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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
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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@
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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.
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500 sozciik olmalidir.
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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 numarast ile parantez icerisinde yazilmalidir. Ciimle sonunda
birden ¢ok kaynak belirtilecek ise kaynak numaralar kii¢iikten bii-

yiige dogru siralanmalidir. Metin igerisinde ikiden ¢ok yazarli kay-
nak kullanimlarinda ilk yazarin soyadi yazilmali diger yazarlar ise
“ve ark.” (Ingilizce metinlerde “et al.”) kisaltmast ile belirtilmeli-
dir. Dergi adlarinin kisaltilmasinda “Periodical Title Abbreviations:
By Abbreviation” son baskis1 esas alinmalidir. Kaynaklar 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;
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Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK,
(1992). Induced transplacental transmission of N. caninum in cat-
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Editorli Kitap:
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Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocyto-
genes. Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc,
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Kongre Bildirileri:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, izmir-
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Aksoy E, (1997). Sigir Vebas: hastaliginin histolojik ve immuno-
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yazarlardan sadece birinin adi/soyadi, adresi ve e-posta adresi ¢a-
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7. Latince cins ve tiir isimleri italik yaz tipi ile yazilmahdir. Tiim
Olgiiler SI (Systeme Internationale)’ye gore verilmelidir.

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

9. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayimlanacak olan,
hayvan deneylerine dayali bilimsel ¢aligmalarda “Etik Kurul Onay1
Almmistir” ifadesi aranir.

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

11. Uriinlerin ticari adlar ile karsilastiriimalarina yonelik aragtir-
malar derginin ilgi kapsami disindadir.

12. Arastirmaya konu olan maddelerin ve iiriinlerin ticari adlar
kullanilmamalidir.

13. Sayet varsa arastirmanin desteklendigi kurum adi ve proje nu-
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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.

Summary should be in Turkish and English, single paragraph and
composed of at most about 500 words.

Key words 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 parenthe-
sis. If there is more than one reference that refers to the same is-
sue, 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 cat-
tle. ] 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 Ki, 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 monocyto-
genes. Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc,
San Diego. p.248-256.

For congress papers:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, Izmir-
Turkey.

For dissertations:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebast hastaliginin 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.
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Molecular detection of Eimeria stiedae in an Angora rabbit

Armagan Erdem UTUK', Fatma Cigdem PiSKINZ, ibrahim BALKAYA®,
Mehmet Cagr1 KARAKURUM?*
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* Mehmet Akif Ersoy University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Internal Medicine, Burdur, Turkey

Gelis Tarihi / Received: 04.09.2015, Kabul Tarihi / Accepted: 16.10.2015

Abstract: Hepatic coccidiosis caused by Eimeria stiedae, results in severe infection, outbreaks and deaths in young
rabbits. Disease is diagnosed by time consuming methods like fecal examination, oocyst sporulation and necropsy. The
aim of this study was to detect E.stiedae with species specific Polymerase Chain Reaction (PCR), without waiting oocyst
sporulation and necropsy. Impression smears were prepared from liver nodules and stained with giemsa. Fecal samples
were collected from the intestines and examined by centrifugal flotation with salt solution to detect Eimeria spp. oocysts.
Then oocysts were sporulated in 2.5% (w/v) aqueous potassium dichromate (K,Cr,0,). Primers specific to E.stiedae
were used in PCR reaction. Eimeria spp. oocysts were detected after the examination of impression smears and bowel
content. E.stiedae was diagnosed after the measurement of sporulated oocyst and PCR. At the end of the study, we think
that; PCR will be very valuable for the rapid and true diagnosis of hepatic coccidiosis in rabbits.

Key words: Angora rabbit, Eimeria stiedae, Molecular detection, Turkey.

Bir Ankara tavsaninda Eimeria stiedae’nin molekiiler tanisi

Ozet: Eimeria stiedae’nin neden oldugu karaciger coccidiosisi, geng tavsanlarda ciddi enfeksiyon, salgin ve liimlerle
sonuglanir. Hastalik digki muayenesi, oocyst sporlandirma ve nekropsi gibi zaman alic1 yontemlerle teshis edilir. Bu
calismanin amaci, E.stiedae’y1 oocyst sporlandirma ve nekropsiyi beklemeden tiire 6zgii Poimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile teshis etmekti. Organ tuseleri, karaciger nodiillerinden hazirlanarak giemsa ile boyandi. Digk1 6rnekleri bagir-
saktan alinarak Eimeria spp. oocystlerini belirlemek i¢in tuzlu su-flotasyon yontemi ile incelendi. Elde edilen oocystler
%2.5’lik potasyum dikromat (K ,Cr,0.) ¢6zeltisinde sporlandirildi. PZR’de ise E.stiedae igin tiir spesifik primerler kul-
lanildi. Organ tuseleri ve bagirsak igeriginin incelenmesi neticesinde Eimeria spp. oocystleri, PZR ve sporlandiriimis
oocystlerin dlgliimii sonucunda E.stiedae tespit edildi. Calisma sonucunda PZR nin tavsanlarda karaciger coccidiosisi-

Case Report / Olgu Sunumu

nin hizli ve dogru bir sekilde teshisinde etkili bir yontem oldugu kanisina varildu.

Anahtar Sozciikler: Ankara tavsani, Eimeria stiedae, Molekiiler tani.

Introduction

Rabbits are raised for various commercial purposes
such as wool, fur and meat production. Additionally,
they are important laboratory animals. Coccidiosis
is an important parasitic disease of rabbits and
causes high incidence of morbidity and mortality.
The disease occurs in hepatic and intestinal forms
[1].

Hepatic coccidiosis caused by Eimeria stiedae,
results in severe infection, outbreaks and deaths in
young rabbits. The parasite completes its develop-
ment in bile ducts of liver. By time, bile ducts thick-
en and disrupt the liver function. Eventually, liver
becomes markedly enlarged and irregular yellow-

ish and white nodules or cords develop on it, which
later on tend to become integrated. Diarrhea and ic-
terus can be seen in infected animals [1,2].

To date, a few studies about microscopic and
histopathologic diagnosis of rabbit coccidiosis have
been published in Turkey [3,4,5,6,7]. The aim this
study was to detect E.stiedae with species-specific
Polymerase Chain Reaction (PCR), without waiting
oocyst sporulation and necropsy.

Material and Method

Liver and bowels of a 4-month old dead Angora
rabbit were sent to the Parasitology Department
from a rabbit farm. At the anamnesis, we learned

Yazisma adresi / Correspondence: Armagan Erdem Utiik, Cukurova University, Faculty of Ceyhan Veterinary Medicine,
Department of Parasitology, Adana, Turkey — E-posta: autuk@cu.edu.tr
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that 50 rabbits were in the flock and infected 20 of
them died.

At macroscopic examination, there were a lot
of yellow-white nodules on the liver and many of
these nodules contained caseous material (Fig. 1).
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Fig. 1: Yellow nodules throughout the liver parenchyma.

Impression smears were prepared and stained
with giemsa. Fecal samples were collected from
the intestines and examined by centrifugal flotation
with salt solution to detect Eimeria spp. oocysts.
Fecal samples were put into a solution of 2.5% (w/v)
aqueous potassium dichromate (K,Cr,0.) and were
allowed to sporulate. Oocysts were concentrated by
zinc sulphate flotation method [8]. 20 sporulated
oocysts were measured by oil immersion lenses on
a microscope. All measurements were done as pm.
Oocyst identification was done according to related
literatures [9,10,11].

Genomic DNA extraction was done from the
nodules on the liver tissue and oocysts, using DNeasy
TM Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) by fol-

lowing the manufacturer’s instructions. Before the
extraction, liver tissue was broken into small piec-
es with a scalpel. Then, broken tissue and oocysts
were washed with PBS for five times. Esti-ITS1-F
(GTGGGTTTTCTGTGCCCTC) and Esti-ITSI-R
(AAGGCTGCTGCTTTGCTTC) primer pair, spe-
cies specific for E.stiedae, was used to amplify par-
tial sequence of Internal Transcribed Spacer (ITS-1)
fragment of ribosomal DNA (rDNA) repeats [12].

PCR reaction volumes of 50 ul contained 5
pl of template DNA (50 ng), 80 uM of dNTP mix,
2.5 mM of MgCl2, 50 pmol of each primer, 5 pl of
10x PCR buffer and 1.25 U of TagDNA polymerase
(MBI, Fermentas, Lithuania) and 26 ul DNase,
RNase free water (Biobasic, Inc). The PCR condi-
tions were: 2 min at 95 °C (initial denaturation), 35
cycles of 1 min at 95 °C, 1 min at 50 °C and 1 min
at 72 -C and finally 5 min at 72 °C (final extension).
The PCR products were separated on agarose gels
(1.5%), stained with ethidium bromide and visual-
ized on an UV transilluminator. DNase, RNase free
steril distilled water (Biobasic, Inc), used as nega-
tive control.

Results

As a result of the microscopic examination of im-
pression smears of liver and bowel content, we de-
tected Eimeria spp. oocysts (Fig. 2). Oocysts, left in
K,Cr,0, for sporulation, were oval-ellipsoid; there
was no oocyst residuum, but there was a micropil.
Sizes of oocysts were 19.7 X 36.1 (17-21 X 34-38)
um. Sporocysts were ellipsoid; there was a stidea
body and a sporocyst residuum. Sizes of sporocysts
were 8.9 x 15.0 (8-10 X 12-17) um. (Fig. 3). At the
end of the PCR, we amplified 217 bp of ITS-1 of the
ribosomal gene, specific for E.stiedae (Fig. 4).

Fig. 2: Impression smear of liver
nodules (left) and unsporulated
Eimeria spp. oocsyt from bowels
content (right).

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx

Cilt 26, Sayi1 2, 2015, 41-44



Utiik AE et al. Molecular detection of Eimeria stiedae in an Angora rabbit 43
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Fig. 4: Amplification products separated by 1.5% agarose
gels and stained with ethidium bromide. M: Marker, 1:
Template DNA extracted from liver nodules, 2: Template
DNA extracted from bowel content, 3: Negative control
(distilled water).

Discussion

Eleven distinct Eimeria species were found in
the domestic rabbits. While ten of these species
cause intestinal coccidiosis, E.stiedae causes he-
patic coccidiosis. Agents of intestinal coccidiosis
are classified as very pathogenic (E.intestinalis,
E flavescens), moderately pathogenic (E.irresidua,
E.magna, E.piriformis) and slightly pathogenic
(E.media, E.exigua, E.perforans, E.coecicola).
Eimeria stiedae can be classified as moderately or
very pathogenic [1,13,14]. These species affect the
rabbit production and cause reduced growth rate,
feed conversion and increased mortality at different

Fig. 3: Sporulated E.stiedae oocysts.

rates [1,13]. Efficiency of some anticoccidial drugs
has different effects on different Eimeria species in
rabbits. According to Polozowski [15], robenidine
was very effective against intestinal coccidiosis
agents at the dose of 66 ppm, but it had weak effect
on E.stiedae infections. From this point of view spe-
cies identification may be important in the epidemi-
ology and treatment of rabbit coccidiosis.

Species identification is based on the size of
oocysts and sporocysts, morphological features,
prepatent period, and site of colonization [9,10,13].
The sporulation time for E.stiedae is approximately
2-3 days [16]. Even though oocyst morphology is
useful for the diagnosis of Eimeria species, it is
time consuming and requires specialist personnel.
Especially in mix infections, when the number of
oocysts of a certain species is not too many, it is very
difficult to diagnose at species level [17]. Disease
may spread in the flocks, while researchers waiting
the sporulation for the diagnosis. The importance
of rapid diagnosis becomes prominent in the early
administration of medication for the preventation of
the disease.

A few studies were published about rabbit coc-
cidiosis in Turkey [3,4,5,6,7]. Most of these studies
were about the prevalence of intestinal coccidiosis
[3,5,6,7], one of which was focused on the hepatic
coccidiosis [4]. Common feature of these studies is
that diagnosis of coccidiosis is based on such con-
ventional techniques as oocyst measurement, mor-
phology and histopathology.

Yan etal. [4], developed a multiplex PCR for the
simultaneous detection of E.stiedae, E.intestinalis,
and E.flavescens. Oliveira et al. [12], developed 11
species specific PCR primers that discriminate etio-
logical agents of coccidiosis in rabbits.
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In this study, we used Esti-ITS1-F and Esti-
ITS1-R primer pairs [12] in PCR, addition to oocyst
measurement and morphology for the diagnosis
of hepatic coccidiosis. According to Oliveira et al.
[12], this primer pair was so specific to E.stiedae,
and no cross-specific bands were observed. They
mentioned the detection limit of the PCR as 0.8
sporulated oocyst. With PCR, we got results in one
day without waiting oocyst sporulation or histopa-
thology. We concluded that, in case of mix infec-
tions and inability to do necropsy, PCR will be very
valuable for the rapid and true diagnosis of rabbit
coccidiosis.

Acknowledgements

The authors declare that there is no conflict of in-
terests.

References

1. Bhat TK, Jithendran KP, Kurade NP, (1996). Rabbit coc-
cidiosis and its control: A review. World Rabbit Sci. 4, 37-
41.

2. Ebtesam MM, (2008). Hepatic coccidiosis of the domestic
rabbit Oryctolagus cuniculus domesticus in Saudi Arabia.
World J Zool. 3, 30-35.

3. Cetindag M, Biyikoglu G, (1997). The distribution of
Eimeria species in domestic rabbits of Ankara region. Acta
Parasitol Turcica. 21, 301-304.

