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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullar:

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

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

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

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

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

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

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

Yazar(lar)n, ad(lar) kii¢iik, soyad(lar)1 biiyiik harflerle yazilmali
ve unvan belirtilmemelidir.

Ozet, Tiirkge ve Ingilizce olarak, tek paragraf halinde ve en fazla
500 sozciik olmalidir.

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

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

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

Tesekkiir boliimii, gerekli goriiliiyorsa kaynaklardan hemen 6nce
belirtilmelidir.

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

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

Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;

Siireli Yayin:

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

Yazarh Kitap:

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

Editorlii Kitap:

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

Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes.
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.

Kongre Bildirileri:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, izmir-Turkey.
Tezler:

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

Anonim:

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

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

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

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

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

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

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

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

14. Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayimlanir.

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

Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

1. The Journal is a refereed, scientific publication of Republic of
Turkey Ministry of Food, Agriculture and Livestock, Directorate of
Etlik Veterinary Control Central Research Institute and is published
two issues in a year. The abbreviation of the journal is ““J Etlik Vet
Microbiol”.

2. In the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, original research
articles, actual reviews, case reports, short communications on the
issue of veterinary medicine whose one part or whole have not been
published in any other place before, and news from the institute
are published. The review articles will be accepted only if they are
original, actual and not repeating the classical knowledge. The au-
thor of the review is asked to possess original publications or re-
searches on the subject at national or international levels.

3. Manuscripts that will be prepared in Turkish and English should
be typed as a full text, on A4 paper with 12 pt, in Times New Ro-
man typing character, double-spaced and with 30 mm space in both
sides of the paper. Manuscripts including figures and tables should
not exceed 16 pages for original research articles, 10 pages for re-
views, 6 pages for case reports and 4 pages for short communica-
tions.

4. Manuscript written in Microsoft Word format and figures in
JPEG format at minimum 300 dpi resolution should be submitted
to etlikvetmikrobiyolderg@gmail.com

5. Original research articles and case reports should include in fol-
lowing rank: title, name(s) of the author(s), their addresses, abstract
and key words in English, title, abstract and key words in Turkish,
introduction, material and method, findings, discussion and conclu-
sion, acknowledgements and references. In short communications
and reviews, divisions except summaries should be omitted.

6. Original research articles and case reports should be arranged
and composed as in the following.

Title should be brief, explanatory and written in small caps.
Explanation(s) about the study should be written as footnotes.
Author(s) should be mentioned by their names and surnames; their
surnames should be written in capital letters and author(s) title
should not be mentioned.

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

Key words must be selected from Medical Subject Headings,
should be written in alphabetical order and should not exceed 5
words.

Introduction not exceeding two pages should include a short re-
view of the literature related with the subject and in the end para-
graph; the aim of the study should be mentioned.

Material and Method should be written in an essential and com-
prehensible manner without getting into details. Subtopics should
be mentioned first in bold and after in italic type.

Findings should be shortly explained and data should not be re-
peated within the text. Legends should be indicated at the top of
each table, whereas should be indicated at the bottom of each figure
and print. Vertical lines are not allowed in tables.

Discussion and Conclusion must include the evaluation and com-
parison of results with other researchers’ findings. The study’s con-
tributions to the existing literature should also be explained briefly.
Acknowledgements must be indicated before references if neces-
sary.

References should be listed alphabetically and chronologically by
numbers. In the body of text, reference must be shown by author’s
surname and list number or only by list number within square pa-
renthesis. If there is more than one reference that refers to the same
issue, these should be arranged by smallest to biggest reference list

numbers at the end of sentence. If the reference is more than two
authors, the surname of the first author should be written and other
authors should be mentioned with the abbreviation of “et al.”. For
the abbreviation of journals, the latest edition of the “Periodical
Title Abbreviations: By Abbreviation” should be taken as basis. If
the author(s) have more than one publication within the same year,
besides the publication date, it should be mentioned as “a” and “b”
in the list of references.

The writing of the references and their alignment should be as in
the following examples.

For articles:

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

For books:

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

For edited books:

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

For chapter in edited books:

Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes.
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.

For congress papers:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, izmir-Turkey.
For dissertations:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebasi hastaligimin histolojik ve Immuno-
peroksidaz yontemle tanist tizerine ¢alismalar. PhD Thesis, Ankara
University Institute of Health Sciences, Ankara.

Corresponding address, in multiple-author studies, as a corre-
spondence address, only one of the authors’ name/surname, address
and e-mail should be mentioned at the end.

7. Genus and species names in Latin should be written in italic. All
measures should be given according to the SI (Systeme Internatio-
nale) units.

8. The articles that are sent to be published in the journal should be
sent with a covering letter and “Publication Rights Transfer Agree-
ment” signed by all of the authors. The selected articles for the
publication, and if asked for, the decision of the editorial commit-
tee concerning the publication, are declared to the article’s author/
authors.

9. The wording of “Ethical Commission Permission is obtained”
should appear in scientific studies based on animal experiments,
which will be published in the Journal of Etlik Veterinary Micro-
biology.

10. As the edition of the sent articles are done in accordance with
the original text, all responsibility of the articles bear on the au-
thors.

11. Researches that aim at comparisons of the products with their
commercial names are out of the journal’s theme scope.

12. The trademarks of materials and products that are subject of the
research should not be mentioned.

13. If the research is supported by a foundation, name of the foun-
dation and project number must be mentioned.

14. The articles that are sent to the journal are published in line with
their coming date.

15. Unpublished papers are not returned to their author.

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

Yayin Hakki Devri Sozlesmesi
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi - Ankara

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

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

Asagida isim ve imzalar1 bulunan yazarlar; yaymlamak iizere gonderdikleri makalenin orijinal oldugunu,
daha Once baska bir dergiye yayinlanmak iizere génderilmedigini ve kismen ya da tamamen yayinlanma-
digini, gerekli diizeltmelerle birlikte her tiirlii yayin hakkinin, yazinin yayimlanmasindan sonra Etlik Vete-
riner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devrettiklerini kabul ederler. Yayimlanmak iizere génderilen bu makalenin
tiim sorumlulugunu da yazar/lar {istlenmektedir.
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Olgu Sunumu / Case Report

Kopeklerde Hidrosefalus Olgusuna Genel Bir Bakis
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Ozet: Yavru kopekler dahil olmak iizere, hayvanlarda en sik goriilen sinir sistemi hastaliklarindan biri olan hidrosefa-
lusun dogmasal tiiriine daha sik rastlanmaktadir. Biz de derlememizde, giiniimiizde tan1 ve sagaltim se¢eneklerinin artig

gosterdigi hastaliga detayli bir bakis olusturmayi amagladik.

Anahtar Sozciikler: Kopek, Hidrosefalus

An Overview of Hydrocephalus Phenomenon in Dogs

Abstract: Congenital type of hydrocephalus which is one of the most common type of the nervous system diseases in
dogs including puppies, is more frequent. With our review, we intended to create a detailed look at the disease, both
diagnostic and therapeutic opportunities of which are increased.

Key Words: Hydrocephalus, dog

Giris
Hidrosefalus genel olarak beyin-omurilik s1visinda-
ki (BOS) artig [15,33,42] veya serebral ventrikiiler

yahut subaraknoid boslukta serebrospinal sivi top-
lanmast seklinde [18,20] tanimlanmaktadir.

Hastalik, BOS artisi, bu sivinin akigindaki bir
tikanma veya emilimindeki bir aksamadan kaynak-
lanabilecegi gibi, kortikal atrofi nedeni ile de gelise-
bilmektedir [12,20,29]. BOS, pleksus koroideus ta-
rafindan salgilanip ventrikiiler boyunca ilerleyerek
absorbsiyon bolgelerine ulagmaktadir. Obstriiksi-
yon bir¢ok nedenle sekillenebilmekte ve fotal korti-
kal gelisimi aksatmaktadir [4,10,21,27,29]. Kortikal
gelisim bozuklugu hidrosefalus hastaligindaki kor-
tikal yetmezliklerin belirleyici unsurudur [4,10,21].

Etiyoloji

Hidrosefalus farkli kriterlere gore siniflandirilabilir.
Ventrikiiler sistemdeki yerlesimine gore internal ve
eksternal hidrosefalus, altta yatan nedene gore kom-
panzasyon, obstriiktif, konjenital, idiyopatik veya
edinsel hidrosefalus ve intrakranyal basinca gore
ise normotansif ve hipertansif hidrosefalus tiirleri
bulunmaktadir [13,33,35].

Dogmasal Tiirler

Otozomal resesif genlerden kaynaklanmakta
[12,22,23,30], fakat kopeklerde nadiren bildiril-
mektedir [12].

Edinsel Tiirler

Serebral veya subaraknoid kanal obstriiksiyonu ge-
listigi ve normal siv1 akisi aksadigi zaman olugmak-
tadir [20].

Nedenleri dort sinifta incelenir;

Tiimorler

Papillomlar, astrositomlar, epandimomalar, gangli-
ogliomlar, oligodendrogliomlar, néroektodermal tii-
morler, glioblastomalar, meningiomalar, lenfomalar
ve adenomlar neden olarak gdsterilmektedirler [23].

Enfeksiyon ve yangilar

Hastaliga yol actigi bilinen ajanlar, adenovirus,
myxoviruslar, lymphogranuluma venerum virus
(LGV), choriomeningitis virusu, polyomavirus,
mumpsvirus, parainfluenza virus Tip-3, paramyxo-
virus, parvovirus ve reovirus Tip-1’dir [30].
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Bakteriyel yayilim genelde kulak, burun, goz
ve sintisler gibi ¢evre dokulardan baslamaktadir. En
sik izole edilen etken streptococcus‘tur [2].

Mycoplasma pulmonis ve M. pneumoniae’nin
hastaliga yol actig1 gosterilmistir [13].

Toxocara ve toxoplasma tiirleri insanlarda hastaliga
neden olurken hayvanlarda T. gondii kaynakli bir
vaka bildirilmistir [41].

Vaskiiler nedenler

Vendz ve arteriovendz malformasyonlar, anevriz-
malar, kavernomalar, travmatik hemoraji, hemostaz
problemleri ve arteriel hipertansiyon nedenlerdir
[37].

Zehirlenmeler

Cok sayida toksinin, metalin ve kimyasalin fotiisu
etkiledigi bildirilmektedir [7].

Karyotip anomalileri ile baglantili 6zel tiirler

Genellikle otozomal aktarimla alakali olan kro-
mozomal anomaliler seklinde ifade edilmektedir
[7,30].

Predispozisyon

Kiiciik ve brahisefalik irklarin yatkin oldugu has-
talikta [5], en yiiksek predispozisyonun Maltese,
Yorkshire Terrier, English Bulldog, Chihuahua,
Lhasa Apso, Boston Terrier, Mops, Chow chow, Be-
agle, Peckinese, Dachschund, Cocker ve Miniatu-
re Schnauzer irklarinda gozlendigi bildiriliyorken,
eriskin yasta ciissesi ufak olan kopeklerde hasta-
lik gelisiminin daha sik olustugu diistiniilmektedir
[18,20].

Bulgular

Hastaligin klinik bulgular1 patogeneze bagl olarak
degismektedir [28].

BOS Uretimindeki Artisa Bagh Bulgular

Normal miktarin dort katina dek olan BOS iiretimi
kompanze edilebilirken, bu miktar asildiginda kli-
nik bulgular ortaya ¢ikmakta ve mekanik bir komp-
resyon ile seyretmektedir [20,26,36].

BOS Akisindaki Tikanmaya Bagh Bulgular

Kopeklerde en sik izlenen bulgulardir. Malformas-
yonlar, hemorajik ve neoplastik lezyonlara baglh ge-
lismekte ve neden olduklar1 kompresyon sivi akisini
engellemektedir [17,20].

BOS Emilimi Azalmasina Bagh Bulgular

Dogmasal veya edinsel meninges anomalilerinden
kaynaklanmaktadir.

Kortikal Atrofiye Bagh Bulgular
Hastaligin sekonder gelistigi tablodur.

Klinik Bulgular

Klinik bulgular, lezyona, nedene, hastanin yagina
ve Monroe,-Kellie yasasinca belirlenen néron kaybi1
ve kafatasi i¢ basincina bagli olup, spesifik 6zellik
tasimamaktadir [18,20,24,28].

Kafatasi basinci artigina bagli olarak, hastalar-
da davranig bozukluklari (ataksi, titreme, agresivite,
hipereksitasyon, letarji, koma), lokomotor sistem
bozukluklart (daireler ¢izme, koselere saklanma,
duvara ¢arpma), duyusal bozukluklar (gérme kay-
b1, fotofobi, nistagmus, genislemis ve sabitlesmis
pupillalar) ve diger bulgular (sfinkter etkilenmesine
bagl iiriner ve fekal sorunlar, kusma, konfiizyon)
izlenmektedir [18,20,28].

Dogmasal form genel durum bozukluklari
(bliylime geriligi, zayiflama, dehidrasyon, malniit-
risyon, su aliminda azalma) bas ve viicut defor-
masyonlari, lokomotor sistem bozukluklar1 (denge
kaybu, kaslarda katilik, depresyon, koma), oftalmik
sorunlar (strabismus, eksorbitasyon) ve davranis
bozukluklar: ile karakterize olmakta, edinsel form-
daki klinik bulgular da konjenital olana benzemek-
tedir [20,24,40].

Arastiricilar [24,31] yavrularda karakteristik
biiylik, kubbelesmis kafatasi, kafanin {ist-ortasin-
da “acik-ayrik frontanel” denilen yumusak bolge,
ogrenme giicliigli, ekstremitelerde zayiflik, inkoor-
dinasyon, gida aliminda giicliik, tiknaz viicut yapi-
s1, progresif korliik, epileptik nobetler ile yiirtiyiis
bozuklugu bulundugunu bildirmislerdir. Tek tarafl1
ventrikiiler dilatasyon varsa tek tarafl1 dairesel hare-
ketler ve diisme de izlenebilmektedir [20].
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Patolojik Bulgular

Hastalik i¢cin makroskobik ve mikroskobik bulgu-
lardan s6z edilmektedir [7,13,15,42]. Makroskobik
bakida beyin biiylimiis, giruslar daha az belirgin
izlenirken kesitte ventrikiiler sistemin dilate oldu-
gu goriilmektedir. Mikroskobik bakida intersitisyel
veya sitotoksik serebral 6dem, sinir hiicrelerinde
yikimlanma, nekroz ve kanama odaklari izlenmek-
tedir [20].

Teshis

Hastaligin tanisi, klinik bulgularla beraber goriintii-
leme yontemleri ve analizler kullanilarak yapilabil-
mektedir [18,20]. Tanida faydalanilan goriintiileme
yontemleri, radyografi (RG), ultrasonografi (USG),
tomodensitometri (TDM), manyetik rezonans go-
riintiileme (MRI), elektroensofalografi (EEG), bil-
gisayarli tomografi (BT)’dir [18,20]. Ancak brahi-
sefalik ve ufak tiirlerde ventrikiilerin boyutunun de-
giskenligi bu yontemleri gliglestirmektedir [17,19].

RG muayenede spontan goriintiileme ve vent-
rikiilografi uygulanmaktadir. Ancak hem hastalik
hakkinda az bilgi vermekte hem de yorumu gii¢ bir
teknik oldugu bilinmektedir [20].

TDM, kemik yapilari, ventrikiilleri ve beynin
tic boyutlu bir goriiniimiinii sundugundan etkin ol-
maktadir. Kemik yapi altinda kalan yumusak do-
kuyu yiiksek coziiniirlikle yansittigindan, sivilar
ve parangimatoz olusumlarin muayenesi agisindan
avantajli, ventrikiiler dilatasyon ile hastalik arasin-
da her zaman baglant1 bulunmamasi nedeni ile de
dezavantajli oldugu ifade edilmektedir. [20].

USG, ozellikle yeni doganlar ve ‘“ayrik-acik
frontanel” bozuklugu olanlarda kullanilmakta ve
karmagik hidrosefalusun degerlendirilmesinde et-
kin olmaktadir [7,17,18]. Kopeklerde bu amagla 7,5
veya 10 Mhz’lik prob kullanilmasi 6nerilmektedir
[17]. Noninvaziv olusu, bdliimlesmeyi gdstermesi
ve sedasyon gerektirmemesi tercih sebebi olustur-
maktadir [8,32]. Transkranyal doppler USG igin ve-
teriner hekimlikte az sayida bildirim bulunmaktadir
[32]. Bu teknigin 6zellikle yeni doganlarda kafatasi
i¢ basinci ve serebral dolasimin degerlendirilmesi
icin kullanigl oldugu bildirilmektedir [14].

BT, bazi olgularda kullanilsa da, kistlerin
BOS’dan ayrilamayisi, ilerlemis hastalikta beynin

anatomik yapilarinin ayrimimin zorlagsmasi ve ka-
viteler aras1 baglanti olup olmadigini gdstermemesi
dezavantajlaridir [8]. Kontrast BT ventrikiilografi,
ventrikiiler ve hastalikta olusan kompartmanlar ara-
sindaki baglantinin kontroliine olanak tanimaktadir.
Ventrikiilerin kafatasina oranlari, normal, sinirdaki
ve anomali gdsteren kopekler icin tanimlanmistir.
Kopeklerde bir alan1 kaplayan tiimor yoksa beyin
ventrikiilerinin boyutlar1 degiseceginden ventrikii-
ler genislemenin 6l¢iimii glic olmaktadir [38].

MR anatomik yapilarla lezyonlarin ayirt edi-
lebildigi detayli bir goriintii olusturmaktadir [19].
Bu yontemle BOS akis ve hacmi kontrol edilebil-
digi gibi [34] kistik yapilarin BOS’dan ayrilmasi
da miimkiin olmaktadir [8]. Kopeklerde timor ve
obstriiktif hastalik teshisinde spesifik bulgular elde
edilmistir [12,16,40,42].

EEG, yorumlanmasi gii¢ bir yontem oldugu bi-
linmekle beraber, yangisal ve timdral kokenli has-
taligin ayirt edilmesini saglamaktadir [17].

Serebrospinal sivi analizi, makroskobik ve
mikroskobik diizeyde gerceklestirilmektedir [24].
Fulkerson, hidrosefalus bulunan kopeklerde se-
rebrospinal siviya iliskin anatomik, histolojik ve
yapisal standartlar tanimlamistir. Ancak bu teknigin
hipertansiyon hastalarinda kontrendike oldugu bil-
dirilmektedir [20].

Hastalik serebral ventrikiilerde hipertansiyona
neden oldugundan, ventrikiiler tansiyonun o&lgil-
mesi taniya yardimci olabilmektedir. Fakat hem
uygulamast hem de yorumu gii¢ bir muayene sek-
lidir. Ayrica hastalikta tansiyon her zaman yiiksel-
meyebilir. Bu nedenle nadiren tercih edilmektedir
[29, 34]. Kopeklerde ortalama degeri 14,6 + 2,8 cm
H20 gibi tanimlanan ventrikiiler basing olglimii-
nin, akut hastalikta 3 saat i¢inde %275 oraninda
arttign izlenmistir [38]. Newman ve ark., [25], optik
USG 0l¢limiiniin hastalikta akut intrakranyal basin-
cin degerlendirilmesi i¢in glivenli, non invaziv bir
metod oldugunu bildirmektedirler.

Tedavi

Hastaligin kesin tedavisi cerrahi miidahale ile ya-
pilabilmektedir [6, 11, 35]. Medikal sagaltim, BOS
iiretimini azaltmak (proton pompasi inhibitdrleri,
ozmotik diiiretikler, kortikoidler), yangiy1 hafiflet-
mek (kortikoidler), hiperozmotik diiirez saglayarak
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BOS emilimini artirmak veya fazla sivinin drena-
j1 gibi semptomatik miidahaleleri kapsamaktadir
[18,20,30].

Hastada akut bulgular gelismisse, serebral dde-
mi azaltmak i¢in mannitol (0,25-1,0 g/kg IV) ile
baslanip kortikosteroid uygulamasi ile devam edi-
lir. Mannitol 6-8 saat araliklarla yinelenebilir. Ciddi
durumlarda metilprednisolon sodyum suksinat (30
mg/kg V) onerilmektedir. Durum stabilize olunca
deksametazone (0,1 mg/kg/giin) veya prednizolon
(0,25-1,0 mg/kg x2 PO veya V) ile devam edilebi-
lir. Bu uygulama BOS iiretimini de azaltir.

Kronik veya yavas ilerleyen semptomlari olan
hayvanlarda ayni tedavi onerilir. Kortikosteroidler
BOS iiretimini kisitladigindan, birkag glinde iyiles-
me gozlenir. Doz tedricen azaltilir ve semptomlari
kontrol etmeye yeterli miktarda devam edilir [18].
Kortikoidlerin uzun vadeli uygulamalar1 kompli-
kasyon olusmaksizin semptomlarin azaltilmasimi
saglar. Ayrica diuretiklerden daha etkili olduklar
ifade edilmektedir [20]. BOS iiretimi, 0.15mg/kg
deksamethazson IV uygulamasindan hemen sonra
azalmaya baslamakta ve uzun siireli kullanimda ila-
cin kesilmesini takiben belirgin intrakranyal basing
artis1 izlenmektedir [16].

BOS diretimini kisitladigi belirtilen diger ajan-
lar karbonik anhidraz enzimleri olup, hipertansiyo-
nu olan hastalarda onerilmektedirler. Ancak bunla-
rin kortikoidlerle kullanimi asir1 potasyum kaybina
neden oldugundan, hastanin siirekli takibi gerek-
mektedir [20].

Krizlerin kontrolii i¢in antikonviilzanlar kulla-
nilmaktadir. Acil durumlarda diazepam uygulamasi,
uzun siireli tedavi i¢in fenobarbiital (2,2 mg/kgx?2
PO) tercih edilmektedir. Hastalik hepatik sant ile
seyretmekte ise barbiturat metabolizmasi aksayaca-
gindan, propofol kullanimi 6nerilmektedir [18, 20].

Frontaneller agik oldugunda az miktarda BOS
(0,1-0,2 ml./kg) alinabilmektedir. Bunu takiben
mannitol (%20’lik soliisyondan 1g/kg 30 dk), furo-
semid (2mg/kg SC) kortikosteroidler (deksameta-
zon 2-4 mg/kg ya da metilprednizolon sodyum suk-
sinat 30mg/kg IV) uygulanir ve bu tedaviye devam
edilir [24].

Hastaligin posthemorajik gelisimini 6nlemek
icin intraventrikiiler fibrinolitik ve irokinaz uygu-

lamalar1 tizerindeki ¢aligmalardan sonug¢ alindigi
bildirilmistir [39].

Beseri hekimlikte tanimlanmig cerrahi teknik-
lerin bazilar1 veteriner hekimlikte de uygulanmakta-
dir [1,3,6,11,18,20,35]. Cerrahi miidahalede amag,
hidrosefalusu kontrol etmek ve karmasik yapiy1 ba-
sitlestirmektir [8, 26, 33]. Kopeklerde uygulanabilir
cerrahi teknikler [6,18,24,35] ve olast komplikas-
yonlar1 bildirilmektedir [1,6,18,35].

Sonug¢

Hidrosefalus, kopeklerde en sik goriilen dogmasal
hastaliklardan birisi olup, hastalikta erken miida-
hale yasamsal 6nem tasimaktadir. Ayrica karmasik
patolojisi nedeni ile detayli inceleme ve yaklasim
gerektirmektedir. Biz de derlememizde oldukga sik
karsilasilan bu hastaligin teshis ve sagaltim imkan-
larinin ¢ogalmasi nedeni ile konuya iliskin detayli
bilgi vermeyi hedefledik.
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Ozet: Gida ve yemlerde bulunan antibiyotik kalmtilar: tiiketiciler icin bazi sorunlara, antibiyotik direncinin ortaya
¢itkmasina ve gida endiistrisinde kalite diisiikliigiine neden olmaktadir. Gida kalitesini ve tiiketici sagligini korumak
icin Tirkiye ve Avrupa Birligi tilkeleri hayvan kokenli gidalarda azami kalint1 seviyesini belirleyen yonetmelikler ha-
zirlamistir. Hayvan kokenli gidalarda ve yemlerde antibiyotik kalintilarinin izlenmesinde farkli tarama ve tarama son-
ras1 dogrulama yontemi sirasi izlenmektedir. Bu caligma, ticari bir florfenikol Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) test kitinin florfenikolii tespit edememesinin sebebini ortaya koymak amactyla yapildi. Kit muhteviyatinda
bulunan standartlarin florfenikol olmadig: kloramfenikol oldugu sivi kromatografi siral kiitle spektrometresi (LC-MS/
MS) metodu ile tespit edildi. Kit muhteviyatinin kloramfenikol ELISA metoduna gore yapilan analizinde anlamli 151k
yogunlugu degeri dlgiildii. Yapilan analizler sonucunda ticari florfenikol ELISA test kitinin florfenikol test kiti olmadigi,
kloramfenikol test kiti oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: ELISA, florfenikol, kloramfenikol, LC-MS/MS

Case of not Detecting Florfenicol by A Commercial Florfenicol Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) Test Kit

Abstract: The presence of antibiotic residues in food and feed can cause some problems for consumers or occurrence
of antibiotic resistance and leads to low quality in the food industry. To protect the food quality and consumer health,
Turkey and European Union implemented regulations governing maximum residue levels in certain animal origin food
products. Various screening and post-screening for confirmation methods followed in monitoring the antibiotic resi-
dues in animal origin food and feed. This study was performed to determine the reason for a commercial florfenicol
Enzyme Linked Immune Sorbent Assay (ELISA) test kit not detecting florfenicol. With the Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) method, the kit standards were found not to be florfenicol but chlorampheni-
col. Significant absorbance value was measured at the analysis of the kit content according to chloramphenicol ELISA
method. As a result of the analysis, it has been concluded that the commercial florfenicol ELISA test kit was not a flor-
fenicol test kit, but a chloramphenicol test kit.

Key words: Chloramphenicol, ELISA, florfenicol, LC-MS/MS

Olgu Sunumu / Case Report

Giris

Hizla artan diinya niifusunun yeterli ve dengeli bir
sekilde beslenebilmesi i¢in gerekli hayvansal gida
maddelerinin ucuz ve bolca iiretilebilmesi biitliin
iilkelerin giindeminde olan 6nemli konulardan bi-
ridir [14]. Hayvanlarda hastaliklarin sagaltimi ve
onlenmesi, gelismenin hizlandirilmas1 ve yemden
yararlanmanin arttirilmasi, paraziter hastaliklarin
kontrolii ve beslenmenin desteklenmesi amaciyla
¢ok sayida ilag, hormon, vitamin ve mineral madde
kullanilmaktadir [10]. Gida degeri olan hayvanlar-
da, yasaklanmis veya tiiketimine yasal olarak mii-
saade edilmis antibakteriyel ilaglarin, bilingsizce
ve suiistimal derecesinde kullanimi sonucunda halk

sagligr acisindan ciddi sakincalar olusturabilecegi
anlasilmistir. Ozellikle gida degeri olan hayvanlar-
da ila¢ kullanimi s6z konusu oldugu siirece et, siit,
yumurta, bal gibi gidalarda ilag¢ kalintilarinin bulun-
masinin 6nemi giincelligini koruyacaktir [11].

Gidalardaki ilag ve kimyasal madde kalintila-
rim1 ve diizeylerini ortaya koymak igin son derece
duyarli, glivenilir ve tekrarlanabilir analiz yontem-
leri gelistirilmistir. Bir¢ok iilke veya Diinya Sag-
lik Orgiitii, Gida ve Tarim Orgiitii, Avrupa Birligi,
Amerika Besin ve Ilac Idaresi, iilkemizde Gida Ta-
rim ve Hayvancilik Bakanligi ve Saglik Bakanligi
gibi 6nemli kuruluslar, tiiketici sagligini korumak
amactyla ¢ok yonlii calismalar yapmaktadir. ilag
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kalintilariin yol agabilecekleri ekonomik ve sos-
yal yonlii olumsuzluklarin 6nlenmesi amaciyla, bir
yandan veteriner ilaglarin kullaniminda etkin bir
kontrol saglanirken bir yandan da bir¢ok {tilkede
ayn1 konularda siirdiiriilen ¢alisma ve uygulamalar
arasinda birlik ve uyumun diizenlenmesine calisil-
maktadir [11].

Hayvan kokenli gidalarda antibiyotik kalin-
tilarinin izlenmesinde siklikla yiiksek verimli bir
tarama ve tarama sonrasi dogrulama yontemi sirasi
izlenmektedir [9]. Tarama analizleri bir analit veya
analit smifinin varhigint 2002-657 sayili Avrupa
Birligi Kararinda belirtilen seviyelere uygun olarak
tespit etmek i¢in kullanilan yontemlerdir. Bu yon-
temler ¢ok numune akiginin oldugu laboratuarlarda
olast uyumsuz sonucu olan numuneleri elemek i¢in
kullanilir. Bu seviyeler azami kalint1 limiti (Maxi-
mum Residue Limits, MRL) ya da minimum gerekli
performans limiti (Minimum Required Performance
Limit, MRPL) gibi diizenleme seviyeleri ya da uy-
gulama seviyesidir. Tarama analiz metotlar kalitatif
ya da yar1 kantitatif metotlardir. Tarama analizleri
biyolojik, biyokimyasal ve fizikokimyasal yontem-
lerle belirleme yapmaktadir [1,7]. Antibiyotik kalin-
tilarinin belirlenmesinde farkli tarama ve dogrulama
analiz metotlar1 kullanilmaktadir. Kullanilan tarama
metotlart ile kisa zamanda ¢ok sayida numune anti-
biyotik kalintis1 yoniinden analiz edilmektedir [8].

Antibiyotik kalintilarinin izlenmesinde en yay-
gin kullanilan yontem mikrobiyolojik inhibisyon
test yontemidir. Bu metotlar gerceklestirmek kolay
ve ucuz ancak 6zgiilligii eksiktir. Herhangi bir an-
tibiyotik olmasa bile inhibisyon olusabilir. Tarama
metotlarmin diger bir olumsuzlugu ise kullanilan
antikor, bakteri veya reseptoriin bir veya ¢ok az bir
antibiyotik grubunu algilayabilmesidir. Bu durum
tiim antibiyotik gruplarinin izlenebilmesi i¢in farkl
antibiyotik gruplarina cevap veren mikrobiyolojik
inhibisyon testlerinin ya da farkli tarama testlerinin
bir arada kullanilmasini gerektirmektedir. Ayrica
tarama testinden elde edilen pozitif sonu¢ hangi an-
tibiyotik grubu oldugunu belirtmemektedir. Birgok
durumda tarama sonras1 yontemlerinin kullanilmasi
gerekmektedir [9].

Antijen antikor reaksiyonunu gerceklestirmek
icin birgok yontem olmasina ragmen son yillarda en
cok kullanilan yontem ELISA testidir. Bu yontem-
de, antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte

ve immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite
sonucu Ol¢iilmektedir. ELISA testinin direkt, indi-
rekt ve sandvi¢g ELISA gibi farkli sekilleri olmasina
ragmen en sik kullanilan1 sandvi¢ ELISA yontemi-
dir [5].

