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ABSTRACT

Dermatophytes infect tissues containing keratin in humans and animals, causing dermatophytosis infection.
Trichophyton verrncosum is the most common agent of bovine dermatophytosis cases. Trichophytosis causes big
economic lossess throughout the world and also threatens human health by being a zoonosis. T. verrucosum is
usually isolated from cattle. Cattle are the natural reservoirs of this agent. The aim of this study is to isolate
disease-causing dermatophytes in cattle and to carry out molecular separation of Internal Transcribed Spacer
(ITS) regions of the isolated T. verrucosum strains by PCR- Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-
RFLP). For this purpose, 90 samples were taken from the cattle with dermatophytosis for cultural examination.
As a result of the culture of these samples, 35 (38.8%) T. verrucosum were isolated and identified. DNA isolation of
these strains was made and amplification of ITS regions was performed. It was only one RFLP profile was found
according to the results of RFLP analysis of T. verrucosum strains using Mval and Hinfl enzymes. At the end of
study, it was founded that the isolated T. verrucosum strains showed a single profile by PCR-RFLP analysis and
PCR-RFLP was a useful tool for the molecular characterization of the strains. It was also concluded that PCR-
RFLPs of strains from different regions or even from different countries might be necessary in order to detect
different profiles of the tested samples.
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Sigirlardan Izole Edilen Trichophyton Verrucosum Suglarinin PCR —RFLP ile Molekiiler
Karakterizasyonu

Oz

Dermatofitler, insan ve hayvanlarda keratin iceren dokulart infekte ederek dermatofit infeksiyonuna neden
olmaktaditlar. Trichophyton verrucosum s1gir dermatofitozis olgularinin en yaygin etkenidir. Trichophytosis, biitin
dinyada hayvancilik sektérinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmast yaninda zoonoz olmastyla da insan
saghigint tehdit etmektedir. Sigirlardan genellikle T. verrucosum izole edilmektedir. Sigirlar bu etkenin dogal
rezervuaridirlar. Bu galismanin amaci, sigirlarda hastaliga neden olan dermatofitlerinin izolasyonu ve izole edilen
T. wverrncosum suglarinin Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgelerinin PCR-RFLP ile molekiiler ayriminin
yapilmasidir. Bu amagla dermatofitozisli sigirlardan 90 adet 6rnek alinarak kiltiirleri yapildi. Bu 6rneklerin kiiltiri
sonucunda 35 (%38,8) adet T. verrucosum izole ve identifiye edildi. Bu suslarin DNA izolasyonu gergeklestirilerek
ITS bélgelerin amplifikasyonu gerceklestirildi. T verrucosum suslarinin Mval ve Hinfl enzimleri kullanilarak yapilan
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) analizleri sonucunda bir adet RFLP profiline rastlandi.
Sonug olarak, izole edilen T. verrucosum suslarinin PCR-RFLP sonucunda tek bir profile sahip oldugu, farklt profil
Orneklerinin saptanmast igin farkli bolgelerden hatta farkli tlkelerden suslarin PCR-RFLP’lerinin yapilmasi
gerektigi kanisina varilds.
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GIRIS

Dermatofitozis pet ve ciftlik hayvanlarinda en sik
gorilen mantar infeksiyonudur. Giintimtizde hayvan
ve insanlarda enfeksiyona yol acan dermatofitler;
Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton
olarak 3 «cins icinde siniflandirilitlar.  Evcil
hayvanlardan ¢ok farkli tirde dermatofitler izole
edilmesine ragmen, vyalnizca Microsporum  ve
Trichophyton cinsine ait birka¢ zoofilik tiir (M. canis,
T. wverrucosum, T. mentagrophytes, T. equinum, ve M.
gypsennms)  infeksiyonlarin  ¢ogundan  sorumludur.
Sigirlarda hastalik vakalarinin ¢ogundan sorumlu olan
en yaygin tir, Trichophyton verrucosum’ dur. Zoonotik
o6neme sahip T. verrwcosum tirlerinin  alt tiplerini
belirlemek, hastaligin tedavisi ile yayilmasini dnleme
ve kontrol altina almada olduk¢a yararhidir (Arda,
1980).

