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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayım Koşulları
1. Dergi, T.C. Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, Etlik Veteri-
ner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü’nün hakemli, 
bilimsel yayın organı olup, yılda iki defa yayımlanır. Derginin kı-
saltılmış adı “Etlik Vet Mikrobiyol Derg” dir.
2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde veteriner hekimlik 
alanında yapılan, başka bir yerde yayımlanmamış olan orijinal bi-
limsel araştırmalar, güncel derleme, gözlem, kısa bilimsel çalışma-
lar ve enstitüden haberler yayımlanır. Derleme şeklindeki yazılar; 
orijinal olması, en son yenilikleri içermesi, klasik bilgilerin tekrarı 
olmaması durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazırlayan yazarın, o 
konuda ulusal ya da uluslararası düzeyde orijinal yayın ve araştır-
malar yapmış olması koşulu aranır.
3. Türkçe ve İngilizce olarak hazırlanacak metinler 12 punto Times 
New Roman yazı karakterinde, düz metin olarak, çift aralıklı ve 
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yazılmalıdır. Yazıların tamamı, şekil ve tablolar dahil olmak üzere 
orijinal bilimsel araştırmalarda 16, derlemelerde 10, gözlemlerde 6 
ve kısa bilimsel çalışmalarda 4 sayfayı geçmemelidir.
4. Microsoft Word formatındaki metin ile en az 300 dpi çözünürlükteki 
JPEG formatındaki resim/lerin tamamı etlikvetmikrobiyolderg@
gmail.com e-posta adresine gönderilmelidir.
5. Türkçe orijinal çalışmalar konu başlığı, yazar/yazarların adları, 
adresleri, Türkçe özet ve anahtar sözcükler, İngilizce başlık, İngi-
lizce özet ve anahtar sözcükler, giriş, materyal ve metot, bulgular, 
tartışma ve sonuç, teşekkür ve kaynaklar sırası ile hazırlanmalıdır. 
İngilizce orijinal çalışmalar konu başlığı, yazar/yazarların adları, 
adresleri, İngilizce özet ve anahtar sözcükler, Türkçe başlık, Türk-
çe özet ve anahtar sözcükler, giriş, materyal ve metot, bulgular, 
tartışma ve sonuç, teşekkür ve kaynaklar şeklinde hazırlanmalıdır. 
Kısa bilimsel çalışmaların ve derlemelerin başlık ve özet bölümleri 
orijinal çalışma formatında, bundan sonraki bölümleri ise, derleme-
lerde; giriş, metin ve kaynaklar şeklinde, kısa bilimsel çalışmalarda 
ise bölümlendirme yapılmadan hazırlanmalıdır.
6. Orijinal çalışmalar ve gözlemler aşağıdaki sıraya göre düzenle-
nerek yazılmalıdır.
Başlık, kısa, konu hakkında bilgi verici olmalı ve küçük harflerle 
yazılmalıdır.
Yazar(lar)ın, ad(lar)ı küçük, soyad(lar)ı büyük harflerle yazılmalı 
ve unvan belirtilmemelidir. ORCID numaraları yazılmalıdır.
Özet, Türkçe ve İngilizce olarak, tek paragraf halinde ve en fazla 
500 sözcük olmalıdır.
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lıdır. Başlıklar kalın, alt başlıklar italik yazı tipiyle belirtilmelidir.
Bulgular bölümünde veriler, tekrarlama yapmadan açık bir şekilde 
belirtilmelidir. Tablo başlıkları tablonun üstünde, şekil başlıkları 
ise şeklin altında belirtilmelidir.
Tartışma ve Sonuç bölümünde, araştırmanın sonucunda elde edi-
len bulgular, diğer araştırıcıların bulguları ile karşılaştırılmalı ve 
literatüre olan katkısı kısaca belirtilmelidir.
Teşekkür bölümü, gerekli görülüyorsa kaynaklardan hemen önce 
belirtilmelidir.
Kaynaklar bölümünde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik 
olarak sıralanmalı ve numaralanmalıdır. Metin içerisindeki kaynak, 
yazar soyadı yazılıp sıra numarası ile; cümle sonunda ise sadece 
sıra numarası ile köşeli parantez içerisinde yazılmalıdır. Cümle 
sonunda birden çok kaynak belirtilecek ise kaynak numaraları kü-

çükten büyüğe doğru sıralanmalıdır. Metin içerisinde ikiden çok 
yazarlı kaynak kullanımlarında ilk yazarın soyadı yazılmalı diğer 
yazarlar ise “ve ark.” (İngilizce metinlerde “et al.”) kısaltması ile 
belirtilmelidir. Dergi adlarının kısaltılmasında “Periodical Title 
Abbreviations: By Abbreviation” son baskısı esas alınmalıdır. Kay-
naklar listesinde yazar(lar)ın aynı yıla ait birden fazla yayını varsa, 
yayın tarihinin yanına “a” ve “b” şeklinde belirtilmelidir.
Kaynak yazımı ve sıralaması aşağıdaki gibi yapılmalıdır;
Süreli Yayın:
Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK, (1992). 
Induced transplacental transmission of N. caninum in cattle. J Am 
Vet Med Ass. 201, 709-713.
Yazarlı Kitap:
Fleiss Jl, (1981). Statistical methods for rates and proportions. 
Second edition. New York: John Willey and Sons, p.103.
Editörlü Kitap:
Balows A, Hausler WJ, Herramann Kl, eds., (1990). Manual of Clinical 
Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
Editörlü Kitapta Bölüm:
Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes. 
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.
Kongre Bildirileri:
Çetindağ M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, İzmir-Turkey.
Tezler:
Aksoy E, (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve immuno-
peroksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. Doktora Tezi, AÜ 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ankara.
Anonim:
Anonim, (2009). Contagious equine metritis. Erişim adresi: http://
www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, Erişim tarihi: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erişim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erişim tarihi: 14.11.2009.
Yazışma adresi, çok yazarlı çalışmalarda yazışma adresi olarak 
yazarlardan sadece birinin adı/soyadı, adresi ve e-posta adresi ça-
lışmanın sonunda belirtilmelidir.
7. Latince cins ve tür isimleri italik yazı tipi ile yazılmalıdır. Tüm 
ölçüler SI (Systeme Internationale)’ye göre verilmelidir.
8. Dergide yayımlanmak üzere gönderilen makaleler tüm yazarlar 
tarafından imzalanan “Yayın Hakkı Devri Sözleşmesi” ve başvu-
ruya ilişkin bir dilekçe ile birlikte gönderilmelidir. Yayımlanması 
uygun görülen çalışmalar, istendiğinde Yayım Komitesi’nin basıma 
ilişkin kararı, yazar(lar)ına bildirilir.
9. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayımlanacak olan, 
hayvan deneylerine dayalı bilimsel çalışmalarda “Etik Kurul Onayı 
Alınmıştır” ifadesi aranır.
10. Gönderilen yazıların basım düzeltmeleri orijinal metne göre ya-
pıldığından, yazıların her türlü sorumluluğu yazarlara aittir.
11. Ürünlerin ticari adları ile karşılaştırılmalarına yönelik araştır-
malar derginin ilgi kapsamı dışındadır.
12. Araştırmaya konu olan maddelerin ve ürünlerin ticari adları 
kullanılmamalıdır.
13. Şayet varsa araştırmanın desteklendiği kurum adı ve proje nu-
marası belirtilmelidir. 
14. Dergiye gönderilen yazılar geliş tarihine göre yayımlanır.
15. Yayımlanmayan yazılar, yazarına iade edilmez.
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Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions
numbers at the end of sentence. If the reference is more than two 
authors, the surname of the first author should be written and other 
authors should be mentioned with the abbreviation of “et al.”. For 
the abbreviation of journals, the latest edition of the “Periodical 
Title Abbreviations: By Abbreviation” should be taken as basis. If 
the author(s) have more than one publication within the same year, 
besides the publication date, it should be mentioned as “a” and “b” 
in the list of references.
The writing of the references and their alignment should be as in 
the following examples.
For articles:
Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK, (1992). 
Induced transplacental transmission of N. caninum in cattle. J Am 
Vet Med Ass. 201, 709-713.
For books:
Fleiss Jl, (1981). Statistical methods for rates and proportions. 
Second edition. New York: John Willey and Sons, p.103.
For edited books:
Balows A, Hausler WJ, Herramann Kl, eds., (1990). Manual of 
Clinical Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, 
p.37.
For chapter in edited books:
Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes. 
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.
For congress papers:
Çetindağ M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, İzmir-Turkey.
For dissertations:
Aksoy E, (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve İmmuno-
peroksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. PhD Thesis, Ankara 
University Institute of Health Sciences, Ankara.
Corresponding address, in multiple-author studies, as a corre-
spondence address, only one of the authors’ name/surname, address 
and e-mail should be mentioned at the end.
7. Genus and species names in Latin should be written in italic. All 
measures should be given according to the SI (Systeme Internatio-
nale) units.
8. The articles that are sent to be published in the journal should be 
sent with a covering letter and “Publication Rights Transfer Agree-
ment” signed by all of the authors. The selected articles for the 
publication, and if asked for, the decision of the editorial commit-
tee concerning the publication, are declared to the article’s author/
authors.
9. The wording of “Ethical Commission Permission is obtained” 
should appear in scientific studies based on animal experiments, 
which will be published in the Journal of Etlik Veterinary Micro-
biology.
10. As the edition of the sent articles are done in accordance with 
the original text, all responsibility of the articles bear on the au-
thors.
11. Researches that aim at comparisons of the products with their 
commercial names are out of the journal’s theme scope.
12. The trademarks of materials and products that are subject of the 
research should not be mentioned.
13. If the research is supported by a foundation, name of the foun-
dation and project number must be mentioned.
14. The articles that are sent to the journal are published in line with 
their coming date.
15. Unpublished papers are not returned to their author.

1. The Journal is a refereed, scientific publication of Republic of 
Turkey Ministry of Food, Agriculture and Livestock, Directorate of 
Etlik Veterinary Control Central Research Institute and is published 
two issues in a year. The abbreviation of the journal is “J Etlik Vet 
Microbiol”.
2. In the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, original research 
articles, actual reviews, case reports, short communications on the 
issue of veterinary medicine whose one part or whole have not been 
published in any other place before, and news from the institute 
are published. The review articles will be accepted only if they are 
original, actual and not repeating the classical knowledge. The au-
thor of the review is asked to possess original publications or re-
searches on the subject at national or international levels.
3. Manuscripts that will be prepared in Turkish and English should 
be typed as a full text, on A4 paper with 12 pt, in Times New Ro-
man typing character, double-spaced and with 30 mm space in both 
sides of the paper. Manuscripts including figures and tables should 
not exceed 16 pages for original research articles, 10 pages for re-
views, 6 pages for case reports and 4 pages for short communica-
tions.
4. Manuscript written in Microsoft Word format and figures in 
JPEG format at minimum 300 dpi resolution should be submitted 
to etlikvetmikrobiyolderg@gmail.com
5. Original research articles and case reports should include in fol-
lowing rank: title, name(s) of the author(s), their addresses, abstract 
and key words in English, title, abstract and key words in Turkish, 
introduction, material and method, findings, discussion and conclu-
sion, acknowledgements and references. In short communications 
and reviews, divisions except summaries should be omitted.
6. Original research articles and case reports should be arranged 
and composed as in the following.
Title should be brief, explanatory and written in small caps. 
Explanation(s) about the study should be written as footnotes.
Author(s) should be mentioned by their names and surnames; their 
surnames should be written in capital letters and author(s) title 
should not be mentioned. ORCID numbers should be written.
Summary should be in Turkish and English, single paragraph and 
composed of at most about 500 words.
Key words must be selected from Medical Subject Headings, 
should be written in alphabetical order and should not exceed 5 
words. 
Introduction not exceeding two pages should include a short re-
view of the literature related with the subject and in the end para-
graph; the aim of the study should be mentioned.
Material and Method should be written in an essential and com-
prehensible manner without getting into details. Subtopics should 
be mentioned first in bold and after in italic type.
Findings should be shortly explained and data should not be re-
peated within the text. Legends should be indicated at the top of 
each table, whereas should be indicated at the bottom of each figure 
and print. Vertical lines are not allowed in tables.
Discussion and Conclusion must include the evaluation and com-
parison of results with other researchers’ findings. The study’s con-
tributions to the existing literature should also be explained briefly.
Acknowledgements must be indicated before references if neces-
sary.
References should be listed alphabetically and chronologically by 
numbers. In the body of text, reference must be shown by author’s 
surname and list number or only by list number within square pa-
renthesis. If there is more than one reference that refers to the same 
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Özet: İnsanlarda ve hayvanlarda normal floranın bir parçası olarak kabul edilen stafilokokların bazı türleri, hayvanların 
ve insanların vücut bölgelerinde (örneğin; deri, kulak, eklem) çok çeşitli piyojenik infeksiyonlara neden olabilmektedir. 
Özellikle metisilin dirençliliği ile halk sağlığı açısından tehdit oluşturan stafilokok türlerinin başında Staphylococcus 
aureus gelmektedir. Bunu takiben S. pseudintermedius ve son zamanlarda da koagülaz negatif stafilokoklar sayılabil-
mektedir.
Bu çalışmamızın amacı; Kuzey Kıbrıs Türk Cumhuriyeti’nde Yakın Doğu Üniversitesi Hayvan Hastanesine çeşitli şi-
kayetlerle getirilen hayvanlardan izole edilen stafilokok türleri arasında metisilin dirençliliğini araştırmak ve zoonotik 
potansiyeli yüksek olan bu türlerin varlığını ortaya koymaktır. Hayvan hastanesine çeşitli şikayetlerle getirilen hay-
vanlardan 67 adet örnek toplanmış ve 80 adet stafilokok türü izole edilmiştir. Hayvanlara ait bu örneklerden koagülaz 
pozitif stafilokok türlerinden 22 adet S. aureus (%27,5) ve koagülaz negatif stafilokok türlerinden ise 13 adet S. chro-
mogenes (%16,25) izole edilmiştir. Bu stafilokok türlerinin 22 adedi metisiline dirençli bulunmuştur. Klinik Labora-
tuvar Standartları Enstitüsüne (CLSI) göre yorumlanan mikrodilüsyon antibiyogram sonuçlarında çoklu antibiyotik 
dirençliliklerine de rastlanmıştır.
Anahtar Kelimeler: Evcil hayvanlar, Metisilin dirençliliği, Stafilokok türleri.

A Retrospective Study about Methicillin Resistance of Staphylococcus Species Isolated from 
Animals at Turkish Republic of Northern Cyprus

Abstract: Some species of staphylococci, considered to be part of the normal flora in humans and animals, can cause 
a wide variety of pyogenic infections in the body parts of animals and humans. In particular, main agent with regard to 
threatening public health is methicillin resistant S.aureus between Staphylococcus species then S.pseudintermedius and 
more recently, coagulase negative staphylococci can be counted.
The purpose of our study was investigate to methicillin resistance of Staphylococcus species isolated from the animals 
brought to animal hospital of Near East University in the Turkish Republic of Northern Cyprus and is demonstrate to 
presence of these species with high zoonotic potential. At animal hospital, 67 samples were collected from the animals 
which had various symptoms and 80 Staphylococcus species were isolated. The most isolated agents were 22 S.aureus 
(27,5%) among coagulase-positive staphylococci and 13 S.chromogenes (16,25%) among coagulase-negative staphylo-
cocci from the samples belonging to animals. It was obtained to methicillin-resistance at 22 of Staphylococcus species. 
Multiple drug resistance was also encountered in results of microdilution antibiotic susceptibility testing evaluated ac-
cording to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).
Key words: Domestic animals, Methicillin resistance, Staphylococci.

Giriş

Stafilokoklar; fakültatif anaerob, Gram prozitif, 
katalaz pozitif, Micrococcaceae ailesinde bulunan 
bakterilerdir. Stafilokoklar; çeşitli memelilerde 
ve kuşlarda derinin ve müköz membraların ayrıca 
sindirim ve solunum yolunun normal bakteriyel 
florasının bir bölümünü oluşturmaktadır. Bunun ya-
nında, stafilokokların bazı türleri hayvanların ve in-
sanların vücut bölgelerinde (örneğin; deri, kulaklar 

ve eklemlerde) çok çeşitli piyojenik infeksiyonlara 
neden olabilmektedir [24,25].

Veteriner hekimliğinde; başlıca koagülaz pozi-
tif stafilokok türlerinden S.aureus ve S.pseudinter-
medius ayrıca koagülaz negatif stafilokok türlerin-
den S.chromogenes ve S.epidermidis önemli hasta-
lıklara neden olmaktadır. Koagülaz pozitif, oportu-
nistik bir patojen olan Staphylococcus aureus; inek-
lerde, keçilerde, koyunlarda ve atlarda mastitise; 
koyunlarda ve keçilerde dermatitise; domuzlarda ve 
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atlarda botriyomikozise ve kedi ve köpeklerde sup-
puratif infeksiyonlara neden olabilmektedir. S. hyi-
cus ise domuzlarda eksudatif epidermitis ve artritis 
hastalığının etkenidir [25].

Koagülaz pozitif Staphylococcus intermedius 
grubunda (SIG); S. intermedius, S. pseudinterme-
dius ve S. delphini türleri bulunmaktadır. Özellik-
le S. pseudintermedius, köpeklerde piyodermanın 
başlıca etkenidir ve bu grubun üyeleri endometritis, 
sistitis ve otitis eksterna gibi suppuratif infeksiyon-
ları meydana getirebilmektedir. Kedilerde de çeşitli 
piyojenik vakalara neden olmaktadır. 

Koagülaz negatif stafilokoklar ise insanlarda ve 
hayvanlarda oportünistik infeksiyonlara yol açarken 
hayvanlarda en çok S. chromogenes, S. epidermidis, 
S. haemolyticus, S. simulans ve S. lugdunensis izole 
edilmektedir. İnsan sağlığında ise en çok S. hominis, 
S. capitis ve S. cohnii izole edilmektedir [18,30].

Son zamanlarda metisilin dirençli stafilokok-
ların artışı halk sağlığı açısından bir tehdit oluştur-
maktadır. Bununla birlikte insanlarda ve hayvanlar-
da çoklu antibiyotik direncine sahip stafilokokların 
izole edilmesine dair birçok çalışma mevcuttur 
[4,7,22]. Özellikle metisilin dirençli Staphylococ-
cus aureus (MRSA), metisilin dirençli Staphylococ-
cus pseudintermedius (MRSP) ve metisilin dirençli 
koagülaz negatif Staphylococcus (MRCNS) türleri 
önemli infeksiyonlara yol açarken hayvanlar ve in-
sanlar arasındaki taşıyıcılığı da önemli bir risk hali-
ni almıştır [1,25,26].

Metisilin direnci, modifiye penisilin bağlayıcı 
protein (PBP2a) üretimini kodlayan mecA geni ile 
ilişkili bir durumdur. Genelde β-laktam antibiyotik-
leri bakteri hücre duvarı yapımını önlemek için, sta-
filokokların PBP’lerine bağlanır. Metisilin dirençli 
stafilokokların (MRS) modifiye olmuş PBP’i (PB-
P2a), β-laktamlar için düşük bir affiniteye sahiptir 
ve bu nedenle hücre duvarı yapımı bu antibiyotikler 
tarafından engellenememektedir. Bu gen, ‘stafilo-
kokal kromozomal kaset’ (SCCmec) olarak adlandı-
rılan bir hareketli element üzerinde bakterinin kro-
mozomunda bulunur [34].

Stafilokoklarda metisilin direncinin saptanması 
için fenotipik yöntemler kullanmaktadır. Genellikle 
metisilin yerine hassas ve daha dayanıklı oldukları 
için oksasilin veya sefoksitin antibiyotikleri yay-
gın olarak kullanılmaktadır. Metisilin dirençli sta-

filokokların konvansiyonel antibiyotik duyarlılık 
testlerinin yanı sıra genotipik yöntemlerle özellik-
le PCR ile mecA geninin teşhisi, metisilin dirençli 
stafilokokların saptanması için altın standart olarak 
kabul edilmektedir [3,7,35].

Bu çalışmamızın amacı; Kuzey Kıbrıs Türk 
Cumhuriyeti’nde Yakın Doğu Üniversitesi Hayvan 
Hastanesine çeşitli şikayetlerle getirilen hayvanlar-
dan izole edilen stafilokok türleri arasında metisi-
lin dirençliliğini araştırmak ve zoonotik potansiyeli 
yüksek olan bu türlerin varlığını ortaya koymaktır.

Materyal ve Metot

Hayvan Materyali 
Bu çalışmada; Yakın Doğu Üniversitesi Hayvan 
Hastanesine ve Yakın Doğu Üniversitesi Veteriner 
Fakültesi Uygulama Çiftliği’nden çeşitli şikayetler 
ile getirilen 34 adet köpek, 11 adet kedi, 10 adet at, 
7 adet inek, 1 adet koyun, 2 adet keçi, 1 adet oğlak 
ve 1 adet kanaryadan oluşan toplamda 67 adet hay-
vana ait numuneler incelendi. Bu hayvan türlerine 
ait 29 adet deri svabı, 4 adet göz svabı, 8 adet süt 
örneği, 2 adet vaginal svap, 5 adet yara svabı, 9 adet 
kulak svabı, 2 adet deri kazıntısı, 1 adet irin içeriği, 
2 adet idrar örneği, 1 adet piyoderma içeriği, 1 adet 
fistül svabı, 1 adet nazal svap ve 2 adet nekropsi 
materyali olmak üzere toplamda 67 adet numunenin 
bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyonu yapıldı.

Numune alma kurallarına uygun olarak aseptik 
koşullarda MRSA (Copan-493CE03), likit Amies 
(Copan-4E014S.A) ve Stuart (Copan-141C) içeren 
svaplarla numuneler toplandı. Deri svapları; deri 
infeksiyonu bulunan bölgelere, steril ve bu amaca 
uygun seçilen svaplar sürülerek ve kulak svapları 
ise; otitis eksternalı hayvanların dış kulak yoluna 
sürülerek toplandı. Süt örnekleri steril tüplere alı-
nıp, ardından santrifüj edildi. İdrar örnekleri ise 
aynı şeklide aseptik bir ortamda sistosentez meto-
du ile toplandı. Toplanan numuneler Yakın Doğu 
Üniversitesi Veteriner Hekimliği Fakültesi Merkez 
Araştırma ve Mikrobiyoloji Laboratuvarına soğuk 
zincir altında ulaştırıldı ve bakteriyolojik analizleri-
ne aynı gün başlandı.

Bakteriyolojik İzolasyon ve İdentifikasyon
Laboratuvara ulaştırılan örneklerin, %7 koyun 

kanlı agara (Biomerieux, 43041), MacConkey aga-
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ra (Merck, 105465) ve koagülaz pozitif stafilokok 
türlerine spesifik olan Egg Yolk Tellurite (Merck, 
103785.050) Supplement katılmış Baird Parker 
agara (Merck, 105406), MRSA agara (Himedia, 
M1974) ekimleri gerçekleştirildi. Pozitif kontrol 
olarak; Edinburg Üniversitesi Roslin Enstitüsü’n-
den Staphylococcus pseudintermedius ED99 ve 
Uludağ Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dalı’ndan tedarik edilen S. aureus 
ATCC 700699 suşları kullanılmıştır.

Ekimleri gerçekleştirilen besiyerleri, bakterile-
rin optimal üreme süreleri dikkate alınarak aerobik 
ortamda 37°C’de inkübatörde inkübasyona bırakıl-
dı ve izolasyonu gerçekleşen bakteri kolonileri de-
ğerlendirildi.

İzolasyonu gerçekleşen saf bakteri kolonilerine 
Gram boyama (Biomerieux,55542) yöntemi uygu-
landı ve Gram özellikleri belirlendi. Gram pozitif 
kok şekilli mikroskobik morfoloji gösteren bakteri-
lere katalaz (Biomerieux,55561) ve koagülaz (Mer-
ck,113306) testleri uygulandı. VITEK 2 Compact 
(Biomerieux, France) otomatize sistem cihazı ve 
API Staph (Biomerieux, France) ile identifikasyon-
ları gerçekleştirildi.

Antibiyotik Duyarlılık Testi
İdentifiye edilen stafilokok türlerinin metisilin di-
rençliliğini ortaya koymak amacıyla mikrodilüsyon 
yöntemi ile MİK (minimal inhibitör konsantrasyon) 
değerleri tespit edildi ve Klinik Laboratuvar Stan-
dartları Enstitüsüne (CLSI, M02-A12 ve M07-A10, 
2017) göre yorumlandı. İzolatlarda VITEK 2 Com-
pact otomatize sistem cihazı ile AST-GP kartları 
kullanılarak mikrodilüsyon yöntemi ile toplamda 
17 adet antibiyotiğe bakıldı ve duyarlılık/direnç-
lilik profilleri belirlendi. Metisilin dirençliliğinde 
rol oynayan Sefoksitin Tarama ve Oksasilin, AST 
kartlarında ayrıca belirtilmekte ve cihaz uyarı ver-
mektedir.

Bulgular

Hayvan türleri, bu hayvanlara ait numune türleri, 
izole edilen stafilokok türleri ve bu türlerin meti-
silin dirençliliği ile ilgili bilgiler ve bulgular Tab-
lo-1’de belirtilmiştir.

Tablo-1: Hayvan örneklerinden izole edilen stafilokok türleri ve metisilin dirençli stafilokok izolatları

Numune Türü Hayvan Türleri ve İzole Edilen Stafilokok Türleri Metisilin Dirençli 
Stafilokoklar

Deri svabı
(n=29)

Köpek (n=20)

S. pseudintermedius (n=9), MRSP (n=1)
S. epidermidis (n=1), MRCNS (n=1)
S. aureus (n=1)
S. intermedius (n=2), MRSI (n=2)
S. chromogenes (n=3), MRCNS (n=3) MRCNS (n=12)

MRSA (n=2)
MRSI (n=2)
MRSP (n=1)

Kedi (n=1) S.chromogenes (n=1)

At (n=8)

S. aureus (n=3), MRSA (n=2)
S. capitis (n=2), MRCNS (n=2)
S. haemolyticus (n=1), MRCNS (n=1)
S. chromogenes (n=4), MRCNS (n=4)
S. xylosus (n=1), MRCNS (n=1)
S. hyicus (n=1)

Göz svabı
(n=4)

Kedi (n=2) Koagülaz Pozitif Staphylococcus spp. (n=1)
S. chromogenes (n=1)

Köpek (n=1) S. aureus (n=1)
İnek (n=1) Koagülaz Pozitif Staphylococcus spp. (n=1)
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Numune Türü Hayvan Türleri ve İzole Edilen Stafilokok Türleri Metisilin Dirençli 
Stafilokoklar

Süt (n=8)
İnek (n=6)

S. epidermidis (n=2), MRCNS (n=1)
Staphylococcus spp. (n=1)
S. aureus (n=1)
S. chromogenes (n=2), MRCNS (n=1)
S. simulans (n=1)
S. capitis (n=1), MRCNS (n=1)

MRCNS (n=3)
MRSA (n=1)

Koyun (n=1) S. aureus (n=1), MRSA(n=1)
Keçi (n=1) S. aureus (n=1)

Vaginal svap
(n=2)

Köpek (n=1) S. pseudintermedius (n=1)
Keçi (n=1) S. aureus (n=1)

Yara svabı
(n=5)

Köpek (n=3) S. aureus (n=2) 
S. pseudintermedius (n=1)

Kedi (n=2) S. aureus (n=2) 
S. caprae (n=1)

Kulak svabı
(n=9)

Köpek (n=5)

S. pseudintermedius (n=1)
S. aureus (n=3)
S. haemolyticus (n=1)
S. simulans (n=1)
S. capitis (n=1)

 

Kedi (n=4)

S. chromogenes (n=2)
S. simulans (n=1)
Koagülaz Pozitif Staphylococcus spp. (n=2)
Koagülaz Negatif Staphylococcus spp. (n=1)
S. aureus (n=1)

Deri kazıntısı
( n= 2) At (n=2)

Staphylococcus spp. (n=1)
S. capitis (n=1) 
S. hominis (n=1)

İrin içeriği
(n=1 ) Köpek (n=1) S. aureus (n=1)

İdrar sıvısı
(n=2)

Kedi (n=1) S. aureus (n=1)

Köpek (n=1) S. aureus (n=1)
Piyoderma içerik
(n=1) Köpek (n=1) S. aureus (n=1)

Fistül svabı
(n=1) Köpek (n=1) S. aureus ( n=1)

Nazal svap
(n=1) Kedi (n=1) S. simulans (n=1), MRCNS (n=1) MRCNS (n=1)

Nekropsi materyali
(n=2)

Kanarya (n=1) S. auricularis (n=1)

Oğlak (n=1) S. xylosus (n=1)

Toplam Numune 
türü = 67

Toplam hayvan 
türü=67 Toplam izolat sayısı= 80

MRCNS (n=16)
MRSA (n=3)
MRSI (n=2)
MRSP (n=1)
Toplam Metisilin Dirençli 
Stafilokok izolat sayısı =22
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Tartışma ve Sonuç

Hayvanlarda metisilin dirençli S. aureus 1975 yılın-
dan itibaren bildirilmektedir [5]. Devriese ve ark. 
[5], 20 adet inekden toplanan süt örneklerinde 68 
adet MRSA suşunun izole edildiği ve bu suşların tek 
bir insan kaynağından bulaştığını ileri sürmüşlerdir. 
İnsanlardan izole edilen S. aureus suşlarının çiftlik 
hayvanlarına taşınması, 1963 yılında Moeller ve 
ark.[19] tarafından da bildirilmiştir. Aynı zamanda 
47 adet koyundan toplanan süt örneklerinde yapılan 
bir çalışmada da %29.8’inde mecA pozitif S. au-
reus izole edilmiştir [21]. Koyun ve keçi sütlerinde 
MRSA izolasyonu ve taşıyıcılığı ile ilgili çalışmalar 
inek sütüne göre daha az sayıda rapor edilmiştir [2, 
8, 31], çalışmamızda ise çiftliklerden getirilen süt 
örneklerinde, koyun sütünden izole edilen 1 adet 
MRSA izolatı bulunmaktadır.

Diğer bir taraftan özellikle atlardan izole edilen 
ilk MRSA, Hartmann ve ark.[14] tarafından post- 
operatif bir yaradan elde ettikleri bildirilmiştir. Bu-
nunla birlikte diğer bir çalışmada deri infeksiyonları 
bulunan atların 512 adet örneğinden 75 adet S. au-
reus izole edilmiş ve bunların ikisinde mecA geni 
taşıyıcılığı bulunarak MRSA olarak konfirme edil-
miştir [3]. Atlardaki sporadik infeksiyonlara neden 
olan MRSA’ların insanlardan direkt olarak taşındı-
ğını ileri süren çalışmalar mevcuttur [28,29]. Labo-
ratuvarımıza ulaştırılan 8 adet at deri svabından 3 
adet S. aureus izole edilmiştir ve bunların 2 adedi 
MRSA olarak konfirme edilmiştir. Atlar veteriner 
fakültesi hayvan hastanesine getirilmeden, at çift-
liğinde toplanan örnekler laboratuvara gönderilmiş-
tir. Bu örneklerden izole edilen S. aureus suşlarının 
insanlar ve diğer hayvanlar için potansiyel bir kay-
nak olup olmadığıyla ilgili genotipik çalışmaların 
planlanması doğru bir yaklaşım olacaktır.

Aynı zamanda sağlıklı atlardan izole edilen ko-
agülaz negatif Staphylococcus (CNS) türlerinde de 
mecA geni tespit edilmiş ve Japonya’da uygulanan 
bu çalışmada %29,5 oranında mecA pozitif izolatlar 
elde edilmiştir [35]. Bizim çalışmamızda yukarıda 
bahsettiğimiz MRSA izolasyonu yapılan atların bi-
rinde, 2 adet MRCNS izolatı da bulunmuştur. Bu 
türler S. xylosus ve S. capitis olarak izole edilmiş-
tir. Ayrıca atlardan izole ettiğimiz diğer MRCNS 
türleri S. chromogenes ve S. haemolyticus’dur. Bu 
sonucumuz ise Duijkeren ve ark.’nın [7] hayvan-

larda metisilin dirençli Staphylococcus türlerinin 
araştırılması sırasında atlarda 4 adet mecA-pozitif 
S. haemolyticus suşunun elde etmesi ve bu suşla-
rın çoklu antibiyotik direnci bulunması ile uyumlu 
bulunmuştur. Çalışmamızdaki atlardan izole edilen 
S. haemolyticus suşunun oksasilin, sefoksitin, pe-
nisilin, ampisilin/sulbaktam ve sefaleksin’e karşı 
dirençli bulunurken; gentamisin ve klindamisin’e 
karşı duyarlı bulunmuştur.

Son yıllarda pek çok ülkede mastitise neden 
olan bakteriyel etkenler arasında koagülaz negatif 
stafilokokların (CNS) yer alması ve bakteriyel et-
kenlerin antibiyotiklere karşı gösterdikleri çoklu 
direnç sebebiyle sütçü işletmelerinde ekonomik ka-
yıplara neden olduğu bildirilmiştir [11,23,32]. Hos-
seinzadeh ve Saei [15], İran’ın Doğu ve Batı Azer-
baycan bölgelerinde bulunan yedi sütçü inek sürü-
süne ait 158 süt örneğini bakteriyolojik ve molekü-
ler (PCR-RFLP) yöntemlerle inceledikleri bir çalış-
mada 113 (% 71.5) örnekten birçok stafilokok türü 
izole etmişlerdir. 113 adet izolattan 5’ini (% 4.4) S. 
aureus, 108’ini (% 95.6) ise CNS olarak identifi-
ye etmişlerdir. Araştırıcılar elde ettikleri 108 CNS 
türünün 44’ünü (% 40.7) S. haemolyticus, 17’sini 
(% 15.7) S. chromogenes, 11’er adedini (% 10.2) S. 
epidermidis, S. arneri ve S. cohnii, 6’sını (% 5.5) S. 
simulans, 4’ünü (% 3.7) S. hominis, 3’ünü (% 2.7) 
S. capitis ve 1’ini (% 0.9) de S. xylosus olarak ta-
nımlamışlardır. Klinik mastitis olgularından ise sa-
dece S. haemolyticus, S. chromogenes ve S. warneri 
izole edilmiştir. Bizim çalışmamızda ise mastitis 
şikayetiyle laboratuvarımıza gelen toplamda 6 adet 
inek sütü örneğinden, 6’sı CNS olarak saptanırken, 
uygulanan antibiyogram testi sonucunda 3’ünde 
MRCNS tespit edilmiştir. Toplam izolat sayısına 
göre sütteki CNS oranı %7,5 iken; toplam metisilin 
dirençli stafilokok izolat sayısına göre MRCNS ora-
nı %13,6 olarak bulunmuştur. Mastitis olgularında 
inek sütlerinden izole edilen MRCNS oranı %13,6 
iken, koyun keçi sütlerinde ise MRCNS izolasyo-
nu gerçekleşmemiş ancak MRSA oranı %4,5 olarak 
bulunmuştur.

2005 yılında yeni bir stafilokok türü olan Stap-
hylococcus pseudintermedius tanımlanmıştır [6]. 
Daha önce fenotipik özelliklerine göre S. interme-
dius olarak tanımlanan izolatlar daha sonra mole-
küler teknikler kullanılarak yeniden sınıflandırıl-
mıştır [27]. S. pseudintermedius sağlıklı köpeklerin 
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%90’ından izole edilebilir ve deri infeksiyonlarının 
(piyoderma, dermatitis vb.) altta yatan nedenlerin-
den biri olarak karşımıza çıkmaktadır [9,13,26]. 
Kawakami ve ark. [17], köpek piyodermasına neden 
olan en önemli patojenin S. pseudintermedius’un ol-
duğunu ileri sürmüşlerdir [17]. Çin ve Japonya’da 
piyodermalı köpekler üzerine yapılan iki araştırma-
da MRSP prevalansı sırasıyla %48 ve %66 olarak 
bulunmuştur [10,17]. Retrospektif çalışmamızda ise 
köpeklerin deri, yara, kulak ve vaginal svaplarından 
12 adet S. pseudintermedius ve 2 adet S. intermedius 
izole edilmiş ve bunların 1 adedi MRSP ve 2 adedi 
MRSI olarak izole edilmiştir. MRSP infeksiyonları-
nın köpeklerde kedilere göre daha yaygın olduğunu 
içeren bildirimler mevcuttur [16,20]. Çalışmamızda 
bulunan kedilerden toplanan örneklerde de S. au-
reus ve ayrıca koagülaz pozitif stafilokoklar (CPS) 
izole edilmiştir ancak tiplendirilemeyen CPS’ler la-
boratuvarımızda sarfların azaldığı dönemlere denk 
gelmiş ve daha sonra tiplendirilmek üzere saklan-
mıştır. Kedilere ait S. aureus izolatlarımıza uygula-
nan mikrodilüsyon antibiyogram sonucunda metisi-
lin dirençliliğine rastlanmamıştır.

Hollanda’da yapılan bir araştırmada, hayvan-
larla teması olmayan insanlardan gelen burun svap-
larının sadece %4’ü MRSP pozitif iken, MRSP ile 
infekte köpekle teması olanların %36’sı ve kediyle 
teması olanların %31’i MRSP pozitif bulunmuştur 
[12]. Bu da, zoonotik öneme sahip bu mikroorga-
nizmanın konakçısı olan kedi ve köpeklerin bulaş-
madaki rolünü ortaya koymuştur ve uyguladığımız 
çalışmada metisilin dirençliliğinde ki artış araştırma 
konusu olarak ilgimizi çekmiştir.

Kuzey Kıbrıs Türk Cumhuriyeti’nde Yakın 
Doğu Üniversitesi Hayvan Hastanesine çeşitli şika-
yetlerle getirilen hayvanlardan 67 adet örnek top-
lanmış ve 80 adet stafilokok türü izole edilmiştir. 
Bu stafilokok türlerinin 22 adedi metisiline dirençli 
bulunmuştur. CLSI standartlarına göre yorumlanan 
antibiyogram sonuçlarında çoklu antibiyotik di-
rençliliklerine de rastlanmış ve bu yönde uygulana-
cak çalışmalara ihtiyaç duyulmuştur.

Sonuç olarak; hem insanların hem de hayvanla-
rın fırsatçı patojeni olan stafilokok türlerinde, artan 
antibiyotik dirençliliklerinin ve bu türlerin taşın-
masında rezervuar görevi gören hayvanların belir-
lenmesi her iki popülasyon içinde çok önemlidir. 
Antibiyotiklere direnç kazanmış bakterilerin neden 

olduğu infeksiyonlarda; duyarlı antibiyotik seçimi 
ve buna yönelik olarak doğru tedavi protokolleri-
nin uygulanması aynı zamanda hastaların tedaviye 
cevap vermeleri, hastanede kalma süreleri ve tedavi 
giderlerinin azaltılmasına yönelik çalışmaların art-
ması ülkemiz açısından önem arz etmektedir. Zoo-
notik karakterdeki MRSA gibi bakteriler için ciddi 
sağlık tedbirlerinin alınması ve taşıyıcılığı ile ilgili 
mücadele programlarının başlatılması gerekliliği 
tekrar ortaya çıkmıştır.
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Özet: Antimikrobiyel ajanların su ürünleri yetiştiriciliğindeki yoğun ve bilinçsiz kullanımı sucul ortamda antibiyotik 
dirençli bakterilerin ve antibiyotik direnç genlerinin oluşumuna neden olmaktadır. Bu gibi durumlarda su ve sediment 
antibiyotik direnç genleri için rezervuar durumuna dönüşebilir ve bu genler horizontal gen transferi ile insan ve balık 
patojenleri arasında yayılabilirler. Bu çalışmada Türkiye’nin değişik bölgelerinden izole edilmiş 25 L. garvieae izo-
latının 14 farklı antibiyotiğe karşı duyarlılıkları Kirby Bauer disk difüzyon yöntemiyle belirlendi. İzolatların sahip 
oldukları çeşitli antibiyotik direnç genlerinin varlığı spesifik primer çiftlerinin kullanıldığı PCR metodu ile belirlendi. 
Ayrıca izolatlar arasındaki olası klonal ilişkiler RAPD-PCR metodu ile ortaya konuldu. İzolatların tamamının en az 4 
farklı antibiyotiğe karşı dirençli olduğu, bir izolatın ise 9 farklı antibiyotiğe karşı direnç ile en yüksek direnç profiline 
sahip olduğu belirlendi. İzolatlardan birinin (%4) sulI direnç genine, altısının (%24) sulII direnç genine ve bir izolatın 
(%4) tetD direnç genine sahip olduğu belirlendi. İzolatların ERIC2 primeri ile 3 farklı genotipe ayrıldığı ve izolatların 
büyük bir bölümünün (16 izolat) baskın tip olan LG2 genotipine dahil olduğu belirlendi. Çalışmada çoklu ilaç direncinin 
yüksek oranda saptanması balık hastalıklarının tedavisinde uygun antimikrobiyel ajanların seçilmesinin önemini ortaya 
koymaktadır.
Anahtar kelimeler: Antibiyotik, antibiyotik direnç geni, genotiplendirme, L. garvieae

Phenotypic and Genotypic Determination of Antimicrobial Resistance Profile for 
Lactococcus garvieae Isolates

Abstract: The intense and unconscious use of antimicrobial agents in aquaculture results in the occurrence of antibiotic-
resistant bacteria and antibiotic resistance genes (ARGs). In such cases, water and sediment may become a reservoir 
for ARGs and these genes can be transferred horizontally among fish and human pathogens. In the current study, anti-
microbial activity of 25 L. garvieae strains isolated from different regions of Turkey was determined by Kirby Bauer 
disk diffusion method against the 14 different antibiotics. Presence of various antibiotic resistance genes in the isolates 
was determined by PCR method with specific primers. Additionally, possible clonal relationships between isolates were 
demonstrated by the RAPD-PCR method. All isolates have resistant to at least 4 different antibiotics, also one isolate 
had the highest resistance profile with resistance to 9 different antibiotics. It was determined that one of the isolates (4%) 
has SulI resistance gene, six (24%) of isolates have the sulII resistance gene and one isolate (4%) has tetD resistance 
gene. It was determined that the isolates were divided into 3 different genotypes by the ERIC2 primer and large amount 
of the isolates (16 isolates) have involved dominant type LG2 genotype. Detection of high rate multi-drug resistance in 
the study, suggested that selection of appropriate antimicrobial agents is important for treatment of fish diseases.
Key words: Antibiotic, antibiotic resistance gene, genotyping, L. garvieae

Giriş

Lactococcus garvieae (L. garvieae) enfeksiyonları-
nın tedavisinde en etkin yol patojene karşı antibi-
yogram yaparak en etkili antibiyotiği tespit ederek 
uygulamaktır [14]. Ancak balık hastalıklarının teda-
visinde kullanılan antibiyotiklerin kullanımına son 
zamanlarda çeşitli ülkeler tarafından kısıtlamalar 
getirilmiştir. ABD’de balıklarda sulfamerazin, ok-
sitetrasiklin dihidrat, sulfadimetoksin-ormetoprim 

ve florfenikol’ün yasal kullanımına izin verilirken 
[4], İngiltere’de sadece üç adet antibiyotik (flor-
fenikol, oksitetrasiklin ve amoksisilin) su ürünleri 
yetiştiriciliğinde kullanım için lisans almıştır [18]. 
Ülkemiz su ürünleri yetiştiriciliğinde çok çeşitli 
antibakteriyellerin kullanıldığı bildirilmiş olmasına 
rağmen, Gıda Kontrol Genel Müdürlüğü verilerine 
göre balıklarda kullanılabilecek 40 adet ruhsatlı an-
tibakteriyel ürün bulunmakta ve bu ürünlerin ise beş 
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farklı etken madde, florfenikol, oksitetrasiklin HCl, 
enrofloksasin, sülfadiazin-trimetoprim ve amoksisi-
lin trihidrat içerdiği görülmektedir [9]. 

Genel olarak L. garvieae enfeksiyonlarının te-
davisinde eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin 
ve düşük düzeyde doksosilin en sık olarak kulla-
nılan antibiyotiklerdir [28]. Ancak streptokokkal 
balık patojenlerinde antibiyotik kullanımına bağlı 
olarak antibiyotiklere karşı direnç geliştiği bildiril-
miştir [2, 3]. Bir izolatta birden fazla kemoterapotik 
ajana karşı direncin geliştiği çoklu direnç sık olarak 
karşımıza çıkmaktadır. Bakteriyel populasyonlarda-
ki antibiyotik direnç genlerinin yayılımı horizontal 
gen transferinin çeşitli mekanizmaları yoluyla ger-
çekleşmektedir. Streptokokkal balık patojenlerinde 
en yaygın gen transfer mekanizması plazmid ilişkili 
transferdir. Akuvatik Streptokok türlerinde antibi-
yotik direnciyle ilgili ilk rapor Japonya’da kültüre 
edilen sarıkuyruk balıklardan yapılmıştır. Çalışma-
da makrolid, linkomisin ve tetrasikline karşı orta dü-
zeyde direnç oluştuğu ve direnç genlerinin yapısal 
olarak ekspresse olduğu ve transfer edilemez oldu-
ğu ortaya konulmuştur. Yine aynı çalışmada makro-
lid, linkomisin, tetrasiklinler ve kloramfenikole kar-
şı yüksek düzeyde direnç oluştuğu ve ilişkili direnç 
genlerinin transfer edilebilir ve indüklenebilir oldu-
ğu belirlenmiştir. Araştırmacılar antibiyotik direnç 
determinantlarının direnç (R) plazmidlerinde ya da 
tranposonlarda lokalize olduğunu tahmin etmişler-
dir [2]. Bu bulgular, eritromisin, oksitetrasiklin ve 
linkomisin dirençli L. garvieae izolatlarından izole 
edilen R plazmidlerinin karakterizasyonuna neden 
olmuş ve ermB ve tet(S) direnç genlerinin varlığını 
ortaya çıkarmıştır [11]. 170 adet L. garvieae izolatı-
nın antibiyotik duyarlılık testi sonucu izolatların ne-
redeyse yarısının aynı anda eritromisin, limkomisin 
ve oksitetrasikline dirençli olduğu ve tüm dirençli 
izolatların ermB ve tet(S) direnç genlerine sahip ol-
dukları ortaya konulmuştur [13]. İran’da yapılan ça-
lışmada 49 L. garvieae izolatının %65,3’ü enroflok-
sasin’e, %42,8’i eritromisin’e, %40,8’i kloramfeni-
kol ve trimetoprim+sulfametoksazol ve %38,7’sinin 
tetrasiklin’e karşı dirençli olduğu bulunmuş ve test 
edilen 49 izolatın tamamını en az bir tetrasiklin di-
renç geni taşıdığı saptanmıştır [22]. Ülkemizde L. 
garvieae izolatlarında antibiyotik direnç genlerinin 
varlığının belirlendiği bir çalışmada izolatların en 
yaygın olarak tetrasiklin (tetB) direnç geni taşıdığı 
ortaya konulmuştur [26].

