
materyallerde farkli kontaminant mantarlarda (Aspergillus spp. Pseudallescheria
boydii, Penicillium spp, Candidia spp.) izole edildi. 100 adet sigirdan alinan
numunelerden kiltir sonucunda kontaminant olarak 10 (%10)’unda Aspergillus spp. 4
(%4)tinde Pseudallescheria boydii, 7 (%7)’sinde Penicillium spp. ve 3 (%3)’iinde ise
Candidia spp. izole edildi. Ayrica dermatofitoz siipheli alinan numunelerden 13
adedinde inklbasyon slresi sonunda iireme goriilmedigi igin negatif olarak
kaydedilmistir. Toprak orjinli saprofitler saglikli hayvanlarin deri, kil ve tuylerine
bulasabilmektedir. Bazi orneklerden patojen dermatofit ve saprofit mantarlarin ayni

anda izole edilmis olmasi yapilan bazi1 ¢alismalarda elde edilen bulgularla benzerlik
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gostermektedir (97, 98). Mohammed ve ark. (93)’nin Bagdat Universitesi Veteriner
Fakiiltesinde 50 inek ve 50 adet koyunu dermatofitoz yonunden inceledikleri ¢alismada,
bazi materyallerde besi yerinde siklohesimid olmasina ragmen dermatofit kolonilerinin
ortaya ¢ikmasmi Onleyen saprofitler tredigini bildirmislerdir. Ayrica yapilan
caligmalarda T. verrucosum izolasyon oranlarinda farklihik gosterebilmektedir.
Yahyaraeyat ve ark. (99) tarafindan yapilan ¢alismada dermatofitoz siipheli 28 sigirda
kiltir mikroskopi metodu ile 18 (%64.2)’inde T.verrucosum izole edilirken, Iran’da
Khosravi ve Mahmoudi (100) deri lezyonu olan sigirlarin % 85’inden T. verrucosum
izole etmislerdir. Yildirim ve ark. (101)’nin Kirikkale bolgesinde yaptiklar1 ¢alismada
klinik olarak dermatofitoz lezyonlar1 gosteren 50 inegin % 44’tnden T. verrucosum
izole etmiglerdir. Tel ve ark. (96)’min Sanlurfa’da yaptiklari bir c¢alismada, T.
verrucosum'u biiylikbas hayvanlardan izole etmek igin dermatofitozisli 84 sigirdan kil
ve deri kazmntilar1 alinmis direkt mikroskopi ve kiiltlir yontemleriyle incelenmistir.
Direkt mikroskopi yontemi ile 84 numunenin 23’tiinde (%27.3) pozitiflik saptarken,
Kiilltir yontemi ile numunelerin 25’inde (%29.7) T.verrucosum izole etmislerdir.
Ozkanlar ve ark. (95) Erzurum vyoresinde bir ciftilikten getirilen Klinik olarak
dermatofitoz siipheli 8 adet buzagimin kultir mikroskopisinde 8 (100%) adet T.
verrucosum izole etmislerdir. Irak’ta 50 si8ir dermatofitoz yoniinden inceledigi
calismada kultlr mikroskopisinde 10 (%28.6)’unda T.verrucosum izole edilmistir (93).
Van ve yoresindeki dermatofitozis siipheli 54 sigirdan alman numunelerin Kultur
yontemiyle incelendigi baska bir ¢alismada, Orneklerin dermatofit pozitif 18
(%33.3)’numunenin, 9 (%16.6)’unda T. verrucosum izole edilmistir (98). Prevalans
saptamak i¢in yapilan c¢alismalarda Ulkeler arasinda biyuk  farkliliklar
gorulebilmektedir. Iran’da %5.6, Italya’da %19, Cin’de %20, Isve¢’te %29 ve
Isvigre’de %74 oraninda dermatofitoz prevalansi bildirilmistir (94, 102-105). T.
verrucosum izolasyon oranlarinin bélgeden bolgeye farklilik gdstermesinin bolgeler
arasinda nem ve barmma kosullart gibi etkenlerden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Bu calismada dermatofitoz stlipheli sigirlarin 87 (%87)’sinin bir yas ve altinda
oldugu gorillmiistiir. Aghamirian ve Ghiasian (94) tarafindan yapilan c¢alismada
sigirlarda dermatofitoz vakalarinin %57.5°1 bir yas ve altinda oldugu bildirilmistir.