4. Erdogmus ZS, Eroksuz Y, (2006). Hepatic coccidiosis in
Angora Rabbits. ] Anim Vet Adv. 5, 462-463.

5. Merdivenci A, (1963). Eimeria (Coccidia) species from do-
mestic and wild rabbits in Turkey. T Biol Derg. 13, 26-35.

6. Oncel T, Gulegen E, Senlik B, Bakirci S, (2011). Intestinal
coccidiosis in Angora Rabbits (Oryctolagus cuniculus)
caused by Eimeria intestinalis, Eimeria perforans and
Eimeria coeciola. YYU Vet Fak Derg. 22, 27-29.

7. Tasan E, Ozer E, (1989). A study on the occurrence of
Eimeria (Protozoa, Eimeriidae) in hares in the vicinities of
Elazig and Tunceli. Doga Turk Vet Hay Derg. 13, 60-65.

8. Cakmak A, Vatansever Z, (2001). Coccidiosis de tani. In:
S. Dincer (Ed.): Coccidiosis. Turkiye Parazitoloji Dernegi
Yayinlari, No: 17. Meta Basim, [zmir, Turkey, p.127-132.

9. Darwish AL, Golemansky V, (1991). Coccidian parasites
(Coccidia: Eimeriidae) of domestic rabbits (Oryctolagus
cuniculus) in Syria. Acta Protozool. 31, 209-215.

10. Hobbs RP, (1998). Coccidia (Eimeria spp) of wild rabbits
in South Western Australia. Aust Vet J. 76(3), 209-210.

11. Karaer Z, (2001). Evcil Tavsanlarda (Oryctolagus cunicu-
lus) Coccidiosis. In: S. Dincer (Ed.): Coccidiosis. Turkiye
Parazitoloji Dernegi Yayinlari, No: 17. Meta Basim, Izmir,
Turkey, p. 269-278.

12. Oliveira UC, Fraga JS, Licois D, Pakandl M, Gruber
A, (2011). Development of molecular assays for the iden-
tification of the Eimeria species of the domestic rabbit
(Oryctolagus cuniculus). Vet Parasitol. 176, 275-280.

13. Pankadl M, (2009). Coccidia of rabbit: a review. Folia
Parasitol. 56, 153-166.

14. Yan W, Wang W, Wang T, Suo X, Qian W, Wang S,
Fan D, (2013). Simultaneous identification of three highly
pathogenic Eimeria species in rabbits using a multiplex
PCR diagnostic assay based on ITSI1-5.8SrRNA-ITS2 frag-
ments. Vet Parasitol. 193, 284-288.

15. Polozowski A, (1993) Coccidiosis of rabbits and its con-
trol. Wiad Parazytol. 39, 13-28.

16. Taylor MA, Coop RL, Wall RL, (2007). Veterinary
Parasitology, Third edition. Blackwell Publishing
Company, Cambridge, UK, p. 605-611.

17. Long PL, Joyner LP, (1984). Problems in identification of
species of Eimeria. J Protozool. 31, 535-541.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx

Cilt 26, Sayi1 2, 2015, 41-44



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2015; 26 (2): 45-51

Sap Hastahg
Omer Banis INCE!, Ozgiir KANAT?

! Tarim ve Kirsal Kalkinmayr Destekleme Kurumu (TKDK), Afyon Il Koordinatorligii, Afyon
2 Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Hatay

Gelis Tarihi / Received: 21.12.2015, Kabul Tarihi / Accepted: 31.12.2015

Ozet: Sap hastalig1, yalnizca cift tirnakli hayvanlari etkileyen bir hastalik olmayip canli hayvan ve hayvansal iiriinlerin
ticaretindeki uluslararasi kisitlamalar nedeniyle ekonomik 6nemide olan viral hastaliklardan birisidir. Sap virusunun
etiyolojisi teshis ve uygun asilarin tiretiminde dnemli bir etmendir. Hastaligin endemik oldugu iilkelerde uygun serotipte
inaktif agilarla koruyucu agilamalar yapilmakta ve hastaligin prevalansinin diistiriilmesine yonelik 6nlemler alinmakta-
dir. Son yillarda Sap hastaliginin diinyada hizli bir yayilim gostermesi ve ¢ok siki tedbirler alan tilkelerde bile goriilmesi,
hastaligin epidemiyolojisinde her iilkeye 6zgii risk faktorlerinin belirlenmesinin 6nemini bir kez daha ortaya ¢ikarmistir.
Bu derlemede, Sap hastalig1 virusunun etiyolojisi, Diinya’da ve Tiirkiye’de dagilimi, epidemiyolojisi, patogenezi, teshis
ve kontroliine yonelik giincel bilgiler verildi.

Anahtar kelimeler: Sap hastalig

Foot and Mouth Disease: A review

Abstract: Foot and mouth disease is not only a disease affecting cloven-hoofed livestock but also one of the economic
important viral diseases due to international restrictions on trade of live animals and animal products. The ethiology of
Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) is a significant factor in the diagnosis and the production of suitable vaccines.
In countries where the disease is endemic, protective vaccinations are performed with inactive vaccines of suitable
serotype and measures are taken in order to reduce the prevalence of the disease. Rapid spreading of Food and Mouth
Disease and its occurrence even in countries which take strict measures in recent years has once more brought forward
the importance of the determination of risk factors which specific to each country in the epidemiology of the disease. In
this review, about the distribution in the World and Turkey, epidemiology, pathogenesis, control, ethiology of FMDV

Derleme / Review Article

was given the topical informations.

Key words: Foot and Mouth disease (FMDV)

Giris

Sap hastaligi, ruminantlar1 ve domuzlar etkileyen,
cok bulasici, akut viral bir enfeksiyondur. Hasta-
ligin mortalitesi %2-5 diizeyinde olmakla birlikte
genc hayvanlarda akut viral miyokarditise bagh
olarak bu oran %50-60’a ulasabilmektedir. Hasta-
likta morbidite yiiksek olup, duyarli sigir popiilas-
yonlarinda %100’e yakindir. Etkilenen hayvanlarda
iyilesme donemi uzun siirmekte ve bu hayvanlar
hastaligin daha 6nce goriilmeyen bolgelere tasin-
masinda 6nemli rol oynamaktadir [1,9,23]. Diinya-
da 19. yilizyilin sonlar ile 20. yilizyilin baslarinda
Sap hastaligina bagh ciddi kayiplar olugsmus; Kuzey
Amerika, Bat1 Avrupa ve Ingiltere gibi iilkeler, has-
talig1 endemik {ilkelerden bulasik hayvan ve iiriin-
lerinin giriginin sik bir sekilde sinirlandirilmasiyla
kontrol etmislerdir [1,33].

Hastalik ve virus hakkinda ¢ok fazla bilgi ol-
masina ragmen hastalik hala diinyanin biiytik bir
kisminda etkili olmakta ve en ¢ok yayilan hastalik-
lardan biri olarak goriilmektedir [40].

Diinyada Sap Hastalhig1

Sap hastaligi, Afrika, Asya ve Giiney Amerika’nin
biiyiik boliimiinde endemiktir. Sinirasan bir hastalik
olarak, duyarli hayvan sayisinin (antikor bulundur-
mayan) yiiksek oldugu temiz bdlgelerde de salgin-
lara neden olmaktadir. Bu durum, 2000 yilinda Ja-
ponya ve Giiney Kore, 2001 yilinda ise Ingiltere ve
Avrupa’daki salginlarda goriillmektedir [27]. Diinya
Hayvan Saghg Orgiitiiniin haftalik hastalik bilgile-
rine gore 2010 yilinda Japonya ve Giiney Kore’de,
2011 yilinda ise Bulgaristan’da hastalik tekrar tes-
his edilmistir [35].
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Afrika’da, Sap hastaligmnin yayilmasinda; Af-
rika bufalolar1 ve impalalarin 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir. Giiney Afrika’daki, Kruger Ulusal
Parki’nda, Sap hastaligi yoniinden persiste enfekte
bufalo oran1 %60 olarak tespit edilmistir [41]. Ku-
zey Afrika’da; Fas, Cezayir ve Tunus’da uygulanan
koruma amagli asilama ile 1999 yilindan beri Sap
hastaligi bildirilmemistir [39]. Giiney Afrika’da,
2000 yilinin sonlarinda bir domuz ¢iftliginden ko-
ken alan, O serotipi salgini ortaya ¢ikmis ve duyarli
hayvanlarin ring asilama yontemi ile asilanmasiyla
kontrol altina alinmistir [41]. Zimbabve, Namibya,
Botsvana ve Giiney Afrika Cumhuriyeti harig, geri
kalan Afrika iilkelerinin ¢cogunda Sap hastalig1 en-
demik olarak seyretmektedir [23].

Asya’nim birgok iilkesinde (Kambogya, Laos,
Malezya, Filipinler, Tayland ve Vietnam) Sap hasta-
l1g1 endemik olarak goriilmektedir [39]. Hastaligin
1929 yilindan beri goriilmedigi Tayvan’da, 1997
yilinda ortaya c¢ikmistir. Cin’in bazi bdlgelerin-
de ve Tayland’da 1999 yilinda Sap virusunun O
serotipinin farkli bir tiirii (pan-Asya tip O) tes-
pit edilmistir. 1908’den beri hastalik goriilmeyen
Japonya’da ve 1934’den beri hastalik goériilmeyen
Kore’de ise, 2000 yilinda pan-Asya tip O serotipi
belirlenmistir [31]. Diinya Sap Hastaligi Referans
Laboratuvari’nda virusun O serotipi, pozitif klinik
orneklerden en yaygin tespit edilen tiptir [14].

Tiirkiye’de Durum

Tiirkiye’de Sap hastalig ile ilgili ilk istatiksel bilgi-
ler, 1914 yilinda yaymlanmstir. 1914 yilindan beri
degisik tarihlerde Sap virusunun; A, O, C, SAT-1 ve
Asia-1 serotipleri izole ve identifiye edilmistir. 1963
yilinda SAT-1 serotipi saptanmisken, 1973 yilinda
ilk defa Asia-1 serotipi tespit edilmistir. 1984-1999
yillart arasinda sadece dogu illerinde sinirlt siireler-
de dolasimda kalmis ve 2002 yilindan 2006 yilina
kadar goriilmemistir. A ve O serotipleri ise 1952 y1-
lindan beri endemik olarak gozlenmektedir [2,44].

Ulkemizde halen seyretmekte olan A serotipi,
ilk olarak 2005 y1l1 Agustos ayinda tespit edilen A/
IRN/2005 susudur. Bu sus 6zellikle 2006 ilkbaha-
rinda biiyiik problemlere sebep olmustur [26]. Ul-
kemizde halen seyretmekte olan O serotipi susu ise,
2006 yilindan beri iilkemizde sigir, koyun ve kegi-
lerde goriilmekte olan ve 2007 yili Subat, Nisan ve

Eyliil aylarinda Trakya’ya kadar ulasan O serotip
PanAsia-2 alt tipinin pandemik bir susudur [29].

Tarim ve Kdyisleri Bakanligi tarafindan, 2008
yilinda Avrupa Birligi destekli ve ti¢ y1l siireli “Tiir-
kiye’de Sap Hastaligi’nin Kontrolii Projesi” basla-
tilmistir. Bu proje kapsaminda; Tirkiye genelinde
sigir varhiginin yilda iki kez, koyun varligiin ise
yilda bir kez olmak {izere ii¢ y1l siire ile yogun asi-
lanmasi, hastaligin surveyansinin yapilmasi ile has-
talik takibi ve dezenfeksiyonu planlanmistir. Bilyiik
ruminantlarin Trakya’da ve Anadolu’da sinir ille-
rinde (Agri, Ardahan, Artvin, Gaziantep, Hakkari,
Hatay, Igdir, Kars, Kilis, Mardin, Sanliurfa, Sirnak,
Van) trivalan, diger illerde ise bivalan Sap asisi ile
asilanmasi kararlagtirilmistir. Tiim bolgelerde has-
talik ¢ikmasi durumunda siki karantina yontemleri
ile bu boélgelerden canli hayvan ve risk tasiyan {iriin-
lerin ¢ikismna izin verilmemis, iilkemizin Trakya
Bolgesi’nde hasta ve hastaliktan siipheli hayvanlara
kesim metodu uygulanmistir [43].

Trakya’da 2007 y1l1 Kasim ayidan bu yana Sap
hastalig1 goriilmedigi icin Trakya kesiminin “Asili
Arilik” statiisii i¢in Diinya Hayvan Sagligi Orgii-
ti'ne (Office International des Epizooties/World
Organization for Animal Health, OIE) bagvuru ya-
pilmistir. Bagvuru, 24-28 Mayis 2010 tarihleri ara-
sinda Fransa’da diizenlenen OIE Genel Kurulu’nda
degerlendirilerek, Trakya “Sap Hastaligindan Asili
Arilik” statiisii kazanmistir [42].

2015 yili Eyliil ayinda sigir dil epiteli 6rnek-
lerinde A serotipinin alt tipi olarak nitelendirilen
genotip 7 (medyada Nepal-84 adiyla yer alan) su-
sunun tespit edildigi bildirilmistir [45].

Etiyoloji

Sap hastalig1 etkeni, Picornaviridae ailesinin Aphto-
virus altgrubu (genusu) i¢inde siniflandirilir. Viru-
sun, 7 serotipi (A, O, Asia, C, SAT1, SAT2, SAT3)
ve 67’ den fazla alt tipi vardir [6,22,44].

