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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullar:

1. Dergi, T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Etlik Veteri-
ner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirligii’niin hakemli,
bilimsel yayin organi olup, yilda iki defa yayimlanir. Derginin ki-
saltilmis ad1 “Etlik Vet Mikrobiyol Derg” dir.

2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde veteriner hekimlik
alaninda yapilan, bagka bir yerde yayimlanmamis olan orijinal bi-
limsel arastirmalar, giincel derleme, gozlem, kisa bilimsel ¢aligma-
lar ve enstitiiden haberler yayimlanir. Derleme seklindeki yazilar;
orijinal olmasi, en son yenilikleri icermesi, klasik bilgilerin tekrari
olmamasi durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazirlayan yazarin, o
konuda ulusal ya da uluslararas1 diizeyde orijinal yayin ve arastir-
malar yapmis olmasi kosulu aranir.

3. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 punto Times
New Roman yazi karakterinde, diiz metin olarak, ¢ift aralikli ve
kenarlarda 30 mm bosluk birakilarak, A4 formundaki beyaz kagida
yazilmalidir. Yazilarin tamamu, sekil ve tablolar dahil olmak iizere
orijinal bilimsel aragtirmalarda 16, derlemelerde 10, gézlemlerde 6
ve kisa bilimsel ¢alismalarda 4 sayfay1 gegmemelidir.

4.Microsoft Word formatindakimetinileenaz300dpi¢dziiniirliikteki
JPEG formatindaki resim/lerin tamami etlikvetmikrobiyolderg@
gmail.com e-posta adresine gonderilmelidir.

5. Tirkge orijinal ¢aligmalar konu bashgi, yazar/yazarlarin adlari,
adresleri, Tiirkge 6zet ve anahtar sozciikler, Ingilizce bashk, Ingi-
lizce 6zet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar sirasi ile hazirlanmalidir.
Ingilizce orijinal caligmalar konu basligi, yazar/yazarlarm adlari,
adresleri, Ingilizce 6zet ve anahtar sozciikler, Tiirkce baslik, Tiirk-
¢e Ozet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar seklinde hazirlanmalidir.
Kisa bilimsel ¢aligmalarin ve derlemelerin baslik ve 6zet boliimleri
orijinal ¢aligma formatinda, bundan sonraki boliimleri ise, derleme-
lerde; giris, metin ve kaynaklar seklinde, kisa bilimsel ¢caligmalarda
ise boliimlendirme yapilmadan hazirlanmalidir.

6. Orijinal ¢alismalar ve gozlemler asagidaki siraya gore diizenle-
nerek yazilmalidir.

Baslik, kisa, konu hakkinda bilgi verici olmali ve kii¢iik harflerle
yazilmalidir.

Yazar(lar)n, ad(lar) kii¢iik, soyad(lar)1 biiyiik harflerle yazilmali
ve unvan belirtilmemelidir. ORCID numaralari yazilmalidir.
Ozet, Tiirkge ve Ingilizce olarak, tek paragraf halinde ve en fazla
500 sozciik olmalidir.

Anahtar kelimeler, Tiirkiye Bilim Terimleri’nden segilmeli, alfa-
betik siraya gore yazilmali ve 5 sdzctigi gegmemelidir.

Giris, konu ile ilgili kisa literatiir bilgisi icermeli, son paragrafinda
caligmanin amaci vurgulanmali ve iki sayfay1 gegmemelidir.
Materyal ve Metot, ayrintiya girmeden, anlasilir bigimde yazilma-
lidir. Bagliklar kalin, alt basliklar italik yazi tipiyle belirtilmelidir.
Bulgular béliimiinde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir sekilde
belirtilmelidir. Tablo bagliklar1 tablonun stiinde, sekil basliklar
ise seklin altinda belirtilmelidir.

Tartisma ve Sonu¢ boliimiinde, arastirmanin sonucunda elde edi-
len bulgular, diger arastiricilarin bulgulari ile karsilagtirilmali ve
literatiire olan katkisi kisaca belirtilmelidir.

Tesekkiir boliimii, gerekli goriiliiyorsa kaynaklardan hemen 6nce
belirtilmelidir.

Kaynaklar boliimiinde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik
olarak siralanmali ve numaralanmalidir. Metin igerisindeki kaynak,
yazar soyad1 yazilip sira numarast ile; ciimle sonunda ise sadece
sira numarasi ile koseli parantez igerisinde yazilmalidir. Ciimle
sonunda birden ¢ok kaynak belirtilecek ise kaynak numaralart kii-

¢likten biiylige dogru siralanmalidir. Metin igerisinde ikiden gok
yazarli kaynak kullanimlarinda ilk yazarin soyadi yazilmali diger
yazarlar ise “ve ark.” (Ingilizce metinlerde “et al.”) kisaltmas ile
belirtilmelidir. Dergi adlarinin kisaltilmasinda “Periodical Title
Abbreviations: By Abbreviation” son baskis1 esas alinmalidir. Kay-
naklar listesinde yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yaymi varsa,
yayin tarihinin yanina “a” ve “b” seklinde belirtilmelidir.

Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;

Siireli Yayin:

Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK, (1992).
Induced transplacental transmission of N. caninum in cattle. ] Am
Vet Med Ass. 201, 709-713.

Yazarh Kitap:

Fleiss J1, (1981). Statistical methods for rates and proportions.
Second edition. New York: John Willey and Sons, p.103.

Editorlii Kitap:

Balows A, Hausler WJ, Herramann K1, eds., (1990). Manual of Clinical
Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
Editorlii Kitapta Boliim:

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:

Cetindag 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, izmir-Turkey.
Tezler:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebast hastaligimin histolojik ve immuno-
peroksidaz yontemle tanist iizerine ¢calismalar. Doktora Tezi, AU
Saglik Bilimleri Enstitiisti, Ankara.

Anonim:

Anonim, (2009). Contagious equine metritis. Erisim adresi: http://
www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, Erisim tarihi: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erigsim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erigim tarihi: 14.11.2009.
Yazisma adresi, ¢ok yazarli ¢aligmalarda yazisma adresi olarak
yazarlardan sadece birinin adi/soyadi, adresi ve e-posta adresi ¢a-
lismanin sonunda belirtilmelidir.

7. Latince cins ve tiir isimleri italik yaz tipi ile yazilmaldir. Tiim
olgiiler SI (Systeme Internationale)’ye gore verilmelidir.

8. Dergide yayimlanmak tizere gonderilen makaleler tim yazarlar
tarafindan imzalanan “Yaym Hakki Devri Sozlesmesi” ve basvu-
ruya iligkin bir dilekge ile birlikte gonderilmelidir. Yayimlanmasi
uygun goriilen ¢alismalar, istendiginde Yayim Komitesi’nin basima
iliskin karar1, yazar(lar)ina bildirilir.

9. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayimlanacak olan,
hayvan deneylerine dayal: bilimsel ¢alismalarda “Etik Kurul Onay1
Alinmustir” ifadesi aranir.

10. Gonderilen yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne gore ya-
pildigindan, yazilarin her tiirlii sorumlulugu yazarlara aittir.

11. Uriinlerin ticari adlar ile karsilastirilmalarina yénelik aragtir-
malar derginin ilgi kapsami digindadir.

12. Arastirmaya konu olan maddelerin ve iriinlerin ticari adlari
kullanilmamalidir.

13. Sayet varsa aragtirmanin desteklendigi kurum adi ve proje nu-
marasi belirtilmelidir.

14. Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayimlanir.

15. Yayimlanmayan yazilar, yazarina iade edilmez.
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VIl Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

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
issue, these should be arranged by smallest to biggest reference list

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. ] Am
Vet Med Ass. 201, 709-713.

For books:

Fleiss J1, (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:

Cetindag 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, izmir-Turkey.
For dissertations:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebasi hastaligimin histolojik ve Immuno-
peroksidaz yontemle tanist tizerine ¢alismalar. 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.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,
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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors IX

Yayin Hakki Devri Sozlesmesi
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi - Ankara

Asagida basligl bulunan ve yazarlari belirtilen makalenin tiim sorumlulugu Etlik Veteriner Mikrobiyoloji
Dergisi Yaym Komisyonu Baskanligi’na ulasincaya kadar yazar/larina aittir.

YAYIIIN QA1 ettt h et ettt a et bt bt e st et e e bt a e et b e bt ea b et bt st et et sbeententeerea

Asagida isim ve imzalar1 bulunan yazarlar; yaymlamak iizere gonderdikleri makalenin orijinal oldugunu,
daha Once baska bir dergiye yayinlanmak iizere génderilmedigini ve kismen ya da tamamen yayinlanma-
digini, gerekli diizeltmelerle birlikte her tiirlii yayin hakkinin, yazinin yayimlanmasindan sonra Etlik Vete-
riner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devrettiklerini kabul ederler. Yayimlanmak iizere génderilen bu makalenin
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Pilot Calisma: Manda Siitiinde Toxocara vitulorum Larva Varh@iin
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Ozet: Toxocara vitulorum buzag: ve malaklara primer galaktojen yolla bulasan, erginleri incebagirsaga yerlesen, pato-
jen bir nematoddur. Bu pilot ¢alismada, manda siitiinde parazitin larvalar1 aranmistir. Arastirma siiresince 40 mandaya
ait siit ornekleri kullanilmigtir. Tiim siit 6rnekleri oncelikle mikroskobik olarak siewing-flotasyon yontemi ile Toxocara
sp. larvasi bakimindan muayene edilmistir. Daha sonra larvaya rastlanmayan 6rneklerden rastgele 20 farkli mandaya ait
siit 6rnekleri se¢ilmis ve molekiiler olarak incelenmistir. Caligma sonunda higbir siit 6rneginde parazitin larvasina ya da
DNA’sina rastlanmamustir. Bu arastirma Tiirkiye’de manda siitiinde 7oxocara vitulorum larvasi taranmasi yoniinde ilk
caligsma niteliginde olmustur.

Anahtar kelimeler: Toxocara vitulorum, larva, manda, stit

A Pilot Study: Investigation of Toxocara vitulorum Larvae in Water Buffale Milks

Abstract: Toxocara vitulorum is a patogen nematoda which infects calves and buffalo calves lactogenically and grows
in the small intestine. In the study, infective larvae of the parasite were investigated in water buffalo milks. Forty water
buffalo milks were collected and examined used sieving-flotation method. Then, 20 samples randomly selected were
analysed molecularly to find DNA of T. vitulorum larvae. In the end of the study, there was no larvae or its’ DNA in the
milk samples. This is the first study on investigation of T vitulorum larvae in water buffalo milk.

Key words: Toxocara vitulorum, larvae, water buffalo, milk
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Giris

Mandacilik, basta manda siitii ve kaymagi olmak
iizere, manda eti ve manda boynuzu gibi cesitli
iiriinler elde etmek icin yapilan, tilkemizde degeri
son yillarda artan bir sektdriidii. TUIK verileri-
ne gore manda sayist Tiirkiye’de son 10 yilda ne-
redeyse iki katina c¢ikarak 2017 yilinda 161.439’a
ulagsmistir [22]. Samsun ili ve ¢alismanin yapildigi
Kizilirmak Deltasi ise mandacilik faaliyetinin en
cok yapildig1 yerlerdendir.

Mandalar ¢evre sartlarina sigirlara oranla daha
dayanikli hayvanlardir. Gebelik siireleri ise inekler-
den uzun olmakla birlikte nehir ve bataklik manda-
larinda sirayla 305-320 ve 320-340 giin arasindadir
[9]. ineklerden farkli olarak veteriner hekime ihtiyag
duymadan dogum yapan mandalar, malaklarinin ilk
bakimlarint da kendileri Ustlenirler. Sonbahar-kig
aylarinda dogan malaklar annelerinden ayrilmaz-
lar. Yetistiriciler genellikle yeni dogum yapmis
mandalart ilk ay sagmazlar ve malaklarin annele-

rini emmelerine izin verirler. Inek yetistiriciliginde
farkli olan bu uygulama ile hem malaklara oldukc¢a
diiskiin anne manda yavrusunda ayrilmamis olur,
hem de malaklar kolostrumu ile tam olarak beslen-
mis olurlar. Kolostrum malaklarin gelisimleri i¢in
olduk¢a 6nemli bir besin kaynagi oldugu icin bu
uygulama gereklidir. Ancak kolostrum anne man-
dadan yavrusuna gegen Toxocara vitulorum igin de
esas bulas kaynagidir [2,6]. Biiyiik ruminantlarin en
onemli patojen nematodlarindan birisi olan parazit
ergin hayvanlarda hastalik olusturmazken, buzagi
ve malaklarda 6nemli patolojik bozukluklara sebep
olabilmektedir. Genel olarak sigirlara oranla hasta-
liklara daha dayanikli olan mandalar, farkli olarak
askaridiosise daha duyarlidirlar. Hastaligin hem
prevalansi hem de patojenitesi mandalarda daha
fazladir. Alinan larva sayisi ile dogru orantili olarak
patojenite de artmakta, fazla sayida parazit malak-
larda 6liime neden olabilmektedir [8,12,18,21].

Askaritlerin biyolojik dongtisii konagin yasina
ve enfektif formun alimigina gore farklilik gosterir.
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Konak 6 ayliktan kiigiik ise alinan enfektif formla-
rin ¢ogu bagirsaklarda ergin hale gegerler. Bu du-
rum konagin immun sisteminin gelismesi ile ters
orantili olarak devam eder. Immun sistemi gelis-
mis olan hayvanlarda ise disaridan alinan enfektif
formlar gelisme gdstermeden kaslarda inhibisyona
gecmektedir. Gebelik esnasinda ise immun sistemin
baskilanmasi ile birlikte bu larvalar tekrar aktive
olurlar. Mandalarda kaslardaki larvalarin 5 aydan
fazla canl kaldigi, bu siirenin iki dogum siiresince
devam edebildigi bilinmektedir. Mandalarda gebe-
ligin 8. ayindan sonra inhibe larvalar aktive olmaya
baglarlar. Bunlardan 6nemli bir kism1 meme bezleri-
ne geger ve malaklar tarafindan alinmayi1 beklerler.
Meme bezlerine larva akisi dogum sonrasi yaklasik
bir ay devam eder. Bu siirenin uzayabilecegi de bi-
linmektedir. Malaklar tarafindan siit emme sirasin-
da alinan enfektif L, viseral go¢ gegirmeden direkt
olarak bagirsaklarda gelisir. Malaklarda da enfeksi-
yon genel olarak bu sekilde olmaktadir. Yapilan ca-
lismalarda, plasental yolla fotusa larva gegismesiyle
ya da enfekte yumurtanin oral alinmasiyla malakla-
rin enfekte olmadig bildirilmektedir [2,6].

Canli hayvanlarda parazitin tanis1 digki bakisi
ile kolaylikla yapilabilmektedir [7,11]. Ancak para-
zitin yumurtasi malaklarda en erken 3-4 haftaliktan
sonra goriilmeye baglar, yani ilk ay malaklarda pa-
razitin varhigini digki bakisi ile tespit etmek oldukga
zordur [6]. Erken tani i¢in farkli bir tan1 yontemi
olarak anne mandanin siitii askarit larvasi varligi ba-
kimindan muayene edilebilir. Béylece malaga geg-
mesi muhtemel askarit larva varligi erken dénemde
tespit edilmis olur. Diinyada manda siitiinde askarit
larvasi aranmasina yonelik gesitli ¢alismalar bulun-
makla birlikte [1,20], bu konu ile ilgili Tiirkiye’de
bir aragtirma yapilmamistir. Mevcut iki arastirma
ise inek siitiinde yapilmustir [2].

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de ilk olarak manda sii-
tiinde 7. vitulorum larvasinin varligiin arastirilma-
st amaglanmustir.

Materyal ve Metod

Bu aragtirma Samsun iline bagli Ondokuz Maysis ve
Bafra ilcelerinde, Eylil 2017-Ocak 2018 tarihleri
arasinda yapilmistir. Aragtirma materyalini PYO.
VET.1901.17.010 nolu proje kapsaminda toplanan
ve 40 farklt mandadan elde edilen siit 6rekleri olug-

turmustur. Mandalarin tiimiiniin siit emen malaklar
oldugu, bu malaklarin yaslarinin 15 giin - 75 giinliik
arasinda degistigi hayvan sahiplerinden elde edilen
bilgiler 1s181inda kaydedilmistir. Siit 6rnekleri dort
ayrt memeden olacak sekilde ayr1 olarak alinmus,
calisma siiresince 40 farkli mandadan toplamda 160

stit ornegi toplanmustir.

Oncelikli olarak tiim siit drnekleri mikroskobik
olarak T vitulorum larvast bakimindan muayene
edilmistir. Bu amagla her manda igin ayr1 olacak
sekilde el yapimi elekler hazirlanmistir. Her siit nu-
munesi 40 um por c¢apli bu eleklerden gegirilmis,
elde edilen tortu flat tiip ig¢ine yikanarak aktarilmus,
daha sonra invort mikroskop altinda larva varligi
bakimindan incelenmistir.

Molekiiler analiz amactyla ise, negatif bulunan
orneklerden rastgele olacak sekilde, 20 farkli man-
dadan alinan siit 6rnekleri secilmistir. Rastgele segi-
len flat tiipler 1500 devirde 5 dakika santrifiij edil-
mis ve dipteki tortu 1,5 ml’lik ependorflara alinarak
incelenmek iizere -20°C’de saklanmuistir.

Saklanan 6rneklerden genomik DNA ekstraksi-
yonu i¢in ticari kit (Invitrogen, PureLink Genomic
DNA) kullanilmigtir. Parsiyal ITS1, 5.8S rRNA ve
parsiyal ITS2 gen bolgelerinin amplifikasyonu NC5
(5’-GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT-3’)
ve NC2 (5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’)
primer cifti kullanilarak yapilmistir. Mastermiks
her bir reaksiyon i¢in toplam 24 pl; 2 pl genomik
DNA, 1xPCR buffer, 2.5 mM MgCl,, 0.2 uM dNTP,
10 uM primer ve 1 U Taq polimeraz olacak sekil-
de ayarlanmistir [8,15]. Amplifikasyon kosullari ilk
denatiirasyon 95°C 10 dk., 40 siklus denatiirasyon
95°C 45 sn, baglanma 55°C 45 sn, uzama 72°C 45 sn
ve son uzama 72°C 5 dk seklinde programlanmastir.
Elektroforez ile PCR f{iriinleri, goriintiilenmek i¢in,
agaroz ile hazirlanan jele eklenmis, elektrik alanda
belirli bir siire boyunca boyutlarina ve molekiiler
agirliklarina gore ayrilmistir. PCR {irtinlerini goriin-
tillemek icin % 2’lik agaroz jel kullanilmistir.

Bulgular

Incelemesi yapilan siit 6rneklerinin higbirinde 7.
vitulorum larvasina rastlanmamistir. Larva negatif
orneklerden rastgele secilerek incelenen siit 6rnek-
lerinin molekiiler analizi sonucunda da parazitin
DNA’s1 bulunamamustir.
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Tartisma ve Sonug¢

Toxocara vitulorum malaklari en patojen parazitle-
rinden birisi olarak kabul edilmekle birlikte, biiyiik
ruminantlarda askaridiosis ile ilgili fazla sayida ca-
lisma bulunmamaktadir. Yapilan ¢aligmalar incelen-
diginde toxocariasis enfeksiyonuna genellikle diski
baki yontemlerinin kullanildigi [4,5,17,19], bunun
yaninda yeni dogum yapmis mandalarda siitte pa-
razitin larvasinin arandigi ¢alismalar da oldugu go-
rlliir [1,20). Diinya genelinde enfeksiyon orani ma-
laklarda digki bakisina gore %25,5-34 arasinda bil-
dirilmistir [1,12,17]. Tirkiye’den sigirlarda 7. vitu-
lorum’un bulundugu, yayilisinin %0,5-28,9 arasin-
da degistigi bilinmektedir [2,4,5,6,13]. Mandalarda
da parazitin var oldugu bilinmekle birlikte [14,16],
malaklarda, mandalarda ya da manda siitiinde para-
zitin varligina iligkin bir ¢alisma olmadig1 goriiliir.
Tiirkiye’de manda parazitlerine yonelik yapilan tek
calismada 100 mandanin sindirim sistemi incelen-
mis, ancak 7. vitulorum’a rastlanmadigi kaydedil-
mistir [10]. Yapilan bu ¢alisma Tiirkiye’de manda-
larda siitte 7. vitulorum’un varligina yonelik olarak
yapilan ilk aragtirma niteligindedir.

Malaklar i¢in esas enfeksiyon kaynagi anne sii-
tiindeki 7. vitulorum larvasidir. Siitte larva yogunlu-
gu dogum Oncesi 8. giinden itibaren baglar, dogum
sonras1 azalarak devam eder. Siitte larva bulunma-
st esas olarak ilk ay olmakla birlikte, devam eden
siirecte de larvaya rastlandigi kaydedilmistir [6].
Tiirkiye’de siitte 7. vitulorum larvasi aranmasina
yonelik yapilan ¢aligmalarda, Adanir (2004) incele-
digi 450 inek siit drneginden yalniz 1 (%0,2)’inde,
Akyol (1991) da inceledigi 144 inek siitiiniin 1’inde
larva bulundugu kaydetmistir [2,3]. Bizim yapti-
gimiz ¢aligmada ise incelemesi yapilan 40 manda
siitliniin higbirinde 7. vitulorum larvasi’na rastlan-
mamuistir. Pozitif 6rnek bulunmamasinda, 6rnek sa-
yisinin azligi ve siit 6rnegi alinan disi mandalarin
dogum sonrasi erken donemde olmamasi goz oniin-
de bulundurulmalidir.

Sonug olarak, Tiirkiye mandacilik faaliyetleri
acisindan uygun bir cografyaya sahiptir ve mandaci-
liga/manda tirtinlerinin tiiketimine olan ilgi artmak-
tadir. Ancak manda hastaliklaria ydnelik yapilan
arastirmalar oldukea yetersizdir. Her ne kadar higbir
manda siitiinde 70 vitulorum larvasi’na tesadiif edil-
mese de, yapilan bu caligsma tilkemiz i¢in ilk arastir-

ma niteliginde olmasi bakimimdan 6nem arz etmek-
tedir. Malak yetistiriciliginde 6nemli bir problem
olan askaridiosis ile ilgili olarak Tiirkiye’de benzer
ama daha kapsamli ¢calismalar yapilmalidir. Her ne
kadar bu pilot aragtirmada manda siitiinde parazitin
larvasina rastlanmamis olsa da, malaklarda, man-
dalarda ve manda siitiinde parazitin ne oranlarda
var oldugu tespit edilmelidir. Diinyada malaklarda
onemli bir problem oldugu bilinen toxocariasis ile
ilgili olarak manda yetistiricileri arasinda farkin-
dalik olusturulmali ve mandacilikta diizenli olarak
askaridiosisin tanisi, tedavisi ve korunmast ile ilgili
bir prosediir gelistirilmelidir.
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Ozet: Bu ¢alismada, gokkusagi alabaliklarimin bagirsaklarindan izole edilen bakterilerin, Lactococcus garvieae’ye karst
in vitro antagonsitik etkileri, hidrofobisiteleri, safra tuzlarina ve diisiik pH sartlarina tdleranslar arastirildi. Bu amagla
saglikl 20 adet gokkusagi alabaliginin (250 g) bagirsaklarindan bakterilerilerin izolasyonu yapildi. izole edilen 157 adet
bakterinin Agar Kuyu Difiizyon yontemi kullanilarak L. garvieae 'ya kars1 antagonistik aktiviteleri belirlendi. Dort izolat
L. garviea’ye kars1 in vitro antagonistik etki gosterdi. Antagonistik suslarin fenotipik 6zelliklerinin saptanmasinda gele-
neksel testler, API 20 NE ve API 20 STREP test kitleri; molekiiler identifiksyon ig¢in, L. garvieae spesifik PCR ve 16S
rRNA gen sekans analizi kullanildi. Calismanin sonucunda, aday probiyotik suslar, Aeromonas sobria (TUB/2013/L63),
Bacillus sp. (TUB/2013/L97) ve L.garvieae (TUB/2013/L32) hidrofobik (bagirsak epitel hiicrelerine tutunma kabiliye-
tinde), safra tuzlarina ve diisiik pH sartlarina(baligin sindirim sisteminde hayatta kalma 6zelliginde) t6leransh bulundu.

Anahtar kelimeler: Aeromonas, Bacillus, Lactococcus garvieae, Oncorhyncus mykiss, Probiyotik, hidrofobisite, safra
ve pH tdleransi

Determination of Hydrophobicity, Bile and pH Tolerances of Potential Probiotics Isolated
From Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)

Abstract: In this study, bacterial isolates from the intestines of rainbow trout were investigated for in vitro antagonistic
effects against Lactococcus garvieae, hydrophobicity, bile salts and low pH conditions. For this purpose, bacteria were
isolated from the intestines of 20 healthy rainbow trout (250g). Antagonistic activities of 157 bacterial isolates against
L. garvieae by Agar Well Diffusion method. Four isolates showed antagonistic effect against L. garviea in vitro. Pheno-
typic characteristics of antagonistic strains were determined by conventional tests, API 20 NE and API 20 STREP test
kits. For molecular identification, L. garvieae specific PCR and 16S rRNA gene sequence analysis were used. As a result
of the study, candidate probiotic strains, Aeromonas sobria (TUB /2013 / L63), Bacillus sp. (TUB /2013 /1L97) and L.
garvieae (TUB /2013 / L32) were found hydrophobic (ability to bind to intestinal epithelial cells), bile salts and low pH
conditions (ability of the fish to survive in the digestive system).
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Hemorojik septisemi ile karakterize sistemik bir en-
feksiyon olan Laktokokkozis 6zellikle su sicakligi-
nin 16°C’nin iizerine ¢iktig1 yaz aylarmda etkili ol-
makta ve gokkusagi alabaliklarinda her boyda (por-
siyonluk ve anaglar dahil) yiiksek mortaliteye neden
olmasi sebebiyle balik isletmelerinde biiyiik ekono-
mik kayiplar yaratmaktadir [15]. Laktokokkozis til-
kemizde ise ilk defa 2001 yilinda Ege bdlgesindeki
gokkusag1 alabaligi isletmelerinde goriilmiis ve o
tarihten itibaren iilkemizde goriilme siklig1 artmistir
[2,11,19]. Su iiriinleri yetistiriciliginde Lactococcus
garvieae salginlar antibiyotiklerle tedavi edilmek-
tedir. Bununla birlikte, tedaviler siklikla basarisiz

olmakta ve antibiyotiklerin bilingsiz kullanim1 anti-
biyotik direncinin artmasina sebep olmaktadir [24].

Akuakiiltiirde hastaliklarin  goriilme  sikligi-
m azaltmak i¢in, antibiyotik tedavilerine alternatif
olarak probiyotiklerin kullanimina iligkin ¢aligma-
lar artmistir [5]. Potansiyel probiyotik suslar farkli
etki mekanizmalar1 ve Ozellikler gostermektediler.
Bu etki mekanizmalar1 ve 6zellikler arasinda pH’y1
diistirmek suretiyle patojenlere antagonistik etki
gosterme, antibakteriyel maddeler liretme, besinler
ve tutunma bdlgeleri i¢in rekabet, vitamin ve enzim
iiretmeleri, kolonizasyon ya da tutunma yetenekleri
ve bagisiklik sistemini giiclendirme yer almaktadir
[1,12].
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Probiyotik suslar, sucul hayvanlarin kendi mik-
rofloralarindan ya da bulunduklari ortamdan izole
edilmektedir. Etkili probiyotik bakterilerin kesfedil-
mesi i¢cin, aday probiyotik bakteriler siklikla 6n ele-
me isleminden gegirilirler [25]. Bu islem, oncelikle
in vitro antagonizm, tutunma ve bagirsak mukusun-
da gelisme ozelliklerinin belirlenmesi ile baglamak-
tadir [14,26].

Bu ¢alismada, gokkusagi alabaliklarinin ba-
girsak mikroflorasindan izole edilen bakterilerin in
vitro sartlar altinda L. garvieae’ya kars1 antogonis-
tik etkileri, tiir diizeyinde teshisleri, baliklarin mide
bagirsak kanalinda hayatta kalabilme yetenekleri
(safra tuzlar1 ve diisiik pH sartlarina tolerans) ve ba-
girsak epitel hiicrelerine tutunma 6zellikleri (hidro-
fobisite) belirlenmistir.

Materyal ve Metot

Bu caligmada kullanilan 20 adet saglikli gokkusagi
alabalig1 (ort.250 g) Isparta ili sinirlart igerisindeki
iki isletmeden temin edildi.

Aday probiyotik bakterilerin fenotipik
karakterizasyonlari

Tiim antagonistik 6zellik gosteren suslarin ilk ola-
rak koloni morfolojileri belirlendi. Daha sonra gram
boyama, hareket, sitokrom oksidaz, katalaz iiretimi
ve O/F testleri yapildi. Suslarin diger fenotipik 6zel-
liklerinin belirlenmesinde API 20 Strep ve API 20
NE hizli teshis kitleri (bioMe rieux) kullanildi.

Aday probiyotik bakterilerin molekiiler analizi

L. garvieae spesifik PCR: izolatlarin DNA eks-
traksiyonlar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon siste-
mine dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (Thermo
Scientific, GeneJET Genomic DNA Purifikasyon
Kiti) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore
yapildi. L. garvieae’nin molekiiler identifikasyonu
tir spesifik pLG-1 (5’-CATAACAATGAGAAT-
CGC-3’) ve pLG-2 (5’-GCACCCTCGCGGGT-
TG-3") oligonukleotid primer setinin kullanildigi
PCR metodu ile gergeklestirildi [27]. Bu amacla
PCR amplifikasyonunda DEPC’li su, 1xPCR soliis-
yonu, 1.5mM MgCl,, herbir ANTP’den 0.2 mM, 1.0
U Taq polimeraz (Fermentas), 1 uM her bir primer ve
5 pl hedef DNA igeren 25 pl’lik PCR karisimi olus-
turuldu. Olusturulan bu karisim Thermo PXE termal

gevirici (Thermo Scientific) i¢erisinde 94°C*de 3 dk
On denatiirasyonu takiben 94°C*de 1 dk denatiiras-
yon, 55°C*de 1 dk primer baglanmasi, 72°C‘de 1.5
dk uzama olmak tizere 35 siklus ve 72°C*de 10 dk
sonuzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu. PCR amplifikasyonu sonrasi olusan iiriinler
etidium bromid (2mg/ml) igeren % 1,5’luk agaroz
jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile
gorilintiilendi. Sonugta L. garvieae spesifik 1100
bp’lik amplifikasyon {irliniiniin goriilmesi pozitif
sonug olarak degerlendirildi. PCR ¢aligmasinda po-
zitif kontrol olarak L. garvieae ATCC 43921 susu,
negatif kontrol olarak ta distile su kullanildu.

16S rRNA sekans analizi: L. garvieae spesifik
PCR ile identifiye edilemeyen izolatlarin 16S rRNA
gen bolgesinin sekans analizi Macrogen (Seoul,
Kore) firmasimin 16S rRNA tam sekanslama servisi
tarafindan Applied Biosystems 3730x] DNA Anal-
yzer kullamlarak gerceklestirildi. Ozetle, izolatlara
ait 16S rRNA gen bolgesi 27F (AGAGTTTGATC-
MTGGCTCAG) ve 1492R (TACGGYTACCTT-
GTTACGACTT) {iniversal primerlerinin kullanila-
rak PCR ile amplifiye edildi. PCR iiriinii saflagtiril-
diktan sonra 785F (GGATTAGATACCCTGGTA)
ve 907R (CCGTCAATTCMTTTRAGTTT) primer-
leri kullanilarak sekans analizi gerc¢eklestirildi. Elde
edilen sekans dizgileri Genbank kiitiiphanesinde bu-
lunan referans sekanslar ile Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) kullanilarak karsilastirildi.

Potansiyel Probiyotik Bakterilerin Izolasyonu
ve L. garvieae’ya Kars1 in vitro Antagonistik
Etkisinin Belirlenmesi

Calismada L. garvieae’ya kars1 antagonistik etki
gosteren aday probiyotik bakterilerin se¢imi yapil-
di. Bu amagla antagonistik etki gosterebilecek aday
probiyotik bakterilerilerin izolasyonu saglikli 20
adet gokkusagi alabaliklarin (ort. 250g) bagirsakla-
rindan yapildi. Bunun i¢in bagirsaklar steril sartlar
altinda kesilip Steril Peptonlu Su ile homojenize
edildikten sonra seri diliisyonlari(10'-10"*) hazir-
land1 ve Triptik Soy Agar (TSA)’a ekimler yapila-
rak, 22°C’de 48 saat inkiibe edildi [6]. Baliklarin
bagirsak mikroflorasindan izole edilen bakterilerin
L. garvieae’ya kars1 antagonistik etkilerinin arasti-
rilmasinda Agar Kuyu Diflizyon yontemi kullanildi
[13].
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Hidrofobisite Testi

Aday probiyotik bakterilerin hidrofobisitelerini be-
lirlemek i¢in %0.03 Kongo Kirmizis1 (Sigma-Ald-
rich) karistirilmis TSA hazirlandi. Kongo kirmizist
TSA’nin sterilizasyonundan sonra eklendi. Aday
probiyotik bakteriler Kongo kirmizisi ilave edilen
TSA’ya ekildi ve 25°C” de 24 saat inkiibe edildi.
Kirmizi koloniler pozitif (hidrofobik) ve beyaz veya
renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik) olarak
degerlendirildi [23].

Safra tuzlarina ve diisiik pH sartlarima tolerans
Testleri

Aday probiyotik bakterilerin PBS igerisindeki siis-
pansiyonlar1 107 kob/ml olarak hazirlandi. Gokku-
sag1 alabaliklarindan safra kesesinin patlatilmasiy-
la safra 6rnekleri toplandi ve kullanilincaya kadar
-20°C’de sakland1. Bakteriyel siispansiyon, %0, 0.6,
1 ve 1.5 safra i¢eren PBS igerisine inokiile edildi.
Ornekler 22°C’de 1.5 saat inkiibe edildikten sonra
steril PBS i¢inde seyreltilerek, TSA’da bakteri sa-
yimi1 yapildi. Aday probiyotik bakterilerin farkli pH
sartlarina t6leransimnin belirlenmesi igin farkli pH
degerlerine (pH 2-7) sahip PBS igerisinde 107 kob/
ml olarak hazirlanan siispansiyonlar1 22°C’de 1.5
saat inkiibe edildikten sonra steril PBS icinde sey-
reltilerek TSA’da bakteri sayimi yapildi [4,20].

Istatistiksel hesaplamalar

Elde edilen veriler (bakterilerin safra ve pH tole-
ranslar1) SPSS 17.0 paket programinda Anova testi
ile degerlendirildi (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
Parametrelerin 6nem dereceleri karsilagtirilirken
Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanildi ve nem
diizeyi P=0,05 olarak secildi.

Bulgular

Aday Probiyotik Bakterilerin Fenotipik
Karakterizasyonlar

L. garvieae’ ya kars1 inhibitor aktivite gdsteren bak-
terilerin geleneksel metotlarla, API 20 Strep ve API
20 NE hizli teshis kitleriyle belirlenen belirlenen fe-
notipik 6zellikleri Tablo 1 ve Tablo 2’te verilmistir.

Aday Probiyotik Bakterilerin Molekiiler Analizi

L. garvieae spesifik PCR analizi sonucu TUB/2013/
L32 ve TUB/2013/L95 no’lu izolatlarin L. garvie-

ae spesifik 1100 bp amplifikasyon {iirlini verdigi,
TUB/2013/L63 ve TUB/2013/L97 no’lu izolatla-
rin ise herhangi bir amplifikasyon {irlinii vermedigi
saptand1 (Sekil 4.3.). Dolayistyla TUB/2013/L32
ve TUB/2013/L95 no’lu izolatlar L. garvieae ola-
rak identifiye edildi. TUB/2013/L63 ve TUB/2013/
L97no’lu izolatlar i¢in sonraki asamada gercekles-
tirilen 16S rRNA gen bdlgesi sekans analizi sonucu
strastyla 1481 ve 590 bp uzunlugunda sekans dizi-
leri elde edildi ve bu diziler GenBank’a (www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/) KT456272 ve KT456273
erisim numaralari ile kaydedildi. Elde edilen morfo-
lojik, biyokimyasal ve sekans verilerine dayanilarak
TUB/2013/L63 no’lu izolat A. sobria, TUB/2013/
L97no’lu izolat ise Bacillus sp. olarak identifiye
edildi.

Tablo 1. L. garvieae’ya karst inhibitor aktivite gdsteren
Gram Pozitif Koklarin geleneksel metotlarla ve API 20
STREDP ile belirlenen fenotipik 6zellikleri

TUB/2013/L.32

Gram boyama Pozitif kok Pozitif kok

Hareket - -
Oksidaz - -
Katalaz - -
O/F Testi F F
VP 4 +
Hippurat hidrolizi - -
Eskulin hidrolizi

Piyrrolidonil arylamidaz

+ o+
+ o+

a-Galaktosidaz - =
B-Glukuronidaz - -
B-Galaktosidaz - =
Alkalin fosfataz - -
Lo6sin arilamidaz A +
Arjinin dihidrolaz + +
Asit tiretimi.:

Riboz + +
L-Arabinoz - -
Mannitol - -
Sorbitol - -
Laktoz - -
Trehaloz + +
Iniilin - -
Rafinoz - -
Nisasta + +
Glikojen - -

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,
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Tablo 2. L. garvieae’ya karsi inhibitor aktivite gosteren
diger izolatlarin geleneksel metotlarla ve API 20 NE ile
belirlenen fenotipik 6zellikleri

TUB/2013/L.63 TUB/2013/L.97
Gram boyama Negatif basil Pozitif basil
Hareket + =
Oksidaz + -
Katalaz + +

Glikozu
kullanmiyor

O/F Testi

lss)

Nitrate indirgeme
Indol tiretimi

Glikoz asidifikasyon

o+ o+ o+

Arjinin dihidrolaz +
Ure hidrolizi
Eskiilin hidrolizi

Jelatin hidrolizi

- galaktosidaz

Glikoz asimilasyonu
Arabinoz asimilasyonu
Mannoz asimilasyonu
Mannitol asimilasyonu
N-Acetyl Glusomine
Maltose Glusomine
asimilasyonu
Gluconate Glusomine
similasyonu

Caprate Glusomine
asimilasyonu

Adipate Glusomine
asimilasyonu

Malate Glusomine
asimilasyonu

Citrate Glusomine
asimilasyonu

Phenyl acetate Glusomine
asimilasyonu

+ + + + + + + +
1

+
]

+
+

+ -

4 -

Potansiyel Probiyotik Bakterilerin L. garvieae’ya
Karsiin vitro Antagonistik Etkisinin Belirlenmesi
Bu calismada, gokkusagi alabaliklarinin bagirsak-
larindan izole edilen 157 sustan 4’{iniin L. garvie-

ae’ya karsi in vitro antagonistik etki gosterdikleri
saptandi (Tablo 3).

Potansiyel Probiyotik Bakteri Suslarinin
Hidrofobisite, pH ve Safra Toleranslari

L. garvieae (TUB/2013/L95) harig, diger antagonis-
tik suslarin hidrofobik 6zellikte, baska bir deyisle

non spesifik olarak konak¢min bagirsak epiteline
tutunma kabiliyetlerinin olduklar1 belirlenmistir.
Antagonistik suslarin tamami, diisiik pH sartlarina
ve safra tuzlarina direngli bulunmuslardir (Tablo 4
ve Tablo 5) (p>0.05).