Bu çalışma ile Türkiye’nin değişik bölgelerin-
den izole edilmiş olan L. garvieae izolatlarının anti-
mikrobiyal aktiviteleri ve izolatların sahip oldukları 
bazı antibiyotik direnç genleri belirlenmiş ve izo-
latlar arasındaki genetik ilişkiler Random Ampli-
fied Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(RAPD-PCR) metodu ile ortaya konulmuştur. 

Materyal ve Metot
Bakteriyel izolatlar: Çalışmada Türkiye’nin deği-
şik bölgelerinden izole edilmiş olan 25 adet Gök-
kuşağı alabalığı kökenli L. garvieae saha izolatı ve 
L. garvieae ATCC 43921 referans suşu kullanıldı 
(Tablo 1). İzolatlar Trypticase soy broth’a (Merck, 
Almanya) pasajlandı ve 25 °C’de 24 saat inkübe 
edilerek canlandırıldı. 

L. garvieae Spesifik PCR: İzolatların DNA 
ekstraksiyonları prensibi spin kolon ile filtrasyon 
esasına dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (In-
vitrogen, Kanada) kullanılarak yapıldı. Kit içeri-
ğine ek olarak Gram pozitif bakteriler için 0,06 g 
Tris-HCl, 0,15 g EDTA, 240 ml Triton X-100, 0,4 g 
lizozim’den oluşan 20 ml lizozim lizis buffer hazır-
landı. L. garvieae izolatları genetik olarak tür spesi-
fik pLG-1 (5’-CATAACAATGAGAATCGC-3’) ve 
pLG-2 (5’-GCACCCTCGCGGGTTG-3’) primer 
setinin kullanıldığı PCR metodu ile konfirme edildi 
[30]. L. garvieae spesifik 1100 bp’lik son amplifi-
kasyon ürününün görüldüğü izolatlar L. garvieae 
olarak değerlendirildi. PCR çalışmasında pozitif 
kontrol olarak L. garvieae ATCC 43921 suşu kul-
lanıldı. 

Disk Difüzyon Testi: İzolatların antibiyotik 
profillerinin belirlenmesinde Kirby Bauer disk di-
füzyon metodu kullanıldı. İzolatların amoksisilin 
(10 μg), ampisilin (10 μg), enrofloksasin (5 μg), 
eritromisin (15 μg), florfenikol (30 μg), flumeku-
in (30 μg), gentamisin (10 μg), kanamisin (30 μg), 
neomisin (30 μg), oksitetrasiklin (30 μg), oksolinik 
asit (2 μg), sefoperazon (75 μg), trimetoprim (5 μg) 
ve trimetoprim+sulfametoksazol (25 μg) (Bioa-
nalyse, Türkiye) olmak üzere 14 farklı antibiyotiğe 
karşı direnç profilleri belirlendi. Bu amaçla her bir 
bakteri Brain Heart Infusion agarda 25 °C’de 24-48 
saat inkubasyona bırakılarak subkültüre edildi. Elde 
edilen bakteri subkültürleri McFarland 0.5 standar-
dına göre ayarlandı ve süspansiyonlarının her bi-
rinden 0,1 ml alınarak Müeller-Hinton agara steril 
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svap yardımıyla ekimleri yapıldı. Daha sonra ekim 
yapılan petrilere antibiyotik diskleri yerleştirilerek 
25 °C’de 24-48 saat inkube edildi. İnkubasyon son-
rası diskler etrafında oluşan inhibisyon zon çapları 
ölçüldü ve sonuçlar referans değerlerle karşılaştırı-
larak değerlendirme yapıldı [5]. 

Antimikrobiyal Direnç Genlerinin Belirlen-
mesi: Çalışmada kullanılan L. garvieae izolatla-

rında eritromisin (ermB, ermF), florfenikol (floR), 
sulfanamid (sulI, sulII ve sulIII), tetrasiklin (tetA, 
tetB, tetC, tetD, tetE ve tetG) ve trimetoprim (dhfr1) 
antibiyotik direnç genlerinin varlığı PCR metodu 
ile araştırıldı. Çalışmada kullanılan oligonükleotid 
primer dizileri ve bu dizilere ait beklenen PCR son 
ürün boyutları Tablo 2’de verildi. 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan L. garvieae saha izolatları, izolasyon yerleri ve tarihi
No İzolatlar İzolasyon Yeri İzolasyon Yılı

1 Çob S Muğla Akdeniz 2001

2 Alk S Antalya Akdeniz 2002

3 Haykas 12B Isparta Akdeniz 2012

4 Anakas 12B Isparta Akdeniz 2012

5 Kep B Antalya Akdeniz 2001

6 Yal B Isparta Akdeniz 2012

7 Çan B Isparta Akdeniz 2012

8 Göz B Muğla Akdeniz 2001

9 Çift B Eskişehir İç Anadolu 2012

10 Esk B Eskişehir İç Anadolu 2017

11 Sam ED Samsun Karadeniz 2010

12 Sam EK Samsun Karadeniz 2010

13 Or YDD Ordu Karadeniz 2014

14 Or YDB Ordu Karadeniz 2014

15 Or YDE Ordu Karadeniz 2014

16 Or YDF Ordu Karadeniz 2014

17 SK 68D Aydın Ege 2011

18 SK 45K Aydın Ege 2011

19 SK 31K Aydın Ege 2011

20 SK 19K Aydın Ege 2011

21 SK 67K2 Aydın Ege 2011

22 SK 66B Aydın Ege 2011

23 SK 53K Aydın Ege 2011

24 SK 65B Aydın Ege 2011

25 37K Aydın Ege 2011
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Tablo 2. Antibiyotik direnç genlerinin belirlenmesinde kullanılan primer setleri

Primerler Primer Dizileri Hedef Gen PCR Ürün Bo-
yutu Kaynak

ermB-F
ermB-R

GAAAAGGTACTCAACCAAATA
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC ermB 639 [24]

ermF-F
ermF-R

CGGGTCAGCACTTTACTATTG
GGACCTACCTCATAGACAAG ermF 466 [24]

floR-F
floR-R

TATCTCCCTGTCGTTCCAG
AGAACTCGCCGATCAATG floR 399 [27]

SulI-F
SulI-R

CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG sulI 163 [20]

SulII-F
SulII-R

TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG
CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG sulII 191 [20]

SulIII-F
SulIII-R

TCCGTTCAGCGAATTGGTGCAG
TTCGTTCACGCCTTACACCAGC sulIII 128 [20]

tetA-F
tetA-R

GCTACATCCTGCTTGCCTTC
CATAGATCGCCGTGAAGAGG tetA 210 [17]

tetB-F
tetB-R

TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG
GTAATGGGCCAATAACACCG tetB 659 [17]

tetC-F
tetC-F

CTTGAGAGCCTTCAACCCAG
ATGGTCGTCATCTACCTGCC tetC 418 [17]

tetD-F
tetD-R

AAACCATTACGGCATTCTGC
GACCGGATACACCATCCATC tetD 787 [17]

tetE-F
tetE-R

AAACCACATCCTCCATACGC
AAATAGGCCACAACCGTCAG tetE 278 [17]

tetG-F
tetG-R

GCTCGGTGGTATCTCTGCTC
AGCAACAGAATCGGGAACAC tetG 468 [17]

dhfr1-F
dhfr1-R

AAGAATGGAGTTATCGGGAATG
GGGTAAAAACTGGCCTAAAATTG dhfr1 391 [27]

Direnç genlerinden ermB, floR, sulI, sulII, 
tetA, tetB ve tetC’ye ait pozitif DNA örnekleri Dr. 
Mustafa Türe (Su Ürünleri Merkez Araştırma Ens-
titüsü Müdürlüğü, Trabzon) ve Dr. Muhammed Du-
man’dan (Uludağ Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, 
Su Ürünleri Hastalıkları Anabilim Dalı, Bursa) te-
min edildi.

Eritromisin direnç genlerinin belirlenmesin-
de Roberts ve ark. [24]’ün bildirdiği PCR yöntemi 
modifiye ve optimize edilerek kullanıldı. ermB ve 
ermF direnç genlerinin belirlenmesinde tekli PCR 
denemeleri gerçekleştirildi. PCR amplifikasyonu 
için 25 µl PCR reaksiyon karışımı oluşturuldu. Bu 
karışım DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1,5 
mM of MgCl2, her bir dNTP’den 0,12 mM, 1,5 U 
Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 
pmol ve 3 µl template DNA’dan oluşturuldu. Oluş-

turulan bu karışım 94°C‘de 5 dk ön denatürasyonu 
takiben 94°C‘de 30 sn denatürasyon, 50°C‘de 30 
sn primer bağlanma, 72°C‘de 45 sn uzama olmak 
üzere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama koşul-
larında amplifiye edildi. 

Florfenikol direnç geninin (floR) belirlenme-
sinde Van ve ark. [27]’nin bildirdiği PCR yönte-
mi modifiye ve optimize edilerek kullanıldı. PCR 
amplifikasyonunda PCR water, 1xPCR Buffer, 1,5 
mM of MgCl2, her bir dNTP’den 0,12 mM, 1,5 U 
Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 
pmol ve 3 µl template DNA içeren 25 µl PCR reak-
siyon karışımı oluşturuldu. Oluşturulan bu karışım 
94°C‘de 5 dk ön denatürasyonu takiben 94°C‘de 30 
sn denatürasyon, 50,5°C’de 30 sn primer bağlan-
ma, 72°C‘de 45 sn uzama olmak üzere 35 siklus ve 
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72°C‘de 10 dk son uzama koşullarında amplifikas-
yon işlemine tabi tutuldu.

Sulfonamid direnç genlerinin belirlenmesinde 
Pei ve ark. [20]’nin bildirdiği PCR yöntemi modi-
fiye ve optimize edilerek kullanıldı. sulI, sulII ve 
sulIII direnç genlerinin belirlenmesinde tekli PCR 
denemeleri gerçekleştirildi. PCR amplifikasyonun-
da DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1,25 mM of 
MgCl2, her bir dNTP’den 0,12 mM, 1,75 U Taq pol-
ymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 pmol ve 
3 µl template DNA içeren 25 µl PCR reaksiyon karı-
şımı oluşturuldu. Oluşturulan bu karışım 95°C‘de 5 
dk ön denatürasyonu takiben 95°C‘de 15 sn denatü-
rasyon, sulI için 55,9°C’de, sulII için 60,8°C’de ve 
sulIII için 60°C’de 30 sn primer bağlanma, 72°C‘de 
30 sn uzama olmak üzere 40 siklus ve 72°C‘de 7 dk 
son uzama koşullarında amplifikasyon işlemine tabi 
tutuldu.

Tetrasiklin direnç genlerinin belirlenmesinde 
Ng ve ark. [17]’nin bildirdiği PCR yöntemi modi-
fiye ve optimize edilerek kullanıldı. Bu amaçla iki 
farklı Multipleks PCR denemesi gerçekleştirildi. Bi-
rinci denemede tetB, tetC ve tetD genlerinin, ikinci 
denemede ise tetA, tetE ve tetG genlerinin varlığı 
belirlendi. PCR amplifikasyonunda DEPC-treated 
water, 1xPCR Buffer, 2,0 mM of MgCl2, her bir 
dNTP’den 0,3 mM, 1,5 U Taq polymerase (Fermen-
tas), her bir primer’den 1 pmol (1. denemede tetB, 
tetC ve tetD primerleri, 2. denemede tetA, tetE ve 
tetG primerleri kullanıldı) ve 3 µl template DNA 
içeren 50 µl PCR reaksiyon karışımı oluşturuldu. 
Oluşturulan bu karışım 94°C‘de 5 dk ön denatüras-
yonu takiben 94°C‘de 1 dk denatürasyon, 55°C‘de 
1 dk primer bağlanma, 72°C‘de 1,5 dk uzama olmak 
üzere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk final uzama koşul-
larında amplifikasyon işlemine tabi tutuldu. 

Trimetoprim direnç geninin (dhfr1) belirlen-
mesinde Van ve ark. [27]’nin bildirdiği PCR yön-
temi modifiye ve optimize edilerek kullanıldı. PCR 
amplifikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR 
Buffer, 1,25 mM of MgCl2, her bir dNTP’den 0,12 
mM, 1,75 U Taq polymerase (Fermentas), her bir 
primer’den 1 pmol ve 3 µl template DNA içeren 25 
µl PCR reaksiyon karışımı oluşturuldu. Oluşturulan 
bu karışım 95°C‘de 15 dk ön denatürasyonu takiben 
94°C‘de 30 sn denatürasyon, 50°C’de 30 sn primer 
bağlanma, 72°C‘de 1 dk uzama olmak üzere 30 sik-

lus ve 72°C‘de 7 dk final uzama koşullarında amp-
lifikasyon işlemine tabi tutuldu. 

Tüm PCR analizleri sonrası oluşan son amp-
lifikasyon ürünlerinin görüntülenmesinde etidium 
bromid (2 mg/ml) içeren %1,5-2’lik agaroz jel kul-
lanıldı. Jel elektroforezi sonrasın oluşan ürünler UV 
transilluminatör ile görüntülendi.

İzolatlar Arası Klonal İlişkinin Belirlenmesi: 
İzolatlar arasındaki klonal ilişkinin ortaya konması 
amacıyla rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA-poli-
meraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu kul-
lanıldı. Bu metotta random primer olarak “Entero-
bacterial repetitive intergenic consensus” dizgileri-
ne özgü ERIC-2 primeri (5’-AAGTAAGTGACTG-
GGGTGAGCG–3’) kullanıldı [29]. Oluşan RAPD 
paternlerinin dendogramları UPGMA (Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic Averages) ile, 
CHEF-DR® III, Quantity One® yazılımı (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA) kullanılarak çizildi. 
RAPD analizinin tekrarlanabilirliğinin belirlenmesi 
amacıyla rastgele 7 izolat seçildi ve analiz arka ar-
kaya 3 kez tekrarlandı. İzolatlar arasındaki genetik 
yakınlık % 70 benzerlik katsayısına göre hesaplan-
dı.

Bulgular
L. garvieae Spesifik PCR: Çalışmada kullanılan 
izolatlar L. garvieae tür spesifik PCR uygulama-
sıyla moleküler olarak konfirme edildi. L. garvie-
ae spesifik PCR sonucunda tüm izolatların 1100 bp 
amplifikasyon ürünü verdiği saptandı (Şekil 1).

Şekil 1. L. garvieae spesifik PCR (1100 bp). M; Marker 
(100 bp Plus DNA Marker), 1; L. garvieae ATCC 49156, 
2; Negatif Kontrol (Distile su), 3-11; L. garvieae saha 
izolatları



Hancı İ ve Onuk EE. L. garvieae İzolatlarının Antimikrobiyal Direnç Profillerinin Belirlenmesi 99

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 29, Sayı 2, 2018, 94-103

Disk Difüzyon Testi: L. garvieae saha izolat-
larının çalışmada kullanılan 14 farklı antibiyotiğe 
karşı değişik düzeyde antimikrobiyal aktiviteye sa-
hip oldukları belirlendi. İzolatların tamamının en az 
4 farklı antibiyotiğe karşı dirençli olduğu, bir izo-
latın (Yal B izolatı) ise 9 farklı antibiyotiğe karşı 
direnç ile en yüksek direnç profiline sahip olduğu 
belirlendi. İzolatların tamamının flumekuin, genta-
misin, neomisin ve oksolonik asit’e karşı dirençli 
amoksisilin, florfenikol ve sefoperazon’a karşı ise 
duyarlı olduğu saptandı. En düşük direnç oranının 
ise %4 ile oksitetrasiklin ve %12 ile enrofloksasin’e 
karşı şekillendiği görüldü (Tablo 3).

Tablo 3. Çalışmada kullanılan L. garvieae izolatların an-
timikrobiyal profilleri

Antibiyotik
L. garvieae (n=25)

n (%)
S I R

Amoksisilin 25 (100) - -
Ampisilin 5 (20) 20 (80) -
Enrofloksasin 3 (12) 19 (76) 3 (12)
Eritromisin 22 (88) 3 (12) -
Florfenikol 25 (100) - -
Flumequin - - 25 (100)
Gentamisin - - 25 (100)
Kanamisin - 14 (66) 11 (44)
Neomisin - - 25(100)
Oksitetrasiklin 15(60) 9 (36) 1 (4)
Oksolinik asit - - 25 (100)
Sefaperazon 25 (100) - -
Trimetoprim 5 (20) 2 (8) 18 (72)
Trimetoprim-
sulfametoksazol - 12 (48) 13 (52)

S: duyarlı, I: Orta derece duyarlı, R: Dirençli

Antimikrobiyal Direnç Genlerinin 
Belirlenmesi: Çalışma kapsamında incelenen L. 
garvieae saha izolatları arasından bir izolatın (%4) 
sulI direnç genine, altı izolatın (%24) sulII direnç 
genine ve bir izolatın (%4) tetD direnç genine sahip 
olduğu belirlendi. İzolatlar arasında ermB, ermF, 
floR, tetA, tetB, tetC, tetE tetG ve dhfr1 direnç 
genlerinin varlığı saptanamadı. Sadece bir izolatın 
(Anakas 12B) birden fazla direnç genine sahip oldu-
ğu belirlendi (Tablo 4). İzolatların izole edildikleri 
yerler ile sahip oldukları antibiyotik direnç genleri 
arasında anlamlı bir ilişki saptanamadı. 

Tablo 4. L. garvieae izolatlarında saptanan antibiyotik 
direnç genleri
İzolatlar sulI sulII tetD

Anakas 12B + + -

Kep B - + -

Çift B - - +

Esk B - + -

Or YDE - + -

SK 66B - + -

37K - + -

İzolatlar Arası Klonal İlişki: İzolatlar ara-
sı genetik ilişkinin belirlenmesi amacıyla seçilen 
ERIC-2 primeri ile farklı coğrafik bölgelerden izole 
edilmiş olan 25 L. garvieae saha izolatının üretken 
bant paternleri verdiği gözlendi. ERIC-2 primeri ile 
üç farklı genotip saptandı ve izolatlar %70 benzerlik 
katsayısına göre bir küme (LG2 ve LG3 nolu ge-
notip) ve bir “unique” tip (LG1 nolu genotip) içe-
risinde sınıflandırıldı. Baskın genotip olan LG2’ye 
izolatların 16’sının (%64) dahil olduğu, unique tip’e 
ise sadece bir izolatın dahil olduğu, diğer genotip’e 
ise 8 izolatın (%32) saptandı (Şekil 2). Testin tekrar-
lanabilirliği %100 olarak bulundu.
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Şekil 2. ERIC2 primeri ile L. garvieae izolatlarında belirlenen genotipler

Tartışma ve Sonuç

L. garvieae, balıklarda hiperakut, hemorajik sep-
tisemisi ile seyreden laktokokkozis hastalığının 
etiyolojik ajanıdır. Etken aynı zamanda önemli bir 
zoonotik patojen olarak ele alınmaktadır. Ticari 
öneme sahip birçok tatlı ve tuzlu su balık türlerin-
de laktokokkozis sonucu meydana gelen önemli 
ekonomik kayıplar su ürünleri yetiştiriciliğine za-
rar vermektedir [16]. Bununla birlikte L. garvieae 
enfeksiyonlarında tedavi kemoterapotik ajanlar ile 
yapılabilmektedir. Ancak tedavide kullanılan antibi-
yotiklerin kalıntı, antimikrobiyal direnç gelişimi ve 
maliyet gibi faktörler göz önüne alınarak yapılma-
sı gerektiği bunun içinde uygun antibiyotik seçimi 
için etkenin duyarlı olduğu antibiyotik belirlenerek 
uygulanmasının büyük önem taşıdığı bildirilmekte-
dir [14]. 

Ülkemizde yapılan çeşitli çalışmalar ile deği-
şik bölge ve illerden izole edilmiş olan L. garvieae 
izolatların sahip olduğu antimikrobiyel aktiviteler 
göz önüne serilmiştir. Kubilay ve ark., [14] 2001-
2003 yılları arasında Antalya, Isparta, Konya, De-
nizli ve Muğla illerinden izole edilmiş yedi L. gar-
vieae izolatının kanamisin, sefuroksim, linkomisin, 
penisilin, norfloksasin, siprofloksasin, ceftriaxone, 

klindamisin, vankomisin, okzasilin, streptomisin, 
trimetoprim+sulfametoksazol, gentamisin, aprami-
sin, tylosin, colistin, sulfamethizol, flumekuin ve 
oksolinik asit’e dirençli olduklarını tespit etmişler-
dir. Çalışmamızda benzer şekilde flumekuin, genta-
misin ve oksolinik asit’e karşı %100 oranında di-
renç saptanmıştır. Kav ve Erganiş [12] 2002-2004 
yılları arasında Konya ilinde gökkuşağı alabalığı 
işletmelerinden elde ettikleri izolatların tamamında 
metisilin, okzasilin, kloksasilin, spiramisin, klinda-
misin, linkomisin, gentamisin, neomisin, basitra-
sin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e karşı direnç 
saptamışlardır. Yapılmış olan çalışmada elde edilen 
sonuçlara göre L. garvieae enfeksiyonlarının te-
davisinde β-laktam gurubu antibiyotiklerin tercih 
edilebileceği bildirilmiştir. Altun ve ark., [1] disk 
difüzyon yöntemi ile Türkiyenin değişik illerinden 
izole edilen 10 gökkuşağı alabalığı kökenli L. gar-
vieae izolatının tamamının gentamisin, neomisin, 
linkomisin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e karşı 
dirençli olduklarını belirlemişlerdir. Oksitetrasiklin 
ve eritromisin’e karşı ise sırasıyla %80 ve %90 ora-
nında yüksek düzeyde direnç saptanmıştır. Akdeniz 
bölgesinde 2012 yılında rastlanılan salgından izole 
edilen suşların benzer şekilde oksitetrasiklin, neo-
misin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e karşı di-
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rençli olduğu bildirilmiştir [6]. Türe ve Boran [26] 
çalışmalarında kullandıkları 29 L. garvieae izolatı 
arasından 20 izolatın çoklu antibiyotik direncine 
sahip olduklarını bildirmişler ve en yüksek direnç 
oranının %86,3 ile trimetoprim+sulfametoksazol’e 
karşı şekillendiğini bildirmişlerdir. Bu çalışmada 
Türe ve Boran [26]‘nın bildirdiği gibi izolatlarda 
yüksek düzeyde (%100) çoklu antibiyotik direnci 
saptanmıştır. Yapılan çalışmalardan farklı olarak tri-
metoprim+sulfametoksazol’e karşı ise daha düşük 
düzeyde (%52) direncin şekillendiği belirlenmiştir. 
Özellikle son yıllarda yapılan çalışmalarda [6, 26] 
çalışmamıza benzer şekilde florfenikol’e karşı bir 
direncin şekillenmediği görülmüş olup L. garvieae 
enfeksiyonların sağaltımında bu antibiyotiğin kulla-
nılabilir olduğu değerlendirilmiştir. 

Duyarlı bakteriler antibiyotiğin hücre memb-
ranı tarafından dışlanması, antibiyotiğin hücre içi 
modifikasyonu ve/veya deaktive edilmesi, hücresel 
hedefe duyarlılığının azaltılması, antibiyotiğin hüc-
reden dışarıya atılması ve hücre içi ayrıştırma gibi 
çoklu ve kompleks mekanizmalar yoluyla antibiyo-
tiklere karşı dirençli hale gelebilirler [25]. Bu me-
kanizmalar mutasyon ve seleksiyon yoluyla ya da 
diğer bakterilerden direnç kodlayan genetik bilgile-
rin kazanılması ile evrimleşebilir. Direnç kodlayan 
genetik bilgilerin aktarımı horizontal gen transferi 
(HGT) aracılığıyla gerçekleşebilir. HGT içerisinde 
konjugasyon (bakteriyel plazmidler ve konjugatif 
transpozonlar yoluyla), transformasyon (serbest 
DNA’nın çevreden alınmasıyla) ve transdüksiyon 
(bakteriyofajlarla) gibi büyük bir ölçüde antibiyo-
tiğe dirençli bakterilerin geliştirilmesinden sorumlu 
mekanizmalar bulunmaktadır [15]. Antibiyotik di-
renç genlerinin patojenler arasında aktarılmasında 
özellikle, akuvatik ortamların önem taşıdığı ve bu 
ortamların rezervuar olarak görev yaptıkları bildi-
rilmektedir [10]. Dolayısıyla balık patojenlerinde 
görülen antibiyotik direncinin ve izolatların sahip 
oldukları direnç genlerinin belirlenmesi hem hay-
van sağlığı hem de insan sağlığı açısından önem 
taşımaktadır. Ülkemizde ve dünyada L. garvie-
ae izolatlarının sahip oldukları antibiyotik direnç 
genlerinin ortaya konulduğu sınırlı sayıda çalışma 
bulunmaktadır. Türe ve Boran [26] 28 L. garvieae 
saha izolatınında 12 farklı antibiyotik direnç geni-
nin varlığını inceledikleri çalışmalarında izolatlar 
en yaygın olarak tetB (20/28) ve ereB (19/28) di-

renç genlerinin taşıdıklarını saptamışlardır. Araş-
tırdıkları diğer direnç genlerinden 13 izolatın floR, 
12 izolatın sulII ve blaTEM (β-lactam direnç geni), 
3 izolatın sulI, 2 izolatın tetS, dhfrI ve aadA (gen-
tamisin direnç geni) taşıdığını, izolatların hiçbiri-
nin ereA, blaPSE (β-lactam direnç geni) ve ampC 
(β-lactam direnç geni) taşımadığını ortaya koymuş-
lardır. Bununla birlikte izolatların tamamının en az 
2 antibiyotik direnç geni taşıdığını bildirmişlerdir. 
25 adet L. garvieae saha izolatının incelendiği bu 
çalışmada ise Türe ve Boran [26]’nın aksine izolat-
ların düşük düzeyde antibiyotik direnç geni taşıdığı 
belirlenmiştir. Çalışmamızda bir izolatın (%4) sulI 
direnç genine, altı izolatın (%24) sulII direnç genine 
ve bir izolatın (%4) tetD direnç genine sahip oldu-
ğu belirlendi. İzolatlar arasında ermB, ermF, floR, 
tetA, tetB, tetC, tetE tetG ve dhfr1 direnç genleri-
nin varlığı saptanamamıştır. Çalışmamızla benzer 
şekilde Duman [7] 137 L. garvieae saha izolatının 
incelendiği çalışmada izolatların tetA ve floR direnç 
genlerine sahip olmadığını belirlemiştir. Ancak yine 
aynı çalışmada her iki çalışmada ortak olarak araş-
tırılan genlerden ermB’nin dört izolat da var olduğu 
bildirilmiştir. Bunun dışında izolatların dokuzunda 
ermA, yedisinde tetM ve dördünde tetS direnç geni-
ne sahip olduğu belirtilmiştir. Çalışmamızda sulI ve 
sulII direnç genine sahip olduğu belirlenen 4, 10 ve 
25 nolu izolatın fenotipik olarak trimetoprim+sulfa-
metoksazol’e karşı dirençli, 15 ve 22 nolu izolatın 
ise orta düzeyde duyarlı oldukları belirlenmiştir. 

İran’da yapılan bir çalışmada 49 L. garvieae 
izolatında yüksek düzeyde (%89,4) tetA geninin 
varlığına rastlanılmıştır [22]. Aynı çalışmada ça-
lışmamızda bulduğumuz tek tetrasiklin direnç geni 
olan tetD ise %15,3 oranında saptanmıştır. Yine 
İran’da yapılan bir başka çalışmada ise 24 L. gar-
vieae izolatı incelenmiş ve izolatların dokuzunun 
ermB, onunun ise tetS direnç genine sahip oldukları 
belirlenmiştir [21]. Çalışmamızda ise ermB direnç 
geni saptanamamıştır. Sonuçlar farklı coğrafik böl-
gelerden izole edilen izolatların farklı direnç genle-
rine sahip olduklarını göstermektedir. Bu farklılık-
ların işletmelerde hastalıkların tedavisinde bölgesel 
olarak kullanılan antibiyotik farklılıklarından ve/
veya izolatların bölgeler arası yumurta ve balık na-
killeri ile yayılmasından kaynaklanabileceği düşü-
nülmektedir. 
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Bakteriyel izolatlar arasında genetik ilişkilerin 
belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan metotlar-
dan birisi RAPD-PCR metodur [1, 19]. Araştırma-
cılar bu metotda random primer olarak farklı primer 
dizilerinin kullanılabilirliğini değerlendirmişlerdir. 
Ravelo ve ark., [23] farklı coğrafik bölge ve balık 
türlerinden izole edilen L. garvieae izolatlarını P5 
ile P6 primerlerinin kullanıldığı RAPD-PCR ile ge-
notiplendirmişlerdir. Çalışmalarında kullandıkları 
izolatları 3 genogruba ayırmışlardır. Alabalıklardan 
izole edilen İspanya, Portekiz, İngiltere ve Türkiye 
izolatlarının 1. grupta, yine alabalıklardan izole edi-
len Fransa ve İtalya suşlarının 2. grupta ve sarıkuy-
ruk balıklarından izole edilen Japon izolatları ile L. 
garvieae NCDO 2155 referans suşun ise 3 grupta 
kümelendiğini bildirmişlerdir. Foschino ve ark., [8] 
L. garvieae izolatları arasındaki genetik ilişkiyi be-
lirlemede M13 ve P5 primerlerini kullanmışlardır. 
M13 primerinin en iyi ayrım gücüne sahip olduğu-
nu belirlemişlerdir. Bu primeri ile İtalyan balık ve 
çiftlik örneklerinden elde edilen toplam 81 izolatı 5 
küme içerisinde 52 RAPD genotipine ayırmışlardır. 
Balıklardan izole edilen izolatların ise 3 farklı kü-
meye dağıldığı görülmüştür. Sonuçta balık ve çift-
lik izolatları arasında düşük genetik ilişkinin olduğu 
belirlenmiştir. Altun ve ark., [1] L. garvieae izolat-
larının ERIC2 primeri ile değişken bant paternleri 
verdikleri, dolaysıyla epidemiyolojik araştırmalar-
da bu random primerin kullanılabilir olduğu saptan-
mıştır. Araştırmacılar L. garveae izolatlarını 3 farklı 
genotip içeren bir küme içerisinde gruplanmış ve 
Ravelo ve ark., [23]’ün çalışmalarına paralel ola-
rak ülkemizden izole edilen bazı izolatların İspanya 
ve İngiltere izolatlarıyla yüksek oranda benzerlik 
gösterdikleri belirlenmiştir. Yine aynı çalışmada 
Türkiye kökenli izolatların büyük bir bölümünün (8 
izolat) predominant tip olan LG1 genotipine dahil 
olduğu belirlenmiştir. Çalışmamızda 25 L. garvieae 
saha izolatının ERIC2 primeri ile üretken bant pa-
ternleri verdiği gözlenmiş ve izolatlar üç farklı ge-
notip içerisine yerleştirilmiştir. İzolatların 16’sının 
(%64) baskın genotip olan LG2 içerisine dahil oldu-
ğu, unique tip’te ise sadece bir izolatın bulunduğu 
belirlenmiştir. İzolatların büyük çoğunluğunun Al-
tun ve ark., [1]’in yapmış oldukları çalışmada ol-
duğu gibi baskın bir genotip içerisinde gruplanmış 
olması Türkiye kökenli L. garvieae izolatlarının tek 
bir epidemiyolojik suş ile ilişkili olabileceğini gös-
termektedir.

Bu çalışmada elde edilen veriler izolatların 
çoklu antibiyotik direncine sahip olduğunu ve bazı 
izolatların antibiyotik direnç genine sahip olduğu-
nu göstermiştir. Antimikrobiyal direnç gelişiminin 
önüne geçilebilmesi için sahada balık hastalıkları-
nın uygun olmayan şekilde tedavi edilmesinin veya 
ruhsatsız antibiyotik kullanımının önlenmesi için 
tedbirlerin alınması gerekmektedir. İşletmelerde 
kullanılan ilaçların mutlaka reçeteli olmasının ve bu 
ilaçların kayıt altına alınmasının sağlanması gerek-
mektedir. 
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Abstract: A total of 127 stool samples (rectal swab) from diarrheic calves, up to one mouth of age, were collected 
during one year period (2014-16) from three cities (Sivas, Malatya and Elazığ) located central Turkey. 432 bp partial 
sequence of Nsp1ab gene were amplified. The PCR amplicons were purified and sequenced and deposited to GenBank. 
Sequence alignment and phylogenetic analysis being based on partial nucleotide sequences of Nsp1ab gene was con-
structed. As a result of RT-PCR study, we found that the 3.15% of fecal samples (4/127) were positive for diarrhea calves 
from Turkey. The neighbor-joinning tree of partial sequence of Nsp1ab gene (ORF1a) indicated that strains were substi-
tuted under three distinct lineage. None of our strains belonged to the Neuro1 lineage (lineage 3) of Bovine astrovirus 
which was isolated from bovine with neurological symptoms. On the other hand, while BAstVHT1-TUR strain was 
substituted under lineage 1a, the other novel starts were lineage 2. While the identity of analyzed sequences varies from 
51.1 to 100%, novel strains were calculated between 75.8 to 100 % each other. As a result, we report the first detection 
and phylogenetic analysis of Bovine astrovirus from Turkey.
Key words: Bovine astrovirus, calf, phylogenetic analysis, Turkey.

Türkiye’de İshalli Buzağılardan Bovine Astrovirus’un İlk Teşhisi ve Filogenetik Analizi
Özet: Orta Anadolu’da yer alan üç ilden (Sivas, Malatya ve Elazığ), 2014-16 yılları arasında toplam 127 dışkı örne-
ği toplandı. Bovine astrovirus’un Nsp1ab geninin 432 bp kısmi bölgesi çoğaltıldı, dizi analizi yapıldı ve GenBank’a 
yüklendi. Sekans hizalaması ve filogenetik analizler yapılarak moleküler karakterizasyonu gerçekleştirildi. RT-PCR 
çalışmasının sonucuna göre örneklerin %3,15’i (4/127) pozitif olarak tespit edildi. Kısmi Nsp1ab gen (ORF1a) bölgesi-
nin neighbour-joinning yöntemiyle filogeni ağacı oluşturuldu. Buna göre izolatlarımızın hiçbiri sinirsel belirti gösteren 
sığırlardan izole edilen Neuro1 hattında (hat 3) yer almazken BAstV-HT1-TUR suşumuz hat 1a altında ve diğer suşları-
mız ise hat 2 altında konumlandı. Analiz edilen sekansların benzerliği %51,1’den %100’e varan oranlarda gerçekleşir-
ken yeni suşların kendi arasındaki benzerlik oranının %75,8’den %100’e vardığı ortaya konuldu. Sonuç olarak, Bovine 
astrovirusun Türkiye’de ilk teşhisi ve filogenetik analizi rapor edilmiştir.
Anahtar sözcükler: Bovine astrovirus, buzağı, filogenetik analiz, Türkiye.

Introduction

Neonatal diarrhea of calves is the one of the sig-
nificant health problem for the cattle industry. A 
numerous ethnology including as bacterial and vi-
ral agents (such as Bovine rotavirus; BRV, Bovine 
coronavirus; BCoV, Bovine viral diarrhea virus; 
BVDV, etc.) have been shown that responsible for 
the diarrhea of calves [3, 8]. Additionally newly 
emerging viruses, such as Bovine torovirus (BToV), 
Bovine norovirus (BoNoV) and Bovine nebovirus 
(BoNeV); also bovine picornaviruses: bovine en-
terovirus, Aichivirus B and hunnivirus A) were also 
reported as an enteric agent isolated from calves [3, 
8, 17, 18].

The family Astroviridae consists of small (28–
30 nm), non-enveloped, single-stranded positive-
sense RNA viruses of approximately 7 kb in length. 
They have been classified into two genera, namely 
Mamastroviruses (MAstVs) and Avastroviruses 
(AAstVs), are known to infect mammalian and avi-
an species, respectively [4]. Mamastroviruses have 
a broad host range including humans, mink, sheep, 
pigs, rats, marine mammals, dogs, cheetahs, roe 
deer, cattle and bats [2, 9, 10, 13, 19, 23, 25].

Astroviruses are generally associated with ei-
ther mild or severe enteric disease symptoms such 
as diarrhea and vomiting in a number of mammalian 
species [12]. The first reports in animals were from 
lambs and calves suffering from diarrhea [24, 27]. 
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Subsequently, a bovine enteric virus antigenically 
related to the UK strain of BoAstV was isolated in 
Florida from a calf with diarrhea [28]. Bovine astro-
virus was considered to be avirulent, as experimen-
tally infected gnotobiotic calves remained clinically 
normal, although pathological studies on infected 
calves were not performed. Although calves experi-
mentally infected with this astrovirus did not devel-
op clinical disease, the virus caused cytopathology 
of the M cells of the dome epithelium covering the 
Peyer’s patches [28].

It was originally concluded that in natural con-
ditions, BoAstV does not seem to be directly associ-
ated with a severe diarrheic disease in calves [5, 25, 
27, 28] and few controversial data are available on 
the prevalence of this infection. An astrovirus was 
isolated from diarrheic yaks from Tibet and also a 
diarrheic European roe deer (Capreolus capreolus), 
both are genetically related to BoAstV, suggesting 
that this virus could cross the species barrier to infect 
both cattle and roe deer or yaks [7, 25]. On the other 
hand, although astroviruses were mainly found in 
relation to gastroenteritis in animals and humans so 
far, recently detected astrovirus infections were also 
related to encephalitis. [11, 15, 20, 21].

The existence of Bovine astrovirus is not yet 
reported from Turkey. The aim of the study is to ob-
serve bovine astroviruses from fecal samples of di-
arrheic calves in Turkey. In addition that, sequence 
and phylogenetic analysis of novel strains is also 
aimed.

Materials and Methods

Samples and RNA isolation: A total of 127 stool 
samples (rectal swab) from diarrheic calves, up to 
one mouth of age, were collected during one year 
period (2014-16) from three cities (Sivas, Malatya, 
and Elazığ) located central Turkey. During the sam-
pling period collected stool samples transported to 
the laboratory quickly as possible and stored in mi-
nus 80ºC deep freeze until they are submitted to the 
RNA isolation.

Fecal samples were 1/10 diluted in 1M phos-
phate buffered saline and centrifuged 5 minutes at 
5000 rpm to remove large cellular debris. After the 
centrifugation, supernatants were submitted to the 
nucleic acid extraction procedure according to the 

manufacturer’s informations of GF-1 Viral Nucleic 
Acid Extraction Kit (Vivantis Technologies, Malay-
sia). Eluted nucleic acids were stored in -80ºC deep-
freeze until use.

Reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR): The cDNA synthesis was car-
ried out in a 25μl final volume containing 4μl of 
RNA extract, 10mM deoxynucleoside triphosphate 
(dNTP), 2,5μl 10x RT buffer (50mM Tris-HCl (pH 
8.3 at 25°C), 75mM KCl, 3mM MgCl2 and 10mM 
DTT), 50ng of the random hexamer, 40 U RNasin, 
200 U M-MuLV Reverse-Transcriptase RNase H 
(Vivantis, Germany). The reverse transcription was 
performed at 37°C for 1 h. Obtained cDNA samples 
were amplified with redesigned primer set of DPF/
DPR which was designed by Tse et al. [25] previ-
ously.

Table 1. Primers used in the study.
Primer
Name Sequences (5’-3’) References

DPF GAYTGGACBCGHTWTGATGG Tse et al. [25]
DPFr GAYTGGACHMGNTWYGAYGG* This study
DPR KYTTRACCCACATNCCAA Tse et al. [25]

*Redesigned nucleotides indicated as bold lettering.

The PCR was conducted in a 50μl final volume 
using 5μl of the RT reaction mixture as a template. 
The PCR mixture contained 5μl 10x PCR buffer, 
10 mM dNTP, 10 pmol/μl of each sense/antisense 
primer, and 5 U of Taq DNA polymerase (Vivantis, 
Germany). The PCR was conducted under the fol-
lowing conditions: 1 cycle at 95°C for 2 min and 
40 cycles of 94°C for 40 s, (primer melting tem-
perature -5°C) for 30 s, and 72°C for 40 s, followed 
by a final elongation step of 72°C for 10 min. PCR 
products were analyzed by electrophoresis in 2% 
agarose gels stained with ethidium bromide.

Sequencing and phylogenetic analysis: The 
PCR amplicons were purified with a Wizard SV Gel 
and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, 
WI) and sequenced using the BigDye Terminator 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster 
City, CA) on an automated sequencer (ABI 3100; 
Applied Biosystems, Foster City, CA). All of the se-
quenced products were used to obtain phylogenetic 
data. Partial sequences of nonstructural protein gene 
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were compared with other Bovine astrovirus se-
quence datas which are online provided by National 
Center for Biotechnology Information (NCBI). Se-
quence alignment and phylogenetic analysis based 
on partial nucleotide sequences of 423 bp Nsp1ab 
gene was constructed with the use of a software, 
Unipro UGENE, version 1.21 [16].

Results

According to molecular detection study based on 
nonstructural protein gene (Nsp1ab) of Bovine as-
trovirus using DPF/DPR primer set, which was re-

designed for this study, four fecal samples (4/127, 
3.15%) found to be positive. Partial sequences cor-
responding nonstructural protein gene were com-
pared with other Bovine astrovirus sequence data 
which were online provided by National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (Table 2) by se-
quence alignment and phylogenetic analysis. While 
isolate BAstV/HT-1 was substituted under lineage 
1a, BAstV/HT-2, 3 and 4 were substituted under lin-
eage 2. None of novel BoAstV strains found to be 
related between the NeuroS1 which is a strain that 
isolated from a bovine with neurological symptoms.

Table 2. List of Bovine astrovirus sequences used in the molecular studies.
GenBank 
Accession No Strain/Isolate Name Host Year of 

Isolation Country Reference

1 KF233994.1 NeuroS1 Bovine 2011 USA (20)
2 KJ596489.1 BoAstV-188-BRA Bovine 2012 Brazil (25)
3 KJ633790.1 BoAstV-43-BRA Bovine 2007 Brazil (25)
4 KJ633791.1 BoAstV-155-BRA Bovine 2009 Brazil (25)
5 KJ633794.1 BoAstV-65-BRA Bovine 2007 Brazil (25)
6 KJ633799.1 BoAstV-267-BRA Bovine 2010 Brazil (25)
7 KR187171.1 SC477 Bovine 2012 UK (24)
8 KR187177.1 SC491 Bovine 2012 UK (24)
9 KR187180.1 SC495 Bovine 2012 UK (24)
10 KR187182.1 SC497 Bovine 2012 UK (24)
11 KR138600.1 HC528 Bovine 2013 UK (24)
12 KR138605.1 HC1000 Bovine 2013 UK (24)
13 KR138610.1 HC1010 Bovine 2013 UK (24)
14 KR138613.1 HC1015 Bovine 2013 UK (24)
15 KR138622.1 HC1059 Bovine 2013 UK (24)
16 KR138624.1 HC1064 Bovine 2013 UK (24)
17 KR138636.1 SC362 Bovine 2012 UK (24)
18 KR138659.1 SC667 Bovine 2013 UK (24)
19 KR138665.1 SC680 Bovine 2013 UK (24)
20 KJ476832.1 BAstGX-J27 Bovine 2013 China (25)
21 KJ476833.1 BAstGX-G1 Bovine 2013 China (25)
22 HQ916313.1 B18/HK Bovine 2010 China (10)
23 HQ916316.1 B76/HK Bovine 2010 China (10)
24 HQ916317.1 B76-2/HK Bovine 2010 China (10)
25 LC047790.1 BoAstV/JPN/Hokkaido11-55/2016 Bovine 2009 Japan (15)
26 LC047796.1 BoAstV/JPN/Kagoshima1-7/2018 Bovine 2014 Japan (15)
27 LC047798.1 BoAstV/JPN/Kagoshima2-3/2015 Bovine 2015 Japan (15)
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GenBank 
Accession No Strain/Isolate Name Host Year of 

Isolation Country Reference

28 LC047799.1 BoAstV/JPN/Kagoshima2-24/2015 Bovine 2015 Japan (15)
29 LC047800.1 BoAstV/JPN/Kagoshima1-38/2017 Bovine 2015 Japan (15)
30 LC047801.1 BoAstV/JPN/Kagoshima2-52/2015 Bovine 2015 Japan (15)
31 KX268310.1 Bovine/BAstV-1/Sharkia/Egypt/2015 Bovine 2015 Egypt (14)
32 KX268312.1 Bovine/BAstV-3/Sharkia/Egypt/2015 Bovine 2015 Egypt (14)
33 KT963071.1 MAstV/Bov/ITA/2012/715 Bovine 2012 Italy Unpublished
34 MG957147.1 BAstV-HT1-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)
35 MG957148.1 BAstV-HT2-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)
36 MG957149.1 BAstV-HT3-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)
37 MG957150.1 BAstV-HT4-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)

*Novel strains were illustrated as red color.
Figure 1. A phylogenetic bootstrap consensus tree of the partial Nsp1ab gene region of the Bovine astrovirus strains 
was made using the neighbor-joining method by using Unipro UGENE, version 1.21. [16].
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Discussion

The study reveals the first detection and phylogenet-
ic analysis of BoAstV from diarrheic calves in Tur-
key. These fecal samples were previously studied 
for the presence of Bovine coronavirus (BCV), Bo-
vine rotavirus (BRV) and Bovine torovirus (BToV) 
(unpublished), Bovine kobuvirus (BKV), Bovine en-
terovirus (BEV), Bovine hungarovirus (BHuV) (in 
press) , Bovine norovirus (BNoV) and Bovine nebo-
virus (BNeV) [26]. On the purpose of both detec-
tion and genetic characterization it was selected that 
90 kDa non-structural protein, nsp1a, that contains 
a conserved protease motifs similar to other viral 
3C-like proteases. Because of the diverse genetics 
of astroviruses, it is difficult to design precise de-
tection tool by molecular basis. Multiple alignments 
of the BoAstV sequences, gathered from GenBank, 
indicated that it is necessity to check the detection 
primers by in-silico PCR method before using in a 
study. Thereby, we redesigned the forward primer 
of DPF as DPFr reported by Tse et. al., [25]. As a 
result of RT-PCR study, we found that the 3.15% 
of fecal samples (4/127) were positive for diarrhea 
calves from Turkey.