Mantar tiirlerinin alt tiplerini belirlemek icin gesitli
yontemlerden vyararlanilmaktadir. Fakat halen altn
standart denilecek bir yontem belitlenememistir.
Mitokondrial DNA’daki kesim bélgesi polimorfizmi
(Restriction Fragment Length Polymorphism-RFLP),
DNA  tzerinde ribozomal RNA’min (rRNA)
kodlandigi  bélgede (tDNA) bulunan internal
transcribed spacer (ITS) bélgelerinin sekanslanmast
(Jackson ve ark. 1999, Mochizuki ve ark. 1999) ve
polymerase chain reaction (PCR) [RAPD (random
amplification of polymorphic DNA), AP-PCR
(arbitrarily primed) ve PCR fingerprinting], tir ve
suslarin ayirt edilmesinde 6nemli yararlar saglamigstir
(Kac 2000, Thomas ve Xu, 2002). PCR-RFLP T.
verrncosupun  intraspesifik  polimorfizminin  ortaya
ctkarilmasinda degerli bir arag oldugu
distinilmektedir (Mirzahoseini ve ark. 2009). Hinfl
ve Mval enzimleriyle ITS I PCR iriinlerini kestikleri
calismada 2 adet T. verrucosum profili elde etmislerdir.
Tip II profilin en vyaygin profil oldugunu
belirtmislerdir (Neji ve ark. 2016).

Bu calismanin amact, sigirlarda hastaliga neden olan
T. verrucosum izolasyonu ve izole edilen T. verrucosum
suslarinin  Internal  Transcribed Spacer (ITS)
bolgelerinin - PCR-RFLP ile molekiler ayriminin
yapilmasidur.

MATERYAL ve METOT

Bu calismada, Sanlwurfa ilinin farkll ilce ve merkez
ileelerinden Mikrobiyoloji Anabilim Dalina yapilan
basvurular dogrultusunda teshis amactyla Ornekler
toplandi.  Ornekler, genellikle aile tipi kiicik
isletmelerden  farkli  cinsiyet  ve  yaslardaki
hayvanlardan alindt (Tablo 1). Bu amagla klinik olarak
dermatofitoz  stpheli hayvanlardan T.  verucosum
yoniinden incelenmek tizere toplam 90 sigir orijinli
ornek  (deri dokiintileri ve ki) alindi.  Ornek
alinmadan 6nce derideki buyiikligt, lezyonlarin yeri,
sekli, yayilma durumu gibi 6nemli noktalara dikkat
edilerek, lezyon ve ¢evresi %70’lik alkol ile iyice silindi
ve deri dokuntileri steril bistiiri ile alindi, killar ise

steril bir pensle cekilerek steril materyal kaplarina
alindi ve en kisa stirede laboratuvara ulastirilds

Kultiir

T. verrucosum Uretilmesi amactyla Sabouraud Glucose
Agar (SGA) (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 6rneklerden SGA‘a
ekimler yapildi. Besiyetleri, 37°C’lik etiivde 3-4 giinde
bir olusan iremeler kontrol edilerek dort hafta siireyle
inkiibasyona birakildi. Laktofenol pamuk mavisi
boyast kullanilarak kolonilerden bir kisim alinarak
lam-lamel arast preparatlar hazirlandi. Inkiibasyon
sonunda kolonilerin treme hizlari, ylizey renkleri,
mortfolojileri, tabandaki pigmentleri ve mikroskobik
incelemede konidiyumlarin varligy, hiflerin yapist gbz
oniine alinarak T. verrucosum yontinde
identifikasyonlart  gerceklestirildi  (Larone, 2002).
Ayrica Trichophyton stpheli kolonilerin
Trichophyton  agara  subkiiltirleri  yapilarak
makroskopik ve mikroskobik 6zellikleri incelendi.