Sap virusu diger Picornaviruslar gibi zarsiz ve
ikosahedral yapidadir. Yaklasik 40 nm c¢apindaki
kapsid, 42 kapsomerden olugmustur [8]. Sap virii-
sti, hiicrelere reseptor-aracili endositozun bir meka-
nizmasi ile girer [16]. Sap viriisiiniin temel yapisal
proteinleri (VP1, VP2, VP3, VP4), Picornaviridae
ailesinde yer alan diger viruslarindaki karsiliklarin-
dan daha kiigtiktiir [19].
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Virus genomu, yapisal ve yapisal olmayan pro-
teinlerin olusturdugu tek bir polipeptit yapisindadir.
Bu proteinlerden 4 tanesi, Sap virusunun kapsitini
olusturan yapisal proteinler, 8 tanesi (L, 2A, 2B, 2C,
3A, 3B, 3C ve 3D) ise yapisal olmayan proteinlerdir
[5,16].

Sap virusu, pH 7-9 arasinda stabil olmakla
birlikte en dayanikli oldugu pH degerleri 7.2 ile
7.6 arasidir. Bunun digindaki pH degerlerinde ve
50°C’1n lizerinde siiratle inaktive olur. Asit (asetik,
formik, sitrik, siilflirik asitler) ve alkali (sodyum
karbonat, sodyum hidroksit) pH degerlerindeki ¢e-
sitli kimyasal maddeler Sap virusunu inaktive eder-
ler. Saha sartlarinda, Sap virusunun inaktivasyonu
icin %4’liik sodyum karbonat ve %1°’lik sodyum
hidroksit kullanilabilir [1,36].

Etken, in vivo olarak sigir dilinde, siit emen
yavru farelerde, hamsterlerde, kobay ayak taban-
larinda ve in vitro olarak dana bodbrek, dana tiroid,
dana testis, domuz bobrek, kuzu bébrek primer ve
BHK 21, IBRS-2, MVPK- 1 HmLu devamli hiicre
kiltiirlerinde tiretilebilmektedir [18].

Sap hastaliginin molekiiler epidemiyolojisi,
1987°den beri, virus izolatlar1 arasindaki genetik
uzakligin karsilastirilmasi temeline dayanmaktadir.
Serotip A’nin, Avrupa ve Asya serotipleri igerisin-
de antijenik olarak en degisken serotip oldugu dii-
stintilmektedir. Sap viruslarinin genetik farkliligini
belirlemek amaciyla genetik haritalarinin ¢ikaril-
masinda antijenik anlamda degiskenlik gosteren ge-
nomun VP1 bolgesi kullanilmaktadir [28].

Epidemiyoloji

Hastaligin dogal epidemiyolojisinde sigir, domuz,
koyun ve kegi, 6zellikle Asya ve Giiney Amerika’da
mandalar, Afrika’da Afrika bufalolar1 ve impalalar
biiylik neme sahiptirler [2].

Sap hastalig1 direkt ve indirekt olarak yayil-
maktadir. Sap hastaligindan etkilenen hayvanlar, so-
lunum, deri, sekret ve ekstrektleri ile virus sacarlar.
Hasta veya inkubasyon periyodundaki hayvanlar
dokularinda, siit, sperma veya ovumlarinda virusu
bulundururlar. Sperma, bogalarda klinik belirti orta-
ya ¢ikmadan da enfektiftir ve suni tohumlama ile vi-
rus yayilabilir. Siit bezleri dnemli bir virus ¢ogalma
bolgesi olup, klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 6nce
stitte virus bulunur. Klinik belirti gosteren hayvan-

lar enfeksiyonun ana kaynagi olarak kabul edilir. Bu
hayvanlar klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 4-7 giin
Once virus sagmaya baslar ve genellikle enfeksiyo-
nu izleyen iki hafta icerisinde organ ve dokulardan
virus temizlenir [9].

Sap virusunun Ozellikle serotip ya da topotip
diizeyinde konakg1 spesifitesi hakkinda yeterli bil-
giler olmamasma ragmen, konakgi spesifitesinin,
Sap virusunun yayilimi ve persistensini anlamada
en 6nemli epidemiyolojik faktor oldugu belirtilmek-
tedir. Inkiibasyon periyodu, hastalik sirasinda disari
sacilan virus partikiil miktari, virusun hava yolu ile
yayilma 6zelligi, virusun digki ve karkasta canliligi-
ni1 siirdiirebilmesi, tagtyicilik 6zelligi ve duyarli ko-
nakgt tiiriiniin fazlalig: gibi faktorler, hastaligin epi-
demiyolojisini belirlemektedir. Sap virusunun sahip
oldugu yiiksek mutasyon hizi ve populasyon yapisi
onun hizli evrimini bir 6lgiide agiklayabilmektedir.
Ayrica virusun genomunda olusan minor yapisal
degisikliklerin konake1 6zgiilligiinde degisime yol
actig1 bilinmektedir. Ancak konake1 6zgiilliigii, Tiir-
kiye’de Asia-1 serotipinin epidemileri sonrasinda
neden dolagimda kalmadigini (persistensi) ya da A
serotipinin O serotipine gore daha kisa siire dola-
simda kalabildigini tam olarak agiklayamamasina
ragmen, topotipin sahip oldugu virulens ve konakg1
araligma bagl olarak dolasimda kaldig:1 disiinil-
mektedir [7,11].

Sap hastalig1 mihraklarmin yaklasik %95’ inde
bulagma direk temasla olur [23]. Ancak hastaligin
onemli yayilma yollar1 hayvan hareketleri ve konta-
mine hayvan {irlinleridir. Vezikiillerin olusmasindan
once enfekte hayvanlardan virus sagilimi epidemi-
yolojik yonden dnemlidir. Bu siire, sigir ve koyun-
larda 5 giin, domuzlarda 10 giine kadar uzayabilir.
Hastalik ayrica, enfekte hayvanlarin digkilari, arag-
lar, insanlar ve daha birgok cansiz vektorle yayila-
bilir. Virusun 6zellikle deniz {lizerinde, riizgarla 100
km’ ye kadar taginabilecegi ileri siiriilmiistiir [17].

Hayvanlarin temas yolu ile Sap virusuna maruz
kalmasindan sonra subklinik bir enfeksiyon olusabi-
lir. Enfeksiyondan sonra 4 hafta icerisinde farinkste
virus ¢ogalmasi gerceklesir ve virus sagilir, ancak
klinik belirti goriilmez [3,15]. Tasiyict hayvanlarda
Sap virusu yumusak damagin dorsalinde stratum
germinativumda, farinkste ve tonsillerde persiste
kalir, gogalir ve tastyicilik siiresince devamli olarak
diisiik diizeyde sagilir [23].
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Klinik Belirtiler ve Patogenez

Hayvanlar prodromal ve enfeksiyonun klinik olarak
seyrettigi donemlerde yiiksek titreli virus tagiyarak,
salya ile virusu sagmaktadir. Virusun respiratorik
bolge duvarindan girisi ve primer enfeksiyon olusu-
mu inhalasyon yolu ile alinan virus miktarina bag-
lidir. Yumusak damagin dorsal yiizii, tist solunum
yollar1 ve nazofarinksten giren viriis replike olarak
[3,6], lenfatik sistem ve kan dolagimina geger. Virus
viremi ile basta sindirim sisteminin {ist kismi olmak
iizere degisik organ ve dokulara yayilarak gogalir.
Meme bezleri, deri, tiikriik bezleri, tiroid, adrenal
bezler ve kas dokulari, 6zellikle kalp kasi baglica
virus ¢ogalma bolgeleridir [13].

Hastalig1 atlatan hayvanlarda yiiksek diizeyde
antikor olmasina ragmen, virus farengiyal bolgede
barinarak persiste enfeksiyona yol acabilir [46].

Sap hastaligi, virusun dozuna, susuna, giris
yerine bagli olarak klinik veya subklinik belirtiler
gosterir. Hastaligin inkubasyon siiresi virus dozuna
bagli olup [12], 2-15 giin arasindadir [46].

Sigirlarda hastalik ytiksek ates ve istahsizlik ile
baslar, ayrica depresyon ve siit veriminde azalma
goriiliir. Ates iki giin icinde normale doner. Ikin-
ci ve {iglincii giinlerde viriis, agiz boslugu 6zellikle
dil, meme derisi ve interdigital dokulara yerleserek
burada 0,5-10 cm ¢apindaki vezikiillerin olusumuna
neden olur. Bu boélgelerde virusun damarlara etki-
siyle interstitisyel dokuya serdz bir eksudat sizar.
Bu eksudat epitel tabakaya gegerek str. spinozum
hiicrelerinin tonofibrillerini ayirir (spongiozis) ve
spinozum hiicreleri siser. Bu hiicrelerin sitoplazma-
lar1 eozinofilik bir hal alir ve hiicrelerin akantolizisi
sonucu mikroskobik vezikiiller, bunlarin birlesmesi
ile de gozle goriilebilen vezikiiller olusur. Bu asa-
mada agizdan ip tarzinda uzayarak akan salya bag-
lar [6,13,20]. Bu vezikiillere dilde, dilin 6zellikle
dorsal ve dorsolateralinde, yanak ve dudaklarin i¢
kisimlarinda, sert damakta, dis etlerinde, burun,
merme ve burun delikleri ¢evresinde, memede, tir-
nak bolgesinin korium koronariyumunda ve 6n mi-
delerde rastlanir [2,20]. Vezikiilerden bagka rumen
ve abomazumda petesiyel kanama ve iilserler, ba-
girsaklarda petesiler, akciger ve karacigerde ddem,
dalakta biiyiime, epikartta kanama ve hidroperikar-
diyum da gozlenebilir [6].

Kisa stirede sindirim hareketleri ile vezikiiller
patlar ve yerlerinde erozyonlar kalir. Erozyonlarin
iizerini 24 saat igerisinde gri-beyaz kataral-irinli bir
eksudat orter ve sekonder bakteriyel bir enfeksiyon
sekillenmezse 5 giinde iyilesebilirler. Erozyonla-
rin yerlerinde 6 ay kadar gozlenebilen l16koplaklar
olusur. Ag1z mukozasindaki lezyonlarin benzerine
rumenin pila ruminislerinde de belirgin olarak rast-
lanir [6, 20].

Geng hayvanlarda 6zellikle daha 6nce hasta-
ligin gozlenmedigi bolgelerde vezikiil olusmadan
akut miyokarditis olusabilir. Bazen vezikiilasyon
ve miyokarditis birlikte gbzlenebilir. Miyokarditise
iliskin lezyonlar, ventrikiiler kaslarda, 6zelliklede
Musculus papillaris’lerde, etrafi hiperemik bir ¢izgi
ile ¢evrili soluk alanlar seklinde olusabilir. Kalpteki
lezyonlarin bu goriiniisii genel olarak kaplan postu
manzarasi olarak tanimlanir. Kalp kasinda mikros-
kobik olarak hiyalin dejenerasyonu ve nekroz ile
birlikte 6zellikle lenfosit ve histiyositlerden olusan
mononiikleer hiicre infiltrasyou goriiliir [2,6,20].

Koyunlarda belirtiler sigirlardakine benzemek-
tedir, fakat daha hafif seyreder ve bazen varlig1 bile
anlasilamaz. Lezyonlar 6zellikle dis dipleri ile dilin
arka ve dorsal bolgesinde olup, genellikle vezikiil
olusmadan eroziv-iilsreatif bir hal alir. Agizdaki
lezyonlar kiiciik ve g¢abuk kaybolan niteliktedir.
Cogu zaman ayaklar daha duyarldir, topallik klinik
belirtilerin basinda gelir [6,20,24].

Domuzlarda ise lezyonlar 6zellikle ayaklarda
olusur ve ilk klinik belirti topalliktir. Inkiibasyon
stiresi sigirlara gore daha uzundur. Domuz yavrula-
rinda akut miyokarditis ve buna bagli dliimler gorii-
lir [6,13,20].

Teshis

OIE tarafindan dort virolojik teshis metodu tanim-
lamistir. Bu metodlar; virus izolasyonu, antijen
ELISA, komplement fikzasyon testi ve niikleik
asit tammlama metodlaridir [5]. Spesifik antikor
yanitlariin belirlenmesi ile Sap hastaligiin teshi-
sinde OIE tarafindan tanimlanan serolojik metotlar
kullanilmaktadir [38]. Sap virusunun tip tayininin;
Hastaligin teshisi diginda epizootioloji ve asilama
agisindan da ¢ok biiyiik dnemi vardir. Bu agidan kli-
nik olarak hastaligin teshisi yapilsa bile kesinlikle
tip tayini igin laboratuara numune génderilmelidir.
Ayrica, gelen serumlarda antikor prevalansi arasti-
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rilarak hastaligin teshisi ve antikor seviyeleri tespit
edilmelidir. Belirlenen antikor diizeyleri 1s18inda
asilama stratejisi belirlenmelidir [34].

Tan1 amaci ile hasta hayvanlarin agilmamis
veya yeni acgilmig vezikiillerin sivisi, epitel dokusu,
O/P (6zofagofarengiyal) sivisi, kan veya siit, 6len
hayvanlarin ise kalp kasi, kan veya diger organlari
kullanilabilirse de en uygun materyal epitel doku-
sudur [33].

Sap hastaliginin tanisi ve saha suslarinin tiplen-
dirilmesinde komplement fikzasyon, hemagliitinas-
yon inhibisyon, koagliitinasyon, mikrondtralizas-
yon gibi testler kullanilabilmektedir. Sap virusunun
tespitinde, referenz standart metot olarak kabul edi-
len virus izolasyonu olduk¢a duyarli bir metot olsa
da, fazla is giicli gerektirmesi, pahali olmasi, 6rnek
kontaminasyonu gibi bir takim olumsuzluklar nede-
niyle ¢ok pratik olmamaktadir. Ayrica, canli virus
ile calisilmast dolayisiyla ¢evrenin kontaminasyon
riski testin en dnemli olumsuz yani olarak bildiril-
mektedir [25].