M 2 O T EOR O

Sekil 1. L. garvieae spesifik PCR (1100 bp). M; Mo-
lekiiler Belirte¢ (100 bp Plus DNA Ladder), 1; L. gar-
vieae ATCC 43921, 2; Negatif Kontrol (Distile su), 3;
TUB/2013/L32, 4; TUB/2013/L63, 5; TUB/2013/L95, 6;
TUB/2013/L97

Tablo 3. L. garvieae’ya karsi inhibitor aktivite gosteren
bakteriyel izolatlar

izolatlar inhibisyon zonu (mm)
TUB/2013/L32 16
TUB/2013/1.95

TUB/2013/L97 8
TUB/2013/L63

Tablo 4. Farkli pH sartlarinda aday probiyotik suslarin
toleransi (log kob/ml, SD*)

H L. garvieae L. garvieae Bacillus sp.  A.sobria
p TUB/2013/L32 TUB/2013/L95 TUB/2013/L97 TUB/2013/L63
7 7,59+0,65 7,58+0,26 7,39+0,45 7,63+0,56
3 7,76+0,47 7,8+0,40 7,65+0,28 7,79+0,49
2 7,82+0,34 7,86+0,65 7,14+0,67 7,61+0,59

* Bakteri sayilart TSA’da belirlendi. Veriler ortalama (standart sapma-
lar) olarak verilmistir.
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Tablo 5. Farkli safra konsantrasyonlarina aday probiyo-
tik suglarimin toleranst (log kob/ml, SD*)

% L. garvieae L. garvieae  Bacillus sp.  A.sobria
Safra TUB/2013/L32 TUB/2013/L95 TUB/2013/L97 TUB/2013/L63

0 6,90+0,54 6,97+0,56 5,73+0,84 6,52+0,58
0.6  6,54+0,50 7,03+0,48 6,55+0,40 7,20+0,95
1 6,14+0,31 7,02+0,52 7,05+0,73 7,05+0,44
1.5 6,55+0,66 7,27+0,47 5,76+0,23 7,24+0,84

* Bakteri sayilart TSA’da belirlendi. Veriler ortalama (standart sapma-
lar) olarak verilmistir.

Tartisma

Patojen olduklari bilinen Vibrio spp., A. sobria ve
A. hydrophila gibi bakterilerin apatojen suslar1 balik
ve karides kiiltiirtinde probiyotik bakteri olarak kul-
lanilmaktadir [7,14,17]. Sazan baliklarinin (Cypri-
nus sp.) sindirim sisiteminden izole edilen A. sobria
GC2 susunun A.salmonicida, L.garvieae, S.iniae,
V.anguillarum, V.ordalii ve Y.ruckeri’ye karsi an-
tagonistik etkileri saptanmistir [7]. Bir ¢aligmada,
ergin gokkusagi alabaliklarinin yetistiricilik sula-
rindan izole edilen Vibrio sp. A3 ve A8 suslari ile
Aeromonas sp. Al, AS ve G1 suslarinin L. garvie-
ae’ya kars1 antagonistik etkisi oldugu rapor edil-
mistir [9]. Benzer sekilde, bu ¢alismada gokkusagi
alabaliklarinin bagirsaklarindan izole edilen A. sob-
ria (TUB/2013/L63) susunun L. garvieae’ya karsi
antagonistik etki gosterdigi saptanmustir.

Caligmamizda potansiyel probiyotik L. gar-
vieae suslarinin, patojen L. garvieae’ye karst an-
tagonistik etkisi saptanmigtir. Benzer sekilde, daha
once yapilan calismalarda, gokkusag: alabaliklari-
nin bagirsaklarindan [10] ve yetistiricilik suyundan
[9] izole edilen L. garvieae suslarinin, patojen L.
garvieae’yi inhibe edici 6zellik gosterdikleri belir-
tilmektedir.

Brunt ve ark. [7] gokkusag alabaliklarmin sin-
dirim sisteminden izole ettikleri Bacillus sp.’nin
L. garvieae ve Streptococcus iniae’ye karsi etki
antagonistik gosterdiklerini bildirmislerdir. Ben-
zer sekilde, calismamizda Bacillus sp. (TUB/2013/
L97)’nin L. garvieae’ya karsi antagonistik etkisi
saptanmuistir.

Bagirsak epitel hiicrelerine tutunma kabiliyeti
(konakeiya kolonizasyon), potansiyel probiyotik
suslar i¢cin onemli bir 6zelliktir. Pozitif hidrofobisi-
te sonuglar1 bakterilerin bagirsak epitel hiicrelerine

tutunma kabiliyetlerinin oldugunu gdstermektedir
[3,21]. Bu c¢aligmada da, izole edilen L.garvieae
(TUB/2013/L95) susunun hidrofobisite gdsterme-
digi; diger li¢ susun (L. garvieae TUB/2013/L32,
Bacillus sp. TUB/2013/L97 ve A.Sobria TUB/2013/
L63) hidrofobik o6zellikte olduklari saptanmistir.
Benzer sekilde, gokkusagi alabaliklarinin yetisti-
ricilik sularindan izole edilen L. garvieae ve Aeo-
monas spp. [9], hint sazanlarinin (Labeo rohita) ba-
girsaklarindan izole edilen Bacillus infantis’in [8]
hidrofobik 6zellikte olduklart bildirilmistir.

Yiiksek oOlciide hidrofobik 6zellige sahip sus-
lar asite ve safraya direncli olmalar1 nedeniyle mide
bagirsak boslugu boyunca daha ¢ok hayatta kalma
kabiliyetine sahiptirler ve potansiyel olarak baligin
bagirsak yiizeyine kolonize olabilmektedirler [18].
Probiyotik sus se¢iminde kullanilan safra konsant-
rasyonlari i¢in arastiricilar arasinda bir fikir birligi
saglanamamistir. Bazi aragtirmacilar %10 safra
konsatrasyonuna kadar toleransin tespit edilmesini
onerirken [18], diger bir kism1 %1’e kadar toleran-
sin tespitinin yeterli oldugu goriisiinii bildirmisler-
dir [20]. Oyle ki, Balcazar ve ark. [4], salmonid
baliklarda bagirsaktaki fizyolojik safra konsantras-
yonunun %0.4-1.3 arasinda hesapladigini bildirmis-
lerdir. Bu nedenle, ¢aligmamizda aday probiyotik
bakterilerin % 0.6, 1 ve 1.5 safra konsatrasyonlarina
toleranslar1 aragtirilmis ve antagonistik etki goste-
ren suslarin tamaminin safra tuzlarina tolerensli ol-
duklar saptanmistir. Dharmaraj ve Rajendren [8],
hint sazanlarimin (Labeo rohita) bagirsaklarindan
izole etikleri Bacillus infantis’in %?2.5 safra konsat-
rasyonunda 3 saat sonra %63.33’{inlin hayatta ka-
labildigini belirtmiglerdir. Benzer seklide, Sansawat
ve Thirabunyanon [22], tatl su karideslerinin (Mac-
robrachium rosenbergii) mide-bagirsak kanallarin-
dan izole ettikleri B.subtilis P33 ve72 suslarinin %
0.3 safra konsatrasyonunda 24 saat siireyle hayatta
kalabildiklerini belirtmislerdir. Ayrica, Didinen ve
ark. [10], gokkusagi alabaliklarinin bagirsaklarin-
dan izole ettikleri L. garvieae 1-3 susunun %2.5-10
safra konsatrasyonlarina tdlerans gosterdigini bil-
dirmislerdir.

Gokkusagi alabaliklarinin  mide pH’larmin
2.5-3.5 oldugu bildirilmistir [16]. Bu nedenle aday
probiyotik suslarin bu araliklardaki pH degerlerine
toleransli olmasi mideden gecisleri esnasinda ha-
yatta kalmalarin1 saglayacagi diisiiniilmiistiir. Bu
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calismada aday probiyotik suslarin tamaminin 2-3
pH sartlarinda hayatta kalabildikleri saptandi. Dhar-
maraj ve Rajendren [8] de, hint sazanlarinin (Labeo
rohita) bagirsaklarindan izole etikleri B.infantis’in
2 pH’da hayatta kalabildigini bildirmislerdir. San-
sawat ve Thirabunyanon [22], tath su karidesleri-
nin (Macrobrachium rosenbergii) mide-bagirsak
bosluklarindan izole edilen B.subtilis P33 and 72
suslarinin pH 2.5’da 3 saat siireyle hayatta kalabil-
diklerini belirtmislerdir. Didinen ve ark. [10] aday
probiyotik L. garvieae 1-3 susunun 2.5 pH sartlarin-
da hayatta kalabildigini belirtmislerdir.

Sonug¢ olarak, bu calismada gokkusagi ala-
baliklarinin bagirsaklarindan izole edilen L.gar-
vieae (TUB/2013/L32), L. garvieae (TUB/2013/
L95), Bacillus sp. (TUB/2013/L97) ve A.sobria
(TUB/2013/L63) suslariin L. garvieae’ya Kkarsi
inhibitor etki gosterdigi saptanmistir. Antagonistik
suslar arasinda L.garvieae (TUB/2013/L95) hidro-
fobisite gostermemistir. Diger suslar in vitro sart-
larda probiyotik (hidrofobik, yiiksek safra ve diisiik
pH sartlarina direngli olma) 6zellik gostermislerdir.
Gelecekteki caligmalarda bu aday probiyotiklerin
gokkusagi alabaliklarinda patojeniteleri belirlen-
dikten sonra, baliklarin yemlerine ilave edilerek L.
garvieae’ye Karsi hastalik direnci iizerindeki etkile-
ri aragtirilacaktir.
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Ozet: Bu ¢alismada, koyun kirkimi sirasinda insanlara bulasabilecek bakteriler ve bu bakterilerin antibiyotik direnglilik
profilleri arastirildi. Koyun kirkimi, koyunlarda yilin belirli dénemlerinde yapilmas: gereken rutin islemdir. Kirkim
sirasinda kirkimi yapan personele birgok etken bulagabilmektedir. Kirkim yapan kisinin viicudunda yara vb. agikliklar
varsa bu etkenler daha kolaylikla bulagma firsat1 bulmakta ve eger bu etkenlerin antibiyotik direnglilikleri de mevcut
ise tedavisi gii¢ hastaliklara yol agabilmektedirler. Koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), daha 6nceden apatojen olarak
kabul edilmelerine ragmen, yapilan ¢alismalarla direnglilik profilleri ve patojenitelerinin zarar verici boyutta oldugunun
farkima varilmis etkenlerdir. Calismada, kirkim personelinin elleri, yiizii ve kirkim yapilan makastan svap 6rnekleri
almarak, kiiltiirleri ve Kirby-Bauer disk diffuzyon yontemine gore antibiyogramlari yapildi. Baglica KNS ve bazi strep-
tokok cinsi bakteriler izole ve identifiye edildi. Izole edilen 54 adet bakteri izolatinda test edilen 26 antibiyotikten 20
tanesine kars1 direng tespit edildi, ¢oklu direng yoniinden ise 54 izolattan 5’i en az 4, 1’i en ¢ok 9 adet antibiyotige karst
direngli bulundu. Sonug olarak, koyun kirkimi sirasinda insanlara bulagabilecek bakteriler i¢inde bulunan, zoonoz ve
direnglilik profilleri belirlenmis olan bu bakterilerin, insan sagligini tehdit edebilecegi goriildii ve hayvanlara yapilacak
tiim miidahalelerin kurall1 ve kontrollii bigimde yapilmasinin gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direncliligi, koyun kirkimi, Stafilokok, insan saglig1

The Determination of Antibiotic Resistance Profiles and Bacteria Infected Humans During
The Sheep Shearing

Abstract: In this study, bacteria infected the humans during the sheep shearing and their antibiotic resistance was inves-
tigated. Shearing season is routine process must be done in sheep at times of year. During shearing, several microorgan-
isms can infect the operator. If the operator has wound, bacteria can more easily infect this person. Also, if these bacteria
have resistance to the antibiotics, they can lead to diseases that are difficult to treat. Coagulase negative Staphylococci
(CNS) are in despite of accepted as non-pathogenic previously, studies about CNS realized that, they are pathogenic and
resistant to antibiotic. In this study, swap samples taken from shearing person’s hand, face and scissors were cultured
and Kirby-Bauer disc diffusion antibiotic susceptibility tests were also performed. Mainly CNS and some Streptococcus
genus bacteria were isolated and identified and also resistance profiles of these bacteria were investigated. Identified
54 bacteria were resistant to 20 of 26 antibiotics. If multi-resistance can be evaluated, 5 isolate were found resistant to
minimum 4 antibiotics, one isolate was found resistant to 9 antibiotics. As a result, it has been seen that these bacteria
which have zoonotic and resistance potentials that can be transmitted to humans during sheep shearing, can threaten hu-
man health. It was concluded that all the interventions to be done to animals were to be done in a regular and controlled
manner.

Key words: Antibiotic resistance, sheep shearing, Staphylococcus, human health
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Giris

Insanoglunun en eski iiretim faaliyetlerinden olan
hayvancilik igerisinde 6nemli bir yer tutan koyun
yetistiriciligi, llkelerin; cografi durumlari, iklim-
leri, geleneksel iiretim aktiviteleri, kiiltiirel yap1 ve
endiistrilerine, yetistirilen rklarin verim yoniine ve

miktarma gore farkliliklar gdstermektedir [36]. i1k
insan topluluklarindan bugiine kadar koyunlar sii-
rekli insanin yam baginda bulunmustur. Binlerce
yildan beri siitii, eti, yapagisi, derisi, giibresi ve pos-
tu ile insanlarin en énemli gereksinimlerini karsila-
yan koyunlar, 21. yiizyil insanlarmin hayatinda da
biiyiik rol oynamakta olan hayvanlardir [22].
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Koyunculukta kirkim iglemi, diinyada yaygin
olarak yilda 1 defa yapilmakla birlikte ¢ok sicak
iklime sahip bolgelerde sicaklik stresini azaltmak
icin yilda 2 defa yapilir. Cogu iilkede yapag: kali-
tesini arttirmak amaciyla ilkbahar ve sonbahar ay-
larinda yilda 2 defa bu islem gergeklestirilmektedir.
Ekstrem sartlarda bu islem sicaklik stresi ve yapagi
kalitesi goz oniinde bulundurularak yilda 3 hatta 4
defa gerceklestirilebilmektedir [2, 7].

Zoonoz hastaliklar hayvanlardan insanlara
bulasan hastaliklar olarak tanimlanirlar [32]. Halk
sagligini tehdit eden zoonozlar, 6nem verilmesi ge-
reken hastaliklardir [30]. Zoonoz hastaliklar etiyo-
lojilerine gore bakteriyel, viral, riketsiyal, helmin-
tik, protozoal, artrapodik ve fungal zoonozlar olmak
iizere 7 sinifa ayrilmaktadirlar [12].

Saglikli insan viicudunda, kigiye zarar verme-
den denge icinde yasayan mikroorganizma toplu-
luklari, normal mikrobiyal floray1 olusturur. Normal
insan derisi bolgelere gore farkli oranda aerobik
mikroorganizma barindirir. Normal flora, kalic1 ve
gecici flora olmak iizere iki gruba ayrilir. Kalici flo-
ra, belirli bolgelerde ve belirli yaslarda genellikle
degismeyen, kisa siireli ortamdan kaldirilirsa bile
yeniden olusabilen, genellikle sabit kabul edilen,
stireklilik gdsteren mikroorganizma toplulugudur.
Gegici flora ise; ¢cogu hastalik olusturmayan, bazen
patojen olabilen ve belirli viicut bolgelerinde birkag
saatten birka¢ haftaya kadar degisebilen siirelerde
kalan mikroorganizma toplulugudur. Kalic1 flora
iiyeleri ortadan kaldirildiginda, gegici flora mikro-
organizmalar1 kolonize olur, gogalir ve hastalik ya-
pic1 ozellik kazanabilirler.

Gegici olarak yerlesen mikroorganizmalar kon-
tamine ara¢ ve gereclerden insan eline bulasarak
derinin ylizey kismina yerlesirler. Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Gram-negatif basiller
gecici mikroorganizmalardandir. Propionibacteri-
um’lar, Corynebacterium’lar gibi koagiilaz-negatif
stafilokoklar ise derinin {ist tabakasinda yerlesen ve
daimi floray1 olusturan kalict mikroorganizmalardir
[11].

Stafilokoklar insan ve hayvanlarin deri ve mu-
k6z membranlarinda daimi ya da gegici flora olarak
da bulunabilen, ayn1 zamanda baz tiirleri patojen
olan bakterilerdir. Koagiilaz negatif stafilokok-
lar (KNS) ve koagiilaz pozitif stafilokoklar (KPS)
olarak ikiye ayrilirlar, ama ikisi de ciddi hayvan ve

insan enfeksiyonlarina neden olan ve ayni zaman-
da antibiyotik direnci de bulunabilen bakterilerdir
[16]. Streptokoklar da, stafilokoklar kadar 6nemli
olan, yine hem normal florada bulunabilen, hem de
firsat¢1 enfeksiyonlara neden olabilen bakterilerdir
[6].

Bu ¢aligmanin amaci; koyunlarda kirkim iglemi
oncesi ve sonrasinda; kirkim makasinda, personelin
el ve burun bolgesinde bulunan bakteriyel floranin
saptanmasidir. Ornek alinan bélgelerin, kirkim is-
lemi sonunda hangi bakterilerle kontamine oldugu,
bu kontamine bakterilerin zoonotik &zellikleri ve
direnglilik profillerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Calismanmn hayvan materyalini Siirt Universite-
si Kegi Arastirma ve Uygulama Merkezi (KECI-
MER)’nde 1-1.5 yas arasinda, ayni bakim ve bes-
lenme kosullar1 altinda barindirilan, toplam 10 adet
Romanov ki koyun olusturdu. Kirkim yapacak
personel, islem oncesinde el yikama igslemi gergek-
lestirmedi, herhangi bir hayvanla temasi olmadi ve
giin icerisinde bagka kirkim yapmadi. Kirkim ma-
kas1 daha 6nceden herhangi bir kirkim isleminde
kullanilmamais olup yeni alindi ve kirkim dncesinde
herhangi bir hayvana temas ettirilmedi. Kirkim es-
nasinda makas degistirilmedi.

Orneklerin alinmasi

Her bir numune i¢in ayr ayrn steril svap kullanila-
rak sirastyla makasin keskin kenarlarinin tamamina,
kirkim1 yapacak personelin sag el i¢i, parmaklari-
na, burun bolgesi ve 6n i¢ kismina siiriilerek kirkim
oncesinde ilk ornekler alindi. Her kirkim islemi
tamamlandiktan sonra aynmi sekilde orneklemeler
gercgeklestirildi. Kirkim 6ncesi 3 6rnek, kirkim isle-
mi sirasinda 30 6rnek ve toplamda 33 6rnek alindi.
Alman 6rnekler Stuart-transport medium (BD, He-
ildelberg, Germany) ile soguk zincir altinda 20 saat
igerisinde Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na gonderildi.

Kiiltiir

Laboratuvarda, %5 koyun kanli agara (BD, Heildel-
berg, Germany) ekim yapilarak 37°C’de 20 saat ae-
robik atmosferde inkiibe edildi. 20 saat sonunda ¢ok
yogun olarak tiredigi goriilen 6rneklerdeki koloniler
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tek tek incelenerek, farkli morfolojiye sahip kolo-
niler, kanl1 agarda tekrar tek koloni pasaji yapila-
rak 20 saat 37°C’de inkiibe edildi. Bu pasaj sonrasi
tekrar karisik tireme gosteren kolonilere tek koloni
pasaj islemi bir kez daha uygulandi.

Elde edilen saf kolonilerden 1-2 koloni alinarak
1 ml Tryptic Soy Broth ve %10 gliserol igeren mik-
ro tliplerinde, ayni 6rnekten en az 2 tane olmak lize-
re inokule edildi ve -20°C’de saklandi. Kolonilerin
tiir diizeyinde identifikasyonu, API STAPH ve API
STREP (BioMerieux, France) tanimlama sistemi ile
iiretici firma kilavuzuna gore yapildi.

Antibiyotiplendirme

Koagulaz negatif stafilokok izolatlarinin antibiyotik
direng profilleri, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI)’a gore Miiller-Hinton agar (Difco)
kullanilarak Kirby-Bauer Disk Difuzyon yonte-
miyle belirlendi [9]. Test edilen 26 antibiyotik ve
konsantrasyonlari: Penicillin (P, 10 units, Oxoid
CT0043B), Oxacillin (OX, 1 pg, Oxoid CT0159B),
Ampicillin  (AMP, 10 pg, Oxoid CTO0003B),
Amoxicillin-Clavulanic acid (30 pg), Kanamycin
(K, 30 pg, CT0026B) Gentamicin (CN, 10 pg,
Oxoid CT0024B), Streptomycin (S, 10 ug, Oxoid
CT0047B), Tobramycin (10 pg), Tetracycline

(TE, 10 pg, Oxoid CT0053B), Oxytetracycline
(OT, 30 pg, Oxoid CT0041B), Doxycycline (DO,
30 pg, Oxoid CTO0018B), Enrofloxacin (ENR,
5 pg, Oxoid CT0639B), Ofloxacin (OFX, 5 pg,
Oxoid CT0446B), Ciprofloxacin (CIP, 5 pg,
Oxoid CT0425B), Erythromycin (E, 15 pg, Oxoid
CT0020B), Azithromycin (AZM, 15 pg, Oxoid
CT0906B), Clindamycin (DA, 2 pg, CT0064B),
Sulfamethoxazole-Trimethoprim (SXT, 25 pg,
Oxoid CT0052B), Chloramphenicol (C, 30 pg,
Ox0id CT0013B), Rifampicin (RD, 5 pg, CT0207B),
Quinupristin/dalfopristin (QD, 15 pg, CT1644B),
Mupirocin (MUP, 200 pg, CT0523B), Novobiocin
(NV, 5 pg, CT0037B), Vancomycin (VA, 30 pg,
CTO0058B). Kontrol amagli olarak CLSI’da belir-
tilen E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC
25923) standart suslar1 kullanildi [9].

Bulgular
Kiiltiir

Toplam 54 adet bakteri izole ve identifiye edilmis
ve farkli viicut bolgelerine gore dagilimlari tablo
1’de sunulmustur. izole edilen bakterilerin gogunu
KNS olusturmus, bunlar disinda iki farkli bakteri
Streptococcus porcinus ve Streptococcus sanguinus
identifiye edilmistir.

Tablo 1. Kirkim 6ncesi ve sonrasinda farkli viicut bolgelerinden izole edilen bakteriler

izole edilen 1. 2. 3.

Kirkim oncesi .
bakteriler

kirkim kirkim kirkim kirkim  kirkim  kirkim - Kirkim

4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
kirkim kirkim Kkirkim

Makas iizerinde izole edilen bakteriler

Ureme yok

Staphylococcus
kloosii
Staphylococcus
sciuri
Staphylococcus
warneri
Staphylococcus
xylosus

- - - + + +

El Uzerinden izole Edilen Bakteriler

Streptococcus
acidominus

Streptococcus
acidominimus
Staphylococcus
kloosii
Streptococcus
porcinus
Streptococcus
sanguinus
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izole edilen

Kirkim oncesi bakteriler

1.

2. 3.

4.

6.

7.

kirkim kirkim kirkim  kirkim  kirkim  kirkim - kirkim

8. 9. 10.
kirkim kirkim Kirkim

Staphylococcus
sciuri
Staphylococcus
warneri

Staphylococcus  Staphylococcus

capitis capitis
Staphylococcus
kloosii

Staphylococcus
sciuri

Burun Bélgesinden izole Edilen Bakteriler

+ +

+

+

+

- + +

- + +

Tablo 2. izole edilen bakterilerin antibiyotik direnglilik profilleri ve oranlar

S.sciuri  S.capitis  S. kloosii  S. porcinus S. sanguinus S warneri S. xylosus Ortalama
(n: 12) (n: 5) (n: 10) (n: 4) (n: 2) (n: 14) (n:7) (n: 54)

Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1 Say1

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (7o)
Oxacillin 3(25) 2 (40) 4 (40) 1(25) - 6 (43) 3 (43) 31
Penisilin G 4(33) 3 (60) 5(50) 2 (50) 1(50) 7(50) 3(43) 48
Ampicilline 3(25) 2 (40) 4 (40) 1(25) - 5(36) 2(29) 28
Metisillin 2(17) 2 (40) 3 (30) - - 321 4(57) 24
Amox-clau asit 4(33) - 1(10) - - 1(7) - 7
Kanamisin 1(8) - - - - - - 1
Gentamycine - - - - = - - -
Streptomycine 2(17) 1(20) - - - - - 5
Tobramycin - - - = - - - -
Clindamycine 1(8) 1(20) 1(10) - - - 1(14) 3
Tetrasiklin 8 (67) 3 (60) - 3(75) 1(50) 2(14) 4(57) 49
Oxytetracycline 9(75) 3 (60) 1(10) 3(75) - 2(14) 5(71) 54
Doksisilin 6 (50) 2 (40) 1(10) 2 (50) - 1(7) 7 (10) 30
Enrofloxasine - - - - - - - -
Oflaksasin - - - - - - - 1
Ciprofloksasin - - - - - - - -
Eritromycin 2(17) 1(20) - 1(25) - - - 7
Azitromycin 2(17) 1(20) - - - - - 7
Sulfa-trimeth 2(17) - - - - - - 2
Cefoksitin 3(25) 1(20) - - - - 1(14) 8
Cloramfenikol - - - - - - - -
Rifampisin 2(17) - - - - - - 2
Mupirosin - 1(8) - - - - - - 1
Quinupristin/dalfopristin =~ 2 (17) - - - - - - 2
Vankomisin - - - - s - - -
Novobiocin 7 (58) 2 (40) 5(50) 2 (50) 1 (50) 5(36) - 41
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Antibiyotiplendirme

Bakteri izolatlarin tiimiinde test edilen 26 antibi-
yotikten Gentamicine, Tobramicin, Enrofloxacin,
Ciprofloxacin, Chloramphenicol, Vancomycin hari-
cinde 20’sine kars1 direng bulundu. En yiiksek di-
reng oraninin Oxytetracycline (%54), Tetracycline
(%49), Penicillin G (%48) ve Novobiocin’e (%41)
kars1 oldugu, test edilen diger antibiyotiklerde bulu-
nan direng oranlarinin ise azalan sirayla OX (%31),
DO (%30), AMP (%28), M (%24), FOX (%8), E,
AZM ve AMC (%7), S (%5), DA (%3), SXT, QD,
RD (%2), OFX, MUP, K (%]1) oldugu saptand.
Coklu direng (MDR) yoniinden 54 izolattan 5’1 en
az 4 (AMP/E/N/P), 1’1 en ¢ok 9 adet antibiyotige
kars1 direngli bulundu (Tablo 2).

Tartisma ve sonuc

Bu ¢alismada; koyun yetistiriciliginin yogun oldu-
gu Siirt ilinde saglikli gdriinen bir koyun siiriistiniin
kirkim iglemleri sirasinda; kirkim yapan personele,
hangi tiir etkenlerin bulasabilecegi ve bu etkenlerin
antibiyotik direng¢ profilleri belirlenmesi amaclan-
mistir.

Tiirkiye’de kiigiikbas hayvan yetistiriciligin-
de yilda 1-2 kez yapilan kirkimdan sonra herhan-
gi bir saglik kontrolii yapilmamaktadir. Diinya’da
zoonoz hastaliklarin sayisinin gittikge arttigr ve
ayni zamanda bu hastalik etkenlerinin antimikro-
biyal direncinde de biiyiik bir artis oldugu bilin-
mektedir. Calismamiz sonucunda iireyen etkenle-
rin ¢ogunlugunu; ozellikle, normal florada olarak
disiindiiglimiiz etkenleri bir tarafa ayirdigimizda
(burundan calisma Oncesi alinan Ornekte iireyen
Staphylococcus capitis, el lizerinde ilk 6rnekleme-
de tireyen Staphylococcus acidominus vb.) KNS’ler
olusturmustur. Onceki yillarda apatojen olarak ka-
bul edilen ancak sonradan iizerlerinde yapilan ¢ok
fazla ¢alismayla KPS’ler kadar zararli olabilecekleri
ortaya ¢ikarilan KNS’ler, zoonoz ve firsatci patojen
olabilme o6zelliklerine sahip ayni zamanda bir¢ok
antibiyotige direngli bakterilerdir [5, 16, 23, 28].

Ornegin; Staphylococcus kloosii, linezolid di-
rencliligine sahiptir ve sepsis olusturabilme 6zel-
ligine sahiptir [31]. Staphylococcus sciuri, hayvan
izolati olmasina ragmen insanlarda enfeksiyon
olusturabilir ve insanlarda olusturabildigi bu enfek-
siyonlara pek ¢ok c¢alismada rastlanmigtir [10, 24,
26, 27, 34]. Staphylococcus sciuri; insanlarda en-

dokardit, peritonit, septik sok, deri enfeksiyonlari
gibi bir¢cok enfeksiyondan sorumludur [17, 18, 33,
37]. Ahoya ve ark. Staphylococcus sciuri enfeksiyo-
nun kan enfeksiyonlari i¢indeki oran1 ve direnglilik
profili lizerinde yaptiklar1 galigmada, izole edilen
KNS’ler igerisinde Staphylococcus sciuri’nin bii-
yiik bir orana ve direnglilige sahip oldugunu bul-
muslardir [1].

S. warneri’nin sigirlarda ve insanlarda abort
icin bir neden oldugu 6ne siiriilmiistiir [4]. Ayn1 za-
manda vertebral diskit [3], menenjit [20], ortopedik
enfeksiyonlar [8], ventrikiiler sant enfeksiyonlar
ve endokardit [35] ile iligkilidir. Ayrica bir kopekte
meningoensefalit vakasinin nedeni olarak 6ne siiriil-
mistir [14]. Calismada identifiye edilen S. warneri
izolatlarindan biri 9 antibiyotige kars1 direncli izolat
olarak bulunmustur. Benzer sekilde Staphylococcus
xylosus’da bir¢cok endokardit, liriner sistem enfek-
siyonlar1 vb. enfeksiyonlardan izole edilmistir [19,
28]. Ayni zamanda S. xylosus izolatlarimin c¢ogu,
nalidiksik asit, novobiocin ve penisilline kars1 di-
rengli bulunmuslardir [38]. Ayrica; bazt S. xylosus
izolatlar1 elastaz gibi virulens genlerine sahiptir ve
bu gen insan IgA ve IgG’sine baglanma 6zelligine
de sahiptir [5]. Identifiye edilen diger bir KNS olan
Streptococcus sanguinus, firsat buldugunda (dis te-
mizleme ve ameliyatlar1) kan dolagimina giris yapa-
bilir ve 6zellikle subakut bakteriyel endokarditin en
stk nedeni olan kalp kapaklarini, 6zellikle de mitral
ve aort kapaklarini kolonize edebilir [29].

Son kirkima dogru ayn1 bélgeden alinan 6rnek-
lerdeki bakterilerin, ¢ok fazla artmayip, baz1 etken-
lerin ilk 6rneklerde iireyip, sonra izole edilememesi
aslinda, ornek alimimin tim calismalarda oldugu
gibi bu ¢aligmalarda da ¢cok 6nemli oldugunu gos-
termektedir. Yine ilk 6rneklerde iireyip, sonradan
iremeyen bakteriler, laboratuvar c¢aligsmalari sira-
sinda da, ¢cok dikkatli olunmasi gerektigini goste-
ren bir sonugtur. Petrilerde ilk ekimde ¢ok etken bir
arada ve yogun olarak {irediginden, farkli kolonile-
rin ayirt edilmesinde zorluk g¢ekilebilmektedir. Bu
sorunun mikrobiyolojide en anlamli ¢6zliimii, alinan
orneklerin laboratuvara ulastiktan sonra ilk basta
steril fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde ¢oziindii-
rillmesi, sonra bu FTS’lerdeki etkenlerin sulandiri-
larak, sona dogru olan sulandirmalardan ekimlerin
yapilmasiydi. Sonuglar gostermektedir ki, normal
floranin bulundugu bélgelerden 6rmek alinarak ya-

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 29, Sayi 1, 2018, 12-18



Akgiil MB ve ark. Koyun Kirkiminda insanlara Bulasabilecek Bakteriler ve Antibiyotik Direnglilik Profilleri 17

pilan ¢alismalarda, yogun tireme beklendiginden bir
sulandirma prosediirti kullanilmasi gerekmektedir.

Yapilan antibiyogram testi sonuglarina gore,
¢oklu direng (MDR) yoniinden 54 izolattan 5’1 en
az 4 (AMP/E/N/P), 1’1 en ¢ok 9 adet antibiyotige
kars1 diren¢li bulunmustur (Tablo 2). Daha 6nce
KNS’ler {izerinde yapilan ¢aligmalara baktigimizda,
Giiran ve ark. [14] KNS izolatlarinin en az 2 anti-
biyotige direncli bulmuslar, hatta insanlarda firsatgi
patojen olan S. saprophyticus izolatlarinda ¢oklu
antibiyotik direnci tespit etmislerdir. Khordshed ve
ark. [23] KNS iizerinde yaptiklari ¢calismada benzer
sekilde yliksek direnglilik tespit etmislerdir. Tiim bu
artan direnclilik profilleri, toksinleri nedeniyle za-
ten zararli etkenler olan stafilokoklarin tedavisinin
de zorlasmasia yol agmaktadir. Ozellikle hastane
enfeksiyonlarinda énemli bir yere sahip olan stafi-
lokoklar, direnglilik profillerinin de genislemesi ne-
deniyle dnemlerini artirmaya devam etmektedirler.

Calismada, burun bdlgesinden alman 30 oOr-
nekten 15 (%50)’inde stafilokok spp. iiremis ve
bu izolatlarin %52’si Penisillin G’ye karst direngli
bulunmustur. Giilbandilar [15], 3048 burun kiiltii-
riinden izole ettikleri 217 S. aureus’un %91.4’{inii
Penisillin G’ye kars1 direngli bulmustur. Yagmur ve
ark. [39] ise 203 saglik ¢alisaninin 43 (%21.2) ta-
nesinde S. aureus burun tasiyiciligi saptamslar, ve
bu izolatlarin da sadece 2’sinde (%4.7) metisillin di-
renci bulmusglardir. Bu sonuglar 6zellikle metisillin
direnci ve patojen etken saptanan kisilerin belirle-
nip tedavi edilmesi ve gerekirse igyerlerinde daha
uygun bagka bir boliimde c¢alistirilmasi agisindan
onemlidir.

Stafilokoklarin, burunda tasinan en O6nemli
etkenlerden biri oldugu, gelismekte olan {ilkelerde
icerdikleri 14 farkli enterotoksinlerden dolay1 be-
sin zehirlenmelerinin en 6nemli nedenlerinden biri
olduklar ve giiniimiizde neredeyse tiim stafilokok-
larin sadece enterotoksinler degil bir¢cok toksijenik
yapiya sahip yapilari olduklar1 bilinmektedir [13].
Kahya ve ark. [21], 145 farkli KNS, KPS stafilo-
kok izolati izerindeki yaptiklari calismada 145 izo-
latin hepsinde 1 yada daha fazla toksin geni tespit
etmislerdir. Bu sonuglarla, glinlimiizde artik bilin-
mektedir ki, sadece KPS degil KNS’larda toksinler
icermekte ve genislemis/genisleyen antibiyotik di-
rencine sahip bulunmaktadirlar.

Hayvan tiiy, deri gibi ylizeyleri iizerinde bulu-
nan birgok etken, eski zamanlarda apatojen olarak
degerlendirilirken, giiniimiizde artan antibiyotik di-
rengliligi vb. genetik calismalarla, bu apatojen gorii-
nen etkenlerin ciddi bir enfeksiyon kaynagi oldugu
gosterilmistir. Calismanin sonucunda; saglikli gorii-
nlimlii hayvanlardan yapilsa da, hayvanlar iizerinde
yapilan tiim islem ve ¢alismalarda, mutlaka gerekli
onlemlerin alinmasi gerektigi ortaya ¢ikmistir.
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Ozet: Toxoplasma gondii ve Neospora caninum evcil ruminantlarda ekonomik kayiplara neden olan hiicre i¢i parazitik
protozoonlardir. 7.gondii koyunlarin, N.caninum ise sigirlarin dnemli abort etkenleri arasinda yer alir. 7.gondii’nin zoo-
notik 6zelligi ayn1 zamanda onun ciddi bir halk saglig1 problemi olmasina neden olur. Bu ¢aligmanin amaci Adana yoresi
koyunlarinda T.gondii ve N.caninum seroprevalansini belirlemektir. Bu amagla Adana’nin tiim ilgelerinden farkl ik,
yas ve cinsiyette toplam 234 koyundan kan drnegi alinmis, 7.gondii yaygilig: Sabin Feldman Dye (SFD), N.caninum
yayginligi ise c-ELISA testi ile arastirilmigtir. Seroprevalans oranlart N.caninum igin %12.4 (29/234), T.gondii i¢in
%78.6 (184/234) ve miks enfeksiyon ise %11.53 (27/234) olarak belirlenmistir. Rakim, 1rk, yas ve cinsiyet gibi degis-
kenler ile T.gondii ve N.caninum seroprevalansi arasindaki iliski istatistiksel olarak ki-kare (X?) testi ile incelenmistir.
Neospora caninum seroprevalansi ile rakim, 1k, cinsiyet ve yas degiskenleri arasindaki iligki istatistiksel olarak dnem-
siz (p>0.05) bulunmustur. Toxoplasma gondii seroprevalanst ile cinsiyet ve yas degiskenleri arasindaki iligki istatistiksel
olarak dnemsiz (p>0.05) iken, rakim ve 1k degiskenleri arasindaki iligski 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Bu ¢alisma ile
ilk kez hem Adana ydresindeki koyunlarda anti-N.caninum antikorlarinin varlig belirlenmis, hem de Tiirkiye’de koyun-
larda T.gondii ve N.caninum birlikte degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Koyun, c-ELISA, SFDT, Adana.

A Research on the Seroprevalence of Toxoplasma gondii and Neospora caninum in Sheep in
Adana Province of Turkey

Abstract: Toxoplasma gondii and Neospora caninum are intracellular parasitic protozoa that cause economic losses in
domestic ruminants. 7.gondii primarily causes abortion in sheep and N.caninum in cattle. Due to the zoonotic nature
of T'gondii, it becomes a serious public health problem. The aim of this study was to determine the seroprevalence
of T'gondii and N.caninum in sheep in Adana province. For this aim, 234 blood samples were collected from sheep
in different breed, age and sex in 15 different counties of Adana. Obtained sera were examined with Sabin Feldman
Dye (SFD) and c-ELISA tests for the seroprevalences of 7.gondii and N. caninum, respectively. Seroprevalances were
determined as 12.4% (29/234) for N. caninum, 78.6% (184/234) for T.gondii and 11.53% (27/234) for both parasites.
Correlation between the seropositivities of both parasites and the variants (altitude, breed, age and sex) was investigated
with chi-square (X?) test. There was no statistical correlation between seropositivity and altitude, breed, sex and age for
N.caninum (p>0.05). The relationship between seroprevalence of 7.gondii and sex and age variables was statistically in-
significant (p>0.05), while the relationship between altitude and race variables was significant (p<0.05). With this study,
not only the presence of anti-N.caninum antibodies were determined in sheep in Adana province, but also two parasites
were examined together in sheep for the first time in Turkey.

Key words: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Sheep, c-ELISA, SFDT, Adana.

Giris lerde parazitlenerek ciddi ekonomik kayiplara ne-
den olur. T'gondii ve N. caninum’un son konaklari

Toxoplasma . gonc'lii o ve Neospora cani{?um sirastyla Felidae ve Canidae ailesindeki tiirlerdir.
Toxoplasmatidae ailesinde yer alan zorunlu hiicre g, contijar ayni zamanda her iki etkene ara konak-
i¢i parazitik protozoonlardir. Her iki etken de ara |, 4. yapar [8, 9].

konak pozisyonunda olan evcil ve yabani memeli-

*Bu ¢alisma 25-27 Ekim 2017 tarihleri arasinda Adana’da diizenlenen II. International Mediterranean Science and Engineering
Congress 'de sozlii bildiri olarak sunulmustur.
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Genel kan1 T gondii’nin koyunlarda, N. cani-
num’un ise sigirlarda primer parazitik abort etken-
leri oldugu yoniindedir. Ancak son yillarda yapi-
lan calismalar N. caninum’un koyun ve kecilerde
de aborta neden olabilecegini gostermistir [8, 9].
T gondii’nin zoonotik 6zelligi, kadinlarda aborta,
enfekte cocuklarda serebral ve okiiler bozukluk-
lara sebep olmasi yoniiyle ayri bir 6nem arz eder.
N.caninum ise zoonotik 6neme sahip olmayip, olus-
turdugu enfeksiyon hayvanlarla sinirlidir [10]. Her
iki hastaligin ara konaklardaki yayginligimin be-
lirlenmesinde serolojik (ELISA, IHA, LAT, IFAT,
Sabin Felman Dye Test) ve molekiiler yontemler
(PCR ve modifikasyonlar1) kullanilir [4, 8, 9].

Ulkemizde koyunlarda 7.gondii’nin yaygimlig
konusunda ¢ok sayida calisma yapilmasina ragmen
N.caninum ile ilgili yeterli yaym bulunmamaktadir
[6, 11, 24].