There are several reports on bovine astrovirus-
es from healthy and diarrheic calves and the preva-
lences vary between 10 to 74 percent according to 
research papers worldwide. BoAstV were reported 
as 74% (85/115) from both healthy and diarrheic 
calves from Scotland [22]. Alfred and coworkers 
were reported the BoAstV as 46.10% from diar-
rheic calves of 3 different cattle farm in China in 
2013 [1]. In another study reports the detection of 
BoAstV were 32% from diarrheic calves from 2 cat-
tle farm in Egypt in 2015 [14]. On the other hand, 
paper published by Nagai et al., [15] reports the as-
trovirus positivity at 10.27% from calves with and 
without diarrhea in Japan between 2009 and 2015.

The neighbor-joining tree of the partial Nsp1ab 
gene (ORF1a) of bovine astroviruses indicated that 
strains were substituted under three distinct lineage. 
None of our strains belonged to the Neuro1 lineage 
(lineage 3) of bovine astroviruses which were iso-
lated from bovine with neurological symptoms. 
On the other hand, while BAstV-HT1-TUR strain 
were classified under lineage 1a, the other novel 
starts were lineage 2 (Figure 1). Similar trees were 

illustrated by researchers previously based on both 
partially or complete sequences of BoAstV [1, 6, 
14]. While the identity of analyzed sequences varies 
from 51.1 to 100%, novel strains were calculated 
between 75.8 to 100 % (Table 3).

As a result, to state the contribution of BoAstV 
on calf diarrhea more epidemiological study is 
needed. Also, definitive determination of bovine 
AstV as an enteric pathogen, either singly or in 
combination with another pathogen such as bovine 
rotavirus group A, would require viral isolation and 
experimental infections under natural conditions. 
We report the first detection and phylogenetic anal-
ysis of Bovine astrovirus from Turkey.
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Abstract: In this study, acute phase proteins including haptoglobin, serum amyloid A, fibrinogen, albumin and total 
protein levels were investigated in cows with Staphylococcus aureus (S. aureus) positive subclinical mastitis. Healthy 
Jersey cows in lactation constituted the animal materials of the study. CMT test were applied to detect subclinical masti-
tis. In 21 milk samples collected from cows with subclinical mastitis, S. aureus was identified by PCR after bacteriologic 
isolation. These milk samples formed the study group. Healthy milks in which no bacteriological growth was observed 
were used as the control group. Elevations in haptoglobin (Hp) and serum amyloid A (SAA) levels in infected milk 
group compared to control milk group were statistically determined as p<0,05. Although an increase was observed in 
fibrinogen (Fb), total protein (TP) and albumin (Alb) levels, the variations were not statistically significant.
In conclusion, in infected milks, total protein elevation is an expected result due to the presence of somatic cell and 
bacteria. In the present study, an increase was determined in total protein level, but it had no statistical significance. 
However, a significant increase was determined regarding haptoglobin and serum amyloid A in infected milk samples. 
This suggests that haptoglobin and serum amyloid A are more sensitive indicators in subclinical mastitis and may be 
beneficial in clinical practice. 
Keywords: Acute phase proteins, Cows, Subclinical mastitis and S. aureus

Staphylococcus aureus Pozitif Sütlerde Akut Faz Proteinleri
Özet: Bu çalışmada, Staphylococcus aureus pozitif subklinik mastitisli ineklerde, haptoglobin, serum amiloid A, fibri-
nojen, albümin ve toplam protein düzeylerini içeren akut faz proteinlerin düzeyleri araştırılmıştır. Laktasyonda Sağlıklı 
Jersey inekleri çalışmanın hayvan materyallerini oluşturdu. Subklinik mastitisi belirlemek için CMT testi uygulandı. 
Subklinik mastitisli ineklerden toplanan 21 süt örneğinde, S. aureus bakteriyolojik izolasyondan sonra PCR ile tanım-
landı. Bu süt örnekleri çalışma grubunu oluşturdu. Kontrol grubu olarak bakteriyolojik büyümenin gözlenmediği sağ-
lıklı sütler kullanıldı. Enfekte olmuş süt grubunda haptoglobin (Hp) ve serum amiloid A (SAA) düzeylerindeki artışlar 
kontrol sütüne göre istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Fibrinojen (Fb), total protein (TP) ve albümin (Alb) 
düzeylerinde artış gözlenmesine rağmen, istatistiksel olarak bu artışın anlamlı olmadığı belirlendi. Bu sonuçlar, haptog-
lobulin ve serum amiloid A düzeyinin subklinik mastitisin belirlenmesinde daha duyarlı belirleyiciler olduğu ve klinik 
uygulamada yararlı olabileceğini düşündürmektedir.
Anahtar Kelimeler: Akut faz proteinleri, İnek, Subklinik mastitis ve S. aureus

Introduction

Mastitis is an inflammatory response against physi-
ological and metabolic changes in mammary tis-
sues, trauma and microorganisms [4]. The disease 
decreases milk yield and changes milk composition 
[22]. Subclinical mastitis is more significant due to 
its prevalence and economic losses because of the 
decrease in milk yield compared to clinical mastitis 
[13]. In subclinical mastitis no visible inflammation 
in the tits or changes in the milk are present, but 
milk yield and quality decreases [27]. Staphylococci 
are the most prevalent pathogens in subclinical and 
clinical mastitis and S. aureus is in the first rank 

among Staphylococcus spp. [19]. S. aureus decreas-
es the milk yield and damages mammary tissue in 
milk cows, thus it prevents reaching potentially 
maximum milk level. In addition, this microorgan-
ism has a rapid adaptation feature against mastitis 
control programs and environmental changes [18].

The biochemical, hormonal, physiological and 
immunological responses of the organism against 
stimulants such as infection, burns, trauma and neo-
plasms in case of maintaining homeostasis is named 
as acute phase response (APR) [35]. Acute phase 
proteins are (APP) synthesized by the liver as a re-
action to acute phase response. In healthy animals, 
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these proteins are present in insignificant levels, 
but they rapidly increase during inflammation and 
plays role as an inflammation indicator. APP which 
is the specific indicator of tissue damage is gradu-
ally more widely used in veterinary medicine for the 
diagnosis, differential diagnosis, determination of 
prognosis, determination of therapeutic efficiency 
and herd therapy control [6,8,17,31]. Albumin (Alb) 
is accepted as the negative acute phase protein due 
to its small amount of synthesis during acute phase 
response where haptoglobin (Hp), serum amyloid 
A (SAA) and fibrinogen (Fb) are the positive acute 
phase proteins due to their increased synthesis. Be-
cause some APP is specific to species, its diagnostic 
importance varies according to animal species. Hp, 
SAA, Fb and Alb have high sensitivity in cows and 
are important acute phase proteins used during the 
course of inflammatory diseases [16,17,26,]. Ecker-
sall [10] have reported that APP is also synthesized 
in mammary glands in addition to liver. This sug-
gests that APP may be beneficial in the identifica-
tion of mastitis. 

The diagnosis of mastitis is performed by the 
clinical, chemical, physical, cellular and bacterio-
logical examinations of the udder and milk. Absence 
of changes in clinical examination at milk and udder 
in subclinical mastitis requires the usage of specific 
diagnostic methods. In this study, benefits of APP in 
the diagnosis, identification, determination of thera-
py and therapeutic efficiency of subclinical mastitis 
was aimed. 

Materials and Methods

Milk samples
Materials of the study included 21 milk samples 
from clinically healthy Jersey cows in lactation, 
aged between 2-10 years housed in a private farm 
in Samsun region. 

This study was approved by the Ondokuz May-
is University Ethics Committee. Animals in which 
no clinical findings were observed in nipple exami-
nations were evaluated with respect to subclinical 
mastitis. For this purpose, California mastitis test 
(CMT) and electrical conductivity measurement by 
a portable electrical conductivity meter were ap-
plied to milk samples obtained from each animal 

just before milking. Data about electrical conductiv-
ity were recorded and approximately 20 ml of milk 
found CMT positive were sampled aseptically from 
each teat and then transferred to the laboratory un-
der cold chain. CMT negative milks of the healthy 
cows were used as the control group. 

Bacterial identification
Milk samples transferred to the laboratory under 
cold chain were inoculated onto 5% sheep blood 
agar following vortexing and homogenization. Petri 
dishes were incubated at 37°C for 24-48 hours. 
After incubation period, S. aureus suspected colo-
nies were identified morphologically, microscopi-
cally and biochemically [32]. PCR from culture 
was performed for the confirmation of the identi-
fication. Protocol done by Abd El-Razik et al. [2] 
was used for identification by PCR following DNA 
extraction. Mastitic milk samples from which were 
isolated S. aureus were included in the study to be 
examined for other specifications. 

Determination of acute phase proteins
All milk samples were placed in tubes and centri-
fuged (1550 g, 10 min, +4 °C). Milk samples were 
defatted before use. The separated serum samples 
were then stored at –80 °C until analyzed. Acute 
phase proteins were determined and evaluated in 
mastitis (S. aureus) positive and control animals. 
Milk serum concentration of Hp was measured ac-
cording to enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) procedure by a commercially available 
ELISA kit (Tridelta Development Ltd., Ireland). 
SAA was measured by a solid-phase sandwich 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) by 
a commercially available ELISA kit (Phase SAA 
kit, Tridelta Ltd., Ireland). Milk serum concentra-
tions of Fb detected by a commercially available kit 
(Cusabio Biotech Co., Ltd., China). A Digital and 
Analogue Systems (Italy) ELISA microplate reader 
(digital and analog systems Roma, Italy) was used. 

Milk serum concentrations of total protein and 
albumin were analyzed using a commercially avail-
able kit (Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Eschen-
straße 5, 82024 Taufkirchen, Germany) according 
to the autoanalyser manufacturer’s instruction (Au-
tolab, AMS Srl, Selective Access).
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Statistical Evaluation 
One Way Anova test for two independent samples 
was used for statistical comparison between experi-
ment and control groups.

Results
Acute phase protein values of S. aureus positive 
milk samples evaluated for subclinical mastitis and 
the control groups were shown in Table 1 and 2. 

Table 1. The comparison of mean ± SD results for milk 
Haptoglobin (Hp), serum amyloid A (SAA), fibrinogen 
(Fb), Total Protein (TP) and Albumin (Alb) levels in con-
trol and S.aureus positive milk samples.

Control milk S.aureus (+)milk P

Hp(μg/ml) 0.32± 0.01 0.87± 0.59 0.001

SAA(μg/ml) 31.81±19.69 122.24±81.92 0.049

Fb(μg/ml) 6.65±0.11 12.71±1.97 0.066

TP(g/dl) 27.33±3.09 46.83±10.24 0.135

Alb(g/dl) 2.00±0.46 3.24±0.65 0.416

Table 2. Haptoglobin (Hp), serum amyloid A (SAA), 
fibrinogen (Fb), Total Protein (TP) and Albumin (Alb) 
levels in milk the correlation between values

Hp SAA Fb TP Alb

Hp 1 0.046 0.304 0.411* 0.536**

SAA 1 0.358 0.249 0.004

Fb 1 0.685** 0.675**

TP 1 0.628**

Alb     1

*P<0.05 **P<0.01

Acute phase protein values of the control group 
and S. aureus positive group were determined as 
0.33 μg/ml and 2.41 μg/ml for Hp, 55.65 μg/ml and 
292.87 μg/ml for SAA, 6.65 μg/ml and 13 μg/ml for 
Fb, 26.60 g/dl and 48 g/dl for TP, 2 g/dl and 3.30 g/
dl for Alb, respectively (Figure 1 and 2).

Elevation in Hp and SAA levels in infected 
milk group compared to control milk group was cal-
culated as p<0.05 statistically. Elevations in Fb, TP 
and Alb were not statistically significant.

Figure 1. Haptoglobin (Hp), serum amyloid A (SAA), 
fibrinogen (Fb) and Albumin (Alb) levels in control and 
S.aureus positive milk samples.

Figure 2. Percentage distribution of milk Haptoglobin 
(Hp), serum amyloid A (SAA), fibrinogen (Fb), levels 
among groups.

Discussion
Mastitis as a major factor effecting milk yield 
causes serious economic losses. Inflammatory signs 
and differentiation in milk are examined in clinical 
mastitis. Lack of these signs and visible variations 
in milk and teats causes a longer period of mastitis 
and this yields increased economic losses [12, 13, 
37]. Therefore, the development of new strategies 
to prevent or treat mastitis should remain a priority 
among animal health initiatives [12]. Efforts in re-
search have been directed for searching a biomarker 
of subclinical mastitis, not only to identify affected 
animals but also to evaluate and to prevent altera-
tions in milk quality [24]. More prevalent bacterial 
agent was reported as S. aureus in bovine subclini-
cal mastitis [34]. In this study, S. aureus positive 
milks were preferred to investigate acute phase pro-
tein levels.
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Haemolysins are cytotoxic agents that damage 
and/or destroy cells of the defense system. Alpha-
haemolysin (α-toxin), frequently produced by bo-
vine S. aureus IMI (Intra mammary infection) iso-
lates, is toxic to bovine mammary cells [1, 3, 5]. 
When tissue is affected by microorganisms, first 
the pro-inflammatory cytokines are secreted. Espe-
cially Interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor- α 
(TNF-α) and Interleukin- 1β (IL-1β) provides APP 
secretion in liver as the mediator and yields an ele-
vation of these proteins in blood [26, 30]. Both SAA 
and Hp are among the major positive APPs in cattle 
and can increase several-fold from baseline levels 
after tissue injury [26, 31]. However, APPs such as 
SAA and Hp also were synthesized and secreted by 
the mammary tissue nearby liver [10, 20, 25].

Nazifi et al. [28] have determined an increase at 
Hp and SAA levels in cattle with clinical and sub-
clinical mastitis compared to the control groups, but 
also they have reported that the increase in clinical 
mastitis was superior to that of subclinical mastitis. 
Colla et al. [7] similarly have reported an increase in 
Hp and Fb levels in cattle with subclinical mastitis 
and have stated that this may be an indicator in the 
early diagnosis of subclinical mastitis. Few previ-
ous studies have indicated that Hp and SAA may 
be used in the diagnosis of clinical mastitis in cattle 
[9, 15, 21, 29]. The present study revealed similar 
results for Hp and SAA elevation with other studies. 
Tabrizi et al. [36]  and Colla et al. [7] have found 
higher fibrinogen levels in cows with both clinical 
and subclinical mastitis regarding to healthy milks 
and have suggested that this may be beneficial in the 
diagnosis of mastitis. However, no elevation was 
observed in fibrinogen levels in the present study. 

Albumin is accepted as negative acute phase 
protein due to its less synthesis by liver during acute 
phase response [17]. However, albumin is synthe-
sized in mammary tissues and in mastitic milks, 3.5 
fold albumin increase was reported compared to 
healthy milks. Normally albumin is accepted as a 
negative acute phase protein, but in case of mastitis 
an elevation may be observed [33]. In the present 
study, no statistically significant increase was re-
corded. 

Plasma proteins are mainly synthesized by the 
liver. Analysis of total protein concentrations and 
percentage of protein fractions are important in var-

ious disease states [23]. Milk protein content was 
higher in mastitic cow milks, probably due to the 
high amount of somatic cells and bacteria [14]. Be-
sides, increase in bacteria and somatic cells nearby 
Alb, suggests an increase in total protein levels and 
parameters such as SAA and HP. In our study, an 
increase was observed in total protein, but was not 
statistically significant. 

In conclusion, in mastitic milks, an increase 
was expected in total protein due to the increase of 
bacteria, somatic cell, Fb, SAA, Hp and Alb levels. 
In our study, increase in total protein was observed 
which did not have a statistical value. Similarly, an 
increase was expected in albumin, which is normal-
ly accepted as a negative acute phase protein due 
to its synthesis in the mammary tissue, but no sta-
tistically significant increase was observed. Similar 
situation was also valid for Fb, which was previous-
ly reported to increase. However, a statistical eleva-
tion was observed in only milk Hp and SAA among 
acute phase proteins. This suggests that these two 
parameters, Hp and SAA levels are more sensitive 
indicators in mastitis and in clinical practice and 
may have a diagnostic value for subclinical mastitis. 
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Özet: Bu çalışma ile Türkiye’de ilk kez evcil kedilerin kalın bağırsak ishallerinde Tritrichomonas foetus’ün etiyolojik 
ajan olarak rol oynayıp-oynamadığının moleküler teknikler ile araştırılıp enfeksiyonun risk faktörlerinin belirlenmesi 
amaçlanmıştır. Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç Hastalıkları Anabilim Dalı Kliniklerine kronik ishal 
şikâyeti ile getirilen farklı ırk, yaş, cinsiyet, beslenme ve yaşama koşullarına sahip 50 kedi ile Samsun Büyükşehir 
Belediyesi Güçten Düşmüş Hayvan Bakım Evi’nden 50 adet kronik ishalli kedilere ait dışkı örnekleri bireysel olarak 
toplanmıştır. Toplanan 100 dışkı örneğinden genomik DNA ekstraksiyonu yapılmış ve sonrasında parazitin varlığının 
araştırılmasında cysteine protease 2 (CP-2) ve internal transcribed spacer (ITS) geninin invitro koşullarda amplifikas-
yonu için PCR metodu kullanılmıştır. Araştırma sonucunda kronik ishalli kedilere ait olan 100 dışkı örneğinde T. foetus 
pozitifliği saptanmamıştır. Bu araştırma ile ülkemizdeki kronik ishalli kedilerde ilk kez moleküler olarak T. foetus’un 
varlığı araştırılmıştır. 
Kronik ishalli kedilerde parazite rastlanılmamasının en önemli nedeni kedilerin yaşam alanlarının parazitin kaynağı ol-
duğu bilinen sığırların yaşam alanlarına yakın olmaması ile açıklanabilir. Mevcut araştırmanın ortaya koyduğu sonuçlar 
sonraki çalışmalara ışık tutması yönünden önem arz etmektedir.
Anahtar kelimeler: Kedi, Risk faktörleri, PZR, Tritrichomonas foetus, Türkiye

Investigation of Tritrichomonas fetus in Cats with Chronic Diarrhea and Determination of 
Risk Factors in Turkey

Abstract: It was aimed to investigate whether T. foetus infections play roles as the etiological agents associated with 
large bowel diarrhea in cats with molecular techniques for the first time in Turkey, and to determinate the risk factors 
within this present project. Fifty stool samples collected from the different breed, sex, ages, feeding routes and environ-
mental conditions of cats which presented to the Veterinary Faculty, Internal Medicine Clinics suffered from chronic 
diarrhea. Same as 50 stool samples collected from the different breed, sex, ages, feeding routes and environmental 
conditions of cats stayed in the Samsun Metropolitan Municipality’s Incapacitated Orphaned Animal Care Centre. After 
the genomic DNA extraction of the collected 100 stool samples, PCR used for the in vitro amplification of the cysteine 
protease 2 (CP-2) and internal transcribed spacer (ITS) genes for the detection of the parasite. Based on the research 
result none of the 100 stool samples were detected as T. foetus positive.
Within the presented study, existence of the T. foetus in the cats having chronic diarrhea was investigated molecularly 
for the first time in Turkey. The main reason for the absence of the parasite in this study may be explained by the living 
environment of the cats which have any connection of the main source of parasite known as cattle. By this way outcome 
of the present study with specialties has importance that lead new lights to further studies.
Key words: Cat, Risk factors, PCR, Tritrichomonas foetus, Turkey

Giriş

Tritrichomonas foetus sığırların yaygın olarak 
reprodüktif hastalığına neden olan kamçılı bir pro-
tozoan parazit olarak bilinmektedir [25]. Yakın 
zamanda kedi hastalıklarında rol almaya başlayan 
yeni bir patojen olarak tanımlanmış ve kedilerde 
ileum, sekum ve kolonda kolonileşerek kronik kalın 

barsak ishallerine neden olduğu ortaya konulmuştur 
[8, 32]. Enfekte olan kedilerin dışkıları kötü koku-
lu, sıvıdan katıya değişen kıvamda ve bazen kanla 
beraber mukus içerebilmektedir [8]. Tritrichomonas 
foetus Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Okyanus-
ya’da tespit edilmiş ve sonuçta pandemik olarak ta-
nımlanmıştır [1, 3, 4, 6, 8, 12, 14, 17, 18, 20-23, 31]. 
Enfekte kedilerin çoğunluğunu barınak ve kedi ye-
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tiştiriciliği yapan işletmeler gibi kedi yoğunluğunun 
fazla olduğu yerler oluşturmaktadır [11]. Çevresel 
stres ve immunolojik olgunluğa ulaşmamış genç 
kedilerin parazite maruz kalma durumları ve hassa-
siyetleri artmaktadır [8].

Tritrichomonas foetus immun sistemi baskılan-
mış insanlarda nadiren klinik belirtilerini gösterme-
si ve biyolojisi bakımından ilgi çekici bir konudur 
[32]. Esasen dünya genelinde birçok coğrafi bölge-
de sığırlar arasında çiftleşmeyle bulaşan, sığırların 
ürogenital sistemine yerleşerek henüz kabul edilmiş 
etkin bir tedavisi olmayan ve sığır tritrichomono-
zise neden olan bir parazittir [33]. Tritrichomonas 
foetus’ün kedilerde (kedi izolatları) kronik barsak 
ishallerine [8, 19] neden olduğu 2000’li yıllarda 
rapor edilmeye başlansa da ilk olarak 1928 yılında 
ishalli kedi yavrularında tespit edilmiştir [16]. Trit-
richomonas foetus’un Türkiye hariç birçok coğrafik 
bölgedeki evcil kedilerde varlığı bilinmektedir. Et-
ken kedilerde Avrupa (Avusturya, Finlandiya, Fran-
sa, Almanya, Yunanistan, İtalya, Norveç, Polanya, 
İspanya, İsviçre, İsveç ve İngiltere), Kuzey Ameri-
ka (Kanada ve Amerika Birleşik Devletleri (ABD)), 
Avustralya/Okyanusya (Avusturalya ve Yeni Zelan-
da) ve Asya (Japonya ve Kuzey Kore) kıtalarında 
rapor edilmiştir [34]. 

Bununla birlikte evcil kedilerin gastrointesti-
nal kanalında bulunan kedi izolatları ile sığırların 
ürogenital kanalında bulunan sığır izolatlarının 
birbirlerinden morfolojik olarak ayırt edilemediği 
bilinmektedir. Ayrıca kedi ve sığır izolatlarının 11 
gen lokusuna ait DNA sekans analizleri sonucunda 
iki izolatın çok yüksek oranlarda homolog olduk-
ları tespit edilmiştir [26-28, 30]. Kedilerde enfek-
siyonun risk faktörlerinin ortaya konulmasında ke-
dilerin yaş ve ırkları ile ishal geçmişleri, bakım ve 
beslenme koşulları ile evde farklı bir evcil hayvanın 
(köpek) varlığı gibi faktörler dikkate alınmaktadır 
[7, 9, 10, 12, 15, 18, 24, 34].

Ülkemizde daha önce kedilerde kronik ishale 
neden olduğu bilinen T. foetus’un varlığı araştırıl-
mamıştır. Bu araştırma ile Türkiye’de ilk kez evcil 
kedilerin kalın bağırsak ishallerinde T. foetus’un eti-
yolojik bir ajan olarak rol oynayıp-oynamadığının 
moleküler olarak araştırılması ve enfeksiyonun risk 
faktörlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Dışkı örneklerinin toplanması 
Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi İç 
Hastalıkları Anabilim Dalı Kliniklerine kronik ishal 
şikâyeti ile getirilen farklı ırk ve yaştaki 50 kedi ile 
Samsun Büyükşehir Belediyesi Güçten Düşmüş 
Hayvan Bakım Evi’nden 50 adet kronik ishalli ke-
diye ait dışkı örnekleri toplanmıştır. Dışkı örnekleri 
tek tek dışkı toplama kaplarına konulmuş ve DNA 
ekstraksiyonu yapılıncaya kadar -20 °C’de muhafa-
za edilmiştir.

Tritrichomonas foetus izolatlarının moleküler 
identifikasyonu 
Toplanan 100 dışkı örneğinden genomik DNA 
(gDNA) ekstraksiyonu DNA dışkı izolasyon kiti 
(i-genomic Stool DNA Extraction Mini Kit, Intron 
Biotecnology) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Ge-
nomik DNA ekstraktları PCR analizlerinde kullanı-
lıncaya kadar -20°C’de muhafaza edilmiştir. Dışkı 
örneklerinde T. foetus DNA’sının araştırılmasında 
cysteine protease 2 (CP-2) ve internal transcribed 
spacer (ITS) geninin amplifikasyonu için PCR me-
todu kullanılmıştır. Parazitin CP-2 gen bölgesinin 
çoğaltılması için S0295 (CGAAAGGTCACGGA-
TACACA) ve S0296 (CCCCATGAGTTTCTCA-
CGAT) ile ITS rDNA gen bölgesi için TFR3 (CG-
GGTC TTCCTATATGAGACAGAACC) ve TFR4 
(CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3′) pri-
merleri kullanılmıştır [28]. Araştırmada ticari bir 
firmaya sentez ettirilen T. foetus’a ait gen fragmenti 
PCR analizlerinde pozitif kontrol olarak kullanıl-
mıştır. 

Her iki gen bölgesinin PCR analizlerinde son 
hacim 50 μl olacak şekilde 1X PCR master mix 
(Thermo Scientific), 0,25 μM primer seti ve 10 μl 
örnek gDNA’sı konularak karışım hazırlanmıştır. 
Karışım thermal cycle cihazına yerleştirilmiş ve 
amplifikasyon koşulları 95°C’de 5 dk denetüras-
yon, 35 siklus olmak üzere 95 C’de 15 s, 55 C (pri-
mer Tm’sine göre ayarlanmış) 15 s, 72°C’de 30 s ve 
son uzama için 72 C’de 5 dk olacak şekilde ayar-
lanmıştır [28]. Amplifikasyon sonunda elde edilen 
PCR ürünleri etidyum bromid ile boyanmış % 2’lik 
agaroz jelde elektoforeze tabi tutulmuştur. Elektro-
forez sonrası agaroz jel transilluminatör cihazının 
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üzerine konulmuş ve ultraviyole ışık altında pozitif 
kontrole ve örneklere ait olan DNA bandları görün-
tülenmiştir.

Bulgular
Çalışmada toplam 100 adet kedi dışkısında parazi-
tin CP-2 ve ITS gen bölgelerinin PCR analizlerinde 
T. foetus DNA’sı tespit edilememiştir. Sadece pozi-
tif kontrol olarak kullanılan sentetik gen fragmen-
tinin PCR analizlerinde pozitif bant elde edilmiştir 
(Şekil 1).

Şekil 1. DNA ekstraksiyonu yapılan 1-29 no’lu dışkı örneklerinin CP-2 gen bölgesinin PCR sonuçları. M: DNA mer-
diveni, P: pozitif kontrol.

Tartışma

Tritrichomonas foetus Türkiye hariç birçok coğra-
fik bölgedeki evcil kedilerde tespit edilmiştir. Etken 
kedilerde Avrupa (Avusturya, Finlandiya, Fransa, 
Almanya, Yunanistan, İtalya, Norveç, Polonya, İs-
panya, İsviçre, İsveç ve İngiltere), Kuzey Amerika 
[Kanada ve Amerika Birleşik Devletleri (ABD], 
Avustralya/Okyanusya (Avusturalya ve Yeni Zelan-
da) ve Asya (Japonya ve Kuzey Kore) kıtalarında 
rapor edilmiştir [34]. Bazı bölgelerde sadece vaka 
raporları bildirilmiş olup, diğer çalışmalar ise epi-
demiyolojik saha veri araştırmalarıdır. Saha veri 
çalışmalarını ishalli kediler, şov kedileri, barınak 
kedileri ile Veteriner kliniklere getirilen kediler 
oluşturmaktadır. Dünya genelinde coğrafik dağılı-
mına bakılacak olursa parazitin en çok Yeni Zelanda 
başta olmak üzere Avustralya ve Kuzey Amerika ül-
kelerinde yüksek oranlarda, Batı Avrupa ülkelerin-

de ise daha düşük oranlarda görüldüğü tespit edil-
miştir [34]. Avustralya, Amerika Birleşik Devletleri 
ve Yeni Zelanda gibi ülkelerdeki kedilerde T. foetus 
prevalansının yüksek olmasına rağmen bu ülkeler-
deki kedi barınaklarından alınan örneklerde pozitif-
lik oranları oldukça düşük bulunmuştur [34]. Bizim 
araştırmamızla benzer şekilde Avustralya’da yapı-
lan bir araştırmada ev kedileri, kedi yetiştiriciliği ve 
barınak kedilerinden toplanan 134 dışkı örneğinde 
parazitin varlığı PCR ile araştırılmış ve kedilerde 
pozitiflik tespit edilememiştir [2]. Ama ABD’de 
gösteri kedilerinden toplanan 117 dışkı örneğinde % 
31 oranında [9], İtalya’da ise 74 kedide % 32 ora-
nında T. foetus pozitifliği tespit edilmiştir [14].

Kedi trichomoniazisi ile ilgili yapılan çalışma-
larının çok büyük bir kısmında parazitin görülme 
sıklığındaki predispoze faktörlerinin arasında en 
önemli sebebinin kedilerin genç pedigree kedileri 



Pekmezci D ve ark. Kronik İshalli Kedilerde Tritrichomonas foetus’ün Araştırılması 119

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 29, Sayı 2, 2018, 116-120

olması gösterilmektedir [1, 5, 8, 29]. Bell ve ark., 
[1] enfekte kedilerin % 92’sinin saf ırk olduğunu 
ve kedilerin büyük bir çoğunluğun 1 yaşın altında 
olduğunu vurgulamışlardır [1]. Saf ırklarda enfek-
siyon görülme sıklığının genetik olarak ırka dayalı 
bir immun sistem farklılığından olmadığı ve bu du-
rumun çok sayıda kedinin küçük alanlarda birlikte 
barındırılması ile parazitin bulaşma dinamikleriyle 
ilgili olduğu ifade edilmektedir [8, 9, 14]. 

Moleküler çalışmalarda kedi ve sığır izolatla-
rının çok yüksek oranlarda homolog oldukları ve 
izolatların sığırlar ve kediler arasındaki bulaşma 
sağladıkları ifade edilmektedir [26-28, 30]. Bu du-
rumla ilgili olarak Bisset ve ark., [2] kedilerde po-
zitiflik tespit edilememesinin önemli bir nedeninin 
İtalya’nın genelinde sığırlarda T. foetus enfeksiyon-
larının suni tohumlama uygulamalarının yaygınlaş-
masından ötürü gerçek eliminasyonundan kaynak-
lanabileceğini belirtmişlerdir. Bu noktada İtalya’da-
ki benzer sonuçlar mevcut çalışmamız ile de ötüş-
mektedir. Bizim araştırmamızda da benzer şekilde 
dışkı örnekleri toplanan kedilerin sığır çiftlikleri ile 
herhangi bir teması yoktu. Ayrıca ülkemizde sığır-
larda T. foetus enfeksiyonunun prevalansı ile ilgili 
olarak az sayıda çalışma yapılmıştır [13]. Güven ve 
ark., [13] Erzurum bölgesinde 246 sığırın atık fetü-
sünde PCR ile % 5,7 oranında T. foetus pozitifliği 
bulmuşlardır. Bu araştırma sığırlarda T. foetus po-
zitiflik oranlarının düşük olduğunu göstermektedir 
[13]. Kedilerdeki enfeksiyonun risk faktörleri de-
ğerlendirildiğinde ülkelerin sığır popülasyonların-
daki T. foetus pozitiflik oranlarının önemi olduğu 
anlaşılmaktadır [2]. 

Sonuç
Ülkemizde ilk defa bu araştırma ile kedilerde kro-
nik ishal etkenleri arasında T. foetus’un yer alıp 
almadığı moleküler olarak araştırılmış ve enfek-
siyonun risk faktörleri belirlenmeye çalışılmıştır. 
Ancak kronik ishalli kedilere ait dışkı örneğinde T. 
foetus’a rastlanılmamıştır. Kronik ishalli kedilerde 
parazite rastlanılmamasının en önemli nedeni ke-
dilerin yaşam alanlarının parazitin kaynağı olduğu 
bilinen sığırların yaşam alanlarının yakınlarında 
olmaması ile açıklanabilir. Enfeksiyon sığırlar ara-
sında venereal (cinsel temas) yolla bulaşmaktadır. 
Sığırlar arasında venereal yola bulaşan hastalıkların 
yayılmasını önlemek için en etkili yollardan biri de 

suni tohumlama uygulamalarıdır. Ülkemizde sığır-
larda suni tohumla uygulamalarının artmasına bağlı 
olarak sığırlarda T. foetus enfeksiyon oranlarının 
azalması neticesinde enfeksiyonun kedilere bulaş 
riskinin azaldığı ya da olmadığı düşünülmektedir. 
Bu nedenle Türkiye’de etkenin yaygınlığının araş-
tırılacağı sonraki çalışmalarda örneklemenin sığır 
çiftlikleri yakınlarında serbest dolaşan ve avlanan 
kedilerden yapılmasının uygun olacağı kanısına va-
rılmıştır. Kedi trichomonozisinde risk faktörlerinin 
ortaya konulmasında yaş ve kedi ırkları ile ishal 
geçmişleri, bakım ve beslenme koşulları ile evde 
farklı bir evcil hayvanın (köpek) varlığı gibi faktör-
ler dikkate alınmaktadır. Araştırmanın bir sonucu 
olarak da enfeksiyonun risk faktörlerine yukarıda 
bahsi geçen nedenden ötürü sığır çiftliklerinde veya 
yakınlarında yaşama faktörünün de eklenmesi ge-
rektiği düşünülmektedir. 
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Özet: İnsan norovirüsü (HNoV), çevresel etkenlere oldukça dirençli bir RNA virüsüdür ve akut viral gastroenteritin 
nedeni olan ana etkenlerden birisidir. Hızlı evrim yeteneği nedeniyle 7 genogrubu vardır ve bunlardan GI, GII ve GIV 
insan enfeksiyonları ile ilişkilidir. Sular HNoV için salgın aracı olarak tanımlamaktadır. Bu bilgiler ışığında, çalış-
mamızda, lokal kuyular ve derelerden alınan su numunelerinde özellikle insanlarda enfeksiyonları ile ilişkili HNoV 
genogrup (G)I, GII ve GIV varlığının gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (real-time PCR) ile tanımlanarak 
moleküler epidemiyolojik bir veri sağlanması amaçlanmıştır. 
Çalışma için lokal kuyulardan ve derelerden, Ocak 2017 – Ocak 2018 döneminde toplanan 60 adet su numunesi ça-
lışmamıza dahil edildi. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi sonrası HNoV GI, GII ve GIV spesifik primer problar ile 
LightCycler 480 sisteminde real-time PCR yöntemi ile çalışıldı ve sonuçlar değerlendirildi.
Çalışmamıza dâhil edilen 60 numunede, HNoV GII’nin %10 düzeyinde saptandığı, bunu sırasıyla GI (%5) ve GIV 
(%1.67) varlığının takip ettiği tespit edildi. 10 numunede (%16.67) HNoV GI, GII ve GIV pozitifliği bulundu. Lokal 
kuyulardan 3 (%8.57) tanesinde ve derelerden alınan numunelerden de 7 (%28) tanesinde pozitiflik saptandı.
Sonuç olarak, ülkemizde ilk defa kuyu suları ve derelerden alınan sularla yaptığımız çalışmamızla, moleküler epidemi-
yolojik olarak HNoV varlığını saptadık. HNoV’lar arasında GII’nin ön planda tutulması gerektiğini ama GI ve GIV’ün-
de bulunduğunu tespit ettik. HNoV için salgınlarında sular göz önünde bulundurulmalı ve gelişen moleküler tekniklerle, 
sular gibi önemli enfeksiyon kaynaklarından epidemiyolojik veriler sağlanarak durum ortaya konabilir ve bu bilgiler ile 
bölgesel aşı geliştirme çalışmaları içinde ön veriler sağlanabileceği kanaatindeyiz.
Anahtar Kelimeler: Su, real-time PCR, Norovirüs genogrupları

Determination of Norovirus Genogroups Associated with Human İnfections in Water by 
Real-Time PCR Method

Abstract: Human norovirus (HNoV) is a RNA virus that is highly resistant to environmental conditions and is one of 
the main causes of acute viral gastroenteritis. It has 7 genogroups, due to ability of rapid evolution, and which genogrup 
(G)I, GII and GIV are associated with human infections. The waters describe HNoV as an epidemic source. Aim of this 
study was to provide molecular epidemiological data by using real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) of 
HNoV GI, GII and GIV presence related to infections in water samples taken from local underground waters and creeks.
Sixty (60) water samples collected from local underground waters and creeks, between January 2017 and January 2018, 
were included in our study. After RNA isolation and cDNA synthesis, HNoV GI, GII and GIV specific primary and 
probes were used on LightCycler 480 system by real-time PCR method and the results were evaluated.
In the 60 samples included in our study, it was found that HNoV GII was detected at 10% level, followed by GI (5%) 
and GIV (1.67%) respectively. HNoV GI, GII and GIV positivity were found in 10 samples (16.67%). 3 (8.57%) of the 
local underground waters and 7 (28%) of the creeks water samples were found positive.
As a result, we determined the presence of HNoV by molecular epidemiology in our country for the first time in our 
study with water taken from underground waters and creeks. We found that GII should be in the forefront of HNoVs, 
but it was found in GI and GIV. For HNoV, water should be considered in outbreaks, and epidemiological data can be 
obtained from important sources of infection, such as water, by developing molecular techniques, and we believe that 
data in this study can be important epidemiologically and can be used for regional vaccine development studies.
Key words: Water, real-time PCR, Norovirüs genogroups
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Giriş

İnsan norovirüsü (HNoV), Calicidiviridea ailesi 
içinde bulunan pozitif polariteli bir RNA virüsüdür 
ve akut viral gastroenteritin nedeni olan ana etken-
lerden birisidir [12]. Çevresel etkenlere oldukça 
dirençli olan HNoV, dünya çapında sporadik ve 
epidemik bakteriyel olmayan (viral) gastroenterit-
lere neden olur (15). HNoV esas olarak fekal-oral 
yoldan yayılır. Bulaşması, doğrudan (kişiden kişiye 
geçişle), dolaylı (kontamine ürünlere temas yoluy-
la) ve kontamine yiyecek veya suların sindirimi yo-
luyla olabilir [17]. Hızlı moleküler evrim yeteneği 
nedeniyle, virüsün yeni genotipleri ve varyantları 
sıklıkla bildirilmektedir. Hatta nükleik asitinde bu 
hızlı değişim yeteneği nedeniyle fantastik bir cana-
vara (“şekil değiştiren”) benzetilmektedir. Şu ana 
kadar viral protein genomu (VP1) aminoasit dizi-
sinin incelenmesi ile 7 genogrup ([G]I – GVII) ve 
40’ın üzerinde norovirüs genotipi tanımlanmıştır 
[19]. Bunlardan üçü GI, GII ve GIV insanlarda has-
talığa neden olabilir [1]. GII genogrup, klinik vaka-
larda GI’den daha sık saptanırken, GIV’ün daha na-
dir vakalarda tespit edildiği bildirilmiştir [10]. GII.4 
dünya çapında en yaygın olan genotiptir ve 1990’la-
rın ortasından beri moleküler tanı tekniklerinin, ak-
tif sürveyans için kullanımının başlamasından beri, 
pek çok küresel salgınla ilişkilendirilmiştir [19]. 
Norovirüs enfeksiyonları, 12-48 saat inkübasyon 
süresine sahiptir ve semptomlar tipik olarak bulantı, 
kusma, ishal, karın ağrısı ve ateşi içerir. Norovirüs 
enfeksiyonları genellikle hafif ve orta semptomlarla 
kendini sınırlandırır, ancak immün sistemi baskı-
lanmış hastalarda ve yaşlılarda ciddi enfeksiyonlar 
görülebilir. Semptomlar genellikle 1-3 gün sürer, 
ancak genç, yaşlı ve bağışıklık sistemi baskılanmış 
hastalarda daha uzun sürebilir [5]. İlk defa 1980 
yılında küçük bir kasabada su kaynaklı norovirus 
salgını olduğu rapor edilmiştir [8] ve bu bilgi son-
rası epidemiyolojik veriler bu etkenin suları salgın 
aracı olarak kullandığını tanımlamıştır. Özellikle, su 
kaynaklı, büyük ölçekli salgınlarda norovirüs türleri 
saptandığında, içme sularının, insan dışkı kaynağı 
tarafından kontaminasyonu da düşünülmelidir [6]. 
HNoV’un genotipik değişkenliği nedeniyle yapı-
lacak olan moleküler epidemiyolojik çalışmalar, 
salgınlarda gözlemlenebilecek durumu açıklaması 
açısından ve ayrıca aşı çalışmaları içinde önemli 

bir veri sağlamaktadır [19]. Bunun yanında bulaşık 
sulların kullanılması ağır metal toksikasyonu ya da 
bakteriyel kaynaklı gastroinstistinal enfeksiyonlar 
ile karışabildiği için bu virüsün durumunun ortaya 
konması önemli hale gelmektedir. Tüm bu bilgiler 
ışığında, çalışmamızda, lokal kuyular ve dereler-
den alınan su numunelerinde özellikle insanlarda 
enfeksiyonlar ile ilişkili HNoV genogrup (G)I, GII 
ve GIV varlığının gerçek zamanlı polimeraz zincir 
reaksiyonu (real-time PCR) ile tanımlanarak mole-
küler epidemiyolojik bir veri sağlanması amaçlan-
mıştır. 

Materyal ve Metot

Çalışma için Mardin, Gaziantep, Şanlıurfa ve Kah-
ramanmaraş il, ilçe ve köylerinde bulunan lokal 
kuyulardan ve derelerden, Ocak 2017 – Ocak 2018 
döneminde 5 ml olarak steril plastik kaplara topla-
nan 60 adet su numunesi çalışmamıza dahil edildi. 
Numuneler soğuk zincir koşullarında hızlıca labo-
ratuvara transfer edildi ve RNA izolasyonları 24 
saat içinde tamamlandı. Schultz ve ark. [18], 2010 
yılında tanımladıkları protokol izlenerek, su numu-
nelerinden RNA izolasyonu için ultrafilitrasyonla 
numuneler işleme alındı. Ultrafilitrasyon sonrası bu 
numunelerin 200 mikrolitre miktarları ile, QIAamp 
Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kul-
lanılarak üretici direktifleri doğrultusunda RNA izo-
lasyonları gerçekleştirildi. RNA’lar, komplementer 
DNA (cDNA) sentezi işlemlerine kadar -80oC’de 
saklandı. cDNA’lar First Strand cDNA synthesis kit 
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanı-
larak üretici direktifleri doğrultusunda oluşturuldu. 
cDNA’lar real-time PCR aşamasına kadar -20oC’de 
saklandı. İnsanlarda enfeksiyonlarla ilişkili olan 
HNoV GI, GII ve GIV genogruplarını saptayabil-
mek için Tablo 1’de verilen spesifik primer ve prob-
lar kullanıldı [3, 16]. RNA izolasyonlarının doğru-
luğunu kontrol etmek için çalışmada RNA process 
control kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alman-
ya) üretici direktifleri doğrultusunda kullanıldı. 

cDNA’lar, primer ve probla birlikte, LightCyc-
ler 480 Probe Master kit (Roche Diagnostics, Man-
nheim, Almanya) üretici direktifleri doğrultusunda 
kullanılarak, real-time PCR işlemleri, LightCycler 
480 sisteminde gerçekleştirildi. Her bir reaksiyonda 
5 ul cDNA kullanıldı ve PCR profili başlangıç akti-
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vasyon aşaması olarak; 95°C’de 10 dakika, takiben 
45 siklus, denaturasyon, uzama ve çoğaltma aşama-

sı olarak sırasıyla 95°C’de 10sn, 60°C’de 30 sn ve 
72°C’de 1 sn şeklinde gerçekleştirildi.

Tablo 1: Genogrup I, GII ve GIV saptanması için real-time PCR’da kullanılan primer dizileri
Genogrup Primer Adı Oligonukleotid dizisi (5’ > 3’) Referans

GI QNIF4 CGCTGGATGCGNTTCCAT 11

NV1LCR CCTTAGACGCCATCATCATTTAC 11

NV1LCpr FAM- TGGACAGGAGAYCGCRATCT-TAMRA 11

GII QNIF2d ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA 11

COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 11

QNIFS FAM- AGCACGTGGGAGGGGATCG-TAMRA 11

GIV NIFG4F ATGTACAAGTGGATGCGRTTC 12

COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 12

NIFG4P FAM-AGCACTTGGGAGGGGGATCG-TAMRA 12

Bulgular

Çalışmamıza dahil edilen 60 numunede saptanan 
genogrupların dağılımı Tablo 2’de verilmiştir. 60 
numuneden, 10 tanesinde (%16.67) HNoV GI, GII 
ve GIV pozitifliği bulundu. Lokal kuyulardan 3 

(%8.57) tanesinde ve derelerden alınan numuneler-
den de 7 (%28) tanesinde pozitiflik saptandı. HNoV 
genogrupları incelendiğinde, 6 (%10) numunede 
GII, 3 (%5) numunede GI ve 1 (%1.67) numunede 
GIV olduğu saptandı. 

Tablo 2: Genogrupların dağılımı
Norovirüs Genogrup

GI GII GIV Toplam

Lokal Kuyular n:35 1 (2.86) 2 (5.71) 0 (0) 3 (8.57)

Dereler n:25 2 (8.00) 4 (16.00) 1 (4.00) 7 (28.00)

Toplam: 60 3 (5.00) 6 (10.00) 1 (1.67) 10 (16.67)

Derelerden alınan sularda özellikle GII %16 
olarak en yüksek düzeyde saptanırken, derelerden 
alınan sularda GI, GII ve GIV pozitifliği %28 ora-
nında bulundu. Lokal kuyularda ise GI %2.86 ve 
GII %5.71 oranında saptanırken, GIV pozitifliği bu-
lunmadı. GIV sadece 1 numunede derelerden alınan 
numuneler arasından saptandı. Derelerde, kuyular-
dan alınan numunelere göre daha yüksek sayıda 
HNoV pozitifliği saptandığı tespit edildi. 

Tüm numunelerde durum incelendiğinde, Nu-
munelerde, HNoV GII’nin %10 düzeyinde saptan-
dığı, bunu sırasıyla GI (%5) ve GIV (%1.67) varlı-
ğının takip ettiği tespit edildi.