Genel olarak ¢aligmalarda tek bir antibiyotik
grubunu hedef alarak gelistirilmis metotlar bulun-
maktadir. Test materyalinde tek 6zlitleme islemi ile
¢ok sayida antibakteriyel maddenin tespit edilmesi
maliyet agisindan 6nemlidir. Bu nedenle farkli gida
maddelerinde genis bir yelpazede antibakteriyel ilag
kalintilarina ait tarama analizleri i¢in genel numu-
ne hazirlama islemleri MRL ya da MRPL altinda
bir seviyede yapilmalidir. Ote yandan, materyal-
den gelen etkiler nedeniyle degerlendirme bazen
¢ok zorlasir ve sorunlar yasanir. Sivi kromatografi
kiitle spektrometresi yontemlerinde materyalden
gelen etkileri ortadan kaldirmak igin ayn1 materyal
tiirinden negatif oldugu bilinen materyal {izerine
standart eklemesi yapilarak olusturulan kalibrasyon
egrisi kullanilarak ya da ayni antibiyotik grubunda
bulunan ancak ilag¢ olarak kullanilmayan bir tiirevi
i¢ standart olarak kullanilarak degerlendirme yapilir
[12]. Sivi kromatografi sirali kiitle spektrometresi
Ozgullik ve duyarliligi nedeniyle diinyada en ¢ok
kullanilan analitik cihazdir. Veteriner ilag¢ kalinti
analizlerinde bu teknigin uygulanabilirligi ile ilgili
kanitlanmig bir¢ok bilimsel makale bulunmaktadir
[13].

Florfenikol, genis spektrumlu sentetik bir an-
tibakteriyel ilactir. Yapisal olarak kloramfenikole
benzer ancak kloramfenikoldeki p-nitro grubu ye-
rine metil siilfonil grubunun, hidroksil grubu yeri-
ne flor atomunun bulunmasi ile ondan ayrilir [2].
Florfenikol kalintis1 Ulusal Kalinti izleme Plami
cergevesinde kanatli kas ve karacigerinde, yetistiri-
cilik yoluyla elde edilen su tirtinlerinde, yumurta ve
kirmizi ette izlenmektedir [4]. Tiirk Gida Kodeksi
Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik
Aktif Maddelerin Siiflandirilmast ve Maksimum
Kalint1 Limitleri Yonetmeligi’ne gore izinli antibi-
yotiklerdendir, ancak siitii ve yumurtasi insan tiike-
timine sunulan hayvanlarda kullanilmamalidir [3].

Bu calismada ticari bir florfenikol ELISA test
kiti ile analizi yapilan florfenikol yoniinden nega-
tif oldugu bilinen numuneler ile negatif numunele-
rin lizerine analitik florfenikol standard: yiiklemesi
yapilarak hazirlanan yiikli numunelerin ELISA ile
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analizi sonucu anlaml 151k yogunlugu degeri 6l-
clilmemesi ve kit muhteviyatindaki standartlardan
olusturulan kalibrasyon egrisinin kendi icerisinde
anlamli olmasidan dolay1 kit muhteviyati standart-
larinin LC-MS/MS sisteminde analiz edilmesi so-
nucu standartlarin kloramfenikol oldugunun tespit
edildigi bir olgu bildirilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismamizda materyal olarak kanath kas ve ka-
raciger dokusu numuneleri ve ticari bir florfenikol
ELISA test kiti muhteviyati kullanilmstir.

Metot

Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Florfenikol (Dr.Ehrenstorfer, 00623, %99,5 saflik-
ta), kloramfenikol (Dr.Ehrenstorfer, 90424, %98,5
saflikta), kloramfenikol D5 (Dr.Ehrenstorfer,
10307AC, %98,6 saflikta), analitik saflikta etilase-
tat (Sigma Aldrich), n-hekzan (Sigma Aldrich), me-
tanol (Sigma Aldrich), amonyum asetat (Carloerba).

Kullanilan Malzemeler

Santrifiij tiipti (50 ml, polipropilen), balon joje (10
ml, 25 ml, 50 ml ve 100 ml) cam tiip (10 ml, vida
kapakl1), otomatik 6rnekleyici viali (1,5 ml, amber
renkli cam), RC filtre (0,45 um goz agikliginda),
otomatik pipet (1 ve 5 ml, Eppendorf), mikropipet
(100 ve 1000 pl, Eppendorf).

Kullanilan Ekipman

Blender (Waring, 8011 ES), hassas terazi (I mg
hassasiyette, Sartorius, CP 423 S), hassas terazi (0.1
mg hassasiyette, Sartorius, TE 214 S), vorteks (He-
idolph, Reax Top), ¢oklu vorteks (Heidolph, Multi
Reax), sogutmali santrifiij (Hettich, Rotina 35 R),
¢oklu ucurucu (Caliper, Turbo Vap LV), ELISA
okuyucu (Bio-Tek, EL808), 6460 serisi sirali kiitle
spektrometresi (Agilent), 1260 serisi s1vi kromatog-
rafi (Agilent), 1260 serisi pompa (Agilent), 1260
serisi degazer (Agilent), 1260 serisi otomatik 6rnek-
leyici (Agilent), 3,5y, 100 mm x 4,6 mm ebadinda
kolon (Zorbax SB-C18).

Florfenikol kit muhteviyatinda 96 kuyucuk, 6
standart ¢ozeltisi ( 0, 0.5, 1.5, 4.5, 13.5 ve 40.5 pg/
kg), enzim konjugat (enzim ile igaretli antikor), yo-

gunlastirilmig antikor calisma cozeltisi, substrat A
ve B ¢ozeltileri, testi durdurma ¢ozeltisi, yogunlag-
tirtlmig yikama ¢ozeltisi, yogunlastirilmis ¢oziicii
¢Ozelti bulunmaktadir.

Testin belirleme seviyesi: 0.5 ppb
Geri Kazanim: Doku % 80=+18, bal % 70+14

Capraz Etkilesme Orani: Florfenikol % 100,
florfenikol amin % 11, tiamfenikol <% 0.1, kloram-
fenikol <% 0.1.

Test Numunesinden Florfenikoliin Oziitlen-
mesi: Numuneden 50 ml’lik santrifiij tiiptine 3,0
+ 0,1 g tartildi. Uzerine 3ml saf su ardindan 6 ml
etil asetat eklenerek once tekli vortekste kuvvetlice
10-15 saniye daha sonra 10 dakika goklu vorteks-
te karigtirildr ve 10 dakika 20 °C de 4000 rpm’de
santrifiij edildi. Ust fazdan 2 ml cam tiipe alind1 ve
evaporatorde 50 °C’de azot gazi ile kuruyana kadar
buharlastirildi. Kurumus olan 6ziitiin tizerine 3 ml
n-hekzan eklenerek 10-15 saniye vorteks yardimi
ile coziinmesi saglandi. Uzerine 1 ml ¢oziicii ¢ozel-
ti eklendi ve 10 dakika ¢oklu vortekste karigtirildi.
Ardindan 10 dakika 20 °C de 4000 rpm’de santri-
fiij edildi. Alt fazdan 0,5 ml mikropipet ile alind1 ve
0,45 nm g6z agikligindaki filtreden siiziilerek 10 ml
hacimli cam tiiplere alindu.

Florfenikol Kontrol Kas ve Karaciger Doku
Numunelerinin Oziitlenmesi: Daha énceden labora-
tuvarimizda analiz edilmis ve icerisinde florfenikol
bulunmayan kas ve karaciger dokular1 kontrol doku
numunesi olarak kullanildi. Homojenize edilmis
kontrol kas doku numunesinden bir santrifiij tiipiine
numune ile ayn1 miktarda tartildi. Oziitleme islem-
leri numuneye uygulandigi sekli ile aynen tekrar-
landi.

Florfenikol Standard: Yiiklenmis Kas ve Kara-
ciger Doku Numunesinin Oziitlenmesi: Homojenize
edilmis kontrol kas ve karaciger doku numunesin-
den bir santrifiij tiipline numune ile ayn1 miktarda
tart1ldi. igerisinde 3 gram numune bulunan her tiipe,
yogunlugu 3 pg/ml derisiminde analitik florfenikol
standardindan 75 pl ilave edilerek 75 pg/kg florfe-
nikol igeren yiiklii numuneler hazirlandi. Oziitleme
islemleri numuneye uygulandig sekli ile aynen tek-
rarland1.

Florfenikol ELISA Uygulamasi: Kit igerisin-
deki kuyucuk ve tiim soliisyonlar analiz dncesinde,
karanlik ortamda oda sicakligina gelinceye kadar
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bekletildi. Kullanilacak standart ve numune sayilari
disiiniilerek gerekli sayida kuyucuk bagka bir ku-
yucuk tastyiciya alindi. Kuyucuk tasiyict yerlesim
plani; standart ¢ozeltileri, kontrol kas ve karaciger
doku numuneleri, standart yiiklenmis kas ve kara-
ciger doku numuneleri seklinde hazirlandi. Giinliik
laboratuvar calismalarinda standart 1 ve standart
6 kullanildi. Kuyucuklara yerlesim planina uygun
olarak standart ve numunelerden 50 ml eklendi.
Kuyucuklara 50’ser ml seyreltilmis antikor ilave
edildi. Kuyucuk tasiyici el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karigtirildi. Kuyucuk tasiyici, karan-
lik bir ortamda, oda sicakliginda 1 saat tepkimenin
olugmasi i¢in bekletildi. Bekleme siiresi biten kuyu-
cuk tasiyict hizlica ters g¢evrilerek icerik dokiildii.
Oda sicakligimma gelmis yikama ¢ozeltisinden her
bir kuyucuga 250 ml olacak sekilde ¢oklu mikro-
pipet yardimi ile eklendi, el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karistirildi ve kuyucuk tastyici hizlica
ters ¢evrilerek igerik dokiildii. Yikama islemi 5 kez
tekrar edildi. Yikama isleminden sonra kuyucuk-
lara 100’er ml enzim konjugat ¢ozeltisinden ilave
edildi. Kuyucuk tasiyici el ile dairesel hareketler
yaptirilarak karigtirildi. Kuyucuk tasiyici, karanlik
bir ortamda, oda sicakliginda 30 dakika tepkimenin
olugmasi i¢in bekletildi. Bekleme siiresi biten kuyu-
cuk tasiyict hizlica ters g¢evrilerek icerik dokiildii.
Yikama islemi 5 kez yapildi. Yikama isleminden
sonra kuyucuklara 50’ser ml substrat A ve 50’ser ml
substrat B ¢ozeltilerinden sirastyla ilave edildi. El
ile dairesel hareketler yaptirilarak karistirildi. Ku-
yucuk tastyici, karanlik bir ortamda, oda sicakligin-
da 30 dakika tepkimenin olugmasi i¢in bekletildi.

Bekleme sonrasi her kuyucuga 50 ml testi durdur-
ma ¢ozeltisi ilave edildi ve dikkatlice karistirildi.
Kuyucuk tasiyict, 5 dakika igerisinde ELISA oku-
yucuya yerlestirildi ve 450 nm dalga boyunda 151k
yogunlugu degeri okutuldu. Isik yogunlugu degeri
ile numunede bulunan florfenikol miktar1 arasinda
negatif bagint1 bulunmaktadir.

Florfenikol ve kloramfenikol bilesiklerinin LC-
MS/MS cihazi ile tespit edilmesinde Coskun ve ark.
[8]’nin bildirdigi metot kullanilmigtir. Numunelerin
Oziitlemesi su ve etil asetat ile gergeklestirildi. Sant-
rifiij ile kaba pargaciklar ¢oktiiriildi, iist faz alina-
rak kuruyana kadar buharlastirildi. Kurumus olan
0ziit su ve n-hekzan ile ¢o6ziildii, santrifiij edildi, alt
faz filtreden gegirilerek LC-MS/MS sistemine en-
jekte edildi. Bu 6ziitleme ile amfenikol tiirevi flor-
fenikol, tiyamfenikol ve kloramfenikol bilesikleri
tespit edildi.

Bulgular

Daha onceden laboratuvarimizda analiz edilerek
igerisinde florfenikol bulunmayan kontrol kas ve
karaciger dokusu numuneleri ve lizerine analitik
florfenikol standardi yiiklenen numuneler ve florfe-
nikol yoniinden analiz edilmek iizere laboratuvara
gelen numuneler kit icerisinde bildirilen yonteme
gore oziitlendi, ELISA islem sirasi uygulanarak 1s1k
yogunlugu degeri ELISA okuyucuda &lgiildii. Uze-
rine analitik florfenikol standardi yiiklenen numu-
neler ile kontrol kas ve karaciger dokusu numune-
leri arasinda 151k yogunlugu degeri farki olmadigi,
kitin kendi standartlar1 arasinda fark oldugu goriildii
(Tablo 1).

Tablo 1. Florfenikol kitine gore 6ziitlenen ve ELISA islemi uygulanan standart, kontrol kas doku ve standart yiiklen-

mis kas dokulardan elde edilen 151k yogunlugu degerleri.

| fcindeki ELISA okuyucuda okunan
Numunenin cinsi U};il;]:na Ii:;ifarll’srgrﬁzﬁ 151k yogunlugu degeri
Uygulama 1 Uygulama 2
Standart 1 2 0 2.924 2.930
Standart 6 2 40.5 0.246 0.259
Laboratuarda hazirlanan florfenikol analitik standard1 2 40.5 2.257 2.177
Negatif tavuk eti numunesi 2 - 2.853 2.979
Standart yiiklemesi yapilan tavuk eti numunesi 2 75 2.934 2.822
Negatif kanatli karaciger numunesi 2 - 2.948 2.664
Standart yiiklemesi yapilan kanatli karaciger numunesi 2 75 2.726 2.635
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Florfenikol yoniinden negatif oldugu bilinen
kanatli kas ve karaciger dokusu numuneleri ve ana-
litik florfenikol standardi yiiklenerek hazirlanan

numuneler LC-MS/MS cihazina verildi ve cihazda
ylikleme yapilan miktarda florfenikol tespit edildi
(Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol doku ve standart yiiklenerek hazirlanan doku numunelerinin LC-MS/MS cihazinda ¢aligsma sonug-

lar1.
. . Florfenikol
Uveulama Negatif numune iizerine
Numunenin cinsi yeu yiiklenen analitik standart =~ Alikonulma .
sayis1 . Miktart,
miktar1, pg/kg zamani, K
dakika HEXE

Negatif tavuk eti numunesi - - -
Standart yiiklemesi yapilan tavuk eti numunesi 50 3.358 50.7
Standart yiiklemesi yapilan tavuk eti numunesi 100 3.363 99.7
Negatif kanatli karaciger numunesi - - -
Standart yiiklemesi yapilan kanatli karaciger numunesi 250 3.358 250.2
Standart yiiklemesi yapilan kanatli karaciger numunesi 500 3.358 499.9

Kit igerisinde gelen ve florfenikol oldugu belir-
tilen standartlar LC-MS/MS cihazina verildi. Ana-
litik florfenikol standartlari ile kalibrasyon egrisi
olusturularak kit standartlar1 karsilagtirildi. Flor-
fenikol ile uyumlu sonu¢ bulunamadi; standartlar

tekrar cihaza verilerek amfenikol grubunda bulunan
diger bilesik olan kloramfenikol yoniinden deger-
lendirildi ve standartlarin kloramfenikol oldugu tes-
pit edildi (Tablo 3).

Tablo 3. Florfenikol kit i¢eriginde bulunan standartlarin LC-MS/MS cihazinda ¢alisma sonuglari.

Icerisindeki standart Florfenikol Kloramfenikol Kit Standardi
Standart tlirii miktari, alikonulma zamani,  alikonulma zamani,  alikonulma zamant,
pg/kg dakika dakika dakika
Analitik standart 3.348 3.795
Kit Standardi 1 0 -
Kit Standardi 2 0.5 3.795
Kit Standard: 3 1.5 3.800
Kit Standard: 4 4.5 3.795
Kit Standardi 5 13.5 3.795
Kit Standardi 6 40.5 3.795

Kloramfenikol yoniinden negatif olan numu-
neler iizerine kloramfenikol standardi yiiklemesi
yapilarak negatif ve standart yiiklii numuneler ayni
firmanin kloramfenikol kitinin 6ziitleme yontemine
gore Oziitlendi, ELISA islem sirasi izlenerek nu-

munelerin ELISA okuyucuda 151k yogunlugu dege-
ri Ol¢iildii. Negatif numune ile standart yiikklemesi
yapilan numuneler arasinda anlamli 151k yogunlugu
degeri farki tespit edildi (Tablo 4).
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Tabloe 4. Kloramfenikol kitine gore dziitlenen ve ELISA iglemi uygulanan standart, kontrol kas doku ve standart ytik-

lenmis kas dokulardan elde edilen 151k yogunlugu degerleri.

) ELISA okuyucuda okunan
Uygulama Igindeki standart 151k yogunlugu degeri
say1sl miktar1, pg/kg
Uygulama 1 Uygulama 2
Standart 1 1 1.369 -
Standart 2 1 1.068 -
Standart 3 1 0.880 -
Standart 4 1 0.470 -
Standart 5 1 0.247 -
Standart 6 1 0.141 -
Kloramfenikol yoniinden negatif tavuk eti numunesi 2 - 1.701 1.617
Kloramfenikol standardi yiiklenen tavuk eti numunesi 2 0.3 0.572 0.554
Kloramfenikol standardi yiiklenen tavuk eti numunesi 2 0.6 0.389 0.388

Tartisma ve Sonug¢

Besinlerde bulunan ilag kalintilar1 insanlarda hafif
bir alerjiden baslayarak, cesitli doku ve organlarda
hasara ve anafilaktik soktan 6liime kadar gidebile-
cek derecede degisik siddette zehirlenmelere, karsi-
nojenik ve farmakolojik etkilere, cinsiyet dzellikleri
ve davraniglarda degisikliklere, ireme bozuklukla-
rina, bakteri, protozoa, parazit tiirleri arasinda di-
rengli suslarin ortaya ¢ikmasi ve boylece ilaglarin
sagaltict ve koruyucu etkilerinin azalmasina, gida
endiistrisinde iiretim hatalarin ortaya ¢ikmasina
ve sindirim kanalindaki mikroflora toplulugunda
degisikliklere sebep olmaktadir [11].

Besinlerdeki ilag kalintilarina karsi tiiketi-
ci saghiginin etkin bicimde korunabilmesi i¢in her
cesit hayvansal besinde bulunacak ilag kalintisi
cesitleriyle kirlenme diizeylerinin sinirlandirilmast
son derece onem tasir [10]. Bu nedenle, hayvansal
dokularda ve biyolojik sivilarda antibiyotik analiz-
lerinin yapilmasi giderek onem kazanmistir [14].
Hayvansal besinlerin antibiyotik kalintilarindan
arindirilabilmesi i¢in uygulanmasi gereken yasal
bekletme siiresi, ilagla tedavinin durdurulmasi ve
besinlerde bulunmasina izin verilen kalinti miktar-
larinin  smurlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
analizler, gida giivenligi ve toplum saglig1 yoniin-
den yapilan ¢alismalara katki saglar [6].

Bir tarama yoOntemi i¢in temel kosul farmako-
lojik aktif maddeyi giivenli bir sekilde hedef yogun-
lukta tespit etmek ve negatif sonuglar1 elemektir.
Tarama analizlerinde eleme yogunlugu numunedeki
herhangi bir pozitifligi gdstermesi agisindan MRL
karsilayacak sekilde diisiik olmalidir. Tarama hedef
yogunlugu ve diizenleme limiti arasindaki farkin
yeterli olmasi1 gerekmektedir [7].

Calismamizda kullanilan florfenikol kitinin
florfenikole cevap vermedigi kit standartlari, kont-
rol numuneleri ile analitik standart yiiklenen numu-
neler arasinda anlamli 151k yogunlugu farki olus-
mamasi sonucu tespit edilmistir. Kitin florfenikole
cevap vermemesinin olasi nedenleri; kitin iiretim
yerinden laboratuvara getirilirken ve/veya laboratu-
varda uygun sartlarda muhafaza edilmemesi, yiikle-
me yapilan analitik standardin etkinligini kaybetme-
si, analizi yapan personelin ELISA islemi sirasinda
uymasi gereken kurallara uymamasi, kitin veya kit
muhteviyatinda bulunan bir maddenin son kullanma
tarihinin gegmis olmasi, kitin {iretimi veya etiket-
lemesi sirasinda hata yapilmis olmasi olasiligidir.
Analiz sonuglar1 florfenikol yerine kloramfenikol
konuldugunu gosterdiginden bu tahminleri destek-
ler niteliktedir.

Calismamizda florfenikol kitinin florfenikol
Oziitleme yontemine gore yapilan analizinde negatif
numune ile yliklii numune arasinda 151k yogunlugu
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farki olmamasi kitin florfenikole duyarli olmadigini
gostermektedir. Kitin kendi standartlar1 ile dlgiilen
151k yogunlugu farki ise kitin baska bir etkin mad-
deye kars1 duyarli oldugunu standartlarin bu etkin
maddenin standartlar1 oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, bu olgu raporu veteriner ilag ka-
lintilarinin tespiti amaciyla kullanilan tarama ana-
liz kitlerinin aranilan etkin maddeye duyarliligiin
belirlenmesi i¢in igerisinde aranilan ilag etkin mad-
desini igermeyen numune ve bu numune iizerine
aranilan etkin maddenin yiiklemesi ile hazirlanan
numunenin ayni sartlarda Oziitlemesinin yapila-
rak kitin c¢aligsip ¢aligmadigmin belirlenmesi ¢ok
onemlidir. Laboratuvarda kullanilan tarama analiz
kitlerinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin bilinmesi ve
sonuglarin buna gore degerlendirilmesi, tilkemizde
kullanilan kitlerin Gida Tarim ve Hayvancilik Ba-
kanlig: tarafindan degerlendirilerek onay alan kit-
lerin kullanilmasinin gida giivenligi ve halk sagligi
agisindan 6nemli oldugu ortaya konulmustur.
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Ozet: Yogurt; geleneksel siit fermentasyonunda biiyiik bir rol oynayan ve probiyotik etkinlikleri olan bakterileri igermesi
nedeniyle hayatimiza saglik katan en 6nemli besin maddelerinden biridir. Giiniimiizde oldukga fazla tiiketilen probiyotiklerin;
yogurtlardaki miktarlarinin artmasi veya azalmasi ve mikrobiyolojik kalitelerinin tespiti halk sagligi agisindan irdelenmesi ge-
rekmektedir. Bu ¢alismada, Sanlwrfa ili ve ¢evre ilgelerinde satisa sunulan yogurtlarda; probiyotik olarak 6nemi sik¢a bildiri-
len Lactobacillus spp.’lerin (LAB) qPCR metodu ile tanimlanarak, kantitatif olarak miktar analizinin yapilmasi amaglanmistir.
Yogurt 6rneklerinden direk izolasyon ile elde edilen DNA’lardan Lactobacillus spp. nin qPCR ile tespiti igin; Lactobacillus
spp. 16S-23S ribosomal RNA Intergenic Spacer Region (ISR) gen bolgesine spesifik primerler kullanilmistir. Real-time PCR
ile yapilan analizler sonucunda, 14 ile 32 araliginda Ct saptanmistir ve kantitatif analizin hassasiyetini korumak i¢in, miktarlari
belli plazmid standart kullanarak 10? ile 108 CFU/g arasinda standart egri elde edildi ve real-time PCR analizlerinde kantitasyon
bu egri ile gergeklestirilmistir. Bu sayede alt limit olarak 10> CFU/g gibi hassas bir alt limit belirlenmistir. Sonuglar, Lactoba-
cillus spp. insan sagligi agisindan degerli, probiyotik bakterilerin, bélgemizde satisa sunulan ev yapimi yogurtlarda daha diisiik
diizeyde bulundugunu, bélgemizdeki bu yogurtlarin, tiiketime olgunlagma siireci tamamlanmadan sunuluyor olabilecegini, bu
iriinlerin tiretim siirecinde dikkat edilmesi gerektigi tespit edilmistir. Ayrica sonuglar, iilkemizde ilk kez klasik mikrobiyolojik
yontemler yerine, real-time PCR y6nteminin insan saglig1 agisindan probiyotik 6nemleri olan Lactobacillus spp.’lerin miktar
analizlerinde hizli, hassas ve giivenilir olarak tespiti i¢in kullanilabilecek bir yontem oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kantitasyon, Lactobacillus spp., real-time PCR, yogurt

Quantification of Lactobacillus spp in Yoghurt Marketing by Quantitative Real-time PCR
in Sanhurfa Province

Abstract: It has already known that the health and biological effects of yoghurt is based on the bacteria with probiotic efficacy
which are responsible for the traditional milk fermentation. Thus, any possible increase or decrease on the amount of such
bacteria is very critical in terms of human health. While the importance of the probiotics consumption is rising crucially, the
microbiological quality detection of the yoghurt based on the probiotics should be considered carefully regarding the public
health. We aimed to quantity the Lactobacillus spp. (LAB), recently reported as an important probiotic on the DNA molecules
directly isolated from handmade yoghurt products marketing by local people in Sanliurfa province and nearby cities with gPCR
method. For the identification of the Lactobacillus spp. (LAB) from the DNA molecules isolated from the yoghurt products,
specific primers for Lactobacillus spp. 16S-23S ribosomal RNA Intergenic Spacer Region (ISR) were utilized. The Ct range
of qPCR analysis were detected between 14-32. In order to maintain the sensitivity of the quantitative analysis, a standard
curve was plotted between 10% and 10® CFU/g by using a specific plasmid standard series. Thus we managed to determine a
sensitive threshold of 10> CFU/g. Our results indicated that the amount of such important probiotic bacteria as Lactobacillus
spp. was at lower levels in handmade yoghurt products offered in our region. The main reason of these levels can be caused
from the maturation process of the product. The factors which are crucial for the production period and method should be
considered vigilantly. Furthermore; instead of traditional microbiological methods, a novel real-time PCR method was used in
Lactobacillus spp. quantification that have important probiotic role with regards to public health. Additionally it is confirmed
that this rapid, sensitive and robust method can be employed for the identification.

Key words: Lactobacillus spp., quantitation, real-time PCR, yoghurt.

Giris bakterilerdir [14]. Bu bakteriler insanlar ve hayvan-
larin gastrointestinal sistemlerinin dogal florasinda
bulunmaktadir [6]. Ayrica siit, et, meyve, sebze ve
hububatlarin dogal florasinda da bulunan Lactoba-
cillus spp.’ler yiizyillar boyunca gida fermantasyon

Lactobacillus cinsi tyeleri, diisik G+C igerigine
sahip, Gram pozitif, spor olusturmayan, hareketsiz,
aerotolerant, fakiltatif anaerob ve homofermentatif
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islemlerinde kullanilmaktadir [21]. Bazi tiirleri, siit
iiriinlerinde, gida fermantasyon siirecini kontrol
eden bagslatict ya da yardimci kiiltiirler olarak bi-
linmektedir [1]. Son yillarda, bu bakterilerin pro-
biyotik 6zellikleri olduguna inanilmasindan dolay1,
ticari olarak tiriinlerde ¢ok yogun diizeyde kullanil-
maktadirlar [10]. Probiyotik amacl en sik kullani-
lan tiirler ise L. acidophilus, L. casei, L. paracasei
subsp. paracasei, L. delbrueckii ve L. johnsonii’dir
[20]. L. rhamnosus’da 6zellikle yeni tip yogurtlar-
da bulunmaktadir [4]. Olusturulan ticari iirlinlerde
kalitenin kontrolii ve iireticilerin uymalar1 gereken
yerel ve Avrupa Saglik Talep Yonetmeligi [3] gibi
genel kurallar nedeniyle gidalarda Lactobacillus
spp.’lerin identifiye ve kantite edilmesine yonelik
tan1 araglarinin olusturulmasina ihtiya¢ dogurmus-
tur [15]. Ayrica tiir diizeyinde bu bakterilerin, geno-
mik 6zellikleri temelli, hizl1 ve giivenilir tan1 arag-
lar1 gereklidir [13].

Bu c¢alismada, Sanlurfa ili ve cevre ilgelerin-
den satiga sunulan yogurtlardan direkt izolasyonla
elde edilen DNA’larda, son yillarda insan saglig
agisindan probiyotik olarak onemi sik¢a bildirilen
Lactobacillus spp.’lerin (LAB) qPCR metodu ile
tanimlanarak, kantitatif olarak miktar analizinin ya-
pilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Materyal

Calismamizda Sanliurfa ili ve ¢evresinde pazar ve
marketlerde satisa sunulan 64 adet yogurt numunesi
steril numune kaplarina alinmis, laboratuvara soguk
zincir altinda getirilen 6rnekler DNA izolasyon isle-
mine kadar -20°C’da saklanmustir.

Metot

Standart bakteriyel kokenin plazmid
olusturulmasi icin mikrobiyolojik olarak iiretimi

Plazmid standart olusturulmasinda kullanilacak
olan L. paracasei ATCC 25598 kdkeninin tiretimi

icin selektif Lactobacillus Rogosa SL agar (pH 5,2;
Difco, Detroit, USA) ve de Mann Rogosa Sharpe
(MRS) agar (Difco, Detroit, USA) besiyerleri kul-
lanildi. Besiyerleri %10 CO, ortamda 37°C’da 48
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi Ro-
gosa SL ve MRS besiyerlerindeki kolonilerin Lac-
tobacillus spp. oldugunu konfirme etmek i¢in Gram
boyama, ¢comak morfolojisi ve katalaz reaksiyonu
kontrol edildi. Bergey’s Manual seker fermantasyon
semalarma gore kontrolleri yapildi [11].

DNA izolasyonu

Yogurt numunelerinden direkt DNA ekstraksiyonu
gergeklestirildi. 10 gr yogurt numunesi 90 ml steril
Y4 Ringer (Sigma, St. Louis, NO, USA) ¢ozeltisinde
karistirilir. Karigtimin 200 pl’si DNA izolasyonu i¢in
kullanild: [7]. DNA ekstraksiyonu DNeasy Tissue
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak iiretici
direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi. Elde edi-
len DNA’larin konsantrasyonlari, NanoDrop ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE)
spektrofotometri ile 6l¢iildii. gPCR islemlerine ka-
dar -20°“’da saklanmustir.

Lactobacillus spp. primer dizayni ve secimi

Yogurt 6rneklerinden elde edilen DNA’lardan Lac-
tobacillus spp.’nin qPCR ile tespiti i¢in; Lactobacil-
lus spp. 16S-23S ribosomal RNA Intergenic Spacer
Region (ISR) gen bolgesine spesifik Tablo 1’deki
primer seti kullanildi [16]. 16S-23S ribosomal RNA
Intergenic Spacer Region (ISR) gen bdlgesinin
Lactobacillus spp. i¢in spesifikligi NCBI primer
blast tool ile (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/) kontrol edildikten sonra, primerler,
Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, 1A,
USA) firmasindan tedarik edildi. Real-time PCR
calismalarinda, primerlerin final konsantrasyonu
0,5 uM olacak sekilde diliisyonlar1 yapildi.

Tablo 1. Lactobacillus spp. qPCR ¢alismalarinda kullanilan oligonukleotid primer dizileri

Primer Oligonukleotid dizi Baglanma 1sis1 (°C) Amplicon uzunlugu (bp) Ref.
LactF AGCAGTAGGGAATCTTCCA

58 341 [16]
LactR CACCGCTACACATGGAG
Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 27, Sayi 2, 2016, 82-87
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Klonlama ve Plazmid standartlarimin
olusturulmasi

Lactobacillus spp. spesifik primerinin ¢ogaltilma-
s1 i¢in, L. paracasei ATCC 25598’den elde edilen
DNA fragmanlar1 ¢ogaltildi. DNA fragmanlarinin
cogaltilabilmesi icin PCR protokolii olarak her bir
PCR tiipiine; 6.0 ul 25 nmM MgCl,, 10.0 pl 10x
reaksiyon buffer’s (MgCl, ihtiva etmeyen), 2.0 ul
PCR dNTP miks (her birinden 10 mM), her bir
primer’den 2.5 pl (LactF ve LactR, herbirinden 20
uM), 0.5 pl Taq DNA polimeraz (5 U/ul), 2.0 pl
kalip DNA ve 24.5 pl nukleaz icermeyen steril su
ilave edildi. 50 ul’lik bu karisim Tablo 2’deki PCR
asamalar1 ile GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, California) PCR sistemin-
de ¢ogaltildi.