Bu calismanin amaci Sabin Felman Dye Testi
(SFDT) ve c-ELISA yontemleri ile Adana yoresi
koyunlarinda 7'gondii ve N.caninum seroprevalan-
sin1 belirlemektir.

Materyal ve Metot

Adana’nin her ilgesinden minimum 15 olmak iizere
farkli irk, yas ve cinsiyetten toplam 234 koyundan
kan ornegi alindi (Sekil 1). Serumlar ayrildiktan
sonra kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edil-
di. Toxoplasma gondii ve Neospora caninum serop-
revalansimi belirlemek amaciyla Sabin Feldman Dye

(SFD) ve c-ELISA testleri (VMRD, USA) kullanil-
di. Sabin Feldman Dye testi Ankara Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi Baskanligi, Salgin Hastaliklar
Aragtirma Miidiirligii, Parazitoloji Laboratuvarinda
yapildi. SFDT’de 1/16 ve iizeri titreler, c-ELISA
testinde ise yiizde inhibisyon degeri >30 olan se-
rumlar pozitif olarak kabul edildi [3, 23]. Rakim,
ik, yas ve cinsiyet gibi degiskenler ile 7.gondii ve
N.caninum seroprevalansi arasindaki iligki istatis-
tiksel olarak ki-kare (X?) testi ile incelendi. P<0.05
olarak belirlenen analiz sonuclar1 6nemli kabul edil-
di. Calisma i¢in gerekli izin Adana Veteriner Kontrol
Enstitiisii Mudirligt Yerel Etik Kurulu’ndan alindi
(18.07.2016 tarih ve 3-2072 say1).

Bulgular

Seroprevalans oranlart  N.caninum i¢in %12.4
(29/234), T.gondii i¢in %78.6 (184/234) ve miks
enfeksiyon icin ise %11.53 (27/234) olarak belir-
lendi. Neospora caninum seroprevalansi ile rakim,
ik, cinsiyet ve yas degiskenleri arasindaki ilis-
ki istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulundu.
T gondii seroprevalansi ile cinsiyet ve yas degis-
kenleri arasindaki iligki istatistiksel olarak énemsiz
(p>0.05) iken, rakim ve 1rk degiskenleri arasindaki
iligki 6nemli (p<0.05) bulundu. Yapilan calismada
T gondii seroprevalans1 0-99 m’de %74.7, 100-500
m’de %70.8 iken bu oran 500 m ve istl yerlerde
%89.7 olarak; Akkaraman irkinda %85, diger 1rk-
larda (merinos, kangal, melez, sakiz) %79.7 iken
Ivesi irkinda %64.9 olarak tespit edildi (Tablo 1).

Tablo 1. Adana yoresindeki koyunlara ait epidemiyolojik veriler (p<0.05).

Epidemiyolojik veriler Hayvan sayisi (n) T-gondii N. caninum
% P n % P
0-99 91 68 74.7 11 12.1
Rakim (m) 100-500 65 46 70.8 0.011" 4 6.2 0.103
>501 78 70 89.7 14 17.9
Akkaraman 113 96 85 11 9.7
Irk Ivesi 57 37 64.9 0.010" 7 12.3 0.351
Diger 64 51 79.7 11 17.2
Yas <3 108 87 80.6 0.506 14 13 0.807
>3 126 97 77 15 11.9
L Disi 181 139 76.8 25 13.8
Cinsiyet 0.205 0.223
Erkek 53 45 84.9 4 7.5
Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 29, Sayi 1, 2018, 19-23
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Koyunlarda 7. gondii’nin diinyadaki seroprevalansi-
nin %3-84.5, Tiirkiye’de ise %2.8-98.9 arasinda ol-
dugu belirtilmektedir [1, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 13-18, 20,
24]. Etkenin seroprevalansini belirlemek amaciyla
MAT, IFAT, IHA, LAT, ELISA ve SFDT gibi spesi-
fite ve sensitiviteleri birbirinden farkli olan serolo-
jik testler kullanilmaktadir. Bu testlerden SFDT nin
CF, IFAT, IHA, ELISA ve LAT dan daha duyarli ol-
dugu ve epidemiyolojik ¢caligmalarda tercih edilme-
si gerektigi bildirilmistir [4]. Bu c¢alismada SFDT
ile hastaligin Adana yoresi koyunlarindaki yaygin-
1181 %78.6 (184/234) olarak belirlenmistir.

T gondii ile karsilastirildiginda koyun neospo-
rosis’inin yayginligi konusunda diinyada ve iilke-
mizde az sayida ¢alisma bulunmaktadir [9, 11, 24].

Koyunlarda anti-N.caninum antikorlarmi be-
lirlemek amaciyla i-ELISA, c-ELISA ve IFAT gibi
serolojik testler kullanilmistir [9]. IFAT neosporo-
sis’in tanisinda referans test olarak kabul edilmek-
tedir ancak testin uygulama giicliigii ve tiir spesifik
konjugat gerektirmesi nedeni ile biiyiik 6l¢ekli epi-
demiyolojik ¢aligmalarda c-ELISA daha pratik bir
tarama yontemi olarak kargimiza ¢ikmaktadir [5].

Koyun neosporozisinin seroprevalansinin diinya
genelinde %0.45-63 arasinda, iilkemizde ise %0-2.7
arasinda oldugu bildirilmistir [9, 11, 24]. Bu calig-
mada c-ELISA testi ile koyunlarda N.caninum se-
roprevalansi %12.4 (29/234) olarak belirlenmistir.

Calismamizda Adana yoresi koyunlarinda
T gondii seroprevalansinin diinyada ve Tiirkiye’de
yapilan caligmalarda elde edilen alt ve tist sinirlar
icerisinde oldugu [3, 4, 6, 7, 8, 10, 13-17, 20, 24],
N.caninum seroprevalansinin ise diinya genelinde-
ki sinirlar igerisinde ancak Tiirkiye’de yapilan di-
ger calismalardan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Nitekim N.caninum seroprevalans1 Kars’ta %2.13
(8/376), Karaman’da %0.8 (1/120), Konya’da %2.7
(12/450) ve Zonguldak’ta %0 (0/40) olarak belir-
lenmistir [9, 11, 24].

Diinyada koyunlarda hem 7.gondii hem de M.
caninum’un seroprevalansinin birlikte arastirildig:
caligmalarda miks enfeksiyon oranlart %2.75-9.03
olarak tespit edilmistir [12, 19, 21, 22]. Bu ¢alisma-
da ise miks enfeksiyon oran1 %11.53 olarak belir-
lenmistir.

Ulkemizde koyun toxoplasmosisinin yayginli-
&1 konusunda yapilan ¢aligmalarin ¢gogunda 11k, yas,
cinsiyet, lokalizasyon ve rakim gibi epidemiyolojik
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faktorlerin hastaligin yayginligi iizerine etkisi konu-
sunda istatistiksel bir degerlendirmeye rastlanma-
mustir [3, 4, 7, 13, 14, 20]. Cakmak ve Karatepe [6]
Nevsehir yoresinde koyunlar tizerinde yaptiklari ¢a-
lismada seropozitiflik ile yas ve cinsiyet arasindaki
iliskinin 6nemsiz, calisma merkezlerinin ise 6nemli
oldugunu belirtmistir. Bu calismada da yas ve cin-
siyet degiskenleri arasindaki iliskinin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi, farkli rakimlardaki ilgeler
arasindaki iliskinin ise 6nemli oldugu belirlenmis
ve her ili¢ parametre konusunda iki ¢alismanin so-
nuglarmin Ortiistiigii goriilmiistiir. Ilave olarak ik
ve seroprevalans arasindaki iliski de degerlendiril-
mis ve 7.gondii seroprevalansinin ivesi irki koyun-
larda diger irklardan daha diisiik oldugu goriilmiis-
tiir (Tablo 1).

Tiirkiye’de koyunlarda N.caninum seropre-
valansi konusunda yapilan ¢alisma sayis1 oldukga
sinirhidir [11, 24]. Kars ydresi koyunlart iizerine
yapilan bir ¢alismada N.caninum seroprevalansi ile
ik ve lokalizasyon arasindaki iliski onemli, yas ise
o6nemsiz bulunmustur [16]. Diinyada yapilan calis-
malarda ise bazi siirlilerde disilerde erkeklerden,
bazilarinda ise erkeklerde disilerden yiiksek oldugu
ancak her iki durumda da istatistiksel olarak 6nem-
lilik bulunmadigi, yasin hastaligin prevalansi lize-
rinde etkisi olmadigi belirtilmistir [9]. Bu ¢alismada
ise seroprevalans ile rakim 1rk cinsiyet ve yas degis-
kenleri arasindaki iligki istatistiksel olarak dnemsiz
bulunmustur.

Bu calisma ile Adana yoresi koyunlarinda
T.gondiive N.caninum gibi iki 6nemli paraziter abort
etkeni birlikte arastiritlmis ve Tiirkiye’de koyunlar-
da N.caninum seroprevalanst konusunda oldukga
az sayida olan literatiirlere bir yenisi eklenmistir.
Calisma sonucunda koyunlarda Onemli paraziter
abort etkenlerinden biri olan 7.gondii enfeksiyonu-
nun Adana yoresindeki koyunlarda yaygm oldugu
tespit edilmistir. N. caninum un ise Adana ydresin-
deki koyunlarin sigir neosporozisi igin rezervuar
olabilecegi, N.caninum seropozitif koyun siiriilerin-
de abortlarin sekillenebilecegi akilda bulundurul-
malidir. Ayrica her iki hastaligin koyun siiriilerinde
birlikte goriilebilecegi ve ¢ig ya da az pigmis koyun
eti tiiketiminin bolgede halk sagligi agisindan ciddi
problem olabilecegi ortaya ¢ikmistir.
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infection in Cattle in some provinces of Turkey
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Abstract: Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a zoonotic disease which causes lethal hemorrhagic fever in
humans. The purpose of this study was to investigate the CCHF infection status in cattle in the Central Anatolia region
and the central-west part of the Aegean region of Turkey. For this purpose, EDTA whole blood (n = 329) and sera (n
=329) samples were obtained from epidemiologically independent herds (n =94) during the months of March 2016 and
September 2017. The exposure status to CCHF was determined using ELISA for detection of CCHF virus (CCHFV)
specific IgG antibodies in cattle sera samples. Real-time reverse-transcriptase PCR was used to detect viral RNA in
EDTA whole blood samples. The CCHF V-specific IgG antibodies were detected in 4 out of 329 animals, accounting
for 1.2% prevalence rate. CCHFV RNA was not detected in EDTA whole blood samples. The low seroprevalence sug-
gests only sporadic introduction of CCHFV. Further epidemiological studies are needed to determine the distribution of
CCHFV infection in livestock in Turkey.

Key words: Crimean-Congo hemorrhagic fever, Epidemiology, Turkey, Cattle, ELISA, Real-time RT-PCR

Tiirkiye’nin baz illerindeki Sigirlarda Kirim Kongo Kanamah Atesi Enfeksiyonunun
Epidemiyolojik Arastirilmasi

Ozet: Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) insanlarda 6ldiiriicii hemorajik atese neden olan zoonotik bir hastaliktur.
Bu ¢alismanin amaci Tiirkiye’nin I¢ Anadolu ve Orta Bat1 Ege Bolgelerindeki sigirlarda KKKA enfeksiyon durumunu
arastirmakti. Bu amacla Mart 2016 ve Eyliil 2017 tarihleri arasinda epidemiyolojik olarak birbirinden bagimsiz islet-
melerden (n=94) EDTA’l1 tam kan (n = 329) ve serum (n = 329) 6rnekleri toplandi. KKK A’ne maruziyet durumu, sigir
serum Orneklerinde KKKA virusuna (KKKAV) spesifik 1gG antikorlariin ELISA ile tespit edilmesi ile belirlenmistir.
Real time reverse transkripsiyon PCR yontemi, EDTA’l1 tam kan 6rneklerinde viral RNA varligini tespit etmek igin
kullanilmustir. Ug yiiz yirmi dokuz hayvanin, dérdiinde KKKAV spesifik 1gG antikoru tespit edildi ve %1.2 prevalans
orani hesaplandi. EDTA’l1 tam kan drneklerinde KKKAV RNAs1 tespit edilememistir. Diisiik seroprevelans orant spo-
radik KKKAV vakalarinin oldugunu diisiindirmektedir. Tiirkiye’deki ¢iftlik hayvanlarinda KKKAV enfeksiyonunun

Arastirma Makalesi / Research Article

dagilimini tespit etmek i¢in daha fazla epidemiyolojik ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimler: Kirim Kongo Kanamali Atesi, Epidemiyoloji, Tiirkiye, Sigir, ELISA, Real-time RT-PCR

Introduction

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a
tick-borne zoonotic disease that can cause serious
hemorrhagic disease in humans. CCHF is character-
ised by fever, weakness, myalgia and hemorrhagic
signs with case fatality rates ranging from 5% to
80% [5, 37, 39]. Crimean-Congo hemorrhagic fe-
ver virus (CCHFYV), the causative agent of CCHF,
is a single-stranded RNA virus and belongs to the
Nairovirus genus of the Bunyaviridae family [5].

CCHPFV is primarily transmitted by Hyalomma
spp. ticks [35]. The virus can also be transmitted
horizontally and vertically within the tick popula-

tion [11]. Wild (giraffe, rhinoceros, eland, kudu,
buffalo and zebra) and domestic animals (cattle,
sheep, goats, horses, donkeys and camels) can be
infected and play a role in the spread of virus [25].
Viremia lasting up to 2 weeks can be observed in in-
fected animals, but they do not show clinical signs.
However, seroconversion can be observed in infect-
ed animals [30].

CCHFYV infections have been reported in Sub-
Saharan Africa, Asia, the Middle East and South-
eastern Europe [5, 9, 13]. CCHF was first reported
in the Tokat Province in Turkey in 2002, and more
than 9700 human cases have been reported from
2002 to 2016 [19].
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Detection of CCHF V-specific antibodies in the
animal population especially cattle can successfully
be used as indicator for the presence or absence of
CCHFV in an area [22, 31, 35]. Because Hyalomma
tick species, which are both vectors and reser-
voirs of CCHFV are generally found in cattle, but
can also cause infestation in sheep and goats [15].
Information about CCHFYV infection in animals in
Turkey is very limited. Therefore, the aim of this
study was to investigate the CCHFV infection sta-
tus in cattle in Central Anatolia Region and central-
west part of the Aegean region of Turkey.

Materials and Methods
Study Area

This study was conducted during the months of
March 2016 and September 2017 in the Afyonkara-
hisar Province in the central-west part of the Aege-
an region and in the Konya and Aksaray Provinces
in the Central Anatolia region of Turkey (Fig. 1).
These regions have continental climate character-
ised by hot and dry summer. The elevation of the
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Serological analysis

The CCHF V-specific IgG antibodies in the sera sam-
ples were detected using an adapted ELISA method
with a commercial kit (Vectorbest, Novosibirsk,
Russia) with modifications including the use of goat
anti-bovine IgG-HRP conjugate (Southern Biotech,
Birmingham, USA) [23, 28]. The reported sensitiv-
ity and specificity of the adapted ELISA method
were 98% and 99%, respectively [23].

Afyonkarahisar, Konya and Aksaray Provinces are
1034 m, 1031 m and 980 m, respectively. The an-
nual rainfall in the studied provinces varies between
322 mm (Konya Province) and 439 mm (Afyon-
karahisar Province) (Turkish State Meteorological
Service). The number of herds in the Afyonkara-
hisar, Konya and Aksaray Provinces was 38993,
55565 and 17225, respectively (Turkish Statistical
Institute, 2016).

Sample collection

EDTA whole blood (n =329) and sera (n =329) sam-
ples from cattle were collected from 94 epidemio-
logically independent herds in the Afyonkarahisar,
Konya and Aksaray Provinces (Table 1). On aver-
age, three to four cattle per herds were sampled ran-
domly. All samples were collected from cattle older
than 12 months, which were grazing frequently on
common pastures. No clinical signs of disease were
observed in the sampled animals at the sampling
time. Buffy coat cells were obtained from EDTA
whole blood samples by centrifugation at 2200 rpm
for 10 minutes, and used for RNA extraction.

)
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K . .
oy Figure 1. Location of
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in Turkey.
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Sera samples were diluted 1:100 in dilution
buffer (by manufacturer), and were incubated for
1 h at 37°C. After the wash step, goat anti-bovine
IgG-HRP conjugate (Southern Biotech, Birming-
ham, USA) diluted 1:6.000 in conjugate dilution
buffer (by manufacturer) was added to each well.
Tetramethylbenzidine (Sigma-aldrich, USA) solu-
tion was added to each well after incubation period
of 30 min at 37°C. The reaction was stopped with
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H2S04, and optical density of each well was read
at 450 nm (reference wavelength 620 nm) filter us-
ing a spectrophotometer (Bio-Tek Instruments Inc.,
Winooski, Vt.) All samples were run in duplicate.

RNA extraction and real-time RT-PCR

RNA extraction was carried out from the bufty
coat cells from EDTA whole blood samples using
QIAamp Cador Pathogen Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Real-time RT-PCR was performed with
primers and probe designed by Wolfel et al. [36]
that amplified nucleotides 181-bp region near the
5'-end of the S segment of CCHFV. One step real-
time RT-PCR was performed with the QuantiFast
Probe RT-PCR plus Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Amplification was carried out in a Rotor-Gene Q
(Qiagen, Hilden, Germany) with the following con-
ditions: reverse transcription step of 20 min at 50 °C
and 5 min at 95 °C, followed by 45 cycles at 94 °C
for 15 sec, 59 °C for 30 sec. A set of synthetic oli-
gonucleotides described by Atkinson et al. [3] was
used as the positive control, whereas nuclease-free

water was used as the negative control for the analy-
ses. The optimization of the assay was carried out
by using both positive and negative controls.

Statistical analysis

The confidence interval was calculated using
GraphPad InStat version 3.10 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Results

Seroepidemiological study

The result of this study showed that 4 out of 329
sera samples were positive for CCHFV specific an-
tibodies (1.2% prevalence; 95% CIL: 0.4%-3.2%)
(Table 1). Ages of the seropositive cattle were
higher than 4 years old. On the province basis, the
highest antibody prevalence (3.4%) was found in
the Afyonkarahisar Province whereas no CCHFV-
specific antibodies were found in the cattle in the
Konya and Aksaray Provinces (Table 1).

Table 1. The seroprevalence of CCHFV infection in the study area

Province No. examined herds No. positive herds CCHFYV seroprevalence (%)
Afyonkarahisar 35 2 3.4% (4/118)
Aksaray 25 - - (0/89)

Konya 34 - (0/122)

Total 94 2 1.2% (4/329)

Detection of CCHFV RNA by real-time RT-PCR

CCHFV RNA was not detected in the buffy coat
cells from EDTA whole blood samples.

Discussion

Crimean-Congo hemorrhagic fever has been report-
ed in many regions of Asia, the Middle East, Sub-
Saharan Africa and South-eastern Europe [5, 9, 13].
The endemic presence of CCHFV in Turkey has al-
ready been reported [17, 19, 32].

The first CCHF cases were reported in Turkey
in 2002, in the region of Tokat Province, which is
located in northern Turkey. After the first cases,
CCHF occurred in the regions of the Black Sea
and northern parts of the Central Anatolia [19].
Furthermore, CCHFV infection has been report-

ed in non-endemic areas of the Turkey [27, 33].
Afyonkarahisar, Konya and Aksaray Provinces are
not located in endemic areas of the Turkey, but the
presence of CCHFV infection in the Afyonkarahisar
Province was confirmed by existence of clinical hu-
man cases in 2008 [34].

In Turkey, most of the studies were conducted
to determine the presence of CCHFV in ticks [1, 12,
26, 32, 38]. There are no sufficient data concern-
ing the animal infection with the CCHFV in Turkey.
Detection of CCHFYV specific immunoglobulins in
domestic animals is important indicators for the cir-
culation of CCHFV in a region and risk for human
infection [29]. Furthermore, it has been reported
that following infection CCHFV specific IgM ti-
ters decline to undetectable levels in about sixteen
weeks, while IgG titers remain detectable for at
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least 5 years [21]. This study therefore investigated
the prevalence of CCHFV-specific IgG antibodies
in cattle. CCHFV infection status in cattle in Central
Anatolia Region and central-west part of the Aegean
region of Turkey has not been investigated to the
best of found knowledge.

CCHFYV specific antibodies were found in cattle
in two herds in the Afyonkarahisar Province. No an-
imals were tested positive for CCHF V-specific an-
tibodies in the Konya and Aksaray Provinces. This
result can be explained by the number of sampled
cattle and the low seroprevalence of CCHF in these
provinces. Furthermore, human CCHF cases were
reported in the Afyonkarahisar Province whereas no
human CCHF cases were reported in the Konya and
Aksaray Provinces [34]. Previous studies have been
reported a strong association between the appear-
ance of human CCHEF cases and seropositivity in the
livestock [30].

In this study ages of the seropositive cattle were
higher than 4 years old. This finding is consistent
with the previous studies reported that probability
of exposure of cattle to infected tick in the pasture
increases with age [4, 10]. In the present study, se-
ropositive cattle were residing in two herds; it might
be an isolated local CCHFV circulation in that area.

Reported seroprevalence of CCHFV in cattle
were 1% in the Giza governorate in central Egypt
[14], 4.74% in 10 regions of Albania (Has, Kavaje,
Kukes, Berat, Kolonje, Pogradec, Rreshen, Korce
(Bulgarec/Qatrom) and Gjirokastra) [21], 6.7% in
the Maharashtra region of India [24], 6.8% in the
Southern Khorasan region of Iran [20], 13% in the
Marmara region of Turkey [33], 17.3% in the Vardar
region of Republic of Macedonia [23], 31% in the
Malishevé municipality in Kosovo [8] and 71% in
the Aytos municipality in Bulgaria [4]. The result of
this study showed that overall 1.2% (4/329) of the
cattle was positive for 1gG antibodies to CCHFV.
These different serological results can be explained
by the competent vector distribution, host prefer-
ence of tick vectors, climate and environmental
changes, detection method, sample size and man-
agement conditions [16].

CCHFYV infected animals do not show clinical
signs but they have a viremic phase lasting up to
7-15 days [30, 35]. There have been few studies on

the status of CCHFYV infection in animals in Turkey
[2, 18, 33]. Albayrak et al. [2] found CCHFV RNA
in the blood of small ruminants in northern Turkey.
A previous study has detected viral antigens in the
blood of cattle in the Marmara region, a non-endem-
ic region, of Turkey [33]. However, in this study
CCHFV RNA was not detected in EDTA whole
blood samples. This result suggests that sampled
animals were not viremic at the time of sampling.
It has also been suggested that there is no active
circulation of the virus in the investigated regions.
Members of the genus Hyalomma spp. ticks are the
principal vectors of CCHFV [6]. Environmental
factors such as temperature, humidity, precipitation
and altitude have a significant effect on tick activi-
ties and can thus alter the incidences CCHFV infec-
tion [7]. Most of the CCHF cases have been reported
in the northern part of the country and middle Black
Sea region indicating that CCHF is endemic in that
region of Turkey [17, 32]. Afyonkarahisar, Konya
and Aksaray Provinces are not located in endemic
areas of the Turkey. Thus, it can be speculated that
environmental factors in the sampled area are not
suitable for the spread of the CCHFV infection.

In conclusion, the results of this study indicate
that seroprevalence of CCHFV was low in cattle
in the investigated regions. Prevalence of CCHFV
infection may change depending on the location of
the prevalence study, and geographical and environ-
mental factors that affect the abundance of tick pop-
ulation. Therefore, further epidemiological studies
are needed to determine distribution of CCHFV in
domestic animals in the whole country.
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Ozet: Gram negatif bir bakteri olan Ornithobacterium rhinotracheale (ORT), solunum yolu hastaligina sebebiyet veren
en 6nemli patojen etkenler arasinda yer almaktadir. ORT hastalig1, tiim diinyada kanatli endiistrisinde agir ekonomik
kayiplara neden olan, daha ¢ok tavuk ve hindilerde goriilen, akut seyirli, yiiksek diizeyde bulasici olan bir iist solunum
yolu hastaligidir. Bu ¢alismada, Aydin, [zmir ve Manisa illerindeki ticari broiler yetistirilen kiimeslerde, {ist solunum
yollarinda hastaliga ve yiiksek verim kayiplarina neden olabilen, Ornithobacterium rhinotracheale bakterisinin neden
oldugu ORT hastaligmin serolojik prevalansinin saptanmasi amaglanmistir. Orneklemede Aydin, Izmir ve Manisa ille-
rindeki ticari Broiler yetistiriciligi yapilan farkli kiimeslerden toplanan 420 adet kan drnegi kullanilmistir. Her {i¢ ilden
de 140’ar 6rnek toplanmustir. Her ildeki 5’er farkli giftlikten kesim zamaninda 28’er adet serum 6rnegi alindi. Toplam
420 adet kan serumunun ELISA testi ile ORT yoniinden degerlendirmesinde pozitiflik oran1 %55.2 (232 pozitif — 188
negatif) olarak bulunmustur. Aydin ilindeki pozitiflik oran1 %40.8, izmir ilindeki pozitiflik oram %68.6, Manisa ilinde-
ki pozitiflik orani ise %56.4 olarak tespit edilmistir. Caligsma sonuclari genel olarak degerlendirildiginde her ii¢ ildeki
sero-pozitiflik oranlar1 da oldukc¢a yiiksek bulunmustur. Pozitiflik oranlarindaki bu yiikseklik g6z oniine alindiginda
hastalikla ilgili daha ayrintil caligmalarin planlanmasimin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. ileriki caligmalarda serolojik
arastirmalarin tiim iilke bazinda planlanarak yapilmas: ve de etkenin tam identifikasyonunun yapilarak antibiyotik di-
renglilik profilinin ¢ikarilmasi hastalikla miicadele agisindan yararl olacaktir.

Anahtar kelimeler: Broiler, ELISA, Ornithobacterium rhinotracheale

Investigation of the seroprevalence of Ornithobacterium rhinotracheale infection in broiler
hens by ELISA

Abstract: Ornithobacterium rhinotracheale (ORT), a Gram-negative bacterium, is one of the most important pathogenic
agents causing respiratory disease. ORT disease is an acute, highly contagious upper respiratory tract disease seen
mostly in chickens and in turkeys, causing severe economic losses in poultry industry all over the world. In this study,
it was aimed to determine the serological prevalence of ORT disease in broiler poultry in Aydin, izmir and Manisa
provinces causing upper respiratory tract diseases and high yield losses. For the sampling; 420 blood samples were used
and collected from different clusters of Aydin, Izmir and Manisa. A total of 140 samples were collected from each city.
Twenty-eight different serum samples were taken at the time of slaughtering from 5 different farms on each side. When
a total of 420 blood serum samples were evaluated by ELISA for ORT, the positivity rate was 55.2% (232 positive - 188
negative). The positivity rate in Aydin was 40.8%, Izmir was 68.6% and the Manisa was 56.4%. When the results of the
study were evaluated in general, the sero-positivity rates of all three cities were found to be quite high. Considering this
high level of positivity, it is necessary to plan more detailed studies about the disease in the near future. In future studies,
planning serologic surveys all over the country, as well as the identification of the antibiotic resistance profile by making
full identification of the agent will be helpful in combating the disease.

Key words: Broiler, ELISA, Ornithobacterium rhinotracheale
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Giris

Kanath endistrisinin gelisiminde hastaliklar biiyiik
problem teskil etmektedir. Bunlar igerisinde solu-
num sistemi hastaliklar1 6nemli rol oynamaktadir
[3]. Kanatlilarda solunum yolu hastaliklar1 bakteri-
ler, mantarlar ve viriisler gibi cesitli patojenlerden
kaynaklanir [7]. Ornithobacterium rhinotracheale

(ORT), solunum yolu hastaligina bagli ortaya ¢i-
kan bir kanath patojenidir [11]. ORT, yakin za-
manda diinyanin bir¢ok iilkesinden izole edilmistir.
Ornithobacterium rhinotracheale, diger mikroorga-
nizmalarla da sinerji olusturarak, mortalitenin yiik-
selmesine, ila¢ maliyetlerinin artmasi, yumurta {ire-
timindeki diisiislere ve yumurta kabugu kalitesinin
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azalmasi gibi etkilerinden dolay1 ciddi ekonomik
kayiplara neden olabilmektedir [17]. ORT, Gram-
negatif, pleomorfik, cubuk seklinde, hareketsiz bir
bakteridir ve kanatlilarda en 6nemli patojenlerden
biri olarak diistiniilmektedir [16, 18].

Su ana kadar yapilan ¢alismalarda ORT nin en
az 18 ORT serotipi oldugu bildirilmektedir. Tavuk-
larda yapilan serotiplendirme c¢aligmalar1 sonucun-
da, elde edilen izolatlarin ¢ogunlugunun A serotipi
oldugu ve suslarin %95’inin ise A, B, D ve E se-
rotiplerine ait oldugunu ortaya konmustur [7]. O.
rhinotracheale’nin serolojik tanisi i¢cin ELISA ve
agar jel presipitasyon (AGP) testi kullanilmaktadir.
AGP ozellikle serotiplendirme i¢in tercih edilen bir
yontemdir. ELISA, ORT’ye kars1 antikor varligini
bulmak i¢in gliniimiizde en dogru ve giivenilir yon-
temdir [5]. ELISA serotip spesifitesi ELISA plaka-
larin1 kaplamak igin kullanilan antijen ekstraksiyon
metoduna baglidir. O. rhinotracheale’ye karsi anti-
korlarin varliginin goriilebilmesi igin, her yasta, ya
da klinik bulgularin goriildiigii kanatlilarda tanisal
amaglar i¢in ELISA testi kullanilabilmektedir [13].

ORT enfeksiyonunun goriilme sikligr ile ilgili
iilkemizde ge¢mis yillarda da baz1 arastirmalar ya-
pilmistir [2, 12, 13, 14]. Bu aragtirmalar incelen-
diginde antikor pozitifliginin (%50-60 araliginda)
oldukga yiiksek denebilecek diizeylerde oldugu go-
rilmektedir. Bu yiiksek ytlizdeler géz oniine alindi-
ginda sollunum yolu hastaliklari igerisinde diizenli
olarak miicadelesi yapilmayan ORT hastaligi ile il-
gili gerekli onlemlerin alinmasi igin ¢aligmalar ya-
pilmas1 gerekliligi ve bu tip serolojik ¢alismalarin
onemi bir kez daha ortaya ¢cikmaktadir.

Bu calismada, Tirkiye’nin bati bolgelerinde
yogun kiimes hayvani yetistiriciligi yapilan Aydin,
[zmir ve Manisa illerindeki Ticari Broiler yetistirilen
kiimeslerde, Ust solunum yollarinda hastaliga, yiik-
sek verim kayiplarina ve de bundan dolay1 6nemli
maddi zararlara neden olabilen, Ornithobacterium
rhinotracheale bakterisinin neden oldugu ORT has-
taliginin ELISA yontemi ile serolojik prevalansinin
saptanmasi amaglandi.

Materyal ve Metot

Ornekler

Calismada Aydin, Izmir ve Manisa illerindeki tica-
ri Broiler yetistiriciligi yapilan farkli kiimeslerden

toplanan 420 adet kan o6rnegi kullanildi. Her {i¢
ilden 140’ar 6rnek toplandi. Bahsi gegen bu 140
ornek her ildeki 5’er farkli ciftlikten 28’er adet se-
rum Orneginden meydana gelmektedir. Ornekler
genel olarak kesim agamasina gelmis olan ve etci
amagl yetistirilen 35-45 giinliik yastaki broiler sii-
rilerinden 2017 yilinin Mayis ay1 igerisinde alindi.
Broilerlerden kan 6rneklerinin alinmasi kesim asa-
masinda gerceklestirildi. Kanathilar kesimhaneye
getirildiklerinde rasgele se¢ilmisler ve usuliine uy-
gun bir sekilde kanat alt ylizeyindeki venin dezen-
feksiyonu saglanmis ve igne ile damara girilerek her
bir hayvandan 4-5 ml kadar kan alindi. Kan alimini
takiben ven tekrar dezenfeksiyonla temizlenip, ha-
fif bas1 uygulanarak kanamanin durmasi saglandi.
Elde edilen kanlarin serumlar1 ¢ikartilarak epen-
dorf tiiplere aktarildi. Serumlar ¢alisilincaya kadar
-20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Serolojik test

Serum Orneklerinde Ornithobacterium rhinotrache-
ale antikor tespiti Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) testi ile belirlenmistir. ELISA testi
i¢in (BioCheck, Millfield Road, Hounslow, Londra)
ticari olarak hazirlanmis ELISA kiti diretici firma-
nin talimatlar1 dogrultusunda kullanilmstir. Testte
kisaca numuneler 1/100 oraninda seyreltildi ve OD
(Optical Density) degerleri bir ELISA platyt okuyu-
cusu (Biotek ELX800™, USA) tizerinde 405 nm’de
o6l¢iildii. Sonuglar, numunenin pozitif (S/P) oranmi
hesaplanarak belirlendi. S/P oran1 0.999 veya daha
disiik olan ornekler negatif kabul edildi ve 1’den
yiliksek S/P degerleri olan ornekler pozitif kabul
edildi. S/P oranlarinin hesaplanmasi ve pozitiflik ve
negatiflik sonuglarmin olusturulmasinda BioCheck
(Millfield Road, Hounslow, Londra) firmasinin te-
min ettigi bilgisayar programindan yararlanilmistir.
Calisma sonucu elde edilen verilerin istatistiksel de-
gerlendirmesinde SPSS 22.0 (PASW Inc., Chicago.
IL. USA) Paket programi kullanilmigtir ve Ki kare
(X?) testi uygulandi.

Bulgular

Aragtirma sonuglarinda her {i¢ ilin toplaminda ca-
lisilan 420 adet kan serumunun ELISA testi ile
ORT yoniinden degerlendirmesinde pozitiflik orani
%55.2 (232 pozitif — 188 negatif) olarak tespit edil-
di (Tablo 1).
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Tablo 1. illere gore ve toplam ORT ELISA test sonuglari
ILLER Negatif Pozitif Negatif % Pozitif % Numune

AYDIN 83 57 59.2 40.8 140
[ZMIR 44 96 314 68.6 140
MANISA 61 79 43.6 56.4 140
Toplam 188 232 44.8 55.2 420

Test sonuglart her il i¢in kiimes bazinda ayri
ayr1 degerlendirildiginde;
Aydmn ilindeki toplam 140 ornekte pozitiflik

oran1 %40.8 (57 pozitif — 83 negatif) olarak tespit
edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Aydin ili Broiler ¢iftlikleri ORT ELISA test so-
nuclari

AYDIN ILI Giin Negatif Pozitif Negatif % Pozitif % Numune

KUMESA 44 13 15 46.4 54.6 28
KUMESB 42 8 20 28.5 71.5 28
KUMESC 43 19 9 67.8 322 28
KUMESD 38 25 89.3 10.7 28
KUMESE 43 18 10 64.3 35.7 28
Toplam 42 83 57 59.2 40.8 140

[zmir ilindeki toplam 140 &rnekte pozitiflik
orani %68,6 (96 pozitif — 44 negatif) olarak tespit
edilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Izmir ili Broiler ¢iftlikleri ORT ELISA test so-
nuglari
IZMIR ILI Giin Negatif Pozitif Negatif % Pozitif % Numune

KUMES A 42 17 11 60.7 393 28
KUMES B 44 5 23 17.9 82.1 28
KUMES C 41 16 12 57.1 42.9 28
KUMESD 43 4 24 14.3 85.7 28
KUMESE 42 2 26 7.1 92.9 28
Toplam 424 44 96 314 68.6 140

Manisa ilindeki toplam 140 &rnekte pozitiflik
orani %56.4 (79 pozitif — 61 negatif) olarak tespit
edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Manisa ili Broiler giftlikleri ORT ELISA test
sonuglari

MANISA QLI Giin Negatif Pozitif Negatif % Pozitif % Numune

iller bazinda ORT antikoru goriilme olasilig
bakimindan beklenilen diizeyde pozitif veya ne-
gatif serum Ornegi gozlenip goézlenmedigini test
etmek i¢in Ki-kare (X?) testinden yararlanilmigtir.
Sonuglari igeren tiim veriler Tablo 5°de verilmekte-
dir. Bu sonuglara gore Izmir ilindeki ORT pozitiflik
orani beklenilen frekanstan 6nemli derecede yiik-
sek, Aydin ilinde diisiik, Manisa ilinde ise beklenen
diizeye yakin bulunmustur (p<0,001).

Tablo 5. Calisma sonuglarinin genel degerlendirilmesi

ILLER ARASI SONUCLAR
Antikor
Toplam
Negatif Pozitif
Adet 83 57 140
AYDIN % il ici %593  %40.7  %100.0
% Antikor  %44.1  %24.6 %333
Adet 44 96 140
IZMIR % 1l igi %31.4  %68.6 %100.0
% Antikor  %23.4 %414 %333
Adet 61 79 140
MANISA % il ici %43.6  %56.4  %100.0
% Antikor %324  %34.1  %33.3
Adet 188 232 420
Toplam
Toplam % %44.8 %55.2 %100.0

X?=22.090***, *¥*=p<(.001

Tartisma ve Sonug¢

Bu aragtirmada Aydin, izmir ve Manisa illerinden
aliman toplam 420 adet kan serumunun %355.2’si
(232 porzitif, 188 negatif) Ornithobacterium rhi-
notracheale antikorlari agisindan pozitif bulundu.
Turan ve Ak [13] Marmara ve Karadeniz bolgele-
rindeki farkli ¢iftliklerde yaptiklart serolojik calis-
malarda %65 oraninda serum pozitifligi saptamis-
lardir. O. rhinotracheale infeksiyonunun seropreva-
lansin ticari bir ELISA kiti ile belirlendigi ve Giiney
Marmara bolgesinde yiiriitiilen bagka bir caligmada
ise incelenen 821 serum G6rneginin 440’1 (%53.59)
O. rhinotracheale antikorlari yoniinden pozitif sap-
tanmistir [4]. Ozbey ve ark. [12] Elazig’da yap-
mis olduklart ¢aligmada tavuklardan toplanan 324
serum Orneginde ELISA testi kullanarak ORT an-
tikorlar1 agisindan %10.2 (33 adet) pozitiflik sap-
tandigimi bildirmislerdir. Aragtirmalarinda 10 adet
broiler ¢iftliginden ikisinde pozitiflik bulunmustur.

KUMESA 40 13 15 46.4 53.6 28
KUMESB 39 10 18 35.7 64.3 28
KUMES C 43 2 26 7.1 92.9 28
KUMESD 43 15 13 53.6 46.4 28
KUMESE 41 21 7 75.0 25.0 28
Toplam 412 61 79 43.6 56.4 140
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Sonuglar acisindan arastirmamizla karsilastirildi-
ginda biiyiik bir farklilik goziikkmektedir. Ozbey ve
ark. [12] calismalarinda kullandiklari tavuklarin ol-
duke¢a gen¢ olmasinin bu farklilig1 yaratabilecegini
bildirmektedirler. Ciinkii antikor titreleri genellikle
enfeksiyon sonrasi 1 ila 4 hafta arasinda en yiiksek
seviyeye ulagmakta ve tespit edilebilmektedir [16].
Tiirky1lmaz ve Kaya [14] Aydin ilinde 267 tavuk 6r-
negi ile yaptig1 ¢alismasinda ELISA testi ile %66.3
oraninda seropozitiflik saptamistir ve calismalari
Aydin ilinde ORT hastaligimin ELISA ile deger-
lendirildigi ilk calismadir. Calismamizda yalnizca
Aydm ili sonuclarimiz degerlendirildiginde %40.8
lik bir pozitiflik saptanmistir. Bu da Tiirkyilmaz ve
Kaya [14] ile Turan ve Ak [13]’1n sonuglarindan bi-
raz diisiik olmasina ragmen her ii¢ ilin toplam so-
nuglarma incelendiginde (% 55.2) benzer sonuglara
ulasilmaktadir. Calisma sonuglari Asyemez’in [4]
sonugclari ile ise oldukca paralellik gostermektedir.