Pozitiflik saptanan sularda Norovirüs ve ge-
nogrupların dağılımı incelendiğinde, Ocak ayların-
da en yüksek pozitiflik saptandığı, bunu Şubat ayı-
nın izlediği görülmektedir (Tablo 3).
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Tablo 3: Norovirüs ve genogruplarının mevsimsel dağı-
lımı
Ay Norovirüs

GI GII GIV Toplam
Ocak 17 1 1 0 2
Şubat 17 1 1 0 2
Mart 17 0 0 0 0
Nisan 17 0 0 0 0
Mayıs 17 0 0 0 0
Haziran 17 0 0 0 0
Temmuz 17 0 0 0 0
Ağustos 17 0 0 0 0
Eylül 17 0 1 0 1
Ekim 17 0 1 0 1
Kasım 17 0 1 0 1
Aralık 17 1 0 0 1
Ocak 18 0 1 1 2
Toplam 3 6 1 10

Tartışma ve Sonuç

Su kaynaklı virüslerin saptanması, özellikle içilebi-
lir suyun az olduğu yerlerde halk sağlığı açısından 
önemlidir. Su kaynaklı enfeksiyonlarda norovirüs 
yaygın olarak bildirilmektedir. Doğası gereği, bu 
kontaminasyon sıklıkla biyolojik atıklarla ilişkilidir 
[4]. Çevre koşullarında uzun süre yaşama şansı ol-
duğu için bu Norovirüslerin önemini arttırmaktadır 
[9]. Yenilenme yeteneği hızlı olan ve farklı pek çok 
genogrup, genotip ve varyantları bulunan norovi-
rüslerin moleküler epidemiyolojik olarak sularda 
incelenerek durumunun bilinmesi, hem epidemiyo-
lojik veri sunması, hem de ulusal aşı çalışmalarında 
da kullanılabilmesi açısından değerlidir [4].

Uluslararası çalışmalar incelendiğinde; Ku-
yular gibi yer altı sularında yapılan çalışmalarda, 
Joung ve ark, 2013 yılında, Güney Kore’de yer 
altı sularında sadece %0.5 oranında GII pozitifliği 
saptamışlardır [7]. Lee ve ark, 2013 yılında Güney 
Kore’de yaptıkları çalışmada yer altı sularını incele-
diklerinde, HNoV için %0.64 pozitiflik saptamışlar 
ve bu pozitif numunelerden sadece 1 tanesinde GI, 
6 tanesinde GII olduğunu bildirmişlerdir [13]. Biz-
de çalışmamızda kuyu numunelerimizden sadece 3 
tanesinde pozitiflik saptadık, verilen oranlara ben-
zer şekilde kuyu numunelerinde dere gibi kontami-
nasyona daha açık numunelere göre daha düşük se-

viyede HNoV varlığı olduğu anlaşılmaktadır. Tüm 
çalışmalarda GII varlığının bizim çalışmamızdaki-
ne benzer şekilde yüksek olduğu görülmektedir.

Yine uluslararası çalışmalarda, derelerde-
ki durum incelendiğinde, Aw ve ark, 2009 yılında 
Singapur’da derelerde yaptıkları çalışmalarında 
60 numuneden 4 tanesinde (%9.3) GI, 16 tanesin-
de (%37.2) GII ve 23 tanesinde (%53.5) GI ve GII 
birlikteliği olmak üzere toplam 43 (%71.7) HNoV 
pozitifliği bildirmişlerdir (2). Lodder ve ark, 2005 
yılında Hollanda’da yaptıkları çalışmalarında dere-
lerde 7 pozitiflik saptamışlar ve bunların 2 tanesini 
GI ve 5 tanesini GII olarak tespit etmişlerdir [14]. 
Kim ve ark, 2016 yılında Güney Kore’de yaptıkla-
rı çalışmalarında, GI için %13.3 ve GII için %16.6 
pozitiflik bildirmişlerdir [11]. Vantarakis ve ark, 
2011 yılında Yunanistan’da yaptıkları çalışmaların-
da derelerden aldıkları su numunelerinde, %56.8 
oranında HNoV bildirmişler ve bunların tamamı-
nın GII olduğunu rapor etmişlerdir [21]. Dere gibi 
biyolojik kontaminasyona kuyulara göre daha açık 
sularda HNoV kontaminasyonunun daha yüksek se-
viyelerde olduğu ve ülkeden ülkeye hatta bölgeden 
bölgeye değişiklik gösterdiği görülmektedir. Bizim 
çalışmamızda saptadığımız %28’lik pozitifliğin bu 
anlamda çalışmalarla benzerlik gösterdiğini söyle-
yebiliriz. Ayrıca çalışmamızdakine benzer şekilde 
GII varlığı, diğer genogruplara göre ağırlık göster-
mektedir. 

Ülkemizde yapılan çalışmalar incelendiğinde, 
sıklıkla salgınlarla ilişkili olarak dışkı numunele-
rinden incelemeler yapıldığı ve literatürde bizim 
çalışmamıza benzer şekilde sular ile yapılmış bir 
çalışmaya rastlamadık. Her ne kadar aynı numune 
üzerinden olmasada Timurkan ve ark [20], dışkı 
numunelerinde yaptıkları çalışmalarında, GII’yi en 
yüksek düzeyde saptadıklarını, 1’er numunede de 
GI ve GIV varlığı bulduklarını bildirmişlerdir. Bu 
veride, yine çalışmamız verilerine benzer şekilde 
GII varlığının ülkemizde diğer ülkelerdekine de 
benzer şekilde yüksek olduğunu ama GI ve GIV’ün-
de olabileceğini bize düşündürmüştür. 

Norovirüs genotiplerinin mevsimsel dağılımı-
nın incelendiği çalışmalara bakıldığında, Kim ve ark 
[11], Güney Kore’de sularda saptadıkları Norovirüs 
pozitifliklerini bizim çalışmamızdakine benzer şe-
kilde kış aylarında arttığını bildirmişlerdir. Delga-
do-Gardea ve ark [4] 2017 yılında Meksika’da yap-
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tıkları çalışmada, sularda Ekim ayında daha yüksek 
konsantrasyonda Norovirüs pozitifliği saptadıkla-
rını bildirmişlerdir. Jalava ve ark [6], 2014 yılında 
Finlandiya’daki salgınlar sırasında suları inceledik-
lerinde Temmuz ayında sularda Norovirüs pozitifli-
ği saptamışlardır. Ülkemiz ve Finlandiya arasında 
ısı farklılığı göz önüne alındığında, ısı farklılığının 
çalışmamız sonuçlarına göre fark yarattığını bize 
düşündürmüştür. Kauppinen ve Miettinen [9], 2017 
yılında yaptıkları çalışmada bu düşüncemizi destek-
lemişlerdir. 3oC, 21oC ve 36oC’da sularda Norovi-
rüs kantitatif durumunu incelediklerinde 36oC’da 
Norovirüs kantitatif miktarların en düşük seviyede 
olduğunu ve ısı artışı ile düşüş gösterdiğini bildir-
mişlerdir. İncelediğimiz çalışmalardaki Norovi-
rüs’ün mevsimsel dağılımı sonuçları çalışmalarımız 
sonuçları ile benzer saptanmıştır. 

Sonuç olarak, ülkemizde ilk defa kuyu suları ve 
derelerden alınan sularla yaptığımız çalışmamızla, 
moleküler epidemiyolojik olarak HNoV varlığının 
sularımızda olabileceğini, derelerde, kuyu suları-
na göre kirliliğin daha fazla düzeyde olabileceğini 
saptadık. HNoV’lar arasında GII’nin ön planda tu-
tulması gerektiği ama GI ve GIV’ünde varlığının 
olduğunu gözlemledik. Halk sağlığı problemi oluş-
turmaması açısından, HNoV salgınlarında sular göz 
önünde bulundurulmalı ve yeni moleküler teknik-
lerle sular gibi önemli enfeksiyon kaynaklarından 
epidemiyolojik veriler elde edilerek durum ortaya 
konabilir ve bu bilgiler ile bölgesel aşı geliştirme 
çalışmaları içinde ön veriler sağlanabileceği kana-
atindeyiz.
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Özet: Bu araştırmada, Aydın ilinde üretilen taze peynirlerden izole edilen Escherichia coli suşlarının RAPD-PCR yön-
temi ile genotiplendirilerek filogenetik yakınlıklarının ve ekolojik çeşitliliklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaç-
la, Aydın ili ve çevresinde farklı mandıralarda üretilip, mandıra satış noktalarında, marketlerde ve semt pazarlarında 
satışa sunulan toplam 100 adet taze peynir numunesi koliform bakteri sayısı ile E. coli varlığı yönünden incelenmiştir. 
Her bir numuneden 250 gram olacak şekilde steril poşetler içerisinde soğuk zincir altında laboratuvara getirilmiştir. Taze 
peynir örneklerinin zenginleştirilmiş ve selektif besiyerlerine ekimlerini takiben izole edilen E.coli şüpheli bakterilerin 
biyokimyasal yöntemlerle identifikasyonu yapılmıştır. İdentifikasyon sonuçları PCR ile doğrulanmıştır. İzole edilen 
E.coli suşları RAPD-PCR yöntemi ile genotiplendirilmiştir. Sonuç olarak araştırmamızda 77 adet taze peynir örneğinde 
ortalama 4,83 log kob/g koliform bakteri saptanmış, koliform bakteri saptanan 77 adet taze peynir örneğinin 22 sinden 
44 adet E.coli izolatı elde edilmiştir. Elde edilen 44 adet izolat PCR yöntemi ile de E.coli olarak doğrulanmıştır. Bu 
izolatların RAPD-PCR ile genotiplendirilmesi sonucu 22 farklı genotip belirlenmiştir.
Anahtar Kelimeler: Taze peynir, E.coli, RAPD-PCR, genotiplendirme

Genotypıng of Escherichia coli Strains Isolated From Fresh Cheese
Abstract: The aim of this study was to evaluate phylogenetic and ecological diversity of E.coli strains isolated from 
raw cheese samples produced in Aydın province, by genotyping with RAPD-PCR technique. In this research, the fresh 
cheese materials produced at different dairy houses were obtained from dairy markets, local markets, district markets in 
and near Aydın province and they were investigated for colony forming unit of coliform bacteria and E.coli presence. 
250 gr pieces of 100 fresh cheese samples that were obtained from different markets were taken in sterile bags and were 
brought to Adnan Menderes University. Veterinary Faculty, Food Hygiene and Technology Department laboratories in 
cold chain. After the enrichment and selective media processes, the isolated bacteria were identified by bio-chemical 
tests and PCR. After then, isolates were genotyped by using RAPD-PCR. As a result, in our study, coliform bacteria 
found in 77 fresh cheese materials at the average level of 4,83 log cfu/g., 44 E.coli isolates were identified in 22 of the 
77 coliform contaminated samples.. The obtained 44 isolates were also verified as E.coli by PCR. 22 different genotypes 
were determined by genotyping of these isolates using RAPD-PCR.
Key Words: Fresh cheese, E.coli, RAPD-PCR, genotyping

Giriş

Geleneksel bir süt ürünü olan peynir, farklı çeşit-
leri ile hemen hemen bütün tüketim gruplarına hi-
tap etmekte ve insan beslenmesinde önemli bir yer 
tutmaktadır. Peynirin günlük beslenmemizde kolay 
sindirilebilme özelliğinin yanı sıra, yapısında üre-
timde kullanılan sütteki yağı, çözünmeyen tuzları, 
koloidal maddelerin tümüne yakın miktarını bulun-
durması ve süt serumundaki çözünen tuzlar, vita-
minler, serum proteinleri ve diğer besin unsurlarının 
da bir ölçüde peynirin yapısına girmesinden dolayı 
önemli olarak kabul edilmektedir. Peynir ayrıca, 
yüksek kalitede protein, yağ, A ve B2 vitaminleri 
yönünden de oldukça zengindir [30]. 

Peynir her ne kadar güvenli bir gıda ürünü ola-
rak bilinse de, pek çok semptomlarla ortaya çıkan 
gıda zehirlenmesi vakalarına neden olduğu olduğu 
bildirilmektedir. Peynir kaynaklı gıda zehirlenme-
lerine yol açan patojenler, kirli çevre veya infekte 
hayvan kaynaklı bulaşmış çiğ süt, süt işletmesi flo-
rasının ya da bu floranın çiğ süt kaynaklı kirliliği, 
üretim aşamasında çalışanlar kaynaklı olabilmekte-
dir [18]. Ülkemizde peynirlerin fekal kontaminas-
yon ve patojen mikroorganizmalarla bulaşmasını, 
çiğ sütün toplam bakteri sayısı fazlalığına bağlı 
düşük kalitesi, sağım, taşıma, depolama aşamala-
rında ve işletmelerde, temizlik ve hijyen kurallarına 
yeterince önem verilmemesi, yeterli olgunlaştırma 
süresi dolmadan tüketime sunulması, uygunsuz ko-
şullarda pazarlanması gibi faktörler olumsuz yönde 
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etkilemekte ve bu durum tüketici sağlığı açısından 
önemli bir risk oluşturmaktadırlar [8,14,26,29]. 

Halk sağlığı için risk teşkil eden peynir kay-
naklı zehirlenmelerin en önemli neden olarak Esc-
herichia coli gösterilmektedir. E. coli, Enterobacte-
riaceae familyasından, sporsuz gram negatif, uçları 
yuvarlak çomak şeklinde, çoğunlukla hareketli, asi-
dorezistans özelliği olmayan, insan ve pek çok sı-
cakkanlı hayvanın doğal barsak florasında bulunan, 
optimum gelişme sıcaklığı 37oC, optimum gelişme 
pH’sı 7,2 olan basil şekilli bir bakteridir [7,28]. E. 
coli, insan ve bazı memelilerin barsak florasında 
bulunması nedeniyle zararsız olarak kabul edilse 
de, bazı tipleri gerek barsakta gerekse barsak dışı 
ortamlarda insanlarda hastalıklara sebep olabilmek-
tedir [15]. Gıdalarda saptanması, saptanma miktarı, 
halk sağlığı yönünden önem arz eden enteropatoje-
nik ya da toksinejik E. coli bulunma ihtimali açı-
sından, fekal kontaminasyonu gösterme açısından 

indikatör bir mikroorganizma olarak kabul edilir 
[22]. Çok sayıda patojen E. coli grubu bulunmakla 
birlikte, enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotok-
sijenik E. coli (ETEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC) 
ve enterohemorajik E. coli (EHEC) olmak üzere 4 
grup önem arz etmektedir. Bu gruplar farklı E. coli 
serotiplerini içermektedir. Bir başka sınıflandırma 
şeklinde ise bazı E. coli serotipleri verotoksijenik 
(VTEC) grubu içinde toplanır. Bu gruplar dışında 
Meksika’da çocuklarda hafif geçen bir diareye ne-
den olan diffuse adhering E. coli (DAEC), çeşitli 
ülkelerde bebek ve çocuklarda kronik diareye ne-
den olan entero-aggregative E. coli (EAggEC), en-
der rastlanan facultatively enteropathogenic E. coli 
(FEEC) grupları da mevcuttur. EAggEC serotipleri 
agregatif yapışma özellikleri ile diğer tüm E. coli 
serotiplerinden farklılık gösterir [13]. Patojenik E. 
coli alt grupları ile ilgili bazı özellikler ve semptom-
lar Tablo 1’de özetlenmiştir [11]. 

Tablo 1. Patojenik E. coli alt grupları ile ilgili bazı özellik ve semptomlar [11].
Özellikler/ 
Semptomlar ETEC EPEC EHEC EIEC

Toksin LT/ST - Shiga veya Vero toksin -
İnvaziv - - - +
İntimin - + + -
Enterohemolizin - - + -
Dışkı Sulu Sulu ve Kanlı Sulu, Çok Kanlı Mukoid, Kanlı
Ateş Düşük + - +
Fekal lökosit - - - +
İlgili Barsak İnce Barsak İnce Barsak Kolon Kolon,kısmen ince barsak
Seroloji Çeşitli O26, O111 ve diğerleri O157:H7, O26,O111 ve diğerleri Çeşitli
IDb Yüksek Yüksek Düşük Yüksek
LT=labil toksin (ısıya dirençsiz toksin), ST=stabil toksin (ısıya dirençli toksin) Id

b=infektif doz.

Bu araştırmada, Aydın ilindeki çeşitli mandıra 
ve peynir işletmelerinde üretilen, market, pazar 
ve mandıra satış noktalarında tüketiciye sunulan 
taze peynirlerde E. coli varlığının araştırılması ve 
izole edilen suşlar arasındaki ekolojik çeşitliliğin 
saptanması amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Çalışmada, Aydın ili ve çevresinde farklı 
mandıralarda üretilip, mandıra satış noktalarında, 
marketlerde ve semt pazarlarında satışa sunulan 

taze peynirler koliform bakteri sayısı ile E. coli 
varlığı yönünden incelendi. Bu amaçla çeşitli satış 
noktalarından toplam 100 taze peynir numunesi, 
her bir numuneden 250 gram olacak şekilde steril 
poşetler içerisinde soğuk zincir altında Adnan 
Menderes Üniversitesi, Veteriner Fakültesi Besin/
Gıda Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalı 
Mikrobiyoloji Laboratuvarına getirildi.

E. coli İzolasyon ve İdentifikasyonu: Topla-
nan peynir örneklerinden aseptik şartlarda alınan 
10’ar gram peynir numunesi stomacher torbalarına 
konulup, üzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su 



Savaşan S ve Göksoy EÖ. Taze Peynirlerden İzole Edilen Escherichia coli Suşlarının Genotiplendirilmesi 129

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 29, Sayı 2, 2018, 127-135

(Oxoid LP0005, Fluka 70179) ilave edilerek Stoma-
cherde (Bag mixer, Interscience, France) 2 dakika 
boyunca homojenize edildi. Elde edilen homojeni-
zattan seri dilüsyonlar hazırlanarak Violet Red Bile 
Agar’a (Oxoid CM0107) çift katlı dökme plak yön-
temi ile inokulasyonlar yapıldı ve takibinde 37˚C’de 
24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda 
besiyerinde oluşan 1-2 mm çaplı koyu kırmızı ko-
loniler sayılıp, sonuçlar log10 tabanına göre koloni 
oluşturan birim/gram (kob/g) olarak değerlendirildi 
[12,24]. Koliform sayımından sonra VRB Agar’da 
üreyen kırmızı zonlu tipik kolonilerden 5 adet alı-
narak içerisinde Durhaim tüpü bulunan Lactose 
Broth’a (Oxoid CM0137) inokule edilip 44°C’de 
24-48 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon so-
nunda gaz ve bulanıklık oluşturan tüplerden Eosine 
Methylene Blue Agar (EMB) (Oxoid CM0069) ve 
MUG supplement (Oxoid BR0071) içeren Violet 
Red Bile Agar’a (Oxoid CM0107) öze ile ekim ya-
pılarak 37°C’de 24 saat bekletildi. EMB Agar’da 
metalik röfle ve MUG’lu VRB Agar’da uzun dalga 
boylu (366 nm) UV lambası ile floresan ışıma ve-
ren kolonilere identifikasyon için İndol, Metil Red, 
Voges Proskauer ve Citrate (IMViC) testleri uygu-
landı [12,24]. Aynı peynir örneğinden izole edilen 

E. coli suşları aynı numara ve farklı harflerle kod-
landırıldı.

E. coli izolatlarının PCR ile identifikasyonu: 
DNA Ekstraksiyonu: PCR’da kullanılmak üzere E. 
coli izolatlarından total DNA ekstraksiyonu kaynat-
ma yöntemi ile gerçekleştirildi. Bu amaçla şüphe-
li koloniler nutrient agara ekildi ve 37°C’de 24-48 
saat inkübe edildi. Koloniler öze yardımı ile topla-
narak, 500 µl DNase-RNase free ependorf tüpün-
de deiyonize su ile süspanse edildi ve 100°C’de 10 
dk kaynatıldı. Daha sonra 10.000 rpm’de 5 dakika 
santrifüj edilerek üstteki sıvı PCR’da hedef DNA 
olarak kullanılmak üzere saklandı [5].

PCR Amplifikasyonu: PCR identifikasyonunda 
Abd El-Razik ve ark [1]’nın kullandıkları protokol 
modifiye ve optimize edildi. PCR amplifikasyonu 
50 µl son hacim içinde gerçekleştirildi. Ekstrakte 
edilmiş 200 ng DNA, 2 mM MgCl2, 1X PCR buffer, 
1 μM primer, 0,2 mM dNTP ve 2 U Taq polime-
raz içeren PCR karışımı hazırlandı. Amplifikasyon 
koşulları olarak 95°C’de 2 dk ilk denatürasyon, 35 
siklus olmak üzere 94°C’de 45 sn denatürasyon, 
57°C’de 45sn bağlanma, 72°C’de 45 sn uzama ve 
son siklustan sonra 72°C’de 10 dk son uzama aşa-
ması olacak şekilde ayarlandı. 

Tablo 2. E. coli izolatlarının tür tüzeyinde identifikasyonu için kullanılan oligonükleotid primerler.

Hedef bakteri Oligonükleotid primer dizilimi Bant büyüklüğü (bp) Kaynak

E. coli F 5’-GCTTGACACTGAACATTGAG-3’
R 5’-GCACTTATCTCTTCCGCATT-3’ 662 Abd El-Razik ve ark. [1]

Amplikonların Görüntülenmesi: Amplifikas-
yon ürünleri etidium bromid (2mg/ml) içeren % 
1,5’lik agaroz jel elektroforezi sonrasında UV tran-
silluminatör ile görüntülendi. Görüntüleme sonra-
sında 662 bp’lik bant görülmesi E.coli için pozitif 
olarak değerlendirildi.

İzolatların Genotiplendirilmesi: Tüm izo-
latlar ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic 
Consensus)-2 (5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG 
AGC G-3’) primeri kullanılarak RAPD-PCR pro-
fillerinin belirlenmesi sonrasında gentiplendirildi. 
RAPD-PCR amplifikasyonu Versalovic ve ark [31] 
tarafından bildirilen metodun modifiye edilmesiyle 
gerçekleştirildi. Bu aşamada deiyonize su, 1XPCR 
Buffer, 2,5 mM MgCl2, 200 μM her bir dNTP, 2,5 U 

Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer ve 5 μl temp-
late DNA içeren 25 µl’lik PCR karışımı oluşturuldu. 
Bu karışım 94°C‘de 5 dk ön denatürasyonu takiben 
94°C’de 1 dk denatürasyon, 40°C’de 1 dk bağlan-
ma, 72°C’de 3 dk uzama olmak üzere 40 siklus ve 
72°C’de 7 dk son uzama koşullarında amplifikas-
yon işlemine tabi tutuldu. Amplifikasyon ürünleri 
etidium bromid (2mg/ml) içeren % 1,5’luk agaroz 
jel elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile 
görüntülendi. Oluşan RAPD paternlerinin dendrog-
ramları UPGMA (Unweighted Pair Group Method 
with Arithmetic Averages) metodu ile Quantity One 
(BioRad) dendrogram ve görüntü analiz programı 
kullanılarak çizildi. 
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Bulgular

İzolasyon ve İdentifikasyon bulguları: Peynir 
numuneleri koliform bakteri sayısı açısından de-
ğerlendirildiğinde 100 adet peynir numunesinin 
77 adetinde (% 77) belirlenen dilüsyonlarda üreme 
saptandı. İncelenen peynir numunelerinin koliform 

bakteri sayısı sonuçları Tablo 3’te gösterilmiştir. İn-
celenen peynir numunelerinin 22 adetinde (% 22) E. 
coli varlığı tespit edildi. Pozitif olan numunelerden 
44 adet E. coli izolatı elde edildi (Aynı peynir örne-
ğinden izole edilen E. coli suşları aynı numara ve 
farklı harflerle kodlanarak gösterildi).

Tablo 3. İncelenen peynir numunelerinin koliform bakteri sayısı sonuçları.

Koliform Bakteri Pozitif Numune Sayısı (77)

Koliform Bakteri Sayısı (log10 kob/g)

Minimum Maksimum Ortalama

2,47 6,54 4,83

PCR Bulguları: Fenotipik olarak E. coli şüp-
heli izolatların PCR ile analizi sonrasında 44 adet 
izolatın 662 bp.’lik ürün verdiği görüldü ve identifi-

kasyonu (Resim 1). Bu sonuçlara göre incelenen 44 
adet izolat da E. coli olarak identifiye edildi. 

Resim 1. E. coli PCR sonuçları. M: marker (100 bp, Fermentas); 1-19: E. coli (662 bp), 20: negatif kontrol (Staphy-
lococcus aureus).

Genotiplendirme ve Filogenetik Analiz: E. 
coli olarak identifiye edilen 44 adet izolatın geno-
tiplendirmesi amacıyla ERIC-2 primeri kullanılarak 
gerçekleştirilen işlem sonucunda 22 farklı RAPD-

PCR profili tespit edildi (Resim 2). Onbir RAPD-
PCR profiline tek bir izolat düşerken, diğer 11 profil 
içinde % 100 düzeyinde homoloji gösteren 2-6 izo-
lat yer aldı. 

Resim 2. İncelenen E. coli izolatlarının RAPD profilleri.
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Dendrogramın % 100 eşik değeri belirlenerek 
yapılan analizi sonucunda izolatların 11 adet tek-
li genotip ve 11 adet küme oluşturduğu belirlendi. 
Kümelerin 5 adetinin 2 izolat, 3 adetinin 3 izolat, 2 
adetinin 4 izolat ve 1 adetinin de 6 izolattan oluştu-
ğu saptandı (Tablo 4).

RAPD-PCR profillerinin UPGMA (Unweigh-
ted Pair Group Method with Arithmetic Averages) 
ile yapılan filogenetik analizlerinin sonucu Şekil 
1’de gösterilmiştir. Buna göre, belirlenen 22 geno-
tip arasında 0,60-0,88 katsayı (% 60-88) arasında 
homoloji görüldü. 

Çalışmada 7 genotipte (1, 2, 7, 12, 20, 21, 22) 
sadece birer peynir örneğine ait suşlar yer aldı. Bu-
nunla birlikte 7 genotip içinde (5, 6, 9, 11, 13, 14, 
17) farklı peynir örneklerinden izole edilen suşlar 
aynı genotip içinde yer aldı (Tablo 5). 

Diğer bir açıdan değerlendirildiğinde 6 peynir 
örneğinden farklı genotiplerde yer alan farklı suşlar 
(25.örnek 3.ve 5. genotip, 27.örnek 4. ve 5. genotip, 
32. örnek 6. ve 8. genotip, 37. örnek 9. ve 10. geno-
tip, 73. örnek 11., 15. ve 16. genotip, 84. örnek 18. 
ve 19. genotip) elde edildi (Tablo 5). 

Tablo 4. RAPD-PCR sonucunda saptanan genotiplerde 
yer alan izolatlar ve sayıları.
Genotip Bakteri no n

1 20B3A 1
2 22B3A 1
3 25B2B 1
4 27B2B, 27B2A 2
5 25B3A, 27B3A 2
6 30B3B, 32B3A, 32B3B 3
7 33B2A 1
8 32B3A 1
9 35B3A, 35B3B, 37B2B, 37B3A 4
10 37B3B 1
11 44B3B, 44B4B, 44B3A, 73-3A 4
12 62B3A 1
13 63B3, 68B4 2
14 71-3A, 71-4A, 69-4A 3
15 73-3B 1
16 73-4A 1
17 75-3B, 75-4A, 75-4B, 78-3A, 78-3B, 78-4B 6
18 84-3A, 84-3B 2
19 84-4A 1
20 91-3A 1
21 99-4A,99-4B 2
22 100-3A,100-4A,100-4B 3

Şekil 1. İncelenen E. coli izolatlarının filogenetik yakınlık analizi sonucunda oluşturulan dendrogram (1 katsayı x 100 
= % homoloji).
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Tablo 5. Belirlenen genotiplerin peynir örneklerine dağılımı.
PEYNİR ÖRNEK (BAKTERİ No.)

GENOTİP* 20 22 *25 *27 30 *32 33 35 *37 44 62 63 68 69 71 *73 75 78 *84 91 99 100

***1 +
***2 +

3 +
4 +

**5 + +
**6 + +

***7 +
8 +

**9 + +
10 +

**11 + +
***12 +
**13 + +
**14 + +

15 +
16 +

**17 + +
18 +
19 +

***20 +
***21 +
***22 +

*** 7 genotipte sadece birer peynir örneğine ait suşlar yer aldı. **7 genotip içinde farklı örneklerden izole edilen suşlar aynı genotip içinde yer aldı. 
*6 örnekten farklı genotiplerde yer alan farklı suşlar elde edildi.

Tartışma ve Sonuç

İnsan ve hayvanların barsak florasında bulunan E. 
coli canlı için genellikle zararsız bir bakteri olarak 
kabul edilmektedir. Bazı patojenik türleri gıdaları 
kontamine edebilmekte veson yıllarda artış gös-
teren salgınlarda, her yıl yüzbinlerce insanın etki-
lendiği, yüzlercesinin de öldüğü saptanmıştır. Bu 
gıda zehirlenmelerinde kaynak insan veya hayvan 
dışkısıdır. Kontaminasyon yolu oldukça kompleks 
olabilmekte ve insanlar, hayvanlar, bitkiler ile tüm 
bunların ekosistemle etkileşimleri kaynak oluştura-
bilmektedir. Konakçı kaynak, sanitasyon ve hijyen 
düzeyleri, tarımsal sistemler, gıda üretim yöntemle-
ri, bakterinin epidemiyolojisi üzerine etkili unsurlar 
olarak karşımıza çıkmaktadırlar [9]. 

Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç Da-
iresi (FDA), 2014 yılında çiğ sütten yapılmış 60 
günlük peynirlerin mikrobiyolojik kalitesinin belir-
lenmesi amaçlı bir çalışma yapmıştır. Bu çalışmada 
19 Şubat 2014 ile 3 Kasım 2015 tarihleri arasında 
1606 adet peynir örneği toplanmıştır. Toplanan bu 
örneklerin 473 adetinin (% 29) yerli üretim tarzında 
üretildiği, 1133 adetinin (% 71) ise uluslararası pey-
nir tiplerinden oluştuğu belirtilmiştir. Yerel peynir 
örnekleri üretim noktaları, depolar ve satış noktala-
rından, dış kaynaklı peynir örneklerinin ülkeye giriş 
noktası olan liman ve benzeri yerlerden, iç piyasaya 
sunulmadan önceki son kontrol noktalarından top-
lanmıştır. Bu çalışma sonucunda, 1606 adet örneğin 
87 adetinde E. coli saptandığı, çalışmanın bütünün-
deki kontaminasyon oranının ise % 5.4’ü olduğu be-
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lirtilmiştir. E. coli saptanan örneklerden 18 adetinin 
yerel peynir, 69 adetinin dış kaynaklı peynir olduğu 
saptanmıştır. Toplam 1606 adet örneğin hiçbirinde 
E. coli O157:H7 bulunmadığı bildirilmiştir. Araştır-
mada 1606 örnekten 11 adetinde Shiga toksin üreten 
E. coli saptandığı, bu 11 adet örnekten 1 adetinde de 
patojenik serotip O111:H8 bulunduğu bildirilmiştir 
[10]. Madic ve ark. [20] , çiğ sütten üretilen peynir-
lerde, Multiplex Real-Time PCR tekniğini kullana-
rak, 400 örnekte Shiga toksin üreten E. coli taraması 
yapmışlardır. Bu çalışmada 5 temel patojenik sero-
tip olan O26:H11, O103:H2, O111:H8, O145:H28 
ve O157:H7 serotiplerini araştırmışlar, 26 örnekte 
(% 6,5) bu serotiplerde Shiga Toksin üreten E. coli 
bulduklarını bildirmişlerdir. Quinto ve Cepeda [23] 
, yumuşak peynirlerde toksijenik E. coli insidensini 
araştırmak için yaptıkları çalışmada, 221 adet çiğ 
sütten yapılmış, 75 adet pastörize sütten yapılmış 
peynir örneklerini analiz ettiklerini, enterotoksije-
nik, verotoksijenik, nekrotoksijenik E. coli serotip-
lerini çalıştıklarını belirtmişlerdir. Pastörize sütten 
üretilen peynir örneklerinde toksijenik E. coli izole 
etmediklerini, çiğ sütten üretilen peynir örnekleri-
nin 3 adetinde (% 1,35) toksijenik E. coli saptadık-
larını bildirmişlerdir. Paneto ve ark. [21], Orta-Batı 
Brezilya’da satılan, çiğ sütten üretilmiş peynirlerde 
toksijenik E. coli varlığını araştırmak için planla-
dıkları çalışmada, farklı marketlerden 50 adet örnek 
topladıklarını, analiz yöntemi olarak PCR tekniğini 
kullandıklarını bildirmişlerdir. Çalışma sonunda 48 
adet (% 96) örnekte E. coli saptadıklarını, bunlardan 
% 6’sının O125, % 4’ünün O111, % 2’sinin O55, 
% 2’sinin O119 serotiplerinde olduğunu belirtmiş-
lerdir. Stephan ve ark. [25], İsviçre’de çiğ sütten 
üretilen peynirlerde STEC varlığını, serotiplerini 
saptamak amacıyla planladıkları araştırmada, ülke 
genelindeki üreticilerden Mart 2006-Aralık 2007 ta-
rihleri arasında 796 adet örnek topladıklarını bildir-
mişlerdir. Araştırmacılar, 2006 yılında toplanan 432 
örnekten 16 adetinde (% 3,7), 2007 yılında toplanan 
364 örnekten 23 adetinde (% 6,3) STEC saptadık-
larını belirtmişlerdir. Ahmed ve ark. [2], Mısır’da 
üretilen taze peynirlerde (Damietta ve Kareish) 
fekal koliform ve enteropatojenik E. coli varlığını 
araştırmak amacı ile 100 adet örnek topladıklarını, 
Damietta peynir örneklerinin % 2’sinde E. coli dü-
zeyinin ≥ 103 kob/g, Kareish peynir örneklerinin % 
84’ünde E. coli düzeyinin 10-103 kob/g olduğunu 
bildirmişlerdir. E. coli saptanan 46 adet Damietta ve 

Kareish peynir örneklerinin 15 adetinin O125:B15, 
O25:K11, O128:B12, O126:B16 ve O111:B4 ente-
ropatojenik E. coli (EPEC) ile kontamine olduğunu 
belirtmişlerdir. Ladan ve Reza [19], İran yerel taze 
peynirlerinde enteropatojenik E. coli (EPEC) konta-
minasyon varlığını araştırmak amacıyla güney-batı 
İran, Kerman bölgesindeki satış noktalarından 77 
adet örnek topladıklarını bildirmişlerdir. Topla-
dıkları 77 adet örnekten 76 adetinde (% 98,70) E. 
coli izole ettiklerini, bunlardan 15 adetinde de (% 
19,48) enteropatojenik E. coli (EPEC) saptadıkla-
rını bildirmişlerdir. Tekinşen ve Özdemir [27], Van 
otlu peynirinde gıda kaynaklı patojenlerin varlığı-
nı araştırmışlar, bu amaçla olgunlaşmamış 50 adet 
peynir örneği topladıklarını belirtmişlerdir. Araştır-
ma sonucunda, 31 adet (% 62) örnekte E. coli izole 
ettiklerini, kontaminasyon düzeyinin 3,68 log kob/g 
olduğunu bildirmişlerdir. Keskin ve ark. [17], semt 
pazarlarında satılan beyaz peynirlerin mikrobiyo-
lojik kalitesinin araştırılması amaçlı planladıkla-
rı çalışmada, İstanbul Üsküdar Belediyesine bağlı 
20 semt pazarındaki 50 beyaz peynir satıcısından, 
2004 yılı Ocak-Mart aylarında peynir örnekleri al-
dıklarını, örneklerin % 96’sında koliform bakteri, 
% 86’sında E. coli izole ettiklerini bildirmişlerdir. 
Kaynar ve ark. [16], Ankara piyasasında tüketime 
sunulan beyaz peynirlerin hijyenik kalitelerinin 
belirlenmesi üzerine yaptıkları araştırmada, Anka-
ra ili Ulus semtindeki marketlerden 30 adet peynir 
örneği aldıklarını, 21 adet örnekte koliform grubu 
bakteri izole ettiklerini, bu örneklerin 18 adetinde 
de 7,3x101-2,4x102 kob/g düzeyinde fekal koliform 
ve E. coli saptadıklarını bildirmişlerdir. Doğan ve 
ark. [6], çeşitli gıdalarda koliform, fekal koliform, 
E. coli varlığının araştırılması amaçlı yaptıkları ça-
lışmada, topladıkları 97 adet peynir numunesinin 
% 78,4’ünde koliform bakteri, % 75,3’ünde fekal 
koliform, % 72,2’sinde E. coli izole ettiklerini bil-
dirmişlerdir. Bingöl ve ark. [4], İstanbul’da satılan 
peynirlerde enterotoksin ve verotoksin varlığının 
araştırılması amacıyla yaptıkları çalışmada, topla-
dıkları 150 adet peynir numunesinden 55 adetinde 
(% 36,66) E. coli izole ettiklerini, 3 peynir örne-
ğinde E. coli O157 saptadıklarını, hiçbir peynir ör-
neğinde O157:H7 izole edilmediğini bildirmişler-
dir. Arslan ve Özdemir [3], Türk ev yapımı beyaz 
peynirlerde E. coli O157’nin araştırılması amacıyla 
Bolu ilindeki açık halk pazarlarından, çiğ sütten ya 
da yetersiz pastörizasyon işlemi uygulanmış sütler-
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den üretilmiş, ev yapımı 245 adet beyaz peynir ör-
neği topladıklarını belirtmişlerdir. Toplam 245 adet 
peynir örneğinin 21 adetinde (% 9,4) E. coli izole 
ettiklerini bildirmişlerdir.

Gelişmiş olan ülkelerde taze peynirlerde E. 
coli varlığının, düzeylerinin saptanması amacı ile 
yapılan çalışmalarla ilgili incelenen makalelerdeki 
bulgulara göre, araştırmacılar taze peynirlerde % 
5-% 6,5 düzeylerinde E. coli saptadıklarını, elde 
edilen bu sonuçların bir kısmının insanlarda oluşan 
salgınlarla ilişkilerinin belirlendiğini bildirmişlerdir 
[10,20]. Bu çalışmada taze peynir örneklerinde % 
22 düzeyinde E. coli izole edilmiş olup, bu düzeyin 
gelişmiş olan ülkelerdeki saptanan düzeylere göre 
oldukça yüksek olduğu belirlendi. Bu sonuç, taze 
peynirlerde hijyen probleminin olduğunu ve elde 
edilen E. coli prevalansının halk sağlığı açısından 
önemli risk oluşturabileceğini göstermiş olup, bu 
konuda etkin çalışma ve eğitimlerin yapılmasının 
gerekliliğini ortaya koymaktadır. 

Gelişmekte olan ülkelerde taze peynirlerde E. 
coli varlığının, düzeylerinin saptanması amacı ile 
yapılan çalışmalarla ilgili incelenen makalelerdeki 
bulgulara göre, araştırmacılar % 46-% 98 düzeyle-
rinde E. coli saptadıklarını bildirmişlerdir [2,19]. 
Bu saptanan düzeyler çalışmamızda saptadığımız % 
22 E. coli düzeyinin oldukça üzerindedir. Bu sonuç, 
gelişmekte olan ülkelere göre peynir hijyeni ve tek-
nolojisi açısından daha iyi bir noktada olduğumuzu 
göstermektedir. 

Ülkemizde taze peynirlerde E. coli varlığının, 
düzeylerinin saptanması amacı ile yapılan çalışma-
larla ilgili incelenen makalelerdeki bulgulara göre, 
Bolu ilinde yapılan çalışmada E. coli düzeyi % 9,4 
olarak bildirilmiş [3], diğer çalışmalarda ise % 36 
- % 86 düzeylerinde E. coli saptandığı bildirilmiş-
tir [4,17]. İncelenen makalelerdeki çalışmaların ya-
pıldığı iller ve sonuçlar karşılaştırıldığında, illerin 
coğrafi konumunun, ekonomik gelişmişliğinin sap-
tanan E. coli düzeyleri üzerinde etkisinin olmadığı 
gözlemlendi. Bu çalışmada saptanan % 22 E. coli 
düzeyinin, ülkemizdeki sonuçlara göre düşük oldu-
ğu belirlenmiş ancak halk sağlığı açısından önemli 
riskler oluşturabilecek düzeyde olduğu saptanmıştır.

Bu çalışma ile ilk kez Aydın ilinde taze peynir 
örneklerinden izole edilen E. coli izolatlarının fi-
logenetik analizleri yapıldı. İzole edilen E. coli izo-

latlarının RAPD-PCR ile genotiplendirilmeleri ve 
filogenetik yakınlık analizleri sonucunda izolatların 
22 farklı genotipe sahip olduğu ve bu genotiplerin 
% 60-88 arasında benzerliklere sahip oldukları be-
lirlendi. Dendrogramın değerlendirilmesi ile izolat-
ların 11 adet tekli genotip, 11 adet küme içerisinde 
yer aldığı saptandı. Kümelerin 5 adetinin 2 izolat, 
3 adetinin 3 izolat, 2 adetinin 4 izolat ve 1 adetinin 
de 6 izolattan oluştuğu görüldü. Halk sağlığı açısın-
dan önemli riskler oluşturan E. coli’nin peynirlere 
bulaşma yollarının ve aşamalarının çok çeşitliliği, 
bu çalışmada 22 farklı genotip saptanması ile ortaya 
konuldu. RAPD-PCR sonucunda % 60-88 arasında 
benzerlik gösteren 22 farklı genotip tespit edilme-
si bölgedeki peynirlerde bulunan E. coli suşlarının 
ekolojik çeşitliliğini gösterdi. Bu çeşitlilik E. co-
li’nin peynirlere bulaşma yollarının farklılığından 
kaynaklanabileceğini düşündürdü. Bu ekolojik çe-
şitlilik de halk sağlığı açısından önemli riskler oluş-
turan E. coli’nin peynirlere bulaşma yollarının ve 
aşamalarının daha net saptanması ve kritik kontrol 
noktalarının daha etkin şekilde belirlenmesinin ge-
rekliliğini göstermektedir.
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Özet: Birçok ülkede önemli halk sağlığı sorunu olan S. Enteritidis, hayvanlardan ve gıdalardan izole edilen en yaygın 
Salmonella serotiplerinden biridir. Hayvanların bakteriyel infeksiyonlarının kontrolünde bakteriyofaj kullanımı, son yıl-
larda üzerinde araştırma yapılan konular arasındadır. Bu çalışmada, ülkemizde kanatlılardan en çok izole edilen Salmo-
nella serotiplerinden biri olan S. Enteritidis (15 adet), bakteriyofajların konak hedef hücreleri olarak kullanıldı. Virulent 
bakteriyofajların izolasyonu ve zenginleştirilmesi amacıyla overlay-agar yöntemi seçildi. İzole edilen bakteriyofajların 
hedef bakteri suşları üzerindeki litik aktiviteleri spot test uygulaması ile belirlenerek değerlendirildi. Türkiye’nin farklı 
bölgelerinde bulunan ticari broyler tesislerinden S. Enteritidis üzerinde litik etki gösteren fajların izolasyonu için alınan 
toplam 78 adet örnek (tavuk dışkı, kümes atık suları, kümes altlık) bakteriyofaj izolasyonu amacıyla test edildi. Bu ör-
neklerden toplam 22 adet S. Enteritidis’e spesifik fajın purifikasyonu gerçekleştirildi. Yapılan bu çalışmada, Af1-Ka ve 
Af3-Ka fajları, test edilen 15 adet S. Enteritidis suşunu sırasıyla %78’ini ve %71’ini lize ederek geniş bir konak spekt-
rumu göstermiştir. Bu iki bakteriyofajın ileri faj karakterizasyonu ve tiplendirilmesinin yapılmasıyla, kanatlı endüstri-
sindeki bakterileri kontrol etmede kullanılacak etkili bakteriyofajın seçilmesi için bir temel oluşturulmasında yardımcı 
olabileceği kanısına varılmıştır.
Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, Biyokontrol, İzolasyon, Salmonella Enteritidis

Isolation of Bacteriophages Specific to Salmonella Enteritidis Serovars Common in Turkey
Abstract: S. Enteritidis, an important public health problem in many countries, is one of the most common Salmonella 
serotypes isolated from animals and foods. The use of bacteriophage in the control of bacterial infections of animals is 
among the topics that have been researched in recent years. In this study, S. Enteritidis (15), one of the most frequently 
isolated Salmonella serotypes in Turkey, was used as host target cells of bacteriophages. Overlay-agar method was 
chosen for the isolation and enrichment of virulent bacteriophages. The lytic activities of the isolated bacteriophages 
on the target bacterial strains were determined by spot test application. Total of 78 samples (chicken manure, poultry 
waste waters, poultry litter) taken from commercial broiler facilities located in different regions in Turkey was tested for 
isolation of phage that had a lytic effect on S. Enteritidis. A total of 22 S. Enteritidis specific phages were purified from 
these samples. In this study, Af1-Ka and Af3-Ka phages showed a wide host spectrum by lysing 78% and 71% of the 15 
S. Enteritidis strains tested respectively. It has been concluded that advanced phage characterization and typing of these 
two bacteriophages can help to establish a basis for selecting the effective bacteriophage to be used in controlling the 
bacteria in the poultry industry.
Keywords: Bacteriophage, Biocontrol, Isolation, Salmonella Enteritidis

Giriş

Salmonella infeksiyonları Türkiye’de kanatlı hay-
van yetiştiriciliğinin en önemli problemlerinden 
birisidir [3]. Önemli bir zoonoz olan Salmonella 
infeksiyonları kanatlı hayvanlarda verim düşük-
lüklerine, önemli hastalık tablolarına ve ölümlere 
neden olmaktadır. Buna ek olarak; özellikle kanatlı 
hayvanlarda görülen Salmonella infeksiyonları in-
sanlarda gıda zehirlenmelerine neden olan bulaşma 
kaynaklarının başında gelmektedir. Yukarıda sayılan 
nedenlerle kanatlılarda salmonellaların bulunması; 

bu hayvanların yetiştiriciliğinden halk sağlığına ka-
dar farklı alanları ve sektörleri etkilemektedir [2].

Son yıllarda antibiyotiklere dirençli mikroor-
ganizmalara karşı kullanmak amacıyla yapılan bak-
teriyofaj çalışmalarında artış olmuştur. Fajla terapi 
uygulamaları geçtiğimiz yüzyılın başlarında baş-
lamıştır. 1923 yılında Gürcistan’ın Tiflis şehrinde 
kurulan George Elieva Enstitüsünde birçok hasta-
lığın tedavisinde bakteriyofajlar etkin olarak kulla-
nılmaktadır [17]. Virulent Salmonella faj Felix-O1 
(FO1) 1930’larda Felix ve Callow tarafından ilk kez 
tanımlanmıştır [10]. Myoviridae üyesi olan bu faj, 
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Salmonella spp. arasında geniş konak özelliğine sa-
hiptir [8].