Sap virusunun yapisal olmayan virus prote-
inlerine karst olusan antikorlarin tespit edilmesini
tanimlamak amaciyla NSP ELISA kitleri hazirlan-
mistir. NSP ELISA’lar, ozellikle epidemiyolojik
amagl aragtirmalarda, hastalik ge¢irmis hayvanlari
asilanmis hayvanlardan ayirt etmede ve sahadaki ta-
styicilik durumunun tespitine yonelik olarak eradi-
kasyon ve kontrol calismalarinda kullanilmaktadir
[4,34]. NSP antikor testlerinde, Sap virusunun farkli
7 serotipinin antijenlerine ihtiya¢ duyulmamaktadir.
Testler sadece enfeksiyon icin spesifiktir [37].

Son yillarda yiiksek spesifite ve duyarliliga
sahip serotip spesifik PCR teknikleri ve duyarlilig:
yiikseltilmis RT-PCR ELISA teknigi gelistirilmistir.
Viral antijenler ELISA ve RT-PCR ile belirlenmek-
tedir [1].

Ayiricr Tam

Gerek klinik muayenede gerekse laboratuarda, gon-
derilen numunede Sap hastalig tespit edilemedigi
durumlarda, Sap hastalig1 ile karisan hastaliklar
gbz onlinde bulundurulmalidir. Mukozal lezyonlar,
ayak lezyonlar1, salivasyon ve burun akintis1 gibi
lezyonlarin goriildiigli vakalarda ayirict tani kriter-
leri gozden gegirilmelidir. Hastalik; Bovine viral
diyare-mukozal hastalik, sigir vebasi, mavi dil, ma-

lignant kataral fever ve papuler stomatitis ile meme
lezyonlar1 yoniinden de ¢igek ve herpestik mamilli-
tisle karigabilir [9,21].

Kontrol ve Miicadele

Sap hastaliginin kontroliinde; enfekte ve tasiyici
hayvanlarin kesimi ile Sap virusuna duyarli hay-
vanlarin diizenli asilanmasimi kapsayan iki temel
strateji vardir [11]. Bulagsma kaynaklar1 ¢ok fazla
oldugundan hastaliktan korunma ¢ok kolay olma-
maktadir [32].

Sap hastalig1 ile miicadelede gecerli olan ku-
rallar OIE’ nin “Hayvan Sagligi Kodu”nda belirtil-
mistir. Bu kurallara gore tilkenin bir bolgesi, iilke
geneli veya birkag bolge birlikte degerlendirilebilir.
Hastalik miicadelesinde uygulanan stratejiye gore
bolgeler; asilamanin olmadigi hastaliktan temiz bol-
ge, gozetim altindaki bolge, asilama ile hastaliktan
arindirilmis bolge, tampon bolge ve enfekte bolge
seklinde tanimlanmaktadir.

Sap hastaliginin kontrolii, iilkenin hastalik
kontrol politikalar1 ve epidemiyolojik durumuna
baghidir. Hastaligin goriilmedigi tilkelerde kontrol,
hastaligin varoldugu tilkelerden hayvan ve hayvan-
sal iirlinlere uygulanan siki sinirlamalar ile hasta-
ligin iilkeye girisinin dnlenmesine yoneliktir. Bu
iilkelerde karantina ve salgin goriilmesi durumunda
zorunlu kesim uygulanir. Hastaligin endemik ol-
dugu iilkelerde ise uygun serotipte inaktif asilarla
yapilan koruyucu asilamalar ve saglik uygulamalar1
kombine edilerek hastaligin insidensinin diisiirtil-
mesine yonelik onlemler alinmaktadir [10]. Asila-
ma ile olugan koruyucu bagisiklik, dogal enfeksiyon
nedeniyle olusan bagisikliktan daha kisa siirelidir.
Bu nedenle yilda iki veya daha fazla agilamaya ihti-
yag vardir [41].

Kontrol programlarinda kullanilacak ve as1 an-
tijen rezervlerinde saklanacak as1 suslarinin seg¢imi,
salginlardan toplanan saha izolatlarinin uygun asi
suslari ile uyumlu olmasi temeline dayanir [30].

Sonug¢

Sap hastaligi diinyanin bir¢ok bolgesinde endemik-
tir ve canli hayvan/hayvan {irlinlerinin uluslararasi
ticaretinde her zaman Onemli Ol¢iide sinirlamaya
neden olmaktadir. Diinya Ticaret Orgiitii’niin bir-
¢ok smirlamay1 kaldirmasi ile Sap hastaligi daha da
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biiylik bir 6nem kazanmigtir. Hastaligin yayilmasi-
n1 6nlemek icin yapilan yasal diizenlemelerin de-
netiminin siki tutulmasi, hayvancilik endiistrisinin
uyumunu zorlastirarak yasal olmayan ticarete ivime
kazandirmis ve bu da hastaligin yayilmasini arttirici
bir etki yapmustir.

Sap hastaliginin kontrolii; etkili ve iyi des-
teklenmis bir devlet veteriner servisine bagimli-
dir. Ancak, Sap hastaligi kontroliiniin saglayacagi
ekonomik faydanim bilincinde ve iyi egitilmis bir
yetistirici toplumu olmadan bunu gergeklestirmek
imkansizdir.

Son yillarda, Sap hastaliginin diinyada hizli bir
yayilim gostermesi ve ¢ok siki tedbirler alan iilke-
lerde bile goriilmesi, hastalikta alinan 6nlemlerin
yeniden gdzden gecirilmesi gerekliligini ortaya ¢i-
karmistir. Sap hastaliginin kontrolii, {ilkenin hasta-
lik kontrol politikalar1 ve epidemiyolojik durumu-
na baglhdir. Hastaliktan temiz {ilkelerde kontrol,
hastaligin var oldugu tilkelerden yapilan hayvan ve
hayvansal {irlinlere uygulanan sinirlamalar ile has-
taligin iilkeye girisinin dnlenmesine yoneliktir [41].
Bu iilkelerde bir salginin goriilmesi durumunda, zo-
runlu kesim ya da karantina ve enfekte bolgesinin
cevresinde asilama uygulanir. Hastaligin endemik
oldugu iilkelerde ise uygun serotipte inaktif agilarla
yapilan koruyucu agilamalar ile saglik uygulama-
lar1 kombine edilerek hastaligin insidensinin diisii-
rilmesine yonelik dnlemler alinmaktadir. Asilama
hastaligin kontroliinde 6nemli bir ara¢ olmasina
ragmen, asilamanin basarisina bir¢ok faktor etki
eder ve bu yilizden tek basina hastaligin kontroliin-
de basarili olmasi beklenemez. Asilama ile birlikte
mutlaka hayvan hareketlerinin de kontrol edilmesi
ve sinirlandirilmasi (karantina) gerekmektedir.
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Ozet: Nanoteknoloji, nanometre 6l¢egindeki materyal, sistem ve cihazlarin gelistirilmesi ile ilgilenen bilim ve teknoloji
alanidir. Nanoteknoloji tip, tekstil kozmetik, elektronik, ilag, ziraat ve gida sanayi gibi bir¢ok sektorlerde uygulama
alan1 bulmustur. Son yillarda gida nanoteknolojisi alanindaki gelismeler, yenilik¢i ve daha saglikli gidalarin gelistirilme-
sine olanaklar saglamaktadir. Gida nanoteknolojisi, gida endiistrisi sektdriinde 6zellikle gida isleme, muhafaza, amba-
lajlama, nano katki maddeleri ve nanosensdrlerinin gelistirilmesi gibi bircok alanda arastirma alanlarini kapsamaktadir.

Anahtar kelimeler: Nanoteknoloji, gida endiistrisi, biyoaktif maddeler, nanosistemler

Nanotechnology Applications In The Food Industry

Abstract: Nanotechnology, a science and technology branch concerning with developing of material, is a system and
devices in nanometer scale. Nanotechnology has found field of application in so many sectors like medicine, textile, cos-
metics, electronics, medication, agriculture and food industry. In recent years, improvements on field of food technology
provide opportunity for further development of innovative and healthier food. Food nanotechnology covers resarch
fields in so many fields like especially development of food processing, preservation, packaging, nano additive agents

Derleme / Review Article

and nanosensors in sector of food industry.

Key words: Nanotechnology, food indusrty, bioactive substances, nanosystems

Giris

Nanoteknoloji gilinlimiizde tekstil, elektronik ve
ila¢ sanayinden gida ve ziraat alanina kadar bircok
alanda 6nemli arastirma ve uygulama alani bulmus-
tur. Son yillarda tiiketiciler yiiksek kalitede, dogal,
taze, mikrobiyolojik agidan giivenli, koruyucu ve
katki maddesi icermeyen, raf mrii uzun gidalari tii-
ketmek istemektedirler. Bu nedenle gidalarin daha
uzun Oomiirlii ve kaliteli olmasini saglamak amacrty-
la giiniimiizde nanoteknoloji alanindaki ¢alismalara
agirlik verilmistir [36, 37].

Nanoteknoloji uygulamalar1 kullanilarak {ireti-
len nanopargcaciklar ile gida maddelerine tekstiir ve
aroma gibi istenilen 6zelliklerin kazandirilmasi sag-
lanabilmektedir. Ozellikle antimikrobiyal paketle-
me, biyobozunur malzemeler ve yenilebilir filmler
ile gidalarin giivenilirligi ve raf dmrii giivence altina
alinmaktadir. Akilli ambalajlar ve nanosensorler ile
gidalardaki bozulma belirtileri dnceden tespit edile-
bilmektedir [36,37].

Bu derlemede nanoteknolojinin gida endiistri-
sinde kullanim alanlar gidalarin islenmesi ve fonk-
siyonel lriinlerin gelistirilmesi amaciyla kullanilan
nanoemiilsiyonlar, biyoaktif maddelerin taginmasi
ve kontrollii salinimimi saglayan nanokapsiiller,
patojenlerin tespiti ve gida giivenliginin artirilmasi
amaciyla kullanilan nanosensorler ve yeni paketle-
me sistemlerinin geligtirilmesi basliklar: altinda ele
almmustir.

Nanoteknolojinin Tanimi

“Nano” kelimesi Yunanca ve Latince kdkenli bir
sozciik olup, ciice, bodur anlamina gelmektedir.
“Nanoteknoloji”, terimi ‘“nanometre” teriminden
gelmektedir. Nanometre temel olarak bir 6l¢iim ska-
lasidir ve metrik sistem i¢inde bir metrenin milyar-
da biri veya bir milimetrenin milyonda biri olarak
ifade edilmektedir [22]. Amerika Birlesik Devletle-
ri Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (NNI) tarafindan
yapilan tanima gore nanoteknoloji 1-100 nanometre
arasindaki boyutlara sahip maddelerin incelenmesi
ve islenmesi olarak tanimlanmaktadir [1].
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Nanoteknolojinin Genel Kullamim Alanlari

Nanoteknoloji tibbi uygulamalardan biyotekno-
lojiye, elektronikten gidaya kadar pek c¢ok alanda
kullanilmaktadir. Nanoteknoloji tekstil alaninda ¢o-
rap ipligine glimiis nano parcaciklarin uygulanma-
st ile bakteri barindirmayan ve kokuyu engelleyen
coraplarin iiretimi saglamaktadir. Bunun yaninda
sensorlerin kullanildigr kumaglar ile komut veren,
hisseden ve enerji iiretebilen giysilerin yapimi sag-
lanmistir. Suyu itebilen kumaglarin kullanilmasiyla
kirlenmeyen, yikama ve {itiillemeye ihtiya¢ duyul-
mayan elbiseler {iretilmistir. Elektronik ve optik
ozellige sahip kumas ipliginin kullanilmasiyla ay-
dinlatma 6zelligine sahip giysilerin liretilmesi sag-
lanmistir [3,6]. Nanoteknoloji tarim alaninda bitki
ve hayvan 1slahmin saglanmasi, bitki hastaliklarinin
Onlenmesi, zirai ila¢ kullanimimin azaltilmasi ve
hastaliklarin tespiti gibi alanlarda kullanilmaktadir
[22]. Nanoteknoloji kozmetik sanayinde; nano-kap-
siiller iceren aktif malzemelerden tiretilmis kirisik
onleyici kremlerin yapimi, kimya sanayinde; nano-
parcaciklarin fotokatalitik etkileri ile optimum yii-
zey temizleme 6zelligine sahip boyalarin tiretimi ve
kendi kendini temizleyebilen binalarin yapiminda
kullanilmaktadir. Elektronik alaninda nanotekno-
loji; mevcut hafiza aygitlarindan 10-100 kat fazla
kalic1 bellege sahip bilgisayarlar ve karbon nanotiip
transistorler ile gelecegin ultra hizli ve kiigiik bilgi-
sayarlarinin iiretiminde kullanilmaktadir [2,4].

Nanoteknolojinin Gida Endiistrisinde Kullanim
Alanlan

Nano gida; gidalarin iiretimi, islenmesi ve amba-
lajlanmas1 sirasinda nanoteknoloji tekniklerinin
kullanilmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu teknik,
gidalarin nanomakineler tarafindan tretildigi veya
modifiye edildigi anlamina gelmemektedir Gida na-
noteknolojisi basit anlamda gida sektorii i¢in nano-
bilim uygulamalarini1 kapsamaktadir. Daha spesifik
anlamda ise nano bilim ve miithendislik ile gidalarin
yapisi, dokusu ve kalitesi lizerinde yeni atilimlar ve
uygulamalar gelistirmek olarak tanimlanmaktadir
[22].