Tablo 2. Plazmid standartin olusturulmasinda kullanilan
PCR protokolii

Asama Siklus Sayisi Is1 ve Siire
Denatiirasyon 1 95°C - 120 sn
Amplifikasyon 40 95°C - 60 sn
55°C-90 sn
58°C-90 sn
Soguma 1 4°C - sonsuz

PCR sonrasinda, PCR iiriinleri agaroz jel elekt-
roforezinde standart metotlarla [17] goriintiilenip,
ayrildiktan sonra Wizard SV Gel ve PCR Clean
Up kit (Promega, Madison, WI, USA) kullanilarak
saflastirildi. Aradigimiz bolgeyi ihtiva eden bu saf
PCR firiinleri, pGEM-T vektor sistemi (pGEM-T
vector System II; Promega, Madison, WI) kullani-
larak, {iretici direktifleri dogrultusunda klonlandi.
Plazmid DNA’lari, MaxiPrep Plazmid DNA izo-
lasyon kiti (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak
iiretici direktifleri dogrultusunda saflastirildi. Saf-
lastirilan plazmidlerin diliisyonlar1 NanoDrop ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE)
spektrofotometri ile 6l¢iildii. Kantitatif analiz i¢in
miktarlari 6l¢iilmiis plazmid standartlardan 10 kat-
lik seri dillisyonlar yapildi.10%ile 10%kopya arasinda
plazmid iceren standart seri elde edildi.

qPCR ile Lactobacillus spp. cogaltilmasi ve
kantitasyonu

gPCR islemleri, LightCycler 480 II real-time PCR
sisteminde, LightCycler 480 SYBR Green I Master
kit (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Alman-
ya) kullanilarak tretici direktifleri dogrultusunda
yapildi. Caligmalarda PCR total hacmi 20 pl ola-
rak gerceklestirildi. Her bir reaksiyona 50 ng kalip
DNA’dan 2 pl, 10 pl Sybr green master miks ve 2
ul primerlerden (final konsantrasyonu 0.5 pM) ila-
ve edildi. Tablo 3’deki real-time PCR protokolii ile
calisma gerceklestirildi.

Tablo 3. Lactobacillus spp. igin kullanilan qPCR proto-
kolii

Asama Siklus sayis1  Isi, siire ve okuma
Denatiirasyon 1 95°C-300s - yok
Amplifikasyon 40 95°C-10s - yok
58°C-15s - yok
72°C-20s-tekli okuma
Melting 1 siklus 95°C-5 s - yok
65°C-60s - yok
97°C- stirekli okuma
Soguma 1 siklus 40°C-30s - yok
Bulgular

Calismamiz sonucunda 64 yogurt drneginin tama-
minda Lactobacillus spp. qPCR ile tespit edilmistir.
Numunelerimizin ortalama log . CFU/gr konsantras-
yonlar ve standart sapmalar tablo 4 ve tablo 5’de
goriilmektedir. Sekil 1’de qPCR ¢alismasinda stan-
dartlarla olusturulan egrinin goriintiisti verilmistir.

Tablo 4. qPCR ile yogurt numunelerinde belirlenen Lac-
tobacillus spp. ortalama miktar1 (log, [ CFU/gr)

Lactobacillus spp. Ortalama SD Min.
log, ,CFU/gr 6,38 0,44 5,68

Max.
7,10
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Tab!o 5'_ 9PCR ile Nymune No CFU/gr  Log,CFU/gr NumuneNo CFU/gr Log  CFU/gr
analiz edilen yogurt

numunelerinde belir- 1 8.016.400 6,90 33 494.000 5,69

lenen .Lactobacillus 2 12.450.000 7,10 34 503.000 5,70

P g::lg*;%/(gcrfw g3 1.320.000 6,12 35 718.000 5.86
4 4.038.900 6,61 36 623.000 5,79
5 1.018.000 6,01 37 499.000 5,70
6 7.800.000 6,89 38 696.000 5,84
7 9.960.000 7,00 39 1.201.000 6,08
8 9.420.000 6,97 40 582.000 5,76
9 5.370.000 6,73 41 8.016.400 6,90
10 7.280.000 6,86 42 12.450.000 7,10
11 2.300.000 6,36 43 1.320.000 6,12
12 3.620.000 6,56 44 4.038.900 6,61
13 7.170.000 6,86 45 1.018.000 6,01
14 3.200.000 6,51 46 7.800.000 6,89
15 5.120.000 6,71 47 9.960.000 7,00
16 1.150.000 6,06 48 9.420.000 6,97
17 2.460.000 6,39 49 5.370.000 6,73
18 490.000 5,69 50 7.280.000 6,86
19 484.000 5,68 51 2.300.000 6,36
20 2.490.000 6,40 52 3.620.000 6,56
21 7.450.000 6,87 53 7.170.000 6,86
22 1.820.000 6,26 54 3.200.000 6,51
23 1.540.000 6,19 55 5.120.000 6,71
24 2.480.000 6,39 56 1.150.000 6,06
25 990.000 6,00 57 2.460.000 6,39
26 985.000 5,99 58 490.000 5,69
27 3.200.000 6,51 59 484.000 5,68
28 984.000 5,99 60 2.490.000 6,40
29 982.000 5,99 61 7.450.000 6,87
30 10.590.000 7,02 62 1.820.000 6,26
31 1.074.000 6,03 63 1.540.000 6,19
32 961.000 5,98 64 2.480.000 6,39

N SURATCETYe Tartisma ve Sonug¢
%2 Yogurt; geleneksel siit fermentasyonunda biiyiik bir
: 2 rol oynayan ve probiyotik etkinlikleri olan bakteri-

leri icermesi nedeniyle hayatimiza saglik katan en
onemli besin maddelerinden biridir. Giiniimiizde ol-

Sekil 1. Lactobacillus spp. ig¢in plazmid standartlarla dukga fazla tiiketilen probiyotiklerin; yogurtlardaki
olusturulan standart egri miktarlarinin artmasi veya azalmasi ve mikrobiyo-

Log Concentration
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lojik kalitelerinin tespiti halk sagligi1 agisindan zo-
runlu bir durum olusturmustur.

Yogurdun hayatimiza kattigi sagligin ve biyo-
lojik etkilerin igerdigi geleneksel siit fermantasyo-
nundan sorumlu canli probiyotik etkinlikleri olan
bakterilerden geldigi bilinmektedir. Bu yiizden, bu
bakterilerin miktarlarinin artmasi veya azalmasi
insan saglig1 acisindan ¢ok 6nemlidir. Yogurtlarin
probiyotikler agisindan mikrobiyolojik kalitesinin
tespiti, Ozellikle probiyotiklerin tiikketimlerinin ve
insan sagligi acisindan dneminin gittikge arttig1 gii-
niimiizde halk saglig1 agisindan irdelenmesi gerek-
mektedir.

Bu amag¢ dogrultusunda, iilkemizde yapilan
calismalar incelendiginde Keles [12] yaptig1 tez ¢a-
lismasinda, Konya yoresinde ev yapimi yogurtlarda
LAB yiikii ortalama 1,89x10%CFU/gr olarak tespit
etmistir. Demirkaya ve arkadaslari [2] yaptiklar
calismada ise Bilecik ilinde tiiketilen yogurtlarda,
LAB sayisii ortalama 5.08-7.98 log, CFU/gr ola-
rak bildirmislerdir. Somer [19] yaptig1 arastirmada,
Afyon, Isparta, Aydin, Mugla ve Burdur illerinde
satisa sunulan ev yapimi slizme yogurtlarda LAB
yiikiiniin ortalama =+ standart hata (SH) degeri-
ni 7,11 (log,,CFU/gr) minimum 5,25 (log, CFU/
gr), maksimum 8,92 (log , CFU/gr) olarak belir-
lenmistir. Ertas ve ark.’nin [5] Kayseri ilinde satisa
sunulan manda yogurtlari ile yaptiklari calismada
Lactobacillus spp. (LAB) yiikii ortalama + SH de-
gerini 6,58+0,18 (log , CFU/gr) olarak bulmuslar-
dir. Minimum 4,30 (log,, CFU/gr) maksimum 8,85
(log,, CFU/gr)dir. Bu ¢alismada Ertas ve ark.’1 [5]
LAB yiikiiniin diger ¢aligmalara gore daha diisiik
bulunmasini, liriinlin satistan 6nce uzun siire bek-
letildigi, taze olarak satisa sunulmadigi seklinde
yorumlamiglardir. Bizde ¢aligmamizda, LAB yiikii-
nii ortalama + SH degerini, 6,38+0,44 (log, , CFU/
gr), minimum 5,68 (log,, CFU/gr), maksimum 7,10
(log,,CFU/gr) olarak saptadik. Degerlerimiz, Ertas
ve ark [5] verilerine benzer goriiliirken, diger ¢alis-
malara gore verilerimizin daha disiik oldugu goriil-
mektedir. Bunun nedenini, bolgemizde hazirlanan
bu yogurtlarin taze olusu, bakteri yiikii tam olgun-
lasmadan firtinlerin ¢ok hizli tiiketilme sunulmasi
kaynakli olabilecegi, ayrica yogurt starter kiiltiirle-
rinin hazirlanis1 sirasinda Lactobacillus spp. tiirle-
ri yaninda, Streptococcus thermophilus agirligiin
daha fazla olabilecegini ve geleneksel ev yapimi

yogurt yapiminda bu orana dikkat edilmiyor olabi-
lecegini bize diistindiirmiistiir.

Uluslarasi ¢alismalar incelendiginde, Furet ve
ark. [6] real-time PCR ile yaptiklar1 kantitatif ana-
lizlerde ticari olarak fermente edilmis siit tiriinle-
rinde LAB yiikiiniin ml’de 10° hiicre olarak tespit
etmiglerdir. Garcia ve ark [8] DGGE (Denaturing
Gel Gradient Eelectrophoresis) ile ticari yogurtlar-
da yaptiklar1 ¢alismada LAB bakterilerini yiiksek
bir yogunlukta tespit etmislerdir. Ayni ¢aligmada
bu yogurtlardaki mikrobiyota yogunluklar1 incelen-
diginde taze yogurtlarda, 1s1l islem gérmiis yogurt-
lara gore LAB’lerin olduk¢a yiiksek oldugu belir-
lenmistir. Kwao ve ark. [13] probiyotik iirinlerde
yaptiklar1 ¢aligmada real-time PCR ile daha hizli
ve basit sekilde Lactobacillus spp.’nin tespit edile-
bilecegini gostermislerdir. Udo ve ark [18] yaptik-
lar1 galismada LAB, hem kantitatif real-time PCR,
hem de FLOW-FISH metodunu kullanmislar ve iki
metodunda hassasiyet yoniinden benzer oldugunu,
kantitatif real-time PCR’in bakteri kolonilerinin
degisikliklerini iki kat1 yiiksek ¢oziiniirliikkte belir-
leyebildigini tespit etmislerdir. Bunun yaninda ayni
calismacilar %100, %50, %29,4, %19,6, %15,1, ve
%13,7 seri DNA diliisyon miktarlarinda, 18 ile 30
arasinda Ct degeri saptadiklar1 cogalma egrileri elde
etmislerdir. Bizde ¢alismamizda kantitatif analizin
hassasiyetini korumak i¢in miktarlari belli, plazmid
standart1 kullandik. Hazirladigimiz plasmid standar-
tin, 10 katlik seri diliisyonlar1 yapilarak, 10? ile 10®
CFU/g arasinda degerleri olan standartlar ile egri
elde ettik. Bu kantitasyon standartlarimizdan 14 ile
32 araliginda Ct saptandi ve real-time PCR analiz-
lerinde kantitasyon i¢in elde edilen bu standart egri
kullanildi. Bu sayede alt limit olarak 10? CFU/g gibi
hassas bir alt limit belirlemeyi basardik. Real-time
PCR ile yapilan optimizasyon g¢aligmalarinda, bu
yontem ile bakterileri sirasiyla saf kiiltiirde 10 CFU/
ml, yapay olarak kontamine yogurtlarda 10° CFU/
ml ve pastorize meyve tiirevi tirtinlerde ise 10> CFU/
ml hassasiyette tespit edebildiklerini bildirilmistir.
Ayrica bu metodun 6zgilliik ve hizinin, giivenilirlik
ve teknigin duyarliliginin, gida bakteri, mantar ve
kiif canliligin1 degerlendirmekte rutin analiz olarak
kullanilabilecegini vurgulamislardir [9]. Herbel ve
ark. [10] Lactobacillus spp.’lerin glinliik kullanilan
yogurtlarda ki probiotik etkilerini real-time PCR ile
incelemisler ve heat shock protein 60 geni (hsp60)
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ile sadece 5 Lactobacillus tiiriinii tespit edebilecek
bir dizayn yapmuslardir (L. acidophilus, L. brevis, L.
delbrueckii, L. helveticus, L. reuteri). Bu ¢alismada
direkt yogurtlardan yaptiklari izolasyonla 105 CFU/
ml’nin altinda Lactobacillus spp.’leri tespit edebil-
meyi basarmislardir. Bu calismalar bu yiizden bizim
calismamiz ile aslinda benzerlik gostermektedir. Bu
bakterilerin tespitinde real-time PCR yontemi, hizli,
cok daha hassas ve giivenilir olmas1 yaninda, kiiltii-
re edilebilen Lactobacillus spp.’ler yaninda, kiiltiire
edilemeyen ve saptanamayan Lactobacillus spp.’le-
rinde saptanabilmesine imkan saglamasi nedeniyle
onemli oldugu konusunda diger ¢alismalar1 destek-
ler bir tecriibe saglanmustir.

Sonug olarak caligmamizda elde etti§imiz ve-
riler; Lactobacillus spp. gibi insan saglig1 agisindan
degerli, probiyotik etkinlikleri bilinen bakterilerin,
boélgemizde satisa sunulan ev yapimi yogurtlarda
daha diisiik diizeyde oldugunu, bolgemizdeki bu
yogurtlarin, tilketime olgunlasma siireci tamamlan-
madan sunuluyor olabilecegini, veya iiretim siire-
cinde dikkat edilmesi gereken hususlarin olabilece-
gini ve bunlara 6zen gosterilmesi gerektigini bize
diistindiirmiigtiir. Ayrica iilkemizde ilk kez klasik
mikrobiyolojik yontemler yerine, real-time PCR
ile insan saglig1 agisindan probiyotik dnemleri olan
Lactobacillus spp.’lerin miktar analizleri yapilarak,
hizli, hassas ve giivenilir olan bu yontemin, tespit
icin kullanilabilecegini bize gOstermistir.
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Ozet: Mayalar, gidalarin kalite ve giivenligini etkileyen gida endiistrisi icin oldukga 6nemli mikroorganizmalar olup
gidalarda bozulmalara yol acabilirler. Candida tiirleri hastane enfeksiyonlarinda dnemli bir yere sahip iken son yillar-
da gidalar vasitasiyla da insanlara bulasabilmektedir. Bu ¢alisma ile halk pazarlarindan toplanan peynirlerde patojen
Candida tirlerinin varliginin arastirilmasi amaglandi. Analiz edilen 100 adet peynir drneginin 84 (%84)’tinde patojen
Candida spp. pozitif olarak bulundu ancak higbirinde C. albicans saptanamadi. Bu ¢alismada API 20 C AUX Test Kit’i
ile 103 adet izolatin tiir ayrim1 yapildi. Elde edilen test kit sonuclara gore izolatlarin %14°t C. krusei, %5°1 C. tropicalis
olarak identifiye edildi. Gida 6rneklerinin mikrobiyolojik incelemesinde toplam maya ve kiif sayist ile birlikte patojen
mayalarim varligina yonelik analizlerin de yapilmasi toplum saglig1 agisindan yararli olacagi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Beyaz peynir, patojen Candida spp., mantar, maya.

Determination of Pathogen Candida spp. in White Cheese Collected from Burdur’s Public
Bazaars

Abstract: Yeasts are very important microorganisms for the food industry that affects food quality and safety and yeasts
may lead to spoil of the foods. The goal of this study was to evaluate the incidence of pathogen Candida spp. collected
from cheese samples in public bazaar. Candida species are important for hospital infections which have been able to
infect humans by food in recent years. Candida spp. were positive 84% of 100 cheese samples. In this study we were
isolated 103 isolate which were identified with API 20 C AUX Test Kit. According to test kit results, C. albicans wasn’t
isolated any cheese samples and 14% were identified as C. krusei, 5% were identified as C. tropicalis from Candida
spp. positive cheese samples. As a result, microbiological analysis of food samples should be made not just for the total
number of mold, the samples should also be tested for the presence of pathogenic yeast it would be beneficial for public
health.

Keywords: Fungi, pathogen Candida spp., white cheese, yeast.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Mayalar, gidalarin kalite ve giivenligini ¢esitli sekil-
lerde etkileyen gida endiistrisi igin olduk¢a 6nemli
mikroorganizmalardir. Geleneksel olarak ekmek,
bira ve sarap iiretiminde kullanilirlar. Ayrica bazi
mayalar peynirlerin olgunlastirilmas1 ve triinlere
0zgii karakterler kazandirilmasi amaciyla starter
kiiltiir olarak da kullanilmaktadir [11,18].

Candida spp.’ler Ascomycetes grubuna ait
kommensal dkary6tik maya tiirleridir. Mayalar ¢ev-
re, insan ve diger memelilerde bulunabilirler [20].
Ozellikle memelilerde gastrointestinal ve genitoiiri-
ner sistem mukoza florasinda bulunurlar [14]. Bazi
maya tiirleri gida giivenligini olumsuz yonde etkile-
yerek firsat¢1 patojen olarak enfeksiyonlara neden

olabilirler [1,9]. Patojen Candida tiirleri C. albicans
ve Candida non-albicans tirleri olarak da siniflan-
dirllmaktadir. Patojen Candida tiirleri iginde yer
alan C. albicans insanlarda oral ve sistemik kandi-
diyasise neden olan en yaygin ve en patojen tlirdiir
[8,33,38]. Candida non-albicans tiirleri arasinda C.
krusei, C. tropicalis, C. guilliermondi, C. lusitaniae,
C. parapsilosis ve C. dubliniensis yer almaktadir.
Siit sektorii agisindan yiiksek prevalans ve patoje-
niteye sahip patojen Candida tiirleri arasinda klinik
o6neme sahip olan tiirler C. albicans, C. krusei ve C.
tropicalis’ tir [22].

Peynir mikrofloras1 peynirin tat, lezzet, aro-
ma ve tekstiir gibi yapilarimi etkileyen en dnemli
bilesenlerindendir [2]. Bu kompleks mikroflorada
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bakteri, maya, kiif gibi mikroorganizmalar buluna-
bilmektedir [5,32]. Peynirde bulunan mikroorganiz-
malarin ¢esitliligi ve sayist; siitiin mikrobiyal kali-
tesine, silite uygulanan iglemlere, peynirin olgunlag-
tirtlmast sirasindaki nem ve sicakliga bagl olarak
degisiklik gosterebilir [34].

Baz1 Candida tiirleri gidalarin {iretim prosesin-
de kullanilirken bazilar1 ise gidanin bozulmasinda
etkili olmaktadir. Bunun yaninda Candida tiirleri
et ve siit lirlinlerinde starter kiiltiir olarak da kulla-
nilabilmektedir. Proteolitik, glikosidaz ve pektino-
litik aktivite sonucu iiretilen sekonder metabolitler
ile lipolitik aktivite, lireaz aktivitesi, ozmotolerans,
genis lireme aralig, etanole tolerans ve diisiik su ak-
tivitesi gibi 6zelliklerinden gida iglemlerinde yarar-
lanilmaktadir [12,29].

Patojen Candida spp. beseri hekimlikte sorun
yaratmakta ve C. albicans, C. tropicalis ve C. kru-
sei’ye bagl infeksiyonlarda bir artig gozlenmekte-
dir. Veteriner hekimlikte de Candida spp. 6zellikle
son yillarda mastitis etkeni olarak kargimiza ¢ik-
maktadir [4]. Kontamine siitlerin 1s1l islem uygulan-
madan kullanilmas1 ya da iiriin haline getirilmesi,
kotii kosullarda iiretim, paketleme ve satisa bagh
olarak insanlar gidalar ile enfeksiyona yakalanmak-
tadir [20,21].

Patojen Candida tirlerinin gidalarda varligi
durumunda hastalik olusturabilecegi cogu aras-
tirmaci tarafindan goz ardi edilen bir konudur. Bu
calisma ile pazarlardan toplanan beyaz peynirlerde
patojen Candida tirlerinin varligimin aragtirilmasi
amagclanmistir.

Materyal ve Metot

Burdur ili semt pazarlarindan Ocak 2014-Aralik
2014 tarihleri arasinda toplanan 100 adet beyaz
peynir ornegi soguk zincir altinda laboratuvara ge-
tirildi. Her bir gida 6rnegi aseptik kosullar altinda
steril plastik torbalara 10’ar g olacak sekilde tartildi.
Uzerine 90 ml steril peptonlu su (%0.1) ilave edil-
dikten sonra 1-2 dakika siire ile homojenizatérde
(iul, Spain) homojenize edildi. Homojenat 10-® desi-
mal sulandirmaya kadar hazirlanarak CHROMagar
Candida (CHROMagar Candida, USA) besiyerine
ekim yapildi. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi. inkubasyon sonunda yesil koloniler Can-

dida albicans, pembe zon ile ¢evrili mavi koloniler
Candida tropicalis, pembe koloniler Candida kru-
sei, beyazdan leylak rengine dogru degisen koloni-
ler diger tiirler olarak degerlendirildi [19].

Peynirlerde toplam aerob bakteri yiikiinii tespit
etmek amaciyla Plate Counte Agar’a (PCA) (Mer-
ck, 1.05463) 30°C’de 22-24 saat, genel maya-kiif
sayilarinin tespiti amaciyla Patato Dextrose Agar’a
(PDA) (Merck 1.10130) 24°C’de 4-5 giin inkiibas-
yona birakild1 [13].

API testi ile dogrulama

Elde edilen Candida spp. siipheli izolatlar API 20
C AUX Test Kit (bioMérieux, France) ile iiretici di-
rektiflerine gore dogrulandi [28].

Bulgular

Bu arastirmada, 100 adet beyaz peynir 6rneginin
84 (%84)’tinde Candida spp. pozitif olarak bulun-
du. Peynir 6rneklerinin hicbirinde C. albicans sap-
tanamadi. Beyaz peynir 6rneklerinden elde edilen
103 adet siipheli izolata tiir ayrim1 amaciyla API 20
C AUX Test Kit’i uygulandi. API 20 C AUX Test
Kit’i sonuglarina gore izolatlarin %14’ C. krusei,
%51 C. tropicalis olarak dogrulandi. Analizlere ait
mikrobiyolojik veriler incelendiginde; PCA’da fire-
yen toplam aerob mezofil bakteri sayisinin ortala-
ma 8,42+0,13 log kob/g, PDA’da {ireyen maya kiif
sayisinin ortalama 7,56+0,14 log kob/g, CHROMa-
gar Candida’da lreyen Candida spp. sayisinin ise
ortalama 4,60+0,25 log kob/g oldugu tespit edildi
(Tablo 1).

Tablo 1. Peynir 6rneklerinde maya-kiif, aerob mezofil
genel canli sayis1 ve Candida spp. sayilari (log cfu g-1).

Maya kiif Candida spp Aerob mezofil
sayist sayisi genel canh sayis1
PDA  CHROMagar Candida PCA
n 100 100 100
Min 2,20 0,00 3,20
Max 10,18 7,63 11,00
x£Sx 7,56+0,14 4,60+0,25 8,42+0,13

x: Ortalama, Sx: Standart hata, n: pozitif numune say1s1
PDA: Patato Dextrose Agar
PCA: Plate Count Agar
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Tartisma ve Sonug¢

Beyaz peynirde toplam aerob mezofil canli bakte-
11 sayisi etkileyen pek ¢ok faktor bulunmaktadir.
Beyaz peynir yapiminda kullanilan siitiin pastori-
ze edilmemesi, hijyenik kurallara uyulmamasi ve
peynirin olgunlastiritlmadan taze olarak tiiketime
sunulmas1 gibi sebepler peynirin mikrobiyolojik
kalitesini etkilemektedir. Yaptigimiz ¢alisma sonug-
larina gore; toplam aerob mezofil bakteri sayisinin
ortalama 8,42+0,13 log kob/g olarak saptanmistir.
Sert ve Kivang [30] Erzurum ydresinde yapilan bir
calismada taze peynir drneklerindeki toplam aerob
mezofil bakteri sayisinin 9,3x107-9,5x10° kob/g
oldugu belirtilmistir. Kursun ve ark. [15] Burdur
[li’nde kiigiik lgekli siit mandiralarindan topladik-
lar1 100 adet beyaz peynir 6reginde toplam aerob
mezofil bakteri sayisim 4,6x10° ile 1,0x10° kob/g
degerleri arasinda oldugunu saptamistir. Yal¢in [37]
tiikketime sunulan 50 adet salamura beyaz peynirde
ortalama 2,7x10® kob/g toplam aerob mezofil bak-
teri saptamistir. Celik ve ark.[6] salamura beyaz
peynir orneklerinde ortalama toplam aerobik me-
zofilik bakteri sayisint 8,9x107 kob/g olarak bildir-
mistir. Ugur [35] Mugla’da yaptigi calismada beyaz
peynirlerdeki toplam aerob mezofil bakteri sayisini
1,8x10°-6,0x10® kob/g degerleri arasinda oldugunu
saptamistir. Calisma sonuglar1 buldugumuz sonug-
lara benzerlik gostermektedir.

Beyaz peynirlerde toplam maya-kiif sayisina
bakildiginda yaptigimiz ¢alismada maya kiif sayi-
sinin ortalama 7,56+0,14 log kob/g olarak bulundu.
Kursun ve ark. [16] yaptiklar1 bir ¢aligmada kii¢iik
Olcekli siit mandiralarindan temin ettikleri beyaz
peynir orneklerinin % 20’sinde toplam maya-kif
sayisin1 10*-10° kob/g diizeyinde oldugunu belirt-
mislerdir. Ugur [35] inceledigi peynir 6rneklerinde
maya ve kiif sayis1 3,7x10° - 3,9x10° kob/g arasinda,
ortalama 1,0x10° kob/g olarak tespit etmistir. D1g-
rak ve ark. [7] peynir 6rneklerindeki maya ve kif
sayisinin 2,2x10% - 8,3x10° kob/g degerleri arasin-
da degistigi, ortalama saymin 1,0x10° kob/g oldugu
belirtilmistir. Sert ve Kivang [30] Erzurum’da satiga
sunulan beyaz peynirlerdeki toplam maya ve kiif sa-
yisinin ortalama olarak 2,6x10° kob/g oldugu belir-
tilmistir. Calisma sonuglarimizin diger sonuglardan
daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Cig siitten tretilen siit triinleri, mayalar1 da
iceren bircok patojen mikroorganizmanin taginma-
sinda ve potansiyel saglik riski olusturmasi baki-
mindan gida giivenligini olumsuz etkilemektedir
[17, 21, 25]. Hayvanlarda meme enfeksiyonlarin-
daki patojen Candida tiirlerinin varliginin artmasi
stit tirtinlerini de bu patojen bakimindan riskli hale
getirmektedir [4,26].

Bu caligmada toplanan 100 adet peynir 6rnegi-
nin 84 (%84)’tinde Candida spp. pozitif olarak tes-
pit edilmistir. Yapilan ekim sonuglari incelendiginde
ise toplanan orneklerin 6dnemli bir kisminda maya
ve kiif varligina rastlanmistir (Tablo 1). Wanderley
ve ark. [36] geleneksel olarak tiretilen 45 artisanal
peynirinin %2.4’inde C. albicans, % 79.3’linde C.
krusei ve % 6.0°sinda C. tropicalis oldugunu bildir-
mistir. Candida parapsilosis bazi1 peynirlerden (Is-
veg tipi peynir, mavi peynir ve ¢edar peyniri) izole
edilen ve invaziv kandidiyazis olugturan dnemli bir
Candida tiri olarak tespit edilmistir. Ancak gida
kaynakli bir risk belirtilmemistir [23]. C. parapsi-
losis bitki, toprak, su gibi ¢evresel kaynaklardan da
izole edilmistir [24] “Manteca” adi verilen Italyan
tipi bir peynirin dominant florasinda bulunmustur
[31]. Tirkiye’de yapilan bir ¢alismada; toplanan
100 adet peynir 6rneginin %7.0’sinde C. albicans,
%12’sinde C. krusei ve % 3.0’iinde C. tropicalis ol-
dugu saptanmistir [16].

Peynirlerde maya ve kiifler ile kontaminasyon
starter kiiltiir, hava, ekipman, salamura suyu, perso-
nel gibi ¢esitli yollar ile olabilir [3,25,27]. Baz1 ma-
yalar tat, lezzet ve gorliiniim gibi yararhi 6zellikleri
ile etkili olurken bazilar1 da peynirlerde bozukluklar
meydana getirebilir. Gida kaynakli enfeksiyonlara
sebep olabilir. Medikal énemi olan ve peynirlerden
izole edilen Candida albicans, Candida tropicalis,
C. krusei ve C. glabrata gibi Candida tiirleri de bu-
lunmaktadir [8,10,36].

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besi-
yerleri toplam maya ve kiif sonucuna ydnelik olup
patojen maya ve kiifleri ayirt edememektedir. Gida
orneklerinin mikrobiyolojik incelemesinde; toplam
maya ve kif sayisi ile birlikte patojen mayalarin
varligina yonelik incelemeler de toplum saglig1 aci-
sindan 6nemlidir. Bu verilere gore pazarlarda sati-
lan peynirlerin Candida spp. yoniinden biiyiik bir
risk olusturdugu ve toplumun bu risk bakimindan
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bilgilendirilmesi ve bu alana yonelik kapsamli ca-
lismalar yapilmasi gerektigi sonucuna varilmaistir.
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Pilic Boyun Derilerinden izole Edilen C. perfringens’lerin Antibiyotik Diren¢
Profillerinin Belirlenmesi
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Ozet: Mikroorganizmalarm antibiyotiklere kars: gelistirdikleri direng, halen tiim diinyada 6nemini koruyan bir halk sag-
l1g1 sorunudur. Antibiyotik direng ile miicadelede patojen mikroorganizmalarin, gidalarda giivenilir metotlarla tespiti,
identifikasyonu ve antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu caligmanin amact, ti¢ farkl
kanatli kesimhanesinden alinan 180 pili¢ boyun derisi drneginden izole edilen 35 Clostridium perfringens susunun
antibiyotik direng profillerinin belirlenmesidir. zolatlarin antibiyotik direng profillerinin tespitinde CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) tarafindan bildirilen disk difiizyon metodu kullamlmustir. izolatlarin 35’inin de (%100)
en az bir antibiyotige direngli oldugu, ayrica 31 (% 88,5) C. perfringens izolatinin 1’den fazla antibiyotige direng
gosterdigi tespit edilmistir. Izolatlarin tamaminin (% 100) direngli oldugu antibiyotik trimetoprim olarak belirlenmis,
bu antibiyotik yaninda, % 65,7 ile tetrasiklin, % 62,8 oraninda gentamisin direncin yiiksek oranda tespit edildigi diger
antibiyotikler olmustur. Elde edilen veriler izolatlarin hepsinin vankomisine duyarli oldugunu da ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direng, C. perfiingens, disk difiizyon, pili¢ eti.