Oldenkamp (106) tarafindan yapilan ¢alismada 12 ayligin altindaki sigirlarda yiiksek
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oranda dermatofitoz vakasi goriilmiistiir. Bu c¢aligmada da geng¢ hayvanlarda yiiksek
oranda dermatofitoz saptanmistir. Yasla beraber derinin pH degeri azaldig:
bilinmektedir ve bdylece gen¢ hayvanlarda derinin yliksek pH’Sina bagl olarak diistik
immuniteyle beraber dermatofitoza daha duyarli oldugu belirtilmistir (88). Yas
araliklarina gore infeksiyonun goriilme orani 1 yasindan kiigiik sigirlarda diger yaslara
oranla daha yiliksek gorildigii ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya
konuldu (P< 0,05).

MALDI TOF-MS ilk olarak bakterilerin tanimlanmasi i¢in uyarlanmistir (81).
Teknik daha sonra maya igin kullanilmistir (82). Mikolojik arastirma ekipleri tarafindan
yapilan ¢abalar, yeterli referans spektrum kiitiiphanelerinin kurulmasi ve rutin
laboratuvarlar igin mevcut olmasi kosuluyla, yontemin filamentéz mantarlarin
tanimlamasina basariyla uyarlanabilecegini bildirilmistir (83).

Packeu ve ark. (107) tarafindan yapilan bir c¢aligmada Trichophyton
mentagrophytes kompleksi turlerinin MALDI TOF-MS ile tanimlamaya ¢alismislardir.
Bu komplekse ait 6 farkli tiirden 17 sus ile veritabani olusturulmustur. Test edilen
suslarin %89'nu tespit edilebilmis ve MALDI TOF-MS’nin T. mentagrophytes ile
yakindan iligkili tiirleri arasinda ayrim yapabildigini, dermatofitlerin tanimlanmasinda
hizli ve giivenilir bir ara¢ oldugunu bildirmiglerdir.

Calismamizda geleneksel yontemlerle izolasyonunu yaptigimiz T. verrucosum
izolatlart MALDI TOF-MS ile dogrulandi. MALDI TOF-MS ile T. verrucosum suslari
7950-7954 arasinda karakteristik bir pik gosterdi. Bartosch ve ark. (84) tarafindan
yapilan; T. verrucosum'un diger dermatofitlerden kutle spektrometrisi ile ayirt
edilmesini saglamak ve kiitle spektrumunun ayirt edici Ozelliklerini tanimlamak
amaciyla yapilan ¢alismada; T. verrucosum'un MALDI TOF-MS tanimlamasi igin ticari
Bruker’in veri tabaninin yetersiz oldugunu belirtmiglerdir. MALDI-TOF MS, ile bu
patojenin tanimlanmasi i¢in Uiretici veri tabani, sigir ve insan kaynakli 13 T. verrucosum
susu ile genisletilmistir. Arastiricilar, genigletilmis ve onaylanmis veri tabanini
kullanarak, sigirlarin tim izolatlarmi MALDI TOF-MS ile diger dermatofitlerden
basarili bir sekilde ayirt ettiklerini bildirmislerdir. Genisletilmis veri tabani ile MALDI
TOF-MS analizi, ¢alismada incelenen 45 T. verrucosum izolati tanimlanmasi saglanmis
ve bu Ornekler ITS sekanslamasi ile dogrulanmistir. EK olarak, calismaya T. benhamiae,