Gida endiistrisinde nanoteknoloji uygulamalari
kaliteleri ve glivenilir gida tiretimi i¢in gida paket-
leme sistemlerini gelistirmek, biyosensorler kulla-
nilarak gidalarin izlenebilirligini saglamak, aktif ve
akilli paketleme sistemleri gelistirerek bakterilerin

tanimlanmasi saglamak gibi bazi uygulamalari iger-
mektedir [22,41].

Gida katkir maddeleri, besin takviyeleri, hafif
ve antibakteriyel ozellikte yiyecek ve igecek kap-
larinin yapilmasi gida nanoteknolojisinin asil odak
noktasii olusturmaktadir. Nanoparcaciklarin gida
ambalajlarinda kullanilmasi ile ambalajlarin ¢ev-
re kosullarina karst daha dayanikli, esnek, 1s18a ve
gazlara kars1 koruyucu 6zellik kazanmasi saglan-
maktadir [32].

Nanoteknolojinin gida alanindaki uygulama
alanlar1 dort ana baslik altinda toplanmaktadir. Bun-
lar:

a) Gidalarin iglenmesi ve fonksiyonel tirtinlerin
gelistirilmesi,

b) Biyoaktif maddelerin taginmasi ve kontrollii
saliimi,

c) Patojenlerin tespiti ve gida giivenliginin ar-
tirilmasi,

d) Paketleme sistemlerinin gelistirilmesi’dir.

Gidalarin islenmesi ve Fonksiyonel Uriinlerin
Gelistirilmesi

Nanoemiilsiyonlar: Mekanik kesme kuvveti kulla-
nilarak, birbiri i¢inde ¢6ziinmeyen ya da kismi ola-
rak ¢oziilen su ve yag gibi iki sivi fazin damlaciklar
halinde dagilmasiyla olusan karigima emiilsiyon adi
verilmektedir. Damlacik ¢aplarinin ortalama 20-100
nm oldugu siv1 fazdaki ve nano olgekteki yapilar,
nanoemiilsiyonlar olarak ifade edilmektedir [28,
29].

Nanoemiilsiyonlar yapilarini olusturan ve say-
dam goriinmelerini saglayan nanodamlaciklar vasi-
tasiyla sedimentasyon ve kremlesmeyi engelleyerek
biyoaktif iirlinlerin transportunun gergeklestirilmesi
amaciyla gelistirilen 6nemli sistemlerden biridir.
Nanoemiilsiyonlarin, lipaz gibi ylizey aktif madde-
ler i¢in substratlarin erisilebilirliklerini artirdiklar
belirtilmistir. Nanoemiilsiyonlar {irlin goriniimiinii
iyilestirmekle birlikte nanokapsiilleme ile yaglarin
biyoyararlanimi ve yagda ¢oziinebilen besinlerin
sindirimini artirmaktadir [28].

Nanoemiilsiyonlarin, bagirsaklarda biyoya-
rarlilig1 ¢ok diisiik olan koenzim Q10’in (CoQ10)
nanoemiilsifiye edilmis formlarinin kullanimi ile
biyoyararliligi 6nemli 6l¢iide artirdigi bildirilmek-
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tedir [44]. PB-karoten iceren nanodispersiyonlarin
kullanimi ile karoteoidlerin sindirim sisteminden
gecisleri siiresince suda ¢ozlinmelerinin saglandigi
ve biyoyararliklarmin artirildig: bildirilmistir [31].
E vitamini yagda ¢oziiniir 6zellikte olmasindan do-
lay1 meyve sularina katildiginda {iriiniin gériiniimii-
nli olumsuz etkiler. Bu olumsuzlugun giderilmesi
amactyla nanoemiilsiyonlar kullanilarak meyve
sularininin daha berrak olmasi saglanmaktadir [13].

Biyoaktif Maddelerin Tasinmasi ve Kontrollii
Salimimi

Nanokapsiiller: Proteinler, vitaminler, esansiyel
yaglar, antioksidanlar ve mineraller gibi gesitli be-
sin 0gelerinin biyoyararliligini artiran, onlar1 olum-
suz ¢evre sartlarindan koruyarak viicutta hedeflenen
dokulara taginmasini saglayan tagima sistemleridir.
Nanokapsiiller gidalarin islenmesi ve muhafazasi
esnasinda depolama kosullarinin etkisi ile biyoaktif
maddelerin zararli bilesenlere doniismelerini engel-
lenmektedirler [17].

Gidalarda mikroenkapsiilasyon teknolojisinin
kullanimu ile, koruyucu bir bariyer saglanmasi, hos
olmayan lezzet ve tadin maskelenmesi, biyoyarar-
lanimin arttirilmasi, kontrolli salinim, suda ¢oziin-
meyen gida ve katki maddeleri igin sulu bir ortam
icinde dagilimin saglanmasi gibi etkiler saglanmak-
tadir [12]. Gida alaninda yapilan ¢alismalarda mik-
rokapsiillenmis balik yaginin ekmeklere eklenmesi
ile balik yaginin hos olmayan kokusu ve tadinin
maskelendigi bildirilmistir [34]. Misir igerisinde
bulunan baslica protein olan zein nanomalzemesi,
aroma maddesi olarak ve diyet takviyelerinde kul-
lanilmaktadir [40].

Lipozomlar: Lipozomlar polimer esasli nano-
partikiiller icerisinde iistiin avantajlar sunan, tek
veya bircok tabakadan olusmus vezikiiler yapidaki
tasima sistemleri olarak tanimlanmaktadir [18]. Li-
pozomlar toksik yapida olmayan, biyolojik olarak
pargalanabilen ve immunojenik karakterde olmayan
maddelerdir. Lipozomlar ilag tastyici dzelikleri ile
tip ve biyomiihendislik alaninda, bunun yaninda su
icerisinde ¢oziinebilen ve ¢oziinemeyen molekiilleri
tutabilme fonksiyonlari ile gida ve tarim endiistri-
sinde kullanilmaktadir [25].

Gida sektoriinde yapilan ¢alismalarda, kapsiile
edilmis enzimlerin kullanilmas ile iriinlerin kali-
tesinin arttirilmasi, fermentasyon siiresininin ki-

saltilmas1 ve kimyasallara karsi korunma amaglan-
maktadir [20]. Laktoz intoleransi olan hastalar i¢in
gelistirilen iirtinlerde, laktozun glikoz ve galaktoza
parcalanmasi ile olusan yiiksek sekerli tadin 6nlen-
mesi amaciyla lipozomlara kapsiillenen B-galakto-
sidaz enziminin +5°C’de 20 giin ile 1 ay arasinda
enzim aktivitesini korudugu belirtilmektedir [23].

Patojenlerin Tespiti ve Gida Giivenliginin
Artirilmasi

Nanosensorler: Gida isleme zinciri boyunca gidanin
bozulmasi ya da tahribatina neden olan patojenle-
rin veya kimyasal kirleticilerin tespitine yonelik ve
diriinlerin takip edilmesi amaciyla nano bazli sen-
sorler kullanilmaktadir. Bu amagla yiiksek islem
algilama o6zelliginde, basit, diisiik maliyetli, kolay
geri doniistimlii ve etikete ihtiya¢ duyulmayan ¢ok
duyarli karbon nanotiip tabanli biyosensorler gelis-
tirilmistir. Gelistirilen bu sensorler ile gidalar tize-
rindeki mikroorganizma, toksik proteinler ve bozul-
mus iriinlerin tespitine yonelik ¢aligmalar devam
etmektedir [15].

Gida mikrobiyolojisi ig¢in zaman faktoriiniin
onemi disiiniildiigiinde patojenleri giin, saat hatta
dakikalar ile tespit edebilen nanosensorlerin gelis-
tirilmesi hayati onem tasimaktadir. Bu tlir nanosen-
sorler gida maddeleri igerisine dogrudan yerlestiri-
lerek, gida bozulmalar sirasinda agiga ¢ikan kimya-
sallar1 tespit edebilen “elektronik dil” ya da “burun”
olarak adlandirilan sistemler gelistirilmistir [19].
Nanopartikiiller, ambalaj malzemelerinde reaktif
partikiiller olarak kullanilmaktadir. Nanosensor ola-
rak adlandirilan bu malzemeler sayesinde, ¢evresel
degisikliklerin (oksijen, sicaklik, nem vs.) gida iize-
rinde sekillendirdigi yikim trtnlerinin olusturdugu
gida bozulmalarinin tespit edilmesi miimkiindiir [8].

Gidalarin son kullanma tarihleri, maruz kal-
diklar1 dagitim ve saklama kosullar1 dikkate alina-
rak belirlenmektedir. Ozellikle tasima ve muhafaza
asamalar1 sirasinda soguk zincir kurallarina dikkat
edilmedigi durumlarda sekillenen 1s1 degisikleri ne-
deniyle gidalar patojenler agisindan risk tasimakta-
dir. Ambalaj sistemleri lizerindeki mikrog6zenekler
ve kusurlar, gidanin yiiksek oranda oksijene maruz
kalmasina ve istenmeyen degisikliklerin ortaya ¢ik-
masina neden olmaktadir. Baz1 kimyasal bilesikler,
patojenler ve toksinleri tespit edebilen nanosensor-
lerin gida ambalajlarina entegre edilmesi ile gidala-
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rin tazeliklerinin korunmasi ve son kullanma tarih-
lerinin belirlenmesindeki hatalarin ortadan kaldiril-
mast saglanmaktadir. [32].

Gidalar iizerinde bakteri, viriis ve toksin gibi
alerjenlerin algilanmasina yonelik nanosensorlerin
kullanilmasina iliskin ¢ok sayida arastirma yapil-
maktadir [14,39]. Bu konuda poli (dimetil-siloksan)
cipleri iizerinde 0.5 ng/ml’lik limitlerde S.aureus
enterotoksin B antikorlarini tespit edebilen biyosen-
sorler, ayrica ayni anda Salmonella spp. L.monocy-
togenes ve E.coli O157yi tespit edebilen nanove-
zikiiller gelistirilmistir [14]. Nano titanyum dioksit
(Ti02) ile kapsiillenmis ambalaj filmlerinin taze
meyve ve sebzelerin yiizeyinde E. coli kontaminas-
yonunu azaltmak amaciyla kullanilabilecegi bildi-
rilmektedir [39].

Paketleme Sistemlerinin Gelistirilmesi

Gidalar fiziksel, kimyasal ve biyolojik tehlikelerle
kontaminasyonun engellenmesi, bunun yaninda ok-
sijen, su buhar1 ve 151k gibi dis etkilerden korunmasi
amaciyla ambalajlanmaktadir. Kullanilan ambalaj-
larin 6zellikleri gidanin kalitesi ve raf dmriiniin be-
lirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Kullanilan
materyalin gbzenek sayisi, genisligi, dis ortamdan
gelebilecek nem ve degisik gazlar, iiriin kalitesi lize-
rine etki etmektedir. Gida ambalajlarinda nanotek-
nolojiye dayali malzemelerin kullanimi ile iiretim
icin enerji girisinin azaltilmasi, tasima ve depolama
asamalarinda gaz ve 151k girisine kars1 bariyer koru-
masinin artirilmasi, CO2 emisyonunun azaltilmasi
ve insan saglhigini tehdit eden tiim etkilesimlerin en
diisiik diizeylere indirilmesi gibi ¢evresel ve ekono-
mik avantajlar saglamaktadir [9,11].

Nanoteknoloji gida ambalajlamast alaninda
nanokompozit ambalaj malzemeleri, biyobozunur
nanokompozit ambalaj malzemeleri, aktif ve akilli
nano ambalajlar olmak tizere ii¢ farkli kategoride
kullanilmaktadir [7].

Nanokompozit Ambalaj Malzemeleri: Giinii-
miizde gida ambalaj sanayinde kullanilan malzeme-
lerin biiyiik bir bolimiiniin fosil yakitlarindan elde
edilen ve biyo bozunurlugu pratik olmayan triinler
olmasi nedeniyle, ambalaj malzemelerinin ciddi
¢evresel sorunlar meydana getirdigi belirtilmektedir
[24]. Gidalarin kalitesini artirmak, raf dmriinii uzat-
mak ve ambalaj atiklarinin azaltilmasini saglamak
icin sentetik ve yenilebilir (biyobozunur) ambalaj

malzemelerinin tiretimi yoniinde calismalar yapil-
maktadir [38].

Nanokompozitler bir ya da daha fazla boyutlu,
100 nanometreden (nm) daha kii¢iik nano-malzeme
igeren polimerlerdir [27]. Bu polimer nanokompo-
zitler 1s1ya dayanikli, giiclii ve yiiksek bariyer mal-
zemeleri iceren lUriinlerdir [21]. Nano parcaciklar
plastik veya film i¢inde yayilarak nem, oksijen ve
karbondioksitin gidaya temasini engelleyecek se-
kilde bariyer olustururlar. Plastik malzemelere en
¢ok eklenen nanokil malzemesi montmorillonite
(MMT)’dir. Nanokompozitler diisilk yogunlukta,
seffaf yapida, koku, oksijen ve su buhar gegirgenli-
gi diisiik, iyi yiizey 6zelligine sahip ve geri doniisiim
saglayan ambalajlarin gelistirilmesini saglamakta-
dir. Biitiin bu nanokompozit 6zelliklerin gelistiril-
mesi i¢in genellikle %5’ten az oranda nanopartikiil
kullanilmaktadir [5]. Gida ambalajinda en sik kul-
lanilan polimerler arasinda polietilen, polipropilen,
polistiren, polivinil kloriir (PVC) ve polietilen teref-
talat (PET) yer almaktadir [26].