Antibacterial Resistance of C. perfiingens Isolated From Chicken Neck Samples

Abstract: Antibacterial resistance is still an important public health problem, worldwide. Identification and detection
of antibacterial resistance of pathogen microorganisms from foods are essential for prevention. The aim of this study
was to detect the antibiotic resistance of 35 Clostridium perfringens, which are isolated from 180 chicken neck samples
obtained from three slaughterhouses. For this purpose disc diffusion method was used according to the CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute). As a result, all (100 %) of the isolates were found to be resistant at least one of the
9 antibiotics also, 31 (88,5 %) of them were showed resistance to more than one antibiotic. 35 isolates was resistant to
trimetoprim (100 %). In addition, high level of resistance was also determined against tetracycline (65,7 %) and genta-
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mycin (62,8 %). All the isolates were found to be susceptible to vancomycin (100 %).

Keywords: Antibiotic resistance, chicken meat, C. perfringens, disc diffusion.

Giris

Antibiyotikler; hayvan yetistiriciliginde, bakteri-
yel infeksiyonlarin tedavisinde, hastaliklar yontin-
den risk tasiyan hayvanlarda koruyucu olarak veya
gelisimi ve verimi arttirmak amacryla yem katkisi
seklinde kullanilmaktadir. Bu olumlu etkileri yanin-
da antibiyotik kullaniminin neden oldugu en biiyiik
problem de mikroorganizmalarda sekillenen direng
gelisimidir [3]. Mikroorganizmalarda geligsen direng
nedeniyle bazi hastaliklarin tedavisi zorlagmakta,
kullanilan antibiyotikler etkisiz kalmaktadir. Ayrica
direncli tiirlerin olusmasi ile yeni hastane infeksi-
yonlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Her y1l Avrupa’da yak-
lasik 25 000 insanin antibiyotik direngli bakteriyel
infeksiyonlar yiiziinden hayatin1 kaybettigi bildiril-
mektedir. Benzer seklide Amerika’da yilda 2 mil-
yon kiginin bu etkenler nedeniyle hastalandigi ve 23

000 kisinin de hayatim1 kaybettigi rapor edilmekte-
dir. Bakterilerde antibiyotiklere kars1 direng gelisi-
mi temelde iki sekilde olmaktadir, direnci olusturan
genlerin spontan ya da indiiklenen mutasyonlari
veya direng genlerinin bagka bakterilerden transfer
edilmesi. Ozellikle genetik aktarim yolu, kazanilan
direncin ileride farkl bakterilere gegcmesi agisindan
onemlidir. Gelecekte korkulan bir diger tabloda kul-
lanilan antibiyotiklerin yararli mikroorganizmalar-
daki etkilerinin tam olarak bilinmemesi, bunlarda
sekillenmesi muhtemel bir diren¢ gelisiminin pato-
jenlere aktarilmasidir [4,12].

Bu olumsuz etkileri géz dniine alinarak Avru-
pa Birligi ilk olarak 1997°de avoparsinin gelismeyi
artirict amagla kullanimimi yasaklamistir. 1999°da
da insanlarda kullanilan antibiyotiklerle gosterdigi
benzerlik nedeniyle basitrasin, spiramisin, tiylosin
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ve virginiamisinin hayvanlarda tedavi disinda kul-
lanim1 yasaklanmistir. Avrupa Birligi ile uyum sii-
recinde olan Tiirkiye’de de ayni politika izlenmek-
tedir [5].

Gida kaynakli hastaliklara neden olan bakteri-
lerin antibiyotiklere kars1 gelistirdigi direng 6nemli
bir halk saglig1 sorunudur. Ozellikle kanatli yetis-
tiriciliginde su ve yeme katilarak, hastaliktan ko-
runmak ve gelismeyi arttirmak amaciyla kullanilan
antibiyotikler, birgok gida patojeninde direng gelisi-
mine neden olmaktadir [8,14].

Clostridium perfringens, dogada, hayvanlarin
ve insanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulu-
nan bir bakteridir. Her yerde bulunabilme 6zelligi,
sporlu olmasi ve ¢evresel sartlara direng gostermesi,
gidalarm etkenle kontaminasyon riskini arttirirken,
korunma ve kontroliinii zorlastirmaktadir [2]. C.
perfringens, Urettigi cesitli toksinler ile insanlarda
gazli gangrene ve birbirinden farkl iki tip gida in-
feksiyonuna neden olurken, bircok hayvan tiiriinde
enterotoksemi, nekrotik enteritis gibi degisik hasta-
liklar meydana getirmektedir [16]. Etken, gelismek
ve ¢ogalmak i¢in ihtiyaci olan 13-14 aminoasit ile
5-6 vitamin ve mineral maddeyi kendi sentezleye-
medigi i¢in digsaridan almak zorundadir. Bu nedenle
siklikla bu maddeleri yeterli oranda igeren, et veya
et Uirlinlerinde bulunur [7]. C. perfringens orani ka-
natli eti ve trlinlerinde de, kanathilarin bagirsak ka-
nalinda oldugu gibi yiiksektir [17].

C. perfringens’in florokinolonlar gibi genellik-
le anaerob mikroorganizmalara karsi kullanilan an-
tibiyotiklere duyarl oldugu bilinmektedir [6]. Rood
ve ark. 1978 yilinda ilk kez etkenin ¢oklu antibi-
yotik direncinin oldugunu (tetrasiklin, eritromisin,
linkomisin, klindamisin) domuz digkisindan izole
ettikleri orneklerde ortaya koymustur [19]. Ancak
C. perfringens i¢in bilinen en tipik direncg tetrasik-
lene kars1 gelistirdigidir [23]. C. perfringens’in tet-
rasiklin direncinde etkili olan genetik determinant-
lar tetP, tetM, tetK, tetL olarak belirlenmistir [13].
C. perfringens’in metronidazole direncli oldugunu
gosteren az sayida calisma bulunmaktadir. Bunun
yaninda catQ ve catP genlerini tagiyan izolatlarda,
kloramfenikol asetiltransferaz iiretimi ile kloramfe-
nikole, ermQ ve ermP geni tespit edilenlerinde klin-
damisine kars1 direng oldugu bildirilmektedir. Erit-
romisine direng, klindamisin ve linkomisin direnci
ile beraber goriilmektedir [9]. Anaerob mikroorga-

nizmalarda en yaygin direncin aminoglikozidlere
kars1 oldugu bilinmektedir [18].

C. perfringens’in gidalarda giivenilir metotlar-
la tespiti, identifikasyon ve antibiyotik direng pro-
fillerinin belirlenmesi halk sagligmin korunmasi
acgisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu dogrultu-
dan hareketle bu calismanin amaci, ti¢ farkl: kanath
kesimhanesinden alinan 180 pili¢ boyun derisi 0r-
neginden izole edilen 35 Clostridium perfringens
susunun antibiyotik direng profillerinin belirlenme-
sidir.

Materyal ve Metot
Materyal

Bu ¢aligsmada, i¢ farkli kanatli kesimhanesinden ali-
nan 180 pili¢ boyun derisi érneginden izole edilen
35 C. perfringens susu materyal olarak kullanildi.
Boyun derilerinden klasik kiiltiir yontemi ile izole
ve identifiye edilen C. perfringens’ler, daha sonra
cpa geni baz alinarak PCR ile dogrulandi.

Metot

[zolatlarin antibiyotik direng profilleri CLSI (Cli-
nical and Laboratory Standards Institute) tarafin-
dan bildirilen disk difiizyon testine gore belirlendi
[1]. Disk difiizyon yonteminde ampicillin (Oxo-
id CTO0003B-10 pg), chloramphenicol (Oxoid
CT0013B-30 pg), ciprofloxacin (Oxoid CT0425B-5
ng), gentamicin (Oxoid CT0794B-120 pg), nali-
dixic acid (CT0031B-30 pg), penicillin G (Oxoid
CT0043B-10 U), tetracycline (Oxoid CT0054B-30
ng), trimethoprim (Oxoid CT0076B-5 pg), van-
comycin (Oxoid CT0058B-30 pg) antibiyotikleri
kullanildi.

Bu amagla izolatlarin Cooked Meat Medi-
um’dan (Oxoid CMO0081) alinan taze kiiltiirle-
ri, 5 ml’lik Tryptone Soya Brothda (TSB, Oxoid
CMO0129) 37°C’de, 0,5 McFarland (2 x 10® kob/
ml) tiirbidite olusana kadar, inkiibe edildi. Tiirbidite
kontrolii NanoDrop spektrofotometrede (NanoDrop
ND-100, Delaware, ABD) 625 nm dalga boyunda
absorbanslari 0,08-0,10 olacak sekilde yapildi.

Zenginlestirilen suslar steril svap yardimzi ile 90
mm’lik petrilere 4 mm kalinliginda dokiilen Muel-
ler Hinton Agara (Oxoid CM 337) yayildi. Svap ile
ekimin ardindan 3-5 dakika petrilerin yiizeyindeki
fazla siviy1 ¢ekmesi beklendikten sonra her petriye
merkezden ¢evreye uzakliklar1 24 mm olacak sekil-
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de antibiyotik diskleri yerlestirildi. Petriler 37°C’de
anaerob ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi. In-
kiibasyon sonunda antibiyotik disklerinin etrafinda-
ki inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 6l¢iildi. Elde edilen
zon ¢aplar1, CLSI’daki standartlar ile karsilastirila-
rak suslar antibiyotiklere kars1 duyarli, orta direngli
veya direngli olarak siniflandirildi (Sekil 1).

Sekil 1. C. perfringens’in Mueller Hinton agarda disk di-
flizyon testi goriiniimii

Bulgular

PCR ile dogrulanan 35 C. perfringens izolatinin 9
farkli antibiyotige karsi direng profillerinin arastiril-
dig1 ¢alisma sonunda izolatlarin 35’inin de (%100)
en az bir antibiyotige diren¢li oldugu tespit edildi.
Ayrica 31 (% 88,5) C. perfringens izolatimin 1’den
fazla antibiyotige diren¢ gosterdigi belirlendi.

Cizelge 1. C. perfringens izolatlarinin antibiyotik direng
profilleri

n (%)

Antibiyotik

Direngli Orta Direngli Duyarh
Nalidiksik Asit 6 (17,1) 13 (37,1) 16 (45,7)
Penisilin 1(2,8) 0 34 (97,1)
Gentamisin 22 (62,8) 4(11,4) 9 (25,7)
Vankomisin 0 0 35 (100)
Kloramfenikol 0 4(11,4) 31 (88.5)
Trimetoprim 35 (100) 0 0
Tetrasiklin 23 (65,7) 1(2,8) 11 (31,4)
Ciprofloksasin 11 (31,4) 17 (48,5) 7 (20)
Ampisilin 1(2,8) 0 34 (97,1)

n: izolat say1si

izolatlarin tamammin (% 100) direngli oldu-
gu antibiyotik trimetoprim olarak tespit edildi. Bu
antibiyotik yaninda, % 65,7 ile tetrasiklin, % 62,8
oraninda gentamisin direncin yliksek oranda tespit
edildigi diger antibiyotikler olarak belirlendi. Elde
edilen veriler izolatlarin hepsinin vankomsine du-
yarli oldugunu da ortaya koydu (Cizelge 1).

Tartisma ve Sonug¢

Kanath yetistiriciliginde antibakteriyel ilaglar, has-
taliklarin tedavisi disinda koruyucu olarak ve veri-
mi artirmak amaciyla da kullanilmaktadir. Bu amag-
la diisiik dozda, kisa siire uygulanan antibiyotikler,
onemli bir halk sagligi problemi olan antibiyotik
direncine yol agmaktadir. Direngli suglarin hem
kanatlilardan hem gidalardan hem de insanlardan
izole edildigi bildirilmektedir. C. perfringens’in de
tetrasiklin basta olmak iizere kanatl yetistiriciligin-
de kullanilan ¢esitli antibiyotiklere kars1 direng gos-
terdigi bilinmektedir [15].

Silva ve ark. [20] yapmis olduklar ¢alismada,
kesimhanelerden alinan broyler bagirsaklarindan
izole edilmis 55 C. perfingens izolatinin antibiyotik
direng profilini belirlemistir. Izolatlarm % 47,3’i
basitrasine, % 41,8’1 tetrasikline direngli bulunmus-
tur. Arastirilan antibiyotikler arasinda en etkili olan-
lar ise penisilin, narasin ve monensin olarak saptan-
mistir. Basitrasin antikoksidial etkisinden dolayi,
kanatl yetistiriciliginde kullanim1 yayginlasan bir
antibiyotiktir. Bu nedenle direncin bu antibiyotikte
yiiksek oldugu disiiniilmektedir.

Watkins ve ark. [24]’1n aragtirmasinda da broy-
ler kiimeslerinden elde edilen C. perfringens izolat-
lar1 antibiyotik diren¢ yoniinden degerlendirilmistir.
Benzer sekilde en yiiksek direncin basitrasin ve lin-
komisinde tespit edildigi bildirilmistir. Linkomisi-
nin, kanatlilarda nekrotik enteritise bagl o6liimleri
engellemek i¢in koruyucu amagla kullanildig1 bilin-
mektedir.

Johansson ve ark. [10] Danimarka, Norveg ve
Isveg’de tavuklardan izole edilen 102 C. perfingens
izolatinin, yetistiricilikte kullanilan 8 farkli antibak-
teriyel ve antikoksidiale kars1 direncini arastirmig-
tir. Bu ¢alismayla benzer olarak izolatlarin duyarli
oldugu antibiyotikler arasinda eritromisin ve van-
komisin yer almistir. Antikoksidial ve anticlostridial
etkilerinden dolay1 bu iilkelerde siklikla kullanilan
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narasine karsi heniiz bir direng tespit etmedikleri-
ni bildirmislerdir. Tetrasiklin direnci ise Isve¢’de
% 76, Danimarka’da % 10 ve Norveg’de % 29 ora-
ninda tespit edilmistir. Belgika’da Martel ve ark.
[13]°1n yapmis oldugu benzer bir ¢aligmada da, 31
farkl ciftlikteki broylerlerden elde edilen izolatla-
ri, monensin ve narasin gibi antikoksidiallere du-
yarli oldugu, oksitetrasiklin ve klortetrasikline kars1
% 66 oraninda direng gosterdigi bildirilmistir.

Singh ve ark. [21]’nin ¢aligmasinda bufalo,
keci ve tavuk etlerinden izole edilmis C. perfringens
suslariin 16 farkli antibiyotige direnci aragtirtlmis-
tir. Diger ¢aligmalardan farkli olarak bu izolatlarin
en duyarli oldugu antibiyotikler siprofloksasin (%
96,9) ve ofloksasin ( % 87,8) olarak belirlenmis
ve bunlar1 % 71 ile tetrasiklin izlemistir. Incelenen
biitiin suslarin streptomisin ve seftazidim’e karsi
direncli oldugu da ortaya konmustur. Khan ve ark.
[11]'nin yapmis oldugu benzer bir ¢alismada da ko-
yun, s1g1ir ve tavuk etlerinden elde edilen C. perfrin-
gens’lerin antibiyotik direnglilikleri arastirilmigtir.
Toksin olusturma yetenegine sahip 6 izolatin hep-
sinin kloramfenikol, siprofloksasin, metranidazol
ve ceftriaksona duyarli oldugu, 5 tanesinin amok-
sisiline, 2’ser tanesinin amoksisilin ve vankomisine
direncli oldugu ortaya konmustur. Her iki calismada
da antibiyotik direnclilik hayvan tiirleri arasinda ay-
rilmadan belirtilmistir, direng profilinin farkliligi-
nin bundan ve iilkeler arasi antibiyotik se¢iminden
ileri geldigi diigiiniilmektedir.

Tansuphasiri ve ark. [22] ¢caligmalarinda insan-
lardan, hayvanlardan ve gidalardan izole ettikleri C.
perfringens suslarinin direng profillerini karsilastir-
mustir. Insanlardan izole edilen suslarda en yiiksek
direng % 44,9 ile tetrasiklinde goriilmiistiir. Buna
paralel bir sekilde gida 6rneklerindeki izolatlar ige-
risinde en yiiksek direng % 28 ile tetrasikline kars1
tespit edilmistir.

Calismada elde edilen izolatlarin, antibiyo-
tik direng profillerinin belirlenmesiyle, biiylik bir
kisminin bir veya birden fazla antibiyotige direng
gosterdigi saptanmistir. Bu durum, antibiyotik kul-
lanim1 sonucu mikroorganizmalarda gelisen diren-
cin takip edilmesi ve direngli suslarin gelismesinin
onlenmesi amaciyla gida iiretiminde kullanilan
hayvanlarda profilaktik ve biiyiitme faktorii olarak
antibiyotik kullanimina iliskin yasal diizenlemelere
bagl kalinmasinin ve resmi otorite tarafindan ulusal

kalint1 izleme programinin etkin olarak yiiriitiilme-
sinin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymustur.
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Abstract: Enterococci are commensal organisms of human and animals, and may cause diseases in particular condi-
tions. Several virulence factors are responsible in the production of diseases. The aim of this study was to isolate en-
terococci from fish and to determine virulence factors of the isolates. A total of 26 (13%) Enterococcus faecalis strains
were isolated from live, moribund and dead fish collected from fish farms in Aegian Region. Cytolysin and gelatinase
activities and aggregation substance production of these strains were examined.Cytolysin production was not detected
in any of E. faecalis strains. Of 26 strains tested, 27% was found to produce aggregation substance. Gelatinase activity
was found in 11.5% of strains. The presence of strains with important virulence factors in enterococci from fish was
established. It was suggested that these strains have the potential of producing disease in human and animals.

Key words: Enterococcus, Fish, Virulence factors

Balik Kokenli Enterokoklarda Bazi Viriilens Faktorlerinin Belirlenmesi

Ozet: Enterokoklar insan ve hayvanlarda kommensal olarak bulunan ve 6zel kosullarda hastaliga neden olan bakteri-
lerdir. Hastaligin olusumunda birgok viriilens faktorii rol oynamaktadir. Bu ¢alismada baliklardan enterokok izolasyonu
ve izole edilen enterokoklarda virtilens faktorlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Caligma kapsaminda Ege bolgesinde
bulunan balik isletmelerinden toplanan baliklardan 26 (%13) adet Enterococcus faecalis izole edilmistir. izolatlarda
sitolizin ve jelatinaz aktivitesi ile birlikte agregasyon substans iiretimi incelenmistir. izolatlarin higbirisinde sitolizin
aktivitesi tespit edilememistir. izolatlarin %27’sinde agregasyon substans iiretimi ve %11,5’inde ise jelatinaz aktivitesi
saptanmistir. Sonug olarak bu caligmada; balik kokenli enterokoklarda 6nemli viriilens faktorlerinin varligt belirlenmis
ve bu suslarin insan ve hayvanlarda hastalik olusturma potansiyeli oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Balik, Enterococcus, Viriilens faktorleri

Arastirma Makalesi / Research Article

Introduction

Gram positive enterococci are considered respon-
sible for most of the diseases that seen in aquacul-
ture around the world. In this time, it is possible to
encounter with the enterococcal infections through-
out the world. Observations of tardy development,
anorexia, inactivation, loss of gloss and necrosis in
muscles, septicemia and mortalities were reported
in enterococci infected fishes [5,11,13]. Enterococci
are mostly found in intestine and can reach the num-
ber of 107 bacteria/g [2]. Apart from living organ-
ism, enterococci were isolated from surface water,
river, sewage, soil and several food stuffs [16,30].

Although enterococci are approved to be part
of normal bacterial flora and qualified as lower
virulence microorganisms, especially their role
in certain human diseases and mortality rate is re-
markable. With the understanding the importance

of enterococci in human diseases, enterococci were
started to isolate from sporadic infections of some
animals, particularly from nosocomial infections of
small animals and pets [9,32]. A great majority of
clinic infections are generated by Enterococcus fae-
calis and E. faecium [4]. Among all the nosocomial
infections, enterococci are second most frequent
pathogens [27]. Because of occurring in 80-90%
of these cases, E. faecalis was approved the most
prevailing enterococcus. That is followed by E. fae-
cium with the frequency rate of 5-15% [4].

Despite the admitted low virulence of entero-
cocci, accession of their infections to the serious
extent and existence of high mortality rate are in-
creased the attention to them [35]. There are several
opinions about diffusion and contagion of virulent
enterococcus strains. According to one opinion con-
tagion is happened by strain’s itself from patient to
patient or from environment to patient. Pursuant to
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other opinion, spread of virulence and resistance
genes -instead of strains- come into question [2, 29].

Aggregation substance (AS) is a surface pro-
tein that provides aggregation of donor and receiver
enterococcus strains to get close contact during bac-
terial conjugation [7]. Most important characteristic
of AS, except providing transfer of some virulence
genes and antibiotic resistance genes with an ef-
ficient bacterial conjugation, is to supply binding
enterococcus to eukaryotic cells and to play signifi-
cant role in pathogenesis. AS also makes available
the invasion of colon mucosa and the entry to intes-
tinal epithelium cells by enterococci [20, 28].

Cytolysin is a toxin in protein structure and has
a hemolytic characteristic that is found in E. fae-
calis strains. Enterococcal cytolysin is effective on
some eukaryotic cells [26].

Experimental studies showed that cytolysin
characteristic can be conveyed through strains by
the way of conjugation [27].

As in other bacterial pathogens, proteolytic en-
zymes are presented among the virulence factors of
enterococci [26]. Since for its identification gelatin
is used, enterococcal protease -that is also known
as gelatinase- is an extracellular enzyme that has
metalloproteinase feature (zinc-endopeptidase) and
34,5 kDa in weight [22]. In the studies, its gelatinase
feature was only determined in E. faecalis strains
while it wasn’t seen in E. faecium strains. Further-
more, gelatinase activity in E. faecalis strains was
detected in a study that was carried out on animal
and foodborne enterococci [10]. In an experiment
that was conducted in strains isolated from bacte-
raemia cases, gelatinase was observed on 55% of

Table 1. The oligonucleotide primers used in the study.

E. faecalis strains while it was not produced in E.
Sfaecium strains [12].

In this study it was aimed to obtain detailed
information about enterococci that cause economic
losses and health problems in culture fishing by iso-
lating them and determining main virulence factors
of isolated strains.

Materials and Methods

Sample collection, isolation and identification of
enterococci

In this study, 200 fish samples that were collected
from different commercial fish farms establishment
in Aegean region from Turkey. For isolation, sam-
ples were inoculated to selective Enterococcus M
broth medium. The medium was incubated for 18-
24 h at 37°C. Color change of medium was evalu-
ated as an indicator of enterococci growth in the
medium. Positive broth cultures were transferred
to BBL™ Enterococcosel Agar (EA) for isolation
of enterococci. Plates were incubated overnight at
37°C. At the end of the incubation period, black and
dark brown colonies were considered as being an
enterococci [21].

For the identification at the level of the genus,
Gram staining, catalase tests on slide, gas reproduc-
tion from mannitol and reproduction at 45°C were
made to a presumptive positive colonies.

The strains that gave positive results in these
tests and were denominated as Enterococcus sp.
have been observed for their various phenotypic and
biochemical properties to identify them at species
level [25]. In addition, certain types of the standard
strains were used for control purposes.

Primer names

Oligonucleotide sequences

DDI3 Forward 5’-CACCTGAAGAAACAGGC-3° E. faccal
. faecalis

DD3-2 Reverse 5’-ATGGCTACTTCAATTTCACG-3°
FACI1-1 Forward 5’-GAGTAAATCACTGAACG-3’

E. faecium
FAC2-1 Reverse 5’-CGCTGATGGTATCGATTCAT-3’
ENT1 Forward 5’-TACTGACAAACCATTCATGATG-3’

Enterococcus spp.

ENT2 Reverse 5’-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3’
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For genomic identification of enterococci by
PCR, bacterial DNAs were extracted with boil-
ing method and kept frozen at -20°C until used.
The determination of enterococci at genus level
was performed with using Enterococcus specific
primer (Table 1) as described by Ke et al. [24]. For
the identification of these enterococci either being
E. faecalis or E. faecium, ddl gene targeted multi-
plex PCR was performed [8]. After amplification,
the DNA fragments of 112-bp (Enterococcus spp.),
476-bp (ddl for E.faecalis) and 1091-bp (dd! for E.
faecium) were separated by agarose gel electropho-
resis and visualized under ultraviolet light.

Determination of virulence factors

Measurement of the AS of the enterococci was per-
formed by clumping assay, as described by Chow
et al. [6]. GelE activity of enterococci was tested
in gelatine medium, as described by Su et al. [34].
And, the method described by Elsner at al. [12] was
used for the detection of cytolysin activity.

For the GelE, E. faecalis OGI1RF was used as
a positive control, The plasmidless reference E. fae-
calis OG1X strain was used as a negative control,
whereas 2 variants of E. faecalis OG1X contain-
ing either plasmid pAD1 or pCF10 were used as
positive controls for the AS and E. faecalis OG1X
(pAM944) was used as a positive control for the
Detection of cytolysin production [15].

Reference strains

The reference strains of enterococci were kind-
ly provided by Dr. D.B. Clewell (Department
of Biologic and Materials Sciences, School of
Dentistry, University of Michigan, Ann Arbor,
Michigan, USA) (Table 2).

Table 2. Standard E. faecalis derivates and contents of
isogenic strains, plasmid/transposon, and virulence fac-
tors.

Strain/Isogen Plasmid Transposon Virulence Factors
0G1X None None None
OGIRF None None GelE
OGIX(pAM9058) pADI1 Tn917 AS
OG1X(pAM944) pADI Tn917 Cytolysin
OGI1X(pAM714) pADI Tn917 Cytolysin + AS
OGI1SSP PCF10 Tn915 GelE +AS

Results

Isolation and identification

In this study, 26 (13 %) Enterococcus sp. were iso-
lated from 200 fish samples and all of them were
identified as E. faecalis according to the biochemi-
cally features. Also, identifications were confirmed
by PCR and all of the isolates gave positive bands
for Enterococcus spp. and E.faecalis. None of them
gave a band for E.faecium. According to these re-
sults, all the strains were identified as E.faecalis.

Virulence factors

Aggregation substance (AS): Enterococcus strains
isolated from fish were determined whether they
produce aggregation substance against the stimu-
lation of E. faecalis OG1X pheromone. In conse-
quence of cluster test, 7 of inspected 26 Entrococcus
strains (%27) were found to produce aggregation
substance. OG1X (pAM714), OG1X (pAM9058)
and OGI1SS strains of E. faecalis that were used as
control gave positive, and OG1X (pAM944) gave
negative result to AS.

Cytolysin: As a result of hemolysis test that
were performed in horse blood agar to determine
cytolysin characteristic of fish originated entero-
coccus strains, none of the strains were observed to
show cytolysin activity.

Gelatinase (GelE): In the gelatinase test, 3 of
26 (11.5%) inspected enterococcus strains were de-
tected to produce gelatinase. OGI1RF and OG1SS
strains of E. faecalis that were used as control
gave positive; OG1X(pAM714), OG1X(pAM944),
OG1X(pAM9058) and OG1X strains gave negative
results (Table 3).

Table 3. The distribution of virulence factors of E. fae-
calis

Virulence factors

Serotypes AS Cytolysin GelE
Pos. Neg. Pos. Neg. Pos. Neg.
E. faecalis (n=26) 7 19 - 26 3 23

Pos: Positive,

Neg: Negative,

AS: Aggregation substance,
GelE: Gelatinase
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According to results, only 1 of 26 (3.84%) E.
faecalis strain was found as positive for both AS
and GelE. AS and GelE showed different positive-
ness results in other isolates, none of isolate was
found positive to Cytolysin.

Discussion

Aquaculture has become an important sector nowa-
days. During the recent years it was seen that spo-
radic and epidemic cases in fish diseases have its
source from Gram positive coccus. In taxonomic
studies, different Gram positive coccus species
causing fish diseases were indicated to be present
such as Streptococcus iniae, S. difficile, Lactococ-
cus piscium, Vagococcus salmoninarum and Entero-
coccus seriolicida [11]. Quite high level phenotypic
heterogeneity was found between Gram positive
coccus which show fish originated enterococcus or
streptococcus properties. Eldar et al. [11] isolated
Enterococcus species from trout pursuant to their
phenologic and serologic properties.

In this study 26 Enterococcus sp. isolated from
200 fish samples and they were confirmed as E. fae-
calis based on all biochemical characteristics. Arau-
jo et al. [1] reported that 42.2% of 64 Enterococcus
strains isolated from rainbow trout were E. faecium
while 35.9% of them were E. hirae.

Enterococci long time was assumed non-patho-
genic since they were normally existed in humans
and animal flora. Nevertheless, causing severe dis-
eases and high lethality under certain conditions was
revealed that they have notable virulence factors. In
the studies conducted for this aim concluded that
some properties of Enterococci might be related to
virulency [26]. Aggregation substance is one of the
most accentuated among these factors. Importance
of AS were demonstrated either epidemiologic [12]
or experimental studies [28,33]. According to de-
termination of the studies; AS provides binding to
mucosal epithelium cells and endocardium as well
as invasion [20], increases the vitality in neutrophil
[31,36] and inhibits the fusion of lysosomal vesicle
and phagosome [17].

In this study, AS production of E. faecalis
strains isolated from fishes were examined by clus-
ter test that based on aggregate generation of tested
organisms after pheromone stimulation. AS was
determined in 27% of inspected E. faecalis strains.

There is a general opinion in literature that AS pro-
duction is a property peculiar to E. faecalis and E.
faecium species [22,26].

Parallelism between AS property and other vir-
ulence factors wasn’t determined. Mundy et al. [26]
reported that genes encoding the AS are indepen-
dent or are located in plasmids carrying Cytolysin.
Having cytolysin negative and AS positive pheno-
types in this study indicated there might be only one
plasmid in isolated strains.

Cytolysin is viewed as the most remarkable
feature of virulence factors of Enterococci accord-
ing to epidemiologic and experimental data [23,26].
In the epidemiological studies which shows the im-
portance of AS; cytolysin characteristic were found
at the higher rate in clinical isolates than in normal
population isolates [18,19]. Playing significant role
in pathogenicity by organ toxicity of cytolysin was
also determined in the experimental endocarditis,
endophtalmitis and peritonitis models [6,14]. More-
over, it was reported that cytolysin with its bacterio-
sin effect have a role in colonization by suppressing
other bacteria [6].

In this study, cytolysin production of E. fae-
calis strains isolated from fishes was investigated
by hemolysis test based on lysis of horse erythro-
cyte. Cytolysin activity was observed in none of the
Enterococci strains. This result didn’t change even
the hemolysis tests repeated several times with con-
trol strains under different conditions. Although it
wasn’t found any study in literature supporting this
result, cytolysis was accepted as atypical variants
without denying existence of strains. Furthermore,
the possibility of existence of this characteristic in
subsequently observed Enterococci should not be
forgotten by considering the previous AS sample.
Because AS production was accepted long time as
a characteristic that only belongs to E. faecalis; re-
cently, it has been understood that E. faecium has
that characteristic too.

Elsner et al. [12] determined cytolysin produc-
tion in 16% of E. faecalis strains isolated from bac-
teraemiac humans. Eaton and Gasson [11] found
cytolysin phenotype in 33% and 44% of E. faecalis
strains that are clinically originated from humans
and animals, respectively. But they stated the cyto-
lysin frequency rate in human strains as 56%. This
data indicates cytolysin production rate can change
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from studies to studies and certain conditions need
to be exist for gene expression.