Aras ve ark. [2], ticari yumurtaci tavuk isletme-
lerinde bulunan tavuklarda Ornithobacterium rhi-
notracheale enfeksiyonunun serolojik prevalansinin
belirlenmesini amagladiklari ¢aligmalarinda Konya,
Aksaray, Karaman, Ankara ve Gaziantep illerinde
bulunan 26 farkli kiimesteki yumurtaci tavuklardan
650 kan serum Ornegi toplamiglar ve olusan anti-
korlarm varligint ELISA testi ile belirlemislerdir.
Caligmalarinin  sonuglarina bakildiginda Toplam
650 kan serum oOrneginden 113 (%17.4)’linde O.
rhinotracheale antikoru tespit etmislerdir. Caligma
sonunda bu pozitif drneklerin, 6rnekleme yapilan
26 kiimesten 12 (%46.2)’sinden toplandig1 ve bu
enfekte 12 kiimesin Konya, Gaziantep, Ankara ve
Karaman illerindeki 12 farkli ¢iftlige ait oldugu bil-
dirilmistir.

Canal ve ark. [6], Brezilya’nin giineyinde bro-
iler tavuklarin (%63.83) ve damizlik broylerlerin
(%100) pozitiflige sahip olduklar1 ve de siiriilerde
solunum semptomlart ile O. rhinotracheale antikor-
lar1 arasinda pozitif bir iligki oldugunu belirtmisler-
dir. Iran’in Bat1 Azerbaycan Eyaleti’nde Allymehr
[1] O. rhinotracheale’ye karsi yapmis oldugu se-
rolojik aragtirmalarda tavuklardan alinan serum
orneklerinin %44.2°sini pozitif olarak bildirmistir.
Bundan birkag y1l sonra, Ghanbarpour ve Mahmood
[8] Iran’in Giiney dogusunda yaptiklar1 bir ¢aligma-
da 8 farkli ¢iftlikte bulunan 21 kiimesten 420 serum
ornegi ile caligmiglardir. Caligmalarinda ELISA

testi ile Ornithobacterium rhinotracheale’ye karsi
6 ciftlikte bulunan 17 kiimeste 134 adet (% 31.9)
seropozitiflik saptamislardir.

Mousavi ve ark. [10], Iran’in kuzeyindeki
Guilan eyaletinde 2000 yilinda 30-35 ve 40-45 giin-
liik broiler tavuk ciftliklerini kapsayan ¢aligmalarin-
da 32 stiriiden alinan 640 serum numunesini ELISA
testi ile incelemis ve stiriilerin ORT e kars1 antikor
tespit etmislerdir. Sonucta 10 siiriide (%30.44) po-
zitif, 7 siirli (%21.74) siipheli, 15 siirii (%7.82) ista-
tiksel olarak negatif bulunmustur. Toplanan 640 se-
rum numunesinden, 30-35 giinliik yastaki siiriilerde
24 pozitif, 30 stipheli, 266 6rnek ise negatif olarak
tespit etmislerdir. 40-45 giinliik yastaki numune-
lerde ise 178 numune pozitif, 77 numune siipheli,
65 numunenin ise negatif oldugunu bildirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢caligmada, ticari broiler tavuklarinda an-
tikor titreleri ile broiler yas1 arasinda orantilt ORT
antikor prevalansinin pozitif korelasyon oldugunu
tespit etmiglerdir (p<<0.05). Calismamizda ise kesim
yasindaki broiler siiriileri incelendigi igin yiiksek
pozitiflik oranlarinin bundan kaynaklandigi diisii-
niilmektedir.

Chansiripornchai ve ark. [ 7] Tayland’da yaptik-
lar1 ve Ornithobacterium rhinotracheale sero-pre-
valansinin iilkelerinde ilk defa incelendigi calisma-
da ornekleme yaptiklar tiim ¢iftliklerde pozitiflik
saptamislardir. Inceledikleri broiler ciftliklerinde
%19.8 ve damizlik broiler ¢iftliklerinde ise %49.8
oraninda pozitiflik bildirmislerdir. Amerika Birlesik
Devletlerinde yumurtact tavuklarda yapilan bir
arastirmada da ornekleme yapilan tiim ¢iftliklerde
sero-pozitiflik saptanmig ve ELISA ile elde edilen
ORT pozitiflik orani ise ¢aligmamiza benzer sekilde
% 52 olarak bulunmustur [9]. Uriarte ve ark. [15]
Arjantinin Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios se-
hirlerinde ELISA ile yaptiklar1 arastirmada 739 adet
serum analizinden 345 adeti (%47) ORT serum po-
zitif tespit etmislerdir. Baksi ve ark. [5] Hindistan’1n
yedi eyaletinden alinan serum ornekleri ile ORT’ye
kars1 antikor varliginin tespiti i¢in ¢alismislar ve
%74.37 diizeyinde pozitiflik saptamislardir. Ayni
zamanda arastirmalarinda yas ve mevsimin hasta-
lik parametreleri {izerine etkisini de degerlendir-
mislerdir. Kesim zamani olarak degerlendirilen 41-
50 haftalik yas grubu diger yas gruplarina gore en
yiiksek pozitiflik oranina sahip olarak bildirilmistir.
Arastirmalarinin sonucuna gore hastalik en ¢ok mu-
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son mevsiminde goriiliirken (%88.31), kis aylarin-
da ise daha az (%62.20) pozitiflik oranlarma sahip
oldugu tespit edilmistir. Arastirmamizda ise Or-
nekleme Mayis ayi icerisinde yapilmistir. Bununla
birlikte 6rneklemenin yapildigr Ege bolgesinin bati
kesimi ise hava sicakliklarinin genelde yiiksek ol-
dugu yerler olarak soylenebilir. Bundan dolayidir ki
iilkemizin diger yerlerine gore hastaligin biraz daha
yiiksek yiizde de goriilebilecegi diigiiniilmektedir.

Arastirmada ayn1 zamanda ciftlikler bazinda da
sonugclar verilmistir (Tablo2, 3 ve 4). Illerdeki ¢ift-
liklere gore yapilan degerlendirmelerde her ii¢ ilde
de yiiksek pozitiflik oranlarina sahip olan ¢iftliklerin
birbirlerine yakin olmasi oldukc¢a dikkat ¢ekici ola-
rak kabul edilmistir. Ozellikle Aydin ilinde %10.7
pozitiflik oranina sahip olan ciftlik diger ¢iftliklere
oldukga uzak olup g¢evresinde herhangi bir kanath
barmaginin bulunmamas: ¢iftlikler arasi bulagma-
nin olabilecegini diistindiirmektedir.

ORT hastaliginin diger viral hastaliklarla bir-
likte seyredebilmesi, ya da gosterdigi klinik belir-
tiler acisindan bir¢ok viral hastalikla karigtirilmasi
onemli bir risk faktorii olarak degerlendirilmekte-
dir. Hastaligin tespitinde yapilan yanhs degerlen-
dirmeler sonucunda o&zellikle biiylik entegrelerin
ciddi mali kayiplarla karsilagacagi goriilmektedir.
ORT’nin iilkemize verdigi zararlar1 tespit etmek i¢in
uistiinde daha fazla caligma ve arastirilma yapilmasi
gereken bir konudur. Primer ya da sekonder olarak
goriilmesi ve siirekli yasanilan solunum yonlii viral
hastaliklarin arkasina saklanmasi neticesinde yanlis
asilama ve koruyucu tedbirler nedeniyle yayilma
egilimi gdstermesi ve i¢inden ¢ikilmasi giic durum-
lara kanatl sektériinii sokmasi kagiilmazdir. Ileriki
calismalarda serolojik caligsmalarin yaninda bakteri-
nin izolasyonu ve identifikasyonunun da yapilarak
cok degisken olabilen antibiyotik direngliliklerinin
de yapilarak tedavisi i¢in gerekli tedbirlerin alinma-
st Onerilebilir.

Solunum sistemini etkileyen hastaliklarin tes-
piti yapilirken ORT nin her zaman dikkate alinmasi
ve llkemizdeki yogun kanatl tiretiminde gerekirse
asilama programlarina eklenmesi dahil biitiin koru-
ma dnlemlerinin alinmas1 gerekmektedir.
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Ozet: Bu calisma; Isparta bolgesinden Konya Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii (KONYAVKEM) ne gonderilen
numunelerin ve sonuglarin retrospektif olarak degerlendirilmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla, 2014, 2015 ve 2016
yillarinda Isparta bdlgesinden KONYAVKEM gonderilen diski, kadavra, kan ve organlar parazitoloji laboratuvarinda
muayene edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Gonderilen 74 numuneden 44’iinde (% 59.4) paraziter etken tespit
edilmistir. Tim hayvan gruplarinda sonuglar birlikte degerlendirildiginde; Eimeria spp. % 22.9, Cryptosporidium spp.
% 13.5, Toxoplasma gondii % 8.1, Trichostrongylus spp. % 5.4, Nematodirus spp. % 2.7, Moniezia spp. % 1.3, Fasciola
hepatica % 1.3, Cystacaulus ocreatus larvasi % 1.3, Coenurus cerebralis % 1.3 ve Babesia spp. % 1.3 olarak bildiril-
mistir. Sonug olarak, veteriner hekimlere, sivil toplum kuruluslarina paraziter hastaliklar hakkinda bilgi verilmedir. Bu
calisma ile veteriner parazitolojinin, Isparta bolgesinde hayvan sagligi ve yetistiriciligi agisindan dnemi vurgulanmustir.

Anahtar kelimeler: Hayvan Sagligi, Isparta, Paraziter Enfeksiyonlar

The Parasitologic Evaluation of The Samples Sent from Isparta to Veterinerian Control
Instution of Konya

Abstract: This study aims to evaluate the samples taken throughout Isparta and sent to the Institute of Veterinerian Control
in Konya (KONYAVKEM) in terms of parasitology. The feces, cadaver, blood and the organs sent to KONYAVKEM
from Isparta in 2014, 2015 and 2016 were examined in the parasitology laboratory and the results were evaluated. 44
samples out of 74 (59.4%) were realized to have parasitic infection. As far as the results are evaluated including all the
animal species, it is stated as follows; Eimeria spp. 22.9%, Cryptosporidium spp. 13.5%, Toxoplasma gondii 8.1%,
Trichostrongylus spp. 5.4%, Nematodirus spp. 2.7%, Moniezia spp. 1.3%, Fasciola hepatica 1.3%, Cystacaulus ocrea-
tus larvae 1.3%, Coenurus cerebralis 1.3% and Babesia spp. 1.3%. This ultimately shows that veterinerians and non-
profit organizations must be informed about parasitic disease. The focus of this study is that veterinerian parasitology is

Arastirma Makalesi / Research Article

important for animal health and breeding in Isparta.

Key words: Animal health, Isparta, Parasitic infection

Giris

Afyonkarahisar, Antalya, Burdur, Konya ve Ispar-
ta’y1 da kapsayan bolgeye goller yoresi denilmek-
tedir. 36.672 km? alana sahip bdlgenin fazla yagis
almas1 sebebiyle bu bolge biiyiikbas ve kiigiikbas
hayvan yetistiriciliginde énemli bir potansiyele sa-
hiptir [1].

Ozellikle Isparta ekonomisinde hayvan yetisti-
riciligi onemli bir yer tutmaktadir. 2016 y1l1 Tiirki-
ye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére Isparta
[li'nde 149382 adet si181r, 347 manda, 250158 ko-
yun ve 304697 adet kegi mevcuttur [6].

Kiiciikbas hayvan yetistiriciliginde temel bes-
lenme araci olan ¢ayir, mera ve yaylalarin korunma-

st ve en etkin sekilde degerlendirilmesi, hayvancilik
ekonomisine (et, siit, yapagi) biiyiik katki saglaya-
caktir. Ayrica kdy ve mezralardaki insanlarin yagsam
standartlarinin artmasi, biiyliksehirlere gogiinde 6n-
lenmesinde biiyiik katkisi olacaktir[4].

Tirkiye’de tarimsal verimlilik ve tarim dist
istihdam diigiik, tarimin niifus i¢indeki pay1 kaba-
ca % 33 ve tarimin gayri safi milli hasiladaki pay1
kabaca %12°dir. Gelismis lilkelerin ¢ok gerisinde
kalmistir. Bu durum hayvancilik sektdriine olumsuz
yonde etkilemistir [19]. Paraziter hastaliklar, hay-
vanlarda verim kayiplarina neden olarak tilke eko-
nomisini olumsuz yonde etkilemektedir. Bunlar et,
siit, dol verimi, yavru kayiplar1 olarak siralanabilir
[21,24,25].
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Paraziter kokenli enfeksiyonlar, parazitin tiird,
morfolojik ozellikleri, sayilari, yerlestikleri organ
ve dokular, beslenme sekillerine gore farklilik gos-
termekle birlikte, kilo-besi kaybi, gocleri sirasinda
organ ve dokularda tahribat, ishal, anemi, sanc1 ve
ciddi olgularda 6liime yol agabilecek cesitli patoje-
nitelere sahiptir [12,25].

Paraziter hastaliklardan bazilart zoonoz ka-
rakterde olmalarindan dolay1 da dnem arz ederler.
Saglik Bakanligi verileri gore, 2005-2010 yillart
arasinda insanlarda 2057 kist hidatik vakasi rapor
edilmistir [5].

Bu c¢aligmada, 2014, 2015 ve 2016 yillarinda
Isparta ili'lnden KONYAVKEM’e gonderilen nu-
munelerin parazitoloji agisindan irdelenmesi amag-
lanmustir.

Materyal ve Metot

Arastirma materyalini 2014, 2015 ve 2016 yilla-
rinda Isparta {li’nden KONYAVKEM’e gonderilen
numuneler olusturmustur. Bu amagla “Hayvancilik
Bilgi Sistemi” (HBS) nden gonderilen marazi mad-
deler ve paylasilan protokoller incelenmistir [3]. Bu
protokollere ait veriler (ilge, yil, adet, yas, nevi ve
tiiri) tek tek kontrol edilmistir. Gonderilen numu-
neler rutin teknikler kullanilarak ¢alisilmistir. Kan
protozoonlar1 agisindan giemasa boyasi ile hazirla-
nan frotiler incelenmistir. Otopsi yapilan hayvanlar

eriskin parazitleri gormek amaciyla makroskopik
olarak muayene edilmistir. Kan serumlar1 rutin
ELISA yontemiyle bakilmistir. Diski 6rnekleri 6nce
makroskobik, daha sonra sirayla direkt baki, flotas-
yon ve sedimentasyon yontemleriyle mikroskobik
olarak incelenmistir [16]. Sonuglar tartisilmig ve Is-
parta’da goriilen parazitler hakkinda genel bir bilgi
elde edilmistir.

Bu ¢alisma i¢in HADMEK ’in 05.06.2009 tarih
ve 12 sayili kararina istinaden etik kurul onay: alin-
mamistir.

istatistiksel analiz

Bu calismada elde edilen verilerin istatistiksel ana-
lizi i¢in , Statistical Package for the Social Sciences
for Windows 16.0 (SPSS Inc.; Chicago, IL, ABD)
paket programi kullanilmstir.

Bulgular

Isparta’dan 3 yilda (2014, 2015 ve 2016) KON-
YAVKEM Parazitoloji Laboratuarina, koyun, kegi
ve s181r cinsi hayvanlara ait toplam 74 adet marazi
madde gonderilmistir. incelenen 74 marazi madde-
den 44’inde paraziter etken tespit edilmistir. Gonde-
rilen numunelerde enfekte hayvan sayisi ve incele-
nen hayvan sayisi Sekil 1’de gosterilmistir. Hayvan
gruplaria gore tespit edilen parazit cins/tiirleri ve
oranlari tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. incelenen hayvanlara gore parazit cins/tiirleri ve oranlar

Parazit Koyun Kuzu Keci Oglak Sigir Toplam
EHS* % EHS % EHS % EHS % EHS % EHS %
Eimeria spp. 1 4.5 11 334 3 37,5 2 18,1 - - 17 22,9
Cryptosporidium spp. - 5 16,1 - - 3272 - - 10 13,5
Toxoplasma gondii 6 272 - - - - - - - - 6 8,1
Trichostrongylus spp. 1 4,5 1 3,2 2 25 - - - - 4 5,4
Nematodirus spp. 1 4,5 - - 1 12,5 - - - - 2 2,7
Moniezia spp. - 1 - - - - - - 1 1,3
Fasciola hepatica 1 4.5 - - - - - - - - 1 1,3
Cystacaulus ocreatus larvasi - - - 1 12,5 - - - - 1 1,3
Coenurus cerebralis 1 4.5 - - - - - - - - 1 1,3
Babesia spp. 1 4,5 - - - - - - - - 1 1,3

“EHS: Enfekte Hayvan Sayist
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Sekil 1. Enfekte bulunan hayvanlarin ilgelere gore da-
gilimi (Enfekte hayvan sayisi/incelenen hayvan sayisi).

Tartisma ve Sonug¢

Isparta ilinde parazitoloji alaninda yapilan ¢alisma-
lar ¢cok smirlidir. Demirci ve ark. 2003 yilinda yap-
tiklar1 calismada, Isparta’nin da i¢inde bulundugu
goller bolgesinin insan fasciolosisi i¢cin endemik ol-
dugunu bildirmislerdir [10]. Bizim ¢alismamizda da
koyunlarda % 1.3 oraninda fasciolosis bildirilmistir.
Bu hastaligin yore insanini ve hayvan sagligini teh-
dit edebilecegine diisiiniilmektedir.

Burdur yoresinde buzagi ve danalarinda % 26.5,
Afyon ilinde sigirlarda % 26.5, Bing61’de kegilerde
% 61.5, koyunlarda % 56, Adana, Mersin ve Osma-
niye gelen oglaklarda % 23.53 oraninda, Eimeria
spp. enfekte oldugu bildirilmistir [8,11,15,17]. Bu
calismada da % 22.9 oraninda Eimeria spp. bulun-
mus olup yukarida belirtilen caligmalar ile uyum-
ludur.

Van ilinde sigirlarda % 8.14, koyunlarda %
13.17, kegilerde % 10.71, Nevsehir’de ishalli buza-
gilarda %20.7, Aydin’da kegilerde % 18.6, Sivas’ta
buzagilarda % 70.3, Erzurum’ da buzagilarda ise %
22.8 oraninda Cryptosporidium spp. enfekte oldu-
gu bildirilmistir [7,9,18,20,23,]. Isparta’da bir kegi
stirisinde 3 6ld, 130 ishalli oglaklarin tamaminda
Cryptosporidium parvum ookisti tespit edilmistir
[22]. Bu enfeksiyonunun yaygmlig ile yapilan ¢a-
lismalarda prevalans oranlarinin farkli olmasi, ali-

nan numunelerin, hayvanlarin saglik durumu, yasi
ve siiriilerde salgin olup olmamasi gibi faktorlere
bagl olabilecegi diisiiniilmektedir.

Toxoplasmosis Ozellikle koyunlarda abortlara
ve neonetal kuzu dliimlerine neden olmaktadir. Ak-
tag ve ark. 1997 yilinda Elazig yoresinde yapiklari
caligmada, gebe koyunlarda % 48.2, 6nceki y1l yav-
ru atmiglarda ve kan alindig1 y1l yavru atan koyun-
larda sirayla %45,6, %46,3 oraninda T.gondii se-
ro-pozitiflik saptamiglar [2]. Yapilan baska bir ¢alig-
mada, 7. gondii ile sero-pozitif koyunlardan dogan
kuzularda neonetal 6liim oranin %30,7, sero-negatif
annelerden dogan kuzularda bu oran %13,6 olarak
saptanmistir [13]. Bizim ¢aligmamizda da koyun-
larda % 8.1 oraninda 7. gondii saptanmis olup, bu
enfeksiyonun yore koyunculugu i¢in tehdit olustu-
rabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiirkiye’de koyunlarda, coenurosis yaygininin
%1.3 ile %36.8 oranlar1 arasinda oldugu bildiril-
mistir [14,26]. Bizim ¢alismamizda % 1.3 oranda
bulunan Coenurosis cerebralis Tiirkiye’de bildirilen
oranlar arasindadir.

Ayrica bu calismada Isparta yoresinde rumi-
natlarda, Trichostrongylus spp., Nematodirus spp.,
Moniezia spp., Cystacaulus ocreatus larvasi. gibi
etkenler belirlenmistir. Hayvan yetistiriciligi agisin-
dan verim kayiplarina neden olan bu parazitlerin var
olmasi, herkes tarafindan dikkate alinmasi gerektigi
kanaatine varilmustir.

Sonug olarak, bu calisma ile Isparta bolgesin-
de hayvan saglig1 ve yetistiriciligi agisindan 6nemli
parazitler vurgulanmistir.
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titiisti Miidiirliigii calisanlarma tesekkiir ederim.
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Ozet: Enterokoklar normal sindirim sistemi florasinda bulunmakla birlikte, 6zellikle Enterococcus faecalis ve E. fae-
cium gibi tiirler, insan ve ¢ok sayida hayvan tiiriinde 6nemli hastaliklar olusturmaktadir. Mandalarin diger hayvanlarda
oldugu gibi bazi hastaliklarin duyarli hayvan popiilasyonlarina ve insanlara bulastirilmasinda rol oynadiklari bilinmek-
tedir. Bu ¢alismada Samsun ili ve il¢elerinde yetistiriciligi yapilan Anadolu mandalarina ait 1000 disk1 6rnegi enterokok
tiirleri yoniinden selektif zenginlestirme standart kiiltiirel metodu ile incelendi. Orneklerin 100’iinden (%10) E. faecalis,
92’sinden (%9.2) E. faecium, 48’inden (%4.8) E. hirae ve 32’sinden (%3.2) de E. durans olmak iizere, toplam 272
(%27.2) enterokok izole ve identifiye edildi. izolatlar vankomisin ve teikoplanine %2.9, trimetofrin-siilfamethaksole
%3.7, ampisiline %5.1, penisiline %7.4, sefoperazone %38.8, basitrasine %15.4, streptomisine %19.9, amikasin ve gen-
tamisine %20.6, tetrasikline %26.5 ve eritromisine %33.8 oraninda direngli bulundu. izolatlarm 126’sinda (%46.3) iki
ve daha fazla antibiyotige direng tespit edilmesi, ¢ogul antibiyotik direngliligi agisindan énemli olarak degerlendirildi.
Bu aragtirma ile bolgemizde ilk kez Anadolu mandalarina ait digki 6rnekleri enterokok tiirleri agisindan incelendi.
Arastirmadan elde edilen verilerin, yoremizde yapilacak benzer galismalara kaynak teskil edebilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Anadolu mandasi, Antibiyotik direnci, Digki, Enterokok

Isolation of Enterococci Species From Anatolian Buffaloes and Determination of Antibiotic
Resistances

Abstract: Although enterococci found in the normal gastrointestinal flora, especially species such as Enterococcus fae-
calis and E. faecium, cause important infections in people and a large number of animals. Buffaloes as in other animals
known to play a role in certain diseases transmitted to susceptible animals and human populations. In this study, 1000
fecal samples collected from Anatolian buffaloes in breeding Samsun and around were examined for Enterococcus spe-
cies using selective enrichment standard cultural methods. In total 272 (27.2%) Enterococcus including 100 (10%) E.
faecalis, 92 (9.2%) E. faecium, 48 (4.8%) E. hirae and 32 (3.2%) E. durans were isolated and identified from samples.
The isolated strains were found to be resistance to vancomycin and teicoplanin 2.9%, trimethoprim+sulfamethoxazole
3.7%, ampicillin 5.1%, penicillin 7.4%, cefoperazone 8.8%, bacitracin 15.4%, streptomycin 19.9%, amicasin and gen-
tamicin 20.6%, tetracycline 26.5% and erythromycin 33.8%. Of 272 isolates in 126 (46.3%) detecting resistance to two
or more antibiotics was considered significant in terms of multiple antibiotic resistance. Fecal samples obtained from
Anatolian buffaloes were examined first time in our region respect to Enterococcus species. We concluded that the data
obtained this research can constitute a resource to similar studies in our region.

Key words: Anatolian Buffaloes, Antibiotic resistance, Feces, Enterococci
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Enterokoklar gida endiistrisinde starter kiiltiir ola-
rak da kullanilan 6nemli bir bakteri grubunu olus-
turmaktadir [13]. Enterokok cinsi igerisinde 20°den
fazla tiir bulunmaktadir. Pek ¢ogu probiyotik olarak
kullanilabilecek kadar zararsiz bakteriler olmakla
birlikte bazilari ciddi hastaliklara neden olabilmek-
tedir [7]. Enterokok tiirleri ¢evresel sartlara daya-
nikliligi ile ¢evresel kontaminant bakterilerin basin-

da gelmektedir. Diski ile kontamine ¢ig veya az 1s1-
sal islem gormiis gidalarin tiiketilmesi sonucu sindi-
rim sistemi enfeksiyonlart goriilmektedir [8]. Ayrica
pek cok enterokok tiirii sahip oldugu cesitli viriilens
faktorleri ve antibiyotiklere direnclilik karakterleri
acisindan insanlardaki hastane enfeksiyonlariin
baslica etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir [21].
Enterokoklar normal sindirim sistemi florasinda bu-
lunmakla birlikte, 6zellikle Enterococcus faecalis
ve E. faecium gibi tiirlerin, insan ve ¢ok sayida hay-

*Ayni isimli yiiksek lisans tezinden 6zetlenmistir.
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van tiirlinde baz1 6nemli enfeksiyonlara yol agtiklari
ortaya konulmustur. Bazi enterokok tiirlerinin zoo-
notik dneme sahip oldugu belirlenmistir [18].

Manda (Bubalus bubalis), et, siit ve ¢eki hayva-
n1 olarak diinya capinda, 6zellikle belirli iilkelerde
yaygin olarak, yetistirilen bir hayvandir. Evcil ve
yabani formlardan kdken alan mandalarin yakla-
sik 74 rk1 bulunmaktadir. Bu 1rklar kabaca, batak-
lik ve irmak mandalar1 olarak ikiye ayrilmaktadir.
Bataklik mandalar1 yiik hayvani olarak kullanilir-
ken, irmak mandalar1 et ve siit yonlii yetistirilmek-
tedir. Tirkiye’deki mandalar, irmak mandalarinin
bir alt grubu olan Akdeniz mandalarindan kodken
almakta ve Anadolu mandasi olarak tanimlanmak-
tadir. Diinya capinda yaklasik olarak 177 milyon
manda bulunmaktadir. Ulkemizde 158.000 civarin-
da manda yetistirildigi, Samsun ilinde ise yaklasik
20. 000 manda bulundugu bildirilmektedir [2].

Bu calisma, Samsun ili ve il¢elerinde halk
elinde yogun olarak yetistiriciligi yapilmakta olan
Anadolu mandalarina ait digki 6rneklerinde entero-
kok tiirlerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestiril-
di. Enterokok tiirlerinin manda popiilasyonlarinda
sikhig1, yayginhigi ve dagilimi arastirildi. Izolatlarin
farkli tiirden antibiyotik gruplarina olan direnglilik/
duyarhilik 6zellikleri ortaya konuldu.

Materyal ve Metot

Diski Ornekleri: Calismanin materyalini Samsun
ilcelerindeki Anadolu mandalarina ait 1000 adet
diski 6rnegi olusturdu. Bu amagla alinan digk: sa-
yilart ve merkezler Sekil 1 ve Tablo 1’de sunuldu.

Vezirkoprii

Sekil 1. Anadolu mandasi diski 6rneklerinin toplandigi
merkezler

Tablo 1. Anadolu mandas1 diski 6rneklerinin toplandig
merkezler ve diski sayilari

Merkez Manda sayis1 Alian diski sayisi
Bafra 8765 386
Vezirkoprii 2869 140
Alagam 1936 100
Carsamba 1857 80
Terme 1496 80
Ondokuz May1s 1116 50
Kavak 428 30
Ladik 408 20
Asarcik 335 20
Salipazari 206 20
Tekkekdy 148 20
Yakakent 79 20
Atakum 62 10
Canik 42 10
Ilkadim 20 10
Ayvacik 6 4
Toplam 19.773 1000

Besiyerleri ve Test Kiti: Diski drneklerinde
enterokok izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla
azide dextrose broth (ADB, Difco), bile esculine
agar (BEA, Difco), blood agar base (Oxoid), bra-
in heart infusion broth (BHIB, Oxoid), triptic soy
agar (TSA, Oxoid) ve mueller-hinton agar (MHA,
Oxoid) besiyerleri kullanildi. Besi yerleri pros-
pektiislerine uygun olarak hazirlandi. Ayrica siip-
heli kolonilerin L-Pyrrolidonyl-3-Naphthylamide
(PYR) aktivitelerinin belirlenmesinde PYR strip
test kiti (Bioanalyse, Tiirkiye) kullanildi.

izolasyon ve Identifikasyon: Disk1 6rnekle-
rinden enterokok tiirlerinin selektif izolasyonu ama-
cryla digkr 6rnekleri transport ve 6n zenginlestirme
ADB igerisinde 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyondan
sonra, bu besiyerinden bile esculin agar (BEA)’a
ekimler yapilarak ayni sartlarda inkiibasyona bira-
kildi. Eskulin pozitif (siyah renkli) kolonilerden,
Gram pozitif, PYR pozitif, katalaz negatif, kok mor-
folojisinde olanlar % 7 koyun kanli agara ekilerek
saflastirildi. Izolatlar, tiir tayini ve sonrasinda anti-
biyotik duyarliliklarinin belirlenmesi ig¢in % 10’luk
BHI’de -20 °C’de saklandi. izolatlarin tiir diizeyin-
de identifikasyonu amactyla %6.5’luk NaCl’de tire-
me, %0.1 tetrazoliumda iireme, hareket, potasyum
telliirit (%0.04) rediiksiyonu ve arjinin hidrolizi ile
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arabinoz, arbutin, sorbitol, sorboz, sukroz, laktoz,
mannitol, inulin, raffinoz fermantasyon testleri kon-
vansiyonel yontemlere gore yapildi [26].

Antibiyotik Duyarlihk Testi: izolatlarin van-
komisin (30 pg), teikoplanin (30 pg), ampisilin (10

dii. Izolatlarn ¢oklu antibiyotik direng patternleri
Tablo 4’de sunuldu.

Tablo 2. Enterokok tiirlerinin izole edildigi merkezlere
gore dagilimi

ug), amikasin (30 pg), basitrasin (10 ug), eritromi- 2 S 3 S S
sin (15 pg), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg), Merkez 2 S& S§ s £ e £

N Lo 2 &< ST = S =
penisillin (10 pg), sefaperazon (75 pg), streptomisin z : : S g =
(10 pg), tetrasiklin (30 pg), ve trimetofrin-siilfamet- - =
haksol (1.25 ve 23.75 ug) antibiyotiklerine direngli- ~ Bafra 386 20(5.2) 14(3.6) 12(3.1) 10(2.6) 56(14.5)
lik/duyarlilik durumlarinin belirlenmesinde standart ~ Vezirkdprii 140 10(7.1) 8(5.7) 6(4.3) 4(2.9)  28(20)
disk difiizyon teknigi kullanildi [4]. Alacam 100  8(8)  10(10) 4(4) 4(4)  26(26)

Carsamba 80 10(12.5) 8(10)  4(5) 4(5)  26(26)

Bulgular Terme 80 8(10) 10(12.5) 4(5) 2(2.5)  24(30)
: L : o Ondokuz g 100y 8(16)  24)  4®)  24(48)
Izolasyon ve Identifikasyon Sonuclari: [zole edi-  Mayis
len enterokok tiirlerinin digki 6rneklerinin saglandi-  Kavak 30 6(20) 8(26.7) 4(13.3) 2(6.7) 20(66.7)
&1 merkezlere gore dagilimi ve digki sayilari Tablo  Ladik 20 4(20)  4(20) 2(10) 2(10)  12(60)
2’de sunuldu. Asarcik 20 4(20)  2(10)  2(10) 8(40)

Antibiyogram Testi Sonuclar: izole edilen  Salipazan 20  4(20)  4(20) 4(20) 12(60)
enterokok tiirlerinin 12 farkli antibiyotige duyarli-  Tekkekdy 20  4(20)  4(20)  2(10) 10(50)
lik/direnclilik sonuglari Tablo 3°de gosterildi. Izole  Yakakent 20  4(20)  4(20) 2(10) 10(50)
edilen enterokok tiirlerinde ¢ogul antibiyotik di-  Atakum 10 220)  2(20) 4(40)
rengliligi degerlendirildiginde; 272 sustan 126’sin-  canik 10 220)  2(20) 4(40)
da (%46.3) iki ve daha fazla antibiyotife diren¢ jjadim 10 20200 220) 4(40)
tespi‘F edildi. Test edi%en 12 a“ntibiyotik'aen 9’una Ayvack 4 2(50)  2(50) 4(100)
2, 8%ine 2, T’sine 2, 57ine 4, 4’line 10, 3’lne 30 ve o 1000 100010) 920.2) 48(4.8) 3263.2) 272 272)
2’sine de 76 izolatin birlikte direncli oldugu goriil-
Tablo 3. Enterokok tiirlerinin antibiyotik diren¢/duyarlilik patternleri

2 s “»

= Ss 3 - S . S ~ EQ

> S S SRS S ® RN s

LIS 1 i1 it

< S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R(%) S(%) R (%)
1 VA  96(96) 4(4) 90(97.8) 2(2.2)  48(100) 0(0) 30(93.8) 2(6.2)  264(97.1) 8(2.9)
2 TED 96(96) 4(4)  90(97.8) 2(2.2)  48(100) 0(0) 30(93.8) 2(62)  264(97.1) 8(2.9)
3 AM  90(90) 10(10) 92(100) 0(0) 46(95.8) 2(42)  30(93.8) 2(6.2)  258(94.9) 14(5.1)
4 AN 74(74) 26(26) 80(87) 12(13)  36(75) 12(25) 26(81.3) 6(18.7) 216(79.4) 56(20.6)
5 B 80(80) 20(20) 88(95.7) 4(4.3)  38(79.2) 10(20.8) 24(75) 8(25)  230(84.6) 42(15.4)
6 E  70(70) 30(30) 60(65.2) 32(34.8) 34(70.8) 14(29.2) 20(62.5) 12(37.5) 184(66.2) 88(33.8)
7 GM  76(76) 24(24) 78(84.8) 14(15.2) 38(79.2) 10(20.8) 24(75) 8(25)  216(79.4) 56(20.6)
8 P 84(84) 6(6) 84(91.3) 8(8.7)  44(91.7) 4(83)  28(87.5) 4(12.5) 252(92.6) 20(7.4)
9 CFP 98(98) 2(2)  86(93.5) 6(6.5)  42(87.5) 6(12.5) 22(68.8) 10(31.2) 248(91.2) 24(8.8)
10 S 74(74) 26(26) 82(89.1) 10(10.9) 40(83.3) 8(16.7) 20(62.5) 12(37.5) 218(80.1) 54(19.9)
11 TE 70(70) 30(30) 76(82.6) 16(17.4) 32(66.7) 16(33.3) 22(68.8) 10(31.2) 200(73.5) 72(26.5)
12 SXT 98(98) 2(2) 90(97.8) 2(2.2)  46(95.8) 2(4.2)  28(87.5) 4(12.5) 262(96.3) 10(3.7)
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Tablo 4. izole edilen enterokok tiirlerinde belirlenen cogul antibiyotik direng patternleri

Antibiyotik Sayis1  Antibiyotik Direnc¢ Fenotipi Toplam (n=272)

E. faecalis
(n=100)
E. faecium
(n=92)

E. durans
(n=32)

E. hirae
(n=48)

VA-AM-B-E-GM-P-CFP-S-SXT
AM-AN-GM-P-CFP-S-TE-SXT
AN-B-E-GM-CFP-S-SXT
AM-AN-E-P-S
AN-B-GM-S-TE
AM-AN-E-GM
AN-B-GM-TE
4 AN-GM-S-TE
AN-E-GM-S
B-GM-P-TE
TEI-B-TE
AM-E-TE
AM-GM-S
AN-B-TE
AN-P-TE
AN-CFP-TE
AN-S-TE
B-E-GM

B-E-P
B-GM-TE
B-S-TE
E-CFP-SXT
VA-TEI

TEI-S

AM-AN

AN-E

AN-GM

AN-S

AN-TE

B-E

B-GM

B-S

E-GM

E-P

E-S

E-CFP

E-TE

GM-S

GM-TE

P-SXT
CFP-TE

S-TE

1
1
—_

(9] ~J |00 |\O
1
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126
%50  %26.1 %62.5 %68.8 %46.3

Toplam
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Vankomisin (VA, 30 pg), Teikoplanin (TEI,
30 pg), Ampisilin (AM, 10 pg), Amikasin (AN,
30 pg), Basitrasin (B, 10 pg), Eritromisin (E, 15
ng), Gentamisin (GM, 10 pg), Penisilin (P, 10 pg),
Sefoperazon (CFP, 75 pg), Streptomisin (S, 10 pg),
Tetrasiklin (TE, 30 pg), Trimetofrin-Siilfamethaksol
(SXT, 1.25 ve 23.75 pg)

Tartisma

Enterokoklar insan ve hayvan barsak florasinin bir
pargast olmalari, gida sektortinde bazi tiirlerin ¢ok
giivenli olmasa da kullaniliyor olmasina ragmen,
zaman zaman Onemli hastalik vakalarindan izole
edilmektedirler. Enterokok tiirlerinin farkli kay-
naklardan izolasyonu ve karakterizasyonu amacrty-
la ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir [3, 6, 7, 10, 11].
Ancak mandalarda enterokok tiirlerinin belirlenme-
sine yonelik calisma sayis1 yetersizdir.

Yabani ve evcil mandalarda zoonoz karaktere
de sahip pek ¢ok etkenin varlig1 ve yayginligi aras-
tirlmastir [12, 17, 16, 19, 20].

Yapilan literatiir incelemesinde, manda diskila-
rindan enterokok tiirlerinin tespitine yonelik c¢alis-
ma sayisinin ¢ok sinirli oldugu goriilmektedir [14,
23]. Diger yandan, yiiriitiilen ¢aligmalar daha ¢ok
manda siitlerinden enterokok tiirlerinin belirlen-
mesine yoneliktir [1, 5, 9, 22, 24, 25]. Mandalarda
yapilan caligmalarin sinirli kalmasmin belki de en
onemli nedenleri; mandalarin spesifik cografik bol-
gelerde lokalize olmasi ve popiilasyonunun iilkeden
iilkeye degiskenlik gdstermesinden kaynaklanabilir.

Yaban hayatindaki mandalarda gerceklesti-
rilen bir ¢alismada [23] incelenen 2 adet disk1 or-
neginden 1’inden (%50) E. hirae izole edilmistir.
Benzer bir arastirmada [14], 35 manda digkisindan
23’1 (%65.7) Enterococcus faecium, 4’1 (%11.4) E.
hirae ve 2’si (%5.7) E. faecalis olmak iizere top-
lam 29 enterokok tiirii izole edilmistir. izolatlarm
15’1 tetrasikline, 10’u siilfamataksasol+trimetopri-
me, 14’linlin eritromisine, 10’unun gentamisine ve
12’sinin de ampisiline direngli oldugu bildirilmistir.

Bu arastirmada, incelenen 1000 diski 6rnegi-
nin 100’tnden (%10) E. faecalis, 92’sinden (%9.2)
E. faecium, 48’inden (%4.8) E. hirae ve 32’sin-
den (%3.2) da E. durans olmak iizere, toplam
272 (%27.2) enterokok izole ve identifiye edildi.
[zolatlar vankomisin ve teikoplanine %2.9, trime-

tofrin-stilfamethaksole %3.7, ampisiline %5.1, peni-
siline %7.4, sefoperazone %38.8, basitrasine %15.4,
streptomisine %19.9, amikasin ve gentamisine %20
.6, tetrasikline %26.5 ve eritromisine %33.8 oranin-
da direncli bulundu. 272 izolatin 126’sinda (%46.3)
iki ve daha fazla antibiyotige direng tespit edilmesi,
cogul antibiyotik direncliligi acisindan énemli ola-
rak degerlendirildi.

Manda digkilarindan enterokok tiirlerinin ay-
rintili olarak aragtirildigi caligmaya rastlanilamadigi
i¢cin bolgemizdeki manda populasyonlarindan izole
edilen enterokok tiirleri ve izolasyon oranlar1 detay-
I1 olarak tartigilamadi. Ancak, konuyla ilgili bilgiye
ulasilan iki literatiir [14, 23] verisindeki oranlarin,
bu calisma bulgularinda daha yiiksek oldugu goriil-
dii. Bu ¢alismada manda diskilariin klinik olarak
saglikli hayvan populasyonlarindan elde edilmis ol-
masi, diger iki ¢alisma verileri ile farklilig1 agikla-
yabilir. Diger yandan ¢aligmalarda kullanilan metot
ve Ornek toplanan cografik bolge farkliliklari so-
nuglari etkileyebilmektedir.