Fajlar hem gıda ile temas eden yüzeylerde hem 
de hayvanlarda zoonoz etkenlere karşı kullanılabil-
mektedirler [4]. Hayvan sağlığı alanında bakteriyo-
fajlar, broylerlerde E. coli infeksiyonlarının [14], 
buzağılarda E.coli’ye bağlı ishallerin [5], piliçlerde 
S. Typhimurium’un ve S. Enteritidis’in bağırsaklar-
da ve karaciğerdeki sayılarını azaltmak için kulla-
nılabilmektedir [4]. Ayrıca S. Enteritidis ile infekte 
tavuklarda hastalığın kontrolünde kullanılan bakte-
riyofajlar önemli oranda bakteri sayısını azaltabil-
mektedir [20]. 

Kanatlı yetiştiriciliğinde Salmonella infeksi-
yonlarının kontrol altına alınması zor bir işlemdir. 
Kümeslerde ciddi biyogüvenlik tedbirlerinin alın-
masını ve birçok antibiyotiğin kullanımını gerektir-
mektedir [9]. Karkas yüzeylerinde Salmonella gibi 
enterik patojen kaynaklı yüzey kontaminantlarının 
sayılarını azaltmak için farklı metotlar kullanılarak 
yapılan çalışmalar çok uzun yıllara dayanmaktadır. 
Et üretim tesislerinde yapılan hijyen amaçlı çalış-
malar, geniş çapta klorlu suların veya trisodyum 
fosfat gibi diğer antimikrobiyal ajanların sprey tar-
zında uygulamalarını kapsamaktadır [21]. Salmo-
nella enfeksiyonlarına karşı alınan pahalı ve bir o 
kadar da zor ve insan sağlığı açısından şüpheli olan 
bu uygulamalara alternatif başka çözümler gerekli-
dir. Bakteriyosinler (nisin-Lactococcus lactis subsp. 
lactis), antimikrobiyal peptidler ve bakteriyofajlar 
bu sorunun çözümünde doğal antimikrobiyaller ola-
rak rol oynamaktadırlar. Bu grup içinde de bakteri-
yofajlar doğada geniş çapta bulunmalarının yanında 
doğal bakteri yiyen ajanlar olarak dikkat çekmek-
tedirler. Doğada, atık sularda ve hayvansal atıklar-
da bulunabildikleri gibi birçok gıda maddesinde de 
bulunmaktadırlar. Salmonella fajları kanatlı eks-
traktlarından, kanatlı çiftlik ortamlarından ve atık 
su işleme tesislerinden izole edilebilmektedir. Bak-
teriyofajların yüksek oranda bakteri spesifik özel-
likleri, toksik olmamaları ve biyofilm oluşumunda 
birçok mikroorganizmayı kontrol edebilmeleri [16], 
günden güne bakteriler arasında artan antibiyotik 
dirençlilikleri, bakteriyofajları veteriner hekimlik 
ve tıp alanında daha önemli yerlere taşımıştır [4].

Literatür taramalarında diğer ülkelerde salmo-
nelları lize eden fajlara ait birçok çalışmanın bulun-
masına rağmen, ülkemizde S. Enteritidis’e spesifik 

faj çalışması bulunmamaktadır. Bu nedenle bu ça-
lışma; ülkemizde ve dünyada sık rastlanan paratifo 
etkenleri arasında yer alan S. Enteritidis infeksi-
yonlarını kontrol etmede etkili olabilecek, ülkemiz 
coğrafyasından izole edilen S. Enteritidis spesifik 
fajların purifikasyonları ve konakçı seçiciliğinin 
saptanması (bakteriyofajların Salmonella suşları 
üzerine olan litik etkilerinin belirlenmesi) amacıyla 
gerçekleştirilmiştir.

Materyal ve Metot
Standart Suşlar
Bu çalışmada, S. Enteritidis ATCC 13076 suşu, bak-
teriyofajların konak hedef hücreleri olarak kullanıl-
dı. 2000-2010 yılları arasında Uludağ Üniversitesi 
Veteriner Fakültesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı ve 
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalı labora-
tuvarında izole edilmiş olan kanatlı hayvan orijinli 
toplam 14 adet S. Enteritidis izolatı fajların çalışma-
ya litik spektrumlarının belirlenmesi amacıyla dahil 
edildi. Ayrıca Salmonella enterica spesifik Felix O1 
fajı ile S. Enteritidis vB-GES-Se-K1 Tiflis fajından, 
çalışmanın tüm aşamalarında kontrol fajı olarak 
faydalanıldı.

Virülent Bakteriyofaj İzolasyonu
Bursa, Adapazarı, Afyon, Balıkesir, Bandırma, 
Düzce bölgelerinde farklı lokalizasyonlarda bulu-
nan kanatlı kümesi tesislerinden S. Enteritidis üze-
rinde litik etki gösteren fajların izolasyonu için alı-
nan tavuk dışkı örnekleri, kümes atık suları, kümes 
altlık olmak üzere, toplam 78 adet örnek (şubat- ka-
sım 2015 tarihleri arasında) bakteriofaj izolasyonu 
amacıyla kullanıldı. Laboratuvara taşınan örnekler 
debris çöktükten sonra 50 ml’lik falkon tüplerde üst 
sıvı santrifüj edildi (4°C,13 000 g de 10 dk). Sant-
rifüj sonrası süpernatant kısmı 0,22 μm geçirgenlik-
teki filtrelerden geçirilerek filtre edildi. Filtre edilen 
sıvı (filtrat) faj kaynağı olarak kullanıldı. Çalışmada 
kullanılan konak kültürü 37°C’de Triptic Soy Bro-
th ve Triptic Soy Agar’da çoğaltıldı, istenen bakteri 
konsantrasyonları spektrofotometrik olarak oluştu-
rulan eğriye göre ayarlandı. Bakteriyofaj üremesini 
indüklemesi nedeniyle çalışma boyunca besiyerleri 
hazırlanırken, içerisine CaCl2 eklendi. 5 ml’lik ha-
cimde Brain Heart Infusion Broth (BHIB)’a muh-
temel bakteriyofaj içeren filtrattan 5 ml ve 0.1 ml 
MacFarland 0.5 konak kültürü eklendi. 37°C’de 24 
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saat boyunca sallayıcı (Nüve SL 350) üzerinde in-
kübe edildi. Bu işlem 3 gün süreyle tekrar edildi [7].

Elde Edilen Fajların Purifikasyonu (tek plak 
izolasyonu)
Fajların litik aktiviteleri kullanılarak izole edilme-
leri için overlay-agar (CaCl2’lü yarı katı BHIB) 
yöntemi kullanıldı ve bunun için belirli konsantras-
yonlarda (MacFarland 0.5) konak kültürü (3-6 sa-
atlik taze kültür) yarı katı agar içerisine eklendi ve 
bu karışım önceden hazırlanmış dip agar (CaCl2’lü 
BHIB) üzerine döküldü. Bu sırada her bir faj stoğu-
nun ayrı ayrı faj plaklarının daha belirgin olmala-
rının sağlamak amacıyla saline–magnezyum (SM) 
vasatı kullanıldı. Faj lizatının 10-6-10-11pfu/ml ola-
cak şekilde her plak için fizyolojik tuzlu su (FTS) 
dilüsyonu hazırlandı. Her faj için 7 plak (petri besi 
yeri) olmak üzere 6 adet dilüsyon, 1 adet kontrol 
(fajsız) kullanıldı. Dilüsyonlar hazırlandıktan sonra 
her dilüsyondan ayrı ayrı hızlıca 100 µl faj dilüs-
yonu overlay agara (3 ml) eklendi ve sonra hızlıca 
300 µl konak bakteri eklenerek pipetajla karıştırıldı. 
Kontrol plağı için olan overlay agara sadece konak 
kültür eklendi. Bu karışım yüzeyi kurumuş dip aga-
ra döküldü. Bu işlem her dilüsyon için tekrarlandı. 
Kullanılacak plakların yüzeylerinin kuruması için 
37°C’de 1-2 saat ters çevrilip bekletildi. Kuruyan 
plaklar ters çevrilerek 18-24 saat 37°C’de inkübe 
edildi. Ertesi gün her petrideki faj plakları tek düş-
tüğü bir bölgeden tek bir plak steril enjektör ucuyla 
kesilip, steril bir tüp içerisine alındı. Bu tüpe 5 ml 
BHIB eklenip iyice karıştırılarak fajların besiyerine 
geçmesi sağlandı. 3-6 saatlik konak kültürden (Ma-
cFarland 0.5 konsantrasyonda) tekrar 0.1 ml alına-
rak bu tüp içine pipetlenerek adsorpsiyonun gerçek-
leşmesinden sonra 5 ml daha sıvı besiyeri eklendi. 
37°C’de 24 saat boyunca sallayıcı üzerinde inkü-
basyonun ardından konak hücre artıklarını uzaklaş-
tırmak için 4°C, 13 000 g de 10 dk’lık santrifüj işle-
mi uygulandı. Bu işlemler her overlay agarda aynı 
morfolojiye sahip plak formasyonu görülene kadar 
tekrarlanarak faj purifikasyonu tamamlandı. Son 
olarak purifiye olarak elde edilen süpernatant, 0,22 
μm porlu filtrelerden geçirilerek veya %10 kloro-
form eklenerek faj filtratı olarak kullanıldı. Filtrata 
%10 kloroform eklenerek -20°C’de bakteriyofajlar 
saklandı [7].

Fajların Çoğaltılması 
Saf faj filtratının zenginleştirilmesi için kısaca yu-
karıda anlatıldığı gibi faj ve 3-6 saatlik konak bak-
teri, sıvı ortamda istenilen titreye ulaşıncaya kadar 
pasajlar yapılarak karşılaştırıldı. Titrenin belirlen-
mesi için son karşılaştırmaya ait faj süspansiyonu-
nun 10-6 -10-11’e kadar FTS içerisinde dilüsyonları 
hazırlandı ve yine overlay-agar yöntemi kullanıldı 
[7].

Bakteriyofajların Duyarlılıklarının Değerlendi-
rilmesi
İzole edilen bakteriyofajların hedef bakteri suşları 
üzerindeki litik aktiviteleri spot test uygulaması ile 
belirlenerek değerlendirildi. Hazırlanan dip agara 
fajın konak bakteri üzerinde etkili olup olmadığını 
anlamak amacıyla spot test uygulandı. Bu test için 
hazırlanan dip agara yayma plak yöntemiyle her bir 
bakteriden ekim yapıldı. Ekim yapılan dip agara 
108 pfu/ml olan 5-15 ml faj süspansiyonu eklenerek 
(damlatılarak) 24 saat 37°C de inkübe edildi. Etüv-
de 37°C’de 18-24 saat inkübasyon sonrasında plak 
formasyonları değerlendirildi. İnkübasyon sonu-
cunda üreme olmayan alanların görülmesi fajın ko-
nak bakteri üzerine etkili olduğunu gösterdi [7,13].

Bulgular
Bakteriyofaj izolasyonu amacıyla kullanılan 78 adet 
örnekten toplam 22 adet S. Enteritidis’e spesifik faj 
purifiye edildi (Tablo 1). Kanatlı hayvanlardan izole 
edilen toplam 14 S. Enteritidis ve 1 S. Enteritidis 
ATCC 13076 standart suşunun, 22 S. Enteritidis 
fajlarına karşı litik aktiviteleri Tablo 2’de, litik ak-
tiviteye sahip bakteriyofajlara ait spot test ve over-
lay-agar görünümleri sırasıyla Şekil 1 ve Şekil 2’de 
sunuldu.

Şekil 1. Spot test görünümü
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Tablo 1. Ticari broyler kümeslerden izole edilen Salmonella Enteritidis’e özgü bakteriyofajların örneğe ve bölgelere 
göre dağılımı

Orijin
İzole edilen bakteriyo-
faj pozitif tavuk dışkı 

örneği/toplam%

İzole edilen bakteriyo-
faj pozitif kümes atık 

sıvısı örneği/toplam %

İzole edilen bakteriyo-
faj pozitif kümes altlık 

örneği/toplam %

İzole edilen bakteri-
yofaj pozitif örnek / 

toplam %
Adapazarı 2/9 (%22,2) 0/2 (%0) 1/3 (%33,3) 3/14 (%21,4)

Afyon 6/17 (%35,2) - 3/8 (%37,5) 9/25 (%36)

Balıkesir 0/8 (%0) - - 0/8 (%0)

Bandırma 2/5 (%40) 1/2 (%50) 0/2 (%0) 3/9 (%33,3)

Bursa 4/14 (%28,5) 0/1 (%0) 0/2 (%0) 4/17 (%23,5)

Düzce 3/5 (%60) - - 3/5 (%60)

Toplam 17/58 (%29,3) 1/5 (%20) 4/15 (%26,6) 22/78 (%28,2)

Tablo 2. Ticari broyler kümes (tavuk dışkı, kümes atık suları, kümes altlık) örneklerinden izole edilen 22 adet S. En-
teritidis fajının, kanatlı hayvanlardan izole edilen toplam 15 adet S. Enteritidis suşundaki litik aktivitesi

Salmonella suşları
Faj Kodua SE S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14
Ad1-Td - + + + + + - - - + + - - - -
Ad2-Td + - + - + + + - - + - - - + -
Ad3-Ka + - - + + - - - + - + - + + +
Af1-Td + - + - - - + + - - - + - - -
Af2-Td - - + - - - + - - + - - + + +
Af3-Td + - + - + - - + - - - + - - -
Af4-Td + + + - + - - + - + - + + - -
Af5-Td + - - - + + - - - - - - - - -
Af6-Td + - - + + - - + + + - - - + -
Af1-Ka + + + - + + - + + + - + + + +
Af2-Ka - + + - - + + - - - - - - - -
Af3-Ka + + - - + + + - - + + + + + +
Ban1-Td + - - - + - - - - - + + + - -
Ban2-Td + - + - + - + - - - + - - + -
Ban1-Kas - + + + - + + + - - - - + - -
Bur1-Td - - - + - - - - + - - + - - -
Bur2-Td + - + + + + - - - - - + - - -
Bur3-Td + - + - - + + - - + + - - + +
Bur4-Td + + + + + - - - - - + + - - -
Dü1-Td + - - - + - - + + - + + - - -
Dü2-Td + - - - - + + - - + + + - - -
Dü3-Td + + - - - - - + - + + + - - -

a İdentifiye edilen bakteriyofajlar: Fajın izole edildiği bölge (Ad: Adapazarı; Af: Afyon; Ban: Bandırma; Bur:Bursa; Dü:Düzce), faj izolatının nu-
marası ve örnek çeşidi (Td:Tavuk dışkısı; Ka: Kümes altlık; Kas: Kümes atık sıvısı)
SE: S. Enteritidis ATCC 13076;  +: Litik aktivite pozitif; -: Litik aktivite negatif
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Tartışma ve Sonuç

Salmonelloz, ticari kümes hayvanlarını etkileyen, 
kümes hayvanı üretimine zarar veren ve halk sağlığı 
açısından kaygı oluşturan önemli bakteriyel enfeksi-
yonlardan biridir. Dünyada ve Türkiye’de paratifoid 
Salmonella etkenleri uzun süredir insanlarda ve ka-
natlı hayvanlarda önemli sağlık sorunlarına ve eko-
nomik kayıplara neden olmaktadır. Çeşitli ülkelerde 
S. Enteritidis’e özgü bakteriyofajların izolasyonuy-
la ilgili yapılan araştırmalar [4,7,20] bulunmasına 
rağmen, ülkemizde konuyla ilgili çalışma bulun-
mamaktadır. Bu çalışma, ülkemizde ticari broyler 
kümes örneklerinden (tavuk dışkı, kümes atık suları 
ve kümes altlıkları) S. Enteritidis’e özgü bakteriyo-
fajların izolasyonun yapıldığı ilk çalışmadır.

Her konağa spesifik olmak, bakteriyofajların 
ortak özellikleri arasında bulunmaktadır. Bakteriyo-
fajlar çoğu zaman sadece 1 bakteri türünü veya bir 
tür içinde sadece 1 serotipi enfekte ederler [1]. Bu-
nunla birlikte, bakteriyofajların bu özelliği bakteri-
yel infeksiyonlara karşı kontrol ve tedavi etkisini sı-
nırlayıcı bir faktör olarak karşımıza çıkmaktadır [6]. 
Araştırmacıların izole ettikleri bakteriyofajların ge-
niş konak spektrumuna sahip olduğuyla ilgili daha 
önce yapılan çalışmalar bulunmaktadır. Bu çalışma-
da, Af1-Ka ve Af3-Ka fajları, test edilen 15 adet S. 
Enteritidis suşunu sırasıyla %78’ini ve %71’ini lize 
ederek geniş bir konak spektrumu gösterdi. 

Şekil 2. S. Enteritidis bakteriyo-
faj plaklarının overlay-agar gö-
rünümleri 

Çin’de yapılan bir çalışmada [22], kanatlı çift-
liklerinden SaFB14 fajının izole edildiği, bu fajın 
test edilen 39 S. Enteritidis’i %94,87 oranında lize 
ederek geniş konak spekturumuna sahip olduğu tes-
pit edilmiştir. İzole edilen fajların konak spekturu-
mu yönünden çalışmamız, bu çalışma ile benzerlik 
göstermektedir.

Atterbury ve ark. [4] kümes hayvanı işletme-
lerinden izole ettikleri φ 25, φ 28, φ 37 fajlarının, 
test edilen 7 S. Enteritidis suşunun tümünde (%100) 
litik aktiviteye sahip olduğunu göstererek, bu çalış-
maya oranla, daha geniş konak spektrumuna sahip 
olduğunu rapor etmişlerdir. Bu çalışmada kullanı-
lan hedef bakteri suşu olan S. Enteritis’in sayısı (15 
adet) Atterbury ve ark.’nın [4] çalışmasının (S. En-
teritis hedef bakteri suşu 7 adet) iki katı oranındadır. 
Test edilecek bakteri sayısının artması litik fajların 
konak spektrumu azaltmaktadır. Bunun nedeninin, 
konak spektrumu belirlenecek bakteri şuslarının sa-
yıları ile litik fajların konak spektrumu arasındaki 
negatif korelasyon olarak düşünülmektedir.

Bakteriyofajların karakterizasyonu ve tiplen-
dirilmesiyle (Faj genom büyüklüğü, faj genom dizi 
analizi, faj yapısal proteinlerinin tespiti, fajların 
elektron mikroskobisi vb.) farklı araştırmacıların 
yaptıkları birçok çalışma bulunmaktadır [15,18,19]. 
Bu çalışmada izole edilen fajların litik aktiviteleri-
nin farklı S. Enteritidis suşlarında yakın sayılabile-
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cek özellikte olması faj izolatlarının aynı şuş olabi-
leceği sorunu akla getirmektedir. Bu nedenle, ileri 
faj karakterizasyonu ve tiplendirilmesinin yapılma-
sı bu sorunun yanıtı olabileceği düşünülmektedir.

Dışkı örnekleri ve atık sular her zaman birçok 
Salmonella serotipine karşı litik fajların izolasyo-
nu için büyük bir ilgi alanına sahiptir. S. Enteritis’e 
özgü bakteriyofajlar bu çalışmada, ticari broyler 
kümeslerinin kümes atık sıvısı, dışkı vb. gibi top-
lam 78 örneğin %28,2’sinden izole edilmiştir. Tica-
ri broyler kümeslerinin kümes atık sıvısı, dışkı vb. 
örneklerinde bol miktarda bakteriyofajın bulundu-
ğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır [4,12,22].

Fiorentin ve ark.’nın [11] 2005 yılında yap-
tıkları çalışmada kullandıkları bakteriyofajların pi-
liçlerde S. Enteritidis PT4’ü yoğunluğu azalttığını 
göstermişlerdir. Atterbury ve ark. [4], Salmonella 
bakteriyofajlarının, ticari broylerlerde Salmonella 
suşları ile mücadele etmek için kullanabilme ola-
naklarını araştırmıştır. Araştırmacıların elde ettik-
leri sonuçlar, bu bakteriyofajların S. Enteritidis’in 
barsak kolonizasyonunu önemli ölçüde azalttığını 
göstermiştir [4]. Bakteriyofajların bu avantajları ve 
S. Enteritidis’e litik aktivite gösteren bakteriyofaj-
ların uygulamaları göz önüne alındığında, bu çalış-
mada izole edilen bakteriyofajların, S. Enteritidis’in 
neden olduğu tavukların bakteriyel infeksiyonlarını 
kontrol etmek için iyi terapötik ve profilaktik mad-
deler olma potansiyeline sahip olabileceği kanısına 
varılmıştır.
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rak Uludağ Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projele-
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Özet: Bu çalışmada, gökkuşağı alabalıklarından izole edilen altı L. anguillarum izolatı ve bir referans suş fenotipik ve 
genotipik özellikler açısından incelendi. İzolatların fenotipik özelliklerinin belirlenmesinde klasik mikrobiyolojik testler 
ve API 20 E strip testi kullanıldı. İzolatların moleküler identifikasyonu amiB genine dayanan L. anguillarum tür spesifik 
PCR uygulaması ve sonrasında aynı bölgenin sekans analizinin yapılmasıyla gerçekleştirildi. İzolatların dokuz farklı 
antibiyotiğe karşı antimikrobiyel aktiviteleri disk difüzyon yöntemiyle belirlendi. Ayrıca izolatlar arasındaki olası klonal 
ilişkiler Rastgele Amplifiye Edilmiş Polimorfik DNA (RAPD) metodu ile ortaya konuldu. API 20 E testlerinde izolatlar 
arasında β-Galaktosidaz, arginin dihidrolaz, sitrat, sorbitol, amygdalin ve arabinoz testlerinde farklıklar görülmüştür. 
Tüm izolatların L. anguillarum spesifik 429 bp’lik bant verdiği saptanmış ve bu sonuç sekans analizi ile doğrulanmış-
tır. L. anguillarum izolatlarının çalışmada kullanılan dokuz farklı antibiyotiğe karşı değişik düzeyde antimikrobiyal 
aktiviteye sahip oldukları belirlendi. En yüksek direnç oranı neomisin ve linkomisin’e (% 100), en düşük direnç oranı 
ise doksisklin’e (% 14,2) karşı gözlendi. RAPD analizi sonucunda L. anguillarum izolatları % 60 benzerlik katsayısına 
göre bir unique tip ve beş alt türden oluşan bir küme (cluster) içerisinde gruplanmıştır. Bu çalışmanın balık kökenli L. 
anguillarum izolatlarının fenotipik ve genotipik özelliklerinin belirlenmesi ile ilgili ileride yapılacak çalışmalara temel 
oluşturabileceği düşünülmektedir. Ayrıca elde edilen sonuçlar, balık hastalıklarının tedavisinde uygun antimikrobiyal 
ajanların seçilmesinin önemini ortaya koymaktadır.
Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, Genotiplendirme, Gökkuşağı alabalığı, Listonella anguillarum

Phenotypic and Genotypic Characterization of Listonella anguillarum Isolates from 
Rainbow Trout

Abstract: In this study, six L. anguillarum isolates obtained from rainbow trout and one reference strains were exam-
ined in terms of phenotypic and genotypic characteristics. Conventional microbiological and API 20E tests were used 
to determine phenotypic characteristics of isolates. Molecular identification of isolates was carried out by applying the 
L. anguillarum specific PCR method based on the amiB gene followed by sequence analysis of the analysis of amplified 
product with the same primer pairs. Antimicrobial activity of isolates was determined by disk diffusion method against 
the nine different antibiotics. Additionally, possible clonal relationships between isolates were demonstrated by the 
RAPD-PCR method. There were differences between strains in terms of β-galactosidase, arginine dihydrolase, citrate, 
sorbitol, amygdalin and arabinose tests in API 20E system. In L .anguillarum specific PCR assay all of isolates gave 
the final PCR product of 429 bp and this result was confirmed by sequence analysis. L. anguillarum isolates were found 
to have different levels of antimicrobial activity against nine different antibiotics used in the study. There was a high 
incidence of resistance to neomycine and lincomycine (84%), and a low incidence of resistance to doxycycline (14.2%). 
In RAPD method, L. anguillarum isolates were grouped into one unique type and one cluster including five subtypes 
according to 60% similarity coefficient index. The present study was considered to may provide a basis for further stud-
ies on phenotypic and genotypic characterization of L. anguillarum isolates from fishes. Moreover the present results 
showed the importance of choosing appropriate antimicrobial agents for treatment of fish diseases.
Key words: Antibiotic, Genotyping, Listonella anguillarum, Rainbow trout

Giriş

Vibriozis çeşitli deniz ve tatlı su balıklarında, çift 
kabuklu ve eklem bacaklılarda ölümcül hemorajik 
septisemi ile seyreden ve tüm dünyada hem akua-

kültürde hem de larvikültürde önemli ekonomik 
kayıplara neden olan bir hastalıktır [11]. Hastalığın 
etkeni olan Vibrio anguillarum başlangıçta Biyotip 
1 ve 2 olarak iki biyotipe ayrılmıştır [15]. Ancak, V. 
anguillarum biyotip 2 DNA teknolojisindeki geliş-
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meler sonucunda V. ordalii adıyla yeni bir tür ola-
rak yeniden sınıflandırılmıştır [28]. V. anguillarum 
biyotip 1 ise 5S ribozomal RNA (rRNA) gen dizisi 
analizine dayanarak Listonella anguillarum olarak 
yeniden sınıflandırılmıştır [21]. Ancak bazı araştır-
macılar halen V. anguillarum ismini kullanmayı ter-
cih etmektedirler [11, 35].

Vibriozis hastalığın neden olduğu ekonomik 
kayıpların etkili bir şekilde en aza indirilmesi ve 
uygun kontrol önlemlerinin alınması için L. an-
guillarum’un hızlı, doğru ve güvenilir bir şekilde 
saptanması önem arz etmektedir. Geleneksel olarak 
etkenin tanımlanması klinik ve histolojik bulguların 
yorumlanması, patojenin seçici bir ortamda kültü-
re edilmesi, morfolojik veya biyokimyasal özel-
liklerinin ortaya konulması ile yapılmaktadır [11]. 
Ancak karışık kültürlerden morfolojik ve biyokim-
yasal olarak L. anguillarum’un identifikasyonunda 
yanlış sonuçların elde edildiği bildirilmiştir [3, 14, 
20]. Bunun yanında bakteriyel balık patojenlerinin 
identifikasyonunda API 20E minyatürize test sis-
temlerinin kullanımının giderek arttığı görülmek-
tedir. Fakat API Web tabanında V. anguillarum’un 
bulunmaması bu sistemin kullanımını sınırlamakta-
dır [5, 25]. Klasik kültür ve minyatirüze sistemlere 
dayanan saptama ve tanımlama tekniklerinde yaşa-
nılan bu sınırlamalar, bu yöntemlerin yerine kültür-
den bağımsız tekniklerin geçmesine veya onlar ile 
desteklenmelerine neden olmaktadır [5, 9]. Günü-
müzde L. anguillarum izolatlarının genetik olarak 
identifikasyonunda rpoN geni, amiB geni ve empA 
genini hedef alan spesifik PCR metotları geliştiril-
miştir [13, 17, 35].

Moleküler tiplendirme metotları çevresel ve 
klinik örneklerden elde edilen izolatlar arasındaki 
ilişkiyi belirleyen güçlü araçlardır ve etkenlerin or-
tak bulaş yolları hakkında kanıtlar sağlarlar. Bak-
teriyel izolatların genetik olarak tiplendirilmesinde 
restriction fragment length polymorphism, pul-
sed-field gel electrophoresis (PFGE), RAPD PCR 
ve repetitive-sequence-based polymerase chain 
reaction gibi çeşitli moleküler yöntemler kullanıl-
mıştır. Bu metotlardan PFGE’nin bakterilerin tip-
lendirilmesinde en iyi metot olduğu düşünülmekte-
dir, ancak bu metodun prosesinin zahmetli olması, 
zaman gerektirmesi ve teknik olarak zor olması çok 
sayıda örneğin işlenmesinde rutin kullanımda sınır-
lamaktadır. PCR tabanlı yöntemlerden RAPD PCR 

yöntemi PFGE ile karşılaştırıldığında hızlı ve uy-
gulaması basit olan yöntemlerdir [6]. RAPD PCR 
metodu son yıllarda bakteriyel balık patojenleri ara-
sındaki klonal yakınlıkların belirlenmesinde yaygın 
bir kullanım alanı bulmuştur [18, 23, 26]. 

Bu çalışma ile ülkemiz su ürünleri sektöründe, 
özellikle, alabalık işletmelerinde önemli ekonomik 
kayıplara neden olan L. anguillarum izolatlarının 
fenotipik ve genotipik karakterizasyonunun yapıl-
ması, izolatların antimikrobiyal profillerinin ortaya 
konulması ve izolatlar arası klonal ilişkilerin belir-
lenmesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Bakteriyel İzolatlar: Çalışmada Türkiye’nin deği-
şik illerinden izole edilen altı L. anguillarum izolatı 
ve 1 referans suş (ATCC 14181) kullanıldı (Tablo 
1). 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan L. anguillarum suşları 
No İzolasyon Yeri İzolasyon Yılı
1 İzmir 2012
2 Kütahya 2012
3 Bilecik 2012
4 Muğla 2012
5 İzmir 2012
6 İstanbul 2012
7 ATCC 14181 -

İzolatların Fenotipik Özelliklerinin Be-
lirlenmesi: İzolatların Gram morfoloji, oksidas-
yon-fermentasyon (O/F), jelatin hidrolizi, sitokram 
oksidaz, katalaz, % 0 ve % 7, NaCl’de üreme, 37 
°C’de üreme, indol, metil kırmızısı, voges proska-
ver (VP) reaksiyonu, arabinoz, inositol, sakkaroz, 
laktoz, mannitol ve glukoz’dan asit üretimi, vibrios-
tatik ajan (O/129) duyarlılık ve Thiosulfate Citrate 
Bile Sucrose (TCBS) besiyerindeki koloni morfolo-
jisi konvansiyonel mikrobiyolojik metotlar ile be-
lirlendi. Ek olarak bütün izolatların, API 20E (Bio-
merieux) hızlı teşhis kiti yönergesine uygun olarak 
striplere ekimleri yapıldı ve 25°C’de 24 saat inkübe 
edilerek sonuçlar değerlendirildi. 

L. anguillarum Spesifik PCR ve Sekans Ana-
lizi: Konvansiyonel olarak identifiye edilen L. an-
guillarum izolatları moleküler olarak PCR metodu 
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ile doğrulandı. Bu amaçla öncelikle izolatlara ait 
saf kültürlerden ticari DNA ekstraksiyon kiti (Qi-
agen, GmbH) kullanılarak kromozal DNA’lar elde 
edildi. L. anguillarum izolatlarının PCR ile mole-
küler konfirmasyonunda N-acetylmuramoyl-l-ala-
nine amidase enzimini kodlayan amiB genine özgü 
van-ami 8 (5’-ACATCATCCATTTGTTAC-3) ve 
417 (5’-CCTTATCACTATCCAAATTG-3’) oligo-
nukleotid primer seti kullanıldı [17]. PCR ampli-
fikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 
1.2 mM of MgCl2 her bir dNTP’den 0.2 mM, her 
bir primerden 2 µM, 1.0 U Taq polymerase ve 5 
µl template DNA içeren 25 µl PCR master mix’i 
oluşturuldu. Oluşturulan karışım 95°C‘de 10 dk ön 
denatürasyonu takiben 95°C‘de 30 sn denatürasyon, 
56°C‘de 30 sn primer bağlanma, 72°C‘de 30 sn 
uzama olmak üzere 25 siklus ve 72°C‘de 7 dk final 
uzama koşullarında amplifikasyon işlemine tabi tu-
tuldu. Sonuçta 429 bp’lik amplifikasyon ürününün 
görülmesi pozitif olarak değerlendirildi.

Elde edilen 429 bp’lik amplifikasyon ürünle-
rinin sekans analizi Applied Biosystems 3130 Ge-
netic Analyzer’da aynı primerler kullanılarak çift 
yönlü olarak yapıldı. Elde edilen sekanslar Blast 
programı kullanılarak GenBank veri tabanında bu-
lunan mevcut sekanslar ile karşılaştırıldı. İzolatlara 
ait sekans dizileri GenBank’a yüklenerek kabul nu-
maraları alındı.

İzolatlar Arası Genetik İlişkinin Belirlenme-
si: İzolatlar arası klonal ilişkinin belirlenmesinde 
M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) primerinin 
kullanıldığı RAPD PCR metodu kullanıldı [32]. 
Amplifikasyon aşaması Versalovic ve ark. [33] ta-
rafından bildirilen metodun modifiye edilmesiyle 
gerçekleştirildi. Bu aşamada DEPC-treated wa-
ter, 1×PCR Buffer, 2.5 mM MgCl, 200 μM her bir 
dNTP, 1.25 U Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer 
ve 5 μl template DNA içeren 25 µl’lik bir master 
karışımı oluşturuldu. Bu karışım 94°C‘de 5 dk ön 
denatürasyonu takiben 94°C‘de 1 dk denatürasyon, 
40°C‘de 1 dk primer bağlanma, 72°C‘de 3 dk uzama 
olmak üzere 40 siklus ve 72°C‘de 7 dk final uzama 
koşullarında amplifikasyon işlemine tabi tutuldu. 
Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2µg/ml) 
içeren %1.5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasında 
UV transilluminatör ile görüntülendi. 

DNA profilleri CHEF-DR® III, Quantity One® 
yazılımı (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) ile 

analiz edildi. Dendrogramları unweighted-pair grup 
metodu (UPGMA) ile oluşturuldu.

Antimikrobiyal Duyarlılık Testi: Tüm izolat-
ların antimikrobiyal duyarlılıkları Mueller-Hinton 
agar’da Kirby-Bauer disk difüzyon metodu ile test 
edildi [7]. Antimikrobiyal duyarlılıkların belirlen-
mesinde amoksisilin (25 μg), doksisiklin (30 μg), 
eritromisin (15 μg), gentamisin (120 μg), florfeni-
kol (30 μg), linkomisin (2 μg,), neomisin (10 μg), 
oksiytetrasiklin (30 μg), ve sulfamethoksazoleazo-
le+trimethoprim (25 μg) (Oxoid) diskleri kullanıl-
dı. 24 - 48 saat inkübasyon sonrasında zon çapları 
ölçülerek kaydedilmiştir.

Bulgular
İzolatlarının Fenotipik Karakterizasyonu: L. an-
guillarum izolatlarının TSA besi yerinde 22 °C’de 
48 saat inkübasyon sonucunda 1-2 mm çapında, 
yuvarlak, kenarları düz, hafif konveks, kabarık gö-
rünümde ve krem renginde, TCBS agarda ise sarı 
renkte koloniler oluşturduğu belirlendi. API 20E 
test sonuçlarına göre izolatlar arasında b-galaktosi-
daz (ONPG), arginin dihidrolaz (ADH), sitrat, sor-
bitol, amygdalin ve arabinoz testleri yönünden fark-
lılıklar olduğu belirlendi (Tablo 2). Konvansiyonel 
mikrobiyolojik testler ile API 20E test sonuçları 
karşılaştırıldığında L. anguillarum izolatlarının bü-
yük ölçüde benzer olduğu ancak lizin dekarboksi-
laz (LDC), VP ve sitrat testlerinde farklı sonuçların 
görüldüğü tespit edildi. Çalışmada kullanılan saha 
izolatlarının konvansiyonel testler ile belirlenmiş 
fenotipik özellikleri ve bu özelliklerin diğer araştır-
macıların bildirmiş oldukları sonuçlar ile karşılaş-
tırması Tablo 3’de verildi. 

Tablo 2. L. anguillarum izolatlarının API 20E hızlı teşhis 
kiti test sonuçları

Fenotipik Özellikler
İzolat No

1 2 3 4 5 6 7
ONGP + + + - + + +
ADH + - + + + + +
LDC - - - - - - -
ODC - - - - - - -
Sitrat Üretimi - + + + - + -
H2S Üretimi - - - - - - -
Ureaz Üretimi - - - - - - -
TDA - - - - - - -
İndol Üretimi + + + + + + +
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Fenotipik Özellikler
İzolat No

1 2 3 4 5 6 7
VP + + + + + + +
Jelatin Hidroliz + + + + + + +
Glukoz* + + + + + + +
Mannitol* + + + + + + +
İnositol* - - - - - - -
Sorbitol* - + + + + + -
Rhamnoz* - - - - - - -
Sakkaroz* + + + + + + +
Melibioz* - - - - - - -
Amygdalin* - - - - - - +
Arabinoz* - - - + - - +
ONPG: b-Galaktosidaz, ADH: Arginin dihidrolaz, LDC: Lizin dekar-
boksilaz, ODC: Ornitin dekarboksilaz, TDA: Triptofan deaminaz, VP: 
Voges proskauer Reaksiyonu, *: ’den Asit Üretimi

L. anguillarum Spesifik PCR ve Sekans Ana-
lizi: Çalışmada fenotipik olarak identifiye edilen 
izolatlar genotipik olarak bakteriyel türlere özgü 
spesifik primerlerin kullanıldığı PCR yöntemi ile 
doğrulandı. Tüm izolatlar ve ATCC 14181 suşu L. 
anguillarum spesifik olan 429 bp bant verdiği sap-
tandı (Şekil 1). Sekans analizi sonucu izolatlara ait 
amiB gen bölgesi dizgileri Genbank’a MK091482, 
MK091483, MK091484, MK091485, MK091486, 
MK091487 ve MK091488 kabul numaraları ile 
kaydedildi. Elde edilen sekansların GenBank veri 
tabanında yer alan DQ431190 erişim numaralı L. 
anguillarum AmiB (amiB) gene, complete cds se-
kansıyla karşılaştırılması sonucu, izolatların en dü-
şük %96.1 en yüksek %99.4 oranında benzer olduk-
ları belirlendi.

Tablo 3. Çalışmada kullanılan L. anguillarum izolatlarının fenotipik özelliklerinin diğer araştırmacıların izolatlarıyla 
karşılaştırılması
Fenotipik Özellikler L. anguillarum 6 İzolat Colorni ve ark., [8] Austin ve Austin, [4] Akaylı ve Durna, [1]
Gr boyama - (6/6) - - -
Morfoloji Çubuk eğri Çubuk eğri Çubuk eğri Basil
Haraket + (6/6) + + +
Stokrom oksidaz + (6/6) + + +
Katalaz + (6/6) ▪ + +
Oksidasyon/Fermentasyon F (6/6) F F F
O/129 + (6/6) + + +
Lizin dekarboksilaz - (5/6) + - -
Arginin dihidrolaz + (6/6) - + +
İndol + (6/6) +/- + +
Üre - (6/6) +/- - -
Jelatin + (6/6) + + +
H2S - (6/6) +/- - ▪
Metil Red + (4/6) + - ▪
Voges proskouer + (4/6) - + +
Sitrat + (6/6) - + +
%0 NaCl’de üreme + (6/6) - - -
%7 NaCl’de üreme + (6/6) + - ▪
37oC üreme + (6/6) ▪ + +
Glukoz + (6/6) + ▪ ▪
Arabinoz - (5/6) +/- + -
İnositol - (6/6) - - -
Sakkaroz + (6/6) ▪ ▪ +
Laktoz - (6/6) +/- - -
Mannitol + (6/6) +/- + +
(+): Pozitif, (-): Negatif, (▪): Yapılmadı
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Şekil 1. L. anguillarum spesifik PCR, 429 bp. M; Mar-
ker (25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 700), 1-6; 
L. anguillarum saha izolatları, 7; L. anguillarum ATCC 
14181.

İzolatlar Arası Genetik İlişkinin Belirlenme-
si: RAPD PCR analizi sonucunda L. anguillarum 
izolatlarının 6 farklı RAPD bant profili verdiği, 
izolatların % 60 benzerlik katsayısına göre 1 tekli 
(unique) tip ve 1 küme (cluster) içerisinde gruplan-
dığı belirlendi. Buna göre ilk grupta sadece 4 nu-
maralı izolatın yer aldığı, ikinci grupta ise 1, 2, 3, 
5, 6 ve 7 numaralı izolatların yer aldığı, ayrıca 2 
ve 3 numaralı izolatların aynı RAPD bant paternine 
sahip olduğu belirlendi (Şekil 2).

Şekil 2. L. anguillarum izolatlarının RAPD bant profille-
ri ve genotiplerinin filogenetik ağaçta gösterilmesi

İzolatların Antimikrobiyal Duyarlılık Profil-
leri: L. anguillarum izolatlarının çalışmada kullanı-
lan dokuz farklı antibiyotiğe karşı değişik düzeyde 
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldukları belirlendi 

(Tablo 4). En yüksek direnç oranı neomisin ve lin-
komisin’e (% 100), en düşük direnç oranı ise doksi-
siklin’e (% 14.2) karşı gözlendi.

Tablo 4. L. anguillarum izolatlarının antimikrobiyal du-
yarlılık profilleri

Antibiyotikler
L. anguillarum izolatları

1 2 3 4 5 6 7
Gentamisin R S S S S S R
Neomisin R R R R R R R
Linkomisin R R R R R R R
Oksitetrasiklin R I R R S I I
Amoksisilin R S R R R R R
Florfenikol R S S S R S I
Trimetoprim-
sulfametoksazol R S S S S S R

Eritromisin R I R R R R R
Doksisiklin R S S I I S I

Tartışma ve Sonuç

L. anguillarum, en az 28 farklı ülkede, toplamda 
90’dan fazla akuatik organizma için patojenik olan 
bir bakteridir [16]. Etken Türkiye’de geniş bir coğ-
rafik dağılıma sahip olup çipura deniz levreği, kır-
mızı porgy (Pagrus pagrus) ve Gökkuşağı alabalık-
larından izole edilmiştir [24]. 

Genel olarak Vibrioların identifikasyonu ve 
sınıflandırılması biyokimyasal testler kullanılarak 
yapılmaktadır [22]. Bakteriyel hastalık etkenlerinin 
fenotipik özelliklerinin belirlenmesinde ve teşhisi-
nin yapılmasında en çok kullanılan yöntemlerden 
birisi de API 20E test kitleridir [2]. Ancak API test 
kitlerinin inkübasyon sıcaklıklarının balık patojen-
lerinin inkübasyon sıcaklıklarına uygun olmayışı, 
bu kitlerin balık patojenleri için kullanıldığında ha-
talı sonuçlar ortaya çıkmasına neden olmaktadır [5, 
25]. Vibrio türlerinin fenotipik özelliklerinin ortaya 
konulmasında API 20E hızlı teşhis kitlerinin kulla-
nıldığı birçok çalışmada bulunmaktadır [5, 19, 30, 
31]. Özellikle bu sistemin birbirine çok yakın iki tür 
olan V. anguillarum ile V. ordalii’yi kolaylıkla ayırt 
edebildiği rapor edilmiştir. Ancak sitrat testinde V. 
ordalii ve V. anguillarum izolatlarında büyük oranda 
değişkenlik görülmüş ve bu nedenle değerlendirme 
yapılırken sitrat testinin çıkartılması gerektiği bildi-
rilmiştir. Yine aynı çalışmada V. anguillarum izolat-
ları arasında bazı şeker testlerinde (Amygdalin ve 
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Arabinoz) farklı sonuçların elde edildiği görülmüş-
tür [14]. Yine bazı araştırmacılar ADH, sitrat, indol, 
VP ve sorbitol testlerinde izolatlar arasında fark-
lı sonuçların elde edildiğini bildirmişlerdir [5, 14, 
30, 31]. Benzer şekilde çalışmamızda API 20E test 
sonuçlarına göre çalışmada kullanılan izolatlar ara-
sında ADH, sitrat, amygdalin, arabinoz ve sorbitol 
testlerinde izolatlar arasında farklılıkların olduğu 
görülmüştür. Ek olarak Konvansiyonel mikrobiyo-
lojik testler ile API 20E testi arasında LDC, VP ve 
sitrat testlerinde farklı sonuçların olduğu belirlen-
miştir. Bu çalışmada konvansiyonel mikrobiyolojik 
testler ile elde edilen sonuçlar diğer araştırmacıların 
bildirdiği sonuçlar ile karşılaştırıldığında L. angu-
illarum izolatlarının fenotipik olarak heterojen bir 
yapıya sahip olduğunu belirtilebilir (Tablo 4). 

Apiweb veri tabanında L. anguillarum bulun-
madığı için sisteme girilen kodların V. fluvialis ve/
veya motil Aeromonas türlerinden biri olarak yanlış 
tanımlanabilmektedir [5]. Yapılan bir çalışmada V. 
anguillarum izolatlarının % 66’ya yakın bir oranda 
A. hydrophila olarak identifiye edildiği bildirilmiş-
tir [27]. Bu bağlamda son yıllarda L. anguillarum 
saptama metotları, tanı ve önleyici tedbirleri hızlı 
bir şekilde hayata geçirmek için kültür bazlı yön-
temlerden uzaklaşmaya başlamıştır [16]. Çalışma-
mızda API ve konvansiyonel mikrobiyolojik test 
sonuçlarında görülen farklılıklar ve bu farklılıklara 
göre yapılabilecek olası yanlış değerlendirmelerden 
kaçınmak için izolatlar genetik olarak AmiB genin 
kullanıldığı PCR ile konfirme edilmiş ve sonrasında 
PCR ürünlerinin sekans analizi yapılması ile sonuç-
lar konfirme edilmiştir. 

Uzun yıllardır, kültür balıklarında bakteriyel 
enfeksiyonların tedavisinde antibiyotikler yaygın 
olarak kullanılmaktadır. Örneğin Norveç’te Vibrio 
salgınlarının önlenmesinde oksolinik asit ve flor-
fenikol kullanılmaktadır [11]. Ülkemiz su ürünleri 
yetiştiriciliğinde Gıda Kontrol Genel Müdürlüğü 
verilerine göre balıklarda kullanılabilecek 40 adet 
ruhsatlı antibakteriyel ürün bulunmakta ve bu ürün-
lerin ise 5 farklı etken madde florfenikol, oksitet-
rasiklin HCl, enrofloksasin, sülfadiazin-trimetop-
rim ve amoksisilin trihidrat içerdiği görülmektedir 
[12]. Ülkemizde L. anguillarum’un antibiyotik et-
kinliklerinin belirlendiği çalışmalar bulunmaktadır. 
Balta ve Balta, [5] Doğu Karadeniz Bölgesi’nden 
Gökkuşağı alabalıklarından elde ettikleri L. angu-

illarum izolatlarının enrofloksasin, oksalinik asit ve 
florfenikol’e karşı, Tanrıkulu, [29] ise gökkuşağı 
alabalıklarından izole ettiği 12 izolatın amoksisilin 
ve trimetoprim-sulfadiazine karşı duyarlı oldukla-
rını belirlemişlerdir. Bu çalışmada elde edilen test 
sonuçlarına göre hastalığın tedavisinde florfenikol 
veya trimetoprim-sulfametoksazol’den birinin kul-
lanılmasının uygun olacağı belirlenmiştir. 