As in other bacterial pathogens, proteolytic en-
zymes are introduced among the virulence factors
of Enterococci. Relation between virulency and
gelatinase property representing the protease was
determined in the experimental animal models and
epidemiological studies that show their higher ex-
istence in clinical isolates. In our study, proteolytic
activity of Enterococcus strains was examined by
a test that determine gelatinase which hydrolyzing
gelatin. Gelatinase feature was observed in 11.5%
of E. faecalis strains. Since the results didn’t change
in repeated tests with control, these strains were ac-
cepted as atypical gelatinase variants. Moreover, a
relation between gelatinase characteristic and other
virulence factors was not detected. Protease char-
acteristic was found 54% of Enterococcus isolated
from endocarditis cases and nosocomial infections,
while this rate was 12% in healthy sources [22].
Eaton and Gasson [10] determined 56% gelatin-
ase frequency in E. faecalis strains originated from
foods and humans. These studies showed gelatinase
activity is found at high rate in clinical strains and
might also be exist in animal food originated strains.
Carnerio et al. [3] investigated virulence factors
in 87 E. faecalis strains isolated from fish and sea
products. They reported 97% of these strains carry
gelE gene, only 77% of them show gelatinase activ-
ity, beside 5% of these strains demonstrated cytoly-
sin activity with hemolysis test.

In this study gelatinase activity was encoun-
tered relatively low in inspected strains. Neverthe-
less, existence of this factor was shown in fish origi-
nated strains. These virulence factors even if they
are not related to deaths might contribute to pathog-
eny by providing the colonization of agent, binding
to host cells and resistance to immune system. Con-
sequently, existence of important virulence factors
in fish originated Enterococci and occurrence of the
strains’ infection potential in human and animals
were determined.
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Abstract: We attempt to address new information of haematozoan infections in dogs from Samsun province of Turkey.
The diagnostic techniques using genus specific polymerase chain reaction designed to amplify a fragment of ~666 bp
located in 18S ribosomal RNA (rRNA) gene of Hepatozoon spp. include microscopic investigations. H. canis identities
were confirmed by sequencing the 18S rRNA gene. Two hundred (170 stray and 30 owned dogs) blood samples from
asymptomatic dogs treated for endo and ecto parasites were examined. There were no detected ticks on dogs in the
clinical examinations. None of 200 thin blood smears were positive for the presence of Hepatozoon spp. gametocytes.
Only one dog sample from 200 with a prevalence of 0.5% was found to be positive for the presence of Hepatozoon
DNA demonstrates a chronic infection. Partial sequences of the 18S rRNA gene shared 99-100% similarity with the
corresponding H. canis isolates. Contrary the other molecular surveys on H. canis among Turkey, this research revealed
a very low prevalence of H. canis in dogs from Samsun province of Turkey, and it indicates that ectoparasite control
programs have a great impact on decreasing the vector borne parasitic diseases especially in the stray and owned dogs.

Key Words: 18S rRNA gene, DNA sequencing, Hepatozoon canis, dogs, Samsun, Turkey

Tiirkiye’nin Samsun flindeki Képeklerde Hepatozoon canis’in Molekiiler incelenmesi

Ozet: Bu arastirmada Samsun’da kopeklerde haematozoan enfeksiyonlar hakkinda yeni bilgilerin verilmesi amaglan-
mustir. Bu amagla mikroskobik inceleme ile birlikte Hepatozoon spp.’nin ~666 baz uzunlugundaki 18S ribosomal RNA
(rRNA) gene bolgesini amplifiye eden cins spesifik polimeraz zincir reaksiyon metodu kullanildi. 18S rRNA gene
bolgesinin dizi analizi ile H.canis identifiye edildi. Endo ve ektoparazit tedavisi yapilmis asemptomatik kopeklerden
200 (170 sokak ve 30 sahipli) kan 6rnegi toplandi. Képeklerin klinik muayenelerinde keneler saptanmadi. Calismada
200 kan frotisinin mikroskobik bakisinda Hepatozoon spp. gametositlerine rastlanmadi. Arastirmada % 0,5 enfeksiyon
oraninda 200 &rnekten sadece 1 kopekte Hepatozoon DNA’s1 pozitif bulunmasi kronik enfeksiyonu isaret etmektedir.
Arastirmada pozitif bulunan 6rnegin 18S rRNA geninin kismi DNA dizisi diinyadaki diger H. canis izolatlar ile %
99-100 oraninda benzerlik gosterdi. Bu ¢alismada Tiirkiye genelindeki H. canis’in molekiiler incelemelerinin aksine
Samsun yoresindeki kopeklerde ¢ok diisiik enfeksiyon orani ile karsilagildi. Bu durum sokak ve sahipli kopeklerde vek-
tor kaynakli paraziter hastaliklarin azaltilmasi noktasinda 6zellikle ektoparazit kontrol programlarinin énemini ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: 18S rRNA gen, DNA dizi analizi, Hepatozoon canis, kopek, Samsun, Tiirkiye
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Introduction

Hepatozoon is a tick borne protozoan parasite, clas-
sified in the Phylum Apicomplexa and is closely
related to Plasmodium spp. and Piroplasms. Rep-
resentatives of the genus infecting dogs occur both
in the New and the Old World. The two species H.
canis and H. americanum, with distinct clinical,
pathological, genetic, antigenic aspects and vectors
of transmission especially have importance on dogs.
However, the distribution of H. americanum 1is re-

stricted to the United States; H. canis is geographi-
cally more widespread - including the America,
the tropical and temperate zone of Europe, Africa,
southwestern Asia, southern and Eastern Europe
[5,7,12].

Chronically reports and surveys on hepatozo-
onozis in Turkey have been started with a first case
report in Turkey in 1933 [15], thereafter another
case report of this disease has been followed [16].
A parasitological, molecular and serological survey
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of H. canis infection in dogs around the Aegean
coast of Turkey including Central Aydin, Kusada-
si, Selcuk, Central Manisa, Bodrum and Marmaris
was presented by Karagenc et al. [10]. Based on
molecular investigations of Hepatozoon species in
dogs reported the infection source as Diyarbakir an
inner province of Turkey [2]. Later, Diizlii et al. [8]
reported H. canis infection in dogs from Kayseri
province by Real Time PCR. Moreover, Aktas et al.
[1] also reported another molecular and serologi-
cal survey of H. canis infection in domestic dogs
from five coastal provinces (Sakarya, Kocaeli, Mer-
sin, Giresun, and Izmir) and four inland provinces
(Elazig, Erzurum, Ankara, and Nevsehir) of Turkey.
Finally, molecular detection and characterization of
Hepatozoon spp. in dogs reported from different lo-
cations throughout Konya and Karaman provinces
located in Central Anatolia Region of Turkey [4].

Showing different ecological and climate con-
ditions the Middle Black Sea Region of Turkey has a
great importance of the distribution of vector borne
parasitic diseases. Therefore, a molecular study was
attempted to determine the prevalence of Hepato-
zoon spp. infection in a coastal province, Samsun,
from the Middle Black Sea Region of Turkey by us-
ing blood smear, and PCR amplification and DNA
sequencing was conducted to identify Hepatozoon
species.

Materials and Methods

Animals

A total of 200 domestic dog blood samples were
collected from Samsun province of Turkey. The
field work was undertaken in collaboration with
Samsun Metropolitan Municipality’s Incapacitated
Orphaned Animal Care Center officers, and colleges
in the Ondokuz Mayis University Faculty of Veteri-
nary Medicine’s Teaching Animal Hospital. Of the
total number of 200 dogs with different breeds and
sexes, 170 were from municipal shelters, 30 from
the Ondokuz Mayis University Faculty of Veterinary
Medicine’s Teaching Animal Hospital. Because of
the shelter management policy all dogs that were
enrolled in the study were treated for endo and ecto
parasites, same as all owned dogs were also treated
for endo and ecto parasites. Based on their detailed
clinically examinations dogs were determined as

asymptomatic. Venous blood was taken from the
cephalic vein, with 2 ml evacuated into a plain addi-
tive tube with K3 EDTA (7.5 per cent 0.040 ml) for
blood firm sampling and PCR. Sampling procedures
was conducted between 2010 and 2013. The proto-
col for sampling had been reviewed and approved
by the Ethical Review Committee of the Ondokuz
Mayis University (No: HAYDEK/109). Thin blood
smears were taken from the cephalic vein, fixed
with ethanol, stained with Giemsa, and screened for
Hepatozoon gametocytes.

DNA isolation, amplification and sequencing

The genomic DNA was extracted from blood
samples using a DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) according to manufacturer’s instruction.
Polymerase chain reaction (PCR) targeting the par-
tial 18S rRNA gene sequences of Hepatozoon spp.
were performed. PCR was carried out in a final
volume of 50 pl, containing 10-50 ng of extracted
DNA, 1X PCR Buffer with KCI (Thermo Scientif-
ic), 1.5 mM of MgCl, (Thermo Scientific), 0.2 mM
each dNTPs (Thermo Scientific), 20 pmol of each
primer and 2 U of Taq DNA Polymerase (Thermo
Scientific). Fragments of ~ 666 bp of the partial
18S rRNA gene were amplified using the primers
HepF  (5’-ATACATGAGCAAAATCTCAAC-3’)
and HepR (5’-CTTATTATTCCATGCTGCAG-3’)
[9]. The PCR was performed in a Thermo PxE 0.2
thermal cycler (Thermo Scientific) and the condi-
tions were as follows: 5 min at 94°C, then 30 cycles
of 30 s at 94°C, 30 s at 55°C and 1 min at 72°C fol-
lowed by a final elongation of 5 min at 72°C. PCR
products were electrophoresed in 1.5% agarose gel
(Prona) in a TBE buffer (89 mMTris, 89 mM bo-
ric acid, 2 mM EDTA, pH 8.3) (Thermo Scientific),
stained with ethidium bromide (Sigma) and visual-
ized by UV transillumination (DNR, Bio-imaging
system). The size of the amplified fragments was
estimated by comparisons with the 1000 bp DNA
Ladder (Thermo Scientific).

Hepatozoon canis identities were confirmed
by sequencing the 18S rRNA gene. The 18S rRNA
gene amplification product was sent to sequencing
company (Macrogen, Korea) for purification and
sequencing in both directions using same primers.
Sequencing was carried out directly on purified
fragments with ABI PRISIM 310 genetic analyzer
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(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), us-
ing the ABI PRISIM® BigDye terminator cycle se-
quencing ready reaction kit. Sequence quality was
assessed using Vector NTI Advance 11.5 (Invitro-

gen).

Phylogenetic analysis

The obtained sequences were verified by forward
and reverse comparisons, assembled and edited
with using Contig Express in Vector NTI Advance
11.5 (Invitrogen). The obtained consensus sequenc-
es were compared with previously published data
for identification by using the Basic Local Align-
ment Search Tool (BLAST) via GenBank database
[3]. Sequences were aligned with previously char-
acterized sequences of other known H. canis using
ClustalW in Mega 5.0 (http://www.megasoftware.
net/) multiple sequence alignments [14] and adjust-
ed manually. Genetic distances were calculated us-
ing the Kimura two-parameter model with pairwise
deletion in Mega 5.0 [13]. The nucleotide sequence
was deposited in GenBank database under the ac-
cession numbers: KX588232.

Results

In the present study, information on ecto parasiti-
cide treatment was available for all dogs. Therefore,

there were no detected ticks on dogs in the clini-
cal examinations. None of 200 thin blood smears
were positive for the presence of Hepatozoon spp.
gametocytes. In contrast, results out of 200 sam-
ples, only 1 (0.5%) were found positive in terms
of Hepatozoon spp. by PCR in the stray dog. The
only PCR-positive sample was confirmed by 18S
rRNA gene sequence comparisons in Genbank. The
percent identities among H. canis isolates from Tur-
key (Samsun, KX588232) showed 99-100 % iden-
tity with various geographical isolates of H. canis
from the Iran (KT736298), Hungary (KJ572976),
Italy (GU371447;, GU371448; GU371449;
GU371450; KP644235), Malaysia (KT267961),
Croatia (FJ497019; FJ497022; HM212626), Bra-
zil (AY461375) and Spain (AY150067) from
GenBank. Moreover, in Turkey, pairwise com-
parison between the 18S rRNA gene sequences of
the H. canis isolates from Samsun (KX588232)
and other H. canis isolates from different regions
(strain H130, KF034776; Konya B172, KF439867;
Aydin, DQO060328; Kusadasi, DQ060324; Sel-
cuk, DQ060329; Bodrum, DQ060327; Marmaris,
DQ060326; TrKysHcanl1, KJ513198; isolate DD11,
JQ867390; Konya B167, KF439866; Manisa,
DQ060325) showed differences ranging from 0.0 to
0.9 % (Table 1).

Table 1. Pairwise comparison of nucleotide sequence differences (in percent) in the 18S rRNA among H. canis iso-

lates in Turkey.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2
1. Samsun, KX588232 -
2. strain H130, KF034776  0.000 -
3. Konya B172, KF439867 0.002 0.002 -
4. Aydin, DQ060328 0.005 0.005 0.007 -
5. Kusadasi, DQ060324 0.005 0.005 0.007 0.000 -
6. Selcuk, DQ060329 0.007 0.007 0.009 0.002 0.002 -
7. Bodrum, DQ060327 0.007 0.007 0.009 0.002 0.002 0.000 -
8. Marmaris, DQ060326 0.007 0.007 0.009 0.002 0.002 0.000 0.000 -
9. TrKysHcanl, KJ513198  0.007 0.007 0.009 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 -
10. isolate DD11, JQ867390 0.007 0.007 0.009 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 -
11. Konya B167, KF439866 0.007 0.007 0.009 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -
12. Manisa, DQ060325 0.009 0.009 0.011 0.005 0.005 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 -
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Discussion

Hepatozoonosis as one of the other tick-borne dis-
eases plays a major hazard to domestic and wild
canids globally. Therefore, epidemiological studies
are essential to describe the trends of infection with
a particular pathogen and its vectors locally and re-
gionally. Knowledge on vector-borne infections at
the local level allows veterinary practitioners to rec-
ognize the pathogens that can affect their patients
facilitating a prompt diagnosis and treatment [6].
To date no study about canine hepatozoonosis from
Samsun province of Turkey has been reported. Al-
though PCR is considered the most sensitive detec-
tion method for canine hepatozoonosis, microscopic
examination of blood smears is a simple technique
frequently used for the diagnosis of this infection.
This technique may be used also as an epidemio-
logical tool for studies in areas were canine hepa-
tozoonosis is endemic or where it is suspected [11].
However, negative results may lead misdiagnosis of
the disease especially in tick free patients.

Previous studies even molecularly presented in
different part of Turkey represented higher infection
rates [1,2,4,8,10,16] contrarily to our results. One
of the explanations of this very low infection rate of
our result may be depended to the successful ecto
parasite treatment of the sampled dogs. While, all
shelter samples same as all owned dogs were also
treated for endo and ecto parasites. The only posi-
tive result of the study also demonstrates the chron-
ic infection in the dogs, which only could be detect-
ed by PCR. Same as Otranto et al. [11], this study
suggests that when no information is available on
the date of potential infective tick exposure, PCR
on either blood or buffy coat should be preferred
to cytology for the diagnosis of H. canis infection.
This detection of the chronic infection even in one
sample shows the distribution of hepatozoonozis in
Samsun province, and precautions should be taken
for disease protection.

Therefore, we believe that this molecular sur-
vey has an importance for clarifying the canine hep-
atozoonosis, and guide the practitioners for continu-
ing ecto parasite treatment who may suffer patients
have with high fever and potential infective tick ex-
posure in the northern part of Turkey.

Acknowledgement

This study was supported by The Scientific Research
Council of Ondokuz Mayis University in Samsun,
Turkey (Project number PYO.VET.1901.13.003).

References

1. Aktas M, Ozubek S, Altay K, Balkaya I, Utuk AE, Kirbas A, Simsek
S, Dumanli N, (2015). A4 molecular and parasitological survey
of Hepatozoon canis in domestic dogs in Turkey. Vet Parasitol.
209(3), 264-267.

2. Aktas M, Ozubek S, Ipek DNS, (2013). Molecular investigations
of Hepatozoon species in dogs and developmental stages of
Rhipicephalus sanguineus. Parasitol Res. 112(6), 2381-2385.

3 Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ, (1990). Basic
local alignment search tool. ] Mol Biol. 215(3), 403-410.

4. Aydin MF, Sevinc F, Sevinc M, (2015). Molecular detection and
characterization of Hepatozoon spp. in dogs from the Central part
of Turkey. Ticks and Tick-borne Diseases. 6(3), 388-392.

5. Baneth G, (2011). Perspectives on canine and feline hepatozoonosis.
Vet Parasitol. 181(1), 3-11.

6. Baneth G, Bourdeau P, Bourdoiseau G, Bowman D, Breitschwerdt E,
Capelli G, Cardoso L, Dantas-Torres F, Day M, Dedet JP, Dobler
G, Ferrer L, Irwin P, Kempf'V, Kohn B, Lappin M, Little S, Maggi
R, Miro G, Naucke T, Oliva G, Otranto D, Penzhorn B, Pfeffer M,
Roura X, Sainz A, Shaw S, Shin S, Solano-Gallego L, Straubinger
R, Traub R, Trees A, Truyen U, Demonceau T, Fitzgerald R, Gatti
D, Hostetler J, Kilmer B, Krieger K, Mencke N, Mendao C, Mottier
L, Pachnicke S, Rees B, Siebert S, Stanneck D, Tarancon Mingote
M, von Simson C, Weston S, (2012). Vector-Borne Diseases-
constant challenge for practicing veterinarians: recommendations
from the CVBD World Forum. Parasites & Vectors, 5, 55-58.

7. Baneth G, Vincent-Johnson N, (2005). Hepatozoonosis. Shaw SE,
Day MJ. eds. Arthropod-borne Infectious Diseases of the Dog and
Cat. Manson Publishing, London. p. 78-89.

8. Diizlii O, Inci A, Yildirrm A, Onder Z, Ciloglu A, (2014). Kopeklerde
kene kaynakli bazi protozoon ve rickettsial enfeksiyonlarin real
time PCR ile arastirilmasi ve saptanan izolatlarin molekiiler ka-
rakterizasyonlari. Ankara Univ Vet Fak Derg. 61, 275-282.

9. Inokuma H, Okuda M, Ohno K, Shimoda K, Onishi T, (2002).
Analysis of the 18S rRNA gene sequence of a Hepatozoon detected
in two Japanese dogs. Vet Parasitol, 106, 265-271.

10. Karagenc TI, Pasa S, Kirli G, Hosgor M, Bilgic HB, Ozon YH,
Atasoy A, Eren H, (2006). 4 parasitological, molecular and sero-
logical survey of Hepatozoon canis infection in dogs around the
Aegean coast of Turkey. Vet Parasitol. 135(2), 113-119.

11. Otranto D, Dantas-Torres F, Weigl S, Latrofa MS, Stanneck D,
Decaprariis D, Baneth G, (2011). Diagnosis of Hepatozoon canis
in young dogs by cytology and PCR. Parasites & Vectors, 4(1), 55.

12. Smith TG, (1996). The genus Hepatozoon (Apicomplexa: Adeleina).
J Parasitol. 82, 565-585.

13. Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar S,
(2011). MEGAS: molecular evolutionary genetics analysis using
maximum likelihood, evolutionary distance, and maximum parsi-
mony methods. Mol Biol Evol. 28(10), 2731-2739.

14. Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ, (1994). CLUSTAL W: im-
proving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment
through sequence weighting, position-specific gap penalties and
weight matrix choice. Nucleic Acids Res. 22(22), 4673-4680.

15. Tuzdil AN, (1933). Bizde ilk defa goriilen bir Hepatozoon canis
vakasi. Tirk Bay Cem Mec. 13, 35.

16. Voyvoda H, Pasa S, Uner A, (2004). Clinical Hepatozoon canis in-
fection in a dog in Turkey. J Small Anim Pract. 45(12), 613-617.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 27, Say1 2, 2016, 104-107



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2016; 27 (2): 108-112

The Antioxidant Effects of Ziziphus Jujuba on Neurodegeneration
Altug Kiigiikgiil

Mustafa Kemal University, Veterinary Faculty, Department of Biochemistry, Hatay

Gelis Tarihi / Received: 18.10.2016, Kabul Tarihi / Accepted: 15.11.2016

Abstract: Oxidative stress has been known to play an important role in the pathogenesis of various neurodegenerative
diseases. Dietary polyphenols and other natural antioxidants are the most popular compounds in clinical testing for the
climination of neurodegeneration. It has been demonstrated in recent studies that fruit of Zizyphus jujuba possesses
several vital biological activities. This study intends to evaluate antioxidant activity of Zizyphus jujuba on human glio-
blastoma cells. Cell survival was quantified by colorimetric viability assay with dose response. Cells were pretreated
with 100 uM Ziziphus jujuba essential oil for 1h, then 100 uM H,0, was added to the cells for 12 hours. After that, the
cell medium were taken after treatment period and replaced with fresh medium. Total oxidant capacity (TOS) and total
antioxidant capacity (TAS) levels were estimated using specific colorimetric methods. Oxidative stress index (OSI) was
calculated from the ratio of TOS and TAS values. Many researches have been reported that the essential oil from seeds
helps to prevent the oxidative stress induced neuronal diseases. The antioxidant potential of Ziziphus jujuba may be at-
tributed to the presence of flavonoids and the other constituents present therein. Our data suggested that Ziziphus jujuba
is effective in preventing H,O,-induced oxidative stress.

Key words: Oxidative stress, Neurodegeneration, Ziziphus jujuba

Norodejenerasyonda Ziziphus Jujuba’in Antioksidan Etkileri

Ozet: Oksidatif stresin cesitli norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde dnemli bir rol oynadig: bilinmektedir. Diyet
polifenolleri ve diger dogal antioksidanlar ndrodejenerasyonun giderilmesi amaciyla yapilan klinik testlerde en popiiler
bilesiklerdir. Yapilan giincel ¢alismalarda, bir ¢esit yemis olan Zizyphus jujuba 'nin birgok dnemli biyolojik aktivitelere
sahip oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alisma, insan glioblastoma hiicreleri iizerinde Zizyphus jujuba’nin antioksidan etkin-
liginin arastirilmasi amaglamaktadir. Hiicre canliligi, doza bagli kolorimetrik viyabilite testleri ile belirlenmistir. Hiicre-
ler, 1 saat 100 uM Ziziphus jujuba’nin ugucu yaglari ile dn-muamele edilip, daha sonra 100 uM H,0O, 12 saat boyunca
hiicrelere ilave edildi. Uygulamalar sonunda hiicre homojenatlar1 uzaklastirilarak taze besiyeri ile degistirildi. Total
oksidan kapasite (TOS) ve total antioksidan kapasite (TAS) diizeyleri spesifik kolorimetrik yontemler kullanilarak tayin
edilmistir. Oksidatif stress indeksi (OSI) TOS ve TAS degerlerinin oranlamasiyla elde edilmistir. Birgok arastirmada
dogal bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin oksidatif stress uyarimli néronal hastaliklari 6nlemeye yardimei olduklart
rapor edilmistir. Ziziphus jujuba’nin antioksidan etkinliginin icerisinde bulunan flavonoidler ve diger bilesenlere bagli
oldugu diisiiniilmektedir. Elde edilen veriler gore, Ziziphus jujuba’mn H,O, kaynakli oksidatif stresi énlemede etkili
oldugu ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Oksidatif stres, Norodejenerasyon, Ziziphus jujube
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Introduction

Cellular and molecular signaling failure is the main
reason for many human disorders and signal trans-
duction defects and the proteins involved in these
processes are the mayor elements for neurodegen-
erative disorders such as Alzheimer’s disease (AD)
and Parkinson’s disease (PD) [3,23]. It is stated
that many factors like environmental, genetic pre-
disposition and abnormal metal metabolism plays a
critical role in neurodegeneration [22]. Free radicals
catalyzed by redox metals and oxidative stress are

the most important reasons for the development of
neurodegeneration [7].

Oxidative stress occurs as a result of the release
of reactive oxygen species (ROS) [26]. Free radicals
can be produced from endogenous sources, such as
from mitochondria, peroxisomes, and inflammatory
cell activation and exogenous sources, including en-
vironmental agents, pharmaceuticals, and industrial
chemicals [19]. Brain is particularly sensitive to free
radicals because of having antioxidant enzymes in
low concentration and the consumption about 20%
of the body’s total oxygen [9]. Recent studies have
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indicated that ROS causes oxidative stress and pro-
grammed cell death in neuronal cells [27].

Herbs contain a wide variety of molecules
including phenolic compounds (flavonoids, qui-
nons, tannins etc.), nitrogen compounds (alkaloids,
amines), vitamins and terpenoids. These compunds
exerts strong free radical scavenging and antioxi-
dant properties [2,30]. The nutritional Ziziphus ju-
juba Mill., (ZJ) is a herbal plant used in traditional
medicine, belongs to the Rhamnaceae family and it
is one of the most important Ziziphus species [6,14].
Recent phytochemical studies of jujuba fruits have
shed some light on their biological effects, such as
the anticancer, anti-inflammatory, antiobesity, im-
munostimulating, antioxidant, hepatoprotective,
and gastrointestinal protective activities and inhibi-
tion of foam cell formation in macrophages [10].

Herbal medicines are generally low in cost,
plentiful, and show very little toxicity or side effects
in clinical practice. Therefore, our main objective
in this study is to investigate antioxidant effects of
essential oil of Ziziphus Jujuba fruit on human glio-
blastoma cells.

Materials and Methods

Human glioblastoma (U87MG) was obtained from
American Type Culture Collection (Manassas, VA)
and maintained in DMEM supplemented with 10%
fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml
penincillin and 100 pg/ml streptomycin, at 37°C
with 5% CO,. Briefly, cells were plated in 24-well
plates (0.4 x 10° cells) and pretreated with 100 uM
Ziziphus jujuba essential oil for lh then 100 uM
H,0, was added to each well for 12h. After the in-
cubation, the supernatant was replaced by fresh me-
dium.

The cell survival was quantified by the colo-
rimetric MTT (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide) assay [13]. Following
incubation period, cell culture at 37°C, 1 ml/well of
MTT (5 mg/ml-Sigma) was added to the wells, fol-
lowed by incubation for an additional 2 h for each
experiment time. The viable cells produced a dark
blue formazan product, whereas no such staining
was formed in the dead cells. The resulting forma-
zan product was solubilized in 1 ml/well of acidic

isopropanol, and absorbance read at 570nm with
ELISA reader (uQuant-USA).

The novel total antioxidant status (TAS) and to-
tal oxidant status (TOS) assays have been shown to
be stable, reliable and sensitive to determine antiox-
idant and oxidant capacity of the biologic samples,
respectively [8]. Total antioxidant level of the sam-
ple was calculated according to ABTS (dark blue
colored radical) reducing capacity of antioxidants
at 660 nm. Results were given as Trolox equivalent
(mmol/It) which is a vitamin E analog. Additionally,
oxidants in the sample oxidize ferrous-ion chelator
complex to ferric ion. Briefly, total oxidant level
was measured by colorimetric methods according
to absorbance change of formed colored complex
at 530 nm. Results were given as H,O, equivalent
(umol/It). OSI was calculated as the ratio of TOS
and TAS values.

Statistical analysis

The one-way analysis of variance (ANOVA) and
post hoc Duncan tests were performed on the data
to examine the differences among groups using the
SPSS statistical software package. The results are
presented as average =SE. A value of p<0.05 was
considered significant.

Results

We used H,O, treatment in order to model oxidative
stress in our cellular system. Effect of H,O, on cell
viability were performed by MTT analysis. Viability
of U87 cells were decreased straightly in a concen-
tration-dependent manner over the range of 5 to 250
uM following 12 h H,O, treatment. The data showed
that 100 uM H,0O, (0.190+ 0.008) killed about 42%
of cells at the end of the incubation according to
the control group (0.329+ 0.011) (p<0.05) (Fig.1A).
However, 10 uM ZJ (0.367+0.026) increased the
number viable cells by 17% as compared to con-
trol group (0.3142+0.010). For this reason 10 uM
ZJ was used as a cell protective concentration for
further experiments. Treatments utilizing 50 uM
and higher concentrations of ZJ decreased cell vi-
ability (Fig 1B). Morever, 10 uM ZJ (0.240+0.017)
pre-treatment for lh prevented 25 % of cell death
caused by H,0,(0.193+0.044) (Fig 1C).
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Figure 1. The effect of Z. Jujuba on cell viability in hydrogen peroxide induced oxidative stress. A. Dose dependent
effect of H,O, on U7 cell viability. B. Dose dependent effect of ZJ in viability. C. Dose dependent protective effect
of ZJ on H,0,-induced cytotoxicity in cells. The data is represented as mean + SD of five independent experiments.
*p<0.05 versus control group.**p<0.05 versus H,O, group.

Hydrogen peroxide significantly enhanced to-
tal oxidant status (TOS) 3.88 times in human glio-
blastoma cell line U887 (p<0.05). The addition of
Z. jujuba essential oil pretreatment decreased TOS
by 18.67% in only jujuba group and in 13.22% ZJ
plus H,O, group against control. The ZJ oil also
has important effects (by 6.69%) on ZJ plus H,O,
group when compared only. group (Table 1). Total
antioxidant status levels significantly decreased by

H,O, pretreatment but ZJ oil prevented the situa-
tion by 22.93% against control and by 68% against
only H,O, group. The antioxidant status of ZJ oil
decreased ZJ plus H,0, group. Hydrogen peroxide
(3.0 £ 0.300) increased OSI as compared to control
group (0.141+ 0.014) (Table 1). However, ZJ pre-
treatment (0.142 £ 0.015) significantly recovered
this increase in OSI according to only H,O, added

group.

Table 1. Effects of CAPE treatment on total oxidant (TOS) and antioxidant (TAS) status in cells exposed to H,O,

Control

H,0, 7y H,0, +ZJ

TOS (umol H,0, equiv./It)

TAS (mmol Trolox equiv./It)

OSI (umol H,O

2.570£0.171 9.990 + 0.267*
1.818 £0.083 0.330+0.056* 2.235+0.141

,equiv./It) / (mmol Trolox equiv./It x 10) 0.141+0.014 3.0+ 0.300

2.090£0.114 2.230 £ 0.153**

1.563 £ 0. 182%*

0.093 +

0010 0.142 +£0.015

The data are represented as mean + SE. * p<0.05
compared to control group; **p<0.05 compared to.
H,O,-treated group. The cells were preincubated for
1 h with 10 uM of ZJ then incubated for a further 12
h at 37 °C in the presence of 100 uM H,O, (n = 5).
OSI: Oxidative stress index.

Discussion

Hydrogen peroxide can swiftly penetrate the cell
membrane, reacting with intracellular metal ions
such as iron or copper to form highly toxic hydroxyl

radicals, which cause DNA alteration. Thus, even
at lower concentration, H O, can cause heavy dam-
age to the cultured cells. Some natural antioxidant
products may be useful to protect neurons from
oxidative injury. Clinically, malignant gliomas are
among the least responsive of human tumors and for
tumors of higher grades, complete remission and/
or long term survival is rare [24]. Kitamura et al.,
[18] demonstrated that in human A172 cells, hy-
drogen peroxide (H,0,) caused cell death in a time-
and concentration-dependent manner, accompanied
by nucleosomal DNA fragmentation and chromatin
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condensation. Similar to our data obtained from
this study, Tavakkoli et al., [29] reported that 75uM
H,O, treatment applied to the PC12 neuronal like
cells for 1h reduced cell viability significantly and
triggered oxidative stress and apoptosis.