T. verrucosum'un veteriner ve insan izolatlarinin yaninda 10 insan ve 2 as1 susu da dahil

42



edilmistir. Cesitli T. verrucosum spektrum piklerinin analizi, 7950-7954 m/z'deki
spesifik bir pikin, T. verrucosum ile anlamli sekilde iliskili oldugunu ortaya gikarmistir.
Bu pik, arastirllan bagka herhangi bir dermatofitin spektrumunda saptanmamistir.
MALDI TOF-MS ve sekans analizi ile elde edilen sonuglarin tam olarak uyumu,
MALDI TOF-MS'nin, diger dermatofitlerde de gecerli olarak T. verrucosum'u
tanimlamak i¢in gii¢lii ve giivenilir bir ara¢ oldugu bildirmislerdir.

Bu calismada kiiltiir yontemi ile izole edilen T. verrucosum izolatlar1t MALDI
TOF- MS ile dogrulanmistir. MALDI TOF-MS’den alinan spekrumda 7950-7954 arasi
pik gostermis ve gosterilen referans ¢alisma da bu durumu destekler niteliktedir (84).
MALDI TOF-MS’nin referans spektrumun veri tabaninda olmasiyla MALDI TOF-
MS’nin T. verrucosum’u basarili bir sekilde ve geleneksel yontemlerden daha kisa

zamanda tanimlayabilecektir.
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SONUC ve ONERILER

Sanliurfada yapilan bu ¢calismamizda elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
Sigirlara ait toplam 100 adet materyalin incelenmesi sonucunda 63(%63)’iinde
dermatofit yoniinden iireme saptandi. Materyallerin 52 (%52)’sinde T.
verrucosum izole edildi.

Numune alinan hayvancilik isletmelerinin %100’ tiniin T. verrucosum ile infekte
oldugu saptandi.

Calismamizda klinik olarak dermatofitoz siipheli sigirlarin 87 (%87)’sinin 1 yas
ve altinda oldugu ve dermatofitoz infeksiyonunun bir yas alt1 sigirlarda goriilme
sikliginin daha yiiksek oldugu saptandi. Yas araliklarina gore infeksiyonun
goriilme oran1 1 yasindan kiiciik sigirlarda diger yaslara oranla daha yiiksek
goriildiigli ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya konuldu (P<
0,05).

Direkt mikroskopi ve kiltur sonuglar karsilastirildiginda direkt mikroskopinin
erken teshiste kullanilabilecegi fakat duyarliliginin diisiik oldugu,.

Dermatofitoz siipheli sigirlardan en sik olarak T. verrucosum’un izole edildigi,
Sigirlarda kiiltiir yontemi ile izole edilen T. verrucosum’un dogrulanmasi
amaciyla Tirkiye’de ilk kez MALDI TOF-MS kullanildi ve bu teknigin
T.verrucosum’un teshisinde geleneksel yontemlere kiyasla daha basarili bir
sekilde kullanilabilecegi,

Bu calismada sigirlarda zoonotik 6nemi olan T. verrucosum’un yaygin oldugu
ve infeksiyonun llke hayvanciligina verdigi zarardan dolay1 infeksiyon ile
mucadele icin gerekli koruma ve kontrol Onlemlerinin alinmasi gerektigi

sonucuna varildi.
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Evrak Tarih ve Sayisi: 17/05/2018-E.20398
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KARAR 2018/003/01: 13/03/2018 tarih ve 6729 sayili Etik Kurul basvuru dosyasi incelendi. inceleme sonucunda;
Yiiriitiiciiliigiini Prof. Dr. Osman Yasar TEL' in yapacagi “Sigirlardan izole edilen Tricophyton verrucosum

suglarinn Kiiltir yontemi ile identifikasyonu ve maldi-tof ms ile dogrufanmasi.” isimli calismaya Gida, Tarim ve