Antibiyotiklere direncli enterokok kdkenli has-
tane enfeksiyonlar1 giincelligini korumaktadir [15].
Bu agidan antibiyotiklere direngli diger bakterilerle
miicadelede oldugu gibi uygun koruma ve kontrol
programlarinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
Antibiyotiklere direngli enterokok tiirlerinin in-
sanlara bulastirilmasinda, insanlarla yakin temas
halinde olan hayvanlar énemli rol oynamaktadir.
Etkenlerde belirlenen ¢ogul antibiyotik direnglilik-
leri, sadece kendi aralarinda degil diger etkenlere
de direngliligin genetik olarak aktarilmasi, artan
patojen Ozelliklerinin insan ve hayvan saghigini ya-
kindan ilgilendirmesi nedeniyle konu ile ilgili daha
ayrintili ¢aligmalarin yapilmasimi zorunlu hale ge-
tirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile bolgemizde ilk kez
Anadolu Mandalarina ait disk1 6rneklerinde entero-
kok tiirlerinin tespiti ve antibiyotik duyarlilik pat-
ternleri incelendi. Bolgemizde yetistiriciligi yapilan
mandalarda enterokok tiirlerinin dagilimi ve ¢esitli-
ligi ortaya konuldu. Diger hayvan tiirlerinde yapilan
calismalarda oldugu gibi baskin enterokok tiirlerin,
E. faecalis ve E. faecium oldugu goriildii. izolatlar
arasinda en fazla direngliligin eritromisin ve tetra-
sikline oldugu belirlendi. Izole edilen 272 entero-
kok susunun 126’sinda (%46.3) iki ve daha fazla
antibiyotige direng tespit edilmesi, cogul antibiyo-
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tik direncliligi agisindan 6nemli olarak degerlendi-
rildi. Daha ileri diizey ¢alismalar ile mandalardan
izole edilen bakterilerin direng patternlerini ortaya
konulmas1 gerektigi kanisina varildi.

Tesekkiir

Bu ¢alisma PYO.VET.1904.14.006 numarali yiik-
sek lisans tez projesi kapsaminda gerceklestirilmis-
tir.
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Abstract: American Foulbrood (AFB) is a highly contagious bacterial honey bee disease caused by Paenibacillus lar-
vae. The elimination of P. larvae spores from contaminated hives is a key factor to achieve the long-term success in AFB
control. The purpose of this study was to evaluate the efficacy of gaseous ozone in inactivating the P. larvae spores on
wooden and plastic hive materials. Untreated pinewood and polyvinyl chloride (PVC) were chosen as representatives
for the hive materials. Pinewood and PVC sticks inoculated with a spore cocktail of three P. larvae strains were treated
up to 120 min with two different constant concentrations of gaseous ozone (9.8 and 17.1 mg/L) at room temperature.
Ozonation at 17.1 mg/L for 120 min yielded over the 4 log reduction in the counts of spores on PVC sticks. Whereas,
reduction of 2.3 log was obtained on pinewood sticks under the same experimental conditions. Reductions achieved in
the levels of P. larvae spores on PVC sticks after 90 and 120 min of ozonation were significantly (p<0.05) higher than
those on pinewood sticks. Our results suggest that gaseous ozone treatment is a promising candidate for the sterilization
of plastic hives contaminated with P. larvae spores.

Ozon Gazinin Kovan Materyalleri Uzerinde Paenibacillus Larvae Sporlarina Karsi
Etkinligi
Key words: Paenibacillus larvae, Spore, Hive material, Ozonation.

Ozet: Amerikan Yavru Ciiriikliigii (AYC) Paenibacillus larvae’nin neden oldugu oldukca bulasici bakteriyal bir bal
arist hastaligidir. P. larvae sporlarinin kontamine kovanlardan eliminasyonu AYC’nin uzun siireli basarili kontroliinde
anahtar bir faktordiir. Bu caligmanin amaci ozon gazinin ahsap ve plastik kovan materyalleri lizerinde P. larvae sporlari-
ni1 inaktivasyon etkinliginin degerlendirilmesidir. Kovan materyallerini temsilen islem gérmemis ¢cam agact ve polivinil
kloriir (PVC) segilmistir. P. larvae sporlart ile kontamine edilen ¢cam agact ve PVC cubuklari ozon gazi ile 120 dakikaya
kadar iki farkli sabit konsantrasyonda (9.8 ve 17.1 mg/L) oda sicakliginda muamele edilmistir. PVC ¢ubuklara 120
dakika boyunca 17.1 mg/L diizeyinde ozon uygulamasi spor sayisinda 4 log lizerinde azalmaya neden olmustur. Buna
karsilik, ayni deneysel kosullarda ¢am agaci cubuklari iizerinde 2.3 log azalma elde edilmistir. PVC gubuklar iizerinde P,
larvae spor seviyelerinde 90 ve 120 dakika ozonlama sonrasinda elde edilen indirgenme degerleri cam agaci gubuklart
tizerinde elde edilen degerlerden 6nemli (p<0.05) diizeyde yiiksektir. Sonuglarimiz ozon gazi uygulamasinin P. larvae
sporlartyla kontamine plastik kovanlarin sterilizasyonu i¢in umut verici bir aday oldugunu diisiindirmektedir.

Anahtar kelimeler: Paenibacillus larvae, Spor, Kovan materyali, Ozonlama.
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Introduction

Paenibacillus larvae, a Gram-positive faculta-
tive anaerobe, is the etiological agent of American
Foulbrood (AFB), a severe bacterial disease of
honey bee brood (Apis mellifera) [2, 11]. P. larvae
has ability to form extremely tenacious endospores
when environmental conditions do not favor vege-
tative bacterial growth. The spores are the only in-
fectious form of pathogen and can infect only the
larvae, whereas spores do not cause infection in
adult bees upon their ingestion [14, 20, 27]. P. lar-

vae spores can survive under environmental stress
conditions for an extended period of time, and are
resistant to a wide-variety of treatments such as
heat, desiccation and chemicals [10, 13]. A key fac-
tor in the control of AFB is disinfection of beehive
equipment, especially when apiary is confronted
with clinical signs accompanied by extremely high
numbers of spores [8].

Wood and plastic are the materials most gener-
ally preferred for hive construction due to their ad-
vantages of being durable and flexible. Traditional
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decontamination of wooden hive materials for P
larvae spores involves a variety of treatments in-
cluding disinfection with chemicals, scorching with
a blowtorch and immersion into molten paraffin.
However, options available for plastic hives are lim-
ited compared to the range of treatments can be used
for wooden hives [9]. Del Hoyo et al. [7] found the
dipping of wooden frames in hot paraffin was a very
effective disinfection method. However, it should be
noted that the manipulation of hot paraffin requires
special equipment and heavy duty protective cloth-
ing, which the average beekeeper does not have [9].
Dobbelaere et al. [8] reported that complete elimi-
nation of P. /arvae spores on wooden hive materi-
als by disinfectants could only be achieved when
they were used at extremely high concentrations.
They also reported that the scorching of wood was
not satisfactory as it only effective against spores at
the surface of material. These disadvantages of the
traditional decontamination methods for hives have
led to use of alternative treatments such as methyl
oxide and gamma radiation. However, these treat-
ments are expensive and generally only available to
beekeepers who operate near a treatment facility [6,
16].

Gaseous ozone is an environment-friendly and
powerful sanitizer due to its potential oxidizing ca-
pacity [23]. The regulatory status of gaseous ozone
for sanitizing applications has been addressed in
several countries. It has been registered as a sani-
tizer for direct application on surfaces by the US
Environmental Protection Agency [1, 12]. Ozone
does not require storage, special handling or mix-
ing considerations, and hence it may be considered
more practical compared to other chemical sanitiz-
ers [4]. Therefore, this study was aimed to evalu-
ate for the first time the efficacy of gaseous ozone
against P. larvae spores on wooden and plastic hive
materials.

Materials and Methods
Microorganisms and spore suspension

Two strains obtained from the field and one certi-
fied strain (ATCC 9545) of Paenibacillus larvae
were used to contaminate representative hive ma-
terials. Field strains were previously isolated from
bee products and identified by PCR technique.
Stock cultures of test strains were passaged onto

Columbia sheep blood agar (Liofilchem, Roseto
Degli Abruzzi, Italy) and incubated at 35°C and 5%
CO, as approximately 80% of cells were sporulated.
Sporulation was checked by staining with malachite
green and microscopic examination. Spore suspen-
sions were prepared by transferring of the sporu-
lated colonies from agar surface into distilled water
and resulted suspensions were pooled in the same
tube to obtain a spore cocktail of three strains. The
pooled suspension was centrifuged and resuspended
in sterile distilled water. Then, spore concentration
of the suspension was determined on Columbia
sheep blood agar by plate count technique and ad-
justed to 107 spores/mL with sterile distilled water.
The final suspension was used as inoculum and re-
frigerated until used. It was heated at 80°C for 10
min to eliminate vegetative cells and activate spores
before inoculation of hive materials.

Inoculation of hive materials

Untreated pinewood and polyvinyl chloride (PVC)
were chosen as representative for wooden and plas-
tic hive materials. Totally 30 small sticks (7x3x2.5
cm) of each material, sterilized under ultra violet
light, were arranged on an aluminum foil. Then,
about 10 mL of the pooled spore suspension, supple-
mented with 0.5 mL Tween 80 (Merck, Darmstadt,
Germany) in order to increase wettability [22], was
transferred into an atomizer (DeVilbiss Healthcare,
Somerset, PA, USA) and sprayed as homogeneous-
ly as possible on the sticks. After inoculation, sticks
were remained for 30 min to dry and inoculated
sticks were refrigerated until ozone treatment.

Ozone treatment

A9 L gas-tight plexiglas desiccator (Belart Products,
Wayne, NJ, USA) equipped with two gas valves
for the air inlet and outlet was used as ozonation
chamber. Inoculated sticks were placed into cham-
ber with the inoculated surface uppermost. Each
treatment group was comprised of three pinewood
or PVC sticks. Inoculated sticks were subjected to
two different concentrations of gaseous ozone pro-
duced directly from atmospheric oxygen by a lab-
scale generator (Genozon, Denizli, Turkey) with
adjustable ozone output. Ozonation was performed
for four exposure times (30, 60, 90 and 120 min) at
ambient laboratory conditions.
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The ozone concentrations in the air flow pro-
duced by the generator were determined as 9.8 and
17.1 mg/L based on ozone/iodine stoichiometry by
the iodometric titration method [15]. Iodometric
method was carried out by bubbling of gaseous
ozone at a flow rate of 1 L/min in a washing bottle
equipped with a diffuser containing 200 mL buff-
ered potassium iodide (KI) solution. After bubbling
of KI solution, pH was lowered to 2 with sulfuric
acid (4.5 mol/L), in order to complete the reaction.
Immediately after, the liberated iodine was titrated
to a starch endpoint with freshly standardized so-
dium thiosulfate solution (0.1 mol/L). The times re-
quired to reach asymptotic concentrations of ozone
in the treatment chamber were calculated by a mass
balance equation previously described by Silva et
al. [26]:

G x[1~ e(_w"% =

J]‘C

where C, is the concentration of
ozone in air flow (mg/L), v is the rate of air flow (L/
min), 7 is the time (min), V', is the volume of treat-
ment chamber (L) and C is the predicted ozone con-
centration in the chamber for specified time (mg/L).

Enumeration of P. larvae

Enumeration of P. larvae on inoculated sticks be-
fore and after ozone exposure was performed by
plate count technique. The sticks were aseptically
transferred to the sterile stomacher bags contain-
ing 200 mL of maximum recovery diluent (Lab
M, Bury, UK) supplemented with Tween 20 at 1%.
Then bags were hand shaken vigorously for 10 min
to release spores from sticks. Additional ten-fold di-
lutions were made by maximum recovery diluent.
Totally 1 mL of initial suspensions and ten-fold di-
lutions were surface plated on three Columbia sheep
blood agar plates. After incubation at 35°C and 5%
CO, for 4 days, the P. larvae colonies were counted
and results were determined as log cfu/stick.

Statistical Analyses

Results obtained from three independent trials were
analyzed by Levene’s and Shapiro-Wilk tests to
check the homogeneity of the variances and normal-
ity, respectively. One-way analysis of variance was
used to compare the differences between groups.
The Bonferroni correction method, a multiple com-
parison test, was used for a post hoc comparison at

p<0.05. The data were evaluated via SPPS 20 (IBM
Corp., Armonk, NY, USA).

Results

According to the concentration curves constructed
by the results of mass balance equation, the dura-
tions required to reach the asymptotic concentra-
tions of ozone (9.8 and 17.1 mg/L) in the treatment
chamber were less than 50 min (Figure 1).

The reductions in the level of P. larvae spores
on ozonated pinewood and PVC sticks during 120
min of treatment are shown in Table 1 and Table
2, respectively. Initial inoculation levels on pine-
wood and PVC sticks were determined as 6.5 and
6.6 log cfu/stick, respectively. After 120 min of
treatment, spore population on pinewood sticks was
significantly (p<0.05) reduced by 1.6 and 2.3 log
at ozone concentrations of 9.8 and 17.1 mg/L, re-
spectively. These reduction levels were exceeded on
PVC sticks after 90 min of ozonation. Reductions
of 2.9 and 4.1 log were observed in the counts of P,
larvae spores on PVC when the sticks were treat-
ed for 120 min at 9.8 and 17.1 mg/L, respectively.
Enumeration results indicated that reductions in the
levels of P. larvae spores on PVC sticks after 90
and 120 min were significantly (»<0.05) higher than
those on pinewood sticks.

ozone concentration (mg/L)

0 30 o % 120
exposure time (min)
Figure 1. Predicted ozone concentrations in the chamber
during the treatments: ---- 9.8 mg/L, - - - - 17.1 mg/L.

Table 1. Viable population of Paenibacillus larvae
spores on pinewood sticks during ozonation (+standard
deviations, log cfu/stick).

Ozone Treatment time (min)
concentration

(mg/L) 0 30 60 90 120
9.8 6.5+0.2* 6.3£0.2* 5.94£0.3% 5.4+0.5® 4.9+0.2°

17.1 6.5+0.2* 6.2+0.3* 5.6+0.5® 4.9+0.3% 4.24+0.3°

® Values followed by the same letter in the same row are not significant-
ly different (p< 0.05).
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Table 2. Viable population of Paenibacillus larvae
spores on PVC sticks during ozonation (+standard devia-
tions, log cfu/stick).

Ozone Treatment time (min)
concentration

(mg/L) 0 30 60 90 120
9.8 6.6+0.2% 6.2+0.4® 5.6+0.3> 4.6+0.4° 3.7+0.5°
17.1 6.6+£0.2¢ 6.2+0.2* 5.1+0.4> 3.8+0.3¢ 2.5+0.5¢

® Values followed by the same letter in the same row are not signifi-
cantly different (p< 0.05).

Discussion

Ozone in gaseous state has been successfully uti-
lized for inactivation of bacterial spores both in
their suspensions and on different types of materi-
als including glass, plastic, stainless steel and wood
[3, 5, 18]. In this work, we observed the reduction
in viability of P. larvae spores on hive materials
up to 4.1 log, as a result of exposure to gaseous
ozone. However, it should be noted that the antimi-
crobial effect of ozone against bacterial species is
influenced by the physiological state and structural
properties of the bacterium, and spores are gener-
ally more resistant to oxidizing effects compared to
their vegetative counterparts [12, 24]. In accordance
with our results, James [16] reported that cadavers
of honey bee larvae infected with P. larvae were ef-
fectively sterilized with ozonation at 0.9 mg/L in
combination with elevated temperature (50°C) and
relative humidity (75%). In the study of Khadre and
Yousef[19], the sporicidal action of ozone was com-
pared with hydrogen peroxide in spore suspensions
of Bacillus species. Their results demonstrated that
ozone at 11 mg/L was more effective than 10% (v/v)
concentration of hydrogen peroxide.

Sporicidal activity of ozone can be explained
by a complex and progressive oxidative process that
affects outer spore components such as spore coat
and inner membrane [28]. The outer spore coat lay-
ers were identified as a probable site of action of
ozone in the electron microscopic study of ozone-
treated Bacillus subtilis spores [19]. Specific ef-
fect of ozone against spore’s inner membrane can
be attributed to oxidation of unsaturated fatty ac-
ids and membrane proteins. Young and Setlow [28]
suggested that ozone does not kill spores by DNA
damage but rather by damaging the ability of the
spores to germinate. They also suggested that dam-

age to the inner membrane of spores causes defects
in spore germination. Apart from the damage to the
outer layers of the spore, gaseous ozone may also
penetrate into the spore core and inactivate various
vital cellular components including critical core en-
zymes and proteins [12, 17, 21].

The main challenge in ozonation of wooden
materials for the purpose of decontamination is
their porous structure. When materials possessing
porous surface, the spores can penetrate and em-
bed into cavities of the test material. Embedding
of spores into the test materials could preclude the
interaction of gaseous disinfectants with the spores,
thereby decreasing their potential for spore inacti-
vation. Therefore, it can be suggested that sporicidal
efficacy of gaseous disinfectants like ozone on dif-
ferent materials is significantly affected by the sur-
face porosity. Similar to our results, previous stud-
ies reported that the reductions observed on wooden
materials after treatment with gaseous disinfectants
including ozone were considerably lower than on
nonporous materials such as plastics [4, 25].

The results obtained from this study suggest
that gaseous ozone treatment is a promising alter-
native to current decontamination methods espe-
cially for plastic hives. Complete elimination of P
larvae spores from hive materials is a requirement
to prevent the spread and recurrence of the AFB.
Therefore, additional validation studies are still
needed to achieve more reduction in the counts of P
larvae spores on hive materials.
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Abstract: Respiratory and reproductive system disorders are the most important problems of ruminant breeding and
cause great economic loss. Bovine viral diarrhea and bovine parainfluenza 3 infections are among the leading respira-
tory pathogens and are very common in our country. The aim of this study is to serologically investigate the status in
family-type small-scale enterprises of these two virus infections throughout Afyonkarahisar province. For this purpose,
1.279 adult cattle blood samples were collected from all the districts, which were not vaccinated recently for these infec-
tions. Sera samples were controlled using standard virus neutralization test and seropositive samples were re-tested to
determine antibody titers. Pestivirus-specific antibody presence was detected in 978 (74.9%) cattle, and the rates varied
between 50.7% (Ihsaniye) and 92.8% (Cay) according to the districts. For BPI3V, the least positivity was found in
Sinanga (58.8%) while the highest rate was detected in Emirdag with 97.5%. In total, 82.7% (1.058 / 1.279) seropositiv-
ity was determined.

As aresult, the determined values for these economically important infections are not very different from those obtained
in the country, but are higher than expected due to the target population. Considering that the domestic animal popula-
tion has decreased, supporting of small producers with national or regional preventive practices is gaining importance.

Key words: Afyonkarahisar, Bovine viral diarrheavirus, bovine parainfluenza 3 virus, serology.

Afyonkarahisar ilinde Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) ve Bovine Parainfluenza
Type 3 Virus (BPI3V) Enfeksiyonlarimin Kiiciik Olcekli Sigir Siiriilerinde Arastirilmasi

Ozet: Solunum ve iireme sistem bozukluklari ruminant yetistiriciliginin en énemli sorunlarindandir ve biiyiik ekonomik
kayiplara neden olur. Bovine viral diarrhea and bovine parainfluenza 3 enfeksiyonlar1 6nde gelen solunum sistemini
patojenleri arasindadir ve tilkemizde oldukga yaygindir. Bu ¢alismanin amaci, Afyonkarahisar ili genelinde bu iki virus
enfeksiyonunun aile tipi kiigiik 6lgekli isletmelerdeki durumunu serolojik olarak arastirmaktir. Bu amagla tiim ilgeler-
den, bu enfeksiyonlar i¢in yakin zamanda as1 yapilmamis 1.279 erigkin sigirdan kan 6rnekleri toplandi. Serum Srnekleri
standart virus ndtralizasyon testi ile kontrol edildi ve seropozitif 6rnekler antikor titre degerlerinin belirlenmesi i¢in
tekrar test edildiler. Pestivirus spesifik antikor varligi 978 (%74.9) sigirda tespit edildi ve oranlarin ilgelere gore %50.7
(Ihsaniye) ile %92.8 (Cay) arasinda degistigi goriildii. BPI3V igin, en az pozitiflik Sinansa’da (%58.8) iken, en yiiksek
oran ise %97.5 ile Emirdag’da tespit edildi. Toplamda ise %82.7 (1.058/1.279) seropozitiflik belirlendi. Sonug olarak,
ckonomik 6nemi olan bu enfeksiyonlar igin tespit edilen degerler, lilkedede elde edilen oranlardan ¢ok farkli degildir an-
cak hedef populasyon nedeniyle beklenenden daha yiiksektir. Yerli hayvan populasyonunun azalmasi dikkate alinarak,
ulusal veya bolgesel koruyucu uygulamalar ile kiigiik iireticilerin desteklenmesi 6nem kazanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Afyonkarahisar, Bovine viral diarrheavirus, bovine parainfluenza 3 virus, seroloji.

Introduction

Respiratory diseases (BRD) in cattle are one of
the most important health problems of dairy cattle
breeding all over the world [12]. Diagnosis and
treatment of the disease is very difficult due to the
complexity of the etiology (number of viruses, bac-
teria, fungi and mycoplasma), difficulties in differ-

ential diagnosis, and the need to use a distinct and
specific strategy for each agent and serotype.

Clinical acute BRD rates are higher in winter
and especially in dairy herds. Cattle of all ages can
be affected, but the prognosis is more severe in the
offspring. Factors such as lack of optimal immunity
in newborns and young animals, passive immuni-

* This study was presented at the 7th International Veterinary Congress, Paris, France, on September 4-5, 2017.
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ty regression, malnutrition, weaning and transport
stress increase susceptibility to infectious agents
and enhance the severity of clinical signs [26,43].
The major causes of heavy economic consequences
are deaths, weight loss, yield losses and treatment
costs [22,44]. Annual cost for cattle breeders is es-
timated at US $ 750 million in USA [18]. The cost
of individual treatment was approximately $ 15.57
[15], this amount can be as high as § 92.26 due to
yield losses and treatment charges [25].

A wide variety of pathogens, especially viruses
and bacteria, cause BRD separately or at the same
time [3]. Studies have shown that the primary agents
are usually viruses [11] and creates disposition to
secondary bacterial infections. The most important
causative agents are Bovine Respiratory Syncytial
Virus (BRSV) [13] and Bovine Parainfluenza type
3 virus (BPI3V) [20], which may result in exten-
sive and sometimes fatal lung damage. Besides
many other viruses; Bovine Herpesvirus type 1,
Bovine Viral Diarrhea, Bovine Adenovirus, Bovine
Coronavirus and Influenza Virus, etc. contributes to
the multi-etiological spectrum.

Bovine Viral Diarrhea/Mucosal Disease (BVD/
MD) virus was first identified in 1946 [28]. The
agent is classified in pestivirus genus of the fam-
ily Flaviviridae. According to classifications of the
field viruses from all over the world, 7 main antigen-
ic group was determined; BVDV type 1-2, Classical
swine fever virus (CSFV), Border Disease virus
(BDV) type 1-2-3, and H138 isolate [4]. BVDV
type 1 is generally isolated from cattle while type
2 is from small ruminants and vice versa. There are
two biotype of the BVDV; cytopathogen (cp) and
noncytopathogen (ncp). Pathogenesis of the infec-
tion is mainly determined by biotype of the virus
and age (immuncompetent status) of the infected
host.

Bovine Parainfluenza type 3 virus (BPI3V) is
a member of Respirovirus genus of the Paramyxo-
viridae family and closely related to human parain-
fluenza type 3 [21]. Since the first description in a
pneumonic tissue of calves in 1959 [36], disase has
been reported all over the world. The viral genome
includes single-stranded RNA, helical symmetry,
and lipid membrane. The virus mainly affects the
respiratory system and leads to susceptibility to
bronchopneumonia or secondary bacterial infec-

tions alone [16]. Rates of the infection are very high
in Turkey [1.29]. The rates in the goat and sheep are
also quite high [9,47].

In this study, it was aimed to serologically ex-
amine BVDV and BPI3V infections, the most com-
mon viral agents causing respiratory tract diseases,
in all districts of Afyonkarahisar province, and to
reveal realistic profiles of these infections.

Materials and Methods
Sapled animals and study design

Blood serum samples were collected from all of
the districts of Afyonkarahisar province; Basmakg1
71, Bayat 44, Bolvadin 87, Cay 84, Cobanlar 66,
Dazkirt 57, Dinar 86, Emirdag 120, Evciler 46,
Hocalar 53, fhsaniye 136, Iscehisar 93, Kiziloren
72, Sandikli 59, Sinanpasa 34, Sultandagi 73 and
Suhut 98. Total of 1.279 samples were obtained
from 6 months old and above cattle (table 1). Most
of the animals were between 2 and 5 years old. The
gender of the sampled animals was ignored, but the
vast majority of them were female because of their
breeding purpose. No clinical signs were detected
during sampling. The number of cattle in the sam-
pled herds were among 1 to 30 but was less than 10
in the majority. In addition, there was no Vet service
and detailed health records, but according to anam-
nesis information from farm owners, animals have
not been vaccinated in the last two years.

Blood samples were taken from Vena Jugularis
in tubes with silicone, centrifuged at 3000 rpm for
10 min. Sera fractions transferred into stock tubes.
After inactivation (30 min at 56°C), samples were
stored frozen (-20°C) until use in the test.

Cell culture

Madin Darby bovine kidneys cell culture (ATCC,
CCL-22) was used for propagation and titration
of the viruses, and virus neutralisation analysis.
Eagle’s Minimal Essential Medium (EMEM) and
Fetal Bovine Serum (FDS) (1-5%) were used as me-
dium. BVDV virus is well recognized as cell con-
taminant virus [2], test culture was controlled in the
aspect of pestivirus antigen (Ag) prior of all tests.

Test viruses

Reference strains of BVDV (NADL) and BPI3V
(SF4) was utilized in the tests.
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Virus Neutralisation Test (VNT)

Standard VNT is a highly sensitive and reliable
method for the detection of many cytopathogenic
(cp) viruses, especially in the controlls of specific
antibodies (Abs). For the detection of BPI3V and
BVDV virus specific antibodies, the blood serums
were diluted 1/5 into 96 well microplate with only
medium, then the reference strains (SF4 and NADL)
calculated as 100 DKID, were added in equal vol-
umes (50 pl). After one hour incubation (5% CO2,
37°C), MDBK cell suspension (300.000 cell/ml)
was added to all wells and left to incubation for 1-3
days. Wells were controlled everyday by inverted
tissue culture microscope and evaluated according
to the micro-morphological changes on the cells.

Each seropositive samples were serially diluted
as 1/5, 1/10...1/160 and re-tested to determine Ab
titer values.

Results

Titers values of control viruses

Tissue Culture Infective dose,, (100TCID, ) values
of the reference test viruses of BPIV-3 (SF-4) and
BVDV (NADL) were calculated as 10*° ve 1077,
respectively.

Serological test results

According to the VNT test, serum dilutions of 1/5
and above were accepted as positive for both virus-
es. Out of 1.279 blood serum samples from 17 dis-
tricts, 978 (74.9%) samples were found to be posi-
tive for BVDV. Proportions were varied between
50.7% (ihsaniye) and 92.8% (Cay). The mean se-
ropositivity rate for BPI3V was higher for BPI3V
with 82.7% (1.058/1.279), lowest proportion was
detected in Sinanpasa (58.8%) while highest at
Emirdag (97.5) districts (table 1).

Ab titer ratios of the BVDYV seropositive sam-
ples peaked at 1/10 and 1/20 dilution points, but a
slight increase was observed after 1/80 (figure 1).

The same titer distribution was also determined
for BPI3V, and it was generally seen that the mean
Ab titer distribution was similar (figure 2).

Table 1.Sample numbers, districts and BVDV - BPI3V
Ab (%) data

Sample BVDV BPI3V
No Ab(+) Ab (%) Ab(+) Ab (%)

No Localisations

1 Basmake1 71 52 73.2 64 90.1
2 Bayat 44 37 84 32 72.7
3 Bolvadin 87 77 88.5 76 87.3
4 Cay 84 78 92.8 75 89.2
5 Cobanlar 66 50 75 47 71.2
6 Dazkir 57 39 68.4 48 84.2
7 Dinar 86 73 84.8 65 75.5
8 Emirdag 120 92 76.6 117 97.5
9 Evciler 46 39 84.7 36 78.2
10 Hocalar 53 41 77.3 45 84.9
11 Thsaniye 136 69 50.7 127 93.3
12 Iscehisar 93 68 73.1 78 83.8
13 Kiziloren 72 63 87.5 59 81.9
14 Sandikli 59 44 74.5 56 94.9
15 Sinanpasa 34 27 79.4 20 58.8
16 Sultandag: 73 40 54.7 49 67.1
17 Suhut 98 69 70.4 64 65.3
Total 1.279 958 749 1.058 82.7
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Figure 1. Ab titer distribution of BVDV seropositive
samples (%)
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Figure 2. Ab titer distribution of BPI3V seropositive
samples (%)
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Discussion

In this study, the sampling was carried out whole
districts of the Afyonkarahisar province to reveal a
realistic prophile for the two infections. Ruminant
pestiviruses are among the most problematic in-
fections in Turkey. In this study, 978 (74.9%) posi-
tive BVDV samples were found from 1.279 blood
samples from 17 districts. Rates at any localization
were not less than 50% and varied between 50.7%
(Ihsaniye) and 92.8% (Cay).

In previous studies in Afyonkarahisar prov-
ince, 98.2% seropositivity for pestiviruses was de-
tected in an organized dairy herd containing more
than 1.000 cattle [30]. Ratios in small-scale private
farms were investigated before using 972 samples
from 9 districts in the same province, with an aver-
age rate of 84.6% (ranging from 73.6% to 95.2%)
[14]. Ruminant pestiviruses were also investigat-
ed in goats and found to have an infection rate of
61.8% (435/703) [19].

Investigations in different regions of the coun-
try in the last decade show that pestiviruses are
quite common in throughout the country. The re-
ported rates in Central Anatolia are 82.6%, 75.2% in
Isparta, 71.5% in Diyarbakir and 81.5% in Burdur
[31]. Burgu et al. [6] 26 were controlled dairy herds
in different regions of the country and sero positivi-
ty was reported as 24.8% (2.589/10.419) and 0.32%
(40/12.413) Ag positivity in adult cattle.

BPI3V seroposivity rate was found to be higher
than pestivirus in this study, and one of the highest
in Turkey. Out of 1.279 adult cattle 1.058 was found
to be seropositive (82.7%). The least value was
58.8%, while the highest was 97.5% in the studied
districts. Studies related to BPI3V more focused on
cattle in Turkey, the serological ratios reach 100%.
Seropositivity was detected as 88% in 15 of 17
cattle herds located in Southeastern Anatolia [10].
Burgu et al. [8] found 94.37% antibody presence
in cattle herds with respiratory system disorders
and found that the agent was BPI3V. Yavru et al.
[46] was determined 53.9% in the samples taken
from a local slaughterhouse in Konya. Ozdarendeli
and Kandil [29] were resported 89.7% in Malatya.
BPI3V Abs were determined as 26.4% in goats in
the Afyonkarahisar previously [19].

BRD is a multi-factoral problem worldwide.
Dairy herds are at greater risk than beef herds [27].
In an epidemiological study of 16.581 cattle herds
across France, the acute BRD rate was 9.8% with
6.5% lethality (17). Proportion of acute illness is
much higher (35%) in Norway [27]. The severity
of acute clinical BRD is basically increased by the
presence of immunosuppressive factors. The emer-
gence of clinical disorders of respiratory system in-
fections in autumn and winter is not only due to the
effect of cold but also due to the possibility of aero-
sol transmission in closed management conditions.
Bad ventilation, transport, low temperatures, high
humidity and population densities are also creates
predisposition [12].

Besides the major effective viral agents of
ABRD, pathology is largely dependent on second-
ary pathogenesis. Leukocyte dysfunction during
pestivirus infection [40] leads to problems such as
prolonged clearance of other viruses [33], immuno-
suppression [24,33] and susceptibility to secunder
infections [35]. BPI3V is among the leading causes
of clinical respiratory disorders and is widespread
throughout the world. Pasteurella multocida and
Mannheimia haemolitica and some other viruses are
frequently isolated during acute BPI3V infection
[16,23,39] and also increase the severity of prog-
nosis. It should be noted that pestivirus infections
have a potential role in increasing the efficacy of
BPI3V infection. In this study, it is difficult to make
a definite decision because of the lack of antigen
screening data, but the obtained high rates indicate
the high level of viral exposure. It is known that
BVD is among the major factors in multiple etio-
logic infections [32,33,35,41]. Due to the presence
of a close antigenic relationship between BVDV
1 and 2, the formatted antibodies are cross-react.
Circulating type/types are not the subject of this
study. However, in a molecular study in Turkey,
type 1 isolates were from cattle while type 2 from
sheep [48], as expected. BVD is often seen to be
complicated with infectious bovine Rhinotracheitis
(IBR), BRSV, Pasteurella spp., etc. under field con-
ditions [33,34,37,38]. PI animals can not be clini-
cally diagnosed because of the absence of specific
clinical findings, but they are constantly shedding
the virus and leading to various health problems and
significant economic losses.
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Cattle breeding in Anatolia have been carried
out almost entirely in small and medium-sized
family-type enterprises. Especially in the last two
decades, the number of intensive breeding of enter-
prises is increasing despite the significant decline
in the total number of cattle. Nevertheless, the vast
majority of current livestock are in small-scale en-
terprises, especially in rural areas. Traditional man-
agement methods are practiced in private small
farms and include many objectionable factors; ab-
sence of regular health records and vet consultancy,
inadequate preventive measures against infections,
malnutritions, inappropriate management condi-
tions, etc. However, significant advantages can be
mentioned. The most important of them; grasslands
usage at the vast majority of the year reduces nutri-
tional expenses and lower level of viral infections
which cause to major economic costs.

Afyonkarahisar province is one of the leading
provinces in terms of cattle population in Turkey.
Cattle breeding are the most targeted beef produc-
tion. The breeding period is short and the use of
pasture is very limited due to the climatic and envi-
ronmental features of the region. BRD continues to
be one of the main health problems in the province.
Necessary protective health practices ignored due to
short-term breeding. Closed system intensive man-
agement style causes high incidence of especially
viral infections. Cattle raised in indoor conditions
are exposed to a higher burden of airborne patho-
gens and airborne pollutants such as ammonia, en-
dotoxins and dust particles [12]. Breeding aim was
generally dual and most of the disadvantages men-
tioned above are not the issue in this study. The rate
of pestivirus has recently been reported as 98.2% in
organized farms [30]. Although the obtained value
in this study (74.9%) was not low, it can not be said
to be far above the country average [5,7,42,45].

However, both infections investigated were
found to be at a higher than expected due to the tar-
geted population. Presence of acute or more like-
ly PI animals in the vicinity seems very possible.
Common pasture use in village conditions, proxim-
ity of farms to one another and inter-farm iatrogenic
transmission may be possible factors for transmis-
sion of the viruses.

Considering the persistence characteristics of
BVDYV, it appears that long-term economic losses

have the potential to continue or increase. This pos-
sibility is also valid for BPI3V. The absence of pre-
ventive medicine practices is the main problem of
small private enterprises. Countrywide or regional
extensive studies aiming control/eradication of the
prominent infections should be regarded as a re-
quirement, considering narrowed domestic live-
stock.
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Ozet: Filogruplandirma, Escherichia coli suslarmin karakteristik 6zelliklerinin anlagilmasi, enfeksiyonlarm onlenmesi,
kontrol edilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, kanatl kokenli
avian patojenik E. coli (APEC) ve avian fekal E. coli (AFEC) suslarinin filogruplandirilmasi amaglandi. Caligmada 150
adet APEC ve 150 adet AFEC susunun filogruplandirilmasi kuadrupleks PCR metodu ile gerceklestirildi. Calisma sonu-
cu 150 APEC susunun 4’1 A (%2.66), 4371 B, (%28.66), 38’1 B, (%25.33), 2’si C (%1.33), 18’1 E (%12), 5’1 F (%3.33),
1’1 Clade I (%0.66), 2’si negatif (%1.33) olarak belirlenirken 37 (%24.66) sus gruplandirilamadi. Incelenen 150 AFEC
susunun ise 5’1 A (%3.33), 8’1 B, (%5.33), 16’s1 B, (%10.66), 16’s1 C (%10.66), 1’i D (%0.66), 27’si E (%18), 9’u F
(%06), 3’1 Clade I veya Clade II (%2) olarak gruplandirilirken 51 (%34) gruplandirilmadi. Escherichia coli enfeksiyon-
larinin 6nlenmesi amaciyla gelistirilecek olan asilarda yersel suslarin kullanilmasi ve bu suslara ait 6zelliklerin belir-
lenmesi gerektigi bilinmektedir. Bu nedenle, elde edilen sonuglar epidemiyolojik agidan 6nem tagimaktadir. Bununla
birlikte ¢alisma sonunda, genotipik olarak ¢esitlilik gésteren E. coli suslarindan, 6zellikle APEC suslarinin, daha detayli
genotipik analizler yapilarak yeni filogruplarin arastirtlmasi gerektigi vurgulandi.

Anahtar kelimeler: AFEC, APEC, Escherichia coli, tilogruplandirma.

Phylogrouping of Escherichia coli Strains Originated From Poultry

Abstract: Phylogrouping has a major role to understand the characteristic features of E. coli strains, control and es-
tablishment of new treatment methods. This study was aimed to phylogrouping the strains of avian pathogenic E. coli
(APEC) and avian fecal E. coli (AFEC). A total of 150 samples of APEC and 150 samples of AFEC were analyzed and
phylogrouped using quadruplex PCR method. Among the APEC samples, it was determined that 4 (2.66%) belonged
to group A, 43 (28.66%) belonged to group B, 38 (25.33%) belonged to group B,, 2 (1.33%) belonged to group C, 18
(12%) belonged to E, 5 (3.33%) belonged to group F, 1 (0.66%) belonged to Clade I, 2 (1.33%) were negative and 37
(24.66%) was ungrouped. On the other hand among AFEC samples, 5 (3.33%) belonged to A group, 8 (5.33%) belonged
to B, 16 (10.66%) belonged to B, group, 16 (10.66%) belonged to C group, 1 (0.66%) belonged to D group, 27 (18%)
belonged to E group, 9 (6%) belonged to F group, 3 (2%) belonged to Clade I or Clade IT and 51 (34%) were ungrouped.
It is known that the use of terrestrial strains in vaccines to be developed in order to prevent E. coli infections and the
properties of these strains should be determined. The results obtained for this reason are of epidemiological importance.
In addition, regarding E. coli strains, especially APEC, which show genotypic diversity, more research needs to be done
to investigate new phylogroups.

Key words: AFEC, APEC, Escherichia coli, phylogrouping.
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Giris

Kanath hayvanlarda, Escherichia coli suslar, ka-
natli sektoriinde bagirsak dis1 enfeksiyonlara (eks-
traintestinal) veya bagirsak enfeksiyonlarina (intes-
tinal) yol acarak ciddi ekonomik kayiplara neden
olabilmektedir [4, 10]. Kanatlilarda, bagirsak en-
feksiyonlarina neden olan ve digkidan izole edilen,
fekal, fakiiltatif patojen E. coli suslar1 avian fekal
E. coli (AFEC) olarak isimlendirilmektedir. Avian
patojenik E. coli (APEC) suglar ise, kommensal
olarak, saglikli hayvanlarin bagirsak florasinda bu-

lunan bakteriler olup, viicudun ¢esitli organ ve sis-
temlerine yerleserek ekstraintestinal enfeksiyonlara
neden olmaktadirlar [4].

Diger hayvanlarda ise, bagirsak enfeksiyonlari-
na neden olan intestinal E. coli suslarinin ortak ad,
ishal yapan (Diyarejenik) E. coli (DEC)’dir. Barsak
patotipleri ise,enterotoksijenik . coli (ETEC), ente-
ropatojenik E. coli (EPEC), Vero- veya Shiga-toksin
iireten E. coli (VTEC veya STEC), enterohemorajik
E. coli (EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC),
enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve diffuz aderent E.
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coli (DAEC)’dir. Ekstraintestinal patojenik E. coli
(ExPEC)’ler kommensal olarak, saglikli hayvanla-
rin bagirsak florasinda yer alir. Bu bakteri grubunda
septisemik patojenik E£. coli (SEPEC), iiropatojenik
E. coli (UPEC), meme patojenik E. coli (MPEC)
ve rahim enfeksiyonlarina neden olan endometriyal
patojenik E. coli (EnPEC) bulunur [4].