Molekuler Metodlar

DNA Ekstraksiyonu

Liu ve ark. (2000)’nin bildirdigi DNA ekstraksiyon
yontemi kullaniddi. Bu yonteme gore steril 6ze ile az
miktarda miselyum 500 pl'lik lizis solisyonu (400 mM
Tris-HCI [pH 8,0], 60 mM EDTA [pH 8,0], 150 mM
NaCl, %1 SDS) iceren bir ependorf tiipiine alinarak,
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu tipe 150
ul potasyum asetat soliisyonu eklendikten sonra, tiip
hafifce vortekslendikten sonra, 14.000 devirde 1 dk.
santrifije edildi. Siipernatant bagka bir ependorf
tipine aktarlarak, tekrar yukandaki sartlarda
santrifiije edildi. Elde edilen siipernatant niikleaz-ari
bir ependorf tiiptine aktarilarak tizerine esit hacimde
izopropil alkol eklendi. TUp hafifce ters yiiz edilerek
karistirldi ve 12.000 devirde 2 dakika santrifiyj edildi.
Stipernatant pelet kaybedilmeden dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi. Elde edilen DNA peleti, 300 ul %70’lik
etanol ile vortekslenip santrifiije edilerek yikandu.
Pelet 10.000 devirde 1 dakika santrifiije edildikten
sonra, sipernatant atilarak ve DNA peleti oda
sicakhiginda tutularak kurutuldu. DNA peleti 50 uL
nukleazsiz su icerisinde ¢6zildi

ITS Bolgesinin PCR Iglemi ile Cogaltilmas1

PCR reaksiyon karigimi; 5 pl template DNA, 1.5-3
mM MgCI2, 0.8 mM dNTP kangmmi, 0.7 pM
primetler (ITS1, ITS4), 1/10 reaksiyon buffer, 1.25 U
Taq DNA polimeraz ve son hacmi 50 pl olacak
sekilde steril distile sudan olustu. PCR inkubasyon,
sicaklik ve siireleri strastyla, 94°C ‘de 3 dakikahk ilk
denattirasyon, 94°C’de 1 dakikalik denaturasyon,
60°C’de 1 dakika primer baglanmasi, 72°C’de 1
dakikaltk ckstensiyonu iceren 35 siklustan olustu
(Hsiao ve ark. 2005). Izole edilen T. werrucosum
suslarinin I'TS bélgesini ¢cogaltmak icin PCR isleminde
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kullanidmak tizere White ve ark. (1990) tarafindan
oldukea duyarli ve 6zgiin oldugu bildirilen mantarlara
Ozgli universal primetler kullanildi.

Forward primer olarak: ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)

Reverse primer olarak. ITS 4 (5-
TCCTCCGCTTATTGA TATGC-3).

PCR  Uriinlerinin  Goriintillenmesi  ve
Piirifikasyonu

Amplifikasyon trtnleri %2 agaroz jel elektroforezi ile
ayrimlanarak UV 15181 altinda konrol edildi.

PCR-RFLP

Bu amacla Hinfl ve Mval (Thermo Scientific, USA)
enzimleriyle PCR trtinleri kesildi. Bitin islemler
tretici firmanin protokolleri dogrultusunda yapild.
Reaksiyon karisimi1

10 ul PCR reaksiyon triind (~0.1-0.5 ng of DNA)

17 ul nukleaz icermeyen su

2 ul 10x buffer

Bu karisim hafifce birka¢ dakika karistirildiktan sonra
37°C°de 1-16 saat inkiibasyona birakildi.

ITS Bolgesinin Sekanslanmasi

PCR urtnleri Big Dye Cycle Sequencing kit v 3.1
kullanslarak ~ ABI  PRISM  3130XL  automated
sequencer (Applied Biosystems) ile ¢ift tarafli olarak
sekanslandi. Elde edilen sekans bilgileri Bioedit
Alignment Sequence Editor ile incelendi (Hall, 1999).
Tespit edilen sekanslar, web tabanli BLAST programi

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilarak
GenBank'tan elde edilen benzer sekanslarla
karsilastirildi.