Herbal medicine in recent years gained a mo-
mentum in the treatment of many diseases, espe-
cially cancer and neurodegenerative diseases [4,15].
Phenolic compounds derived from jujuba in have
been reported to show beneficial properties in neu-
ronal tissue. Considering that treatment H,O, with
results in excess ROS, the present study suggests
that oxidative stress may play a critical role in oxi-
dative stress induced neuronal injury [17]. Our re-
sults indicated essential oil of jujuba prevented neu-
ronal cell loss induced by H,O,. It has been reported
in recent studies that although ZJ aqueous extract
demonstrated proliferative effect on in vitro diabetic
neuropathy model of on PC12 cells [15].

Medicinal plants have curative properties due
to presence of various complex chemical substances
of different composition which contain secondary
metabolites such as alkaloids, flavonoids, terpe-
noids, saponin and phenolic compounds distributed
in different parts of the plants. Studies demonstrated
that, an indigenous plant possesses terrific medici-
nal properties, attributed by a diverse group of sec-
ondary metabolites. Also Z.Jujuba has photo-chem-
ical, pharmacological, medicinal properties and
biological activities [5,21]. Gao et al., [10] which
studies five variations of Z. jujuba, demonstrated
the antioxidative and free radical scavenging effect
of the this plant. Taatil et al., [28] showed that Z.
jujuba fruit extract improved spatial memory im-
pairment induced by ethanol, due in part, by its an-
tioxidant activities such as GSH level content. The
possible antioxidant activities of extracts were due
to the presence of tannins [1], carotenes [11] and
flavonoids [25]. Additionally, Chen et al., [4] veri-
fied the bidirectional immune-modulatory roles of
jujuba by regulating the expressions of pro-inflam-
matory cytokines in macrophages. Park et al., [24]
suggested that Zizyphus jujuba Mill var. Spinosa
prevents N-methyl-d-aspartate (NMDA)-induced
neuronal cell damage in vitro. Studies also showed
that it is used traditionally as tonic and aphrodisiac
and sometimes as hypnotic-sedative and anxiolytic,

anticancer, antifungal, antibacterial, antiulcer, anti-
inflammatory and wound healing properties [12,20].

In a recent study performed by Chen et al., [4]
ZJ extract was found to increase anti-oxidant en-
zyme levels in cultured astrocytes. In another study
of the carbon tetrachloride-induced hepatitis by
Kandimalla et al., [16] ZJ was reported to exert an-
tioxidant activity in particular by increasing activi-
ties of catalase and superoxide dismutase enzymes
and also reducing TBARS level, an important bio-
marker of lipid peroxidation, significantly.

Conclusion

Ziziphus jujuba is a widely traditionally used and
potent medicinal plant amongst all the thousands of
medicinal plants. It is an important source of com-
pounds with theirs chemical structures as well as
pharmacological properties. This study may be use-
ful for predicting other medicinal uses and potential
drug or food interactions and may be beneficial for
people living where the jujuba fruits are prevalent
and health care resources are scarce.
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Veteriner Mikrobiyolojide Salmonella’nin Tamisinda PCR ve Bakteriyolojik
Yontemlerin Meta-Analize Uygunlugunun Belirlenmesi
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Ozet: Bu calismada, veteriner mikrobiyolojide Salmonella’larm tanisinda kullanilan bakteriyoloji ve PCR teknikleri-
ne ait sonuglarin, tutarlilik yoniinden degerlendirilmesi i¢in meta-analiz metodunun kullanilabilirliginin belirlenmesi
amacglanmistir. Calismada, belirlenen “Salmonella, veterinary, PCR, cattle, sheep, goat, pig, chicken, horse, poultry”
anahtar kelimeleri ile yapilan taramada 1472 kaynaga ulasildi. Elektronik kiitiiphanenin duplikasyonlari elemesinden
sonra 698 literatiir ayrica mikrobiyoloji alaninda iki uzman tarafindan da bagimsiz sekilde okunarak, hala duplikasyon
olan ve ingilizce olmayan yaynlar ile kitap, kitapta bolim ve derleme olarak yer alanlarin yan sira, Salmonella disinda
calisilmis olan makaleler ve deneysel ¢aligmalar elenerek kalan 601 makale, kabul ve ret kriterleri dikkate alinmak
suretiyle okundu. Makaleler, ¢alismalarin yapildigr hayvan tiirii, kullanilan numune tiirii, ¢aligmada uygulanan PCR
teknigi, kiiltlir, makalede arastirtlan Salmonella tiirii ve istatistiki yontem kullanilip kullanilmamasi agisindan degerlen-
dirilerek veriler ¢ikarildi. Hayvan tiiriiniin, kullanilan numune tiiriiniin, kiiltiir ve PCR yontemlerinin ¢aligmalarda farkl
oldugu saptandi. Incelenen ve veri gikarilan higbir makalede de herhangi bir istatistiki yontem kullaniimadig1 belirlendi.
Bundan dolayt, elde edilen verilerin herhangi bir tanimlayici istatistik yontemiyle degerlendirilmesi miimkiin olmadi.
Sonug olarak, ¢aligmada degerlendirilen makalelerde hayvan tiiriiniin, kullanilan numune tiiriiniin, kiiltir ve PCR yon-
temlerinin birbirinden farkli bulunmasi nedeniyle, verilerin standart yapida olmadigi saptandi. Bu heterojenlikten dolay1
meta-analiz yonteminin, PCR ve bakteriyolojik yontemlerle elde edilen sonuglarin tutarliligi yoniinden karsilastiriimast
amactyla kullanilamayacagi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Kiiltiir, meta-analiz, PCR, Salmonella

Evaluation of Usage Meta-analysis for Diagnosis of Salmonella spp. Using PCR and
Bacteriological Methods in Veterinary Microbiology

Abstract: In this study, the determination of usage meta-analysis was aimed in regard to consistency of results of bac-
teriological culture and PCR technics for Salmonella spp. diagnosis in veterinary microbiology. For this reason, a total
of 1472 sources were reached through internet by using the key words “Salmonella, veterinary, PCR, cattle, sheep, goat,
pig, chicken, horse, poultry”. Then, after the electronic library eliminated duplications, a total of 698 articles were ob-
tained. The rest of the articles were reviewed again by the two experts from microbiology field independent from each
other and any overlooked duplications, non-english articles, reviews, chapters in books were re-eliminated and finally a
total of 601 articles were evaluated by the approval and refusal criteria to obtain utilizable data. Articles were evaluated
according to the animal species, sample type, PCR technique, species of Sa/monella and whether or not any given sta-
tistical methods used and related data were generated. There were differences in animal species, samples types and PCR
and culture techniques. None of the articles that were examined included any relevant statistical method. Therefore, it
was not possible to evaluate the obtained data by descriptive statistical methods. In conclusion, it was determined that
the data were not standard because the evaluated articles in this study were different in related to animal species, sample
types and materials and methods used in these articles. Because of the heterogeneity in these data, it was thought that
meta-analysis could not be used for comparison PCR and bacteriological methods because of lack of consistency of the
obtained results.

Key words: Culture, meta-analysis, PCR, Salmonella spp.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Bilimsel arastirmalarda, ilgilenilen bir problem
icin yapilan tek bir deney arastirmacilar tarafindan
yeterli goriilmez. Bu nedenle, merak edilen konu

tizerinde birden ¢ok deney yaparak bu ¢aligma so-
nugclarindan bilgi birikimi saglanmasi bilimin teme-
lini olusturmaktadir [11]. Arastiricilar, ayni konuda
yapilan deneylerin tekrarlanmasi sonucunda, elde
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edilen sonuglarin nasil birlestirilecegi problemi ile
karsilagmislardir [10].

Meta-analiz, ayn1 konuda degisik yer, zaman
ve merkezlerde yapilmis olan arastirma sonuglarini
niteliksel ve niceliksel olarak birlestirmede kullani-
lan istatistik yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir
[1,12,22]. Insan hekimliginde uygulanan meta-ana-
liz ile ilgili Tiirkiye’de ve diinyada cesitli ¢aligma-
larin yapildigi bildirilmistir [1]. Veteriner hekimlik
alaninda ise halen diinyada uygulanmaya devam
edilirken heniiz Tiirkiye’de ¢ok smirli sayida uygu-
lanmus istatistiksel bir metot olmasi dikkat ¢ekicidir.

Herhangi bir soruna yonelik epidemiyolojik
ve/veya klinik tipta, meta-analiz ¢aligmas1 yapmaya
karar verilmesinin ardindan 6ncelikle, o konuya ilis-
kin literatiir aragtirmas1 yapilir, ardindan kabul ve
ret kriterleri belirlenir ve uzmanlar tarafindan fikir
birligine varilarak veriler toplanir. Bu adimlardan
sonra, iizerinde calisilan soruna yonelik, oncelik-
le bulunan c¢aligmalarin niteliksel olarak inceleme
asamasi gergeklestirilir. Bu ara adim tamamlandik-
tan sonra, uygun c¢aligmalara niceliksel meta-analiz
yontemlerinden biri ancak uygulanabilir [1,5,8].
Meta-analiz; tanimlamak, tahmin etmek, sentezle-
mek ve iligkili bulgular1 birlestirerek arastirma hak-
kinda bir sonuca varmak icin sistematik bir yakla-
simdir [19]. Meta-analizin yiiriitilmesine iliskin tek
bir yol mevcut degildir. Ancak bir meta-analizde
mutlak olan, iyi organize edilmis bir calismay1 ge-
rektirmesidir [18]. Genel olarak yapilmasi gereken
adimlar sunlardir: Problemin Tanimlanmasi, Veri
Toplanmas ve Islenmesi, Analiz, Raporlama.

Salmonellozis ise; Enterobacteriaceae famil-
yasinda bulunan Sa/monella genusuna ait bakteri-
ler tarafindan olusturulan perakut septisemi, akut
ve kronik enteritis ile karakterize zoonotik bir en-
feksiyondur [13]. Salmonella’lar, genellikle doku
ya da viicut sivilar ile digkidan hazirlanan kiiltiir-
lerden mikrobiyolojik muayenelerle tespit edilebi-
lirler [17]. Salmonella etkenlerinin konvansiyonel
tekniklerle teshisi etkenin besi yerlerinde iiretilme-
si, biyokimyasal ve serolojik testlere dayanmakta
olup; tiim bu islemlerin tamamlanmasi en azindan
iki hafta gibi uzun bir siire almaktadir. Etkenin sap-
tanabilmesi amaciyla FA (Floresan Antikor), aglii-
tinasyon, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) testlerinden de yararlanilmaktadir. Ancak
bu testlerin spesifiteleri ayni antijenik determinan-

ta sahip olan diger bakterilerin de saptanabilmeleri
gibi nedenlerle siirlidir ve bu yiizden hatali pozitif
reaksiyonlar da goriilebilir. Bununla birlikte, 6zgiil
genlerin amplifikasyonu temeline dayanan PCR
(Polimerase Chain Reaction - Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yoluyla teshis serolojik testlere gore
daha kesin, daha giivenilir ve daha hizl1 olmaktadir
[16,17]. Salmonella tanmisinda PCR’1n bakteriyoloji-
ye gore daha etkin oldugunu saptayan arastirmalar
mevcuttur [15]. Ote yandan, Salmonella tamsinda
PCR’1n bakteriyolojiye gore daha etkin oldugunu
belirten ¢aligmalar yaninda bakteriyolojinin daha
duyarli oldugunu saptayan arastirmalar da bulun-
maktadir [3]. PCR ve bakteriyolojinin birbirine
iistiinliiklerinin yan1 sira, sonuglarinin ayni sekilde
rapor edildigi calismalar da mevcuttur [7,9].

Bu calismada, veteriner mikrobiyolojide Sal-
monella’larim tanisinda kullanilan bakteriyoloji ve
PCR tekniklerine ait sonuglarin, tutarlilik yoniinden
degerlendirilmesi i¢in meta-analiz metodunun kul-
lanilabilirliginin belirlenmesi amaglanmastir.

Materyal ve Metot

1. Meta-analiz uygulanacak konu

Bu calismada, “Veteriner mikrobiyolojide Salmo-
nella’larin tanisinda kullanilan bakteriyoloji ve
PCR teknikleri ile elde edilen sonuglarin tutarlilik
yoniinden incelenmesi i¢in meta-analiz metodunun
kullanilabilirliginin saptanmas1” konu olarak belir-
lenmistir.

2. Konuyla ilgili literatiirlerin arastirilmasi

Calisma amaciyla belirlenen konu hakkinda yapil-
mis ¢alismalarin saptanmasi i¢in Ankara Universi-
tesi Kiitiiphanesi’nin iiyesi oldugu veri tabanlari;
PubMed, Science Direct, ISI Web of Knowledge,
Proquest, Summon ve Taylor and Francis kullanildi.
Bu problem i¢in “Salmonella, veterinary, PCR, catt-
le, sheep, goat, pig, chicken, horse, poultry” anahtar
kelimeleri degisik kombinasyonlar halinde veri ta-
banlarinda arastirildi [6,14].

3. Kabul ve ret kriterlerini belirlemek

Belirlenen literatiirler, kitap ve/veya boliimleri, In-
gilizce olmayan literatiirler, derleme ve tekrarlar
mikrobiyoloji alaninda ayrica iki uzman tarafindan
da bagimsiz sekilde degerlendirilerek ayiklandiktan
sonra kalan literatiirler sistematik derleme ve me-
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ta-analiz icin degerlendirilmeye tabi tutuldu. Bu
literatiirler ayiklandiktan sonra, makaleler ayrica
yine bahse konu iki uzman tarafindan da bagimsiz
sekilde okunarak, hem kiiltiir hem de PCR teknigi-
nin kullanildig1 arastirmalar, hayvanin tiirli, numu-
ne tiirii ve sayisi, PCR teknigi, arastirilan etken tiirii
ve kullanilan istatistiki yontem agisindan degerlen-
dirmeye alind1 [1,6,8,14].

4. Verinin toplanmasi

Ayiklandiktan sonra okumaya alinan makaleler
arastirmanin yapildigi hayvan tiirii, kullanilan nu-
mune tlirii ve sayisi, arastirilan etkeninin tiird, ista-
tistiki yontem kullanilip kullanilmamasi, kullanildi
ise hangi yontemin kullanildig1 ve ¢alismanin ya-
pildig1 yil acisindan degerlendirildi ve elde edilen
veriler excel programinda hazirlanan ¢izelgeye is-
lendi [4].

5. istatistiksel degerlendirme

Elde edilen verilerin degerlendirilmesi amaciyla
Comprehensive Meta-Analysis (CMA) paket bilgi-
sayar programi kullanilmasi planlandi [4].

Bulgular

1. Konuyla ilgili literatiirlerin arastirilmasi

Calismada belirlenen “Salmonella, veterinary, PCR,
cattle, sheep, goat, pig, chicken, horse, poultry”
anahtar kelimeleri kullanilarak yapilan taramada
1472 kaynaga ulasildi. Elektronik kiitliphanenin
duplikasyonlar1 elemesinden sonra 698 literatiir kal-
di. Bu makalelerin de 6zetleri okunarak hala dupli-
kasyon olan yayinlar (64 makale) ayiklandi ve bu
aytklamadan sonra Ingilizce olmayan yayinlar (12
makale) ile kitap, kitapta boliim ve derleme olarak
(9 makale) yer alanlarin yani sira, Sa/monella digin-
da ¢alisilmis olan makaleler (7 makale) ve deneysel
caligmalar (5 makale) elendikten sonra kalan 601
makale elde edildi.

2. Kabul ve ret Kkriterleri

Makaleler, ¢calismalarin yapildig1 hayvan tiirti, kul-
lanilan numune tiirti, ¢alismada uygulanan PCR tek-
nigi ve makalede arastirilan Sa/monella tiirii agisin-
dan degerlendirilerek veriler ¢ikarildi.

3. Elde edilen veriler

Veriler ayrintili olarak incelendiginde; tavuklarda
yapilan ve ¢alismada kullanilabilecek veriler iceren

3 makalenin 2’si pili¢ etinde yapilirken 1’1 de pili¢
bagirsak 6rnegi kloakal svab ¢op 6rnegi slirme svab
civeiv toz 6rnegi kullanilarak yapilmistir.

Numune 6rnegine gore verilerin detaylar1 ince-
lendiginde; 2 calismanin buzagilarda, 1 ¢aligmanin
sigir, 1 calismanin da kdpeklerde yapildigr goriildi.

Caligmalarda kullanilan PCR teknigine gore
veriler incelendiginde; 9 ¢alismada klasik PCR tek-
nigi kullanilirken diger PCR yontemlerinin kulla-
nildig1 birer calisma oldugu, klasik PCR tekniginin
kullanildig1 ¢aligmalarin 2’sinin tavuklarda ve pilig
etinden, digerlerinin ise psittasin kuslarda, koyun-
da, et-siit iiriinlerinde, buzagida, devede, midyede
ve kremada calisilmis birer aragtirma oldugu sap-
tandi.

Salmonella spp. olarak calisilan 11 makalenin
3 adedi tavuklarda, digerleri deve, midye, at, psit-
tasin kuslar, krema, siit, yiyecek, et-siit iiriinlerinde
yapilan birer adet ¢alismaydi. Tavuklarda yapilan 3
calismanin 2’si pili¢ etinde, 1’1 de pili¢ bagirsak or-
negi kloakal svab ¢op drnegi slirme svab civciv toz
ornegi numunelerinde yapilmis bir ¢alismaydi.

Butin literatiirlerin incelenmesi sonucunda;
sadece tavuklarda yapilan 2 ¢aligmada pili¢ etinde
kiiltiir ve klasik PCR teknigi kullanilarak Salmonel-
la spp. arandi1g1 saptandi.

Incelenen ve veri cikarilan hicbir makalede
herhangi bir istatistiki yontem kullanilmadig belir-
lendi.

4. istatistiksel degerlendirme

Elde edilen verilerin herhangi bir tanimlayici istatis-
tik yontemiyle degerlendirilmesi miimkiin olmadi.

Tartisma ve Sonug¢

Tiirkiye’de ve diinyada insan hekimliginde sistema-
tik derleme ve meta-analiz ile yapilan ¢ok sayida
caligsmalar bulunmaktadir [2]. Veteriner hekimlik
alaninda ise diinyada yapilan arastirmalar bulun-
makla beraber bu alanda Tiirkiye’de veteriner bi-
limlerde meta-analizin kullanildig1 ¢calismalar sinir-
I1 sayidadir.

Diinyada ve Tiirkiye’de veteriner bilimlerde
yapilan meta-analiz ¢alismalarinin ¢ok az kisminin
mikrobiyoloji disiplininde yapildigi goriilmektedir.
Domuzlarda Salmonella tirlerinin tanisi i¢in kiltiir
ve PCR tekniklerinin tanisal dogrulugunda materyal
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ve metodolojideki farkliliklarin etkisini belirlemek
icin sistematik inceleme, meta-analiz ve meta-reg-
resyon yaklagim ¢alismasi yapmislardir. Arastirici-
larca bu alanda yapilan ilk ¢alisma oldugu bildirilen
calismada hem kiiltiir, hem de PCR tekniklerinde
onemli bir heterojenlik oldugunu bildirmislerdir.
Ozellikle kiiltiir tekniginde zenginlestirme 1s1s1,
calisma popiilasyonu, agar ve zenginlestirme yon-
temlerinin ¢aligmalarda biiyiik oranda farklilik gos-
terdigini, PCR tekniginde ise 6rnek tipi ve ¢aligma
biiylikliiglintin farklhilik gosterdigini bildirmislerdir.
Calismada negatif ve pozitif kontrollerin degisken-
ligi, calismalarin raporlanmasindaki yetersizlikler,
ornek segme kriterlerinin standart olmayis1 gibi ne-
denlerle yeterli veri elde edemediklerini bildirmis-
ler ve gida giivenligi ve halk saglig1 arastiricilarinca
arastirmalarin yazimi ve yontemlerde standartlas-
manin saglanmasini 6nermislerdir [21]. Kirim Kon-
go Kanamali Atesi viriisiiniin ¢iftlik hayvanlarinda
varlig1 ve atlarda Taylorella equigenitalis’in kiiltlr
ve PCR metotlariyla tespitinde sonuglarmn tutarlili-
ginin incelenmesi olarak belirledikleri iki problem
icin meta-analiz yontemi uygulamak istedikleri ¢a-
lismada, her iki konuda da meta-analiz uygulana-
bilecek veriler elde edemediklerini belirtmislerdir.
Aragtiricilar bu durumun, hayvan tiirlerinin fark-
lilig1, makalelerde sonuglarin bu tiirlere gore net
olarak verilmemesi, etkenlerin tiire gore degismesi,
alman numunelerin, ¢calisma metotlarinin cesitliligi
ve kullanilan istatistik yontemlerinin ¢esitliligi gibi
nedenlerden kaynaklandigini, veteriner hekimligi
ve hayvan sagligini ilgilendiren c¢alismalarda daha
yaygin olarak sistematik derleme ve meta-analiz
uygulayabilmek i¢in yayimnlanan makalelerde veri
elde etmeye yarayacak bir standart olusturularak
yazim yapilmasimi Onerdiklerini rapor etmislerdir
[2]. Broyler pili¢lerde halk saglig1 agisindan 6nemli
olan Salmonella tiirlerinin azaltilmasinda bazi yem
ve su katki maddelerinin etkinligini belirlemek i¢in
yaptiklar1 ¢calismada metodolojik saglamlik ve/veya
makalelerin yazimlarinin ¢ok yetersiz oldugunu be-
lirtmislerdir [20].

Yapilan bu c¢alismada, veteriner mikrobiyolo-
jide Salmonella’larin laboratuvar teshisinde klasik
bakteriyolojik yontem ve PCR teknigi ile elde edi-
len sonuglarm tutarlilik yoniinden degerlendirilme-
sinde meta-analiz metodunun kullanilabilirliginin
arastirilmasi amaglandi. Ancak bu hipotezde de

arastiricilarin bildirimlerine paralel olarak meta-a-
naliz yapilabilecek veriler elde edilemedi. Bunun
nedenleri arasinda, incelenen ¢aligmalardaki hayvan
tiirlerinin farklilig1, makalelerde sonuclarin hayvan
tiiriine gore net olarak verilmemesi, ¢aligmalarda
incelenen Salmonella tirlerindeki ¢esitlilik, alinan
numunelerin gesitliligi, gerek kiiltiir gerekse PCR
protokollerinde farkliliklar ve istatistiki yontem
kullanilip kullanilmamasi ve kullanilmissa da kul-
lanilan istatistik yontemlerinin farkli olmasi sirala-
nabilir. Bu faktorler de saglikli meta-analiz yapmay1
saglayacak verilerin elde edilmesini oldukga zorlas-
tiran nedenlerdir.

Sonug olarak; Farkli yer ve zamanlarda yapil-
mis olan ¢aligsmalardan elde edilen daginik bilginin
bir araya getirilmesi ve yiiksek kanit diizeyinde bilgi
elde etmeye olanak veren meta-analiz teknikleri, bii-
yiik bir imkan olmakla birlikte her sorunun cevabini
verebilen yontemler de degillerdir. Diger arastirma
yontemlerinde karsilagilabilecek gesitli kisitliliklar
meta-analiz ¢aligmalari i¢in de biiyiik sorundur. Bu
nedenle hem meta-analiz ¢alismasi planlarken, hem
de yapilmis bir ¢alismay1 degerlendirirken bu kisit-
lamalar unutulmamalidir. Yapilan bilimsel ¢aligma-
larin birbiriyle benzer olmasi durumunda indeksli
dergilerde orijinal olmadig1 gerekgesi ile yayinlana-
madig1, bu nedenle de incelenen konudaki yayinlar-
da bir homojenlik olmadigi saptandi. Materyal ve
metot yoniinden birbirinden tamamen farkli olan bu
calismalardan standart verilere ulasilamadi ve oku-
nan makalelerdeki bu heterojenlik nedeniyle me-
ta-analizde kullanilacak veriler elde edilemedi.

Caligmalardaki heterojenlikten kaynaklanan
nedenlerle standart veriler elde etmeye uygun olma-
yan kiiltiir ve PCR teknikleri gibi yontemlerle elde
edilen sonuglarin tutarlilik yoniinden karsilastiril-
mas1 amaciyla meta-analiz yonteminin kullanilama-
yacag1 kanisina varildi.

Bu sonuca gore, arastirmalarda meta-analiz
yonteminin kullanilabilmesi i¢in sunlar 6nerilebilir:

Meta-analiz ¢alismasinda ilk asama olan hi-
potezin olusturulmasidir. Bu agamada meta-analiz
yapmaya elverisli standart verilerin elde edilebile-
cegi dogru bir hipotez olusturulmasi ¢ok 6nemlidir.
Hipotez olusturulurken, arastiricilar kabul ve ret
kriterleri igin uygun esigi saptayarak heterojenlikten
kaynaklanabilecek sorunlar1 giderebilirler. Sonraki
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asama ise, oldukc¢a zaman alic1 bir siirec olan litera-
tiir tarama, degerlendirme ve veri elde etme asama-
sidir. Bu asamada miimkiin oldugunca fazla es an-
laml1 anahtar kelime kullanmak bir¢cok arastirmanin
elde edilmesini saglayacaktir. Makalelerde verilen
bilgilerin net yazilmamasi durumunda yazara ulasa-
rak veya eldeki veriler ile hesaplamalar yaparak veri
elde etmek miimkiin olsa da, bu her zaman miimkiin
olamamaktadir. Bu dénem, ¢ok biiyiik miktarlarda
verilerle ugragsmayi gerektiren bir siire¢ oldugu i¢in
genellikle bir kisinin tek basina iistesinden gelebile-
ceginden daha fazla is yiikii olmasi nedeniyle sag-
likl1 bir meta-analiz ¢alismasinin bir ekip tarafindan
gerceklestirilmesinde biiyiik yarar vardir.

Ayrica, yayinlanacak makalelerde meta-ana-
lizde kullanilabilecek verilerin elde edilmesi i¢in
makalelerin yaziminda belirli standartlar konulma-
lidir. Yayinlanan makalelerin bu standartlara uygun
olup olmadigini inceleyen, uygun olan makalelere
de sistematik derleme ve meta-analiz uygulayarak,
yetkili otoritelere sahada kullanilabilir kanita dayali
sonuglar sunabilen, veteriner mikrobiyoloji yaninda
diger veteriner bilimlerini de kapsayan kurumsal bir
yap1 olusturulmasi faydali olacaktir.
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Ozet: Bu derlemede hayvan ve insan sagliginda antibiyotiklere alternatif olarak kullanilmakta olan probiyotiklerin et-
kileri ve giivenilirlikleri ile beraber probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarda aranan

ozellikler hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: probiyotik, laktik asit bakterileri, glivenilirlik

Probiotics: General Features and Safety

Abstract: The effects and reliabilities of probiotics used in animal and human health as an alternative for antibiotics
along with the microorganisis used as a probiotics and the features of these microorganisms were reported in this review.

Key words: probiotic, lactic acid bacteria, reliability

Giris

Probiyotik terimi “canli i¢in” (Latince “pro” ve
“bios”) anlamina gelmektedir. Giincel arastirmalar
ve kullanim alanlarina bagli olarak probiyotikler,
kalitatif veya kantitatif olarak bagirsak mikroflo-
rasini etkileyen veya immun sistemin durumunu
degistirerek yararh etkilerini tetikleyen, insan ve
hayvanlar tarafindan tiiketilen canli mikroorganiz-
malar” olarak tanimlanmaktadir [8]. Probiyotik-
ler hakkindaki ilk ¢alisma 19. ylizyilin sonlarinda,
“probiyotiklerin isim babasi” olarak anilan Nobel
odilli Rus bilim adami Elie Metchnikoff tarafin-
dan yapilmigtir. Metchnikoff fermente siit titkketimi
ile uzun 6miir arasinda iliski kurmus ve siitte probi-
yotiklerin (laktik asit bakterilerinin) varligini tespit
etmistir.

Prebiyotik terimi Gibson ve Roberfroid tara-
findan, “kolon bakterilerinden birinin veya az bir
kisminin ¢ogalmasi ve/veya aktivitesini etkileyerek
yararlt bir etki olusturan sindirilmeyen gida mad-
desi” olarak tanimlanmis olup, “fonksiyonel gida”
ya da “nutrasotikler” olarak da adlandirilmaktadir-
lar [9,25]. Prebiyotikler, insan ve hayvan sagliginda
kullanilabilen ve kolon bakterilerine olumlu yonde
etki yapan karbonhidratlardir.

Sinbiyotikler, probiyotik ve prebiyotikleri bir
arada iceren gida/besin veya katki maddeleri olarak

tanimlanmakta olup, probiyotik ve prebiyotiklerin
sinerjik etkisi gdz oniine alinarak gelistirilmislerdir
[3,9].

Laktik asit bakterileri probiyotik olarak en ¢ok
kullanilan mikroorganizmalar olup, siniflandirmada
6 grup olarak (Lactobacillus spp., Bifidobacterium
spp., Enterococcus spp., Streptococus spp., Leu-
conostoc spp., ve Pediococcus spp.) degerlendiril-
mektedirler [27]. Ayrica, Bacillus, Saccharomyces
ve Aspergillus tirleri de probiyotik olarak kullani-
lan mikroorganizmalar arasinda bildirilmektedir.

Laktobasiller fakiiltatif anaerobik olup pH
3,0’e kadar tolerans gosterir, boylece diisiik
mide pH’sinda canlhiliklarini koruyarak, bagir-
sak kanalina gecip etkilerini burada gergekles-
tirirler. Duodenumda safra tuzlarindan etkilen-
mezler. Ayrica, pek ¢ok Lactobacillus susu 45-
48°C gibi yiiksek 1s1 ve basinca nispeten daya-
nikli oldugundan yem yapim islemleri sirasinda
1s1 ve basingtan etkilenmeyerek canliliklarini
koruyabilir [10].

Enterokoklar, fakiiltatif anaerobik, 10°C ve
45°C’de, pH 9,6°da, % 6,5 NaCl’ de % 40 safra tu-
zunda gelisebilen bakterilerdir. E. faecium ve E. fa-
ecalis, bagirsak hastaliklarindaki etkileri nedeniyle
probiyotik olarak kullanilmaktadir. Probiyotik ola-
rak kullanimlar1 bakteriyosin liretimine dayanmakta
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olup, patojen mikroorganizmalara direng gen aktari-
mi ihtimalleri nedeniyle kullanimlar1 sorgulanmak-
tadir [19].

Bifidobakteriler, insan ve hayvanlarin bagirsak
florasinda ve kanalizasyon sularinda bulunurlar. Is-
hal vakalarinda, immun uyarim igin, anti-mutajen
ve antikolesterojenik olarak kullanilirlar. Ayrica vi-
tamin sentezinde de aktiftirler [19].