Escherichia coli patotipleri ile yapilan karsilas-
tirmali genomik analizler ve epidemiyolojik calis-
malar E. coli’nin genetik yapisini ortaya c¢ikarmis
ve E. coli igerisinde genotipik olarak farkli filogrup-
larin varligina isaret ederek bu tiirde genis bir alt-
yapinin var oldugunu gostermistir [6, 11]. Yapilan
caligmalara gore, E. coli suglari, 4 ana filogenetik
gruptan birine girmektedir. Bunlar A, B1, B2 ve
D’dir. Bu dort filogrubun birbirinden farklilastigi
fenotipik ozellikler ise farkli sekerleri metabolize
etme yetenegi, antibiyotik diren¢ profilleri ve bii-
ylime hizi-sicaklik iliskisidir. Ekstraintestinal pato-
Jenik suslar genellikle B, ve D; kommensal suslar
ise A ve B, gruplarinda yer almaktadir. Escherichia
coli populasyonlarmin filogenetik analizlerinde ay-
rim giiclinii artirmak i¢in ¢esitli genetik markerlar
ile A, Al, B1,B2,, B2,, D, ve D, altgruplar1 olustu-
rulmustur [1, 2].

Filogenetik gruplarin (A, B,, B, ve D) belirlen-
mesi i¢in chud ve yjad genleri ile TspE4C2 DNA
fragmentinin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) temelli yontem kullanilmaktadir. 2013 y1-
linda gelistirilen ve arpA4 geni de eklenerek yapilan
kuadrupleks PCR tabanl filogrup belirleme meto-
duyla 8 filogrup (A, B, B,,C, D, E, F ve E. coliklan
1) belirlenebilmistir. Bu yontemle belirlenen yeni
gruplar igerisinde yer alan Grup C, B, grubu ile ya-
kin iliskili olmasina ragmen farkli genotipte suglari
da icermektedir. Grup E, eskiden siniflandirilma-
mis suslari i¢eren yeni bir grup olarak tanimlanmis,
grup F, B, inin kardes grubu olarak belirlenmistir.
Escherichia Clade 1 ise fenotipik olarak £. coli’den
ayirt edilemeyen ancak genotipik olarak farkli bir
filogrup olarak tanimlanmistir [1, 2]. Clermont ve
ark. [2], filogruplandirma sonucunda herhangi bir
gruba girmeyen E. coli suslarini “gruplandirilama-
yan” seklinde gruplandirmis ve bu suslara MLST
(Multilocus sequence typing) yapilmasini énermis-
lerdir.

Filogruplandirma, E. coli suslarinin 6zellikle-
rinin belirlenmesi suretiyle enfeksiyonlarin 6nlen-

mesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [2]. Bu
calismada, kanatli kokenli E. coli (APEC ve AFEC)
suslarinin filogruplandirilmasi ve elde edilen sonug-
larin karsilastirilmasi amaclandi.

Materyal ve Metot

Kullanilan Suslar

Bu calismada, 2015-2017 yillar1 arasinda Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kanath Hayvan Hastaliklar
Laboratuvarina gonderilmis olan E. coli siipheli,
septisemi sonucu Olen tavuklara ait i¢ organlardan
(kalp, karaciger, dalak) izole ve identifiye edilen
150 APEC susu kullanildi. Bununla birlikte, 150
AFEC susu ise, yine ayni yillar arasinda ayni kii-
meslerden gelmis olan altlik ve diski 6rneklerin-
den izole ve identifiye edildi (Tablo 1). izole ve
identifiye edilen E. coli suslar1 daha sonra kulla-
nilmak amaciyla %20 gliserin ilave edilmis TSB
(Merck, Almanya)’de siispanse edilerek -80°C’de
saklandi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Dali’na ait sus koleksiyonundan ali-
nan A grubu igin E. coli AVMC92-01, B, grubu igin
E. coli AVMC92-02, B, grubu igin E. coli AVMC92-
03, C grubu i¢in E. coli AVMC92-04, D grubu i¢in
E. coli AVMC(C92-05, E grubu i¢in E. coli AVMC92-
06 ve F grubu icin E. coli AVM(C92-07 susu pozitif
kontrol olarak tiim testlerde kullanildu.

Tablo 1. Calismada kullanilan sus sayilari ve bu suslarin
orneklenen organlara gore dagilimi.

Organ APEC AFEC Toplam
Kalp 53 - 53
Karaciger 56 - 56
Dalak 41 - 41
Althik - 68 68
Diski - 82 82
Toplam 150 150 300

Escherichia coli Filogruplarimin Belirlenmesi

Bu calismada, kanatli kokenli . coli’lerin filogrup-
landirilmas1 amact ile Clermont ve ark. [2]'nin
uyguladigr kuadrupleks PCR yontemi kullanildi.
Bu amagla, Thermo Scientific GeneJET Genomik
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DNA Purification Kiti ile DNA ekstraksiyonu yapi-
lan 300 E. coli susuna ait DNA’da bulunan gen bdl-
geleri Tablo 2’de gosterilen primerler ile ¢cogaltildi.
Reaksiyon, her primerden 0.2 pM, 200 uM dNTP,
2.5 ul PCR reaksiyon buffer, 3 mM MgCl,, 2 U Taq
DNA Polymerase (Thermo Scientific; EP0402) ve
1 pl template DNA’nin bulundugu 25 pl PCR kari-
stm1 igerisinde gerceklestirildi. Amplifikasyon i¢in

94°C’de 5 dk 6n denatiirasyonu takip eden 30 siklus
(grup E ve C igin 28 siklus), denatiirasyon 94°C’de
5 sn, baglanma 60°C’de (grup E ve C igin 57°C) 20
sn, uzama 72°C’de 5 sn ve 72°C’de 5 dk son uzama
asamas1 uygulandi [2]. Agaroz jel elektroforez so-
nucu elde edilen bant goriintiileri Biyo-goriintiileme
sistemi (Syngene) kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 2. Kuadrupleks PCR i¢in kullanilan primelerin dizileri, baglandiklar spesifik gen bdlgeleri ve PCR iiriinlerinin

uzunluklari [2].

Metod Primer Gen Sekans PCR Uriinii (bp)
chuA.1b chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA.1b yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
yjaA.2 AATGCGTTCCTCAACCTGTG

Kuadrupleks
TspE4C2.1b  TspE4C2 CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA

Grup E ArpAgpE.f  arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG

Grup C trpAgpC.1 trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC

Internal Kontrol trpBA.f trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

Grup A, C, B, B,, D, E, Clade I ve F gruplari-
nin belirlenmesinde chuA, yjaA ve arpA genleri ile
TSPE4C2 DNA fragmanm kullanildi. Kuadrupleks
PCR sonucu bu genlerin bulunmasi ve/veya bu-
lunmamasina gore gruplar belirlendi. Kuadrupleks
PCR sonucunda grup A veya C, D veya E ve E veya
Clade I ¢ikan suslarin hangi gruba dahil oldugunu
tespit etmek i¢in ayrica konvansiyonel tekli PCR
yapildi. Grup E ve grup C’nin belirlenmesinde ise
sirasiyla, ArpAgpE.f, ArpAgpE.r ile trpAgpC.1, tr-
pAgpC.2 primer dizileri kullanildi. Ayn1 zamanda,
grup E ve C’nin belirlenmesinde PCR yonteminin
kontrolii i¢in internal kontrol kullanildi [2].

Bulgular

Izole edilen E. coli suslarmda arpA, chuA, yjaA,
TspE4.C2 (kuadrupleks PCR) ve arpA, trpA, (Grup

C ve E) genlerinin varlig1 arastirildi. Bu genlerin
bulunup bulunmamasina gore E. coli suslarmin fi-
logruplandirilmasi yapildi (Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil

Sekil 1. Kuadrupleks PCR jel elektroforez goriintiisii.
arpA (400 bp), chuA (288 bp), yjeA (211 bp) ve TspE4.
C2 (152 bp) genleri. 1-2, A pozitif drnekler (+,-,-,-); 3-9,
B, pozitif ornekler (+,-,-,+); 10-14, B, pozitif 6rnekler
(- +,+,4/-,+,+,-); 15-18, F pozitif 6rnekler (-,+,-,-) ; M,
molekiiler marker; NK, negatif kontrol; A, A grup pozitif
kontrol; B1, B, grup pozitif kontrol; B2, B, grup pozitif
kontrol ve F, F grup pozitif kontrol.
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Sekil 2. Grup C PCR jel elektroforez goriintiisii. trpA
(489 bp) ve trpA (219 bp) genleri. 1-12, C pozitif 6rnek-
ler; M, molekiiler marker; NK, negatif kontrol; PK, C
grup pozitif kontrol.

Incelen 150 APEC susunu 4’ii A (%2,66), 43’
B, (%28,66), 38’1 B, (%25,33), 2’1 C (%1,33), 18’1
E (%12), 5’1 F (%3,33), 1’1 Clade I (%0,66), 2’si ne-
gatif (%1.33) olarak belirlendi. Geriye kalan 37 6r-
nek ise gruplandirilamadi (Tablo 3). Incelenen 150

AFEC susunun ise 5’1 A (%3,33), 8’1 B, (%5,33),
16’s1B, (%10,66), 16’s1 C (%10,66), 1’1 D (%0,66),
27’51 E (%18,00), 9°u F (%6,00), 3’1 Clade I veya
Clade II (%2,00) olarak belirlendi. Geriye kalan 51
ornek ise belirlenmis bir gruba girmedi (Tablo 3).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 PK NK M

s Dead s Lada bttt bobadabodednbad S0bn

trpA YT L LU L L L L Ll dadad

100 bp

Sekil 3. Grup E PCR jel elektroforez goriintiisii. trpA
(489 bp) ve arpA (301 bp) genleri. 1-17, E pozitif 6r-
nekler; M, molekiiler marker; NK, negatif kontrol; PK, E
grup pozitif kontrol.

Tablo 3. APEC ve AFEC suslarimn filogruplandirilma sonuglari.

Kuadrupleks PCR incelenen suslar
arpa chuA yjaA TspE4.C2 Filogrup APEC AFEC
(400 bp) (288 bp) (211 bp) (152 bp) Say1 (%) Say1 (%)
+ - - - A 4(2,66) -
+ - 4 - A - 5(3.33)
+ - - + Bl 43 (28,66) 8(5,33)
= + = A B2 4 (2,66) -
- + + B2 28 (18,66) 5(3,33)
= < 4 - B2 6 (4) 11 (7,33)
+ - + - C 2 (1,33) 16 (10,66)
A A - Clade I 1 (0,66) 14 (9,33)
- - + - Clade I veya I1 - 3(2)
+ + o + D - 1 (0,66)
+ + - - E 18 (12) 27 (18)
= < - - F 5(3,33) 9 (6)
- Gruplandirilamayan 27 (18) 9 (6)
4 A 4 A Gruplandirilamayan 10 (6,66) 42 (28)
- - - - Negatif 2 (1,33) -

Tartisma ve Sonug¢

Escherichia coli tim sicakkanli hayvanlarin ve in-
sanlarin gastrointestinal sistemlerinde en yaygin
goriilen mikroorganizmalardan biridir. E. coli, hem
hayvanlarda hem de insanlarda yaralarin firsatci
enfeksiyonlarindan ciddi sistemik enfeksiyonlara

kadar degisen cesitlilikte hastaliklara neden olmak-
tadir. APEC patotiplerinin neden oldugu ekono-
mik kayiplar ve etkenin zoonoz karakteri kanatli
endiistrisi i¢in biiyiilk 6nem teskil etmektedir [10].
Filogruplandirma ise E. coli suslarinin genotipik
olarak smiflandirilmasinda kullanilan ve bu sayede
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E. coli’lerin Ozelliklerinin anlasilmasi ile enfeksi-
yonlarin 6nlenmesi, kontrol edilmesi ve yeni tedavi
yontemlerinin belirlenmesinde onemli rol oyna-
maktadir.

Ekstraintestinal E. coli enfeksiyonlarindan so-
rumlu oldugu bilinen B, ve D gruplarinin [9], kom-
mensal olan A veya B, gruplar ile karsilastirldig
caligmalar bulunmaktadir [5, 8]. Fernanda ve ark.
[3]’nin 149 APEC susunu Clermont ve ark. [1]’nin
metoduna gore filogruplandirdiklart c¢aligmalarin-
da APEC suslarmin A (%42,95), B, (%34,22), B,
(%2,01), C (%6,71), D (%4,02), E (%4,02) ve F
(%6,04) grubuna dahil oldugunu goéstermistir. Bu
calismada da benzer sayida (n: 150) APEC susu
arastirilmig olup, Fernanda ve ark. [3]'nin yaptig1
caligmaya gore, B, (%28.66) ve F (%3.33) grupla-
r1 yoniinden benzer, ancak A (%2,66), B, (%25,33),
D (%0,00) ve E (%12,00) gruplar1 yoniinden fark-
I1 sonuglar gozlendi. Buna gore B, ve E gruplar
daha yiiksek, A grubu diisiik oranda belirlenirken
D grubu tespit edilemedi. Kiimes i¢in APEC kont-
rol programlarindaki farkliliklar veya tavuk yetis-
tiriciligi icin alman iilkesel 6nlemler bazi kiimes-
lerde patojen bazi iilkelerde ise kommensal APEC
suglarmin baskin oldugunu gostermektedir [3, 5,
8]. Bu calismada elde edilen sonugclar, incelenen
APEC’lerin igerisinde kommensal suslar kadar eks-
traintestinal suslarin da bulundugunu ve patojen sus
sayisinin azaltilmasi yontinde gerekli biyogiivenlik
onlemlerinin alinmasi gerektigini gésterdi. Buradan
cikarilan diger bir sonug ise APEC’lere iliskin ko-
ruma programlarinin gelistirilmesinde yapilacak
arastirmalarda filogruplandirma yonteminin de kul-
lanilmasinin uygun olacag1 yoniinde oldu.

Logue ve ark. [7], 452 adet APEC ve 199 adet
AFEC susunu tripleks PCR ile filogruplandirdikla-
11 ¢alismalarinda [2] APEC suslarmi A %38,05, B,
%17,25,B,%15,92 ve D %10,05; AFEC suslarmi A
%45,22, B, %28,14, B, %16,58 ve D %10,05 oran-
larinda bildirmislerdir. Ayn1 6rnekleri kuadrupleks
PCR metoduna gore [1] tekrar filogruplandirmis ve
APEC suslarim A %10,17, B, %18,58, B, %15,26,
C %27,65, D %5,08, E %3,31, F %19,26, Clade I
%0,44 ve gruplandirilamayanlart %0,22 oranin-
da; AFEC suslarini ise A %36,18, B, %28,64, B,
%11,05, C %6,53, D %7,03, E %4,52, F %4,02 ve
Clade 1 %2,01 oraninda belirlerken gruplandirila-
mayan grubunda AFEC susu bulamamislardir. Bu

calismanin sonucunda bulunan APEC ve AFEC, F
ve E yogunlugu ile Logue ve ark. [7]’nin ¢alisma-
sindan elde ettikleri sonuglara benzerlik gosterir-
ken, herhangi bir filogruba dahil olmayan (gruplan-
dirilamayan) sus sayisi daha yiiksek oranda (APEC
%24,66, AFEC %34,00) bulundu. Ayrica APEC
suslari i¢inde F grubu (% 3,33) daha diisiik ve AFEC
suslar1 icinde E grubu (%18,00) daha yiiksek oran-
da bulundu. Bu farkliliklarin, bolgesel suslara ait
genotipik farkliliklardan dolay1 oldugu diistiniildi.
Bu durum ag1 uygulamalarinda bolgesel sus se¢imi-
nin énemini bir kez daha ortaya koymustur. Ayrica
bu calismada AFEC suslarinin filogruplandirilmasi
sonucunda ekstraintestinal patojen suslari igeren B,
grubu %10,66 oraninda bulundu. Gerek bu calis-
mada elde edilen sonuglar, gerekse Logue ve ark.
[7]’nin yaptiklar calismada AFEC suglart arasinda
dikkate deger oranda ekstraintestinal E. coli susu-
nun varlig1 gosterilerek elde edilen sonuglarin diger
calismalar ile uyumlu oldugu tespit edildi.

Tiirkiye disindaki {ilkelerde yapilan ¢alismalar
ile karsilastirildiginda elde edilen sonuglar tavuklar-
da E. coli enfeksiyonlarinin 6nlenmesi i¢in yapila-
cak olan koruma ve kontrol programlarinin gelis-
tirilmesi ve bu amagla en ¢ok kullanilan biyolojik
korunma faktorii olan asi igin bolgesel farkliliklarin
o6nemli oldugu ve as1 gelistirilmesinde mutlaka yer-
sel suslarin kullanilarak bu suslara ait 6zelliklerin
de belirlenmesinin gerektigi anlagildi.

Escherichia coli enfeksiyonlari, diinyanin her
yerinde ve Ozellikle de kanath yetistiriciliginde,
onlenemeyen bir enfeksiyondur. Kiimes dezenfek-
siyonu ve biyogiivenlik kurallarina uyulmasi, hem
kanath sagliginin korunmasi hem de gida zinciri
yoluyla insanlara bulagsmasinin engellenmesi ba-
kimindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢aligmada
elde edilen sonuglar, AFEC suslar1 arasinda patojen
ekstraintestinal suslarin yiiksek oranda bulundugu-
nu gosterdi. Bu sonu¢ APEC suglarinin kdkeninin
kiimes materyali olabilecegi veya diskiyla ¢ikarti-
lan APEC suglarinin ¢evrede bulunarak diger hay-
vanlara bulagsmada &nemli olabilecegini gosterdi.
Calismamizda izole edilen APEC ve AFEC susla-
rindan herhangi bir gruba dahil olmayan suslarin
yiiksek oranda belirlenmesi, farkli £. coli genotip-
lerinin bulunabilecegini ve daha detayli genotipik
analizler yapilarak yeni filogruplarin arastirilmasi
gerektigini gostermistir.
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Ozet: Liyofilizasyon veya bir diger adiyla dondurarak kurutma, final iiriin 6zelliklerini, stabiliteyi ve verimi etkileyen
kompleks bir proses olarak kabul edilmektedir. Liyofilizasyon, zorluklarina ragmen sundugu avantajlar nedeniyle zo-
onoz hastaliklarin da yer aldig1 birgok hastaliga kars: uygulanan asilarin iiretim zincirinde yer almaktadir. Asilar diger
biyolojik maddeler veya mikroorganizmalar liyofilizasyon disinda, sogutma veya dondurma ile stabil hale getirile-
bilirler. Fakat iirlinlerin donmus fazda tagmnmast ve depolanmasinin yiiksek maliyeti yaninda olasi sistemsel arizalar
tirliniin yapisin1 bozarak kaybina neden olabilmektedir. Bu agidan liyofilize formulasyonlar daha iyi stabilite avantajt
ile birlikte, tasima ve depolama sirasinda da kolay idare saglamaktadirlar. Bu derlemede, liyofilizasyon metodunun
genel proses degerlendirilmesi yapilarak, prosesi olusturan, dondurma, birincil kurutma ve ikincil kurutma basamaklari
arasindaki etkilesim agiklanmistir. Canli agilarin {iretiminde 6nemli bir proses olan liyofilizasyon, prosesi uygulayan
arastirmacilarin goziinden degerlendirilmis, tiretim ve liyofilizasyon faaliyetlerinde bulunan ¢alisanlara yonlendirici ve
destekleyici bilgiler paylasiimistir.

Anahtar kelimeler: Dondurma, Dondurarak-Kurutma, Liyofilizasyon, Stabilite,

Liyophilization: A General Process Evaulation

Abstract: Lyophilization, in other words, freeze drying is considered to be a complex process having an influence on
the productivity, stability and the characteristics of the final product. Despite its difficulties, lyophilization is involved in
the production chain of vaccines against some diseases, including zoonotic diseases, thanks to its advantages. Vaccines,
other biological substances or microorganisms can be stabilized through cooling or freezing as well as lyophilization.
However, transporting and storing the products in the frozen phase is rather expensive and some possible systematic
problems might disrupt the product. For this reason, lyophilized formulations have the advantage of more stability; in
addition, they are more manageable during transporting and storing. This review study evaluates the general process of
lyophilization and reveals the interaction between the steps of freezing, primary drying and secondary drying, which
constitute the process. Lyophilization, which is an important process for the production of live vaccines, has been evalu-
ated from the perspective of the researchers who actually carry out the process and some guiding and helpful informa-
tion for the ones that are involved in production and lyophilization activities has been included.

Key words: Freezing, Freeze drying, Lyophilization, Stability.

Derleme / Review Article

Giris

Liyofilizasyon en basit haliyle, maddenin énce don-
duruldugu ve sonrasinda sublimasyon ve akabinde
desorpsiyon ile solvent miktarinin, biyolojik veya
kimyasal reaksiyonlar1 desteklemeyecek degerle-
re kadar azaltildig1 bir stabilizasyon prosesi olarak
tanimlanmaktadir [7,10,13]. Kriyopreservasyon
(dondurarak saklama) ve dondurarak kurutma,
maddelerin uzun donem depolamasinin saglanma-
sinda tercih edilen teknikler olarak kabul edilmekte
ve artan bir sekilde biyolojik materyallerin genis
bir araliginda uygulanmaktadir [15]. Dondurarak
kurutma olarak bilinen liyofilizasyon; kuru, aktif,
uzun raf Omriine sahip ve kolayca ¢oziilebilen bir

iirtin elde etmek i¢in dondurma ve kurutma islem-
lerinin faydalarini kombine eden bir proses olarak
tanimlanmaktadir [1]. Hali hazirda pazarlanan bi-
yofarmasoétik iiriinlerin %50°sinin liyofilize formda
oldugu aktarilmaktadir ki, bu haliyle en yaygin for-
mulasyon stratejisini temsil etmektedir [10,16,17].
Uygulamanin temeli farkli metodolojiler i¢in ortak
olmasina ragmen, birgok laboratuvarin dogru pre-
servasyon ve saklama prosediirlerinde uzmanlik bil-
gisi yetersiz kalmaktadir. Ayn1 zamanda buna bag-
It numune ve kiiltiirlerin saklanmasinda uygun ve
giincel olmayan protokoller uyguladigi ifade edil-
mektedir [15]. Bu nedenle prosesi olusturan basa-
maklarin degerlendirilerek iyi anlasilmasi elzemdir.
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Liyofilizasyon

Liyofilizasyon, Yunanca ‘¢0ziicli seven-sivi ¢eken’
liyofil® teriminden tiiretilmistir ve kuru bir {irliniin
yliksek seviyede tekrar rehidre olabilme yetenegi-
ni ifade etmektedir [10,13,26]. Operasyonel olarak
dondurarak kurutma, vakum desikasyonu aracili-
giyla dayaniksiz {irtinlerin rehidre olmasinin kont-
rol edilebilir bir metodu olarak agiklanabilir [1,15].
Liyofilizasyon, her bir basamagin kritik oldugu ¢ok
asamali bir operasyon olarak ifade edilmektedir. Bu
proseste basarili olabilmek icin ana bilesenler iyi
anlasilmali ve siki kontrol altinda tutulmalidir [26].

Biyolojik materyallerin stabil bir halde preser-
vasyonu, biyolojik-medikal bilim, tarim ve biyotek-
noloji i¢in temel bir gereksinimdir [15]. Liyofili-
zasyon, farmasotik ve biyoteknoloji endiistrilerinde
formulasyonlarin stabilitesini gelistirmek amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir [10,32]. Ayrica, da-
yaniksiz ilaglarin Ozellikle terapotik proteinlerin
uzun donem stabilitelerini gelistiren 6nemli ve iyi
bilinen bir prosestir [10,16,31]. Liyofilizasyon pro-
sesi sonrasinda kurumus ve pordz yapidaki iiriin,
karakteristik liyofil 6zelligi ile ¢oziicliyii hizlica ab-
sorbe ederek, proses Oncesindeki orjinal yapisal for-
muna tekrar doniisebilir [13]. Proses sonucu olusan
pordz yapidaki iirin kekinin nem igerigi diisiiktiir
ve belirlenmis saklama kosullarinda istenilen kulla-
nimina kadar ¢ok uzun siire depolanabilir [32].

Yasam icin vazgeg¢ilmez olan su, hiicre i¢inde-
ki biyokimyasal aktiviteleri destekleyen yaygin bir
solvent (¢Oziicii) olarak metabolizmanin devamin
ve biitiin yagsamsal faaliyetleri destekler [15]. Don-
dururak kurutmaya tabi tutulan iiriinler de, dncelikli
olarak sudan yani solventten ve suyun i¢inde ¢ozii-
nen veya siispanse olan diger materyallerden tesek-
kiillerdir [1,3,10,17]. Su yoklugunda, canli hiicre-
lerde uyku hali veya 6liim fazinin sonuglanmasi ve
hiicresel ekstraktlarda biyokimyasal aktivitelerin
inhibisyonu nedeniyle bildigimiz yasam devam ede-
memektedir. Bu agidan basarili sonuglar i¢in subli-
masyon ve desorpsiyon asamalarinda takip edilmesi
gereken olay, liyofilizasyon prosesine maruz kalan
iiriine ait bilesenlerden olan suyun uzaklagmasidir.
Bu nedenle dayaniksiz iiriinleri stabilize etmek igin
depolanmis Orneklerdeki su igeriginin azaltilmasi
veya immobilize edilmesi gereklidir. [1,15]

Liyofilizasyon prosesinde anahtar kelime, li-
yofilizasyon prosesinin bir stabilizasyon prosesi
olarak kabul edilmesidir [13]. Stabilizasyon prosesi
ise, bir maddenin dogal kinetik saatinin fazlasiyla
degistirilmesini igerir. Ornegin, bir asinm 2 giin
+4 derecede depolanmasi neticesinde etkinliginin
%90’a geriledigini varsayalim. Eger as1 icindeki
nem miktarmi diistirerek, kinetik saati yavaglatila-
bilir ve 1 saniye zamanin etkisi 1 saate uzatilabilirse
bu durumda asinin stabilitesi 2 giin yerine 20 yila
kadar ¢ikabilir [13]. Buradaki ¢arpici 6rnek, aslin-
da liyofilizasyon prosesinin uygun sekilde ytiriitiil-
diigiinde arastirmacilara ve treticilere sunabilecegi
g6z ard1 edilemez fayda potansiyeline 151k tutmak-
tadr.

Tarihce

Liyofilizasyon metodunun ge¢misi, tarih Oncesi
zamanlara dayanmaktadir. Astek ve Eskimolarin
bu metodu gida maddelerinin saklanmasinda kul-
landiklart paylasilmigtir [1,15]. Ayni zamanda yine
yiizyillar 6nce ayni islemin inkalar tarafindan And
Daglari’nda Altiplano diizliiklerinin oksijeni az at-
mosfer ortaminda ve giinesin radyan 1s1s1 altinda et
kurutmak i¢in kullanildigr aktarilmistir [26].

1880’lerin sonlarma dogru, proses laboratuvar
Olceginde kullanilmis ve temel prensipleri anlagil-
mistir [1,15]. 1890 yilinda yaklasik olarak -20°C
sicaklikta ve subatmosferik basing altinda, doku-
larin kurutulabildigi bildirilmistir. 1905 yilinda ise
aragtirmacilar kimyasal bir pompa araciligiyla 1
ATM daha diisiik bir basing altinda hayvan dokula-
rinin kurutulabildigini paylasmistir [13]. Pratik ola-
rak liyofilizasyon metodu, 1siya duyarh antibiyotik
ve kan tirlinlerinin islenmesine ihtiya¢ duyuldugu
1930’lara kadar bir laboratuvar teknigi olarak kal-
mstir [1,15].

Kullanim alanlar

Liyofilizasyon termolabil (1siya duyarli) biyolojik
materyallerin korunmasi i¢in 6nemli bir prosestir.
Glinlimiizde c¢esitli endiistrilerde genis kullanim
alanina sahiptir [24]. Mikrobiyal kiiltiir gibi can-
1 materyallerin stabilizasyonu, miizede sergilenen
hayvan oOrneklerinin preservasyonu (taksidermi),
ciceklerin kurutulmasi ve reaksiyon tiriinlerin kon-
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santrasyonu veya geri kazanimi gibi prosesler i¢in
farkli alanlarda kullanilmaktadir [10,17]. Liyofili-
zasyon, yangin veya sel sonucu hasara ugramis de-
gerli el yazmasi kitap ve belgelerin kurtarilmasinda
da arag¢ olmustur. Bu tiir uygulamalara siklikla ihti-
ya¢ duyulmamakla birlikte, bu teknolojinin sonra-
ki nesillere faydali olabilecek uygulamalar oldugu
gercegi, aslinda bu teknoloji tarafindan saglanan
odiillendirici bir mirastir [24].

Liyofilizasyon isleminin en yaygin kullanim
alanlarindan biri saglik hizmetleri endiistrisidir. Bu
alan, kimyasal bilesikler, parenteral formiilasyonlar,
asilar ve ayrica teshis tirlinlerindeki farmasdtiklerin
liyofilizasyonunu igerir. Liyofilizasyon, biyo-en-
diistri sektoriinde, standart bir isleme teknigi haline
gelerek iretilen yiiksek kaliteli ve yiiksek maliyetli
iiriinlerde (monokloanal antikor, antijen, DNA) sta-
bilite saglamaktadir [5]. Kiiltiir koleksiyonlarinda
ve endiistri alaninda kiiltiir kurutma islemi yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlarin disinda uzun siire
depolanmasi igin, sperm, eritrosit, plazma, ve se-
rumun yani sira organ naklinde kullanilmak tizere
bazi dokularm liyofilizasyon yontemiyle saklana-
bildigi aktarilmistir [11].

Liyofilizasyonun diger bir yaygin kullanimi
veteriner hekimlik {riinleridir. Bu irilinler birey-
sel evcil hayvanlar i¢in yapilan asilardan ruminant
veya kanatli agilar1 gibi biiyiik 6l¢ekli uygulamala-
ra kadar ¢esitlilik gosterir [28]. Gidalar s6z konusu
oldugunda ise en yaygin olarak bilinen dondurarak
kurutulmus gida iriinii kahvedir [13]. Ayrica pro-
ses, astronot gidasi olan dondurarak kurutulmus
dondurma formu ile de popiilerlesmistir [10]. Cay,
meyve ve sebzeler, et iiriinleri, hazir yiyecekler ve
bazi aromatik otlar dondurularak kurutma isleminin
uygulandigi gida iirlinleri olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir [5,6,24,25].

Cok cesitli alanda liyofilizasyon islemi basarili
bir sekilde uygulanabilir olmasina ragmen liyofili-
ze edildikten sonra rekonstitiiye edilen canli orga-
nizmalarin tekrar bliylime ve ¢ogalma kabiliyetini
stirdiirebilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle hiicre
gibi bir canli sistemin uzun vadeli korunmasi i¢in
basarili bir uygulama saglanmasi zaruriyeti bu alan-
da calisan bilim insanlar1 i¢in en biiylik zorluklar-
dan biridir [7].

Liyofilizasyon Basamaklar:

Dondurma

Geleneksel bir liyofilizasyon siklusu 3 asamadan
olusur: dondurma, birincil kurutma ve ikincil ku-
rutma [22,23]. Bir formulasyonun basarili sekilde
liyofilize edilebilmesi i¢in birincil kurutmaya basla-
madan 6ncesi dondurulmasi gerekliligi s6z konusu-
dur [13]. Zira dondurarak kurutma, kati fazdan gaz
faza dogru bir hal degisimi oldugu i¢in, liyofilize
edilecek olan materyalin 6nce dondurulmasi gerekir
[10]. Dondurma, kavram olarak basit gibi goriinse
de, liyofilizasyon prosesinde biiylik olasilikla en
kompleks ve ayrica en énemli basamaktir [13,16].
Bununla birlikte iiriin kalitesi ve prosesi optimize
etmek adma dondurma basamagimin kontrolii son
derece onemlidir [16]. Zira dondurma asamasinda
sekillen mikroyapilar final {irtin kalitesini, birincil
ve ikincil kurutma hizini ve oranini belirlemektedir
[71.

Kurutma iglemi siklikla giinlere ihtiya¢ duyar-
ken, dondurma islemi genellikle birkac saat iginde
sonlanir [8,31]. Dondurma prosesinin temel pren-
sibi, solut (¢Oziinen) kisimdan solventin (¢oziicii)
ayrilmasidir. Akoz sistemler i¢in, bu durum suyun
buz kristalleri olusturmasi ve ¢oziinen maddenin
s0z konusu buz kristalleri arasindaki intersitisyel
bolgede sinirlandirilmasi seklindedir [13]. Dondur-
ma asamasi boyunca, likit formulasyon, buz gelisi-
minin takip ettigi buz niikleasyonu baslayana kadar
sogutulur. Bu durum, suyun biiyiik kisminin, cams1
ve/veya kristalin yapidaki ¢oziinen matriksinden
buz kristalleri i¢inde seperasyonu ile sonuglanir [8].
Ayrica, buz niikleasyon kinetigi ve buz kristali ge-
lisimi, donmus iiriin kekinin morfolojisini ve fizik-
sel sartini, akabinde sonu¢ olarak kurumus {iriiniin
nihai 6zelliklerini belirlemektedir. Buz morfolojisi
de, birinci ve ikinci kurutmadaki sublimasyonu ora-
n1 ile direkt olarak iliskilidir [9].

Dondurmadaki amag, formulasyonun sicakligi-
n1 diigiirerek, solut ve solventin ayrildigi bir mat-
riks elde etmektir. Bu sayede, matriksin intersitisyel
bolgesindeki su mobilitesini sinirlandirmak ve sifira
yaklastirmak amaclanarak kurutma prosesi boyunca
su buhar akisina minimal direng gdsterecek bir mat-
riks yapisinin elde edilmesi hedeflenmektedir [13].
Ayrica solventin ¢oziinen kisimdan ayrilmasi ile
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iiriinde termal degradasyon minimize edilebilmekte
ve vakum uygulandiginda {iriiniin kopiirmesi engel-
lenebilmektedir [7,31].

Dondurma asamasimin kendisi aslinda liyofili-
zasyondaki temel dehidrasyon basamagini olusturur
[16]. Solvent vazifesindeki su, likit formulasyon-
dan, saf kat1 buz formunda uzaklasir. Bu uzaklagma,
solut maddenin konsantrasyonunda ¢arpict degisik-
liklere onciiliik eder [3,9]. S6z konusu buz kristalle-
rinin olusumu ile solut bilesenlerinin konsantrasyo-
nu, geligen buz kristalleri arasinda artar ki bu durum
kriyo-konsantrasyon olarak bahsedilir [8,16]. Stz
konusu konsantre materyalleri iceren alanlar, suya
gore daha diisiik donma noktasina sahiptirler. Zira
bir iiriin, buz varligi nedeniyle donmus gibi goéziik-
mesine ragmen, suspansiyondaki tiim solut donma-
dan aslinda tamamen donmus degildir [3,10].

Uriiniin elektriksel direnci, sivi fazdan kati
faza gegtiginden dramatik seviyede hemen hemen
her zaman yiikselir. Bunun nedeni iyon ve elektron
mobilitesinin azalmasidir. Bu durum, ayni noktada
elektriksel direng ve iiriin sicakligi olgiiliirse don-
ma noktasinin tespit edilebilecegini gostermektedir.
Ciinkii genellikle direngte ani bir yiikselis s6z ko-
nusu olur ki direng ve sicaklik egrilerinin kesisme
noktast ylksek dogrulukla donma noktasi olarak
kabul edilebilir [17].

Solusyonun donma denge noktasinin altinda
stvi fazda tutulmasi derin sogutma (supercooling)
olarak belirtilir. Genel olarak dondurma, derin so-
gutulmus sudan buz kristalizasyonunu tanimlamak-
tadir [16]. Derin sogutma her zaman donma esna-
sinda ve siklikla donma sicakliginin 10-15 C° altin-
da veya daha fazla bir aralikta meydana gelir. [30].
Ciddi niikleasyon hacmine ulasildiginda, buz krista-
lizasyonu biitiin sistemde birden gergeklesir [2,16].
Kristalizasyon basladiginda, {iriin sicakligi hizlica
denge donma noktasina yiikselir [16,30]. S6z konu-
su Niikleasyon homojen ve heterojen olarak sekille-
nebilir [9,13,16].Tim farmasdtik solusyonlarda ve
steril filtre edilmis enjenksiyonluk suda, niikleasyon
heterojen niikleasyon olarak gézlemlenir [9,16].

Ozetle, sogutma ile sicakligi donma noktasina
diisiiriilen formulasyon, derin sogutma ile daha dii-
stik sicakliklarda kati forma gegmeden sogutulma-
ya devam edilir, baglayan buz niikleasyonunu, buz
kristallerinin geligimi ve liriiniin tamamina yayilma-

st takip eder. Kristallerin gelisimi ile donma nok-
tasinin 10-15 derece altindaki formulasyon 1sinarak
tekrar donma noktasina yaklagabilir.

Olusan buz ¢ekirdekcik sayisi, buz gelisiminin
orani ve buz kristallerinin biiyiikliigii derin sogutma
derecesine baglidir [13,21,29]. Daha ytiiksek derin
sogutma derecesi, daha yiliksek niikleasyon orani ve
daha hizli dondurma etki oranini olusturmaktadir.
Bu durum ¢ok sayida kii¢iik buz kristal olusumu
ile sonu¢lanmaktadir. Buna karsin, daha diisiik de-
rin sogutma derecesi, daha az sayida fakat biiylik
buz kristal olusumuna neden olmaktadir [3,16,29].
Derin sogutmay1 diisiirerek olusturulan biiyiik buz
kristalleri ile ylizey alanin1 minimize etmek isteni-
len bir diger strateji olarak belirtilmistir. [14,31].

Biyolojik standartlarin kurutulmasinda, don-
durma prosesi ayrica énemlidir. Onceden sogutul-
mus raflara tirtinlerin konulmasi ile yapilan snap-ani
dondurma, heterojenik kristal formasyonu ve final
iriin goriiniimii ile sonuglanabilmektedir [18,31].
Bununla birlikte eger biyolojik bir tiriinde dondur-
ma nedenli bir hasara meyil var ise bu durumda
-50 derecede 6nceden sogutulmus raflara triinlerin
yiiklenmesi seklinde olan hizli dondurmaya alter-
natif yoktur. Tarihsel olarak sivi nitrojen i¢inde ani
dondurma mevcut iiretim hacimlerinde ne giivenli
ne de pratiktir ki siklikla yiiksek oranda ampullerin
kirilmas1 ve kristalizasyon problemleri ile sonug-
lanmaktadir. Adjuvant siispansiyonlar veya hiicre-
sel komponent i¢eren materyaller de ayrica donmus
fazi tamamlamak i¢in gecen zamani ve sedimentas-
yon olasiligin1 minimize etmek i¢in dnceden sogu-
tulmus raflara yiiklenirler. Hiicresel ve viral yapila-
rin hizli dondurulmasi, daha kiigiik kristal olusumu
ile muhtemel kayiplarin asgariye indirebilmektedir
[18].

Kiigiik buz kristal olusumu, 6zelikle canli asi-
larin kurutulmasinda tercih edilebilir bir yol olarak
disiiniilebilir. Hizli sogutma ile kiiciik buz kris-
talleri elde edilebilir fakat biiyiilk buz kristallerin
sekillendigi yavas kurutmaya kiyasla daha uzun
kurutma stiresi ihtiyact dogar [3,7,29]. Ciinkii hiz-
It sogutmanin aksine yavas sogutma ile kurutma
prosesi boyunca {iriin matriksi i¢cinde buhar ¢iki-
sin1 daha az kisitlayan kanallar olusur. [10]. Lakin
biiylik buz kristallerin, as1 iirlinii i¢erigindeki canli
organizmalara verecegi zarar, liyofilizasyon kaybini
yiikselterek iiriin kalitesini ve stabilitesini olumsuz
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yonde etkileyebilecektir. Bu nedenle hizli sogutma
ile mikroskobik yapilarin korunmast agisindan sag-
lanan fayda unutulmamalidir [17,10]. Ayrica don-
durma, dolum hacmi ile de iliskilidir. Zira, daha
biiylik dolum hacmini barindiran viallerin donmast
icin daha uzun siire gerekir [29,31].