Biyobozunur Nanokompozit Ambalaj Malze-
meleri: Biyobozunur polimerler yenilenebilir tarim-
sal hammadeler, hayvansal kaynaklar, deniz, gida
sanayi igsleme atiklar1 ya da mikrobiyal kaynaklar-
dan elde edilmektedir. Yenilenebilir hammaddelerin
yani sira bu ambalaj malzemelerinde karbondioksit,
su ve kaliteli giibre gibi ¢cevre dostu biyolojik {iriin-
ler de kullanilmaktadir [38]. Artan ¢evre bilincinin
etkisiyle biyolojik olarak par¢alanmayan ambalaj
malzemelerinin gevresel atik sorunlarina neden ol-
masi1 biyobozunur ambalajlama materyallerinin ge-
listirilmesini giindeme getirmistir [30].

Gida ambalajlama sektoriinde biyopolimerlerin
kulanimu ile, plastik bazli ambalajlamaya bagimli-
lik azalmakta ve yenilenebilir tarimsal kaynaklarin
degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir. Biyopoli-
mer kategorisinde degerlendirilen polisakkaritler,
proteinler ve lipidlerden iiretilen yenilebilir film ve
kaplamalarin kullanim1 giin gectik¢e yaygimlagmak-
tadir [10,16].

Son yillarda biyobozunur nanokompozitler
arasinda polilaktik asit (PLA), polihidroksibiitirat
(PHB), polikaprolakton (PCL), polibiitilensiiksinat
(PBS), nisasta ve derivatlar1 gibi alifatik polyes-
terler iizerinde caligsmalar devam etmektedir. Bu
maddeler biyobozunurdur ve gidalarm tat, koku ve
goriiniis gibi organoleptik karakteristiklerini gelis-
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tirirler. Ambalaj materyalinin hacmini ve agirligini
azaltirlar, gidanin raf 6mriinii uzatarak, i¢ bilesenle-
rini kontrol altinda tutarlar [35,43]. Aktif ve Akilli
Paketleme Sistemleri: Aktif paketleme sistemleri
gidalarin yiiksek kaliteli olmasini saglamak, mu-
hafaza siirelerini artirarak raf omiirlerini uzatmak
amaci ile gelistirilmistir. Aktif ambalajlama giday1
dis etkilerden koruyan bir bariyer olmanin yani sira
ambalaj i¢indeki ortam1 kontrol edebilen ve tepki
veren ambalaj sistemidir. Aktif paketleme teknolo-
jisi, oksijen yakalayicilar, nem diizenleyiciler, kar-
bondioksit diizenleyiciler, etilen yakalayicilar ve
antimikrobiyal paketleme sistemlerinden olusmak-
tadir [42]

Akilli paketleme sistemleri, depolama ve tasin-
ma esnasinda paketlenmis gidanin kalitesi hakkin-
da bilgi vermek i¢in gidanin durumunun izlemeye
alindig1 paketleme sistemleridir. Akilli ambalajlama
teknolojisinde kullanilan ¢esitli indikatorler (tazelik
indikatorleri, zaman-sicaklik indikatorleri), ve sen-
sorler (gaz sensorleri, floresan esasli oksijen sen-
sorleri, biyosensorler) sayesinde tiliketiciye amba-
laj i¢cindeki gidanin kalitesi hakkinda bilgi saglanir
[33].

Sonuc¢

Nanoteknoloji yakin gelecekte basta gida endiistrisi
olmak iizere pek ¢ok endiistri alaninda yeni ufuklar
acacaktir. Nanoteknoloji gida sanayinde yeni gida
iiriinlerinin gelistirilmesi, gidalarin besin degerleri-
nin artirilmasi, patojenlerin tespiti, gida kalitesinin
izlenmesi gibi pek ¢ok faydalar saglamaktadir. Na-
noteknoloji uygulamalari ile geleneksel paketleme
teknikleri yerini akilli ambalajlara birakacaktir. Bu
sekilde gidalarin bozulma belirtilerinin 6nceden tes-
pit edilmesi, gida giivenilirligi ve raf dmriiniin gii-
vence altina alinmasi saglanacaktir.

Nanopartikiillerin gida alaninda kullanimi tii-
keticilerde endise yaratmaktadir. Nanopartikiillerin
insan saglig1 lizerine nasil bir etkisinin olacagi ve
maruz kalabilecekleri maksimum limitlerin bilin-
memesi nedeniyle tiiketiciler nanoteknoloji uygu-
lamalarina kars1 temkinli yaklagmaktadir. Gidalarin
islenmesi ve ambalajlanmasi asamalarinda nano-
materyallerin kullanim1 konusundaki bu endiselerin
yapilan aragtirmalarin artirilmasi, yeni yaklasimlar,
ulusal ve uluslararasi yasal ve bilimsel diizenleme-
ler ile giderilebilecegi diisiiniilmektedir.

Nanoteknolojinin gida alaninda uygulanmasina
yonelik ¢alismalarin siirdiiriilmesi ve desteklenmesi
icin gerekli tesvikler saglanmalidir. Bu sayede daha
az enerji kullanilarak daha verimli, ucuz ve giiveni-
lir tirtinlerin elde edilmesi miimkiin olacaktir.

Sonug olarak nanoteknoloji alaninda yapilan
calismalar ile mevcut gida isleme sistemleri degisti-
rilerek gidalarin besleyici degerinin artirtlmasi, sag-
likl1 ve giivenilir gida tiiketimi saglanacaktir.
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Ozet: Bu derlemede; filogenetik bilimi ve esaslari, temel terminolojisi, aga¢ gosterim sekilleri hakkinda bilgi verilip,
bir filogenetik analizde izlenmesi gereken adimlar anlatildi. Analizde kullanilacak verinin tagimasi gereken baglica
kriterler, veri tabanlarindan referans birimlerin elde edilmesi ve genlerin analiz siireci ele alindi. Filogenetik agac olus-
turmada kullanilan bilgisayar tabanli metotlarin baslica 6zellikleri ve iistiinliikleri belirtildi. Analiz sonucu elde edilen
agacin giivenilirligi ve bu degerin yorumlanmas: iizerinde duruldu. Ozetle bu derlemede temel filogenetik bilgisinin
verilmesi amaglandi.

Anahtar kelimeler: Agaclandirma metotlari, filogenetik, takson

Phylogenetic Tree Construction Methods

Abstract: In this review; the knowledge about the phylogenetic science and its principles, basic phylogeny terminology,
type of phylogenetic tree presentations were given and also the steps that must be followed in a phylogenetic analysis
was mentioned. The main criteria for the data to be used in analysis, obtaining the reference units from databanks and
the process of data analysis were described. The main features and advantages of the computer-based methods that were
used to create phylogenetic trees were also showed. The reliability of the phylogenetic tree obtained from the results of
analysis and the interpretation of these values were described. In summary it was aimed to give the basic phylogenetic
knowledge.

Key words: Tree construction methods, phylogenetic, taxa

Derleme / Review Article

Giris

“Filogenetik”, tiim organizma gruplar1 arasindaki
evrimsel iligkiyi ata-soy iliskileri seklinde ortaya
¢ikarmay1 amaglar. Organizmalarin sahip oldugu
molekiiler mekanizmalar, tek bir ataya sahip olduk-
larin1 gostermektedir. Ortak atadan evrimlesmeleri
sayesinde tiirler, birbirleriyle iligkilendirilebilirler
[6,7]. Filogenetik sistematiginin kurucularindan
Alman biyolog Emil Hans Willi Hennig, bu ilis-
kilendirmenin; tiirler arasi morfolojik, fizyolojik,
genetik, cografik ve ekolojik farkliliklar dikkate
almarak gergeklestirilebilecegini ortaya koymustur
[12]. Saptanan filogenetik iliskinin, grafiksel olarak
gosterimi ise “filogenetik agaclar” araciligiyla olur.
Organizmalar arasi evrimsel iligkileri gdsteren bu fi-
logeniler, “evrim agac1” ya da “yasam agac1” olarak
da bilinmektedir. Yasam agac1 kavrami, tek atadan
koken almis ve dallanarak farklilagmas tiirleri tek bir
konsept halinde gostermek i¢in, ilk kez Ingiliz biyo-
log Charles Darwin tarafindan (1809-1882) evrim
teorisi kapsaminda kullanilmigtir (Sekil 1) [1].

Sekil 1. Charles Darwin’in “Tiirlerin kokeni (1859)” bo-
liim I'V’de kulland1g1 yasam agaci.

Alman biyolog Ernst Haeckel, Darwin’in go-
rislerini benimseyerek biyogenetigin temelini attig1
caligmalarinda (1834-1919) daha kapsamli ve ay-
rintili yasam agaglar1 olugturmustur (Sekil 2).
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1970’1erin sonunda ise Carl Woese ve George
Fox, prokaryot ve dkaryot ayrimini 16S rRNA ana-
lizleriyle ortaya koymus ve filogenetik agacin ii¢
pargali evrensel halini onermistir (Sekil 3) [1].

Bacteria Archaea Eucarya
Green
Filamentous Slime
Spiroghetes  bagteria Enta Ids Apimals

Ciliates
Planctomyce:! Flagellates
Bacteroide:
Cytophisga Trichomonads
Microsporidia

Thermotoga

Aquifex Diplomonads

Sekil 3. Carl Woese tarafindan ortaya konan “Yasamin
filogenetik agac1”

Filogenetik’te Kullanilan Temel Terminoloji
Takson

Canlilarin siniflandirilmasinda, alemden tiire kadar
bir hiyerarsi i¢inde diizenlenmis birimlerin (sube,
sinif, takim, familya, cins) her birine “takson” denir.
Bir gruba takson denilebilmesi i¢in, belirli bir kate-
goriye girebilecek derecede ayirt edici farkliliklara
sahip olmas1 gerekir. En iist kategorilerde yer alan
taksonlar, daha asagidaki taksonlari i¢cine alan basa-
maklar seklinde gosterilirler. Filogenetik agaglarda
dallanma noktalarinda bulunurlar (Sekil 5) [20]. Fi-
logenetik agagta ortak bir atadan kdken alan, birbi-
riyle yakin iliskili taksonlara da “kardes taksonlar”
denir (Sekil 4) [6].

D1s Grup

Filogenetik agagta diger tiim taksonlardan evrimsel
stirecte agik bir bicimde en erken ayrilan taksona

Sekil 2. a) Ernst Haeckel;
1866°da bitki, protista ve hay-
vanlari kapsayan yagam agacini,
b) 1879°da ise insan yasam aga-
cini olusturmustur [18].

denir. Diger taksonlar, dig grupla kiyaslaninca bir-
biriyle daha yakindan iligkilidir. Bu nedenle agacin
kokiine yakin bulunur (Sekil 4).

A ve B kardeg takson C, Ave Bigin dig grup
Takson A Takson B Takson C
| d oo | |
B
ortak ata

Sekil 4. Filogenetik aga¢ birimleri

Klan

Ortak bir atadan gelen takson grubuna (Tir ya da
popiilasyonlar) “klan” ya da “monofiletik” denir.
Bir monofiletik gruptaki taksonlarin paylastigi1 bir
ata, bagka herhangi bir takson tarafindan paylasila-
maz. Bu nedenle “tek kokenlilik” olarak da bilin-
mektedir (Sekil 5) [7].

Polifiletik ve Parafiletik grup

Birden fazla atadan olusan tiirlere “polifiletik grup”
ya da “cok kokenlilik” denir. Ortak atanin biitiin tii-
revlerini icermeyen bazi gruplara ise “parafiletik”
grup denir (Sekil 5) [3].

Soy

Bir filogenetik agagta ata-torun iligkisini tanimla-
yan ve monofiletik gruba giden dala denir.

Diigiim noktasi

Filogenetik agacgta komsu iki taksonun kesistigi
noktadir. Her diiglim bir taksonomik birimdir. “Hi-
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potetik taksonlar “ya da “catallanma noktas1” olarak
da adlandirilabilirler (Sekil 5).

Sekil 5. Filogenetik agag birimleri

Diktomi ve Politomi

Filogenetik agacin dallanama modeline ya da de-
senine denir. Bu model ayrik iki ana dal {izerinde
olustugunda “diktomi”; tek bir diigiim noktasindan
koken alan ikiden fazla ana dal iizerinde olustugun-
da “politomi” adin1 alir (Sekil 6) [7].

AN

A politomi

diktomi

Sekil 6. Filogenetik agag¢ birimleri

1962 yilinda Emile Zuckerkandl ve Linus Pa-
uling tarafindan ortaya konulan “Molekiiler Saat
Hipotezi” (MSH); jeolojik ge¢miste iki tiirlin veya
taksonlarin birbirinden ne zaman ayrildiklarin1 tes-
pit etmek i¢in, molekiiler degisim oranlarinin kulla-
nildig bir tekniktir. Molekiiler saat belirlemede kul-
lanilan molekiiler veriler, niikleik asitlerde niikleo-
tid dizileri veya proteinlerdeki aminoasit dizileridir
[21]. “Gen saati, genetik saat ya da evrimsel saat”
dendigi de olur [1].