Mikroorganizmalarin probiyotik 6zellikleri

Probiyotik olarak kullanilacak olan mikroorganiz-
malarin verildigi canlilarda bulunan diger mikro-
organizmalara karsi etkili olmalar1 ve konakgiya
yararlari etki gostermeleri en 6nemli 6zellikleridir.
Bunlarin yani sira probiyotik olarak kullanilmasi
diisiiniilen mikroorganizmalarin diger bazi 6zellik-
leri de bulundurmasi gerekmektedir. Probiyotikle-
rin insan ve hayvanda yan etki olusturmamalar1 ve
dolayist ile giivenilir olmalar1 beklenmektedir. Do-
layisi ile bu mikroorganizmalar patojenik olmamali
ve toksin iiretmemelidir. Ayrica, aktarilabilir antibi-
yotik diren¢ genleri icermemeleri de barsak flora-
st i¢in Onemlidir. Probiyotik mikroorganizmalarin
stabilitesi yiiksek olmali ve diisiik pH ve safra tuz-
lar1 gibi olumsuz ¢evre kosullarindan etkilenmeden
bagirsakta metabolize olmalidir. Verildikleri canli-
nin bagirsak hiicrelerine adheze ve kolonize olabil-
melidir. Probiyotik mikroorganizmalarin {irettikleri
antimikrobiyel maddeler vasitasiyla patojen bak-
terilere kars1 antagonistik etki gdstermeleri gerek-
mektedir. Antibiyotiklere direngli olmalidir ve ba-
girsakta gelisen hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan
antibiyotiklerden etkilenmemelidir. Bu o6zellikleri
nedeniyle de antibiyotik kullanimina bagl olarak
sekillenebilen diyare gibi semptomlar gosteren has-
taliklarda bagirsak florasini diizenlemek amaci ile
kullanilmaktadir. Canli hiicreler halinde ve tercihen
fazla sayida bulunmali ve bagirsak ortaminda canli
kalarak metabolize edilebilmelidir. Probiyotiklerin
birden fazla mikroorganizma igeren karigimlarin
hazirlanmasina uygun olmalari ve iiretim ve depo-
lama islemleri sirasinda canliligini ve aktivitesini
korumalari istenmektedir [5,30,31].

Probiyotiklerin etkileri

Probiyotiklerin rasyona katilmalar1 sonucunda
hayvanlarda canli agirlik artisinin oldugu, yem-

den yararlanmanin iyilestigi, liretimin yiikseldigi,
gastrointestinal hastaliklarin azadig1 gozlenmesine
ragmen etki sekilleri konusunda halen belirsizlikler
bulunmaktadir.

Patojen bakterilerin sayisint azaltma: Probi-
yotik mikroorganizmalar, E. coli gibi diger entero-
patojenler i¢in istenmeyen bir ortam olusturup, bu
grup mikroorganizmalara karsi antagonistik etki
olustururlar. Probiyotik mikroorganizmalarin ¢o-
gunlugu, basta laktik asit olmak iizere, asetik ve
formik asit gibi organik asitler iireterek bagirsak
pH’sim1 diigiiriirler. Bdylece Gram negatif patojen
bakterilerin iiremesini engelleyen bir ortam olustu-
rurlar [28].

Probiyotik sugslar hidrojen peroksit, organik
asit, bakteriyosin gibi etken maddeler sayesinde an-
tibakteriyel 6zellik gosterirler [20].

Probiyotik bakteriler tarafindan iiretilen Gram
negatif ve pozitif bakteriler ile mantarlara kars1 ge-
nig spektrumlu antibakteriyel etki gosteren bilesik-
ler bildirilmistir [6, 13].

Besin elementleri i¢in rekabet: Probiyotikler,
patojen bakterilerin ¢ogalmak i¢in gereksinim duy-
duklar1 besinleri tiiketirler ve bu bakterilerin tireme-
lerini inhibe ederler [2].

Adezyon mekanizmasi: Probiyotiklerin intesti-
nal sistemde patojen mikroorganizmalara kars1 bir
bariyer olusturmak suretiyle bu mikroorganizmala-
rin epitelyal hiicrelere adheze olmasini engelledigi
diistintilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin intestinal epitel hiic-
relere adezyonu c¢esitli ylizey determinantlari (elekt-
rostatik iligkiler, hidrofobisite, sterik kuvvetler, lek-
tinler, lipoteikoik asit, vb.) ile gerceklestirilir [26].

Toksin ve patojenlerin baglanmasinin engel-
lenmesi, miisin gibi konak faktorlerin uyarimi ya da
reseptorlere kompetetif baglanma gibi mekanizma-
lar bildirilmesine ragmen, inhibisyon mekanizmasi
heniiz tam olarak agiklik kazanmamugtir [21].

Immun sistem iizerine etki: Probiyotiklerin
son yilarda ortaya atilan 6nemli etkileri “immunos-
timulan” etkileridir. Intestinal epitel hiicreleri, kan
Iokositleri, B ve T lenfositleri ve immun sistemin
yardimci hiicrelerinin tamami probiyotiklerden et-
kilenir. Immunomodiilator 6zellige sahip bakteriyel
driinler arasinda endotoksik lipopolisakkaridler,
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peptidoglikanlar ve lipoteikoik asitler yer almak-
tadir. Gram pozitif bakterilerin, lipoteikoik asitleri
epitel hiicre membranlarina yiiksek affinite gdste-
rirken ayn1 zamanda diger antijenler i¢in tastyici rol
de oynayabilir ve immun cevabi uyaracaklar1 hedef
dokulara baglar.

Probiyotikler, proinflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin {liretilmesinde anahtar rol oynamakta-
dir [24].

Probiyotiklerin bulunmasi, mukozal immun
sistemde, antikor Uretimini artirmak, fagositoz ve
NK hiicrelerinin aktivitesini artirmak ve T hiicre
apoptozisini indiiklemek gibi bir¢ok modifikasyon-
lara neden olur [14].

Antikarsinojenik etki: Beslenmenin kanser
olusumunda 6nemli bir etken oldugu bilinmekte
olup, probiyotik mikroorganizmalarin beslenmede
kullaniminin kanser riskini azaltabildigi bildirilmis-
tir [12,29]. Probiyotik mikroorganizmalarin basta
bagirsaklar olmak iizere diger organlarda mutajenik
etkileri engellemesi nedeniyle antikarsinojenik etki-
leri oldugu ortaya konulmustur [23].

Antikolestrol etki: Probiyotik bakterilerin safra
tuzlarini serbest asitlere parcalamalari ve intestinal
sistemden hizli bir sekilde uzaklastirmak suretiyle
serum kolesteroliiniin disirililmesinde etkili ol-
dugu diisiiniilmektedir. Kolesteroliin diisiiriilmesin-
de 2 mekanizmanin etkili oldugu bildirilmektedir.
Bildirilen ilk mekanizmada serbest safra tuzlariin
viicuttan atilmasi ve kolesterolden yeni safra asitle-
rinin sentezinin azaltilmasi ile total kolesterol sevi-
yesinin diigiiriilebilecegi bildirilmektedir. Diger bir
goriise gore, probiyotik bakterileri tarafindan tire-
tilen asitler pH’y1 diisiirmekte ve dekonjuge safra
tuzlar1 da kolesteroliin presipitasyonuna neden ol-
maktadir .

Antibiyotik iliskili diyareler iizerine etkileri:
Oral yolla alinan antibiyotikler patojen mikroor-
ganizmalar ile beraber barsak florasinda bulunan
yararli bakterilere de etki gdsterirler ve buna bagh
olarak antibiyotige baglh diyare sekillenebilir [11].
Ag1z yoluyla viicuda alman mikroorganizmalarin
gastrointestinal sistemden gecisleri sirasinda canli-
liklarin1 korumalarini engelleyen stres faktorlerin-
den biri antibiyotiklerdir. Probiyotik bakteriler ve
bu bakterilerin kullanilmasiyla hazirlanan iriinler
bagirsak sisteminde antibiyotik kullanimina bagh

olarak olusan kolitlerin iyilestirilmesinde kullanila-
bilmektedir [17].

Besin sentezi ve biyoyararlanim: Probiyotik
mikroorganizmalar lipaz, proteaz, amilaz, betaglu-
kanaz gibi yemlerin sindirimine yardimci olan en-
zimler salgilayarak ve B grubu vitaminler (niasin,
biotin, pridoksin, pantotenik asit, folik asit, ribofla-
vin, B12) sentezleyerek sindirime katkida bulunur-
lar [7,15].

Probiyotiklerin giivenilirlikleri

Gliniimiizde ticari probiyotik iiriinler hakkindaki
mevcut bilgiler bu tiriinlerin gilivenilir olduklarm
gostermektedir [18,22]. Bununla birlikte, potansi-
yel yeni cins ve tiirlerin probiyotik {irlin olusturmak
amaciyla seciminde, Avrupa Birligi tarafindan 6ne-
rilen zorunlu giivenlik kriterlerine dikkat edilmesi
gerekmektedir. Probiyotik {riinlerin giivenilirligin-
de, iiretilecek olan gidanin fenotipik ve genotipik
ozellikleri ile bu mikroorganizmalarin gidalarda
kullaniminin ge¢misi konusunda elde bulunan ve-
riler temel kriterler olarak degerlendirilmektedir
[1,32].

Avrupa Birligi iilkelerinde probiyotiklerin gii-
venilirligi ve teknolojik 6zellikleri ¢ok genis kap-
samli iki projede arastirilmistir. “Nordic projesi” ve
Prodemo (FAIR CT96-1028) projesi [16].

Genel olarak probiyotiklerin giivenilirligi ko-
nusunda g6z oniinde tutulmasi gereken kriterler su
sekilde 6zetlenmektedir:

1. Uretici firma iirettigi gidanin giivenilirligin-
den birinci derece sorumludur. Probiyotik gidalar en
az diger gidalar kadar glivenilir olmalidir.

2. Probiyotik mikroorganizmalar yeni bir {iriin
olusumunda kullanilacaklar1 zaman yasal olarak
onaylanmis olmalar1 gerekmektedir.

3. Bir sus probiyotik olarak uzun zamandir gii-
venilir bir gekilde kullaniliyorsa, gida iiretiminde
ilk defa kullanilacak yeni suslarla ayni isleme tabi
tutulmaz.

4. Hicbir susu patojen olarak belirlenmemis
olan mikroorganizmalar ile uzun yillardir probi-
yotik olarak giivenle kullanilan suslar probiyotik
iiretiminde gilivenilir kabul edilmekte ve yeni {irliin
iiretiminde kullanimina izin verilmektedir.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 27, Say1 2, 2016, 118-122



Kogak Y ve ark. Probiyotikler: Genel Ozellikleri ve Giivenilirlikleri

121

5. Higbir susu patojen olarak belirlenmemis
ama giivenilir bir kullanim ge¢misi olmayan suslar
probiyotik iiretiminde kullanilabilir. Ancak bunlarin
yeni iiriin olusumunda ilk defa izole edilen suslarla
ayni islemi gormesi gerekmektedir.

6. Probiyotik potansiyeli olan sus, patojenik
suslar1 da oldugu bilinen bir tiire ait ise yeni bir iiriin
iiretiminde kullanilmadan 6nce ¢ok iyi incelenme-
lidir.

7. Antibiyotik direng genleri tagiyip aktarabilen
suslar probiyotik olarak degerlendirilmemelidir.

8. Giivenilir bir probiyotik seciminde belki de
en Onemli Kkriter, susun kesin olarak tanimlanmis
olmasidir. Bu amagla glinlimiizde DNA-DNA hib-
ridizasyon teknikleri veya 16S rRNA dizi analiz
teknikleri kullanilmaktadir. Taksonomik analizleri
gelismis yontemler kullanilarak tanilari dogru bir
sekilde yapilmayan suslar probiyotik olarak kesin-
likle satilmamalidir [4,32].

Sonug¢

Hayvan ve insan saghiginda farkli etki sekillerine
bagl olarak probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotikler
bir¢ok fayda saglamaktadir. Probiyotiklerin akut bir
hastaligin tedavisinde antibiyotiklerin yerini almasi
diisiiniilmese de koruyucu tedavide antibiyotiklere
alternatif olarak kullanimi miimkiindiir. Gelecekte
ozellikle hayvan sagliginda bunlarin kullanimlari-
nin daha yaygin hale gelmesi sonucunda verim ar-
tisinin saglanmasi muhtemeldir. Dolayisiyla, probi-
yotiklerin yeme katilmasi ve depolanmasi esnasinda
canliliklarinin korunmasinin saglanmasi, diger kat-
k1 maddeleri ile birlikte kullanilma olasiliklarinin
arastirilmasit ve bu arastirma sonuglarinin pratige
aktartlmasimin iilkemiz hayvanciliginin daha sag-
likli ve giivenilir olmasi i¢in dnemli oldugu diisii-
niilmektedir.
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Baliklarin Bashica Bakteriyel Zoonozlar:
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Ozet: Son yillarda su igerisindeki yasamin hizl bir sekilde endiistriyel bir sanayi dali olarak gelismesi ve buna bagli
olarak yogun yetistiricilik sartlarinda yapilan tiretimin artmasi enfeksiydz hastaliklarin goriilme sikligini arttirmaktadir.
Ozellikle, akuakiiltiirde goriilen bazi bakteriyel enfeksiyonlarin zoonoz potansiyele sahip olmas: bu hastaliklar1 halk
saglig1 agisindan 6nemli kilmaktadir. Bu derlemede hem baliklarda hem de insanlarda enfeksiyon olusturan baslica
bakteriyel zoonotik ajanlar hakkinda literatiir bilgilerine yer verilmistir.

Anahtar kelimeler: Bakteriyel zoonoz, balik

Main Bacterial Zoonoses of Fish

Abstract: In recent years, due to the development of life in water as an industrial branch and increase in aquaculture
production under intensive culture conditions have lead to increase in incidence of infectious diseases. Particularly
some bacterial infections which appear in aquaculture are important for public health due to their zoonotic potential.
This review includes literature information about major bacterial zoonoses causing infection both in fish and human.

Key words: Bacterial zoonose, fish

Giris

Niifusun ve beslenme sorunlarinin hizla arttig1 diin-
yada, zengin bir protein kaynagi olan su {iriinlerine
olan talep giderek artmaktadir. Su iiriinleri stokla-
rindan ekonomik ve siirekli olarak yararlanmak icin
kaynaklarin korunarak iiretiminin devamliliginin
saglanmasi gerekmektedir. Bu nedenle yetistiricilik
yoluyla mevcut su iirlinleri tiretiminin arttirilmasina
yonelik ¢alismalar, gelismis ve gelismekte olan iil-
kelerde giderek artmaktadir [49]. Bununla birlikte
yogun balik iiretiminin dogal ve insan eliyle yapil-
mis akuatik ortamlarin kontamine olmasina neden
olabilecegi ve bu durumun sadece balik sagligini
etkilemedigi ayn1 zamanda insan tiiketimine sunu-
lan baliklar ile ilgili giivenlik endiselerini artirdig:
bildirilmektedir [41]. Verilere gore {ilkemiz su iirtin-
leri sektdriiniin de hizli bir gelisim siirecine girdigi
ve su Uriinleri yetistiriciligi ile saglanan iirin mikta-
riin her yil arttigr gériilmektedir. 2014 yilinda bir
onceki yila oranla yetistiricilik yoluyla elde edilen
iirlin miktarinda %0,7’lik bir artis gergeklesmis ve
toplam tiretim 235 bin 133 tona ulagmugtir [S1]. Su
iirlinleri yetistiriciligi hizla gelismesine ragmen iil-
kemizde kisi basina diisen yillik balik eti tiiketimi-
nin oldukca diisiik miktarda oldugu goriilmektedir.

Kisi basina diisen yillik balik eti tiiketimimiz 2007
yilinda 8,57 kg ile en yiiksek seviyede iken 2013
yilinda 6,307 kg ile en diisiik seviyede seyretmistir
[50]. Oysa diinyada kisi bast su iiriinleri tiiketimi
2010 y1l1 verilerine gore 18,9 kg, Cin disinda diinya
su tirtinleri tiiketimi kisi basina 15,4 kg, Avrupa’da
ise 22,00 kg diizeyindedir [15]. Bu verilere gore
diinya ortalamasini yakalamak i¢in yaklasik ii¢ kat,
Avrupa ortalamasini yakalamak icin ise yaklasik
dort kat balik tiikketmemiz gerekmektedir.

Zoonoz terimi genel olarak hayvanlardan in-
sanlara gecebilen bir enfeksiyon olarak tanimlan-
maktadir. Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ise zoonoz
teriminin tam anlamiyla omurgali hayvanlarin do-
gal olarak enfeksiyonun siirmesi i¢in gerekli oldu-
gu vakalar tanimlamada kullanilmasi gerektigini
ve insanlarin rastlantisal konakgilar oldugunu bil-
dirmektedir. Bu ikinci tanim insanlar ve hayvanlar
tarafindan ortak cevresel kaynaklardan ya da omur-
gasiz organizmalardan bulasan patojenler yani “or-
tak enfeksiyon” olarak adlandirilan kavram ile ge-
lismektedir. Gida kaynakli enfeksiyonlarda zoonoz
enfeksiyonlarin bir formu olarak siniflandirilmakta-
dir. Balik zoonozu olarak diisiiniilen bir¢cok bakteri
genellikle fakiiltatif patojenlerdir ve siklikla ortak
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enfeksiyon ya da kesin zoonoz oldugu arasinda bir
ayrim yapmak miimkiin degildir [16]. Bu derlemede
bakteriyel balik zoonozlar1 tartigsilirken hem balik-
larda hem de insanlarda enfeksiyon olusturan bas-
lica bakteriyel zoonotik ajanlar dikkate alinmistir.

Gram Pozitif Bakteriler

Clostridium botulinum: C. botulinum tim diinyada
tatlt su ve deniz baliklarinin bagirsaklarinda kom-
mensal olarak bulunan, ayn1 zamanda gevresel sedi-
mentlerde ve ¢lirliyen organik maddelerde de bulu-
nabilen mikroorganizmadir [16]. Etken anaerobik,
Gram pozitif, spor olusturan bir bakteridir ve dort
farkli fenotipik gruba (I-1V) ayrilmaktadir. Bu grup-
lardan I ve Il insanlar i¢in patojeniktir. Ayrica C. bo-
tulinum suglan serolojik olarak yedi farkli ndrotok-
sin (A-G) iiretmektedir. Bu toksin tipleri arasindan
insanlardaki salginlarda en fazla karsilasilan toksin
tipleri tip A, B, E ve F iken, tip C ve D hayvan-
lardaki botulizm ile iliskilendirilmektedir [8]. Balik
tilkketimiyle iligkili olarak insanlarda ortaya c¢ikan
birgok hastalik vakasindan ise tip E toksininin so-
rumlu oldugu bildirilmektedir [16]. C. botulinum
neurotoksin tip E’nin neden oldugu hastalik tablosu
Amerika, Britanya ve Danimarka’da yetistiriciligi
yapilan salmonid baliklarda bildirilmistir [5,12,21].
Bununla birlikte son yillarda Giineydogu Ameri-
ka’da kanal yaymn baliklarinda (Ictalurus puncta-
tus) saptanan bir hastalik vakasi viseral toksikozis
olarak rapor edilmistir [29]. Yapilan ¢aligmalar C.
botulinum’un baliklarin bagirsaklarinda, yiizey-
lerinde, balik ¢iftliklerindeki sedimentlerde, balik
iiriinlerinde ve alglerde bulunabildigini gdstermek-
tedir [19,22,65].

Insanlarda C. botulinum tip E toksin kaynak-
It hastaliklarin Oykiisiine bakildiginda bulagmanin
sucul ortam, balik ve balik tirtinlerinin tiiketilmesi
ile iliskili oldugu goriilmektedir. 2013 yi1linda Kana-
da’nin Ontario eyaletinde rapor edilen bir vakada iki
yetiskin kadin tuzlanmis balik yedikten sonra hasta-
neye bagvurmuslar ve yapilan inceleme sonrasi her
iki hastanin serumlarinda C. botulinum ndrotoksin
tip E tespit edilmistir. Ayrica bu hastalardan birinin
mide sivisindan izolasyon yapilmistir. Bu vakada
ayn1 zamanda epidemiyolojik olarak bulagma kay-
nagmin belirlenmesi amaciyla marketlerden alman
gida orneklerinden (tuzlanmis balik) etkenin izolas-
yonu yapilmig ve bu orneklerden de tip E toksini

belirlenmistir [59]. C. botulinum’un baliklardaki
varlig1 kontamine sucul ortam ile direkt temas ve C.
botulinum sporlarmin sedimentden veya kontamine
besinlerden alinimu ile iliskili olabilir. Baliklarin is-
lemesi esnasinda 6zellikle, uygun olmayan veya ye-
tersiz 1s1 uygulamalari son iiriinde tiim C. botulinum
sporlarint yok etmede basarisiz olabilmektedir. Bu
gibi durumlarda C. botulinum halk sagligi i¢in bir
tehdit olusturabilir [41].

Erysipelothrix spp.: Erysipelothrix tirleri ara-
sinda E. rhusiopathiae, E. tonsillarum ve E. ino-
pinata bulunmaktadir. Hayvanlarda E. rhusiopat-
hiae’nin sebep oldugu hastalik “erysipelas™ olarak
bilinirken insanlarda hastalik “erysipeloid” olarak
adlandirilmaktadir [16]. Erysipeloid ayn1 zamanda
Rosenbach’s hastaligi, Baker-Rosenbach hastaligi
ve pseudoerysipelas olarak da isimlendirilmekte-
dir [58]. E. rhusiopathiae (6nceden E. insidiosa)
kiiciik, Gram pozitif, comak seklinde, fakiiltatif ae-
robik, hareketsiz, spor olusturmayan bir bakteridir
[58, 63]. Organizma her yerde bol olarak bulunmak-
ta ve dogada (marin yerleskeler dahil) uzun siireler
boyunca persiste olarak kalabilmektedir. Etken bir-
cok vahsi ve evcil hayvanda, kuslarda ve baliklar-
da patojen veya kommensaldir. Domuz erysipelas’
en yaygin olan ve en fazla ekonomik 6neme sahip
olan hastaliktir [63]. Chong ve ark., [6] iki farkli
Avustralya yilan baliginda (Anguilla reinhardtii ve
A. australis) ortaya ¢ikan ve septisemi ile seyreden
hastalik tablosunun E. rhusiopathiae kaynakli oldu-
gunu bildirmisler ve etkeni molekiiler olarak PCR
ile identifiye etmislerdir. Bu vakada hastaligin stre-
se bagli ortaya ¢ikan septisemik bir hastalik oldugu
ve diisiik mortalite ile seyrettigi rapor edilmistir.

Insanlarda E. rhusiopathiae nedenli enfeksi-
yonlar meslekle iliskilendirilmis, baslica kontamine
hayvanlar, onlarin tiriinleri veya atiklar1 veya top-
rak ile temas sonucunda ortaya ¢iktig1 bildirilmistir
[63]. Hastalik baslica hayvan yetistiricileri, Veteri-
ner Hekim, kesimhane calisani, kiirkcii, kasap, ba-
lik¢1, ev kadmi ve ascilik gibi meslek gruplarinda
saptanmistir [58]. E. rhusiopathiae kaynakli insan
enfeksiyonlari (Fish rose) deri yaralariin kontami-
nasyonu ile olur ve genel olarak lokalize agrili, si-
nirli seliilitis, morarma ve 6dem goriiliir. E. rhusio-
pathiae insanlarda sistemik enfeksiyon olarak nadir
goriiliir, fakat sik olarak endocarditis ile iligkilen-
dirilir. Insanlara E. rhusiopatiae kaynakli zoonotik
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bulasmanin (fish-handlers disease) balik¢ilik sektd-
riinde calisanlar arasinda meydana geldigi bildiril-
mektedir. Genetik bir kanit bulunmamakla birlikte,
insanlardaki deri lezyonlar1 ve E. rhusipathiae ile
kolonize olmus baliklardan elde edilen baglanti bu
bakterinin zoonotik bir ajan oldugu savini destekle-
mektedir [16].

Lactococcus garvieae: L. garvieae fakiiltatif
anaerobik, hareketsiz, sporsuz, Gram pozitif oval
kok seklinde, alfa hemolitik mikroorganizmalar-
dir. Etken ilk defa Biiyiik Britanya’da sigir mastitis
vakasindan izole edilmis [56] sonralar1 ise, D gru-
bu streptokoklar arasinda en énemli balik patojeni
olarak kabul gormiistiir [16]. Baliklarda L. garvieae
tarafindan meydana getirilen laktokokkozis enfek-
siyonu, Ozellikle, tatli su kiiltiirlerindeki salmonid
baliklar ve denizde yetistiriciligi yapilan balik tiirle-
rinde yikimlayici bir etkiye sahip olan bir tiir strep-
tokokkozis enfeksiyonu olarak tanimlanmaktadir
[56].

L. garvieae’nin konake1 araligl suda yasayan
tirler ile sinirli degildir. Etken ayn1 zamanda inek-
lerdeki subklinik meme i¢i enfeksiyonlardan, su
buffalolarindaki subklinik mastitisten, tavuk etlerin-
den, ¢ig inek siitiinden, et lirtinlerinden, domuz kani
isleyen endiistriyel mezbahanelerden ve kedi ve
kopeklerin tonsillerinden izole edilmistir [56]. Son
yillarda ise endocarditis, kolesistit ve diskospondi-
litis’e neden olan bir insan patojeni olarak tanim-
lanmaktadir [16]. Insanlarda goriilen enfeksiyonlar
ile akuakiilterde goriilen salginlar arasindaki iliski
acik bir sekilde ortaya konulamasa da, L. garvieae
kaynakli insan enfeksiyonlar ¢ig deniz tirlinlerinin
tilketilmesi ile iligkilendirilmektedir. Wang ve ark.,
[60] insanlarda goriilen bir L. garvieae enfeksiyo-
nun ¢ig balik tiiketiminden kaynaklandigini ortaya
koymusglardir. Bu vakada enfeksiyonun oOzellikle
baliklarda enfeksiyonun yiiksek oranda goriildiigii
yaz aylarinda ¢ig deniz iiriinii tiiketilmesiyle ortaya
¢ikmis olabilecegini bildirilmistir. Epidemiyolojik
incelemelerde 16S rDNA sekans analizi sonucuna
gore hasta bireyden elde edilen izolat ile hastanin
¢ig deniz iiriinii yedigi restorandan alinan miirekkep
baligindan elde edilen izolat arasinda %100 benzer-
lik belirlenmistir. Bir bagka vakada akut akalkiiloz
kolesistitis enfeksiyonu bulanan bir hastanin safra
kesesinden konvansiyonel kiiltiir ve molekiiler me-
totlar kullanilarak L. garvieae izolasyon ve identi-

fikasyonu yapilmistir. Bu vakadaki hastanin balik¢i
olmasi, Kore’de gokkusagi alabalig1 yetistiriciligi
yapan bir igletmede ¢aligmasi ve ara sira ¢ig alaba-
lik, siklikla ¢ig deniz {irlinli yediginin bildirilmesi,
enfeksiyonun kaynaginin ¢ig balik olabilecegi yo-
niinde giiclii siiphe olusturmustur [31].

Streptococcus spp.: Streptokoklar, Gram pozi-
tif, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz ve aerobik mik-
roorganizmalardir [2]. Baliklardaki enfeksiyonlar
genel olarak Lancefield grup B organizmalart (S.
agalactiae) ya da Lancefield antijenlerini eksprese
etmeyen S. iniae tirlerinden kaynaklanmaktadir.
S. agalactiae insanlarda neonatal sepsis, ineklerde
mastitis etkenidir [16]. Japonya’da insan neonatal
enfeksiyonlardan izole edilen S. agalactiae izolati
ile Kuveyt’te balik ve yunuslardan izole edilen S.
agalactiae izolatlar1 arasinda genetik yakinlik oldu-
gu bildirilmistir [13]. Yapilan bir baska ¢alismada
ise insan orijinli S. agalactiae izolatnin deneysel
olarak Nil tilapialarini (Oreochromis niloticus) en-
fekte ettigi belirlenmis ve bu deneysel ¢alisma so-
nucunda grup B streptokoklarin memeliler ile balik-
lar arasindaki bulagmasi ortaya konulmustur [14].

S. iniae, orijinal olarak Amazon irmagi yunus-
larindan (/nia geofrensis) izole edilmistir [16]. We-
instein ve ark. [64] Toronto’da bir hastalik salginin-
da S. iniae’y1 zoonoz enfeksiyon olarak identifiye
etmiglerdir. Bu vakada dokuz hastada ¢ig balik ile
temasa bagli olarak ortaya cikan seliilitis, bir has-
tada ayrica endokarditis, meningitis ve artiritis sap-
tanmistir. Aragtirmacilar PFGE metodu ile 9 has-
tadan izole edilen S. iniae suslarmin 1993 yilinda
Virginia’da yerel balik marketlerindeki tilapia ba-
liklarindan elde edilen S. iniae suslari ile eslestigini
bildirmislerdir. S. iniae kaynakli zoonotik enfeksi-
yonlar Giineydogu Asya, Kanada ve Hon Kong’da
oncelikli olarak balik isleme esnasinda ve canli ba-
liklar ile temas ile iligkilendirilerek rapor edilmistir
[32,34].

Nocardia spp.: Nocardia etkenleri Gram pozi-
tif, zayif asidorezistans 6zellikte aerobik, sporsuz,
kokoid ve/veya kiiciik comakeik seklinde goriilen
mikroorganizmalardir [2]. Dogada yaygin olarak
bulunan Nocardia tiirleri, insanlarda pulmoner, ku-
tandz, merkezi sinir sistemi ve sistemik nokardiyoz
gibi cesitli enfeksiyonlara neden olabilmekte ve
siklikla bagisiklig1 baskilanmis hastalarda belirtiler
meydana gelmektedir [35,52]. Insanlarda Nocardia
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spp. enfeksiyonlar1 oncelikli olarak N. asteroides
ve yakin akraba tiirleri N. farcinica, N. brasiliensis
ve N. otitidiscaviarum ile iliskilendirilmesine rag-
men [35] iilkemizde yapilan bir ¢alismada klinik
orneklerden izole edilen 45 susun ¢ogunlugunun N.
cyriacigeorgica (n:26, %57,8) oldugu, bunu N. far-
cinica (n:12, %26,7), N. otitiscaviarum (n:4, %38,9),
N. asteroides (n:1, %2,2), N. neocaledoniensis (n:1,
%2,2) ve N. abscessus’un (n:1, %2,2) takip ettigi
saptanmistir [52]. Baliklarda enfeksiyona baslica V.
asteroides ve N. seriolae tiirleri neden olmaktadir
[2]. Ancak balik ve insan izolatlar1 arasinda heniiz
epidemiyolojik veya genetik bir iliski saptanamadi-
&1 bildirilmistir [16].

Mpycobacterium spp.: Mycobacterium genu-
sunda yer alan M. tuberculosis kompleksi ve M.
leprae disinda kalan tiim tiirler tiiberkiiloz dis1 mi-
kobakteriler (Nontuberculous mycobacteria, NTM)
olarak tanimlanmaktadir [37]. Genel olarak cogu
mikobakter plemorfik Gram pozitif, asit fast, aero-
bik, hareketsiz ve comak seklinde mikroorganizma-
lardir [17, 23]. 140°dan fazla NTM tiirii rapor edil-
mis olup, bu tiirlerin yaklasik 25’1 NTM hastaliklar1
ile gliclii bir sekilde iligkilendirilmektedir. Geri ka-
lan tiirler ise nadir olarak cevresel 6rneklerde kar-
stlasilan tiirlerdir [54]. Baliklarda tiiberkiiloz, basta
M. marinum, M. fortuitum ve M. chelonae olmak
lizere M. absscessus, M. gordonae, M. haemophi-
lum, M. interjectum, M. montefiorense, M. pseudos-
hottsii, M. scrofulaceum, M. shottsii, M. szulgai ve
M. similae gibi bircok mikobakteriyel tiir tarafindan
meydana getirilmektedir [17,23].