Biyolojik canli iiriinlerin liyofilizasyonunda,
buz kristallerinin kii¢lik oldugu, ani dondurma ola-
rak anilan hizli dondurma yonteminin tercih edil-
mesi prosesin daha basarili sonu¢lanmasina destek
verebilecektir. Genel olarak 0.5 C°dk bir sicaklik
disiisii yavas dondurmayi, 1 C°/dk’lik oran ise orta
hizda dondurmay1 tanimlamaktadir [7,31]. Dondur-
ma prosesinin, regeteye dokiilmesinde {iriine ait kri-
tik sicakliklar1 temsil eden Teu (6tektik sicaklik), Tc
(kollaps sicakligi) ve Tg (cam gecis sicakligi)’nin
g6z oniinde bulundurulmasi ¢ok onemlidir [7,31].
Dondurma asamasi, uygun sogutma hizi, uygun de-
rin sogutma sicakligi ve yeterli donma siiresi gibi
anahtar parametreler takip edilirse basarili sonuglar
saglayabilir.

Birincil Kurutma

Birincil kurutma basamagi, prosesi olusturan 3 ba-
samak arasinda en uzun siiren basamaktir [10,22].
Bu basamakta, cihaz haznesi igindeki basing diisii-
rliliir ve dondurma basamaginda olusan buz kristal-
lerinin sublimasyonunu baslatmak adina 1s1 uygu-
lanir [7,22]. Cihaz haznesi i¢indeki basing vakum
pompast araciligryla distrtliir [17,10]. Vakum
uygulamasi, donmus kiitleden su buharinin serbest
gbcline izin verir. Sublimasyon devam ederken,
donmus kiitle, kek tipi bir yapiya doniisiir [7]. S6z
konusu sublimasyon, donmus sivinin, sivi faza do-
niismeden direkt olarak gaz asamasina gegisi ola-
rak agiklanabilir [3,10,17]. Birincil kurutma sonrasi
ikincil kurutmada sicakligin yiikseltilmesiyle, eger
donmus kisim {irtinden uzaklagtirilmamisgsa bu du-
rum erime ile sonuglanabilir. Bu yiizden birincil
kurutmanin sona erecegi noktanin belirlenmesi ¢ok
onemlidir [10,17].

Birincil kurutmanin temel ideolojilerinden biri,
ilk olarak optimum iiriin hedef sicaklig1 belirlemek
(Tp), akabinde {iirtinii hizlica Tp degerine getirmek
ve nihayetinde bu sicaklik degerinde iirtinii birincil
kurutma boyunca bekletmektir [7,31]. Bu nedenle
birincil kurutma boyunca sicakligin kritik proses si-
caklik degerlerinin altinda olmak kaydiyla olabildi-

gince yiiksek tutulmasi geregi tavsiye edilmektedir.
S6z konusu kritik proses sicakliklart amorf {iriinler
icin Tc veya Tg ve kristalin yapilar i¢cin Teu erime
noktasidir [10,17]. Birincil kurutma boyunca {iriin
sicakliklar1 genel olarak -35 ile -20 C° arasinda bu-
lunabilmektedir. Uriin matriksi i¢indeki bagl su,
birincil kurutmadaki basing degerleri kullanilarak
fakat sicaklik daha da fazla yiikseltilerek uzaklas-
tirtlir [19].

Tiim formulasyonlarin, proses defektlerini 6n-
lemek adina, komple bir solidifikasyon igin daha
disiik sicaklikta sogutuldugu ve birincil kurutma
boyunca ayni diisiik sicakligin stirdiiriildiigi bir kri-
tik sicakligr bulunmaktadir. Tc sicakligl, materyalin
yumusayarak yapisini destekleyemedigi noktadaki
sicaklik degeridir. Teu, soliit materyalin eridigi ve
solvent uzaklastiktan sonra herhangi bir yapinin
olugmasinin engellendigi sicaklik degeridir. Tg ise
donmus materyalin kirilgan yapidan esnek bir yapi-
ya donlistiigl sicaklik degeridir [27].

Kabul edilir gériiniimde kurumus {iriin elde et-
mek i¢in {irlin sicakligi her zaman, Tc’ den birkag
derece diisiik olmalidir. Uriin sicakligi ile kollaps
sicaklig1 arasindaki fark, sicakligin giivenlik mar-
jini olarak tanimlanir. Daha yiiksek {irtin sicaklig:
daha hizli bir proses saglayabilir zira iiriin sicak-
ligindaki her 1 C° artis birincil kurutma stiresinde
yaklasik %13” liik siire diistisli sagladigi belirtilmig-
tir [10,12,31]. Bu agidan ¢ok diisiik iiriin sicakliklar1
ve bununla iligkili diigiik buz buhari basing degerle-
ri ¢ok uzun siiren birincil kurutmalar ile sonuglanir
[10]. Uriin sicakhigi Tc degerine ¢ok yakin olursa
kollaps riski de yiiksek olur [7,31]. Zira {iriin sicak-
ligindaki, kritik formulasyon sicakliginin iizerinde
bir artig cogunlukla iiriin kek yapisinin kaybr ile so-
nuglanir [10]. Bu acidan, kristalize edice ajanlarin
veya yiiksek Tg degerine sahip desktran veya siklo-
dekstrin gibi amorf yapida katkilarin ilavesi ile s6z
konusu kritik sicakliklarm yiikseltilmesi miimkiin
olabilir [4,10,17,].

Birincil kurutma boyunca kontrol edilebilir
sadece iki tane proses parametresi bulunmaktadir:
cember basinci ve raf sicakligi [3,7,22,25]. Cember
basinc, triin sicakligindaki buzun buhar basincin-
dan asagida olmalidir. Bu sayede sublimasyon ile
buz, tirtinden kondensere transfer olur ve kondenser
plakalarinda kristalize olabilir [7,10]. Liyofilizas-
yon haznesinde ¢ok yiiksek basing olmasi, subli-
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masyon ara yiizeyi ile hazne arasindaki basing gra-
diyentini diisiirerek ve buna bagli sublimasyonun
devami saglayan itici gilicii azaltarak sublimasyon
oranini azaltabilir. Eger hazne basinci, sublimas-
yon ara ylizeyindeki buzun buhar basincini geger-
se, kiitle transferi gerceklesemez [10,17,]. En diisiik
cember basinci degeri en hizli buz sublimasyonunu
saglayabilir fakat ¢ok diisiik cember basinci deger-
leri iirliniin, tipanin ugucu komponentleri ve vakum
pompasi yagi ile kontaminasyonuna neden olabilir.
Ayrica, bu durum, vialler arasinda 1s1 transferi ba-
kimindan daha biiylik heterojeniteler olusturabilir.
Pratikteki cogu uygulamada, cember basinci 50-200
mTorr arasinda degismektedir [31].

Birincil kurutma basamagi i¢in diger onemli
proses parametresi raf sicakligidir. Kurutma bo-
yunca hedef {iriin sicakligin1 koruyacak uygun raf
sicakligimi se¢imi ¢ok 6nemlidir. Birincil kurutma
boyunca raf sicakligi sublimasyona izin verecek
optimumda olmalidir. Eger ¢ok disiikk olursa, Tp
degerindeki buzun buhar basinci ile gember basinci
arasindaki minimum fark dolayisiyla yeterli subli-
masyonu olusmayacaktir. Fakat ¢ok yiiksek olursa
da kondenser sublime su buharini idare edemeye-
cektir [7,31]. Uriinden suyun sublimasyonu igin bir
enerji gerekmektedir ki bu durum iiriinde sogumaya
onciliikk eder. Sublimasyonun devami igin ihtiyag
duyulan enerjinin, raflarin belirlenmis yiiksek bir
sicakliga 1sitilmasiyla saglanmasi gerekmektedir
[10,17].

ikincil Kurutma

Cok bilesenli akodz bir ¢ozelti, buz sublimasyon si-
niria kadar dondurularak kurutuldugunda, donma-
mis rezidiiel suyun geride kalan kati ¢ozeltiden di-
fuzyon, dezorpsiyon ve evoparosyon ile uzaklastir-
dig1 proses ikinci kurutma olarak tanimlanmaktadir
[9]. ikincil kurutma, solut fazdan donmamis suyun
biiylik kismini1 dezorpsiyon ile uzaklastirilmasi i¢in
yiikseltilmis sicakliklarda gergeklestirilir [10,23].
Birincil kurutmanin temel amaci, ¢oziiciiniin, mat-
risten siiblimasyon yoluyla uzaklastirilmas1 olmak-
la birlikte, ikincil kurutmanin temel amaci, {iriiniin
nem igerigini biyolojik aktivitelerin veya kimya-
sal reaksiyonlarin gergeklesemeyecegi seviyelere
diistirmektir. Liyofilizasyon isleminin bu asamasi
aktif bilesenin kinetik saatini yavaglatmak igin bir
arag olarak iglev goriir. Kinetik saatin yavaslamasi,

liyofilize edilmis bir iiriiniin uzun siireli stabilitesi-
ni olusturur. Boylece 4-8 C° ‘de kisa siire saklana-
bilen bir as1, ayn1 ortam sicakliginda aylarca veya
yillarca etkinligini koruyarak muhafaza edilebilir
[13]. Birincil kurutma tamamlandiktan sonra kek
iceriginde bulunan su molekiilii miktari, hedeflenen
iiriin stabilitesinin saglanmasi i¢in genellikle ¢ok
yliksek degerde olmaktadir [31]. Bu nedenle, nem
iceriginin kabul edilebilir degerlere diistiriilme-
si, ikincil kurutma igleminin baslica islevidir [13].
Tiim donmus su molekiilleri siiblimlestikten sonra
ortamda yalnizca bagli su kalir. Bagl su kat1 mat-
riksin i¢ine hapsolmustur ve uzaklastirilmasi uzun
stirebilir [20]. Bagl su iiriinden absorbe edildigin-
den bu islem “Izotermal Desorpsiyon” olarak adlan-
dirilir. Diisiik raf sicakligi ve orta seviyede vaku-
mun kullanildig1 birincil kurutma isleminin aksine,
ikincil kurutma raf sicaklig ytikseltilerek ve hazne
basicit minimuma indirilerek gergeklestirilir. Fakat
raf sicakliginin yiikseltilmesi adim adim yapilmali-
dir, ciinkii ikincil kuruma sirasinda yliksek proses
sicakligimin kullanilmast protein polimerizasyonu
veya biyodegradasyona neden olabilir [10]. Ayrica
kollapsa ugramis iiriin daha disiik bir ylizey alanina
sahiptir ve buna bagl olarak daha yavas bir ikincil
kurutma olusur ki bu durum yiiksek rezidiiel su ve
rekonstitusyon zamaninda artis ile sonuglanir [23].

Ikincil kurutma esnasinda numunenin ¢ékmesi
genellikle birincil kurutmada ¢okme olasiligindan
daha az olmasina ragmen, numunenin o fazdaki Tg
noktasinin iistiindeki sicakliga maruz birakilmasiy-
la kurutulan matriste kollapslar olabilir [15]. Bu
yiizden, Ikincil kurutma igin raf sicakligi yavasca
artirllmalidir, ¢iinkii hizli bir sicaklik artisi, ikincil
kurutma sirasinda amorf yapidaki iiriindeki yiiksek
rezidiiel nem igeriginden dolay1 kollaps olusmasina
neden olabilir bu nedenle diisiik Tg ikincil kurut-
ma esnasinda tiriinde kollaps olusturma potansiye-
line sahiptir [30]. Kristal iiriinler, ikincil kurutma
sirasinda ¢Okme potansiyeli gdstermediginden,
bu driinler i¢in hizli bir sicaklik artig1 onerilebilir
[31]. Desorpsiyon hizi hazne basing degeri 200 m
Torr’dan (100-150 mTorr) diisiik olana kadar bag-
11 degildir, ancak desorpsiyon hizi iiriin sicakligina
(Tp) karst ¢ok hassastir [7]. Uriinler, suyun emili-
mine izin vermek igin belirli bir siire daha yiiksek
sicaklikta tutulmalidir. Daha uzun bir siire daha dii-
stik sicaklikta bir dongii yerine, daha yiiksek bir raf
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sicakligr dongtistinii daha kisa bir zaman periyodu
icin calistirmak daha iyi bir segenek olarak sunul-
maktadir [31]. Belirli bir sicaklikta desorpsiyon hizi
zamanla azaldigindan, belli bir siire sonra nem igeri-
&i seviyesinde az miktarda degisikliklere neden olur
[21]. Amorf iiriinlerin kurutulmasi, kristal halinde
olan firtinlerden daha zor oldugundan dolay1 bagh
suyun uzaklagtirilmasi i¢in daha yiiksek sicakliklara
ve daha uzun zamanlara ihtiya¢ duyulmaktadir [7].

Ikincil kuruma kosullar1 ayrica ¢dziinen mad-
denin konsantrasyonuna baglidir. Coziinen madde-
nin konsantrasyonu yiiksek oldugunda, kurutulmus
iiriiniin daha kii¢iik spesifik alana sahip olmasi ve
emilen suyun ¢ikarilmasi daha zor hale geldigin-
den, ikincil kurutma daha uzun zamanda veya daha
yiiksek sicaklikta gerceklesir [7,31]. Kurutmanin
durumunu ortaya koymak i¢in, birincil kurutmanin
sonunda ve ikincil kurutmanin basinda kurutucu
hazneden numune alici bir sistem ile ornekler ali-
narak rezidiiel nem ylizdesi gravimetrik olarak veya
Karl Fischer analizi yapilmaktadir [23].

Donmusg iiriiniin kurutulmasini birgok faktor
etkilemektedir. Bu faktorler bagimsiz olarak deger-
lendirilebilecegi gibi birbirleri ile etkilesim iginde
olduklar1 dinamik bir sistemi olusturduklari unu-
tulmamalidir. Bu nedenle ancak faktorler arasinda
hassas bir denge kurulmus kurutma receteleri ile
uygun {irlin elde edilebilir [3]. Basarili liyofilizas-
yon prosesleri, tiriindeki kaybi azaltarak ve stabili-
teyi arttirarak as1 liretim faaliyetlerinin verimligini
yiikseltebilir. Liyofilizasyon prosesinde hedeflenen
basariya ulagmak i¢in, birbirleri ile etkilesim iginde
olan basamaklar arasinda gegisin uyum icinde ol-
mast gerekmektedir. S0z konusu gerekliliklerin ye-
rine getirilmesi ancak prosesin anlasilmasi ve dogru
bicimde uygulanmasi ile miimkiindiir.
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Ozet: Avcilik canliligin her 6lgeginde goriilebilen bir etkilesim bigimidir. Bakteriyofajlarin da dahil edilmesi durumun-
da; mikronlar ile élgiilen canlilardan metreler ile dlgiilen hayvanlara kadar uzanan bir avci skalasi olusur. Okaryot ve
prokaryot canlilarin gosterdigi aveilik modelleri arasinda yatan temel fark, prokaryot hiicrelerin avlarmi yutamamasin-
dan kaynaklanir. Aver bakteriler ilk kez 1962 yilinda Heinz Stolp tarafindan; kiigiik, yliksek motiliteye sahip, zorunlu
avci, Gram negatif bakteriler olarak tanimlanmistir. Bu bakteriler, hiicreye tutunma ve hiicreyi lize etme yetenegine sa-
hiptir. Dogada yaygin olarak bulunan avci bakterilerin etki mekanizmalari tam olarak kesfedilememis ve bu bakterilerin
tamamu filogenetik olarak simiflandirilamamustir. In-vivo ve in-vitro ortamlarda yapilan ¢alismalarda avci bakterilerin
genis bir bakteri skalasina etki gosterdigi bulunmustur. Bu derlemede avcr bakterilerin filogenetik olarak siiflandiril-
masi, temel 6zellikleri ve etki mekanizmalari ile aver bakteriler kullanilarak yapilan bazi ¢aligmalar anlatilmistir.

Anahtar kelimeler: Avci bakteriler, Bdellovibrio ve benzeri organizmalar

Predator Bacteria

Abstract: Predatory is a form of interaction that can be seen at every scale of life. When viruses are considered, there are
predators creatures on every scale. The main difference between eukaryotic and prokaryote predators is that prokaryotes
are not capable of swallowing. Predator bacteria were first discovered by Heinz Stolp in 1962; small, high motility,
obligatory predator, Gram negative bacteria. The very small, very fast mobility of bacteria identified by Heinz Stolp has
the ability to attach to cells and lyse cells. The mechanisms of action of the predominantly hunting bacteria in the land
have not been fully explored, and not all of these bacteria have been classified phylogenetically. Studies done in-vivo
and in-vitro have shown that predator bacteria act on a large group of bacteria. In this review phylogenetic classifica-
tion of predator bacteria, basic features, mechanism of action and current studies using predator bacteria are explained.

Key words: Predator bacteria, Bdellovibrio and like organisms

Derleme / Review Article

Giris

Avct bakteriler ilk kez 1962 yilinda Heinz Stolp
tarafindan; kiiclik, yiiksek motiliteye sahip (yak-
lasik olarak saniyede 100 viicut boyu), zorunlu
avel, Gram negatif bakteriler olarak tanimlanmis-
tir. Bu bakteriler, hiicreye tutunma ve hiicreyi lize
etme yetenegine sahiptir. Bu 6zellikleri nedeniyle
bu bakteriler morfolojilerine ve yasam sekillerine
uygun olarak Bdellovibrio bacteriovorus olarak
tanimlanmistir.  “Bdella” kelimesi Yunanca kan
emici anlamima gelmektedir. Bu terim ilk kez tak-
sonomist Profesor Robert E. Buchanan tarafindan
kullanilmistir. Bdellovibrio ve benzeri organizma-
lar (BALQ’s) olarak tarif edilen zorunlu avcilarin
farkli aileler olusturdugu yakin zamana kadar bi-
linmedigi igin BALO’lar &-proteobakteriler igeri-
sinde tanimlanmakta idi. Yapilan son ¢aligmalar ise
zorunlu avcilarin farkli proteobakteriyel siniflarda

bulunabilecegini gostermistir. Ancak bazi bakteriler
farkli ailelerden gelseler bile eylem sekilleri, mor-
folojileri ve davranis bigimleri olarak BALO’lar ile
benzer olduklari i¢cin BALO terimi tiim avci bakteri-
leri kapsayan bir terim halini almistir (Ornegin Mi-
cavibrio spp. a—proteobakteriler sinifina aittir) [7].
Avci bakteriler taksonomik olarak farkli gruplarda
bulunmalarina karsin ¢ok az sayida avci bakteri tiirii
bilinmektedir. Bir bakterinin avcl olup olmadigini
anlamamiz1 saglayacak herhangi bir genetik imza
tasimamasi, avci bakterilerin bulunmasini zorlastir-
maktadir [10].

Avci Bakterilere Genel Bakis

Avcilik canliligin her 6l¢eginde goriilebilen bir etki-
lesim bicimidir. Bakteriyofajlarin da dahil edilmesi
durumunda; mikronlar ile 6l¢iilen canlilardan met-
reler ile dlgiilen hayvanlara kadar uzanan bir avci
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skalas1 olusur. Bu 6l¢egin en diisiik basamagi olan
viriisler ve bakteriler diisiiniildiigiinde genellikle
avcilar avlarindan daha kiiclik boyutlara sahiptir.
Ancak 06lgegin tist basamaklarinda bu durumun tam
tersi goriilmektedir. Av ve avci arasindaki boyut de-
gisiminin tersine dondiigii nokta olarak prokaryot
ve Okaryot hiicrelerin birbirinden ayrilmasi kabul
edilebilir. Ciinkii protozoonlar genellikle avlarindan
(bakterilerden) daha biiyiiktiir. Okaryot ve prokar-
yot canlilarin gosterdigi aveilik modelleri arasinda
yatan temel fark, prokaryot hiicrelerin avlarini yuta-
mamasindan kaynaklanir. Ancak fagositoz 6zelligi
olmayan bir hiicre kendisinden daha biiyiik bir hiic-
reyi avlayamaz demek dogru degildir. Kii¢iik bo-
yutlara sahip zorunlu avci bir hiicrenin kendisinden
daha biiyilik bir hiicreyi avlamasi farkli avantajlar
saglayabilir. Bu avantajlara; biliylimesi ve ¢ogalma-
st icin gerekli olan tiim maddeleri tek seferde elde
edebilmesi o6rnek gosterilebilir [4]. Daha biiyiik bir
av, basarili bir avciya bol miktarda besin ve enerji
kaynag1 saglar. Ayrica daha kii¢iik bir avel ava ¢ok
daha kolay yerlesebilir [7].

Aver  Bakterilerin  Filogenetik  Olarak
Siiflandirilmasi ve Etki Mekanizmalari

Proteobacteria
Ensifer adhaerens

Bakteri ilk kez Ensifer adhaerens ismi ile 1982 yi-
linda litaretiire girmis, 1988 yilinda ismi Sinorhizo-
bium adhaerens olarak degistirilmis ve yapilan ¢a-
ligmalar sonucunda 1990 yilinda tekrar eski ismini
almistir [7]. Toprakta bulunan Ensifer adhaerens’in
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerden olusan
genis bir av spekturumu bulunmaktadir. Ancak En-
sifer adhaerens zorunlu avci bir bakteri degildir [3].
Ensifer adhaerens avi ile arasinda sitoplazmik bir
koprii kurarak avina baglanir. Bu baglanma “cit”
benzeri bir baglanmadir. Bir hiicreye ayn1 anda bir-
cok avci hiicre baglanabilir. Baglanma sonucunda
av lize edilir [7]. Ayrica bakteriden elde edilen alli-
sinase enzimi ile elde edilen allisinin fungisit etkisi
gosterilmistir [17].

Micavibrio spp.

Micavibrio’lar Gram negatif ¢omak seklinde
bakterilerdir. Zorunlu avci yasam dongiisiine sa-
hiptirler. Bu yasam dongiisiiniin hareketli bakte-

rinin ava ihtiya¢ duydugu saldir1 donemi ve avina
geri doniisiimsiiz olarak baglandig1 baglanma do-
neminden olustugu diistiniilmektedir. Bu bakteriler
avlarma ytiksek derecede spesifiktir [7]. M. admi-
rantus ve M. aeruginosavorus olmak tizere iki tiirii
tanimlanmustir. Stenotrophomonas maltophila’y1 av
olarak kullanilarak M. admirantus, Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia ve Klebsiella
pneumoniae kullanilarak ise M. aeruginosavorus
izole edilmistir [8]. Micavibrio tiirlerini {iretebilmek
icin av olarak 55 farkli tiir denenmis ancak basari-
It olunamamistir. Ayrica ne kadar zengin besi yeri
kullanilsa da konak bagimsiz Micavibrio’lar iireti-
lememistir [7]. Micavibrio’lar epibiotik avcilardir
ve avlarinin periplasmik membranina niifuz etmez-
ler. Avlarinin hiicre duvarina yapisarak kendilerini
beslerler. Bu stirecte ¢ogalir ve avladiklari hiicrenin
Olimiine neden olurlar. Bu durum parazitik bir ya-
sam dongiisiine sahip olmalar1 anlami tagir [15].

Cupriavidus necator

Gram negatif, kisa, ¢omak sekilli bakterilerdir.
Zorunlu avci olmayan bu bakteriler topraktan izo-
le edilmistir. Zorunlu aver olmamalarina ragmen
Agromyces ramosus, Arthrobacter globiformis,
Azotobacter vinelandii, Bacillus subtilis, Bacillus
thurigiensis, Ensifer adhaerens, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus ve
Streptomyces spp. gibi genis bir Gram negatif bak-
teri grubunu avladigi gozlemlenmistir [7].

Aristabacter necator

Gram negatif bir bakteridir. Avina gruplar halinde
saldiran ve ¢it benzeri tutunma gosteren Aristaba-
cter necator zorunlu bir avcl degildir. Aristabacter
necator’un bu yiiksek inhibisyon giicii tirettigi giiclii
kimyasal maddelerle ve bu kimyasallarin sinerjistik
calismalar ile iliskilidir. In-situ incelemelerde bak-
terinin topraktaki yarigmaci ortamda hayatta kalma
becerisinin ¢ok yiiksek oldugu ve diger mikroorga-
nizmalar1 ortadan kaldirdig1 gézlenmistir. Aristaba-
cter necator gibi avcel bakteriler, farkli biyokimya-
sal maddelerin potansiyel bir kaynagi olabilirler.

Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia Gram negatif, hare-
ketli, oldukga kiicilik boyutlara sahip (0.7-1.8 x 0.4—
0.7 um), aerobik, katalaz ve oksidaz pozitif, nonfer-
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mantatif bir bakteridir [6]. Bakterinin av ile direkt
temast heniiz gézlemlenmemis olsa da etkenin bu-
lundugu ortamlarda hayalet hiicrelerin goriilmesi ve
etkenin hasarli hiicrelerden yayilan sinyalleri takip
etmesi onun zorunlu olmayan bir avei sayilmast i¢in
yeterli gorilmistiir [7]. Stentrophomonas’in ginii-
miizde bilinen 8 tiirii genel olarak toprakta ve bit-
kilerle yakin iligkili olarak yasamaktadir. Dogal ve
yapay Kkirleticileri parcalama ve degerli biyomole-
kiiller iiretme 6zelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle
bitkilerin gelisimi acgisindan oldukc¢a degerlidirler.
Ancak ozellikle Stenotrophomonas maltophilia in-
sanlarda patojenik etki gosterdigi ve yliksek antibi-
yotik direngliligine sahip oldugu i¢in dezavantajlari
g6z ard1 edilmemelidir [18].

Lysobacter spp.

Gram negatif olan bu bakteriler ¢ok uzun hiicreler
ve flamentler seklindedir (yaklasik 70u kadar). Ly-
sobacter’ler ¢ok miktarda salgi iiretir. Bu sayede
kat1 ortamlarda kolonileri kayma hareketi gercek-
lestirebilir. Lysobacter tiirlerini, besi yerinde tirete-
bilmek i¢in besi yerine bakteri eklenmesi (6rnegin;
Arthrobacter) gerekmektedir [12]. Lysobacter’ler,
kurt siiriisii taktigi kullanarak avlarina saldirmakta-
dir. Bu taktigi kullanmalarinin nedeni olarak avin
hiicre duvarina biraktiklari lize edici enzimlerin yo-
gunlugunu korumak istemeleri gosterilebilir [5]. Ly-
sobacter’ler enzimlerini biraktiktan sonra enzimler-
den etkilenecek ilk yap1 olan peptidoglikan tabaka-
sinda hizli bir lizis baglamaktadir [12]. Bu enzimler
pozitif yiklidiir ve birgok Gram pozitif bakterinin
peptidoglikan tabakasma etki gosterirken sadece
birkag Gram negatif bakteriyi etkileyebilmektedir.

Mpyxobacteria spp.

Myxobacteria’larin en karakteristik 6zelligi siiriiler
olusturmalar1 ve ¢ok hiicreli yasam tarzina sahip ol-
malaridir. Ornegin, vejatatif Myxobacteria hiicreleri
kordine bir sekilde hareket ederek siiriiler halinde
avlanirlar, bir bagka deyisle sosyal bakterilerdir [9].
Oldukga kuvvetli sekilde kayma hareketi yapabilen
Myxobacteria’lar bu 6zellikleri sayesinde 6zellikle
toprakta etkili bir sekilde avlanabilmektedir. Av-
lanma, ortamda bulunan tiim av hiicreleri lize edi-
lene kadar devam etmektedir [11]. Ayrica ortamda
bulunan besin miktar1 azaldiginda Myxobacteria
hiicreleri heniiz mekanizmasi bilinmeyen ancak ke-

motaksis yolu ile oldugu diisiiniilen bir yontemle
haberleserek sporokarp meydana getirmektedir. Bu
sporokarplar Myxobacteria tiirlerine gore renk ve
boyut olarak farkliliklar gdstermektedir.

Bdellovibrio ve benzeri organizmalar

Delta proteobacteria sinifinda bulunan Bdellovib-
rio spp., Bacteriovorax spp., ve Peridibacter spp.
Bdellovibrio ve benzeri organizmalar adi altinda
kiimelenmistir (d-BALO’s). Bdellovibrio ve benzeri
organizmalar ilk olarak 1962 yilinda Heinz Stolp ta-
rafindan toprakta yasayan bakteriyofajlarin izolas-
yonu sirasinda bulunmustur ve bulundugu giinden
itibaren hakkinda en ¢ok ¢aligma yapilan avci bak-
teri grubu olmustur [7]. d-BALO’lar Gram negatif,
kiigiik (0.25-0.5%0.75-2 pum), comak seklinde, yiik-
sek motiliteye sahip bakterilerdir. Tek kilifli, polar
bir flagelluma sahiptirler. Flagellum klasik bir dalga
hareketi gosterir. d-BALO’lar diger Gram negatif
bakterilerin zorunlu avcilaridir, diger bir deyisle
cogalmak icin tamamen diger bakterilere bagimli-
dirlar. Bu bakterilerin yagam dongiileri; periplasmik
yasam evresi, av arama evresi, baglanma veya tu-
tunma, invazyon evresi, bdelloblast evresi, bilyiime
evresi, cogalma ve konakgry1 pargalama evresi sek-
lindedir. Tutunma evresinde bakteri hiicresi segici
degildir, bu nedenle Gram pozitif bakterilere veya
ortamda bulunan baska biiyiik molekiillere tutunma
gerceklesebilir. Ancak bu tutunma kalic1 degildir.
Ortam sicaklifi ve pH’in tutunma ftizerine etkisi
bulunmaktadir. Bu faktorler rastgele tutunma ora-
nin1 diisiirmektedir. Aver hiicre uygun bir hiicreyle
temas sagladiktan sonra geri doniisii olmayan kalic1
tutunma gerceklesir. Bu donemde av olan hiicrenin
hiicre duvari yapisinin 6nemli oldugu diistiniilmek-
tedir. Aver hiicre tutunma gerceklestiginde fimbria
benzeri avcl uzantilar ile hiicre duvarini deler. Hiic-
re i¢ine niifuz eden bakteri flagellasin1 dig ortamda
birakir. Bu durumdaki hiicreye bdelloblast ismi ve-
rilmektedir [7]. Aver hiicre periplasmik membranda
iken hidrolitik enzimler salgilamaya devam eder
ve konakgiya ait makro molekiilleri pargalar. Intra
periplazmik membrana yerlesen BALO filamentoz
bir yap1 olusturur ve DNA replikasyonunu baslatir.
Konak hiicrenin tiim kaynaklari tiiketildiginde bii-
yiik filament6z hiicre 2 ila 9 yavru hiicreye boliintir
[4]. Boliinme gergeklestikten sonra yavru hiicreler
flagellarini olusturur ve konak hiicreyi parcalayarak
lize ederler [7].
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Chloroflexi

Chloroflexi genusu icerisinde bulunan Herpetosip-
hon tiirleri, Gram negatif olan, ancak tipik bir Gram
negatif hiicre duvarina sahip olmayan aerobik, ke-
mo-organotrofik, filamentdz bakterilerdir [12]. Olii
hiicreleri oldugu kadar canli hiicreleri lize etme ye-
tenegine sahip bu bakterilerin Gram negatif bakteri-
ler ve sporsuz Gram pozitif bakterileri avlayabildik-
leri tespit edilmistir. Laboratuvar ortaminda yapilan
calismalarda avlayacaklar1 bakteri kolonilerine fi-
lamentleri yardimiyla fiziksel basing uyguladiklari,
koloniyle temas ettikleri noktadan koloni merkezine
kadar bakteri hiicrelerini lize ederek devam ettikleri
gbzlemlenmistir. Bu strateji de kurt siiriisii taktigine
benzetilmistir [7].

Actinobacteria

Streptoverticillium

Streptoverticillium Gram pozitif, flamentli, fakiil-
tatif avci bakteridir. Ensifer adhaerens ile birlikte
topraktan izole edilmistir. Micrococcus luteus kolo-
nilerini iyi bir sekilde lize ederek avladig1 gozlem-
lenmistir [3].

Agromyces ramosus

Actinobacteria takiminda bulunan bu bakteri top-
raktan izole edilmistir. Fakdltatif bir aveidir. Azo-
tobacter vinelandii, Rhizobium leguminosarum,
Sinorhizobium meliloti, Agrobacterium tumefaciens
gibi Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin yani
sira maya hiicrelerini kemotaksis igeren bir yol ile
avladigi gozlemlenmistir. Avini 6ldiirebilmek igin
av hiicresine ¢ok yakin olmasi veya temas etmesi
gerekmektedir. Agromyces ramosus toprakta bulu-
nan bakterileri avladigi gibi kendisi de Cupriavidus
necatora av olabilmektedir [7].

Filogenetik Olarak Smflandirllamayan Avel
Bakteriler

Vampirococcus ve Daptobacter

Bu bakterilerden birisi olan Vampirococcus, oval
veya nispeten ¢omak seklinde bakterilerdir. Kiiglik
boyutlara sahip (0.3x0.6 um) bu bakterilerin hare-
ket etme yetenekleri yoktur. Bu nedenle kemotaksis
yapamazlar. Zorunlu avci olan Vampirococcus’lar
epibiotik avcilardir ve av hiicrelerinin duvarlarina
baglanirlar [7]. Daptobacter’ler Gram negatif, ¢o-

mak seklinde, 0.5 x 1.5 um boyutlarinda, hareketli
ve fakiiltatif anaerob bakterilerdir. In vitro kosullar-
da zengin besi yerlerinde ¢cogalmasi saglanan Dap-
tobacter’ler fakiiltatif avcilardir. Bu bakteriler avla-
rina elektron opak yapilarla baglandiktan sonra hiic-
re membranini pargalayarak sitoplazmasimn tiiketir,
avladiklar1 hiicrelerin icinde c¢ogalabilmektedirler.
Bu avlanma ydntemine, dogrudan istila stratejisi ad1
verilmistir [7].

Avci Bakteriler ile Yapilan Baz1 Calismalar

Bdellovibrio bacteriovorus basta olmak iizere avci
bakteriler, zoonotik patojenler olan Escherichia
coli ve Salmonella’nin da dahil oldugu veteriner
hekimliginde 6nem tastyan Gram negatif bakteriler
ile avlanan bir bakteridir. Bdellovibrio’lar biyolojik
kontrol ajani olarak iyi bir potansiyele sahiptirler
ancak canli hayvanlar iizerinde ¢ok az sayida dene-
me yapilmistir [1].

Onemli bir insan patojeni olan Shigella ile in-
fekte olan zebra baligi yavrulart (Danio rerio) lize-
rine olan etkisinin aragtirildig1 bir ¢alismada; Bdel-
lovibrio bacteriovorus baliklara injekte edilmis ve
in-vivo ortamda Shigella karsisinda etki gdstermis-
tir [16].

Tavuklar iizerinde yapilan bir ¢calismada avci
bakterilerin tavuk viicut sicakliginda zorlanmalari-
na karsin yasayabildikleri gosterilmistir. Buna ek
olarak ayni caligmada saglikli S. Enteritidis ile in-
fekte hayvanlar iizerinde Bdellovibrio bacteriovo-
rus oral ¢ozeltiler yolu ile kullanilarak test edilmis-
tir. Calismanin sonuglarina gore infekte hayvanlarin
gastrointestinal sisteminde olumlu bir iyilesme tes-
pit edilmis ve avci bakterilerin, tavuklarin sagligina
herhangi bir olumsuz etki gostermedikleri belirlen-
mistir [1].

Bu bakterilerin toksik etkileri arastirildiginda;
Bdellovibrio bacteriovorus ve Micavibrio aerugi-
nosavourus’un insan korneasi i¢in toksik olmadigi
bulunmustur. Bakteriler insanlarda, IL-8 iiretimini
uyarmis ancak IL-1f diizeyinde herhangi bir degisi-
me neden olmamistir. Benzer deney tavsanlar {ize-
rinde uygulanmistir. Bes gruba ayrilan tavsanlarin
gozlerine glinde 5 doz olmak tizere 5 giin boyunca
fizyolojik tuzlu su, vancomycin, Micavibrio aeru-
ginosavorus, Bdellovibrio bacteriovorus HD100
ve Bdellovibrio bacteriovorus 109J soliisyonlari
damlatilarak gozlenmistir. Calisma sonuglarinda bu
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bakteri suslar1 tavsanlarin okiiler dokusunda bir in-
filamasyona neden olmadig1 gibi herhangi bir tok-
sik etki yaratmamistir [13].

Infeksiyoz sigir keratokonjunktiviti diinya ge-
nelinde ciddi ekonomik ayiplara neden olan, sigir-
larin ciddi ve bulasici bir goz hastaligi oldugu bilin-
mektedir. Bdellovibrio bacteriovorus 109] susunun
sigir keratokonjunktivitinin etkeni olan Moraxella
bovis lizerine olan etkisi aragtirilmis; yapilan in-vi-
vo calismalarda Bdellovibrio bacteriovorus 109]
susunun memeli hiicreleri lizerine herhangi bir tok-
sik etkisi olmadig1 gibi Moraxella bovis infeksiyon-
larinin tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir
ajan oldugu belirtilmistir [2].

Bdellovibrio bacteriovorus 109] susunun Bdel-
lovibrio bacteriovorus ve Micavibrio aeruginosa-
vorus kullanilarak yapilan fare deneylerinde hem
saglikli hem de Klebsiella pneumoniae ile infekte
edilen fareler kullanilmistir. Nazal yol ile avcl bak-
terilere maruz birakilan saglikli farelerin 48 saat
boyunca immunoglobulin degerleri ELISA yontemi
kullanilarak 6l¢iilmiis ve dnemli bir artisa rastlan-
mamigtir. Saglikli farelerde herhangi bir akciger
problemi olusmadig1 gibi deneyin 10. giiniinde avci
bakteriler viicuttan tamamen temizlenmistir. Infek-
te edilen hayvanlara ayni1 sekilde nazal yol ile avci
bakteriler verilmis, sonu¢ olarak patojen yiikiiniin
kayda deger bir oOl¢iide azaldigi tespit edilmistir
[14].
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Ozet: Canine herpesvirus-1 ve phocine herpesvirus-1 ile yakin antijenik iliskisi olan felide herpesvirus-1 (FeHV-1),
kedigiller familyasinda akut ve kronik iist solunum yolu ve okiiler hastalik tablolarinin olusmasina neden olur. Hastalig1
atlatan hayvanlarda virusun latent kalma olasiligindan dolay1 reenfeksiyonlar goriiliir. Yapilan bu derlemede kedigiller
icin enfeksiydzitesi ve kontagiyozitesi oldukea yiiksek olan FeHV-1 enfeksiyonu ile ilgili bilgiler verilmistir.

Anahtar kelimeler: Felide herpesvirus-1 (FeHV-1)

Felide Herpesvirus — 1 (FeHV-1) Infection

Abstract: Felide herpesvirus-1 (FeHV-1), with a close antigenic relationship with canine herpesvirus-1 and phocine
herpesvirus-1, causes formations of acute and chronic upper respiratory tract and ocular disease cases in felidae family.
Reinfections are seen in animals that pull through the illness due to the possibility for the virus to remain latent. In this
review, information has been stated about FeHV-1 infection, whose infectiousness and contagiousness is quite high for

felidae.

Key words: Felide herpesvirus-1 (FeHV-1)
Giris
Herpesviridae familyasinin bir iiyesi olan felide
herpesvirus-1’in (FeHV-1) dogal konakgist kedigil-
lerdir. Bulas yolu ¢ogunlukla direkt temas olan vi-
ral ajan, konjuktiva ve korneada olusturdugu yogun
enfeksiyonun yani sira iist solunum yolu problemle-
rine de yol agmaktadir. Etken, primer enfeksiyonu
atlatan hayvanlarin genellikle trigeminal gangli-
onlarinda latent enfekte hale gegmektedir. lyilesen

hayvanlarin pek ¢ogu yasamlar1 boyunca etkeni ta-
sir ve sacarlar [7,20,50,53].

Ekonomik boyutu agarak insanlarin yasamla-
rinda 6nemli yer edinen bu hayvanlari enfeksiyon-
lardan korumak ve hastaliklarini tedavi edebilmek
icin, bilim insanlar1 yogun bir caba gostermekte-
dirler. Bu arastirmalar sonucu enfeksiyonlara karsi
koruma saglamak i¢in asilar iiretilmis veya hastalik-
larin sagaltimi i¢in antiviral ajanlar gelistirilmistir.