BULGULAR

Toplam 90 sigira ait 6rneklerin kiltiir ile incelenmesi
sonucunda, 35 (%38,8) ornekte makroskobik ve
mikroskobik olarak T. wverncosum olarak identifiye

2 ul enzim (Hinfl veya Mval) ‘den olustu. edilen tremeler gbrildu (Tablo 1).
Tablo 1. Incelenen 6rneklerin yas gruplarina ve bolgelere gore dagilimi.
Table 1. Distribution of the studied samples by age groups and regions.
Ornek Ornek Yas gruplari Toplam
alinan alinan 0-6 ay 6 ay- 1yas 1yag ve tizeri  Alman Pozitif
bélge isletme Alinan Pozitif Alinan Pozitif Alinan Pozitif oOrnek  6rnek
say1s1 Ormek Bulan Ornek Bulan Ornek Bulan sayist  sayist
Sayisti  Ornek Sayist  Ornek Sayisi  Ornek
Sayis1 Sayis1 Sayis1
Surue 2 10 8 10 9 - - 20 17
Bozova 1 2 1 12 1 14 2
Haliliye 4 19 4 4 1 - - 23 5
Eyytibiye 4 11 4 8 5 14 2 33 11
Toplam 11 40 16 24 16 26 3 90 35
Bu  Orneklerin - ITS  bolgelerinin - PCR  ile izole edilen butin suslarin T, werrucosum oldugu

amplifikasyonu sonucunda 622 bp’de bantlar gorilldd
(Sekil 1). PCR durtnlerinin sekanslanmast sonucunda

saptandu.

Sekil 1: T verrucosum suslarinin PCR urtnlerinin agaroz jel goriintist. M: marker T. verrucosum suslari, 1,2,3,4,5,6,7,8

(622 bp)

Figure 1: Agarose gel view of PCR products of T. verrucosum strains. M: marker T. verrucosum strains, 1,2,3,4,5,6,7,8

(622

bp)
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PCR urinlerinin RFLP analizi sonucunda Hinfl (200- yapilan kesimlerde ise tek bir profil gorildi.
159-145 bp) ve Mval (518-140 bp) enzimi kullanilarak (Sekil 2-3).

Sekil 2: Hinfl enzimi kesim sonrast agaroz jel elektroforez goriintiisi. M: marker T. verrucosum suslarinin REFLP
profilleri 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 (200-159-145 bp)

Figure 2: Hinfl enzyme agarose gel electrophoresis image after cutting. M: marker RFLP profiles of T. verrucosum
strains 1,2,3,4,5,0,7,8,9,10,11 (200-159-145 bp)

Sekil 3: Mval enzimi kesim sonrast agaroz jel elektroforez goruntlisi. M: marker T. verrucosum suslarinin RFLP
profilleri 1,2,3,4,5,6,7,8 (518-140 bp)

Figure 3: Agarose gel electrophoresis image after cutting Mval enzyme. M: marker RFLP profiles of T. verrucosum
strains 1,2,3,4,5,6,7,8 (518-140 bp)
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TARTISMA