L. anguillarum izolatları arasındaki gene-
tik ilişkiler farklı random primerlerin kullanıldığı 
RAPD PCR metodu ile belirlenmiştir. Vaseeha-
ran ve ark., [34] OPP6, OPP9, OPAX5, OPAX18 
ve OPX1 primerlerini kullandıkları çalışmalarında 
izolatların unique tipte RAPD profili sergiledikleri-
ni dolayısıyla genetik olarak heterojen bir yapıda ol-
duklarını ortaya koymuşlardır. OPV-12 ve OPN-08 
kullanıldığı başka bir çalışmada ise L. anguillarum 
izolatları 5 genotipe ayrılmıştır. Gökkuşağı alaba-
lıklardan elde edilen izolatların levrek balıkları ve 
sedimentten izole edilen izolatlar ile aynı genogrup-
ta yer aldığını belirlemişlerdir [10]. Bu çalışmada 
RAPD PCR metodunda kullanılan M13 primerinin 
L. anguillarum izolatların genotiplendirmesinde 
kullanılabilir olduğu ancak diğer araştırmacılardan 
farklı olarak izolatların genetik olarak homojen bir 
yapıda olduğu belirlenmiştir. Bu farklılığın izolat 
sayısına ve coğrafi dağılıma bağlı olabileceği düşü-
nülmüştür.

Bu çalışma ile L. anguillarum izolatların identi-
fikasyonunda konvansiyonel mikrobiyolojik metot-
lar ile API 20E test kitleri arasında farklı sonuçların 
görülebileceği, dolayısıyla tür identifikasyonunun 
moleküler çalışmalar ile desteklenmesi gerektiği, 
izolatlar arası klonal ilişkilerin belirlenmesinde 
M13 primerinin kullanıldığı RAPD PCR metodu-
nun hızlı ve güvenilir bir sonuç verdiği ortaya ko-
nulmuştur.

Teşekkür
Bu çalışma, 2’inci Uluslararası Veteriner Mikrobi-
yoloji Kongresi’nde sözlü bildiri olarak sunulmuş-
tur.
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Özet: Bu araştırmada, subklinik mastitisli Anadolu mandalarının süt serumunda bazı biyokimyasal değerlerin araştı-
rılması amaçlandı. Çalışma materyalini, on adet sağlıklı ve altı adet sublinik mastitisli olduğu belirlenen manda sütleri 
oluşturdu. Sağlıklı ve mastitisli manda sütleri, Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) ve somatik hücre sayısı (SHS)’ye göre 
belirlendi. Alınan sütlerin serumunda albümin, total protein, trigliserit, üre ve ürik asit düzeyi analizör cihazında belir-
lendi. Somatik hücre sayısı yüksek olan (SHS>429x103 hücre/mL) subklinik mastitisli mandaların süt serumu sağlıklı 
manda süt serumu ile karşılaştırıldığında albümin düzeyinin önemli düzeyde (P<0.05) yüksek olduğu total protein ve 
üre düzeyinin ise hafif düzeyde arttığı belirlendi (P>0.05). Trigliserit düzeyinin ise mastitisli manda sütünde sağlıklı 
manda sütüne göre önemli düzeyde (P<0.05), ürik asit düzeyinin ise hafif düzeyde azaldığı saptandı (P>0.05). Soma-
tik hücre sayısı ile albümin, total protein ve üre arasında pozitif korelasyon olduğu, trigliserit ve ürik asit arasında ise 
negatif bir korelasyon olduğu belirlendi. Bu sonuçlar ile laboratuvar bulgularının klinik bulgular ile birlikte subklinik 
mastitisi anlamada yardımcı olabileceği, tanısal ve prognostik olarak kullanılabileceği kanısına varılmıştır.
Anahtar Kelimeler: Manda, Subklinik Mastitis, Süt 

The Effect of Subclinical Mastitis on Some Biochemical Parameters in Milk Composition 
of Anatolian Water Buffalos

Summary: In this study, it was aimed to investigate some biochemical values in milk serum of subclinical mastitic 
Anatolian buffaloes. The study material consisted of ten healthy and six buffaloes identified as having subclinical mas-
titis. Healthy and mastitic buffalo milks were determined by the California Mastitis Test (CMT) and somatic cell count 
(SCC). Albumin, total protein, triglyceride, urea and uric acid levels were determined in the serum of the receiving milk 
samples in the analyzer. When the milk serum of the subclinical mastitis with high somatic cell count (SCC> 429x103 
cells / mL) was compared with healthy buffaloe’s milk serum, it was found that the albumin level was increased signifi-
cantly (P <0.05) and total protein and urea levels were slightly increased (P> 0.05). Triglyceride levels were found to be 
significantly (P <0.05) lower in the mastitic buffalo than in the healthy buffalo (p <0.05), while uric acid level decreased 
slightly (P> 0.05). There was a positive correlation between SCC and albumin, total protein and urea, and a negative 
correlation between triglyceride and uric acid. These results suggested that laboratory findings may be helpful in the 
diagnosis of subclinical mastitis in conjunction with clinical findings, and may be used as diagnostic and prognostic 
indicators.
Key Words: Buffalo, Milk, Subclinical Mastitis

Giriş

Mastitis, meme bezinin irritanlara karşı reaksiyo-
nu olup meme dokusunu, süt kalite ve miktarını 
önemli ölçüde etkileyen ekonomik açıdan önemli 
bir hastalıktır [8,49]. Mastitis’in çeşitli nedenleri ve 
şiddet dereceleri vardır. Subklinik mastitis, klinik 
yönden fark edilebilen ancak, lokal ve sistemik be-
lirti göstermeden seyreden ve sütte lökosit sayısın-
da artışa neden olan, patojen etkenlerin izolasyonu 
ve bazı biyokimyasal değişimlerin belirlenmesi ile 

tanınabilen mastitis türüdür [30]. Hastalık, sütün 
yapısında değişikliklere neden olmakta ve mastitis 
kaynaklı süt üretim kayıplarının %70-80’i subklinik 
mastitisten kaynaklanmaktadır [16]. Klinik masti-
tisin tedavisi zor olup, subklinik mastitis düzeyin-
de belirlenebilmesinin önemli olduğu bildirilmiştir 
[43]. Subklinik mastitis teşhisinde kimyasal ve mik-
robiyolojik birçok test kullanılmaktadır [9,43]. Son 
yıllarda somatik hücre sayısı (SHS)’nın belirlenme-
sini esas alan testler gittikçe önem kazanmaktadır. 
Somatik hücreler, meme bezinin enfeksiyon yada 
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hasarlanmasına yanıt olarak bölgeye gelen, meme-
deki sekretorik epitelleri dejenere eden mikroorga-
nizmalar ile mücadele ederken ölen ve sütün içine 
karışan akyuvarlardır. Sütteki somatik hücrelerin 
%75’ini lökosit, %25’ini de epitel hücreler oluştur-
maktadır [13].

Sütün içeriğini başlıca su, yağ, laktoz ve pro-
tein oluşturur. Manda sütünün protein, laktoz, yağ 
ve kuru madde içeriği inek sütünden çok daha yük-
sektir [2]. Sütün içerisinde en çok bulunan protein 
kazein olup albümin ve globülin daha az miktarda-
dır. Meme içi enfeksiyon, subklinik olsa bile, süt 
verimini ve içeriğini etkilemektedir [15]. Subklinik 
mastitis kazein olmayan protein konsantrasyonu-
nun artışına neden olmaktadır. Bu artışın daha çok 
kan serum albümin ve immunoglobülin artışından 
kaynaklanabileceği bildirilmiştir [17]. Sütteki yağ, 
meme epitel hücrelerinde yağ damlacıkları olarak 
salgılanmaktadır. Yağ damlacıkları fosfolipit ve 
kolesterolden oluşan trigliserit yapıda bir zar ile 
çevrilidir. Trigliseritler toplam süt yağının yaklaşık 
%97-98’ini oluşturmaktadır. Trigliseritler süt alveol 
hücresine ait endoplazmik retikulumların dış yüze-
yinde, gliserol ve yağ asitlerinden sentezlenmekte-
dir. Manda sütünün yağ oranı inek sütünden yakla-
şık olarak iki kat daha fazla, enerji ve besin değeri 
daha yüksektir [45]. Mastitisin meydana gelmesi 
yağ konsantrasyonunu etkilemektedir. Bu durumun 
meme bezinin yapısından veya sekresyon kapasite-
sinin azalmasından kaynaklanabileceği belirtilmek-
tedir [33].

Üre dokulardaki proteinlerin katabolizması 
sonucu oluşan, kan ve vücut sıvılarında bulunan 
organik bir moleküldür. Hayvanların yetersiz mik-
tarda protein alması halinde özellikle bağırsaklar-
dan emilmektedir. Üre aynı zamanda pirimidin ka-
tabolizması sonucu oluşmaktadır [37]. Sütteki üre 
seviyeleri, süt kompozisyonu, cins, mevsim, soma-
tik hücre sayısı, beslenme rejimi, besleme yöntemi, 
beslenme süresi, kuru madde tüketimi gibi birçok 
faktöre bağlı olarak değişmektedir [28,34]. Sütte-
ki üre düzeyinin kan plazmasındaki üre düzeyi ile 
güçlü bir ilişkisi vardır [21]. Süt ve kandaki üre 
konsantrasyonun, süt ineklerinin beslenmesindeki 
enerji ve proteini izlemek için önemli bir parametre 
olduğu bildirilmiştir [18]. Üre düzeyinin sütte belir-
lenmesinin kan alma sırasında oluşan stresi önlediği 
ve daha pratik olduğu bildirilmiştir [10]. Süt üre nit-

rojen değerinin ineklerin sağlığı ve beslenmesiyle 
ilgili bilgiler sağlaması nedeniyle sürü sağlığı ve 
besleme ekonomisi açısından önemli olduğu ve ras-
yondaki karbonhidrat ve protein arasındaki dengeyi 
yansıttığı belirtilmiştir [6].

Ürik asit, plazma antioksidan kapasitesine 
önemli ölçüde katkıda bulunan, iyi bilinen bir an-
tioksidandır. Alveol epitel hücrelerinde üretilir ve 
daha sonra süte salınır [25].

Bu çalışmada, SHS ile subklinik mastitis ol-
duğu belirlenen Anadolu mandalarının süt kompo-
sizyonundaki total protein, albümin, trigliserit, üre 
ve ürik asit düzeylerine olan etkisinin belirlenmesi 
amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Çalışmanın materyalini Samsun ilinde yetiştirilen, 
10 adet sağlıklı ve 6 adet subklinik mastitisli oldu-
ğu belirlenen Anadolu mandalarından alınan sütler 
oluşturdu.

California Mastitis Testi
Mandalardan toplanan sütlerde subklinik mastitis 
olgusu California Mastitis Testi (CMT) analiz edil-
di. CMT sonuçları Schalm ve ark.,’nın [36]. tarif 
ettiği yönteme göre yapıldı.

Süt serumu çıkarılması
Alınan sütler 15 000 g 15dk santrifüj edilerek yağ 
tabakası ayrılarak süpernatant çıkarıldı. Biyokimya-
sal analizler elde edilen bu süpernatanttan gerçek-
leştirildi [19].

Biyokimyasal parametreler
Süt serumlarında albümin, total protein, trigliserit, 
üre ve ürik asit düzeyleri Biosistem kitleri kullanıla-
rak otoanalizör (Biosistem A25, İspanya) cihazında 
ölçüldü.

İstatistiksel değerlendirme

İstatistiksel analizler için SPSS (SPSS-PC, SPSS 
Inc., Chicago, Illinois, USA) kullanıldı. Verilerin 
analizinde bağımsız örneklemler için T-testi ve tek 
yönlü varyans analizi (ANOVA) testi ve gruplar 
arasındaki ilişkiyi belirlemek için Pearson korelas-
yon testi uygulandı.
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Bulgular

Sağlıklı Anadolu manda sütlerinde ortalama SHS 
27.1±3.9 olarak belirlendi. Somatik hücre sayısı 
429x103 hücre/mL’den büyük olan sütler subkli-
nik mastitis pozitif olarak kabul edildi. Subklinik 
mastitisli manda sütlerinde SHS ortalaması ise 
1529.66±547.05 olarak belirlendi. Subklinik mas-
titisli olan Anadolu Manda sütlerinde SHS’deki 
artışın istatistiksel olarak önemli olduğu belirlendi 
(P<0,001) (Tablo 1).

Subklinik mastitisli ve sağlıklı manda süt se-
rumundaki albümin, total protein, trigliserit, üre ve 
ürik asit düzeyinin ortalaması ve standart hata de-
ğerleri tablo1’de sunulmuştur.

Subklinik mastitisli mandaların süt serumunda 
albümin düzeyinin sağlıklı manda sütüne göre is-
tatistiksel olarak anlamlı düzeyde arttığı (P<0.05), 
total protein ve üre düzeyinin ise subklinik masti-
tisli olan mandalarda sağlıklı olan manda sütlerine 
göre arttığı ama bu artışın istatistiksel olarak önemli 
olmadığı (P>0.05) belirlendi.

Subklinik mastitisli mandaların süt serumun-
da trigliserit düzeyinin sağlıklı manda süt serumu-
na göre önemli düzeyde azaldığı (P<0.05), ürik 
asit düzeyinin ise hafif düzeyde azaldığı belirlendi 
(P>0.05).

Tablo 1. Subklinik mastitisli ve sağlık manda sütlerin-
deki, somatik hücre sayısı (SHS), albümin, total protein, 
trigliserit, üre ve ürik asit düzeyleri (ortalama± SE)

Sağlıklı grup Mastitisli grup P

Albümin (g/dl) 2.7±0.15 7.33±1.72 0,021

Total Protein(g/dl) 1.16±0.22 2.03±0.37 0,425

Trigliserit (mg/dl) 53.9±10.27 37.16±3.48 0,003

Üre (mg/dl) 28.2±1.91 35±3.23 0,51

Ürik asit (mg/dl) 1.37±0.15 0.94±0.23 0,428

SHS 27.1±3.9 1529.66±547.05 0

SHS, albümin, total protein, trigliserit, üre ve 
ürik asit düzeyleri arasındaki korelasyon ilişkisi 
tablo 2’de sunulmuştur. 

SHS ile ürik asit arasında önemli düzeyde ne-
gatif korelasyon (r= -0.649**) olduğu SHS ile al-
bümin arasında önemli düzeyde pozitif korelasyon 
(r=0.786**) olduğu belirlendi.

Total protein, albümin ve üre arasında önemli 
düzeyde pozitif korelasyon olduğu belirlendi

(r=0.772**, r=0.731**). Aynı şekilde trigliserit 
ile ürik asit düzeyi arasında da pozitif korelasyon 
(r=0.439) olduğu belirlendi. Üre ve ürik asit arasın-
da ise negatif korelasyon (r= -0.457) olduğu saptan-
dı.

Tablo 2. Somatik hücre sayısı (SHS), Albümin (Alb), 
total protein (TP), trigliserit (TG), üre ve ürik asit (ÜA) 
düzeyleri arasındaki korelasyon ilişkisi

Alb TP TG ÜRE ÜA SHS
Alb 1 0.772** -0,208 0,530* -0,376 0.786**

TP 1 0,121 0.731** -0,249 0.466

TG 1 0,041 0,439 -0.241

ÜRE 1 -0,457 0.455

ÜA 1 -0.649**

SHS 1

*(P<0,05), **(P<0,01)

Tartışma ve Sonuç
Mastitis ülkemizde çok yaygın olarak görülmekte 
olup büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır. 
Özellikle subklinik mastitis diğer mastitislere oran-
la çok daha fazla görülmektedir. Erken teşhis edil-
mesi ve uygun olan tedavi yönteminin belirlenmesi 
büyük önem taşımaktadır. Mastitisin memeyi işgal 
eden patojenlere karşı inflamasyon reaksiyonu ol-
masından dolayı sütten somatik hücrelere akan im-
münreaktif hücrelerin ve süt somatik hücre sayıları-
nın dramatik bir şekilde artması en önemli belirteç 
olarak bildirilmiştir [11, 46]. Yaptığımız çalışmada 
subklinik mastitisli olan Anadolu mandalarının sü-
tündeki SHS’deki artışın sağlıklı manda sütündeki 
SHS’ye göre istatistiksel olarak önemli düzeyde 
olduğunu belirledik (P<0.05). Subklinik mastitis, 
süt kompozisyonunda değişiklik ile bağışıklık sis-
teminin baskılanmasına neden olabilmektedir. Sığır 
sütündeki somatik hücre sayısının, meme sağlığı ve 
süt kalitesinin bir göstergesi olduğu ve enflamatuar 
bir uyarandan sonra hücresel bağışıklık tepkisi ile 
ilişkili olabileceği bildirilmiştir [24].

SHS’si yüksek olan subklinik mastitisli manda 
sütlerinde total protein miktarının hafif arttığını ama 
bunun istatistiksel olarak önemli olmadığını belirle-
dik (P>0.05). Subklinik mastitisin proteinlerin kan-
dan süte geçişini kolaylaştıran kılcal geçirgenliği 
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artırabileceği bildirilmiştir [5]. Bizim çalışmamıza 
paralel olarak Şahin ve Kaşıkcı (2014), esmer inek-
lerde SHS ile total protein arasında önemli düzeyde 
pozitif bir korelasyon olduğunu bildirmiştir. Aynı 
şekilde Najafi ve ark. (2009), süt tankındaki hücre 
sayısı ile sütün protein içeriği arasında pozitif bir 
ilişkinin olduğunu, sütün protein fraksiyonlarının 
ilkbahar ve kış aylarında diğer aylara göre daha 
fazla değişim gösterdiğini bildirmişlerdir. Ayşan ve 
ark. (2011) ise süt ineklerinde SHS yüksek olanlar-
da total protein düzeyinin etkilenmediğini bildir-
mişlerdir. 

Subklinik mastitisli manda sütlerinde albü-
min düzeyinin önemli düzeyde arttığını belirle-
dik (P<0.05). Bizim çalışmamıza paralel olarak 
[3,12,44,47], koyunlarda [22] ve keçilerde [23] su-
bklinik mastitisli sütlerde albümin düzeyinin arttığı 
bildirilmiştir. Albümin sentezinin yapıldığı başlıca 
yer karaciğer olup, az miktarda da olsa ekstrahe-
patik olarak meme bezi epitel hücrelerinde üretil-
mektedir [38]. Subklinik mastitis durumda sütteki 
albümin miktarının artması yangısal durumuna bağ-
lı olarak meme bezi epitel hücrelerinde sentezinin 
artmasından ve kan damarlarından sızıntı yaparak 
sütün içine geçmesinden kaynaklanabileceği düşü-
nülmektedir.

Sütteki yağ oranı sütün fiyatlanmasını ve ka-
litesini etkileyen önemli unsurlardan biridir [29]. 
Yaptığımız çalışmada SHS yüksek olan sütlerde 
trigliserit düzeyinin etkilenerek azaldığı, trigliserit 
düzeyi ile süt yağı oranı arasında önemli düzeyde 
negatif korelasyon olduğunu belirledik (P<0.05). 
Bizim çalışmamıza paralel olarak mandalarda [1] 
ve ineklerde [31,32,35] bu ilişkinin önemli olduğu 
bildirilmiştir. Subklinik mastitis durumunda man-
dalarda süt serumunda yağ miktarının azalmasının 
meme bezinin sentez ve sekresyon yeteneğinin 
azalmasından kaynaklanabileceği düşünülmektedir.

Süt ve kandaki üre konsantrasyonu, protein 
alımı, protein türü ve protein enerjisinden kolayca 
etkilenmektedir [48]. Somatik hücre sayısı yüksek 
olanlar manda sütlerinde üre düzeyinin hafif yük-
seldiğini bunun istatistiksel olarak önemli olmadı-
ğını belirledik (P>0.05). Bizim çalışmamıza paralel 
olarak SHS yüksek olan siyah alaca ineklerde üre 
düzeyinin hafif arttığı bunun istatistiksel olarak 
önemli olmadığı bildirilmiştir [7].

Ürik asit düşük molekül ağırlıklı hücre içi bir 
antioksidandır [20]. SHS yüksek olan subklinik 
mastitisli mandaların süt serumunda ürik asit düze-
yinin sağlıklı manda sütüne göre azalmış olduğunu 
belirledik. İnek [14,39] ve keçi [40,41] serumda ürik 
asit düzeyinin arttığı bildirilmiştir. Ürik asit, anti-
oksidant madde olup radikalleri yakalama özelliği 
bulunmakta olup SHS ile ürik asit arasında önemli 
düzeyde negatif korelasyon olduğu (r= -0.649**), 
radikallerin artmasından dolayı süt serumunda ürik 
asit düzeyinin azalmış olabileceği düşünüldü.

Anadolu ırkı manda süt serumunda SHS yük-
sek olan subklinik mastitisli manda sütlerinin seru-
mu sağlıklı olan mandalara göre süt kompozisyonu-
nu değiştirdiği belirlendi. SHS ile trigliserit ve ürik 
asit arasında negatif korelasyon olduğu, albümin, 
total protein ve üre arasında ise pozitif korelasyon 
olduğu saptandı. Anadolu ırkı manda süt serumun-
da sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Yapılan bu 
çalışma ile elde edilen bu bulguların klinik ve labo-
ratuvar bulguları ile birlikte subklinik mastitisi an-
lamada yardımcı olabileceği, tanısal ve prognostik 
olarak kullanılabileceği kanısına varılmıştır.
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Özet: Metisilin Dirençli Staphylococcus aureus (MRSA), antimikrobiyallere karşı geliştirdiği direnç mekanizmaları sa-
yesinde dikkatleri üzerine çekerek günümüzde çok önemli bir konuma sahip olmuştur. Stafilokoklar, insanlarda ve hay-
vanlarda normal mikrobiyota etkeni olarak bulunmasının yanı sıra patojen, humanoz, zoonoz karakterli enfeksiyonlar 
başta olmak üzere lokal ve sistemik enfeksiyonlara neden olan piyojenik karakterli etkenlerdir. Hazırlanan bu derleme 
ile MRSA’nın önemine dikkat çekmek, bilinçli antibiyotik kullanımına vurgu yapmak amaçlanmıştır.
Anahtar kelimeler: MRSA, Metisilin direnci, Stapylococcus aureus.

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus and Importance
Abstract: Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has a very important position today by drawing atten-
tion to its resistance mechanisms developed against antimicrobials. Staphylococci have a pyogenic character that causes 
local and systemic infections, particularly pathogenic, humanotic, zoonotic infections, as well as normal microbiota 
effects in humans and animals. With this review, it is aimed to draw attention to the importance of MRSA and to empha-
size the use of conscious antibiotics.
Key words: MRSA, Methicillin resistance, Staphylococcus aureus.

Giriş

Staphylococcus aureus’lar ölümcül tehlikeye sahip 
mikroorganizmalar olarak geçtiğimiz yüzyıl boyun-
ca tıbbi bilimler alanında oldukça önemli yer bul-
muştur. Stafilokoklar ilk kez 1881 yılında İskoçya’lı 
cerrah ve bakteriyolog Alexander Ogston tarafından 
tanımlanmıştır. Etkenin o dönemde çok ağır klinik 
tabloyla seyreden, tedavisi oldukça zor, ölümcül 
karakterde enfeksiyonlara neden olduğu bilinmek-
tedir [35]. S. aureus’larda bildirilen ilk antibiyotik 
direnci 1920’li yılların sonuna doğru yaygın klinik 
kullanıma giren sülfonamid grubu antibiyotikler-
le başlamıştır. 1928 yılında Alexander Fleming’in 
penisilini bulmasından sonra 1940 yılında Forey ve 
Chain tarafından penisilinin üretiminin başarılması 
ile stafilokokal enfeksiyonların tedavisinde önemli 
bir aşama kaydedilmiştir [8]. Ancak penisilinin yay-
gın bir şekilde klinik kullanıma girmesiyle birlikte 
yaklaşık dört yıl içerisinde penisiline dirençli (be-
ta-laktamaz enzimi sentezleyen) S. aureus suşları-
nın varlığı açıklanmıştır. Stafilokoklarda beta-lakta-
maz (penisilinaz) sentezlenmesi ilk olarak 1944’te 
Kirby tarafından bildirilmiştir. Bu tarihten itibaren 
S. aureus suşlarında penisilin direnci giderek art-

mış, 1951 yılında çoklu dirençli S. aureus suşlarının 
varlığı bildirilmiştir [30].

Penisiline karşı oluşan direnç problemine 1959 
yılında beta-laktamaz enzimine dayanıklı, semisen-
tetik (yarı sentetik) bir penisilin olan metisilin ile 
çözüm bulunmuştur [41]. 1960 yılında metisilinin 
ve daha sonra da penisilinaza (beta-laktamaz) di-
rençli diğer penisilinlerin kullanıma girmesiyle bir-
likte stafilokokal enfeksiyonların tedavisinde önem-
li başarılar elde edilmiştir. Metisilinin çok yaygın 
ve özensiz kullanımı ile bulunan bu çözüm de uzun 
sürmemiş, kısa bir süre sonra SCCmec (SCC, Stap-
hylococcal Casette Chromosome; mec, metisilin 
direncine neden olan genetik eleman) klonlarının 
kazanılmasıyla S. aureus suşlarında çoklu antibiyo-
tik direnç problemi ortaya çıkmıştır. İlk olarak 1961 
yılında İngiltere’de Jevons tarafından metisilin di-
rençli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatları ta-
nımlanmıştır [24].

MRSA’da direnç probleminin artması ile bir-
likte dünya genelinde başta nozokomiyal yani has-
tane kaynaklı enfeksiyonlar (HA-MRSA-Hospital 
Acquired MRSA) olmak üzere, toplumsal kaynaklı 
(CA-MRSA-Community Acquired MRSA) ve hay-
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vansal kaynaklı (LA-MRSA-Livestock Acquired 
MRSA) enfeksiyonlara neden olduğu bilinmektedir. 
HA-MRSA yüksek mortalite ile seyreden enfeksi-
yonların en önemli nedenleri arasında gösterilmek-
tedir [9, 33].

Günümüzde MRSA enfeksiyonlarının tedavi-
sinde en çok kullanılan antibiyotikler ise vankomi-
sin ve teikoplanindir. Bunların yanı sıra linezolid, 
daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotikler de 
kullanılmaya başlamıştır. Buna rağmen stafilokok-
larda görülen hızlı direnç gelişimi her iki yeni antibi-
yotiğe karşı da ortaya çıkmıştır. 1996 yılında VISA 
(Vancomycin Intermediate S. aureus) izolatları ve 
2002 yılında da VRSA (Vancomycin Resistant S. 
aureus ) izolatları görülmeye başlanmıştır. Linezo-
lid ilk kez 2000 yılında klinik kullanıma girmiş ve 
bundan yaklaşık bir yıl gibi çok kısa bir süre sonra 
ilk linezolid dirençli MRSA izolatı tanımlanmıştır. 
Daha sonra benzer bir şekilde, daptomisin ilk kez 
2003 yılında klinik kullanıma girmiş ve kullanıma 
girdikten iki yıl sonra daptomisin dirençli MRSA 
izolatları tanımlanmıştır [43].

Stafilokoklarda Metisilin Direnç Mekanizmaları
Metisilin, beta-laktamaz enziminin hidrolizine di-
rençli penisilin grubu antibiyotikler içerisinde ilk 
elde edilen ve klinik kullanıma ilk giren antibiyotik-
tir [24]. Metisilin direnci, beta-laktamaz enzimiyle 
hidrolize olmayan beta-laktam antibiyotiklere (me-
tisilin, oksasilin, kloksasilin, dikloksasilin) karşı 
gözlemlenen direnç olarak adlandırılır. Metisilin 
direnci, aynı zamanda intrinsik direnç yoluyla yani 
antibiyotiği inaktive eden faktörün beta-laktamaz 
enzimiyle değil, kromozomal yolla meydana geldi-
ği bilinir [6].

S. aureus’ta metisilin direnci, penisilinaz (be-
ta-laktamaz) üretiminden farklı bir mekanizma 
olan “Penisilin Bağlayan Protein” (PBP)’ler ile 
gerçekleşmektedir. PBP’ler, peptidoglikan öncül-
lerini yapılmakta olan hücre duvarına taşımak ve 
bağlamakla görevlidir. Metisiline duyarlı S. aureus 
(MSSA)’larda, beş adet “Penisilin Bağlayan Pro-
tein” (PBP) bulunurken, MRSA’larda bunlara ek 
olarak PBP2 ya da PBP2a olarak adlandırılan 78 
kDa ağırlıkta olan farklı bir PBP sentezlenmekte-
dir [16]. PBP2/2a, diğer PBP’lerden farklı olarak 
beta-laktam yapısındaki antibiyotiklere karşı düşük 
affinite göstermektedir. Dolayısıyla, beta-laktam 

grubu antibiyotik varlığında, yüksek affinite göste-
ren PBP’lerin fonksiyonunu görerek peptidoglikan 
sentezini sürdürebilme yeteneğine sahip olan tek 
transpeptidazdır [14, 25].

Duyarlı stafilokok izolatlarında beta-laktam-
lar, duvar prekürsörleri ile yarışarak enzimin aktif 
bölgesine bağlanıp, bu transpeptidasyon basamağı-
nı inhibe ederler. Ancak, doğal prekürsörden farklı 
olarak, bu bağlanmanın geriye dönüşlü olmaması 
nedeni ile PBP aktivitesi kalıcı olarak bloke edilir 
ve bakteriyel ölüm gerçekleşir. Bakteri duvarındaki 
peptidoglikanın çapraz bağlanmasını sağlayan diğer 
PBP’ler beta-laktamlar varlığında inaktive olurken, 
PBP2/2a beta-laktamlara karşı düşük affiniteye sa-
hip olduğundan, inaktive olmuş PBP’lerin yerine 
geçer ve varlığında hücre duvarı peptidoglikan sen-
tezi tamamlanır [14, 25]. Bu proteinlerin bir kısmı 
iki fonksiyonlu olup hem transglikosidaz hem de 
transpeptidaz aktivitesine sahiptir [20]. S. aureus, 
bir adet iki fonksiyonlu PBP2 ve tek fonksiyonlu 
PBP1, PBP3 ve PBP4 olmak üzere üç adet PBP’ye 
sahiptir [25]. MRSA’da temel direnç mekanizması, 
beta-laktam grubu antibiyotiklere karşı düşük affi-
niteye sahip yeni bir penisilin bağlayan protein olan 
PBP2/2a sentezine dayanmaktadır [6, 29].

PBP’leri mecA ve mecC olarak adlandırılan 
genler kodlamaktadır ve bu genler bakteri kromozo-
munda SCCmec kasetleri üzerinde yer almaktadır. 
MRSA’lar bu gene sahipken MSSA’larda bu gen 
bulunmamaktadır. SCCmec kasetlerinin büyüklük-
leri 20 kb’dan 68 kb’a kadar değişkenlik gösteren 
11 tipi (Tip I-XI) bulunmaktadır[1, 2, 39]. Tip I, IV 
ve V, sadece yapısal ve regülatör genler ile rekom-
binaz genlerini içerir. Bu alt tiplerde, transpozon 
elemanları ve beta-laktam antibiyotik dışındaki an-
tibiyotiklere dirençten sorumlu olan genler bulun-
mamaktadır. HA-MRSA’lar SCCmec kasetleri üze-
rinde alt tip I, II ve III’ü içerirken, CA-MRSA’lar 
SCCmec kasetleri üzerinde alt tip IV ve V’i içer-
mektedir [1, 2, 20].

MRSA’larda mecA geninin varlığı ile ortaya 
çıkan bu direnç, fenotipik laboratuvar testlerinde 
homojen direnç ve heterojen direnç olmak üzere 
iki şekilde ortaya çıkmaktadır. Homojen direnç, 
koloniyi oluşturan tüm S. aureus’ların mecA ge-
nine sahip olması ve tamamında da bu genin aktif 
olması durumudur. Oluşan yüksek direncin çevre-
sel faktörlerle ilişkisi bulunmamaktadır [36]. mecA 
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geninin tamamında aktif olması durumunda ortaya 
çıkan fenotipik direnç yüksek düzeydedir. Homojen 
dirençte bakterilerin tamamı yüksek konsantrasyon-
daki metisilin varlığında üreyebilme özelliği gös-
tererek yüksek düzeyde direnç ortaya koyarlar [6, 
18]. MRSA’larda görülen bu yüksek direnç yakın 
geçmişe kadar nadiren görülmekteyken günümüz-
de oldukça fazla rastlanmaktadır. Heterojen direnç, 
koloniyi oluşturan tüm S. aureus suşlarının mecA 
genini taşımalarına rağmen yüksek direncin 106-108 
bakteriden birinde belirlenebilmesi olarak tanım-
lanmaktadır ve izolasyon uygulamaları sırasında en 
sık karşılaşılan direnç şeklidir [19, 20]. Heterojen 
direnç gösteren MRSA’larda, stafilokokların ço-
ğunluğu (%99) düşük metisilin konsantrasyonlarına 
(1-5 µg/mL) duyarlı iken, 102-108 stafilokoktan biri 
yüksek metisilin konsantrasyonlarına (≥50 µg/mL) 
direnç göstermektedir [6, 7].

Heterojen direnç gösteren MRSA suşları, NaCl 
veya sukrozlu besiyeri kullanılması, düşük derecede 
inkübasyon gibi bazı özel kültür koşullarının sağ-
lanması durumunda homojen direnç gösterir hale 
gelmektedir. Değişik kültür koşullarına göre diren-
cin ortaya konulmasında meydana gelen bu değişik-
lik geçicidir ve tamamen fenotipiktir [6]. Homojen 
direncin ortaya çıkmasını arttıran bazı koşulların 
bakteri otolizisindeki değişikliklerle ilişkili olduğu 
gözlemlenmiştir [5, 7, 23]. S. aureus suşlarında di-
rençten sorumlu geni taşımalarına rağmen heterojen 
direncin görülme nedeninin, mecA geninin fonk-
siyonunu kontrol ettiği düşünülen fem (factors es-
sential for the expression of methicillin resistance) 
faktörü olarak tanımlanmış genlerden ileri geldiği 
bilinmektedir. Heterojen direncin gelişiminde fem 
A ve fem X kontrol genlerinden bir veya birkaçının 
mecA geninin ekspresyonunu inhibe etmesine bağlı 
olduğu düşünülmektedir [6, 23]. 

MRSA suşlarında olduğu gibi MSSA suşların-
da da fem faktörleri bulunabilmektedir [4, 10, 19]. 
fem faktörünün yanı sıra mecR1-mecI sistemi yer 
almaktadır. mecA geni, mecR1 ve mecI olmak üzere 
iki regülatör gen ile kontrol edilmektedir. mecR1 ve 
mecI genleri beta-laktamaz geninin regülatör gen-
leri olan blaR1 ve blaI ile yapı, fonksiyon ve re-
gülasyon mekanizması açısından benzerlik göster-
mektedir [28]. BlaI, blaI geni tarafından kodlanan, 
beta-laktamaz geninin transkripsiyonunu inhibe 
eden bir proteindir. BlaR1 ise blaR1 geni tarafından 

kodlanır ve beta-laktamaz varlığında beta-laktamaz 
gen transkripsiyonunu sağlar. mecI ve mecR1, mecA 
için aynı düzenleyici rolü oynar. mecI, mecA’yı bas-
kılayan bir protein, mecR1 ise sinyal uyarıcı bir pro-
tein kodlar [27, 28].

Fenotipik direnci ortaya çıkaran diğer durum 
ise beta-laktamaz plazmidi olarak bilinmektedir. 
Beta-laktamaz enzim yapımı blaZ geni tarafından 
kodlanır. Antirepresör olan blaR1 ve represör olan 
blaI olmak üzere iki gen tarafından kontrol edilir. 
Ortamdaki beta-laktam, BlaR1’e (transmembran 
proteini) bağlanır ve bakterinin dışından içine sin-
yal iletimini sağlayarak beta-laktamaz enziminin 
sentezinin başlamasında rol oynar. Böylece meti-
silin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasında 
etkili bir rol üstlenmiş olur [38].

MRSA’ların çoğunda beta-laktamaz genini ta-
şıyan plazmid bulunması ve mecR1-mecI sisteminin 
defektif olması nedeniyle mecA geninin esas olarak 
“bla sistemi” ile indüklendiği düşünülmektedir [6, 
7]. Beta-laktam grubunda yer alan bir antibiyotik 
ile indüksiyon yapıldığında, blaR1-blaI sisteminde 
meydana gelen indüklenme, mecR1-mecI sistemin-
den daha hızlı olmaktadır. Aynı zamanda mecR1-me-
cI sistemi ile kıyaslama yapıldığında, mecA geninin 
baskılanması, blaR1-blaI sistemine göre daha zayıf 
olmaktadır [17].

MRSA’larda mecC geninin varlığı ilk olarak 
2007 yılında Güneybatı İngiltere’de sığır mastitisi-
nin epidemiyolojik bir çalışması sırasında tank sütü 
örneklerinden MRSA izolasyonu ile saptanmıştır 
[12]. LGA251 olarak adlandırılan MRSA suşunun 
mecA geni ve PBP2/2a için doğrulayıcı testlerde 
tamamı negatif olarak belirlenmiştir. “Wellcome 
Trust Sanger Institute”, LGA251 suşunun , baş-
langıçta mecALGA251 olarak adlandırdığı yeni bir 
mecA geni homoloğu taşıdığını ortaya koşmuştur 
[13]. LGA251 suşunun DNA’sı mecA genine %69 
ve PBP’lerin amino asit kompozisyonuna %63 ora-
nında özdeşleştiği saptanmıştır. LGA251 suşundan 
alınan SCCmec dizisi “Working Group on the Clas-
sification of SCC” tarafından değerlendirilerek Ka-
sım 2009 yılında Tip XI SCCmec geninin varlığını 
bildirmiştir ve mecALGA251 olarak adlandırılan 
gen, 2012 yılında mecC olarak yeniden adlandırıl-
mıştır [21, 22]. mecC geni tarafından kodlanmış 
PBP’lerin işlevi, β-laktam direncinin rolü ve dik-
kate değer farklılıkları, yapılan çalışmalar ile bildi-
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rilmiştir. mecC tarafından kodlanan PBP’ler, β-lak-
tam’a karşı yüksek affinite gösterirken, mecA geni 
tarafından kodlanan PBP’ler daha az affinite gös-
termiştir [26]. Termostabilite ve sıcaklık değerle-
rindeki aktivasyonu ile ilgili değerlendirmelerde ise 
mecC geni tarafından kodlanan PBP’ler, mecA geni 
tarafından kodlanan PBP’lerden daha kararsız yapı-
ya sahip olduğu bildirilmiştir[26]. Bu karakterizas-
yonlar, MRSA’nın PBP2 fonksiyonunu ve metisilin 
direncindeki rolünü teyit etmektedir. mecA ve mecC 
genleri tarafından kodlanan proteinlerin davranış-
larında önemli farklılıklar vardır. Bu moleküllerin 
ayrımında yapısal ve evrimsel temeller henüz tam 
olarak belirlenememiştir ve bu konuda araştırmalar 
devam etmektedir [44]. 

Sonuç ve Öneriler

MRSA prevalansı ülkemizde ve dünyada hızla art-
maktadır. Prevalans ülkeler arasında, hastaneler 
ve hastanelerin farklı üniteleri arasında da değişik 
oranlar göstermektedir. MRSA çoklu ilaç direnci 
göstermesi nedeniyle günümüzde kullanılabilecek 
antibiyotik seçeneklerini oldukça kısıtlamaktadır. 
Tek başına bir antibiyotik yeterli olmamakta ve 
mutlaka kombine antibiyotik tedavisi uygulanma-
lıdır. Bu kapsamda kullanılabilecek antibiyotikler; 
vankomisin, linezolid, kinupristin, dalfopristin, 
daptomisin daha çok tercih edilmekte ve kombine 
şekilde kullanılmaktadır [8, 42, 43].

Hekimliğimizde hayvan türleri arasında göz-
lemlenen MRSA prevalans artışının temelinde bi-
linçsiz ve akılcı olmayan antibiyotik kullanımı söz 
konusudur [11]. Veteriner Hekimlik alanında anti-
biyotik kullanımı öncesi en kolay ve ekonomik me-
tot olan antibiyogram uygulamasının yapılması ve 
doğru antibiyotiklerin tercih edilmesi gerekmekte-
dir. Bu doğrultuda Veteriner Hekim kontrolünde an-
tibiyotik kullanımı ile ilgili sıkı önlemler alınmalı, 
hayvanlarda kullanılan antibiyotiklerin türü, miktarı 
ve bu antibiyotiklere karşı oluşan direnç izlenmeli, 
uygun süre ve dozlarda kullanımına dikkat edilmeli, 
kontrolsüz ve aşırı ilaç kullanımından kaçınılmalı-
dır.
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Özet: İlk keşfedildiği yıllardan bu yana aşılar, infeksiyöz hastalıkların kontrolü için en etkili, nispeten ucuz maliyetli ve 
sürdürülebilir bir yöntem olarak kullanılmıştır. Bugün veteriner hekimlikte çoğunlukla canlı attenüe, inaktif ve toksoid 
aşılar kullanılmakla birlikte, daha güvenilir ve etkili aşılara olan gereksinimden dolayı, rekombinant DNA teknolojisi 
önemli bir strateji olarak ortaya çıkmıştır. Tüm dünyada bu teknolojinin kullanıldığı aşı geliştirme çalışmaları devam 
etmektedir. Bu derlemede, veteriner hekimlikte hali hazırda kullanılan ve çeşitli hayvan türlerinin önemli bazı infeksi-
yonlarını kontrol altına almak için üzerinde çalışmalara devam edilen rekombinant aşılara yer verilmiştir.
Anahtar kelimeler: Aşı, DNA, Rekombinant, Veteriner

The Use of Recombinant DNA Technologies in Veterinary Vaccines
Abstract: Since their first exploration, vaccines have been used as the most effective, relatively inexpensive and sus-
tainable method of controlling infectious diseases. Today, most of the licensed veterinary vaccines are in the form of 
live attenuated, inactive and toxoids. However, recombinant DNA technology has emerged as an important strategy 
because of the need for more effective and safety vaccines. All over the world, vaccine development studies using this 
technology are ongoing. In this review, currently used recombinant vaccines in veterinary medicine and also ongoing 
researches on development of new recombinant vaccines to be used to control some vital infections of various animal 
species were discussed.
Key words: DNA, Recombinant, Vaccine, Veterinary

Giriş

Hastalıklara karşı koruma sağlamak amacıyla vü-
cuda verilmek üzere tasarlanmış, zayıflatılmış veya 
inaktif hale getirilmiş patojenler olarak tanımlanan 
aşılar, tarihsel süreç içerisinde immunoloji, mole-
küler biyoteknoloji, biyokimya, genomiks ve pro-
teomiks alanlarındaki gelişmelerle birlikte daha 
yeni teknolojilerle üretilebilir hale gelmiştir. Aşı 
teknolojilerindeki gelişmeler, farklı avantajlara sa-
hip aşıların geliştirilmesine olanak sağlamıştır. Bu 
teknolojilerden biri de rekombinant DNA (rDNA) 
teknolojisidir. Hastalık etkenlerine ait çeşitli genle-
rin klonlanması, ekspresyon sistemlerinde eksprese 
edilmesi ve saflaştırılması esasına dayanan gerek 
insan hekimliği gerekse veteriner hekimlikte kul-
lanılmakta olan rekombinant aşılar bulunmaktadır. 
Birçok hastalığa karşı rDNA teknolojisinin kullanıl-
dığı aşı geliştirme çalışmaları da devam etmektedir 
[14]. 

Rekombinant DNA teknolojisi
rDNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olayla-
rının yapay bir şekilde gerçekleştirilmesi esasına 

dayanmaktadır. Teknoloji, çeşitli kaynaklardan elde 
edilen ve istenilen bir gen sekansına sahip DNA 
parçalarının uygun bir vektör aracılığıyla başka bir 
konağa (ekspresyon sistemleri) aktarılmasını içerir. 
Multidisipliner uygulamalara sahip olan bu tekno-
loji, aynı zamanda yaşamla ilgili olarak sağlığın iyi-
leştirilmesi, gıda kaynaklarının artırılması ve farklı 
çevresel olumsuz etkilere karşı direnç gibi önemli 
konulara çözüm getirme potansiyeline de sahiptir. 
Rekombinant farmasötiklerin günümüzde güvenle 
kullanılmasının yanında bu teknoloji, gen terapisi 
ve genetik modifikasyonlar ile birlikte biyosağaltım 
ve önemli hastalıklara müdahalede kullanılmaktadır 
[14]. Aşı veya teşhis aracı geliştirilmesinde, attenüe/
inaktif hücre kültürü mikrobiyel etken antijenlerinin 
büyük miktarlarda elde edilmesindeki güçlükler, bu 
teknolojinin kullanılması ile aşılabilmektedir.  
rDNA teknolojisi kullanılarak, istenilen gen ürünü 
protein, büyük miktarlarda, saf ve natif formda elde 
edilebilmektedir. Seriden seriye (“batch”den “bat-
ch”e) varyasyon göstermemesi ve güvenilir ürünler 
olması, rekombinant proteinlerin konvansiyonel 
yöntemlerle üretilen aşılara göre sahip olduğu en 
önemli avantajdır [2].
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Rekombinant DNA teknolojisinin veteriner 
aşılarda kullanımı
Rekombinant DNA teknolojisi ile geliştirilen aşılar 
“rekombinant aşı” olarak adlandırılmaktadır [10]. 
Rekombinant aşıların hastalığa neden olmamaları 
ve güçlü immun yanıt oluşturmaları önemli avantaj-

larındandır. İlk rekombinant aşılar, yaban hayatında 
kuduz hastalığını kontrol altına almak için 1980’le-
rin sonlarında geliştirilmiştir [25]. 

Şu an piyasada ticari olarak bulunan rekombi-
nant veteriner aşılar Tablo 1’de sunulmuştur.