Bu derlemede kedigiller i¢in enfeksiyodzitesi ve
kontagiyozitesi oldukga yiiksek olan FeHV-1 enfek-
siyonu ile ilgili bilgiler verilmistir.

Etiyoloji

FeHV-1, Herpesviridae tamilyasinin, alphaherpes-
virinae altfamilyasinin varicellovirus genusu ige-

risinde yer almaktadir [14,15,29,34,45]. Etken, ilk
olarak 1958 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
iist solunum yolu enfeksiyonu semptomlart goste-
ren yavru bir kediden izole edilmistir. izole edilen
bu orijinal sus FeHV-1’in 6nciil susu olarak belir-
lenmis ve C-27 olarak isimlendirilmistir [15].

2016 yilinda yapilmis bir arastirmaya gore,
1968-2013 yillart arasinda, gesitli barmaklarda ve
kedi populasyonunun yogun oldugu bolgelerde 26
farkli FeHV-1 izolatina rastlanilmistir [54]. Elde
edilen tiim FeHV-1 izolatlar1 bir 6rnektir ve antije-
nik olarak fark gdstermezler yani etkenin farkl se-
rotipleri yoktur bununla birlikte ajan canine herpes-
virus-1 (CHV-1) ve Phocine herpesvirus-1 (PhHV-
1) ile genetik ve antijenik olarak yakinlik gdsterir
[7,17].

FeHV-1, felid kokenli primer ve sekonder
hiicre kiiltiirlerinde ve bobrek, timus, dil, akciger,
T- lenfosit, nérofibrosarkomadan koken alan hiicre
hatlarinda kolaylikla replike olabilir. Insan emb-
riyonik akciger hiicrelerine tutunur fakat penetre
olamaz. Bu hiicrelerde virusa kars1 dogal bir direng
bulunur [12,47,48].

FeHV-1’in yalnizca kedi eritrositlerini aglutine
etme 6zelligi vardir. Herpesviruslarin konaker segi-
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minde virus ile kirmizi kan hiicreleri arasindaki ilis-
kinin etkili oldugu diistintilmektedir [19,35].

Cift sarmalli DNA niikleoik asidi tasiyan viri-
onun boyutlar1 120—180 nm arasindadir. Tiim her-
pesviruslar, 12 pentavalent 150 hexavalent kapso-
merden olusan 20 yiize sahip ikosahedral bir kapsid
yapis1 gosterirler. Bu kapsid, niikleotidi kapsamak-
tadir ve kapsid tabakasiin {izerinde tegument adi
verilen protein yapili bir matrix yer almaktadir. Bu
yapinin tizerinde de lipit yapida zar tabakasi bu-
lunur [2,7,28,29,41]. Toplamda 74 farkli protein
tespit edilmistir [28,29]. Genom; inverter segmen-
ti (IR) araciligryla Unique Long (UL) ve Unique
short (US) olmak {iizere iki ayr1 bolgeye ayrilmigtir
[12,40].

Etkenin yapisinda baglangicta 8 glikoprotein
identifiye edilmis ve bunlar gB, gC, gD, gE, gG,
gH, gl ve gL olarak isimlendirilmistir. gC, etken ile
hiicre yilizeyinde bulunan heparan siilfat arasindaki
viral baglantinin kurulmasinda biiyiik rol oynamak-
tadir, gD’ nin ise feline-spesifik reseptor baglantisi
oldugu tahmin edilmektedir [29].

FeHV-1, son derece yiiksek tiir spesifitesine sa-
hiptir, etkenin kedigiller disinda bir rezervuari veya
alternatif konakgisi yoktur. Bununla birlikte, dis
etkenlere karsi da son derece labildir ve genel de-
zenfektanlara yiiksek derecede duyarlilik gosterir.
Virus, nemli ortamlarda 18 saat canli kalabilirken
bu siire kuru ortamlarda daha diisiiktiir [4,7,20].

Epidemiyoloji

FeHV-1 okiiler, nasal ve oral sckretlerle sa¢ilmak-
tadir. Virusun indirekt bulasmasi da kontamine alet,
personel, mama ve su kaplar1 vb. malzemeler yo-
luyla gergeklesir [9,30]. Enfeksiyon biiyiik oran-
da enfekte kediler ile direkt temas sonucu olusur.
Aerosol bulasma FeHV-1 i¢in 6nemli bir yayilma
sekli olarak kabul edilmemektedir c¢iinkii kediler
normal respirasyonlari sirasinda enfekte bir aerosol
meydana getirmezler fakat enfeksiyona bagli hapsi-
rik sirasinda meydana gelen damlaciklar virusu 1-3
metre Oteye tasiyabilir [7,30,38]. Akut enfekte hay-
vanlar enfeksiyonun yayilmasinda en biiytlik kaynak
olarak gosterilebilir. Bunun yani sira latent persiste
enfekte hayvanlar da etkenin sagilmasinda biiyiik
rol oynamaktadirlar [7].

Kedilerin, 6zellikle konjuktivalari ve ascenden-
sindeki duyu ndronlarinin aksonlari ile epitelyum
hiicrelerinde hizla ¢ogalan etken genellikle trigemi-
nal ganglionlarinda 6miir boyu latent persiste olarak
kalir, nadiren de olsa trigeminal ganglion ndronla-
rinda meydana getirdigi akut enfeksiyon, ndronla-
r1 savunmasiz kilar ve 6liimle sonuglanan vakalara
sebep olabilir [7,9,17,18,30,37,46,49].

Viral reaktivasyon ¢ogunlukla stres durumla-
rindan sonra meydana gelir, latent enfekte kedilerde
spontan sagilim iizerine yapilan deneysel ¢aligma-
lara gore, %1’lik kortikosteroid tedavisi uygula-
nan kedilerin %701, yuvalar1 degistirilen kedilerin
%181 ve laktasyondaki kedilerin ise % 40’1 etkeni
sagmuglardir [5,9].

Stres donemini izleyen siiregte virusun saptan-
mas1 miimkiin olamamaktadir, bunun sebebi, 1-13
giin arasinda sagilma siirecinden 6nce 4-11 gilinliik
bir lag fazi mevcuttur. Basit bir sdylemle, strese
maruz kalan bir kedi virusu sagmaya, bu olaydan
yaklasik 3 hafta sonra baglar [7]. Bu agidan kedinin
farkli bir ortama taginmasi, virusun yeni konaklara
sagilmasinda biiyiik bir risk olusturmaktadir [7,9].

Viral replikasyon ile indiiklenen DN A hasart1 so-
nucu mitokondrial apoptosis olusur. Herpesviruslar,
LAT (latency associated transcript) gibi ¢esitli anti-
apoptatik genler kullanarak olusan apoptazisi 6nle-
meye ve replikasyon yetilerini artirmay1 hedeflerler
[13,23].

Latensilerin olusumunda 6nemli rol oynayan
bir diger etken ise VP16 tegumentidir. Virionun
hiicre igerisine penetre oldugu fazda yiizeydeki mu-
kozal hiicrelerde VP16’ya rastlanilmigtir. VP16’ nin
aksagonal tasinimi yavas ve etkisiz oldugu igin la-
tent enfeksiyonlara sebep olmaktadir [51].

Patogenez-Klinik Bulgular

Optimum replikasyon sicaklig1 <37°C olan etkenin
inkubasyon siiresi 2 ile 6 glin arasindadir. Virus,
konjuktiva ve iist solunum yolu epitelyum hiicrele-
rinde replike olduktan sonra lokal néronlar1 enfekte
eder.

Yas, cinsiyet veya tiir ayirt etmeksizin tiim ke-
diler i¢in tehdit unsuru olan FeHV-1"in sebep oldu-
gu solunum yolu enfeksiyonu baslangicta yiiksek
ates, depresyon, istahsizlik ve hapsirmayla karakte-
rizedir. Nasal akintilar 5-7 giin icerisinde mukop-
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rulent bir hal alir, klasik rhinotracheitis, rhinitis
ve kronik sintisitise rastlanir. Cok ciddi olgularda
pnomoni gelisir [6]. Virusun oral replikasyonu asir1
salivasyona sebep olurken bu durumda oksiiriik ve
dispne de gelisebilir [17,20,29,45]. Kedilerdeki iist
solunum yolu hastaliklarinin %50-75” inin sebebi-
nin FeHV-1 oldugu ileri stiriilmektedir [53].

FeHV-1"in kedilerin pulmoner savunma meka-
nizmasinda bozukluklara yol agmasi sonucu hay-
vanlar, feline calicivirus, Bordetella bronchisep-
tica, Chlamydophila felis, Mycoplasma felis gibi
bakteriyel ve viral sekonder etkenler ile koenfekte
hale gelir. Enfeksiyon sirasinda intraniikleer ink-
luzyon cisimciklerine ¢ok nadir rastlanilir ¢linki
bu cisimcikler hastaligin 2-7. giinlerinde olusur ve
semptomlarin gozlenmeye basladigi evrelerde yok
olurlar [20,25,57].

Kedilerde, konjuktivitisin en biiylik sebeplerin-
den biri olan FeHV-1 ayrica korneal iilser, stomal
keratitis, keratokonjuktivitis siccaya neden olmak-
tadir [21,22]. Korneada epitel {ilserasyon ve kerati-
tis ile birlikte seyreden konjuktivitis en yaygin oku-
ler semptomdur. Sequestra ve eosinofilik keratitis
de FeHV-1 ile iliskili olarak sekillenebilir [50].

Deneysel veya dogal yolla enfekte olmus 6
yastan kiigiik kedilerde, yeni kemik olusumu veya
fibroblast donemde meydana gelen bozukluklar,
oportunist patojenlerin sebep olabilecegi kronik na-
zal enfeksiyonlara yol agabilir [20].

Duyarli kedi populasyonlarinda yiiksek sey-
reden morbiditenin aksine mortalite orani diigiik-
tiir. Genellikle 10-14 giin igerisinde olusan giig-
lii bir immun yanit ile hastalik iyilesir fakat virus
%80 oraninda trigeminal ganglionlarda latent kalir
[20,36,56]

Teshis

Primer enfeksiyon geciren kedilerde viral ajanla-
rin saptanmasi igin yeterli miktarda virus sagilimi
olmasina ragmen bu sagilim sirasindaki klinik bul-
gularin son derece kisith olmasi kesin teshisi zor-
lastirmaktadir [30]. Bu bakimdan organizmanin im-
munolojik cevabini ortaya koyan ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) ve immunfloresan
antikor testi benzeri testler ile virus izolasyonu ve
molekiiler yontemler enfeksiyonun teshisinde gii-

venle kullanilabilir. [11,29,30]. Virusun izolasyonu,
giliniimiizde altin standart olarak kabul edilmektedir.

Konjuktival, korneal veya nazal ylizeylerden
dakron veya pamuk swablarla alinan 6rnekler kont-
rol laboratuarlarina soguk zincire uygun bi¢imde,
hizl1 bir sekilde ve transport vasatlari i¢erisinde ge-
tirilmelidir [11,30,43].

Etkene enfeksiyonu takip eden 24 saatten daha
kisa bir siirede oropharangeal ve nasal bdlgelerden
alman swablarda rastlanabilinir [7,30]. Deneysel
olarak erigkin bir farenin korneasina skarifiye ola-
rak inokule edilen etkene immunohistokimyasal
yontem kullanilarak inokulasyonun 6. giliniinde
korneada, konjuktivada, iriste, koroidde, retinada,
siliar gangliada (CQG), trigeminal gangliada (TG),
pterygopalatin gangliada (PTPG), siiperior servical
gangliada, beyin sapinda, olfaktorik bulbada ve hi-
potalamusta rastlanilmistir [33,53].

Kedilerde s6z konusu enfeksiyonun teshisine
yonelik drnekleme yapilmadan dnce, etken madde-
si proparakain olan topikal anesteziklerin kullanimi
oldukca yaygindir ancak bu ilaglarin kullanildigi
bolgelerdeki FeHV-1 etkenini inaktif hale getirebil-
me riski bulundugu g6z ardi edilmemelidir [43].

Enfeksiyonun direkt teshisinde virus izolasyo-
nu 6nemli bir tan1 metotudur ancak etkenin hiicre
kiiltiiriinde tiretilmesinin uzun zaman almasi bu me-
todun dezavantaji1 olarak kabul edilir [11].

FeHV-1 enfeksiyonlarinin tanisinda serolojik
testlere bagvurmak ¢ok giivenilir degildir. Bunun en
biiylik sebeplerinden biri, kedinin ag1 uygulamala-
rima verdigi immun yanit ile sokak virusuna kars
verdigi immun yanitin ayirt edilememesidir. Bir
diger sebep, FeHV-1’in serum nétralizan antikor
titresi primer enfeksiyonlardan sonra diisiik seyre-
derken, primer enfeksiyona gore daha nadir gorii-
len reenfeksiyon durumlarinda bu titrenin yiiksek
seyretmesidir. Yapilan aragtirmalara gore, FeHV-1
seropozivitesi veya notralizan antikor yogunlugu ile
virus tespiti veya enfeksiyonun varliginin tespitiy-
le ilgili bir baglant1 kurulamamistir. Bundan dolay1
gilinimiizde serolojik testler daha ¢ok kedilerin im-
mun durumunun aragtirilmasinda kullanilmaktadir-
lar [26,30,32].

Diger bir teshis metodu da immun floresan an-
tikor testidir. Bu yontemi uygulamak ic¢in toplanan
ornekler, korneal kazint1 veya biyopsi ile elde edilir.
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Elde edilen bu 6rnekler, hiicre yilizeyindeki FeHV-1
epitoplarina 6zgii olan floresan boyalarla boyanmis
bir konjugat ile reaksiyona sokulur ve sonuglar flo-
resan mikroskoplarinda incelenir. [1,30,32].

FeHV-1’in tanis1 amaciyla farkli pek ¢ok PZR
test protokold gelistirilmistir ve ¢ogu viral timidin
kinaz genini baz alir. Ticari laboratuarlarda, kon-
vensiyonel PZR, real-time PZR ve nested-PZR gibi
farkli PZR protokolleri ile FeHV-1’in molekiiler
tanis1 saglanmaktadir. Pek ¢ok laboratuarda FeHV-
1’in molekiiler tanisinda standart olarak konvensi-
yonal PZR ve RT-PZR kullanilmaktadir. Nested-
PZR hassasiyetinin sebep oldugu yiiksek kontami-
nasyon riski sebebiyle kullanim alan1 dardir. Ayrica
molekiiler teshis amaciyla drnekler alinirken kulla-
nilan topikal anesteziklerin RT-PZR hassasiyetini
azalttig1 bildirilmistir [10,16,42,55].

Tedavi

FeHV-1 enfeksiyonunun antibiyotikler ile tedavisi
miimkiin olmamaktadir. Ancak, semptomatik tedavi
uygulanabilir. Anoreksi gdsteren hayvanlara, besin
ve s1vi destegi saglanmalidir. Dehidre olan hayvan-
lara damar i¢i veya deri alt1 serum (% 0,9’luk izo-
tonik NaCL solusyonu, %5°lik dekstroz solusyonu)
uygulamasi yapilmalidir. Ayrica, sekonder bakte-
riyel enfeksiyon riskine karsi amoksisilin, enrof-
loksasin ve tetrasiklin gibi etken maddeleri igeren
antibiyotik gruplari kombine edilerek kullanilabilir.
Keratitis, keratokonjuktivitis ve konjuktivitis gibi
klinik semptomlarin goriilmesi oftalmik antibiyo-
tikler uygulanabilir [6,52].

Sistemik olarak kullanilacak olan korti-
kosteroidler kronik enfekte hayvanlarda reenfek-
siyon riskini ortaya ¢ikardigi i¢in kontraendikedir.
Bununla birlikte oftalmik kortikosteroidler de iilse-
ratif keratitise yol agabilirler. Yapilan aragtirmalara
gore [6,52] % 0.25° lik oxymetazoline HCI nazal
dekonjestan damlanin enfekte kedilerde nazal akin-
tiy1 azalttigia ortaya konulmustur.

Invitro ortamlarda FeHV-1 enfeksiyonunun
tedavisi amaciyla gelistirilmis pek ¢ok antiviral ajan
bulunmaktadir. Bu ajanlarin baslicalar1 arasinda,
niikleosit veya niikleotid analogu olarak idoxuridin,
viderabin, trifluridin, sidofovir; Purin analogu ola-
rak asiklovir, gansiklovir, valgansiklovir, pensiklo-
vir, famsiklovir sayilabilir [30].

Herpetik enfeksiyonlarin tedavisinde antiviral
ilaglarin yani sira lizin, interferon, lambda-carrage-
enan, leflunomid ve laktoferrin gibi siniflandirilma-
mis ajanlar da kullanilabilir.

Uzerinde yogun bir sekilde ¢alisilan ve bir ar-
ginin antagonisti olan lizin FeHV-1’e kars1 en et-
kili antiviral ajan olarak kabul edilmektedir. [31].
Interferonlar da enfekte hiicrelerden komsu hiicrele-
re virusun yayilmasini baskilayarak etkenin tireme
dongiislinii deprese eder [50].

Koruma ve Kontrol

Enfeksiyonun 6nlenmesi ve kontrol altina alinabil-
mesi i¢in as1 uygulamalar1 ve hastalikla miicadele
yoOnetimi bir arada diisiiniiliip, hastaliga o pers-
pektiften yaklagsmak 6nemlidir. FeHV-1 prevalansi
yiiksek, kolay bulasabilen ve kimi zaman ciddi veya
6limciil vakalara sebep olan bir enfeksiyon oldugu
i¢in agilama en temel koruma yontemidir [8].

FeHV-1 enfeksiyonu ile miicadelede modifiye
canli agilar ve inaktif agilar kullanilmaktadir. Bunlar
Feline Corona virus (FCV), Feline Calicivirus ve
Feline Panleukopenivirus ile kombine sekilde ha-
zirlanabilmektedir [44]. Bazen FeHV-1 ve FCV as1-
larinin ayn1 anda uygulanmasi sonucu asiya bagh
olarak olusan klinik belirtiler goriilebilir [8]. Ayni
sekilde, atteniie FeHV-1 agilarinda reenfeksiyon
riski bulunmaktadir 6zellikle deri alti yolla uygu-
landiklarinda hastalig1 indiikleyebilirler, bu yiizden
asilama sonras1 kedilerin enjeksiyon bolgesini yala-
madiklarindan emin olunmalidir [24].

Intranazal modifiye canli as1 uygulamasi da iyi
bir koruma saglamakla birlikte nadir de olsa gegici
klinik semptomlarin olugsmasina yol agabilmektedir
ancak uygulanmasindan itibaren hizli bir koruma
saglayan as1 2 giinde kismi olarak koruma saglarken
4-6 giin i¢inde kayda deger bir immunite olusturur
[7,27]. Bundan dolay1 intranazal asilarin, bariaklar
gibi kedi popiilasyonunun ve hayvan sirkiilasyo-
nunun yogun oldugu yerlerde kullanilmalari tercih
edilmektedir [3,7].

Inaktif as1 uygulamalarindan sonra reenfeksi-
yon ve virus sacilimi gibi risk faktorleri bulunma-
dig1 i¢in oldukga giivenlidir. Hatta gebe kedilerde
uygulanmak lizere bazi inaktif asilar Uretilmistir.
Gebelik sirasinda uygulanan bu asilar yavrularin da
korunmasinda rol oynamaktadir [7].
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Avrupa Birligi {ilkelerinde Fehv-1’e karsi
as1t uygulamalar1 yilda 1 kez yapilmaktadir fakat
ABD’deki kimi bilimsel otoriteler, asilamaya bag-
I1 sarkoma vb. pek cok yan etkiyi de goz Oniinde
bulundurarak ilk asidan sonra 3 yilda bir rapelinin
yapilmasini dnermislerdir [39].

Ev kedileri, FeHV-1’¢ karst mutlaka diizenli
olarak asilanmalidir. Kediler belli bir siire hayvan
pansiyonu gibi risk faktori yiiksek bir yerde barin-
dirilacaksa aginin her yil yapilan rapel uygulamasi
aksatilmamalidir. Hijyen, bakim ve besleme sartla-
rinin iyi olmasi da oldukg¢a dnemlidir.
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Ozet: Kuduz, insan ve hayvan saglhigini etkileyen, 6nemli ve liimciil enfeksiyoz hastaliklardan birisidir. Bu derlemede;
Kuduz enfeksiyonunun molekiiler orijini, tarihgesi, Kuduza sebep olan Lyssaviruslarin gesitliligi, cografik dagilimlar:
ile tilkemizdeki Kuduz enfeksiyonunun durumu hakkinda bilgiler sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Kuduz, orijin, evrim, filogenetik

Molecular Evolution, Diversity and Geographic Distribution of Rabies Infection

Abstract: Rabies is one of the most important and deadly infectious diseases affecting human and animal health. In
this compilation; The molecular origin of rabies infection, its history, the diversity of Lyssavirus causing the disease, its
geographical distribution and the situation of the infectious disease in our country are presented.

Key words: Rabies, origin, evolution, phylogenetic

Giris

Kuduz enfeksiyonu; tarihgesi ¢ok eski yillara daya-
nan, diinyada Antartika kitasi disginda tiim katalar-
da tespit edilmis, her yil enfekte karnivor kokenli
1sirma vakalar1 sonrasi insan Sliimlerinin yasandigi
onemli bir viral zoonoz hastaliktir. Diinya genelinde
yilda yaklagik 60.000 kisinin Kuduz enfeksiyonun-
dan 6ldiigii tahmin edilmektedir [16].

Bu derlemede, zoonotik dneme sahip Kuduz
enfeksiyonunun etiyolojik o6zellikleri, molekiiler
orijini ve evrimi, viruslarin filocografik dagilimi ve
iilkemizdeki virus suslarinin durumu hakkinda bil-
giler bulunmaktadir.

Virusun Ozellikleri

Kuduz enfeksiyonu, Mononegavirales sifinin
Rhabdoviridae ailesinde yer alan Lyssaviruslar
tarafindan meydana getirilmektedir [10, 34].
Glikoprotein peplomerlere sahip lipid zar, heli-
kal olarak sarilmis niikleokapsiti ¢evrelemektedir.
Virion bu yapisiyla morfolojik olarak mermi veya
koniye benzemektedir. Virus negatif polaritede, tek
iplik¢ikli (single-stranded-ssRNA), 11-12 kb uzun-
lugunda ve pargali olmayan tek molekiil halinde bir
genoma sahiptir. Lyssavirus virionlar1 5 major pro-
tein icermektedir: niikleoprotein (N), fosfoprotein

(P), matriks proteini (M), glikoprotein (G), ve RNA
bagimli RNA polimeraz (L) proteinleridir [44].

Lyssaviruslarin Orijini

Lyssaviruslar’in konak¢r degisimine kanit olarak,
genotip 1’e ait eski iki virusun filojenisine bakildi-
ginda ilk bulagmanin, rakun RABV lineaji (Dogu
Amerika) ve Kuzey Amerika’da yakin iliskili oldu-
gu kokarca lineajinin (Merkez Amerika) arasinda
meydana geldigi tahmin edilmekteydi. Ancak bilin-
meyen bir bolgede kaynagi belli olmayan bir vek-
torden ikinci bir bulasma nedeniyle carnivorlarin
bir tlirlinde RABV’nin var oldugu ve tiim diinyaya
yayildig1 tespit edilmistir [3].

Diinyadaki Rabies olgularina bakildiginda insan
vakalarinin %99’dan fazlasin1 kopek (Canislupus
familiaris) orijinli memeli RABV (Rabies virus)
meydana getirmektedir [27]. Onemli bir patojen
olan Kuduz virusunun kiiresel filocografik durumu-
nu kesfetmek ve kopeklerde RABV evrim periyo-
dunu anlamak i¢in, Bayesian coalescent metoduyla
N ve G genleri incelenmis; Canid RABV lineajla-
riin Hindistan yarimadasindan muhtemelen 1500
yil Once ortak bir atadan kdken aldigr diigiiniilmiis-
tir (sekil 2) [5]. RABV lineajlart; Afrika 2, Afrika
3, Kutup iligkili, Asya, Cosmopolitan ve Hindistan
yarimadasi dali olarak tanimlanan farkli filogenetik
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gruplardan olugsmaktadir [4, 8, 24, 28]. On besin-
ci yy. boyunca okyanuslar arasi yolculugun gelis-
mesi sonrasinda “Cosmopolitan” yani ¢ok uluslu
olarak anilan kdpek RABYV lineaj1 kiiresel yayilim
gostermis ve tiim kitalara Kuduz’un yayilmasin-
da 6nemli bir rol oynadig1 diigiiniilmistiir [3, 24].
Onceleri Afrika 1 olarak adlandirilan Cosmopolitan
dali Afrika’nin kuzey, giiney ve merkezine dagilim
gostermistir [24]. Bu dalin Avrasya’dan biiyiik ola-
silikla ikinci gogleri temsil ettigi diistiniilmektedir
[5]. Diinya ¢apinda yayilim gdstermesinin yani sira
yaygin olarak Afrika, Asya ve Latin Amerika gibi
bolgelerde kopeklerde goriiliirken, ayn1 zamanda
Kuzey Amerika’da (kokarca, gri tilki ve ¢akal) vah-
si yasamdaki vektdrlere ait viruslarla da uyumlu ol-
dugu belirlenmistir 3, 35, 39].
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Sekil-1. Molekiiler zamanlamada Lyssavirus filogenetik
agaci [23]

Arctic-Related Clade

Sekil-2. Kopek kuduz virusunun orjin ve evrimi [1]

Afrika 2 ve Afrika 3 dallarinin yalnizca bulun-
duklar1 bolgeye spesifik oldugu goriilmiistiir [20].
Kutuplailiskili dal, Gronland ve Kuzey Amerika’nin
yani sira Asya’nin merkezinden dogusuna kadar
yayilmis, tiim kuzey yarim kiirede biiyiik bir ala-
n1 igsgal eden bir dizi lineajlar olarak dolagmakta-
dir [18, 24, 29, 31, 38]. Bu dal ayn1 zamanda Iran
ve Pakistan’da da dolagmaktadir [36]. RABV nin
Hindistan yarimadasi dali yalnizca Giiney Hindistan
ve Sri Lanka i¢inde dagilmistir [2, 37]. Yayilim i¢in
bu grubun ilk oldugu diisiiniildiiglinden ucamayan
memelilerde RABYV filojeni bazal bir pozisyon isgal
ettigi i¢in cok dnemlidir [5].

Karasal memeli RABV nin evcil kdpekler ara-
ciligiyla Hindistan yarimadasinin giineyinden bir
atadan koken aldig1 diisiincesi var olmasina ragmen,
bu hipotezi desteklemek i¢in daha genis bir cografi
bolgeyi temsil eden sekans drneklerinin test edilme-
si gerekmektedir. Ortak ata zamanlarini tahmin et-
mek i¢in kullanilan kaynastirma temelli (Coalescent
based) yontemlerle evrimsel farklilasmanin biiytik
olasilikla son 1500 yi1l i¢inde gerceklestigi on go-
rilmektedir. 2000 yildan daha uzun siiredir Orta
Dogu’da var olan en eski canid RABV lineajlarimi
yeni ¢aligmalarda kullanabilmek; ya sonradan nesli
tiikkenen yarasalardan bagimsiz bir yayilmaya sebep
olduklarindan ya da farkli bir Lyssavirus genotipi
olmalar1 sebebiyle miimkiin olamamaktadir [5, 40,
41].

Uzun donem filocografik ornekler igin; line-
ajlar arasindaki uygun farkliliklarin; bazilarinin
digerlerinden daha tistiin olmasina olanak vermesi
sayesinde, lineajlarin segici olarak ortadan kalk-
masina neden olabilmektedir. Bu bazi ara lineajlar,
stokastik islemler/siirecler nedeniyle ortadan kal-
kabilmektedir. RABV’nin yeni konakg¢ilara uyum
saglamasina imkan veren mutasyon faydalarinin
tespiti miimkiin olmasma ragmen, RABV evrimi
boyunca gozlenen dN/dS degeri ¢ok diisiik oldugu
icin glincel metodlarla belirlenememistir. Bu neden-
le RABV’deki uzun filocografik érnekler iizerinde
cok daha derin etkiye sahip olan rastgele siiregler
(stokastik siire¢) Ongoriiliir. Ozellikle uzun peri-
yodlar boyunca kisa déonem demografik agilimlarin
goriildiigii bu soylarin ¢ogunun genetik kayma ile
tesadiifi sekilde kaybolmasi bolgesel olarak ayr1 fi-
locografik dallarda ayrilmaya sebep olmustur [5].
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Lyssaviruslarin Evrimi

RNA virus grubundaki Lyssaviruslar, baglica Car-
nivora ve Chiroptera tiirlerine ait canlilari, vektor
olarak kullanirlar. Bu viruslarin ekolojik olarak iki
farkli memeli tiiriine adapte olabilmesi, basarili ko-
nake1 degisiminin olasi bir sonucu olarak yorumlan-
maktadir [3]. Tki farkli tiir arasindaki tiim protein
sekanslari; sinonim (dS) ve sinonim olmayan (dN)
yer degistirmelerin orani ile evrimsel siiregteki se-
cilimlerin etkisi degerlendirilebilmektedir (dN/dS
orani; 1’den biiylik ise pozitif secim, 1’den kiiciik
ise negatif se¢cim ve 1’e esit ise notr segim) [46].

Virus-konaket iligkilerinde 6nemli bir rolii olan
ve konak¢1 adaptasyon proteini olarak kabul edilen
G proteininin sekans analizleriyle Lyssavirus’un ev-
rimi konusunda arastirmalar yapilmis olup, ilk ola-
rak nokta mutasyonlar ve rekombinasyon gibi ev-
rimsel giiclerin, evrim oran1 ve modelindeki énemi
ortaya konulmustur [3, 7, 33].

Filogenetik analiz sonuglari; Chiroptera’dan
Carnivor’lara Lyssavirus’un basarili konak¢i de-
gisimi olasiligini, G geni tiimiindeki dN/dS oram
analizleri sonucunda; Lyssavirus evriminde nokta
mutasyonun ve negatif se¢imin 6nemli rol oyna-
dig1 ve bu siiregte rekombinasyon olmadigi fikri-
ni 6ne ¢ikarmaktadir. Bu baglamda, Chiropteran
Lyssavirus’larin  Carnivor RABV’den ¢ok daha
once var oldugu ortaya konulmustur (Sekil 1) [3, 7,
33].

dN/dS oranlart kullanilarak Lyssavirus’un ev-
rim orani yaklasik olarak 3,1x10*ile 5,5x10*dS/
yer/yil olarak bildirilmektedir. Bu oran, 284 ile 504
yil dnce Cosmopolitan varyantin ayrilma tarihini
ortaya koyar ki, bu zaman aralig1 da son 5 yiizyilda-
ki yogun insan hareketleriyle uyum gostermektedir.
En eski farkliliklar1 degerlendirmek i¢in kullanilan
non-sinonim diizeltilmis mesafelerle elde edilen bir
filogenetik agag; Chiroptera’lardan Carnivor ’lara
Rabies Virus (RABV) konakg¢1 degisimi zamanini
888 ile 1459 yil dncesine dayandigimi gostermek-
tedir [3]. Bu tahminin Carnivor Kuduzu'nun gii-
niimiizden yaklasik 4000 y1l 6nce tanimlandig1 ko-
nusu ile ¢eliskili oldugu goriilmektedir [41]. Ancak
Mezopotamya Kuduzu’ndan sorumlu Lyssavirus
tipi bilinmediginden, bu RABV lineajinin; tarih-
sel ve/veya cevresel olaylar ya da hastalik sebepli
sekillenen 6liimler sonucunda nesli tilkenmis ola-
bilecegi kabul edilmistir. 4000 yil 6nce Carnivor

Kuduzu’nun ortaya ¢ikisi Lyssavirus evriminin ol-
dukca yavas bir sekilde gerceklestigini yansitmak-
tadir [3]. Evrimin nétral modeli, polimorfizm kayb1
ya da neslinin tiikenmesine neden olabilen rast-
gele bir genetik stiriiklenme anlamina geldigi i¢in
Mezopotamya Lyssavirusu’nun neslinin tiikenmesi
en olas1 hipotezdir [26].

Lyssaviruslar; rezervuari disindaki konakeilara
yayilabilen zoonotik enfeksiy6z ajanlar olmuslardir.
Ancak hedefindeki herhangi son konak¢inin §liimii-
ne neden olduklarindan dolayi, ileriye yayilim s6z
konusu olamamaktadir. Bu nedenle yeni konakgi
tiirlerinde RABV nin basartyla yayilimi biiytik bir
adaptif meydan okumay1 gostermektedir [5, 28]. Bu
durum, kismen RABYV {izerinde etkili olan giiglii se-
cici kisitlamalarin bir yansimasidir. Potansiyel ola-
rak direnci arttiran nedenler arasinda, yiiksek oran-
da zararli mutasyonlarin ve dolayisiyla non-sinonim
aminoasit degisikligi (dN) oraninin diisiikliigii yer
almaktadir 5, 17, 25].

Lyssavirus Genomik Cesitliligi

Kuduz virusunun yedi genotipi i¢in (GT1-Rabies
Virus, GT2-Lagos bat virus, GT3-Mokola virus,
GT4-Duvenhage virus, GT5-European bat lyssa-
virus type 1, GT6-European bat lyssavirus type 2,
GT7-Australian bat lyssavirus) full genom sekansi
kullanilarak Lyssavirus’un genomik ¢esitliligi hak-
kinda c¢aligmalar raporlanmistir [9]. Uzunluklart
11918 nt.(GT7) ile 12016 nt.(GT2) arasinda ¢esit-
lilik géstermesine ragmen tiim genomlarin ayn1 ya-
pisal organizasyona sahip oldugu ortaya konmustur
(Tablo1). Kodlama bdlgelerinin tahmini boyutu ge-
notipler arasinda benzerdir ve M proteini tiim geno-
tiplerde ayni uzunluga sahipken P proteini ¢ok de-
giskenlik gostermistir [30, 32, 45]. Tim genomlar
¢evrilmeyen bolgelerle kaplanmig (UTR- untransla-
ted region) polisitokronik genom organizasyonuna
sahiptir [32, 42]. Benzerlik oranini yansitan gene-
tik ¢esitliligin boyutu proteinler arasinda ve iginde
degiskenlik gostermekte ve sirasiyla N>L>M>G>P
(95.2,94.2,92.3, 85.8, 81.5 %) amino asit benzer-
ligine sahip oldugu ortaya konulmustur [9]. Bolge
bagma d /d, oram (nonsynonymous substituons/
synonymous substituons) ol¢iildiigiinde elde edi-
len sayisal verilere bakildiginda, Kuduz virusunun
mutasyonlara yatkinliginin olduk¢a diisiik oldugu
bildirilmistir [9, 15].
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Glintimiizde Lyssavirus Uluslararast Virus
Taksonomisi Komitesi’ne (International Committee
on Taxonomy of Viruses; ICTV) gore, anti niik-
leokapsid monoklonal antikor panelleri ile reak-
siyonda olan antijenik 6rnekler ve genetik mesa-
feler gibi sinirlandirma kriterlerine dayali olarak,
Lyssaviruslar 16 farkli virus tiirtine ayrilmistir [47].
Lyssavirus tiirleri iki filo grubu ayrilir. Virusun
antijenik ve genetik profili, filogruplar i¢inde de
ayrilmaya imkan verir [10, 11, 16]. Filogrup 1,
Rabies lyssavirus, Duvenhage lyssavirus, Avrupa
bat Lyssaviruses tip 1 ve 2, Bokeloh bat Lyssavirus
ve Avustralya bat Lyssavirus’u kapsamaktadir.
Ayrica, Aravan Lyssavirus, Khujand Lyssavirus ve
Irkut Lyssavirus’da filogrup 1’in iiyeleri arasin-
dadir. Filogrup 2, Lagos bat Lyssavirus, Mokola
lyssavirus ve Shimoni bat Lyssavirus’u i¢ermek-
tedir. Filogruplarda 6nemli bir serolojik notralizas-
yon vardir, ancak filogruplar arasinda ¢ok sinirl
kros-notralizasyon tespit edilmistir. Bir filogruptan
inaktive edilmis virus fareye verildiginde olusan
antikorlarin ayni filogruptaki viruslar1 notralize et-
tigi ancak diger filogruptaki viruslara etki etmedigi
deneysel olarak ortaya konmustur [10, 11, 16]. Bat1
Kafkasya yarasa Lyssavirus, Ikoma Lyssavirus ve
Lleida bat Lyssavirus bagimsiz filogruplar olustu-
rabilir [47]. Ancak bu viruslara ait sinirli izolasyon
raporlanmasi, bu filogruplarin tam olarak resmi ad-
landirilmasina engeldir [6, 30].

Glikoproteinin  yapisinda bulunan ektodo-
main’in antijenik bolge III bolimii viral patojeni-
teyi 6nemli Olclide etkilemektedir. Bu antijenik
bolgedeki iki pozitif yikli bolge olan R333 ve
K330 viral patojenitede onemli etkilere sahiptir.
Glikoproteindeki bir R333 (ya da K330)’{in varlig1
Kuduz virusunun Challenge Virus Standart (CVS)
ya da Evelyn Rokitnicki Abelseth (ERA) susunun
virulensini belirlemektedir [3, 43]. R333’{in dogal
olarak eksikligi lyssavirus’un patojenitesi iizerinde
negatif etki yaratmaktadir [3]. Virulens i¢in gerekli
glykoprotein R333 bolimii filogroup 2’deki virus-
larda D333 ile dogal bir sekilde yer degistirmistir,
bu degisimin biiyiik olasilikla filogrubun patojeni-
tesinde azalmaya sebep oldugu diistiniilmektedir.
Afrika’daki yayilimi ve bugiine kadar az sayida in-
san ve hayvan vakasi raporlandigi i¢in filogrup 2
Lyssaviruslar (genotip 2 ve 3) toplum ve veteriner
saglig1 i¢in daha az tehlikeli olarak goriilebilmekte-

dir [12, 13]. Ayrica ¢ok az sayida izolatlara ragmen
filogrup 2 i¢indeki biiylik genetik ¢esitlilik, dogada
daha biiyiik ¢esitlilikte olabilecegi konusunda fikir
uyandirmalidir. Filogrup 2 igindeki biiytik hetoroje-
nite molekiiler bir fleksibilite saglayabilir. Diger bir
yandan klasik as1 (genotip 1) ile asilanmis birkag
hayvanin Lagos yarasa virusla miicadeleden ni¢in
korunmadigini agiklayabilir [3, 14].

Tiirkiye’de Kuduzun Epidemiyolojisi ve
izolatlarin Filogenetik Durumu

Orta Dogu ve Dogu Avrupa arasinda bir koprii gibi
konumunda bulunan Ulkemiz cografyasi dikkate
alindiginda, Kuduz virusunun da durumu bu bag-
lantiyla benzerlik gostermektedir [21]. Sekans ana-
lizleri neticesinde cografik orijinleri ile iligkili ola-
rak {i¢ farkli dala ait Kuduz virusu’nun Tirkiye’de
gbzlendigi sonucuna varilmigtir [21]. Bat1 dali ola-
rak adlandirilan dal Tiirkiye’nin batisindaki illerde
yaygin, ikinci bir dal ise dogu illerinden elde edilen
farkli izolatlar1 igerisinde barindirdigindan Dogu
dali olarak adlandirilmistir [19]. Bati dalinin daha
once bulunmadigr bolgelere dogru, gliney ve dogu
yonleri istikametinde yayilim gosterdigi belirtil-
mektedir [20]. Dogu dali iizerinde yapilan gene-
tik analizler ise; bu grubun iran, Irak ve Israil gibi
Orta Dogu iilkelerinden diger RABV sekanslartyla
iligkili oldugunu gostermistir [19, 22]. Dogu grubu
igerisinde yer alan Ardahan ilinden 6rnekler ince-
lendiginde bu izolatlardan bazilarinin Tiirkiye’nin
kuzey-dogu sinir komsusu olan Giircistan’dan elde
edilenler ile ¢ok yakin iliskili oldugu saptanmustir.
Bu dal Kuzey-dogu/ Kafkas dali olarak adlandiril-
mistir. Bu benzerlikler; yeni virus suglarmin tlke-
mize girmis olabilecegi konusunda dikkat ¢ekici
veriler olarak yorumlanmaktadir. Konakg1 tipinin
kombinasyonu, iilkenin topografisi ve smirlar1 bo-
yunca hayvan hareketleri Tiirkiye’deki kuduzun
mevcut epidemiyolojisinin sekillenmesine katkida
bulunmaktadir [19, 22].
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