Hayvancilik Bakanhgmca 13/12/2011 tarihli ve 28141 sayili Resmi Gazete'de yayimlanan “Deneysel ve Diger

Bilimsel Amaglar i¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasma Dair Yonetmeligin® 2. maddesi ikinci

fikrasinda belirtilen “Bu yénetmelik deneysel olmayan tarimsal ve klinik veterinerlik uygulamalarmi... kapsamaz.”

hitkmii geregi:

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi Gida ve Kontrol Genel Miidiirligii'niin 19.02.2018 tarih ve 59855012-
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EK- 4: TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU VE BEYAN BELGESI

T.C.
} _HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU VE BEYAN BELGESI

0O g.“_.[g.n.gil_)ig

Numarasi ' 175326004

Adi, Soyadi :Ozcan BALIBAY

Anabilim Dalt (Bslimii) :Veteriner Mikrobiyoloji

Programu . 8} Yiiksek Lisans O Doktora

Tezin  Adt Sigirlardan izole edilen Trichophyton verrucosum suglarimin kiiltir ydntemi ile
identifikasyonu ve maldi-tof ms ile dogrulanmas.

SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Yukarida baslig1 belirtilen Yﬁkscli]_,isans Tez calismamin; kapak sayfasi, giris, ana béliimler ve
sonug¢ kisimlarindan olusan toplam B sayfalik kismina ili§l<ing@../6.‘5/2019 tarihinde sahsun/
danismanim tarafindan  Turnitin adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler
uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, benzerlik orant %9*diir.
Uygulanan filtrelemeler:

1- Kabul/Onay ve Bildirim sayfalar: harig,

+ 2- Kaynakga harig

3- Alintilar harig

4- 5 kelimeden daha az 6rtiisme igeren metin kisumlar: harig

Yukarida bilgileri verilen tezin, Saglik Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu tarafindan kabul
edilen lisansiistii orijinallik raporu alinmast uygulama esaslar ile belirlenen azami benzerlik oranlarini
agmadigimi ve biitiin bilgilerin, akademik kurallara uygun olarak toplanip sunuldugunu, galismada bana
ait olmayan tim veri, diisiince ve sonuglart andigimi, blok seklinde alintilar yapmadigimi ve tiim
alntilarm bilimsel atif kurallan cercevesinde kaynagmi gosterdigimi, Yiksekogretim Kurulu Bilimsel
Arastirma ve Yaywn Etigi Yonergesi ile Harran Universitesi Bilimsel Arastirma ve Yaymn Etigi
Yénergesinin 8. maddesinde yer alan etik ihlallerden her hangi birisinin yer almadigini, etik ihlal tespiti
halinde, Saglik Bilimleri Enstitlisii Yﬁjnetfiﬁl Kurulunca, diplomamin iptal edilmesini kabul ediyorum.

Geregini saygilarimla arz ederim—{ /5.2019

Tezi Hazirlavan Orencinin

Adi-Soyadi: Ozean ]§A17 BAY

Imzasi:

Yukarida yer alan raporun ve beyanin dogrulugunu onayianm.(’].l.ﬁ.)./.O?/QOl!)

Danismanin

Unvam-Adi-Soyadu:
Imzasi: |
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7.3. Turnitin Raporu

-

m@;ni” Tumitin Orijinallik Raporu

{richophwign Gzcan Balibay tarafindan Kaynafia pbre Banzeriik
trichophyion (yuksek lisans) den Benzeriik Endeksi Intemet Sources: e

30-May-2018 10:24 +03' de igleme

kondu

NUMARA: 1137771048
Kelime Sayisi: 11825

|Z| 1% meatch (yayinlar)

IE' 1% match (22-Haz-2015 tarihli internet)
hittg:Jfif . . Jpdfipdf INF_248 pdf

< 1% match {yaynlar)
FKadn, "Klinik § klerde saptanan Candida taderini ALDETOF MS ile fiplendiflmesi®. Dicle

15 tarihli intemet)
A
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