Filogenetik Aga¢ Gosterim Sekilleri
Koklii ve Koksiiz Agaclar

Filogenetik agaglar, koklii ya da koksiiz formatlar-
da hazirlanabilir. Koksliz agacta, her bir taksonun
digeriyle iligkisi goriiliir ancak ortak ata tahmin
edilemedigi i¢in evrimsel yonii yoktur. Bu evrimsel
iligkiyi belirlemek i¢in kullanilan kokli agaclarda
ise taksonlar, ortak bir atadan koken alarak yerlesti-
rilir. Bundan dolay1 koklii agag, koksiiz filogenetik
agaclara oranla daha fazla bilgi saglamaktadir (Se-
kil 7) [7].

cC D
B
A €
B: :D
kok
a b

Sekil 7. a) Koksiiz, b) Kokli filogenetik agag

Dendrogram, Kladogram ve Filogram

Filogenetik agaclarda, taksonlar arasi iligkiler ta-
nimlanir. Bu goésterim, dendrogram, kladogram ve
filogram gibi farkl yollarla gerceklestirilebilir.

“Dendrogram”, yunanca aga¢ (dendro) ve ¢i-
zim (gramma) kelimelerinden koken almaktadir.
Kiimeleme ile hiyerarsik diizen halinde ele alman
verileri bir araya getiren en temel gosterimdir. Obek
agaci olarak da bilinmektedir [23].

“Kladogram”, dal uzunluklarinin 6nemli ol-
madigr filogenetik agac sekilleridir. Bu nedenle dal
uzunluklar1 farkli degildir ve evrimsel yakinlik i¢in
bir anlam1 yoktur. “Filogram”, ise dal uzunluklari-
nin 6nemli oldugu filogenetik agac¢ sekilleridir. Dal
uzunluklar ile evrimsel uzakliklarin dogru orantili
olarak ifade edildigi gosterimdir (Sekil 8) [9].

Kladogram

Filogram

Sekil 8. Kladogram ve Filogram

L5
R
R

(((B,C),A),(D,E)) (((B:1,C:2),A:2),(D:1.2,E:2.5))

B Newick Formati /

Sekil 9. Newick formati.

Kladogram ve filogram gizimleri i¢in gelistiril-
mis bir format olan “Newick Formati” ile taksonlar,
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i¢ ice parantezler seklinde yazilir. Bir monofiloge-
netik gruba ait taksonlar virgiil ile ayrilarak parantez
icinde belirtilir. Filogramlar 6lgekli agaglar oldugu
icin, uzaklik 6nemini vurgulamak i¢in de sayilardan
yararlanilir (Sekil 9) [7].

Filogenetik Analizde izlenecek Adimlar
Gen secimi ve gene ait 6zellikler

Karsilastirma yapmak icin analiz edilecek 6rneklere
ait genomik ya da proteomik veriler (DNA, RNA ya
da aminoasit dizileri) toplanir. Bu asamada referans
birimin (Orn; belirli genler) secilmesinde dikkat
edilmesi gereken noktalar vardir. Baz1 diziler di-
gerlerinden birka¢ noktayla 6ne ¢ikar ve filogenide
daha kullanigh hale gelir.

Ele aliacak dizi tiim organizmalarda yap1 ve
fonksiyonunu korumus olmalidir. Ornegin; 16S
rRNA, ribozomal kii¢iik alt birimin yapisina katilan
16S ribozomal RNA molekiiliiniin sentezinde kalip
olarak kullanilarak, tiim hiicrelerde ayn1 fonksiyon-
da bulunur. Ayn1 zamanda kompleks sekonder ya-
pisin1 da korudugundan filogenetik agaclandirmada
siklikla tercih edilir. Okaryotik hiicrelerde ise fonk-
siyonel olmayan diziler yani intronlar, ¢ok yakin
akrabalarim filogenetik analizini saptirdigi i¢in kul-
lanilmamaktadir.

Elde edilen sekans verisi, yeteri kadar var-
yasyon gostermesinin yaninda kolay siralamanin
miimkiin olabilmesi i¢in benzer diziler de -homolog
kalmtilar- icermelidir. Ornegin; 16S rRNA, diger
iki ribozomal RNA molekiilii ve pek ¢ok saperon
protein ile katlanmis kendine 6zgii bir kuaternar ya-
piya sahip oldugundan; yapisinda tiim bakterilerde
korunmus dizileri bulundururken, yakin tiirler ara-
sinda bile degisebilen ve degisken bolgeler olarak
bilinen dizileri de igerir. Bu da, hem dizileri ben-
zerliklerine gore siralamanin hem de farkliliklarina
gore tiir ye da bagka bir taksonomik birim diizeyin-
de ayirt edebilmenin miimkiin olmasin1 saglar.

Soylar arasi iliskilendirmede kriter olabilmesi
icin agaclandirmada kullanilacak dizi, horizontal
olarak aktarilmamali yani yalnizca ata bireyden
yeni nesle vertikal olarak aktarilmalidir. Organiz-
malar arasinda horizontal gen aligverisinin olmasi,
onlarin evrimsel agidan ata-soy iligkisinde gosteril-
mesini engeller [7,24].

Secilen genin karsilagtirilmasi icin kullanilan
veri tabanlar

Secilen sekans verisinin karsilagtirilmasi ve filoge-
netik agaclandirma icin kullanilacak olan “referans
diziler” cesitli veri tabanlar1 aracigiyla elde edilir.

Amerikan Ulusal Kiitiiphanesinin bir pargasi
olarak olusturulmus NCBI (National Center for Bi-
otechnology Information); yerel veritabanlari, bilgi-
sayar destekli arastirmalar, dizi analizi yapan yazi-
limlara odaklanmig bir kurulustur. Yapisina BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), GenBank ve
Pubmed gibi uygulamalari ekleyerek daha kapsamli
hale gelmistir. INSDC’nin (International Nucleo-
tide Sequence Databases) bir parcasi olarak DNA
dizilerini toplayan GenBank; DDBJ ve EMBL ile
isbirligi igerisindedir [13].

EMBL (European Molecular Biology Labora-
tory), Avrupa Birligi iiyesi devletlerin bilimsel top-
luluklarina egitim ve hizmet vermektedir. Avrupa’y1
bir uctan diger uca kapsayan; ana laboratuvar, Avru-
pa Biyoinformatik Enstitiisii (EMBL-EBI), yapisal
biyoloji arastirmalart lizerine ve fare biyolojisi tize-
rine ¢alisan 5 enstitiiden olusturmaktadir [14].

DDBJ (DNA Data Bank of Japan), niikleotid
dizi verilerini toplayarak; yasam bilimleri arastirma
aktivitelerine, siiper bilgisayar sistemleri ve serbest-
¢e kullanilabilir verileri ile destek saglamaktadir
[15].

PDB (Protein Data Bank), niikleik asitler ve
proteinleri kapsayan biyolojik molekiillerin ii¢ bo-

yutlu yapilarmi arastirmakta ve bunlar1 toplamak-
tadir [13].

Genlerin analizi

Hizalama: Ele alinan dizileri karsilastirmak i¢in ilk
olarak hizalama yapilir. Dizilerin hizalanmasi, fi-
logenetik analiz siirecindeki en kritik adimdir. Ciin-
kii evrimsel siiregte dizinin uygun pozisyonlarmi
saptamak, yalnizca dogru hizalama ile dogru filoge-
netik ¢ikarim elde edildigi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Yanlis hizalama, final agacinda sistematik hatalara
ya da tamamen yanlis bir agaca neden olmaktadir.
Bu nedenle diziler dogru bir sekilde hizalanmalidir.
Genel olarak dogru bir hizalama, benzer kalintila-
rin eslesmesini ve benzer fizikokimyasal 6zelliklere
uymasini saglamalidir. Sekonder yapisal elementler
bilinir ya da tahmin edilirse, bunlar hizalamaya reh-
berlik edebilir.
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Manuel diizenleme, hizalama kalitesinin yiik-
seltilmesinde Onemlidir. Belirsiz hizalanmis bdl-
gelerin, filogenetik analizin 6ncesinde kaldirilmasi
gerekir. Hizalamanin hangi bdliimiinde bunlarin
kaldirilacagini, arastirmacinin taktigi belirler. Bu
nedenle oldukga siibjektif bir siiregtir.

Bunlara ek olarak, hizalama hatalarimin dii-
zeltilmesini ve iliskisiz ya da yiiksek derecede ba-
gimsiz dizilerin ortadan kaldirilmasini saglayarak
hizalama kalitesinin iyilestirilmesinde 6nemli olan
otomatik yaklagimlar vardir. Cesitli programlar ile
dogru hizalanmis diziler, filogenetik analize hazir
hale gelir [7].

Coklu Yer Degistirmeler: iki dizi aras1 fark-
liligin basit bir 6lglimii, hizalamadaki yer degistir-
melerin sayilmasiyla belirlenir. Tki dizi arasindaki
gbzlenen uzakligi, bu yer degistirme orani belirler.
Ancak gozlenen bu sayi, gercek evrimsel olayla-
r1 yansitmayip rastgele bir mutasyon ile olugsmus
olabilir. Coklu yer degistirmeler ve bireysel pozis-
yonlarda degisimler diziler arasi evrimsel uzakligin
saptanmasini zorlastirir. Bu etki “homoplazi” olarak
bilinir ve yanlis homoplazi, yanlis filogenetik agag
olusturmaya neden olur. Dogru homoplazi, yani di-
ziler arasi uzakligi evrimsel olarak dogru sekilde
bulmak i¢in ¢esitli istatiksel modellere ihtiya¢ du-
yulur.

Yer Degistirme Modellerinin Secimi: Dogru
homoplazi i¢in, yer degistirme modelleri veya ev-
rimsel modeller olarak da bilinen istatiksel model-
ler kullanilir. DNA filogenileri olusturmak igin, cok
sayida yer degistirme modeli vardir. Bu modellerde,
her bir niikleotid i¢in uygulanan ¢oklu yer degistir-
meler yani mutasyonlar farklidir. Birbirinden ¢ok
uzaklagmis dizilerde, ¢ok sayida ¢oklu yer degistir-
me tespit edilir. Yer degistirme modelleri ile bu po-
zisyonlar dogru olarak saptanir. Bu, evrimsel uzak-
ligin istatiksel metodun dogruluguna bagli oldugu
anlamina gelir. Bu nedenle, yalnizca uygun diziler
filogenetik agaglandirmada kullanilabilir [7].

Jukes-Cantor Modeli (JC Modeli): 1969 y1-
linda olusturulan ve tek parametreli model olarak
adlandirilan bu yer degistirme modelinde; DNA
dizilerinin, esit olasilikla birbirine doniistiigii var-
sayilir. Bu nedenle esit olasilikla niikleotidlerin yer-
lestirilmesine dayanir. En basit niikleotid yer degis-
tirme modelidir. Evrimsel uzakliklar1 kullanan bir
formiille ¢alisir.

Kimura Modeli (K2P Modeli): 1980 yilinda
olusturulan ve iki parametreli model olarak adlandi-
rilan bu yer degistirme modelinde; DNA dizilerinin,
transisyonlar ve transversiyonlar i¢in farkl olasilik-
larda birbirine doniistiigiinii yani yer degistirdigini
varsayar. Bu nedenle daha karmasik ama daha ger-
¢ekei bir modeldir. Bu modele gore, transisyonlar
transversiyonlardan daha sik meydana gelir ve bu
da evrimsel uzakliklarin saptanmasinda énemli bir
kriterdir. Model, daha kapsamli bir formiile dayan-
maktadir [7,16].

Filogenetik Agaclandirma Metotlar:

Filogenetik agaglandirma metotlari, dayandiklar
esaslara gore “uzaklik tabanli” ve “karakter tabanli”
olmak tizere ikiye ayrilirlar. Uzaklik tabanli metot-
lar, taksonlarin aralarindaki uzakliklara gore kiime-
lendirilerek yerlestirilmesi ya da olusturulan birden
fazla agactan optimal olanin secilmesine gore kendi
icerisinde ikiye ayrilirken; karakter tabanli metotlar
tek baslik altinda toplanabilen metotlardir (Sekil 10).

FILOGENETIK AGACLANDIRMA METOTLARI

I

UZAKLIK TABANLI KARAKTER TABANLI
METOTLAR METOTLAR

Optimalitetabanlt
metotlar

—Eaksimum Parsimoni

Kumeleme tabanli
metotlar

Fitch-Margoliash Maksimum
RGN e argene _q Likelihood
Minimum
NI Evolution Bayesian Analizi

Sekil 10. Filogenetik agaclandirma metotlar:

Uzakhik Tabanh Metotlar

Tim taksonlarin, aralarindaki uzakliklar dikkate
alinarak yerlestirildigi filogenetik agaclardir. Ge-
netik uzaklik yontemi, filogenetik agaci olusturmak
icin dizi grubunda her bir ¢ift arasinda degisiklikle-
rin sayisini temel alir. Birbirlerine genetik uzakligi
en az olan tiirler birlestirilerek bir agac olusturulur.
Uzaklik metotlar1 ile hizalanan diziler arasindaki
farkliliklarin miktarina gore aga¢ olusturulur [10].
Uzaklik metotlari, diger yontemlerden daha kolay
ve hizhidir [3].