Tablo 1. Mevcut ticari rekombinant veteriner aşıları
Hedef Patojen Hedef Hayvan Marka İsmi Özelliği Kaynak
Brucella abortus Sığır RB-51 Rifamisin dirençli R [19].
Streptococcus equi At Equilis StrepE aroA silinmiş canlı aşı [13].
Chlamydophila abortus Koyun Ovilis Enzovax Isıya duyarlı canlı aşı [4].
Mycoplasma synoviae Tavuk Vaxsafe MS Isıya duyarlı canlı aşı [20].
Mycoplasma gallisepticum Tavuk Vaxsafe MG Isıya duyarlı canlı aşı [3].
Salmonella spp. Hindi ve tavuk Megan Vac1 Çift geni silinmiş S. Typhimurium [1].
Bordetella avium Hindi Art Vax Isıya duyarlı canlı mutant suş [12].
BHV-1 Sığır Bovilis IBR Marker gE geni silinmiş marker aşı [28].
Equine Influenza Virus At Proteq-Flu Canarypox virus vektör aşısı [18].
West Nile Virus At West Nile- Innovator DNA DNA aşısı [7].
HTV ve IBDV Tavuk Vaxxitek HVT + IBD Canlı rekombinant aşı [6].
NDV Tavuk NA HN rekombinant aşı [24].
H5N1 ve NDV Tavuk Vectormune FP-ND Fowlpox virus vektör aşı [24].
Kuduz Köpek Raboral Vaccinia virus rekombinant aşı [17].
Parvovirus Köpek Recombitek Canine Parvo Canarypox virus vektör aşısı [23].
Kedi Lösemi Aşısı Kedi Eurifel FeLV Canarypoxvirus vektör aşısı [23].
IHN Alabalık Novartis DNA aşısı [27].

Sığır, koyun ve keçiler için rekombinant aşı-
lar: Sığırların klinik ve ekonomik açıdan önemli 
hastalıkları; sığır solunum sistemi kompleksi (ship-
ping fever), inek-buzağı işletmelerindeki solunum 
sistemi infeksiyonları ve yavru atmalardır. Bu has-
talıklara yönelik rekombinant aşı denemeleri günü-
müzün güncel çalışma konularındandır. Amerika 
Birleşik Devletleri (ABD)’nde şu an kullanım için 
ruhsatlandırılmış rekombinant sığır, koyun ve keçi 
için rekombinant aşılar piyasada bulunmamakla 
birlikte [11]; İnfeksiyöz Sığır Rinotraheitisi (IBR) 
eradikasyon programı için doğal olarak oluşan gli-
koprotein E (gE) silinmiş IBR aşısı Avrupa Birliği 
tarafından onaylanmıştır. IBR, besi sığırlarında so-
lunum yolu hastalıklarının yanı sıra üremeyle ilgili 
hastalıklar, konjuktivitis ve sinir sistemi hastalıkla-
rından sorumlu bir Herpesvirus infeksiyonudur. gE 

geninin silinmesi, IBR virusunu zayıflatmakta ve 
sığırların sekresyonlarıyla saçılımını engellemek-
tedir. Bu modifiye edilmiş canlı aşı, her yaş sığır 
için immunojeniktir ve güvenlidir [11]. Hastalıkla-
rın eradikasyon programları için, DIVA yaklaşımı 
olarak bilinen, infekte olanları aşılanmış hayvanlar-
dan ayırt etme işlemi önemlidir. Gen silinmiş veya 
marker aşıların kullanımı, aşı içindeki marker veya 
vahşi türe ait viruslara özgü proteinlere yönelik 
antikorların test edilmesine olanak sağlamakta ve 
doğal olarak maruz kalan hayvanlardan aşılananla-
rı ayırt etmek için kullanılmaktadır. Bu aşının bir 
diğer önemli avantajı gE silinmiş aşı virusunun ve 
vahşi IBR viruslarının PCR ile ayırt edilebilmesidir. 

BVDV(Sığır Viral Diyare Virusu) sığırlarda so-
lunum, enterik, göz infeksiyonları ve aynı zamanda 
abortlara neden olan viral bir hastalıktır. E2 yüzey 
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glikoproteini virus üzerindeki bir immunojendir ve 
BVDV’nin E2 protein genini kullanarak DNA aşıla-
ması hastalığa karşı koruma sağlamaktadır [21]. E2 
proteini geni ile yapılan DNA aşılanmasının ardın-
dan rekombinant E2 proteini ile bir rapel aşılamanın 
BVDV patojenik NY suşuna karşı iyi koruma sağla-
dığı ortaya konulmuştur [16]. 

Sığırlarda shipping fever ile koyun ve keçilerde 
başlıca pnömoniye neden olan M. haemolytica’ya 
yönelik kullanılan aşılar, etkenin primer virülens 
faktörü olan lökotoksin üzerine odaklanmıştır. Lö-
kotoksin geni, hücre hatlarında olduğu kadar bit-
kilerde de klonlanmış, eksprese edilmiş ve rekom-
binant proteinin lökotoksin nötralizan antikorları 
uyardığı belirlenmiştir [15]. PlpE olarak adlandı-
rılan, büyük bir M. haemolytica yüzey lipoprotei-
ni de potansiyel aşı adayı olarak tanımlanmış ve 
buna karşı oluşan antikorların kompleman aracılı 
M. haemolytica’yı öldürmede etkili olduğu bildiril-
miştir. Bir rekombinant PlpE proteini laboratuvarda 
eksprese edilmiş, ticari bir M. haemolytica aşısına 
eklenmiş ve buzağılarda korunmayı arttırdığı bildi-
rilmiştir [5]. 

Yeni doğanlarda öldürücü ishallere neden olan 
enterotoksijenik E. coli (ETEC)’lerde bulunan pi-
luslar, E.coli’nin bağırsak epiteline adezyonunu, 
ve kolonizasyonunu sağlayarak infeksiyonun olu-
şumuna neden olurlar. K99 fimbrial antijene sahip 
E. coli suşları genellikle sığır, koyun ve keçilerde 
ishale neden olmaktadır. FanC, bu immunojenik 
K99 proteininin ana alt birimidir. Bitkilere yabancı 
genlerin verilmesi için bir yöntem olan Agrobacte-
rium aracılı transformasyon, yenilebilir bir aşı geliş-
tirmenin ilk adımı olarak, K99’un FanC alt birimini 
soya fasulyesinde eksprese etmek, üzere başarılı bir 
şekilde kullanılmıştır [26]. Farelere soya fasulye-
sinden ekstrakte edilen protein enjekte edildiğinde, 
FanC’ye spesifik antikorlar ve sitotoksik T hücresi 
yanıtlarının geliştiği bildirilmiştir [11]. 

Brucella abortus için genetik olarak tasarlan-
mış aşıların (rekombinant genler, proteinler, vek-
törler ve modifiye B. abortus suşları) geliştirilmesi, 
etkinliğinin test edilmesi ve immunolojik cevapla-
rın değerlendirilmesine yönelik çeşitli çalışmalar 
yapılmıştır. Bununla birlikte birkaç istisna dışında, 
bu rekombinant aşıların çoğu hedef tür olan sığırda 
test edilememiş veya sığırlarda koruma oluşturma-
mıştır [9].

Kanatlılarda rekombinant aşılar: Kümes hay-
vanları için ABD’de lisanslı 11 tane rDNA aşısı bu-
lunmaktadır. Bu aşıların 10 tanesi, konakçının ba-
ğışıklık sistemini uyarmak için spesifik genler ver-
mek amacıyla tasarlanmış canlı rekombinant viral 
vektör aşılardır. Bunlardan yedi tanesinde seçilen 
patojen genleri eksprese etmek için vektör olarak 
zayıflatılmış kanatlı çiçek virüsü (FPV) kullanıl-
maktadır. Üçünde ise zayıflatılmış, Marek hastalığı 
virusu (MDV) veya vektör olarak yakından ilişkili 
patojen olmayan hindi Herpesvirusu kullanılmak-
tadır. Bakteriyel patojen olan Salmonella spp. için 
sadece bir lisanslı aşı vardır. Bu aşı zayıflatılmış bir 
bakteride çift gen silinmesiyle oluşturulan mutant 
bir aşıdır [11]. 

Balıklar için rekombinant aşılar: Su ürünle-
ri yetiştiriciliğinde yaklaşık 20 yıldır aşı kullanımı 
yaygınlaşmıştır. Balık aşıları; deniz ve tatlı su balık-
larını etkileyen viral ve bakteriyel patojenleri içeren 
konvansiyonel aşılardır [11]. ABD’de şu anda ba-
lıklar için kullanılan rekombinant aşı bulunmamak-
tadır. Norveç’te rekombinant İnfeksiyoz Pankreatik 
Nekroz Virusu (IPNV) aşısı, Şili’de SRS ve IPNV 
için subunit rekombinant bir aşı, Kanada’da çift-
liklerde yetiştirilen Atlantik somonunda İnfeksiyoz 
Hemorajik Nekroz Virusu (IHNV) için bir DNA 
aşısı onaylanmıştır. IPNV aşıları, virus parçacıkları-
nın ve önemli bir antijenin ana bileşenini oluşturan 
VP2 proteinine dayanmaktadır [11]. Kanada’daki 
IHNV aşısı, hayvanlarda kullanılan ilk DNA aşısı-
dır. Viral hemorajik septisemi, dünya genelinde ba-
lıkları etkileyen ve alabalıklarda da ciddi kayıplara 
neden olan rhabdovirusun neden olduğu bir hasta-
lıktır. Modifiye edilmiş bir Bakulovirus ile infekte 
olmuş ve virusun majör antijenik glikoproteinini 
içeren, böcek hücrelerinde üretilen rekombinant 
subunit aşısı geliştirilmiş olmakla birlikte, yüksek 
maliyetli olması nedeniyle ticari kullanım için ABD 
tarafından onaylanmamıştır [8]. 

Kedi, köpek ve atlar için rekombinant aşılar: 
Kanarya çiçek virusu, diğer kuş olmayan türler-
de kullanılmak üzere bir virus vektörüne aktarıla-
rak rekombinant aşı olarak denemeler yapılmıştır. 
Memelilerde serbest olmayan hücrelerde yineleme 
ve çoğalmayı tamamladığı ayrıca güçlü bir bağışık-
lık tepkisi uyandırdığı ve nonavian türlerde çoğala-
madığı için güvenle kullanılmaktadır. Memelilerde 
kanarya çiçek virusu vektörleri tarafından uyarılan 
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hem humoral hem de hücresel bağışıklığın gelişimi 
ve korunma süresinin iyi olduğu bilinmektedir [22].

Köpek aşıları arasında RECOMBITEK Lyme, 
RECOMBITEK Canine Distemper, RECOMBI-
TEK Ferret Distemper (ferretlerde kullanım için 
onaylanmıştır) ve PURVAX Canine Kuduz rekom-
binant aşıları bulunmaktadır. Ticari olarak bulunan 
Canarypox vektör temelli kedi aşıları; PUREVAX 
Feline Rabies, EURIFEL Feline Lösemi ve PURE-
VAX Feline Lösemi NF’yi içermektedir [11]. 

West Nile Virus (WNV), 2002’de ortaya çıkan 
ve tüm atların yaklaşık üçte birinde hastalık oluştu-
ran sivrisinek yoluyla bulaşan viral bir hastalıktır. 
Merial firmasının RECOMBITEK WNV aşısı, atlar 
için koruyucu bağışıklık sağlayan; ancak atta çoğal-
mayan ve tamamen güvenli hale getiren bir aşıdır. 
İnfluenza’ya karşı Canarypox temelli rekombinant 
aşı (ProteqFlu, Merial) iki farklı vektör içerir. Bun-
lardan biri ABD at İnfluenza suşu, immünojenik 
hemagglutinin geni ve diğeri ise at İnfluenza viru-
sunun Avrupa suşundan hemagglutinin genini taşır. 
ProteFlu-Te (Merial) aşısı, at İnfluenza Canarypox 
vektörlerini, tetanoz toksoidi sulandırıcı ajanı içeri-
sinde içermektedir [11].

Sonuç

Rekombinant DNA teknolojisindeki ilerlemelere 
bağlı olarak, konak bağışıklık istemi ve hastalık 
etkenlerinin genetik yapısı hakkındaki güncel ça-
lışmalar sonucunda, şu anda hiçbir kontrol önlemi-
nin mevcut olmadığı hastalıklara karşı yeni aşıların 
geliştirilmesi, günümüzün güncel koruma kontrol 
stratejilerinin başında yer almaktadır. Bu bağlamda 
moleküler biyoloji ve genetik bilim dallarının geli-
şimine paralel olarak, birçok hastalığa karşı kulla-
nılmakta olan rekombinant aşılar geliştirilmiştir. Bi-
lim adamları geleneksel aşı uygulama yollarını kul-
lanmanın yanı sıra birçok bireyi aynı anda aşılamayı 
sağlayan ve enjeksiyonun olmadığı yeni sistemler 
üzerine de çalışmaktadır. Sonuç olarak; rekombi-
nant aşılar üzerine yapılacak olan yeni çalışmaların, 
mevcut aşıların uygulanma yollarına alternatif sun-
maya, aşısı olmayan fakat ekonomik açıdan önemli 
hastalıklar için aşıların geliştirilmesine veya koru-
ma sağlamayan ya da yetersiz kalan mevcut aşıların 
güncellenmesine odaklanması gerekmektedir.
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Özet: Sığır yetiştiriciliğinin önemli hastalıklarından biri olan yenidoğan buzağı ishalleri virus, bakteri, protozoon gibi 
birçok enfeksiyöz ajanın yanı sıra çevresel koşullar, bakım ve beslenme gibi etkenlerden de kaynaklanabilmektedir. Vi-
ral enfeksiyöz etkenlerin başında sıklıkla Bovine Rotavirus A, Cryptosporidium parvum, Bovine Coronavirus ve E. coli 
gibi etkenler tespit edilmektedir. Son yıllarda ise hem insanlarda hem de hayvanlarda önemli enfeksiyonlara neden olan 
Caliciviruslar yenidoğan buzağı ishallerinden sorumlu ajanlar olarak kabul edilmektedir. Caliciviruslardan Norovirus 
genogrup III ve Nebovirus “Bovine Enteric Caliciviruslar (BEC)” olarak tanımlanmaktadırlar. Bu etkenler günümüzde 
buzağı ishallerinin rutin teşhisinde yer almamasına karşın yapılan çalışmalar BEC’lerin tek başına ya da diğer entero-
patojenler ile birlikte buzağı ishal olgularının gelişmesinde önemli rol oynadığını ortaya koymaktadır. Bu derleme ile 
Bovine Enteric Calicivirusların yapısal özellikleri ve bu virusların neden olduğu enfeksiyonlara ilişkin detaylı bilgilerin 
sunulması amaçlanmıştır. 
Anahtar kelimeler: Bovine Norovirus, Buzağı ishalleri, Nebovirus

Caliciviruses as Important Viral Agents of Newborn Calf Diarrhea
Summary: Newborn calf diarrhea, which is one of the important diseases of cattle breeding, could be caused by many 
infectious agents such as virus, bacteria, protozoon as well as environmental conditions, care, and nutrition. Bovine 
Rotavirus A, Cryptosporidium parvum, Bovine Coronavirus and E. coli are the most commonly detected viral infec-
tious agents. Recently, Caliciviruses, which cause important infections in both humans and animals, are accepted as 
agents responsible for newborn calf diarrhea. Norovirus genogroup III and Nebovirus are identified as “Bovine Enteric 
Caliciviruses (BEC)”. Although these enteropathogens are not included in the routine diagnosis of calf diarrhea, studies 
showed that BECs play an important role in calf diarrhea alone or along with the other enteropathogens. In this review, 
we aimed to present detailed information about structural features of Bovine Enteric Caliciviruses and their infections.
Keywords: Bovine Norovirus, Calf diarrhea, Nebovirus

Giriş

Yenidoğan buzağı ishalleri tüm dünyada gözle-
nen sığır yetiştiriciliğinin en önemli hastalıklardan 
birisidir. Doğrudan ya da dolaylı olarak önemli 
ekonomik kayıplara neden olan bu hastalık virus, 
bakteri, protozoon gibi birçok enfeksiyöz ajandan 
kaynaklanabildiği gibi, çevresel koşullar, bakım ve 
beslenme de bu hastalığa neden olabilmektedir [6]. 
Enfeksiyöz ajanlar tek başlarına bu hastalığa sebep 
olabildikleri gibi birden fazla enfeksiyöz ajanın 
tespit edilebildiği miks enfeksiyonlara da sıklıkla 
rastlanılmaktadır [9]. Her bir patojen ile oluşan en-
feksiyonun prevalansı ve hastalığın insidensi bölge-
den bölgeye, çiftliklerin yönetim sistemine ve sürü 
büyüklüğüne göre farklılık göstermektedir [5].

Yenidoğan buzağı ishallerinde enfeksiyöz et-
ken olarak çoğunlukla Bovine Rotavirus A (BRVA), 
Cryptosporidium parvum (C. parvum), Bovine 

Coronavirus (BCoV) ve E. coli tespit edilmekte-
dir. Ancak günümüzde halen birçok klinik vakanın 
etiyolojisi tespit edilememektedir [35]. Son yıllar-
da ise “Bovine Enteric Caliciviruslar” yenidoğan 
buzağı ishallerinden sorumlu ajanlar olarak kabul 
edilmektedir [5]. 

Uluslararası Virus Taksonomisi Komitesi’nin 
2012 yılında yayımlanan dokuzuncu raporuna (9th 
Report of International Commitee on Taxonomy of 
Viruses) göre, Caliciviridae ailesi, “Vesivirus, La-
govirus, Norovirus, Sapovirus ve Nebovirus genus-
larından oluşmaktadır (Şekil 1) [31]. Bu cinslerden 
yalnızca Norovirus (genogrup III) ve Nebovirus 
“Bovine Enteric Caliciviruslar (BEC)” olarak ta-
nımlanmaktadırlar [15, 39]. Bu derlemede Bovine 
Enteric Calicivirusların yapısal özellikleri ve BEC 
nedenli enfeksiyonlara ilişkin detaylı bilgilerin su-
nulması amaçlanmıştır. 
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Şekil 1. Caliciviridae ailesi

Tarihçe
Noroviruslar ilk olarak 1968 yılında, Norwalk, 
Ohio’da insanlardaki bir gastroenterit salgınında 
keşfedilmiştir. Bu salgında etiyolojik ajan olarak 
saptanan norovirus, “Norwalk virus” olarak adlan-
dırılmış ve insan norovirusların prototip suşu ola-
rak tanımlanmıştır [27]. İngiltere’de 1978 yılında 
ishalli bir buzağıda saptanan [54] ve Oliver ve ark. 
[36] tarafından moleküler karakterizasyonu yapılan 
“Newbury Agent 2 (Newbury2)” suşu ile 1980 yı-
lında Almanya’da izole edilen [20] ve 1999 yılın-
da moleküler karakterizasyonu yapılan [32] “Jena” 
suşu, günümüzde 2 farklı genotip olarak sınıflandı-
rılan sığır norovirusların (BoNoV) her bir genotipi 
için “prototip” viruslardır. Bu iki virus Norovirus 
genusunda Genogrup III içerisinde yer almaktadır 
[32, 39].

Tanımlanan diğer iki BEC ise “Newbury Agent 
1 (Newbury1)” ve “Nebraska” suşlarıdır ve bu suş-
lar Neboviruslar içerisinde filogenetik olarak iki 
ayrı “clade” oluşturmaktadır [37, 47]. Newbury1, 
Newbury2 ile birlikte 1978 yılında İngiltere’de is-
halli bir buzağıdan saptanmış [54] ve 1984 yılında 
karakterize edilmiştir [3,10]. Amerika’da 1980 yı-
lında tespit edilen Nebraska suşu ise Smiley ve ark. 
[47] tarafından Nebovirus olarak tanımlanmıştır. 

Calicivirusların Yapısı ve Sınıflandırma 
Caliciviruslar isimlerini elektron mikroskop altın-
daki karakteristik “fincan-şekilli” görüntülerinden 

alırlar [7]. Caliciviridae ailesindeki viruslar, iko-
zahedral simetriye sahip zarfsız viruslardır [18]. 
Genom yaklaşık 7.4-8.3 kb büyüklüğünde, pozitif 
polariteli, lineer tek iplikçilikli ssRNA’dan oluşur 
ve en az iki ya da üç ORF içerecek şekilde organize 
olmuştur [7]. Lagoviruslar, Sapoviruslar ve Nebovi-
ruslar iki ORF içerir ve ORF1 yapısal olmayan pro-
teinleri ve temel kapsit proteinini (VP1) kodlarken; 
ORF2 minör yapısal proteini (VP2) kodlar. Vesivi-
ruslar ve Noroviruslar ise üç ORF içermektedir ve 
VP1 ayrı bir ORF olan ORF2 tarafından kodlanır-
ken, VP2 ORF3 tarafından kodlanır [8, 18].

Noroviruslar (NoV) VP1 kapsit proteininin de-
taylı filogenetik analizlerine göre 6 “genogrup”tan 
(GI-GVI) oluşmaktadır [56]. GI içerisinde 9, GII’de 
22, GIII’te 3, GIV, GV ve GVI’da 2’şer genotip 
bulunur [52]. Yakın zamanda Hong Kong’da bir 
köpekte saptanan NoV ise GVII olarak önerilmiş-
tir [52]. BoNoV, kronolojik olarak bakıldığında bu 
genogruplar içerisinde ilk keşfedilen genogrup olan 
GIII’te yer almaktadır [32, 39]. 

NoV GIII içerisinde birbirlerinden antijenik 
olarak farklı üç genotip (GIII.1, GIII.2 ve GIII.3) 
bulunmaktadır [53]. GIII.1’in prototip suşu Jena, 
GIII.2’nin prototip suşu ise Newbury2’dir [36]. 
Yeni Zelanda’da koyunlardan ve domuzlardan alı-
nan dışkı örneklerinde tespit edilen, GIII ile yakın 
ilişkili norovirus (Ov/NZL/2007/GIII.3/Norsewo-
od30) GIII.3 olarak tanımlanmıştır [53]. Ayrıca Ar-
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jantin’de yapılan bir çalışmada saptanan bir suşun 
(Bo/AR/2012/B4881) ise muhtemel GIII.4 temsil 
ettiği bildirilmiştir [17]. 
Bugüne kadar sadece buzağılarda tespit edilen Ne-
boviruslar, aslında 1980’lerden beri bilinmelerine 
karşın, Calicivirus ailesinde bir genus olarak nite-
lendirilmeleri oldukça yenidir [48]. Neboviruslar-
da iki polimeraz tipi tanımlanmıştır ve saptanan 
saha suşları, prototip viruslar (Bo/Newbury1/76/
UK ve Bo/Nebraska/80/US) dikkate alınarak New-
bury1-benzeri ve Nebraska-benzeri olarak sınıflan-
dırılmaktadır. Ayrıca Neboviruslar arasındaki gene-
tik farklılıklar nedeniyle yeni genotiplerin varlığına 
dair bildirimler de bulunmaktadır. Bu iki prototip 
virus dışında Kaplon ve ark. [29] muhtemel üçün-
cü bir genotipi temsil eden suşu (Bo/DijonA216/06/
FR) bildirmişlerdir. Neboviruslara ilgili tespitler ve 
moleküler karakterizasyon çalışmaları BoNoV’lara 
göre çok daha sınırlıdır. Bu nedenle gelecekte yapı-
lacak çalışmalar Nebovirusların sınıflandırılmasına 
ilgili yeni veri ve yaklaşımları da ortaya koyacak-
tır. Bu bağlamda 3. bir genotip olarak önerilen Bo/
DijonA216/06/FR suşu, ülkemizde Alkan ve ark. 
[1] tarafından şiddetli ishalli buzağılardan saptanan 
bir Calicivirus olan ve tam genom nükleotit benzer-
liği bakımında en yakın olarak Neboviruslara ben-
zeyen (%48) “Kırklareli virus” suşu ve gelecekte 
saptanması olası birçok farklı suşun yer aldığı yeni 
sınıflandırma kriterlerinin oluşturulması da müm-
kün olabilecektir. 

Epidemiyoloji
Noroviruslarla ilgili epidemiyolojik çalışmalar, ör-
neklenen popülasyon, ülke, örneklemenin yapıldığı 
mevsim, vb. kriterlerin yanı sıra BoNoV genotip-
lerinin (GIII.1 ve GIII.2) varlığı/yaygınlığına yö-
nelik verileri de ortaya koymuştur. Bu epidemiyo-
lojik verilere göre; BoNoV GIII.2’nin Avrupa ve 
Amerika’da endemik olduğu [12, 33, 49] ve genel 
olarak bakıldığında BoNoV GIII.2’nin GIII.1’den 
çok daha yaygın olduğu görülmektedir [28, 35, 42, 
48, 51]. Günümüzde, Caliciviruslar içerisinde yeni 
tanımlanan bir genus olan Nebovirusların yaygın-
lığına dair çok sayıda bildirim bulunmamaktadır. 
Neboviruslar çoğunlukla Nebraska-benzeri geno-
tip içinde sınıflandırılmış olup, Newbury1-benzeri 
genotip virus İngiltere dışında sadece Brezilya’da 
tespit edilmiştir [4]. 

Türkiye’de BEC enfeksiyonlarına ilgili bilgiler 
ise çok sınırlı düzeydedir. BoNoV ile ilgili olarak 
yapılan araştırmalarda [19, 50, 55] ishalli buzağılar-
da GIII.2 genotipli BoNoV varlığı %1.7 - 8.5 oran-
larında bildirilmiş olmasına karşın; yakın zamanda 
Karayel Hacıoğlu [30] tarafından yapılan çalışmada 
hem GIII.1 hem de GIII.2 varlığı belirlenmiştir. Ay-
rıca bu çalışma verileri, Türkiye’de daha önceki bil-
dirimlere oranla BoNoV enfeksiyonlarının çok daha 
yaygın (% 33.5) olduğunu da ortaya koymuştur. 

Ülkemizde yenidoğan buzağılarda nebovirus-
ların sorgulandığı iki çalışma da saptanan nebovi-
rusların tümü Nebraska benzeri olarak tanımlanmış-
tır [30, 50]. 

Buzağı ishalleri multifaktoriyel bir hastalıktır. 
Bu faktörlerin etkili olma durumları, doğum öncesi 
annelerin bakımı, buzağıların immünite durumları 
ve çevresel faktörler ile doğrudan ilişkilidir. Has-
talığa neden olan patojenlerin bilinmesi, etkilenen 
çiftliklerin durumlarının belirlenmesi ve daha son-
raki müdahalelerin geliştirilmesi için önemlidir [5, 
9]. Yapılan çalışmalarda farklı ülkelerde sığırlarda 
değişen oranlarda BEC tespit edilmesine karşın, bu 
viruslar buzağı ishallerinin rutin teşhisinde halen 
birçok ülkede yer almamakta ve bu virusların sığır 
yetiştiriciliği üzerindeki etkileri tam olarak bilinme-
mektedir. Ancak her geçen gün elde edilen yeni epi-
demiyolojik veriler, BEC’lerin rutin tanı kapsamına 
alınması ihtiyacını ortaya koymaktadır [33, 49]. 

İshal olgularında BEC’lerin sorgulandığı ça-
lışmalarda farklı yaş aralıklarına ilişkin örnekle-
min olması, işletmenin yönetim şekli, biyolojik 
varyasyon, vb. nedenlerle, enfeksiyona duyarlı yaş 
gruplarına ilgili olarak her ne kadar önemli farklı-
lıklar olmasa da çeşitli bilimsel değerlendirmeler-
de bulunulmuştur. Bu değerlendirmelerin birçoğu 
genel olarak doğum sonrasındaki ilk birkaç hafta 
için duyarlılığa işaret eden veriler olmakla birlikte, 
yaş faktörünün BoNoV için belirgin bir risk faktörü 
olmamasına karşın, pozitif örneklerin çoğunlukla 
genç hayvanlardan tespit edilmesi, yaş arttıkça ris-
kin azaldığını ortaya koymaktadır [30, 35].

Enfeksiyöz etkenlere bağlı olarak yenidoğan 
buzağı ishallerinin görülme sıklığının bakım ve 
besleme koşullarının yeterince sağlanamaması, en-
feksiyonlara direncin azalması, vb. nedenlerle özel-
likle soğuk mevsim koşullardan etkilenebileceği 
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bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda da, mevsimler 
itibarıyla bazı oransal farklılıklar olmakla birlikte 
[23, 30, 35, 43] BEC’lerin tüm yıl boyunca tespit 
edilebileceği, özellikle entansif işletmeler için bu-
zağıların yıl boyunca kapalı ortamda bulunmaları-
nın ve bu ortam koşullarının etkili olabileceği bil-
dirilmiştir [51].

Bulaşma
Enteric Calicivirusların temel bulaş yolu fekal-oral 
bulaşmadır [13, 56]. Calicivirusların doğada ol-
dukça stabil ve belli ölçüde inaktivasyona dirençli 
olmaları, özellikle GIII.2 genotipli virusun dışkıda 
uzun süre saçılıyor olması [26], BoNoV’un yaygın-
lığının önemli göstergesi niteliğinde olan “yüksek 
seroprevalans” oranlarını açıklamaktadır [40, 49]. 

Klinik Bulgular ve Patogenez
BEC ile yapılan çalışmalar Murine NoV dışında 
başka bir norovirusun hücre kültüründe üretileme-
mesi sebebiyle sınırlıdır [16]. BoNoV, diğer entero-
patojenlerin de katıldığı miks enfeksiyonların yanı 
sıra tek başına da buzağılarda ishale neden olmakta-
dır [54]. Yapılan deneysel çalışmalar BoNoV GIII.1 
ve GIII.2 prototip suşları arasında antijenik ve sero-
lojik açıdan olduğu gibi enteropatojenik karakterleri 
açısından da farklılıkların bulunduğunu ortaya koy-
muştur [26, 41]. BoNoV GIII.2 ile enfekte buzağı-
larda, GIII.1’ e oranla daha uzun süre devam eden 
bir ishalin oluştuğu gözlenmiş [26]; buna karşın 
GIII.1 ile oluşan enfeksiyonların GIII.2 ile oluşan 
enfeksiyonlara oranla daha genç yaştaki hayvanla-
rı etkileyebildiği ve kısa süreli yoğun ishale neden 
olduğu bildirilmiştir [3, 21, 41]. BoNoV prototip 
suşları olan “Jena” ya da “Newbury2” suşları ile 
enfekte olan buzağılardaki histopatolojik bulgular, 
villuslarda atrofi ve ince bağırsağın proksimalinde 
kriptlerde hiperplazi ile karakterizedir [3, 20]. An-
cak, GIII.2 suşu ile yapılan çalışmada devam eden 
ishal ve uzun bir virus saçılımı gözlenmesine rağ-
men, Jena suşunun aksine bağırsak epitellerinde 
nekroz, villuslarda atrofi ve yangı lezyonları gibi 
belirgin akut bağırsak lezyonlarına rastlanmamıştır 
[26]. Yapılan bir deneysel çalışmada [41], GIII.1 ile 
inokulasyondan sonra, bu antijen yönünden pozitif 
epitel hücrelerine sahip uzun villusların saptanması, 
GIII.1 suşunun tüm enteroapsorbtif hücreleri enfek-
te ettiğini, yani Rotaviruslarda olduğu gibi sadece 
villusların uç kısmındaki hücrelere ya da Bovine 

Toroviruslardaki gibi villusların alt kısmına karşı 
özel bir tropizim göstermediğini ortaya koymuştur. 
Bununla birlikte BoNoV ile yapılan çalışmalarda 
lezyonların yoğun olduğu kısımlar sıklıkla ince ba-
ğırsakların orta ve alt kısımları olarak belirlenmiştir.

Nebovirus enfeksiyonlarında ise genel olarak 
tüm buzağılarda, anoreksi, ileri derecede ishal, vil-
luslarda atrofi, enzim aktivitesinde belirgin bir azal-
ma ve ksiloz malabsorbsiyonu gözlenmektedir [3, 
21, 47]. Nebovirus enfeksiyonlarında yoğun olarak 
ince bağırsağın üst kısımlarında lezyonların varlığı 
bildirilmiştir [21, 41]. Neboviruslara ilişkin çalış-
malar, Newbury1 ile gelişen enfeksiyonun BoNoV 
Newbury2’den daha ağır klinik semptomlara neden 
olduğunu [3], buzağıların Nebraska virus ile en-
feksiyonunun 3-4 günlük bir inkübasyondan sonra 
uzun süren bir ishalle sonuçlandığını göstermek-
tedir [41]. BEC’lerin sistemik enfeksiyona neden 
olduğuna dair bilindiği kadarıyla bir bilgi bulunma-
maktadır. 

Norovirusların klinik olarak sağlıklı olan buza-
ğılarda da tespit edildiğine dair bildirimler [25, 34, 
45] bulunmasına rağmen, Nebovirusların buzağılar 
için patojenik olduğu bildirilmiştir [5, 21]. 

Buzağı ishallerinde miks enfeksiyonların var-
lığı sık rastlanan bir durumdur. Her bir patojenin 
buzağı ishallerinde oynadığı rol ve neden olduğu 
klinik seyir farklılık göstermektedir. Genellikle 
RVA ve C. parvum, buzağı ishallerinden sorumlu 
etkenlerin başında gelmektedir [6]. İshalli buzağı-
larda BEC’lerin kayda değer oranda tespit edilmesi, 
çiftliklerde enterik hastalıklarla mücadele açısından 
bu viruslara ilişkin çalışmaların arttırılmasını gerek-
tirmektedir. BEC’lerin yapılan deneysel çalışmalar-
da her ne kadar ishale neden olduğu kanıtlanmış 
[21, 26, 39, 41, 47] olsa da bu virusların patojeni-
tesi ve hastalık oluşturma mekanizmaları hakkında 
sınırlı bilgi bulunmaktadır. Bu nedenle sahada kli-
nik tabloların gelişmesinde diğer enteropatojenlerin 
de rol almış olabileceği düşünülmektedir. Nitekim 
BEC’ler ile diğer enteropatojenlerin miks enfeksi-
yonlarına ilişkin tespitler oldukça fazladır [6, 14, 
42, 33].

İmmunoloji
Sığırlarda plasentanın yavruya maternal antikor ge-
çişine izin vermemesi nedeniyle, yenidoğan buza-
ğılar patojenlere karşı savunmasız bir şekilde doğ-
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maktadırlar. Bu nedenle buzağıların enterik etken-
lere karşı dirençli olması, yüksek kalitede antikor 
içeren kolostrumun zamanında ve yeterli miktarda 
alınmasıyla yakından ilişkilidir. Genelde çiftlikler, 
birçok inekten alınan kolostrumu karıştırarak buza-
ğılara vermesine rağmen, ideal olan her buzağının 
kendi annesinden kolostrumu almasıdır [5].

BoNoV’un her iki genotipinin antijenik farklı-
lığı nedeniyle heterolog antijene karşı çapraz reaksi-
yonun çok az ya da tespit edilemeyen düzeyde oldu-
ğu [38], Norovirus ve Nebovirus prototip virusları 
(Newbury1 ve Newbury2) ile yapılan çalışmalarda 
çapraz koruma olmadığı bildirilmiştir [3, 11]. Hay-
van türlerine göre immun mekanizma değişmesine 
karşın insanlarda norovirusa karşı oluşan immun 
yanıtın benzerinin hayvanlarda da oluştuğu varsa-
yılmaktadır [46]. NoV ile enfekte edilen insanlarda 
homolog suşa karşı uzun süreli bir immun yanıtın 
oluşmadığı, oluşan kısa süreli immun yanıtın da 
heterolog NoV suşlarına karşı yeterli koruma sağ-
lamadığı bildirilmiştir [24]. Buzağılarda deneysel 
enfeksiyondan sonra oluşan homolog antikor yanı-
tının inokulasyonu izleyen birkaç hafta içinde mak-
simum titreye ulaştığı gözlenmiştir [21, 22]. Ancak, 
gelişen bu immun yanıtın süresiyle ilgili bir çalışma 
bulunmamaktadır. 

BEC için canlı attenüe aşılar gibi kontrol stra-
tejilerinin geliştirilmesindeki en önemli problem 
Murine NoV dışındaki NoV’ların hücre kültürle-
rinde üretilememesidir. Bu nedenle günümüzde, 
Virus Benzeri Partiküller (VLP), serolojik testleri 
geliştirmek ve NoV antijenisitesini belirlemek ama-
cıyla kullanılmaktadır [12, 22, 33]. Aynı zamanda 
VLP’ler NoV aşı geliştirme çalışmaları için de birer 
alternatif oluşturmaktadır. BEC enfeksiyonu için, 
VLP’ler kullanılarak aşı geliştirilmesi yönünde gö-
rüş ve bilimsel çalışmalar [22] olmakla birlikte, ha-
len ticari bir aşı bulunmamaktadır.

Tanı
BoNoV ve Nebovirus tanısı için uygun metotların 
geliştirilmesini zorlaştıran sebeplerin başında, söz 
konusu etkenlerin hücre kültürlerinde üretilememesi 
gelmektedir [16]. Günümüzde, kompleks 3D-hücre 
kültürü sistemlerinin GI ve GII insan NoV üretilme-
sinde kullanılmaya başlanmasının sonraki yıllarda 
BEC tespiti açısından yeni bir bakış açısı sunacağı 
düşünülmektedir [46].

NoV ve Nebovirusların tespitinde elektron 
mikroskop (EM) halen en geçerli temel araçlardan 
birisidir. Ancak, bu yöntemin yüksek miktarda vi-
rus yoğunluğuna ihtiyaç duyması (gram başına 
>106 virus partikülü) duyarlılığı azaltan önemli bir 
faktördür [2]. Ayrıca, bu konuda oldukça tecrübeli 
araştırmacılara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu yöntemin 
antikor antijen ilişkisine dayanan immunoelektron 
mikroskopi (IEM) ya da solid faz IEM gibi bir kaç 
çeşidi de bulunmaktadır [5, 46]. 

Son yıllarda immunoassay yöntemler ve RT-
PCR hem tanı hem de saptanan virusların moleküler 
karakterizasyonu için yaygın olarak kullanılmakta-
dır [13, 46]. Norovirusların kapsit proteininin bacu-
lovirus sistemlerinde eksprese edilmesi ile yüksek 
miktarlarda VLP elde edilmekte ve bunlar immu-
noassaylarda antijen olarak kullanılmaktadır [33]. 
ELISA, bu testler içinde en yaygın olarak kullanılan 
testtir. Bu testler EM ye kıyasla oldukça duyarlıdır. 
Ancak, çabuk sonuç vermesi ve çok sayıda örne-
ğin kolay işlemesine olanak sağlaması nedeniyle 
oldukça kullanışlı olan ELISA sistemlerinin diag-
nostik laboratuvarlarda kullanımları, düşük spesifi-
teleri, bu virusların antijenik farklılıkları nedeniyle 
duyarlıkta farklılıkların oluşması gibi faktörlerden 
etkilenmeleri olasıdır [13]. BoNoV ve Nebovirus 
çalışmalarında kullanılan antikor ve antijen ELISA 
geliştirildiğine dair bildirimler [12, 33, 40, 49] bu-
lunmakla birlikte, günümüzde BoNoV ve Nebovi-
rus için ticari bir kit bulunmamaktadır. 

Caliciviruslara yönelik ilk moleküler çalışma-
lar insan NoV’a ilişkin olup, birçok epidemiyolojik 
çalışmanın yapılmasına kolaylık sağlamıştır. Ge-
netik farklılıklar tüm NoV’ların tek bir primer çifti 
kullanılarak tespit edilmesini imkânsız kılmaktadır. 
Bu nedenle, bir hayvan türünde NoV varlığını tespit 
etmek için buna yönelik spesifik primerlerin kulla-
nılması gerekmektedir [46]. Nitekim NoV ve Ne-
bovirus arasında oldukça korunaklı bir bölge olan 
RdRp gen bölgesine yönelik tasarlanan primerler 
kullanılarak uygulanan RT-PCR metotu BEC’ları 
tespit etmek için son yıllarda yapılan çalışmalarda 
sıklıkla kullanılmaktadır [38, 42, 43, 48]. Ayrıca 
RT-PCR’a oranla daha duyarlı ve hızlı sonuç veren 
qRT-PCR kullanımının bildirimleri de [6, 25, 44, 
55] son yıllarda sıklıkla yapılmaktadır. 
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Korunma
Buzağı ishalleri multifaktoriyel bir hastalıktır. Has-
talığa neden olan patojenlerin bilinmesi, etkilenen 
çiftliklerin durumlarının belirlenmesi ve daha son-
raki müdahalelerin geliştirilmesi açısından önem-
lidir. Günümüzde, hastalıkların kontrolü ve önlen-
mesi, hem hayvan refahı hem de üretici açısından 
verimin arttırılmasını içermektedir [5]. Hastalık-
lardan korunmada hijyen kurallarının sağlanması, 
aşı uygulaması, vb. yöntemlere başvurulmaktadır. 
Günümüzde yenidoğan buzağılarda ishale neden 
olan BRVA, BCoV, C. perfiringens ve E. coli vb. 
patojenleri içeren aşılar bulunmaktadır. Ancak BEC 
içeren bir aşı bulunmamaktadır. Oysa BEC enfeksi-
yonlarının buzağı ishalleriyle ilgili oldukları kanıt-
lanmış olup, bu hastalıkta ayırıcı tanıda göz önünde 
bulundurulması gerekmektedir. Ayrıca, buzağıların 
ishale karşı etkin biçimde korunması için, bu virus-
ların aşılara eklenmesi konusunda birçok araştırıcı 
hemfikirdir [13, 29]. Bu noktada yapılan bilimsel 
çalışmalar sonrası geliştirilmesi olası VLP aşıları ya 
da farklı biyoteknolojik aşılar, BEC enfeksiyonlar-
dan korunmada önemli katkı sağlayacaktır.  

Sonuç
Ülkemizde de BEC’lerin tek başına ya da diğer en-
teropatojenler ile birlikte buzağı ishal olgularının 
gelişmesinde önemli bir yer aldığı değerlendirildi-
ğinde, farklı populasyonların örneklendiği çalışma-
lar ile prevalans, saha viruslarının moleküler karak-
terizasyonu, ekonomik kayıpların hesaplanmasına 
yönelik analizlerin yapıldığı çalışmaların yanı sıra 
halen seroprevalans çalışmaları için geliştirilmiş 
ticari kitlerin bulunmadığı dikkate alınarak, VLP 
kullanılarak hazırlanacak ELISA sistemlerinin ge-
liştirilmesi ve aşı hazırlama çalışmalarının yapılma-
sı yönünde bilimsel çalışmalara ihtiyaç duyulmak-
tadır.
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Özet: Son yıllarda, pratik ve etik nedenlerle, ekotoksikolojide in vitro yöntemlere olan ilgi artmıştır. Sitotoksisite ça-
lışmalarında hücre kültürü uygulamaları, in vivo çalışmalardan elde edilen sonuçlara uyumluluğu ve hücresel düzeyde 
inceleme olanağı gibi avantajlarıyla, diğer in vitro yöntemlere göre öne çıkmıştır. Balık hücre kültürleriyle yapılan 
çalışmalar, kimyasal maddelerin toksik ve çevresel etkilerinin değerlendirilmesine imkan sağlamaktadır. Ekotoksikolo-
jide, kimyasal maddelerin toksik ve çevresel etkilerinin değerlendirilmesinde RTG-2, RTL-W1, PLHC-1 ve EPC gibi 
çeşitli balık hücre hatları sıklıkla tercih edilmektedir. Bu derlemede, balık hücre hatlarının ekotoksikoloji çalışmalarında 
kullanımları ve dikkat edilmesi gereken bazı hususlar ele alınmıştır.
Anahtar Kelimeler: Çevresel kirleticiler, ekotoksikoloji, balık hücre hattı

Use of Fish Cell Lines in Ecotoxicological Researches
Abstract: In recent years, interest in in vitro methods for ecotoxicology has increased considerably for practical and 
ethical reasons. Cell culture applications have many advantages such as compatibility with the results obtained in in vivo 
studies and the possibility of examination at the cellular level. Ecotoxicological studies with fish cells provide the as-
sessment of toxic effects of both chemical substances as well as environmental samples. A variety of fish cell lines such 
as RTG-2, RTL-W1, PLHC-1, and EPC are frequently preferred in the evaluation of toxic and environmental effects of 
chemical substances in ecotoxicology. In this review, the general characteristics of fish cell lines used in toxicology, their 
use in ecotoxicology studies and the important points in toxicological evaluation are discussed.
Keywords: Environmental contaminants, ecotoxicology, fish cell line

Giriş

Ekotoksikoloji araştırmalarında balık hücre hatla-
rı son yıllarda giderek önem kazanmaktadır. Balık 
hücre hatları ile yapılan ilk çalışmalar ağırlıklı ola-
rak, viroloji araştırmaları için gökkuşağı alabalığı 
gonadından türetilmiş bir hücre hattı olan RTG-2 ile 
başlamıştır. Günümüzde ise kaynağını çeşitli tür ve 
dokulardan alan, çok sayıda balık hücre hattı, im-
münoloji, toksikoloji (çevre toksikolojisi), endokri-
noloji, biyomedikal araştırmalar, hastalık kontrolü, 
biyoteknoloji, su ürünleri yetiştiriciliği ve radyas-
yon biyolojisi gibi pek çok alanda kullanılmaktadır 
[18, 28].

Rachlin ve Perlmutter [35] 1968’de yassı ka-
falı golyan balığından (FHM) türetilmiş bir hücre 
hattında çinkonun sitotoksik etkisini ölçerek, balık 
hücrelerini toksikoloji alanında kullanan ilk araştır-
macılardan olmuşlardır. Bununla birlikte, 1980’ler-
den itibaren balık hücre hatları, toksikoloji alanında 
daha yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanmıştır. 
Günümüzde toksikolojik deney ve testlerde balık 

hücre hatlarının kullanımı, hem bazal hem de spe-
sifik (hücreye özgü) sitotoksisite, genotoksisite, 
biyotransformasyon, biyobelirteçlerin indüksiyonu 
ve toksisite mekanizmaları ile ilgili çalışmalar da 
dahil olmak üzere hücreye özgü fonksiyonlar ve pa-
rametreler üzerindeki etkilere yoğunlaşmıştır [14]. 
Bu derlemede, balık hücre hatlarının ekotoksikoloji 
çalışmalarında kullanımları ve dikkat edilmesi gere-
ken bazı hususlar ele alınmıştır.