Sigirlardan genellikle T verrucosum izole edilmektedir.
Sigrlardan T, verrucosum  disinda M. gypseum, T.
mentagrophytes, I. rubrum ve T. simii izole edildigi
bildirilmistir (Mitra ve ark. 1998). Bu calismada
dermatofitoz stpheli 90 sigirin 35 (%38,8)’inden T.
verrucosum  izole edilmistir. Iran’da  Khosravi ve
Mahmoudi (2003) deri lezyonu olan sigirlarin
%85’ inden I. verrucosum, %015’inden T. mentagrophytes
izole etmislerdir. Abou-Eisha ve ark. (2008) yaptiklari
calismada kiltiirel olarak pozitif olan dermatofit
izolatlarindan, sigirlarin 54 (%75)’tnden I. verrucosum
izole etmislerdir. Yildirim ve ark (2010)’lart Kirikkale
bolgesinde  yaptiklart  calismada  klinik  olarak
dermatofitoz  lezyonlar1  gbsteren 50  inegin
Y%44anden  T.  werrmcosum  izole  ettiklerini
belirtmislerdir. Aghamirian ve Ghiasian (2011)
yaptiklart calismada 380 sigirin 352 (%92,6)’sinden,
Papini ve ark. (2009), 294 sigirdan %87,7 oraninda T.
verrucosum  izole  etiklerini  bildirmislerdir.  Abd-
Elmegeed ve ark. (2020) min Misir’da  yaptiklar
calismada, T. verrucosuniun (%25,6) oraninda en stk
saptanan dermatofit tird oldugunu bildirilmislerdir.
Bizim calismamizda izolasyon orant Yildirim ve ark
(2010) ‘nin bulgularina benzer goérilirken Abd-
Elmegeed ve ark. (2020)’mun bulgularindan yiksek,
diger calismalardan ise dusiik olarak bulunmustur.
Bunun  bolgesel  farkliliklardan  kaynaklandig
distnilmekle beraber en sik izole edilen etkenin T.
verrncosum  olmast diger calismalara benzer olarak
gorilmistiir.

Bu calismada 35 susun PCR triinlerinin RFLP analizi
sonucunda Hinfl (200-159-145 bp) ve Mval (518-140
bp) enzimi ile kesim sonrasinda tek bir profil goriildi.
Neji ve ark. (2016), calismalarinda Hinfl enzimiyle 3
profil, Mval enzimiyle 2 profil elde etmislerdir. Hinfl
fle A [372-159-145 bp] (79.4%), B [372-304-159-145
bp] (14.7%) ve C [306-200-164 bp]| (5.9%), Mval
enzimi ile 2 (I [406-125-89-50 bp] (94.1%) ve (II [518-
140 bp] (5.9%) profil elde etmislerdir. Ancak bu
profillerden sadece bir tanesinin ¢ok yaygin oldugunu
bildirmislerdir. Jha ve ark (2012), 11 T. wverrncosum
susunu Haelll enzimini kullanarak PCR-RFLP ile
inceledikleri ¢alismada tek profil elde etmislerdir.
Mirzahoseini ve ark (2009), PCR-RFLP kullanarak
dermatofitlerin hizli identifikasyonlarini amagladiklari
calismada 6 dermatofit turini (1. mentagrophytes, T.
rubrum, 1. verrucosum, T. tonsurans, Microsporum canis ve
Epidermophyton  floccosnmz) Mval, Hinfl and Haelll
enzimleri ile kesimlerini gerceklestirmislerdir. Kesim
sonucunda tek profil elde ederek PCR-RFLP’nin
Ozellikle tiir ya da cins dizeyinde identifikasyon icin
yararli bir ara¢ oldugunu belirtmislerdir. ITS
bolgesinin  Mval enzimi kullanilarak  kesiminin
yapildigi baska bir calismada 2 RFLP profili elde
edilmistir. Birinci patern’de iki fragmentten olusurken

(380 bp-220 bp) ikinci profil kesilmeden tek
fragmentten (600 bp) olusmustur (Dalis ve ark. 2018).
Bu calismada tek profil elde edilmesi Jha ve ark (2012)
ile Mirzahoseini ve ark (2009)’nin bulgularina benzer
gorilitken  diger  caligmalardan  fakli  olarak
gorilmustir. Bunun nedeninin 6rneklemenin kiiciik
bir alanda (Sanlurfa) yapilmasindan kaynaklandigt
disuntlmektedir.

SONUC

Sonug olarak, izole edilen suslarin tek bir profile sahip
oldugu ve T. wverrncosum suslarinin tiplendirilmesinde
ITS-RFLP’nin kullandabilir ve tekrarlanabilir bir test
oldugu sonucuna varildi. Daha sonraki calismalarda
daha genis bir alandan 6rnek alinarak PCR-RFLP
tiplendirilmesinin ~ yapilmasinin  yararli  olacag
sonucuna varildi
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