Kiimeleme tabanhh metotlar (Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Average
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(UPGMA)): “Aritmetik Ortalama ile Agirliksiz Cift
Grup Metodu” olarak ¢evrilir. Kiimelemenin en ba-
sit ve en hizli metodudur. Koklii agaglar olusturan
ultrametrik (kokten tiim uglara esit uzunlukta dallari
olan) bir agaclandirma bir metottur. Verileri uzak-
lik bakimindan algoritmik olarak diizenleyerek tak-
sonlar1 kiimeleyen bu metot, bu uzaklig: elde eder-
ken bir formiil kullanir [7]. En yakin iki taksonun
gruplandirilmasindan baglar. Artan uzaklik dikkate
almarak, tiim taksonlar1 gruplamaya dayanir. Kade-
meli olarak uzaklik arttik¢a taksonlar yeni gruplara
girmeye ve birbirinden farklilasmaya baslar [2]. Ne-
ighbor Joining (NJ) “Komsu Birlestirme Metodu”
olarak cevrilen bu metot, 1987’de Saitou ve Nei ta-
rafindan Onerilmistir [11]. Verileri, genetik uzaklik
bakimindan kiimeleyerek analiz eden bu kiimelen-
dirme metodu, evrimsel saate dayandirilmadigi i¢in
kokstiz agaclar olusturulur. Koksiiz filogenetik agag
olusturan en basit metottur [7].

Sonug olarak algoritmik uzaklik metotlari; op-
timal agac1 bulamaz ¢linkii alternatif agaclar olus-
turmaz tek tip agag¢ olusturur, olusturulan agacta her
hangi bir dal degistirilemez, hizli ve kolay oldugu
icin baslangi¢ analizleri i¢in kullanighidir. UPGMA
kokli ve dal uzunluklar esit agaclar olusturan en
hizli ve basit yontemken, bu metodun koksiiz ve dal
uzunluklar farkli agaglar olusturan formati ise Nei-
ghbor Joining metodudur [22].

Tablo 1. Kiimeleme tabanli metotlarin karsilagtiriimasi

UPGMA NJ
Esas Uzaklik, kiimeleme Uzaklik, kiimeleme
Agag sayist Tek Tek
Format1 Kokli, kladogram Koksiiz, filogram
Neden Baslangi¢ analizi Baslangi¢ analizi
bu metot? yapilacaksa koklii basit bir yapilacaksa koksiiz basit bir

agac elde etmek istenirse  agag elde etmek istenirse

Optimalite tabanl metotlar: Ozellikle genis
veri setleri kullanilarak filogenetik agaglandirma
yapilacaginda tercih edilen metotlardir. Bu nedenle
kapsamli ve daha yavag bir hesaplama ile ayrintili
aragtirma gerektirir. Fitch-Margoliash ve Minimum
Evolution olmak tizere iki temel metottan olusur.

Fitch-Margoliash: Orijinal veri kiimesi i¢inde
uzakliklar1 ve agacin tiim dal uzakliklarinda mini-
mum sapmaya dayanarak muhtemel agaglardan en
iyisini secer. Iki taksonun rastgele bir diigiim nok-
tasinda kiimelendirilmesiyle baglar ve uzakliklar

tanimlamak icin esitlikler olusturur. Kiimelenen iki
takson, yeni bir matriks olusturmaya yardim eder.
Bu islem, aga¢ tamamlanincaya kadar devam eder.
Tiim agag topolojilerini arastirir ve gergek uzaklik-
lardan en kii¢iik sapmayla dal uzunluklarini hesap-
lar.

Minimum Evolution: Minimum Evrim yon-
temi, benzer bir prosediir ile aga¢ olusturur ama
muhtemel agaclar arasindan en uygun olani seger-
ken farkli bir optimalite kriteri kullanir. Farki, dal
uzunlugunu bulurken kullandig1 cebirsel esitlige
dayanir [19].

Sonug olarak Fitch-Margoliash ve Minimum
evolution metodu, farkli aritmetiklerle uzakliga da-
yali birden fazla aga¢ olusturan optimalite metotla-
ridir.

Tablo 2. Optimalite tabanli metotlarin karsilastirilmast,

Fitch-Margoliash Minimum evolution

Esas Uzaklik, optimalite Uzaklik, optimalite

Agac sayist  Cok Cok

Formati ilaveli ilaveli

Neden Daha genis veri setlerinde, Daha genis veri setlerinde,
bu metot?  daha yavas bir hesaplama daha yavas bir hesaplama
Farklar1 Cebirsel esitlik

Karakter Dayalh Metotlar

Karakter dayali metotlar, daha karmasik oldugu
i¢cin daha fazla emek ve zaman isteyen metotlardir.
Bunlar Maksimum parsimoni (MP), Maksimum li-
kelihood (ML) ve Bayesian analizidir.

Maksimum Parsimoni: Bir gézlemin en az
karmagik olarak agiklanmasi “parsimoni” seklinde
tanimlanir. Bu nedenle bu agaglandirma yontemi de
incelenen diziler ile uyumlu bir agag elde etmek i¢in
gerekli en az mutasyonlarin saptanmasini esas alir.
Bagka bir deyisle “tutumluluk” olarak tanimlana-
bilme yani, biyolojik degisim siireci boyunca kar-
masiklik yerine basit bir agiklama yaparak verilerin
yorumlanmasidir. MP yontemi uygulanirken, dizi
pozisyonlarimin farkli puanlamalari tercih edilebilir.
Ornegin; korunmus bolgede gerceklesen bazi mu-
tasyonlar, degisken bolgedeki mutasyonlardan daha
cok vurgulanmak istenebilir. Ya da transversiyonlar
transisyonlardan daha onemli olarak vurgulana-
bilir. MP ile agaclarin olusturulmasinda ‘kesin’ ve
‘tahmini’ yaklagimlar s6z konusu olmaktadir. Cok
zaman alicidir ve ¢ok sayida drnek ele alindiginda
kullanima uygun degildir [3].
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Maksimum Likelihood: Joseph Felsenstein
tarafindan 1981 yilinda MP’ye alternatif olarak or-
taya konulmus bir yontemdir [4]. Birgok olas1 agag
icerisinden en iyi agaci se¢cmede istatiksel testler
kullanma olanag1 ortaya konmustur. Bu nedenle,
maksimum likelihood metodu, her agac topolojisini
degerlendirir veya gdzlenen verinin olusturulmasi
olasiligini hesaplar. Eger aga¢ dogruysa her dalin
olusturulma olasiliklar1 toplami, goézlenen veri-
nin olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik,
agaclarin olasilig1 olarak kabul edilir. [3].

Bayesian Analizi: Ingiliz istatistik¢ci Thomas
Bayes (1702-1761) tarafindan olusturuldugu i¢in

“Bayes Teoremi” olarak da bilinmektedir. Olasilik
kurami icinde incelenir ve biitiin istatistik¢iler icin
kabul edilir bir iliskiyi aciklar. Bu teorem bir ras-
sal (rastgele) degisken i¢in olasilik dagilimi i¢inde
kosullu olasiliklar ile arasindaki iligkiyi gosterir.
Olasilik teorisi i¢inde incelenen bir olay olarak B
olayma, kosullu bir A olay1 (yani B olay1 bilindigi
durumdaki A olay1) i¢in olasilik degeri; A olayina
kosullu olarak B olay1 (yani A olay1 bilindigi du-
rumdaki B olay1) i¢in olasilik degerinden farklidir.
Ayrica Bayes teoremi, olasilik degeri hakkindaki
subjektif inanislarin giincellestirilip degistirilmesini
saglayan temel bir gerectir [17].

Tablo 3. Karakter tabanli

Maksimum Parsimoni

Minimum Evolution Bayesian Analizi

metotlarin karsilastirilmasi

Esasi Karakter
Agag say1s1 Cok
Formati Tlaveli

Neden bu metot?

Puanlama ile vurgulanmak
istenen nokta 6ne ¢ikarilir

Karakter Karakter
Cok Cok
Tlaveli Tlaveli

Agagtaki her dalin
olasilig1 goriiliir.

Daha genis veri setlerinde
objektivite maksimum

Filogenetik Aga¢ Dogruluk Ol¢iimii
Filogenetik aga¢ olusturduktan sonraki adim, ista-
tiksel olarak filogeninin giivenilirligini degerlen-
dirmektir. Bu amaca hizmet eden ¢esitli analizler
mevcuttur. En ¢ok kullanilan “Bootstrapping”,
bilgisayar tabanl tekniklerin dogruluklarini yansi-
tan istatiksel bir deger bulmaya yarayan bir analiz
olarak tanimlanir. Bootstrap, elde edilen agaclarin
dallar1 tizerinden parsimoni kriterini kullanarak is-
tatistiksel yonden en giivenilir olan dallar1 belirle-
mede kullanilir [5]. Bootstrap degeri %0 ile %100
arasinda degisir. Kress ve arkadaslarinin karakteri-
ze ettigi bootstrap destek degerlerine gore, %85’den
biiyiikse ¢ok giiclii, %70-85 arast gii¢lii, %50-70
aras1 zayif ve %50’den kiiciikse ¢ok zayif seklin-
de tanimlanmistir. Bootstrap desteginin %70 ya da
daha biiyiik olusu genellikle dogru filogeninin ta-
nimlanmasi ile iligkilendirilir. Eger belli bir dal i¢in
bootstrap destegi % 50’nin altinda ise, dali olustu-
rulan taksonlarin birbiriyle dogru olarak iliskilendi-
rilemedigi diigtiniliir [8].

Kaynaklar

1. Woese C.R, Stackebrandt E, Macke T.J, Fox G.E. (1985). A4 Phylogenetic
Definition of the Major Eubacterial Taxa. System. Appl. Microbiol 6: 143-151.

2. Morrison David A. (1996). Phylogenetic Tree-building. Internalionol Journal
for Parasitology, Vol 26. No 6.

3. Freeman S, Herron J. C. (1999). Evrimsel Analiz. Ciplak, B, Basibiiyiik H,
Karaytug, S, Giindiiz, L. (eds). Palme Yayincilik. Ankara. 28-29: 438-708.

4. Felsenstein J. (1987). Estimation of hominoid phylogeny from a DNA hybrid-
ization data set. Moleculer Evolution. 26: 123-31.

5. Felsenstein J. (1985). “Confidence Limits on Phylogenies: an Approach using
the Bootstrap”, Evolution. 39: 783-791.

6. Singh Gautam B. (2015). Fundamentals of Bioinformatics and Computational
Biology, Methods and Exercises in MATLAB. Vol 6: 235-270.

7. X1ong Jin. (2006). Essential Bioinformatics: 127-169

8. Kress W.J. (2005). “The Molecular Phylogeny of Alpinia (Zingiberaceae): A
Complex and Polyphyletic Genus of Gingers”, American Journal of Botany.
92/1: 167-178.

9. Podsiadlo L., Polz-Dacewicz M. (2013). Molecular evolution and phyloge-
netic implications in clinical research. Annals of agricultural and Environ-
mental Medicine. Vol 20.No 3: 455-459.

10. Mount D.W. (2001). Bioinformatics Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold
Spring Harbor, New York. Chapter 3. Alignment of pairs of sequences: 52-137.

11. Saitou N, Ne1 M. (1987). The neighbor-joining method: a new method for re-
construction phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution 4: 406- 425.

12. Onursal Sila Suzan, Ugur Avni. (1997). Boceklerin Filogenisi. Tiirk.ento-
mol.derg. 21(1): 65-80.

13. Anonim, (2015). RCSB Protein Data Bank. Erigim adresi: http.//www.rcsb.
org/pdb/home/home.do, Erisim tarihi: 30.05.2015.

14. Anonim, (2015). European Molecular Biology Laboratory. Erisim adresi:
http://www.embl.org/, Erisim tarihi: 30.05.2015

15. Anonim, (2015). DNA Data Bank of Japan. Erisim adresi: http.://www.ddbj.
nig.ac.jp/, Erigim tarihi: 30.05.2015

16. Anonim, (2015). Distance Methods. Erisim adresi: http://www.cs.rice.
edu/~nakhleh/COMPS571/Slides/Phylogenetics-DistanceMethods.pdf,
Erisim tarihi: 03.06.2015.

17. Anonim, (2015). Bayes Teoremi. Erisim adresi: http://trwikipedia.org/wiki/
Bayes_teoremi, Erigim tarihi: 07.06.2015

18. Anonim, (2015). Tree of Life. Erisim adresi: http.//en.wikipedia.org/wiki/
Tree_of life_%28biology%29, Erisim tarihi: 04.06.2015.

19. Anonim, (2015). Phylogenetic Fundamentals. Erigim adresi: http://artedi.
ebc.uu.se/course/X3-2004/Phylogeny/Phylogeny-Criteria/Phylogeny-Crite-
ria.html, Erisim tarihi: 27.05.2015.

20. Anonim, (2015). Taksonomi. Erisim adresi: http://trwikipedia.org/wiki/Tak-

sonomi, Erisim tarihi: 04.06.2015.
. Anonim, (2015). Molecular Clock. Erisim adresi: http://en.wikipedia.org/
wiki/Molecular_clock, Erigim tarihi: 04.06.2015.

22. Anonim, (2015). Model Based Distance Methods. Erisim adresi: http://
www.life.umd.edu/labs/delwiche/MSyst/lec/Distancel.html, Erigim tarihi:
06.06.2015.

23. Anonim, (2015). Dendrogram. Erisim adresi: http://en.wikipedia.org/wiki/
Dendrogram, Erigim tarihi: 02.06.2015.

24. Anonim, (2015). Molecular phylogenetic analysis using ribosomal RNA
(rRNA). Erisim adresi: http://eebweb.arizona.edu/blast/rna_lecture.pdf,
Erisim tarihi: 06.06.2015.

25. Anonim, (2015) Erisim adresi: http://www.cs.rice.edu/~nakhleh/COMP571/
Slides/Phylogenetics BuildingPhyloTrees.pdf. Erisim Tarihi: 03.06.2015.

2

—

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx

Cilt 26, Sayi1 2, 2015, 58-64



	00-c26s2
	01-c26s2
	02-c26s2
	03-c26s2
	04-c26s2