Ksenobiyotikler
Ksenobiyotik bileşiklerin toksisitesinin değerlen-
dirilmesinde RTgill-W1 [17, 38], RTL-W1 [6, 8, 
20, 27, 39], RTG-2 [3, 6, 13, 20] ve PLHC-1 [13, 
15, 21, 43] sık kullanılan hücre hatları arasında-
dır. Bunlardan RTG-2 hücre hattı, Wolf ve Quimby 
[44] tarafından bir yaşındaki dişi ve erkek gökku-
şağı alabalığının gonad dokusundan oluşturulan ilk 
balık hücre hattıdır. [11, 26]. RTgill-W1, yetişkin 
gökkuşağı alabalığının solungacından türetilmiş bir 
epitelyal hücre hattıdır. Bu hücre hattı, serum içer-
meyen, basit tampon maddeleri tolere edebilmekte 
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ve ekstraksiyon gibi işlemlere gerek duyulmadan 
doğrudan çevre örneklerine (atık su vb.) maruziyet 
çalışmalarında kullanılmaktadır. RTgill-W1 hücre-
leri sıkı bir epitelyum oluşturdukları için, hipo- ve 
hipertonik koşullara karşı oldukça dayanıklı olup, 
değişen tuzluluk oranlarına rağmen büyümelerine 
devam edebilirler. Ancak, hücre çoğalmasını bas-
kılayan ve hücre morfolojisini değiştirebilen kor-
tizol maruziyetine karşı oldukça duyarlıdırlar [17, 
28, 36]. RTL-W1, dört yaşındaki bir yetişkin erkek 
gökkuşağı alabalığının normal karaciğerinden türe-
tilmiş, kendiliğinden ölümsüzleşebilen bir karaciğer 
epitelyal hücre hattıdır. Bu hücre hattı, indüklene-
bilir etoksiresolufin-O-deetilaz (EROD) etkinliği ve 
bu etkinliğin toksikolojik araştırmalarda kullanımı 
için özel olarak geliştirilmiştir. RTL-W1, daha çok 
aril hidrokarbon reseptör (AhR) agonistlerini ve 
CYP1A indüksiyonunu test etmek amacıyla kulla-
nılmaktadır. Bununla birlikte, çeşitli farmasötikle-
rin ve kozmetik ürünlerinin sitotoksisite ve çevre-
sel numunelerin genotoksisite analizlerinde tercih 
edilmektedir [36]. Diğer bir devamlı hücre hattı 
PLHC-1, Poeciliopsis lucida’nın hepatoselüler kar-
sinomundan türetilmiştir. PLHC-1, sık kullanılan 
diğer fibroblast benzeri hücrelere kıyasla, metabo-
lik etkinliklerinin olması ve kolay kültüre edilme-
leri gibi pek çok avantaja sahiptir. Bu hücre hattı, 
çeşitli kimyasal, kirletici ve çevresel örneklerin akut 
ve kronik toksisitesini değerlendirmek ve kimyasal 
maddelerin yapı-aktivite ilişkilerini araştırmak için 
oldukça uygundur [19].

Benzo(a)piren (BaP), ekotoksikoloji araştır-
malarında en çok çalışılan ksenobiyotik maddedir. 
Bazı hücre hatları, BaP’i suda çözünür ara ürünlere 
dönüştürmektedir [10]. Bu ara ürünlerden diolepok-
sitlerin, özellikle pürin bazları olan deoksiguanozin 
ve deoksiadenozin olmak üzere, DNA’ya bağlanıp 
genotoksisite ve karsinojeniteye sebep olduğu bildi-
rilmiştir [22]. En çok çalışılan ksenobiyotik enzimi 
ise, sitokrom P450 üst ailesinin bir üyesi olan CY-
P1A’dır. Sitokrom P450 gen ailesinin üyeleri, çeşitli 
ilaçlar ve kirleticiler de dahil olmak üzere lipofilik 
ksenobiyotiklerin metabolizmasından sorumlu en-
zimleri kodlamaktadır. CYP1A alt ailesindeki pro-
teinler, prokarsinojenik PAH’lar ve planar-halojenli 
aromatik hidrokarbonları (PHAH) metabolize eder 
ve etkinsizleştirirler. CYP3A enzimleri ise, steroid 
6β-hidroksilasyonun başlıca katalizörleridir, çeşitli 

terapötik maddeleri metabolize eder ve aflatoksin 
B1 ve 7,8-dihidroksi-7,9-dihidrobenzo[a]piren gibi 
çeşitli prokarsinojenleri etkinsizleştirirler [15].

Behrens ve ark. [8], in vitro modellerin çevre-
sel toksik etkilere karşı verilen yanıtlardaki hücre-
ye özgü farklılıkları araştırmak amacıyla, primer 
gökkuşağı alabalığı hepatositleri ile RTL-W1’in 
PAH’lara maruziyeti sonucu CYP1A indüksiyo-
nunu incelemişlerdir. CYP1A indüksiyonu, EROD 
aktivitesi ile değerlendirilmiş ve RTL-W1 hücrele-
rinin, primer hepatosit hücrelerine göre EROD ya-
nıtında daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. PLHC-1 
ve RTG-2 hücre hatlarında yapılan bir çalışmada 
34 farklı farmasötik ürünün toksisitesi, metil tetra-
zolium (MTT) ve Neutral Red testleri kullanılarak 
değerlendirilmiştir. Çalışma sonucunda, PLHC-1 
hücre hattının bu maddelere, RTG-2 hücre hattından 
daha duyarlı olduğu ve daha küçük konsantrasyon-
larda sitotoksisite gösterdiği ortaya konulmuş [13] 
ve PLHC- 1 hücre hattının ksenobiyotik maddelere 
daha duyarlı olmasının metabolik aktivitesi sebe-
biyle olduğu bildirilmiştir [19]. 

Çevresel Östrojenler 
Dioksinler, dikloro difenil trikloroetan (DDT), die-
tilstilbestrol (DES) ve poliklorlu bifenil bileşikler 
(PCB) gibi çevresel östrojenler (Environmental 
Estrogens, EE), doğal yollarla veya insan faaliyet-
lerinin bir sonucu olarak çevrede ortaya çıkan ve 
17β-östradiol’ün (E2) etkisini taklit ederek endok-
rin sisteme zarar veren, balıkların üreme ve genel 
sağlık durumunun bozulmasına neden olan madde-
lerdir. Östrojen reseptörü (ER), EE’lerin hemen he-
men tüm önemli faaliyetlerine aracılık etmektedir. 
Östrojenik maddeler ya ER aracılığıyla ya da bu re-
septörün aracılığına ihtiyaç duymadan, E2 tarafın-
dan başlatılanlara benzer hücre veya dokuya özgü 
etkilere sebep olabilmektedir [2].

EE’lerin incelenmesinde genellikle primer ba-
lık hepatosit kültürlerinde E2 ile vitellojenin (Vg) 
indüksiyonu çalışılmıştır. Balık hücre hatlarına ge-
nel olarak bakıldığında ise östrojenlere karşı çok 
duyarlı olmadıkları gözlenmiştir [10]. 

Dioksin ve benzeri bileşikler
Dioksin vb bileşikler dermal toksisite, hepatotok-
sisite, teratojenite, tümörojenite, immüno-toksisite, 
hormonal ve nörodavranışsal değişiklikler ve ölüme 
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sebep olabilmektedirler. Tüm bu etkilerin, bir proto-
tip uyarıcı olan 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin 
(2,3,7,8-TCDD) aracılığıyla olduğu bilindiğinden, 
benzer tepkileri ortaya çıkaran bileşikler topluca 
dioksin benzeri bileşikler (Poliklorlu dibenzodiok-
sinler (PCDD), poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF) 
ve dioksin benzeri PCB’ler olarak adlandırılır [12]. 
Dioksin vb bileşikler AhR’ye bağlanarak CYP1A 
geninin ekspresyonunda artışa neden olurlar [10].

Dioksin vb bileşiklerden TCDD (dioksin), 
çoğu omurgalının sahip olduğu AhR’ne bağlanan 
en toksik bileşiktir [10]. Dioksinin, yüksek dozlar-
da balıklar, kuşlar ve memeliler dahil birçok hayvan 
türünde lenfoid doku ve gonadlarda atrofi, hepa-
totoksisite, nörotoksisite ve kardiyotoksisiteye yol 
açtığı bildirilmiştir [9]. Bununla birlikte, dioksinin 
olumsuz etkilerinin oksidatif stres ile ilişkili olduğu 
ve CYP1A izoformlarının indüksiyonuna yol açarak 
oksidatif DNA hasarına sebep olduğu belirtilmiştir 
[10].

RTG-2, RTL-W1, FG-9307 ve PLHC-1 gibi 
balık hücre hatları, AhR sinyal iletim sistemi tara-
fından kontrol edilen genleri ve süreçleri incelemek 
için kullanılmıştır ve bu hücre hatlarının dioksin vb 
bileşiklerin toksisitesinin taranmasında uygun bir 
biyobelirteç olabileceği belirtilmiştir [5, 21, 29, 34].

Ağır Metaller 
Ağır metal kirliliğinin, Minamata hastalığı (organik 
civa zehirlenmesi), Itai-itai hastalığı (kadmiyum ze-
hirlenmesi), arsenik zehirlenmesi ve hava kirliliği 
ile ilişkili astım gibi küresel boyuttaki çeşitli has-
talıkların nedeni olduğu bilinmektedir. Deniz eko-
sistemlerinde, kirletici maddeler arasında ağır metal 
birikimi küresel önem taşımaktadır. Ağır metal kir-
liliği, su ortamının ekolojik dengesi ve su canlıla-
rı üzerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir. 
Ağır metaller, kalıcı ve birikici özellikleri nedeniyle, 
su canlıları tarafından su ve sedimentten alınmakta 
ve düşük trofik seviyelerden daha yüksek seviyelere 
doğru biyomagnifikasyon şekillenmektedir [7]. 

Metal homeostazında çeşitli molekül sınıfları 
yer almaktadır. Glutatyon (GSH) ve metallotiyonein 
(MT) gibi biyobelirteçler, ağır metal kontaminasyo-
nunu değerlendirmek için sıklıkla kullanılırlar [1]. 
Glutatyon, hücrelerin zehirli maddelere karşı ko-
runmasında ve ksenobiyotiklerin metabolizmasın-
da yer alan, sülfidrilden zengin bir tripeptittir [10]. 

Glutatyonun ağır metallere karşı koruyucu etkisinin 
kısmen bir hücre içi metal şelatörü olarak görev 
yapmasından kaynaklandığı bildirilmiştir [31]. Me-
tallotiyoneinler ise, memelilerde çinko (Zn) home-
ostazında işlev gören, organizmayı ağır metal tok-
sisitesi ve oksidatif strese karşı koruyan, sisteinden 
zengin metal bağlayıcı bir protein ailesidir. MT-1 
ve MT-2 izoformlarının oluşumu, çeşitli metal, ilaç 
ve yangı mediyatörleri tarafından karaciğerde hızlı 
bir şekilde uyarılır. Beyin izoformu olan MT-3 ise, 
spesifik olarak nöronal büyüme inhibitörüdür [16]. 
Yapılan bazı çalışmalarda, MT’lerin serbest radikal 
temizleyici olarak işlev gördükleri ileri sürülmüştür 
[24]. Başka bir çalışmada ise tek başına MT indük-
siyonuna kıyasla GSH ve MT’nin birlikte oksidatif 
hasara karşı daha etkili olduğu belirtilmiştir [41].

MT’lerin işlevlerini araştırmak amacıyla RTG-
2, GCF (Grass Carp Fin, Ctenopharyngodon idel-
la), CIK (Cytokine-induced killer), EPC (Epithe-
lioma papulosum cyprini), CCO (Channel Catfish 
ovary, Ictalurus punctatus), BB (brown bullhead, 
Ameiurus nebulosus) ve FHM balık hücre hatları 
kullanılmıştır [10, 24, 42]. CIK, EPC ve CCO hüc-
re hatlarının karşılaştırmalı analizinin yapıldığı bir 
çalışmada, CIK hücrelerinin bakıra en duyarlı hücre 
hattı olduğu, EPC hücrelerinin krom ve Zn’ya kar-
şı diğer hücrelere göre daha duyarlı, buna karşılık 
CCO hücre hattının kadmiyuma karşı en duyarlı 
hücre hattı olduğu ortaya konulmuştur. Sonuç ola-
rak, CIK, EPC ve CCO hücre hatlarının potansiyel 
olarak, su ortamında ağır metallerin akut sitotoksi-
sitesinin değerlendirilmesi için hassas biyolojik be-
lirteçler olabileceği gösterilmiştir [42].

Genotoksik Etkili Maddeler
Balık hücre hatları çeşitli kimyasalların in vitro ge-
notoksisite araştırmalarında kullanılmıştır. Çoğu 
ksenobiyotik maddenin genotoksisitesi, hücresel 
metabolizmalardan etkilenmektedir. Bu nedenle, 
hücre hatları arasındaki biyotransformasyon aktivi-
tesi veya DNA onarım kapasitesi farkları, in vitro 
genotoksisite testlerinin sonuçlarını büyük ölçüde 
etkileyebilmektedir [32]. Balık hücreleri, memeli 
hücrelerine kıyasla daha düşük DNA onarım kapa-
sitesine sahiptir. Balıklarda nükleotid eksizyon ona-
rım mekanizmasının aktivitesi memeli hücrelerinde 
olduğundan daha düşüktür. Bu nedenle DNA hasa-
rına karşı daha duyarlı oldukları düşünülmektedir. 
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Balık ve kemirgen hücre hatları ile yapılan deney-
ler, RTG-2 hücrelerinin bir genotoksin olan 4-nit-
rokinolin-N-okside karşı memeli V79 hücrelerinden 
daha fazla duyarlılık gösterdiğini ortaya koymuştur 
[14].

Çevresel kirleticilerin genotoksik etkilerinin 
değerlendirilmesinde en sık kullanılan balık hücre 
hattı RTG-2’dir [30, 33, 34, 37]. Bunun yanında 
EPC hücrelerinin de, genotoksik etkileri değerlen-
dirmek için uygun bir hücre hattı olduğu belirtil-
mektedir [23].

Yapılan çalışmalar RTG-2 hücre hattının özel-
likle çevresel kirleticilerin genotoksisitesinin doğ-
rudan değerlendirilmesinde yararlı olduğunu ancak 
BaP gibi etkisini metabolize olarak gösteren madde-
lerde yetersiz olduğunu göstermektedir. Bu nedenle 
genotoksisite çalışmalarında daha doğru sonuçlar 
elde edilebilmesi için balık hücre hattının analizi 
yapılacak maddenin özelliklerine göre seçilmesi ge-
rekmektedir [32]. 

Ekotoksikoloji araştırmalarında yaygın olarak 
kullanılan balık hücre hatları, elde edildikleri türler 
ve özellikleri Tablo 1’de gösterilmiştir.

Tablo 1. Ekotoksikoloji araştırmalarında yaygın olarak kullanılan balık hücre hatları, elde edildikleri türler ve özel-
likleri [4, 10, 25, 40]
Hücre 
Hattı Tür Doku orijini Morfoloji İnkubasyon 

sıcaklığı Medium Kullanım Alanı

R1 Oncorhynchus mykiss
Rainbow trout (Gökkuşağı alabalığı) Karaciğer Fibroblastik 20 °C EMEM, %10 FBS Organik ve inorganik kimyasallar, ağır metaller, 

endüstriyel atıklar

RTG-2 Oncorhynchus mykiss Testis, Ovaryum Fibroblastik 22 °C EMEM, %10 FBS
Fenol, benzen, anilin gibi çeşitli kimyasallar, atık 
sular, dioksin benzeri bileşikler, ağır metaller, geno-
toksik etkili maddeler

RT-gill W1 Oncorhynchus mykiss Solungaç Epitelyal 18-20 °C Leibovitz L-15
medium, %10 FBS Çevresel örnekler

RTL-W1 Oncorhynchus mykiss Karaciğer Epitelyal 20-25 °C Leibovitz L-15
medium, %10 FBS

Çeşitli farmasötik ve kozmetik ürünler, çevre örnek-
leri, dioksin benzeri bileşikler 

PLHC-1 Poeciliopsis lucida
Topminnow (Yüzey sazan balığı)

Hepatoselüler 
karsinoma Epitelyal 30 °C EMEM, %5 FBS

Organotin bileşikleri, çeşitli fenoller, sülfonik asitler, 
çeşitli kimyasallar, çevresel örnekler, dioksin benzeri 
bileşikler

BB
Ictalurus nebulosus
Bullhead brown
(Kahverengi yayın balığı)

Bağ doku ve kas 
(Posterior gövde) Fibroblastik 23 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller

BF-2 Lepomis macrochirus
Bluegill (Güneş balığı) Kaudal gövde Fibroblastik 23 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller, organik toksik bileşikler

CHSE-214 Oncorhynchus tshawytscha
Chinook salmon (Kral somon) Embriyo Fibroblastik 21 °C EMEM, %10 FBS Çeşitli kimyasallar, antifouling ajanları, sürfaktanlar

EPC Cyprinus carpio
Common carp (Sazan balığı)

Epitelioma papu-
losum Epitelyal 25 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller, genotoksik etkili maddeler

FG-9307 Paralichtys olivaceus
Olive flounder (Dil balığı) Solungaç Epiteloid 20-25 °C Leibovitz L-15

medium, %20 FBS Dioksin benzeri bileşikler

FHM
Pimephales promelas
Fathead minnow
(Yassı kafalı golyan balığı)

Bağ doku ve kas Epitelyal 34 °C EMEM, %10 FBS Ağır metaller, çeşitli kimyasallar

EMEM: Eagle’s Minimum Essential Medium; FBS: Fetal Bovine Serum

Sonuç

Çok sayıda yapılan çalışmalarla, ekotoksikolo-
ji araştırmalarında balık hücre hatlarının özellikle 
çeşitli çevresel kirleticilerin sitotoksisite, genotok-
sisite, CYP1A indüksiyon potansiyeli ve östrojenik 
aktivitelerinin değerlendirilmesinde duyarlı ve spe-
sifik in vitro sistemler olduğu ortaya konulmuştur. 

Bunun yanında balık hücre hatları ile yapılacak olan 
çalışmalarda daha doğru sonuçlar elde edebilmek 
için bu sistemlerin hangi kimyasal gruplara yanıt 
verdikleri, hangi hücre hattının hangi kimyasala 
daha duyarlı olduğu göz önünde bulundurulmalı ve 
kimyasal maddelerin toksik etkilerinin değerlendi-
rilmesinde doğru test metotları seçilmelidir. 
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Özet: Biyomoleküller aracılığı ile kimyasal bileşikleri tespit etmeye yarayan özel sensörlere biyosensör denmektedir. 
Biyosensörler, biyolojik ve fiziksel olmak üzere 2 bileşenden oluşmaktadır. Hedef molekül ile spesifik olarak etkileşime 
giren biyolojik bileşene biyoreseptör adı verilmektedir. Biyoreseptörün ligand ile bağlanmasıyla oluşan etkileşimleri 
ölçülebilir sinyallere çeviren fiziksel bileşen ise dönüştürücü adını almaktadır. Biyoreseptörler oluştukları biyomolekül 
tipine göre, dönüştürücüler ölçüm yaptıkları parametrelere göre ayrılır. Gelişen teknolojiyle birlikte nükleik asit biyore-
septörleri, yüksek spesifite ve afinite, farklı hedef moleküllere uygulanabilme, hızlı ve güvenilir sonuçlar alabilme gibi 
avantajları sayesinde sıklıkla kullanılmaktadır. Nükleik asit tabanlı biyosensör analizlerinden SELEX (Systematic Evo-
lution of Ligands by Exponential Enrichment) analizi, rastgele seçilmiş oligonükleotit biyoreseptörlerinin biyomole-
küllere afinitesinden yararlanılarak hedef biyomolekülün tespit edildiği in vitro seleksiyon ve amplifikasyon analizidir. 
Bir karışım içerisindeki hedef biyomolekülün kolaylıkla tesptini sağlayan SELEX analizi klinik teşhis, gıda endüstrisi, 
farmakolojik ve ekolojik çalışmalar başta olmak üzere pek çok farklı alanda başarıyla kullanılmaktadır.
Anahtar kelimeler: Aptamer, Biyoreseptör, Biyosensör, SELEX.

Biosensors and SELEX (Systematic Evolution of Ligands By Exponential Enrichment)
Abstract: Special sensors for detecting chemical compounds through biomolecules are called biosensors. Biosensors 
consist of biological and physical components. The biological component that specifically interacts with the target 
molecule is called a bioreceptor. The physical component that converts the interactions generated by the binding of the 
bioreceptor to the measurable signals takes the name of the transducer. Bioreceptors are classificated according to the 
biomolecule type, the transducers are separated according to the parameters they are measuring. With developing tech-
nology nucleic acid bioreceptors are used frequently due to the advantages of being able to apply to different target mol-
ecules, high specificity and affinity, obtain fast and reliable results. One of the nucleic acid-based biosensor analyzes, 
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) analysis is an in vitro selection and amplification 
analysis in which the target biomolecule is detected using the affinity of the randomly selected oligonucleotide biore-
ceptors to the biomolecules. The SELEX analysis which easily assists the target molecule in a mixture, has been used 
successfully in many different areas, including clinical diagnosis, food industry, pharmacological and ecological studies.
Key words: Aptamer, Bioreceptor, Biosensor, SELEX.

Giriş

Biyosensör Nedir?
Biyokimyasal analizlerde yer alan kimyasal bile-
şikleri biyomoleküller aracılığı ile tespit etmeye 
yarayan özel sensörlere biyosensör denmektedir 
[21]. “International Union of Pure and Applied Che-
mistry” (IUPAC) tarafından, “kimyasal bir bileşiğe 
karşı verilen biyolojik yanıtı ölçülebilir sinyallere 
dönüştüren ekipmanlar” olarak tanımlanmaktadır 
[15]. Biyosensör; analiz edilecek biyomolekül ile 
spesifik olarak etkileşime giren biyolojik bir bileşe-
nin, bu etkileşim sonucu ortaya çıkan değişiklikleri 
ölçülebilir fiziksel bir sinyale dönüştüren fiziksel 

bileşenle kombinasyonuyla oluşturulur. Biyolojik 
bileşen biyoreseptör, fiziksel bileşen ise dönüştürü-
cü (transducer) adını almaktadır. 

Biyosensörlerin Tarihçesi
“Biyosensör” terimi ilk kez 1962’de Clark ve arka-
daşları tarafından kandan glikoz tespitine yarayan 
glikoz oksidaz amperometrik enzim biyosensörü ile 
kullanılmıştır [20]. 1972 yılında ilk kez, geliştirilen 
bir glikoz biyosensörü ticarileştirilmiştir [9]. İm-
münosensörler ise 1975 yılında çalışılmaya başlan-
mış olup, 1980 yılında ilk kez optik biyosensörler, 
1990 yılında ise nükleik asit tabanlı biyosensörler 
geliştirilmiştir [4,12]. Uygulama alanına bağlı ola-
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rak biyosensörler için “immünosensör, glikometre, 
biyoçip” gibi çeşitli terminolojiler kullanılmış olup 
biyosensör ismi, IUPAC tarafından 1992’de resmi-
leştirilmiştir [17].

Biyosensörlerin Kullanım Alanları
Mikrobiyal patojenler, antibiyotikler, toksinler, pes-
tisitler, metabolitler, allerjenler, kan bileşenleri ve 
kanser hücreleri gibi çeşitli hedef biyomolekülleri 
saptama özelliği ile biyosensörler klinik teşhis, far-
makoloji, gıda endüstrisi, tarımsal ve ekolojik uy-
gulamalar, gibi oldukça geniş bir kullanım alanına 
sahiptir [26]. 

Klinik teşhis amacıyla biyosensörler metabolik, 
genetik, hormonal ve enfeksiyon hastalıkları teşhi-
sinde kullanılmaktadır. Biyosensörlerin kullanıldığı 
hastalıklar ve bozuklukların başında diyabet, oste-
oporoz, otoimmün hastalıklar, kanser, kalp-damar 
hastalıkları, nörodejeneratif hastalıklar gelmektedir. 
Global ölüm nedeni olan kanser, Alzheimer, diyabet 
gibi hastalıklarda gözlenen biyokimyasal, morfo-
lojik değişimleri saptamada kullanılmakla birlikte 
hastalığın takibinde de kullanılması önemlerini ar-
tırmakta ve yeni teknolojiler ile çeşitlendirilip geliş-
tirilmelerinin önünü açmaktadır [4,5].

Tarımsal uygulamalar kapsamında biyosensör-
ler, yaygın olarak pestisitlerin tespitinde kullanıl-
maktadır. Tarımsal veya çevresel ürünlerdeki pesti-
sit kalıntılarının besin zinciri, içme suyu ve havaya 
geçişiyle her yıl 1 milyon insanın kronik hastalık ya 
da ölümle karşı karşıya kaldığı bilinmektedir. Ayrı-
ca pestisitlerin tarımsal üretimde %45 kayıp oluş-
turduğu düşünüldüğünde hızlı, selektif ve güvenilir 
olarak tespitlerinin önemi anlaşılmaktadır. Bu amaç 
doğrultusunda çevresel örneklerden paraksozon, 
karbofuran, atrazin, karbamat gibi pestisitlerin tes-
pitinde sıklıkla biyosensörler kullanılmaktadır [29].

Gıdalarda, klinik ya da çevresel örneklerde 
virüs, bakteri, toksinler gibi biyolojik tehdit ajan-
larının tespitinde de biyosensörler sıklıkla kullanıl-
maktadır. Bu ajanların tespiti, yayılımın önlenmesi 
ve oluşturdukları hastalıkların tedavi edilmesi bakı-
mından oldukça önemlidir. Yirmi yılı aşkın süredir 
mikroorganizmaların tespiti ve identifikasyonunda 
daha hızlı ve daha duyarlı sonuç vermesi nedeniy-
le biyosensörler tercih edilmektedir [24]. Biyosen-
sörler ile tespit edilen mikroorganizmalara Bacillus 
anthracis, Clostridium botulinum, Mycobacterium 

tüberculosis, Salmonella Typhimurium, Yersinia 
pestis, Fransiella tularensis, Brucella melitensis, 
Smallpox virüs, Hepatit C virüs, Human immuno-
deficiency-1 virüs, Aspergillus spp, Candida al-
bicans örnek verilebilir. Biyosensörler ile tespitte 
mikroorganizmaların iç ve dış anatomik yapıları ya 
da metabolik ürünlerinden yararlanılmaktadır. Ör-
neğin; Bacillus anthracis sporları veya toksinleri 
üzerinden, Smallpox virüsü ise nükleik asiti üzerin-
den biyosensörler ile tespit edilmektedir [8, 13, 22, 
23]. 

Biyosensörler, diğer analiz yöntemleri ile karşı-
laştırıldığında çeşitli avantajlara sahiptir. Kullanım 
kolaylığı, hızlı yanıt alabilme, yüksek sensitivite, 
yüksek spesifite, yüksek selektivite kolay gözlemle-
yebilme ve yorumlayabilme bu avantajların başında 
gelmektedir. Ayrıca taşınabilir ve sahaya uygulama-
larına uyarlanabilir olması da kullanımını artırmak-
tadır [11, 29].

Biyosensörlerin Bölümleri
Biyosensörler temel olarak biyolojik bileşen ve 
fiziksel bileşen olmak üzere iki bileşenden oluş-
maktadır [21]. Prensipte herhangi bir biyoreseptör 
herhangi bir dönüştürücüyle birleştirilerek işleyen 
bir biyosensör üretilebilir [6,16]. Ancak biyosen-
sörlerin üretiminde biyoreseptörün performansını 
etkileyecek kimyasal ve fiziksel bileşenlerin (pH, 
sıcaklık, iyon konsantrasyonu, kontaminant, vb.) 
kontrolüne dayanan immobilizasyon işlemi oldukça 
önemlidir [17].

1. Biyoreseptör
Biyoreseptör, hedef biyomolekül (ligand) ile spe-
sifik olarak etkileşime giren biyolojik bileşendir. 
Biyotanıma elementi olarak da adlandırılır. Analiz 
edilecek biyomoleküle spesifik olarak etkileşime 
girme özelliğine sahip yüksek spesifitedeki biyo-
moleküller, biyoreseptör olarak kullanılmaktadır. 
Biyoreseptörler, çalışma mekanizmalarına göre 
biyokatalitik reseptörler ve biyoafinite reseptörler 
olmak üzere ikiye ayrılır. Biyokatalitik reseptörler; 
belirli bir reaksiyonu katalizleyebilme özelliğindeki 
enzim, hücre, doku ve mikroorganizmaları kapsar-
ken belirli biyomoleküllere yüksek afinite ile bağla-
nabilme özelliğindeki antikor ve nükleik asitler bi-
yoafinite reseptörleri olarak sınıflandırılır [19, 24].



Sarıçam S ve Müştak HK. Biyosensörler ve SELEX 183

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 29, Sayı 2, 2018, 181-187

a. Enzim Biyoreseptörleri
Spesifik bir veya birden fazla substrat içeren belirli 
bir kimyasal reaksiyonu katalizleyen protein mo-
leküllerine enzim adı verilmektedir [3]. Enzimler, 
bu özellikleri sayesinde biyosensör teknolojisinde 
ilk kullanılan biyosensörler olup ayrıca en yaygın 
kullanıma sahip katalitik biyoreseptörlerdir. Biyo-
sensörlerde enzim kullanımı; difüzyon sorunu ol-
maması, hızlı analiz süresi ve yüksek spesifite ve 
sensitivite gibi avantajlara sahipken kullanılan en-
zimin konformasyonel yapısına bağlı olarak karar-
lılıklarının düşük olması, saflık tayini gerektirmesi, 
aktivatör ve kofaktör gerektirmeleri ve pahalı ol-
maları gibi de dezavantajlara da sahiptir. Enzimle-
re dayalı biyosensörlerin performansının pH, iyon 
konsantrasyonu, sıcaklık, kofaktörler gibi çeşitli dış 
parametrelere bağlı olması da bir diğer dezavan-
tajdır. Ayrıca enzimleri uygun formda doğal olarak 
içeren organel, hücre, doku, mikroorganizmalar gibi 
diğer biyokatalitik reseptörlerin kullanımda olması 
da direkt olarak enzim biyoreseptörlerinin kullanı-
mını azaltmıştır [10, 16].

b. Hücre ve Doku Biyoreseptörleri
1981’de ilk defa bitki dokusu temelli elektrot hazır-
lanmasından itibaren, birçok hücre ve doku temel-
li biyosensör geliştirilmiştir [25]. Canlı hücrelerin 
biyoreseptör olarak kullanılmasıyla biyolojik ana-
litteki ligandın reseptöre bağlanmasıyla hücre içi 
ve hücre dışı mikroçevresel değişimler kolaylıkla 
tespit edilir [7]. Doku biyosensörleri ile enzimlerin 
saflaştırılma gerekliliği ortadan kalkar. Ayrıca doku 
biyosensörleri bazı enzimler için doğal ortamda 
artan kararlılık, düşük maliyet, aktivatör ve kofak-
tör gerektirmemeleri, yüksek aktivite ve kararlılık 
göstermeleri gibi avantajlara sahiptirler [31]. Ancak 
hücre ve doku kesitlerinin biyoreseptör olarak kul-
lanılmasında ligand difüzyon sorunu ve analiz süre-
sinin uzun olması gibi çalışmanın performansını ve 
ilerleyişini uzun vadede olumsuz etkileyecek deza-
vantajlar bulunmaktadır.

c. Mikroorganizma Biyoreseptörleri
Mikroorganizmalar kimyasal bileşiklerin tespitinde 
geniş bir uygulama alanına sahiptir. Mutasyonlar 
ve rekombinant DNA teknoloji sayesinde mikro-
organizmalarda gerçekleştirilen genetik modifi-
kasyonlar ve potansiyel intraselüler enzim kaynağı 

olmaları biyoreseptör olarak kullanılabilmelerini 
sağlamaktadır. Enzimlerin %90 oranında intrase-
lüler olması ve mikroorganizmaların endüstriyel 
enzim üretimlerine alternatif kaynak olması mik-
robiyal hücrelerin biyoreseptör olarak kullanımını 
artırmaktadır. Ayrıca canlı hücreler biyosensörlerin 
üretimi aşamasında önemli avantajlar sağlamakta-
dır. Bunlardan en önemlisi dönüştürücülerin ortama 
verdiği amonyak, karbon dioksit ve asitlerin canlı 
hücrelerce metabolize edilerek ortadan kaldırılması 
analizin sensitivitesinin artırılmasıdır.

d. Antikor Biyoreseptörleri
Antikorlar, antijenik moleküllere gösterdikleri spe-
sifik afinite sayesinde 30 yıldır biyoreseptör olarak 
kullanılmaktadır [21]. İlk kez 1987 yılında immü-
noglobulin G molekülü biyoreseptör olarak kulla-
nılarak hedef molekül benzopren halkası tespit edil-
miştir [30]. Antikor biyoreseptörleri, yüksek spesi-
fite, sensitivite ve selektivite doğrultusunda klinik 
ve teşhis uygulamalarında sıklıkla kullanılmaktadır. 
Biyomoleküllerle etkileşimleri direkt ve indirekt ol-
mak üzere iki şekilde olur. Direkt etkileşimde hedef 
biyomoleküle direkt olarak afinite gösterirken, indi-
rekt immünosensörlerde hedef biyomoleküle bağla-
nan floresans ya da luminesans antijenik moleküller 
tespit edilir [19,21].

e. Nükleik Asit Biyoreseptörleri
Tiyol, dilsülfid bağları, amin ya da biyotin gibi çe-
şitli moleküller aracılığıyla bir dönüştürücü mole-
külüne immobilize edilen ssDNA ve RNA şeklinde-
ki oligodeoksiribonükleotitler (ODNs), ortamdaki 
hedef molekülü spesifik olarak tanır ve bağlanır. 
Bu bağlanma süreci floresan, elektrokimyasal ya 
da radyoaktif bileşenlerle sinyal oluşmasını sağlar. 
Oluşan sinyal optik, elektrokimyasal ya da termo-
metrik dönüştürücüler tarafından dönüştürülür. 
Elektrokimyasal DNA biyosensörler; hızlı, ucuz ve 
farklı uygulama prosedürlerine uyumlu olması sa-
yesinde gıda endüstrisi ve klinik teşhis uygulamala-
rında sıklıkla tercih edilmektedir [19, 21].

2. Dönüştürücü (Transducer)
Dönüştürücü, ortamdaki hedef biyomolekülün kon-
santrasyonuyla doğru orantılı olarak oluşan biyo-
kimyasal/fizikokimyasal etkileşimleri ölçülebilir fi-
ziksel elektrokimyasal, elektriksel optik, kütlesel ya 
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da termometrik sinyallere çeviren fiziksel bileşendir 
[19]. Dönüştürücüler, ölçüm yaptıkları parametrele-
re göre sinyallere göre elektrokimyasal, elektriksel, 
optik, piezoelektriksel ve termometrik olmak üzere 
5 temel gruba ayrılmaktadır [21]. 

a. Elektrokimyasal Dönüştürücüler
Biyoreseptörün spesifik biyomolekülü tanımasıyla 
birlikte ortamda oluşan biyokimyasal reaksiyonla-
ra bağlı oluşan potansiyel elektrik akımı, elektron 
ya da iyon konsantrasyonundaki değişimleri ölçü-
lebilir sinyallere dönüştüren dönüştürücülerdir [2]. 
Elektrokimyasal dönüştürücüler, ölçüm mekaniz-
malarına göre amperometrik ve potansiyometrik 
olmak üzere iki sınıfa ayrılmaktadır. Amperometrik 
dönüştürücüler, en yaygın elektrokimyasal dönüştü-
rücü tipi olup hedef molekül varlığında oluşan akım 
değişimlerini ölçmeye dayanmaktadır. Amperomet-
rik dönüştürücülerden daha az duyarlılığa sahip po-
tansiyometrik dönüştürücüler ise sıfır elektrik akım 
altında iyon selektif membranla ayrılmış iki farklı 
ortam arası potansiyel farkı ölçmeye dayanmakta-
dır. 

b. Elektriksel Dönüştürücüler
Elektriksel dönüştürücüler, biyoreseptör ile hedef 
molekülün bağlanmasıyla ortaya çıkan iyon ve 
elektronlar sayesinde değişen elektrik iletkenliği-
ni veya direncini ölçerek çalışan dönüştürücüler-
dir. Esas alınan parametre elektrik iletkenliği veya 
elektrik direncidir. Kondüktometrik dönüştürücüler 
olarak da bilinmektedir.

c. Optik Dönüştürücüler
Optik dönüştürücüler; hedef biyomolekül ile bi-
yoreseptör bağlanmasıyla ortamdaki kromofor, 
florofor benzeri moleküllerce oluşturulan ışık dal-
galarının absorpsiyon, emisyon, geçirgenlik, saçı-
lım, yansıma ve kırılması şeklinde değişikliklerin 
saptanmasına dayanmaktadır. Optik dönüştürücüler 
ölçüm mekanizmasına göre adlandırılmaktadırlar. 
Kolorimetrik dönüştürücüler renk değişimini sap-
tarken florometrik dönüştürücüler florofor etiketle-
me sayesinde oluşan ışık emisyonunu ölçmektedir. 
Florofor tabanlı dönüştürücüler yüksek selektivite 
ve sensitiviteleri sayesinde sıklıkla kullanılmakta-
dır [21]. 

d. Piezoelektriksel (Kütle Duyarlı) 
Dönüştürücüler
Kütle duyarlı dönüştürücüler olarak adlandırılan 
piezoelektriksel dönüştürücüler hedef molekül ve 
biyoreseptör etkileşimi ile ortaya çıkan moleküler 
kütle değişikliklerini saptamaya dayanır. Kütlesel 
değişikliklere bağlı olarak etkilen viskosite, yoğun-
luk ve akışkanlık parametreleri üzerinden ölçüm 
yapılır. Kütle duyarlı sensörlerde, genellikle kuvars 
kristaller kullanılır.

e. Termometrik Dönüştürücüler
Biyosensör spesifik biyomolekül ile bağlandığında 
oluşan ısı artışı ya da azalışı şeklindeki değişiklik-
leri ölçülebilir sinyal olarak ortaya koyan dönüştü-
rücü tipidir. Kalorimetrik dönüştürücüler olarak da 
bilinir. Açığa çıkan ya da emilen toplam ısı, biyo-
sensör ile etkileşime giren hedef molekül sayısı ile 
doğru orantılıdır. Termometrik dönüştürücüler sen-
sitiviteleri yüksek olduğundan sık sık kalibrasyon 
gerektirmez. Genellikle gıda analizleri, kozmetik ve 
farmasötik madde analizleri, tarımsal uygulamalar-
da pestisit analizlerinde kullanılır [21].

İmmobilizasyon Yöntemleri
Biyoreseptörün dönüştürücü ile birleştirilmesine 
immobilizasyon denilmektedir. İmmobilizasyon ile 
bir biyosensörün iki ayrı bileşen stabilize edilerek 
bir araya getirilir. İmmobilizasyon fiziksel adsorp-
siyon, matriks tuzaklama, çapraz bağlama ve kova-
lent bağlama olmak üzere 4 farklı yöntem ile ger-
çekleştirilir [29]. Fiziksel adsorpsiyon yönteminde 
van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkileşimler, 
iyonik etkileşimler ya da hidrojen bağları ile biyo-
lojik bileşen fiziksel bileşene sabitlenir. Matriks tu-
zaklamada gözenekli bir membran matriks üzerinde 
iki bileşen sabitlenir. Çapraz bağlama ile immobi-
lizasyonda gluteraldehit, heksalmetilendiamin gibi 
çok fonksiyonlu bağlayıcı moleküller ile üç boyutlu 
bağlanma oluşturulur. Kovalent bağlama ile immo-
bilizasyonda, biyoreseptörün aktif grupları fiziksel 
bileşene bağlanır [4,19, 29].

SELEX (Systematic Evolution of Ligands by 
Exponential Enrichment)
İlk kez 1990 yılında tanımlanan SELEX (Systematic 
Evolution of Ligands By Exponential Enrichment), 
biyoreseptör olarak rastgele seçilmiş oligonükleotit 
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moleküllerinin biyomoleküllere afinitesinden ya-
rarlanılarak hedef biyomolekülün tespit edildiği in 
vitro seleksiyon ve amplifikasyon analizidir [4]. İlk 
olarak 1990 yılında T4 bakteriyofajı DNA polime-
raz enzimi (gp3) RNA molekülleri ile kullanılarak 
SELEX ile tespit edilmiştir. Gelişen teknolojik uy-
gulamalar ile birlikte SELEX döngüsünde yer alan 
amplifikasyon ve seleksiyon parametreleri çeşitle-
nerek çoğalmıştır [12,14].

1. Rastgele DNA/RNA Oligonükleotit 
Kütüphanesi
SELEX’te biyoreseptör olarak kullanılan 2-25 kDa 
ağırlığındaki tek zincirli yapay ssDNA ya da RNA 
oligonükleotit moleküllerine aptamer adı verilmek-
tedir. Aptamerler, orta noktada rastgele sıralanmış 
20-80 nükleotidin 5’ ve 3’ ucunda 18-21 nükleotit-
lik spesifik primer bağlanma bölgesi bulunan oli-
gonükleotitlerdir (Şekil 1). Aptamerdeki rastgele 
sıralanmış nükleotitler arasındaki bazı özel diziler 
hedef moleküle yüksek afinite göstererek bağlan-
mayı başlatır. RNA aptamerleri ve DNA aptamerleri 
olmak iki çeşit aptamer bulunmaktadır. 

Şekil 1. Aptamer yapısı [Stoltenburg ve ark. (2007) yılın-
da yapmış olduğu çalışmadan Türkçeleştirilmiştir (26)].

Aptamerler; hücre, nükleik asit, metal iyonla-
rı, organik boyalar, proteinler gibi geniş bir hedef 
molekül kitlesine yüksek afinite ve spesifite göster-
meleri sayesinde bu moleküllerin tespitini sağlayan 
biyosensörlerde sıklıkla kullanılmaktadır. Özgül üç 
boyutlu konformasyonel yapıları sayesinde bir ka-
rışım içindeki hedef molekülleri özgül konformas-
yonel yapıları üzerinden tespit edilmesini sağlarlar. 
Bu tanıma aşamasında aptamer ile hedef molekül 
arasında van der Waals bağları, hidrojen bağları, 
elektrostatik etkileşimler ya da aromatik halkasal 
bağlanmalar meydana gelir [26].

Aptamerler, monoklonal antikorlar ile eşit 
düzeyde bağlanma afinite gücüne sahipken dena-
türasyon ve degredasyona karşı daha dirençli ol-
maları ile antikorlardan avantajlıdır. Antikorlardan 
farklı olarak kiral moleküller arasında bile ayırım 
yapabilmeleri önemli bir diğer avantajlarıdır. Anti-

korlar çalışma koşulları göz önüne alındığında çok 
dar ve sınırlı bir ortam isterken aptamerler için op-
timal koşullar daha geniş aralıktadır ve fizyolojik 
koşullardan daha az etkilendiği için optimizasyonu 
antikorlara kıyasla daha kolaydır [1, 26, 29]. Geniş 
bir hedef kitlesi için kullanılabilir olması gıda ana-
lizlerinde, farmakolojik analizlerde, klinik teşhiste 
(metabolik hastalıklar, genetik hastalıklar, kanser, 
enfeksiyon hastalıkları teşhisinde vb.) kullanımı-
na imkan sağlamaktadır. Antikorların aksine apta-
merlerin fiziksel stabiliteleri daha fazla olup kolay 
sentezlenip uzun süre depolanabilirler. Antikorların 
biyoreseptör olarak kullanımı aptamerler kıyaslan-
dığında bir diğer dezavantaj ise çapraz reaksiyonlar 
nedeniyle spesifitesini daha düşük olmasıdır [6].

2. SELEX Mekanizması 
SELEX yöntemi temel olarak; rastgele seçilmiş 
yaklaşık 1015 farklı oligonükleotitten oluşan DNA/
RNA kütüphanesi şeklindeki aptamer havuzunun 
oluşturulmasıyla başlar. Aptamer havuzu ile hedef 
molekülü içeren karışım inkübe edilir. İnkübasyon 
ile hedef moleküle afinite gösteren aptamerler ile 
hedef molekül arasında bağlanma gerçekleşir. Bağ-
lanmayan aptamerler, manyetik boncuklar, kolon 
kromatografisi ya da nitroselüloz filtrelerle ger-
çekleştirilen seleksiyon işlemi ile ortamdan uzak-
laştırılır. Seleksiyon sonrası hedef moleküle bağ-
lanmış aptamerler, elüsyon işlemi ile çözdürülerek 
hedef molekülden ayrıştırılır. Seçilen aptamerlerin 
zenginleştirilmiş havuzunu elde etmek üzere amp-
lifikasyon işlemi gerçekleştirilir. Bu noktada apta-
merlerin spesifik uç bölgelerinden bağlanarak amp-
lifikasyonu başlatacak primerlerden yararlanılır ve 
sonrasında SELEX döngüsü başlatılır. Zenginleşti-
rilmiş aptamer havuzu elde edildikten sonra hedef 
molekül ile inkübasyon, seleksiyon, elüsyon ve 
amplifikasyon işlemleri döngü halinde (genellikle 
8-15 kez) tekrarlanır. Böylelikle en yüksek afinite 
ve spesifiteye sahip aptamer elde edilir ve dizilene-
rek belirlenir (Şekil 2).

SELEX ile hedef molekül için 1015 farklı ap-
tamer içinden en yüksek afinite olanı veya olanları 
seçilmiş olur. Bazı farklı hedef moleküller ile etki-
leşimi incelenerek negatif kontrol grupları oluştu-
rulur. Sonuç olarak hedef biyomoleküle spesifik ve 
duyarlı olduğu doğrulanan aptamer molekülü, bir 
karışım ortamında hedef molekülün saptanmasında 
kullanılabilir hale gelir [26].
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Şekil 2. SELEX mekanizması [Stoltenburg ve ark. (2007) yılında yapmış olduğu çalışmadan Türkçeleştirilmiştir 
(26)]. 

3. Hedef Biyomolekül
SELEX yöntemi oldukça farklı hedef molekülleri-
nin ayırımında kullanılmaktadır. İnorganik ve orga-
nik küçük moleküller, proteinler, karbonhidratlar, 
antibiyotikler, toksinler ve hücreler bunlardan başlı-
calarıdır [1, 26, 28].

Veteriner mikrobiyoloji alanında SELEX ol-
dukça yaygın kullanıma sahiptir. Pek çok bakteri-
yal, viral ve mikotik etken SELEX ile tespit edil-
mektedir. Bunlardan bazıları Staphylococcus spp., 
Listeria monocytogenes, Bacillus anthracis, Bacil-
lus thuringiensis, Mycobacterium avium, Mycoba-
cterium tüberculosis, Salmonella enterica subsp. 
enterica serovar Typhimurium, Salmonella enteri-
ca subsp. enterica serovar Enteritidis, Escherichia 
coli, Francisella tularensis, Vibrio cholerae, [1, 28] 
etkenleridir. Viral etkenlerden Influenza virus 1, 
Orthopoxvirus, Monkeypox virus ve Smallpox vi-
rus SELEX ile tespit edilen viral hedef moleküller 
arasındadır [27]. Mikotik etkenlerden SELEX ile 
başarıyla tiplendirilenlere ise Candida albicans ör-
nek verilebilir [18].
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