NTM’ler tipik olarak toprak ve suyun yani sira
aritilmis sularda da yasayan ¢evresel organizmalar-
dir. Genel olarak insanlar igin diigiik patojeniteye
sahip olmalarina ragmen, siklikla akciger hastalik-
larina, takiben o6zellikle ¢ocuklarda lenfadenitis’e,
M. marinum tarafindan meydana getirilen deri has-
taliklarina, bagisik sistemi baskilanmig bireylerde
diger ekstrapulmoner hastaliklara veya yaygin sis-
temik enfeksiyonlara neden olabilmektedir [54].
Insanlarda balik ya da su kaynakli mikobakteriyel
enfeksiyonlar ¢cogunlukla, ekstremitelerde siiperfa-
siyal granulamatdz bir yangi formu seklinde gorii-
lir. Ancak lezyonlar daha derin dokulara inebilir ve
tenosynovitis, bursitis, artiritis ve osteomyelitis’e
neden olabilir [33]. Patojenik balik mikobakterileri
ile iligkili insan enfeksiyonlarmin genellikle, yara

ve deri styriklarinin kontamine suya maruz kalmasi
yoluyla bulastig1 bildirilmektedir [43]. Yine akvar-
yum baliklarinda ve balik sahiplerinde aynt VNTR
(variable number tandem repeat) profiline sahip M.
marinum suglarinin izole edilmis olmas1 akvaryum-
larin olast enfeksiyon kaynagi olabilecegini goster-
mektedir [47]. Pekin’de yapilan bir ¢aligmada NTM
kaynakl1 sporadik deri enfeksiyonlarinda en yaygin
tiiriin M. marinum (37 vakanin 30’unda) oldugu or-
taya konmustur [28]. Yine bir baska ¢alismada Mi-
lan’da hastalik oykiisiinde balik tanklariyla diizenli
olarak fiziksel temas1 oldugu bildirilen sporotricho-
id deri enfeksiyonu gozlenen 14 hastadan M. mari-
num izole edilmistir [57].

1984-2014 yillar1 arasinda Orta Dogu {ilkele-
rinde yapilmig 96 calismada 1751 NTM susu izo-
le edilmistir. Bunlarin 1084’1 klinik 6rneklerden,
619°u ¢evresel 6rneklerden, 48’1 ise olgu bildirim-
lerinden elde edilmistir. Bu tarihler arasinda tilkeler
bazinda iran’dan 34, Tiirkiye’den 21, Suudi Ara-
bistan’dan 18, Liibnan’dan 5, Katar’dan 4, Pakis-
tan’dan 4, Irak’tan 3, Misir’dan 2, Bahreyn’den 2,
Kuveyt’ten 2, Umman’dan 1 bildirim yapilmistir.
Hizli iireyen mikobakteriyel tiirler arasinda yer alan
M. fortuitum klinik ve ¢evresel drneklerden sirasty-
la %60,1 ve %46,7 izoloasyon orantyla en yaygin
tiir olarak belirlenmistir [55].

Gram Negatif Bakteriler

Aeromonas spp.: Aeromanas cinsi, akuatik ¢evre-
nin normal faunasinda bulunan fakiiltatif anaerobik,
oksidaz pozitif, Gram negatif bakterilerdir. Aeromo-
nas cinsinin bugiinkii siniflandirmasi DNA-DNA
hibridizasyonuna ve 16S ribozomal DNA ile ilgili
calismalara dayanmaktadir. Bu cins igerisinde 17
Hibridizasyon Grubu (HG) ve gruplara dahil me-
zofilik ve psikrofilik olarak bilinen hareketli (tek,
polar flagella) ve hareketsiz tiirler bulunmaktadir.
Aeromonaslar hayvan ve insanlarin bagirsak flo-
rasinda gastrointestinal hastalik tablosu gostererek
veya gostermeden bulunmaktadirlar. Bazi tiirleri
insanlar icin patojendir. Insanlarda meydana gelen
hastaliklarin birgogu HG-1 (4. hydrophila), HG-4
(A. caviae), HG-8 (A. veronii), HG-9 (4. jandaei),
HG-10 (A. veronii biovar veronii), HG-12 (4. sc-
hubertii) veya HG-14 (4. trota) gruplarinda bulu-
nan tiirlerden ileri gelmektedir. Insanlarda hastalik
olusturma yeteneginde olan bu hibridizasyon grup-
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laridaki tiirlerin orani ise bilinmemektedir [39]. In-
sanlarda hastalik olusturan aeromonaslar septisemi,
yara enfeksiyonu, menenjit, peritonit ve karaciger
fonksiyon bozuklugu gibi ¢cok degisik enfeksiyonlar
ile ortaya cikabilmektedir. Bazi tiirler ise enterotok-
sin iretmesi nedeniyle gastrointestinal sistem hasta-
liklarina neden olabilmektedirler [27]. Ozellikle, A.
hydrophila kaynakli hastaliklarin biiyiik bir kismi
su {irtinleri veya uzun siireli dondurulmus tiiketime
hazir gidalar ile iligkilendirilmektedir [10]. Bununla
birlikte hastalik etkenlerinin direkt olarak canli ba-
liklardan insanlara geg¢isi ile ilgili bilgiler sinirhdir.
Yapilan bir ¢alismada kistik fibrozli 11 aylik bir
erkek cocugunun Oksiiriik sivabindan Pseudomo-
nas aeruginosa ve A. hydrophila izole edilmis ve
bu vakada izole edilen 4. hydrophila susunun co-
cugun evinde bulunan akvaryumdan aerosol yolla
bulastig1 sonucuna varilmigtir. Akvaryumun evden
¢ikarilmasi ile etken bir daha izole edilmemistir [9].

Edwardsiella spp.: Edwardsiella genusu Ente-
robacteriaceae familyasimin bir iiyesidir ve bu ge-
nus igerisinde yer alan tiirler Gram negatif, genel-
likle hareketli, fakiiltatif anaerobik, kii¢iik diizgiin
comak seklinde mikroorganizmalardir [44]. Edwar-
dsiella genusu icerisinde E. ictaluri, E. tarda ve E.
hoshinae gibi balik, insan, kus ve siiriingenlerden
izole edilmis tiirler bulunmaktadir [16,40,44]. Ayri-
ca son yillarda daha 6nce hasta baliklardan E. tarda
olarak izole ve identifiye edilmis olan suslarmin fe-
notipik ve genetik caligmalar sonrasi E. tarda tiiri-
ne ait olmadiklar1 belirlenmis ve bu suslar Edward-
siella genusuna ait yeni bir tiir, E. piscicida, olarak
onerilmistir [1]. E. ictaluri kedi baliklarinin 6nemli
patojenlerinden bir tanesidir ve enterik septisemi-
ye neden olur [18]. Etkenin insanlar1 enfekte etti-
gi bilinmemektedir [16]. E. hoshinae genel olarak
kuslar ve siiriingenlerden izole edilir. Ayni1 zaman-
da insan digkisindan izole edilmesine ragmen insan
ve hayvan patojeni olarak rolii kesin degildir [24].
E. tarda baslica yilan baliklar1 ve kedi baliklari ol-
mak tizere tath ve tuzlu sularda bulunan bir¢ok ba-
lik tiiriinii enfekte etmesine ragmen konakg1 aralig
sadece baliklarla smirli degildir. Etkenin reptilleri,
kuslari, deniz memelilerini, biiyiikk bas hayvanlari,
domuzlar1 enfekte edebilecegi bildirilmektedir. E.
tarda ¢ogu kez akuatik hayvanlarin normal intes-
tinal florasinin bir parcasidir. Etken ayn1 zamanda
insanlarda birgok farkli klinik tablo ile iliskilendi-

rilmektedir [44]. E. tarda’nin neden oldugu insan
enfeksiyonlar1 primer olarak gastroenteritis ile ka-
rakterizedir. Bununla birlikte septisemi ve menenjit
gibi sistemik hastaliklar ve yara enfeksiyonlar1 da
goriilmektedir [7, 25]. E. tarda asemptomatik ola-
rak insanlarin digkisinda bulunabilmektedir [25].
Hastalik icin risk faktorleri arasinda akuatik ¢evre
ve buna bagl olarak baliklar, siirlingenler ve amfi-
biler yer almaktadir. E. tarda gesitli deniz ve tatli su
baliklarinda Edwardsiella septicaemia olarak adlan-
dirilan hemorajik ve nekrotik hastaligi, yilan balik-
larinda kirmizi hastaligina (red disease) neden olur
[16]. E. tarda’nin baliklardan insanlara direkt ola-
rak gecisiyle ilgili birkag¢ rapor vardir. Bunlardan bir
tanesinde Belgikali 2 aylik bir bebekteki diyare tab-
losu E. tarda ile iliskilendirilmis ve etken hasta ile
ayni evde bulunan tropikal akvaryumdaki baliktan
izole edilmistir. Bu vakada baliklarin hastalik i¢in
rezervuar olarak gorev yaptigi bildirilmistir [53].

Vibrio spp.: Vibrionaceae familyasi icerisinde
yer alan Vibriolar Gram negatif, fakiiltatif anaero-
bik, genellikle hareketli, diiz veya hafif kivrik ¢o-
makciklar seklinde mikroorganizmalardir [2]. Vib-
rio tiirleri baliklarda ve sucul ortamda yaygin bir
dagilim gostermektedir. Cesitli Vibrio tiirleri hem
vahsi hem de kiiltiir baliklarinda ciddi hastaliklara
neden olabilirler. Baliklarda patojenik tiirler arasin-
da V. ordalii (salmonidlerde septisemi), V. anguil-
larum (yilan baliklarinda red pest), V. salmonicida
(soguk su vibriozisi), V. vulnificus (Avrupa yilan ba-
liklarinda sicak su vibriozisi), V. viscous ve V. wo-
danis (Atlantik somonlarinda kis tilser hastalig1) yer
almaktadir [16,41].

Vibrio tiirleri dogada yaygin olarak bulunma-
st nedeniyle ayn1 zamanda balik ve kabuklu deniz
diriinlerinin deri, solunga¢ ve intestinal kanalinda
gozlenmektedir [41]. Vibrio tirleri arasinda, V. cho-
lerae, V. vulnificus ve V. parahemolyticus tirleri in-
sanlardaki vibriozis vakalarinda goriilmekte ve bu
tiirler balik ve kabuklu deniz iiriinlerinin tiikketimi
ile iligskilendirilmektedir. Bu tiirler arasinda insan
saglig1 agisindan en 6nemli olant V. cholerae, dzel-
likle de kolera toksini iireten suslaridir [16,41]. V.
cholerae’nin 200°den fazla serogrubu bulunmakta-
dir ve bu serogruplardan sadece O1 ve O139 kolera
hastaliginin etiyolojik ajanidir. Diger serogruplara
dahil suglar genellikle non-O1/non-O139 suslar
olarak ifade edilmektedir ve tiim diinyada akuatik
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ekosistemin normal mikrobiyotasinin pargasidir.
Bu gruplara dahil V. cholerae suglar1 kulak ve yara
enfeksiyonu gibi lokal enfeksiyonlarin yani sira
gastroenteritise neden olabilmektedir [20]. V. cho-
lerae’nin baliklarda hastalik olusturduguna dair ise
sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir [30]. V. vulni-
ficus ve V. parahemolyticus tiirleri insan vibriozisi
ile daha sik olarak iligkilendirilmekte ve genellikle
yetersiz islem gdrmiis balik ya da balikg¢ilik iirtinle-
rinin tiiketilmesi ile hastaligin meydana geldigi bil-
dirilmektedir [41]. Bu bakteriler insanlarda yara en-
feksiyonu, septisemi ve gastroenteritis’e neden ol-
maktadir. Bu etkenlerden V. parahaemolyticus gida
kaynakli bir zoonoz olup, insanlarda kontamine gi-
dalarin 6zellikle, istiridye gibi yumusakgalarin agiz
yoluyla alinmasiyla hastalik olusturmaktadir [11].
Baliklarda ise V. parahemolyticus kaynakli morta-
lite bildirimi Ispanyol disli sazanlarinda (dphanius
iberus) yapilmstir [3]. V. vulnificus ise baslica yilan
baliklarinda hastaliga neden olmaktadir. V. vulnifi-
cus’un {i¢ biyotipi (biyotip 1, 2 ve 3) tanimlanmastir.
Biyotip 1 baslica sulardan ve insanlardan, biyotip 2
ise baslica baliklardan ve insanlardan izole edilmis-
tir. Biyotip 2 sonralar1 baliklar i¢in enfeksiydz olan
serovar A, E ve I’ya ayrilmistir, ancak bu serovar-
lardan sadece serovar E’nin zoonotik potansiyele
sahip oldugu goriilmektedir. Biyotip 3 insanlarda
septisemi ve yara enfeksiyonlarindan izole edil-
mistir. Ancak bu biyotipin biyotip 1 ve 2 arasinda
hibrit bir biyotip oldugu kabul edilmektedir [16]. V.
vulnificus biyotip 2, serovar E insan izolatinin balik
suslar1 i¢in identikal virulens plazmidini tasidigi-
nin saptanmasi [61] ve sekans analizi sonucu insan
ve yilan balig1 izolatlarinina ait virulens genlerinin
(vwhA ve vvp) dizilimlerinin rtiigmesi [45] balik ve
insan izolatlar arasindaki olas1 gecisin kanitlari ara-
sinda yer almaktadir.

V. cholerae, V. vulnificus ve V. parahemolyticus
disinda kalan diger tiirler; Grimontia (=Vibrio) hol-
lisae, Photobacterium (=Vibrio) damselae subsp.
damselae, V. alginolyticus, V. fluvialis, V. furnissii,
V. harveyi (=V. carchariae), V. metschnikovii ve V.
mimicus diisiik risk grubunda yer almaktadirlar ve
nadir olarak da insanlarda 6zellikle de gastroente-
ritis ve yara enfeksiyonlarindan izole edilmektedir
[4,16].

Plesiomonas shigelloides: P. shigelloides
Gram negatif, hareketli ve oksidaz pozitif uzun diiz

comak seklinde mikroorganizmalardir. Etken Ple-
siomonas genusunun tek iiyesidir ve ayni zamanda
Enterobacteriaceae familyasinda oksidaz pozitif
olan tek tiyedir [48]. P. shigelloides tim diinyada
yaygin bir dagilima sahiptir. Baslica tatli sularda
(havuz, akarsu ve goller) bulunmasina ragmen dere
agz1 ve deniz ortaminda da bulunmaktadir. P. shi-
gelloides cesitli balik tiirlerinden, deniz kabuklula-
rindan, kuslardan ve insanlardan izole edilmistir.
Ayni zamanda insan mikrobiyotasinin bir iiyesidir.
Tropikal ve subtropikal bolgelerde P. shigelloides
enfeksiyonu biiylik ¢ogunlukla yaz aylarinda mey-
dana gelir [42]. Insanlarda baslica intestinal hasta-
liklar olmak {izere yiiksek mortalite orani ile seyre-
den sepsis ve menengitis gibi daha yaygin goriilen
ekstraintestinal hastaliklara neden olan 6nemli bir
patojendir [48]. Insanlardan rapor edilen enfeksiyon
vakalarinin biiylik ¢ogunlugunun baslica az pismis
ya da ¢ig istiridye, balik, deniz taragi ve karides
gibi kontamine deniz iirlinlerinin alimi ile veya
icerisinde Plesiomonas bulunan igilebilir sulardan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir [26]. Son yillarda
P. shigelloides 'in tath sularda yetistiriciligi yapilan
farkli balik tiirlerinde enfeksiyona neden olduguna
dair bildirimlerin sayisinda dikkate deger bir artis
goriilmektedir [38,62]. Bu vakalarin birinde mersin
baliklarinda %60’a varan kiimiilatif mortalite bildi-
rilmistir [62].

Pseudomonas spp.: Pseudomonaceae tamilya-
sinda yer alan tiirler, Gram negatif, hareketli, acro-
bik ve fakiltatif anaerobik ve gomak seklinde mik-
roorganizmalardir [2]. Bu mikroorganizmalar tim
diinyada su ve toprakta yaygin olarak bulunurlar
[16]. Baliklarda hastalik yapan Pseudomonas tiirle-
ri arasinda P. anguiliseptica ve P. fluorescens en sik
izole edilen tiirlerdir [2]. P. anguiliseptica baslica
yilan baliklarinda olmak {izere ¢ipura, Baltik ringasi
ve morina baliklarinda petesiyel hemoraji ile karak-
terize hastaliga neden olmaktadir. P. fluorescens ise
glimiis sazani, Japon baligi, kadife baligi, ot sazani,
siyah sazan ve gokkusagi alabalig1 gibi bir ¢ok ba-
lik tiirtinde goriilen nekrotik ve hemorajik hastali-
gin etkenidir [4]. P. aeruginosa insanlarda pnémoni
etkeni olarak iyi bilinmektedir ve baliklarin viseral
dokularindan izole edilmistir [36]. P. fluorescens’in
de insanlarda kistik fibrozis vakalarindan izole edil-
digine dair veriler bulunmaktadir [46].
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Ozet: Adenoviridae ailesinde yer alan Canine adenoviruslar, Canine Adenovirus Tip 1 (CAV 1) ve Canine Adenovirus
Tip 2 (CAV 2) olmak iizere iki tip olup, sirasiyla, infectious canine hepatitis (ICH) ve infectious canine laryngotrachei-
tis’e neden olmaktadir. Canine adenoviruslarin neden oldugu bu iki hastalik, diinya ¢apinda goriilen ¢ok 6nemli adeno-
virus enfeksiyonlarindandir. Yeni dogan ve geng kdpekler her iki tipe kars1 duyarli olup, yetiskin kdpekler genellikle iyi
prognoza sahiptir. Bu derlemenin amaci, &zellikle yavru kdpeklerde etkili olan her iki adenoviral enfeksiyon hakkinda
bilgi vermektir.

Anahtar sézciikler: Canine Adenovirus Tip 1, Canine Adenovirus Tip 2, Kopek

Canine Adenovirus Infections

Summary: Canine adenoviruses are typical members of the family Adenoviridae and two types of adenoviruses, Canine
Adenovirus Type 1 (CAV 1) and Canine Adenovirus Type 2 (CAV 2) are causative agents of infectious canine hepatitis
and infectious canine laryngotracheitis, respectively. The two diseases caused by canine adenoviruses (CAV) are the
most important adenovirus infections of animals worldwide. Both of the infections generally have a good prognosis,
being totally silent in adults, although neonates and juveniles are more sensitive. The aim of this review is to give infor-

Derleme / Review Article

mation about adenoviral infections which is especially effect to pupies.

Key words: Canine Adenovirus Type 1, Canine Adenovirus Type 2, Dog

Giris

Enfeksiydz canine hepatitis (ICH), Canine Adeno-
virus Tip 1 (CAV 1)’in neden oldugu Canidae and
Ursidae ailelerinin sistematik bir enfeksiyonudur
[7]. Rubarth tarafindan 1947 yilinda kopeklerin spe-
sifik viral bir enfeksiyonu olarak tespit edilen ICH,
asemptomatik fatal hastalik ile karakterizedir [16].
ICH’a neden olan CAV 1, ayni1 zamanda, kurt, ay1,
tilki, kokarca ve ¢akallarin 6nemli bir patojenidir ve
epizootilere neden olmaktadir [2,14,17]. Ilk olarak
kurt ansefalit nedeni olarak fark virus [14], kopek-
lerde akut hepatitise neden olmakla birlikte, res-
piratdr veya okiiler hastaliga, ensefolopati, kronik
hepatit ve intestinal nefrite de neden olabilmektedir
[2,14].

CAV 2, ilk olarak 1961 yilinda laryngotracheitis
klinik semptomlar1 gdsteren bir kdpekte Ditchfield
ve arkadaglar tarafindan belirlenmis ve infectious
canine laryngotracheitis (ICLT) olarak adlandiril-
mistir [8]. Virus, solunum yoluna lokalize olur ve
tonsilitis, faranjitis, trahitis, bronsitis ve bronkopno-
moniye neden olmaktadir [2,11,14].

Hastalik Etkeni

Adenoviridae ailesi, CAV 1 ve CAV 2’ nin yer al-
dig1 ve memelileri enfekte eden Mastadevirus ge-
nusu, kuslar enfekte eden Aviadenovirus, genis bir
konake1 spekturumuna sahip olan Atadenovirus ve
Turkey adenovirus 3 ile frog adenovirus 1’1 igeren
Siadenovirus olmak iizere 4 genusu igermektedir.
Her ne kadar adenoviruslar ayn1 morfolojiye sahip-
lerse de, cesitli genuslar igerisindeki viruslar arasi
genomik organizasyonlar farklilik gdsterebilmekte-
dir [2].

Mastadenovirus genusu icerisinde cinsler an-
tijenik ve genom karakterlerine gore belirlenmekte
olup, her bir virus, CAV 1 ve CAV 2’de oldugu gibi
konakg1 tipine ve seri numarasina gore isimlendi-
rilmistir. Restriksiyon endontikleazlarla haritalama
(Restriction Endonuclease Mapping) ve genomik
DNA’nin sekanslanmasi, viral suslarin kesin olarak
kategorize edilmesi i¢in kullanigh oldugu dogru-
lanmistir ve genelde bu sonuglar serolojik ¢apraz
reaksiyonlara dayanan kategorizasyon sonuglari ile
uyum gostermektedir [14]. Ailelerin genel yapilari,
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viruslarin molekiiler karakterlerine gore yeniden
yapilandirildiktan sonra, viruslara ait immunolojik
iligkilerin temeli daha acik hale gelmistir. Serotip-
ler, ndtralizasyon testi ile suslar arasinda capraz re-
aksiyon titre oranlar1 gostermesi ile tanimlanir [2].

Adenovirus virionlari, zarfsiz, tam olarak hexo-
gonal iskeletle birlikte ikozahedral simetriye sahip
ve 70-90 nm ¢apindadir. Virionlar, ikozahedronlarin
20 eskenar iiggen yiizeyinin kenar ve yiizlerine tutu-
nan 240 hexon ve vertekse tutunan 12 penton olmak
lizere 252 kapsomerden olusmustur. Viral genom,
26-45 kbp blytikluginde olan ¢ift iplik¢ikli tek li-
near DNA molekiiliidiir ve viral genom, yaklasik 40
protein sentezler [2,11].

Bir¢ok adenovirus, kirmizi kan hiicreleri ile
agliitine olur. Hemagliitinasyon, penton fiber uglari,
hiicresel reseptorlere baglandiginda ve hiicreler ara-
st koprii formu olustugunda meydana gelir [2,14].

Adenoviruslar ¢evrede goreceli olarak sta-
bildirler ancak ortak dezenfektanlar ile kolaylikla
inaktive edilirler [2,14]. Bir¢ok adenovirus akut so-
lunum ve gastroenterik hastalia neden olmaktadir
[2]. Bunun yaninda bazilari, equine adenovirus 1’de
oldugu gibi immunsiipresyonla birlikte reaktive ola-
bilen persiste enfeksiyona neden olmaktadir. Insan,
sigir ve tavuklarin bazi adenoviruslari, yeni dogan
hamsterlara inokule edildiginde tiimore neden olur
ve deneysel onkogenez ¢alismalarinda kullanilmig-
tir. Bununla birlikte, bu viruslar dogal konakg¢ida
tiimore neden olmazlar [14].

Adenoviruslar ¢ekirdek iginde replike olurlar
ve replikasyonlari, konak¢i immun yanitinin kap-
samli modiilasyonu (degisimi) araciligi ile kolaylas-
tirtlir. Viruslar konake1 hiicre reseptdrlerine penton
fiber topuzlar1 araciligi ile baglanir ve takip eden
internalizasyona (endositoz) hiicresel integrinler ve
penton bazlari arasindaki etkilesim aracilik eder.
Sonrasinda, dis kapsit ayrilir ve iligkili histonla-
11 ile birlikte viral genomu igeren kor, messenger
RNA(mRNA) transkripsiyonu, viral DNA replikas-
yonu ve virionun toplanmasinin meydana geldigi
yer olan ¢ekirdege girer [2,14].

Cekirdek i¢inde genom, her iki DNA iplik¢igi-
ni igeren komplex bir programa gore hiicresel RNA
polimeraz Il aracilig1 ile transkribe olur. Burada, bes
erken (E) transkripsiyonel {inite (E1A, E1B, E2, E3
ve E4), iki ara tinite (IX ve [Va2) ve ge¢ mRNA’la-

rin 5 ailesinden (L1-L5) bir geg (L) iinite transkribe
olur [2,14].

Viral genomun E1A bdlgesi, erken adenovirus
transkripsiyonun 3 ana sonucu i¢in esansiyel olan
proteinleri kodlar. Bunlar, [1] virus replikasyonu
icin optimal kosul saglayan hiicre-siklus dizisinin
(DNA sentezi) indiiksiyonu, [2] enfekte hiicrenin
konak¢1 antiviral savunmadan korunmasi (timor
nekrozis faktor (TNF) aktivitesi ve apaptozis gibi)
ve [3] viral DNA replikasyonu i¢in gerekli viral pro-
teinlarin sentezidir [2,14].

E1A ve EIB gen {irilinleri hiicre transformas-
yonundan da sorumludur ki bdylece bazi adenovi-
ruslarin onkojenitesinden (deneysel) sorumludur.
Her iki protein hiicresel timdr baskilayici gen olan
p53’i inaktive eder ve bdylece hiicre siklus dizisini
yani DNA sentezini deregiile eder [2,14].

DNA replikasyonundan sonra ge¢ mRNA’lar
transkribe olur, bunlar yapisal proteinlere transle
olurlar. Biitlin adenoviruslarin ge¢ kodlanan bdl-
geleri ortak bir protomerdan transkribe olur ki bu
ge¢ major protomerdir. Birincil transkript 29 kb
biiytikliiglindedir, ge¢ birincil transkriptin alter-
natif splicingi ile en az 18 farkli mRNA firetilir.
Konake¢1 makromolekiiler sentezinin kapanisi, rep-
likasyon siklusunun ikinci yarisinda meydana gelir.
Virionlar, kristalin dizinleri formunda oldugu yer
olan cekirdek i¢inde toplanir. Bir¢ok adenovirus,
niikleusun anormal goriiniisiinii veren konakei hiic-
re siddetli marjinasyonu ve yogunlasmasina neden
olur. Bu, adenovirus enfekte hiicrelerde karakteris-
tik inkiiluzyon cisimciklerinin temelini olusturur.
Virionlar hiicrelerin lizisi ile serbest kalir [2,14].

E3 bolgesi hiicre kiiltiirlinde adenoviruslarin
replikasyonu i¢in esansiyel degildir ve in vitro ola-
rak virus replikasyonunun bozulmasina sebep ver-
meden yer degistirilebilir veya ¢ikarilabilir. Bu se-
kilde, adenovirus vektdrlerinin yapilandirilmasinda
yabanci bir DNA igin eklenme yerlerinden biridir.
E3 proteinlerinin, konak¢1 immun savunmas ile et-
kilesim halinde oldugu, bdylece adenovirus enfek-
siyonlarinda konak¢1 yanitin degistigi bilinmektedir
[2,14]. Bu 6zelliklerinden dolay1 adenoviruslar, ya-
banci bir DNA’nin dagitiminda vektor olarak olduk-
¢a yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Rekombinant
adenovirus vektorleri iginde yabanci genlerin eks-
presyonuna ornek olarak; pseudorabies virus gD
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protein, Epstein-Barr virus glikoproteini, vesicular
stomatitis virus yapisal glikoproteini, rotavirus VP4,
kuduz virus glikoproteini, bovine parainfluenza vi-
rus 3 glikoproteini, feline immunodeficiency virus
zarf glikoproteini, porcine respiratory ve reproduc-
tive syndrome virus glikoproteini, human hepatitis
B virus ylizey antijeni, polyomavirus T antijeni ve
kizamik virus flizyon proteini verilebilir [14].

CAV 1 ve CAV 2 arasinda genetik antijenik ilis-
ki ve ¢apraz koruma olmasina ragmen, restriksiyon
endoniikleazlarla yapilan analizlerde iki virusun ge-
netik olarak farkli oldugu gosterilmistir [3, 13, 17].
Bununla birlikte, iki virus arasindaki niikleotit ben-
zerliginin %75 oldugu bildirilmistir [3].

Bulasma ve Yayilma

Adenoviruslarm ¢ogunun konakg1 araligi sinirhdir
[2,14]. Ancak infeksiyo6z canine hapatitise neden
olan CAV 1 kurt, ayi, tilki, kokarca ve ¢akallarda
epizootilere neden olmaktadir [2,14,17]. CAV 2
genis bir memeli konakgr araligina sahiptir. Vahsi
hayvanlar evcil kopekler i¢in enfeksiyon kaynagi
olabilirler [3].

Her iki virus da enfekte ve iyilesmis kopek dig-
k1 ve idrar ile sagilir [6,13,17] ve bu sekilde en-
fekte kopeklerin kontamine akintilariin oranasal
yol ile alinimi hastaligin baglica bulasma yoludur
[3,14,17].

CAV 1 ile bobregin enfeksiyonu, idrar ve salya
ile hastaligin yayilmasinin baglica yolu olan viruria
ile iliskilidir [2]. Iyilesmis kopekler, idrarlari ile vi-
rusu 6 aya kadar sagabilirler [2,11,17]. Ayrica, asi-
lanmis hayvanlar da virusu ¢evreye sacabilmekte ve
bu faktorler ¢evrede virus yiikii olugsmasina neden
olmaktadir [11].

CAV enfeksiyonlari, %30-%82 arasinda degi-
sen seropozitiflik oranlar ile tiim diinyada yaygin
olarak goriilmektedir. Okuyan tarafindan 1975 yi-
linda Tiirkiye’de kopeklerde ilk defa ICH bildiril-
mistir [11, 17]. Tiirkiye’de CAV enfeksiyonlariin
serolojik olarak tespit edilmesine yonelik yapilan
calismalarda, Kars ve c¢evresinde, daha onceden
CAV agis1 yapilmadigi bilinen, herhangi bir klinik
belirti gdstermeyen, 94 adet bir yasin lizerinde Kars
coban kopeginde CAV seropozitifliginin %65,95
(62/94) [17]; Eskisehir ve Konya’da Kangal (n=11),
Akbas (n=17) ve Greyhound (n=15) cinsi ve daha

onceden CAV’e kars1 asilanmadig bilinen kopek-
lerde seropozitifligin sirastyla %88,2, %93,3 ve
%100, Afyon Belediye barinaginda barman 51 ko-
pekte ise %82,3 oldugu bildirilmistir [11].

Klinik Bulgular

Birgok tlilkede CAV 1 enfeksiyonu asilama ile ¢ok
iyi kontrol edilmektedir [2, 14] ve asilanan birgok
enfeksiyon asemptomatik veya ayirt edilemeyen so-
lunum yolu enfeksiyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bazi olgularda, 6zellikle immun olarak uyarilma-
mis olan konakgida, enfeksiyon, solunum sitemin-
den baglayarak sistemik enfeksiyona dogru ilerler
[2,13,14]. Sik karsilasilmamakla beraber Ensefalit;
letarji, ataksi, korliik ve kusma ile seyrederek kisa
stirede 6liime neden olabilmektedir [4,5]. Kanama
egiliminden dolay1, agizda hematomlar goriilebilir
[4]. Sistemik enfeksiyon, ¢ogunlukla 6 ay yastan
daha kiigiik kopeklerde goriilen ve list iiste gelen ii¢
sendroma boliinebilir. Bunlar; [1] hastalik anlagil-
madan veya hastaligin goriilmesinden sadece 3-4
saat sonra yavru kopegin 6li bulundugu perakut
hastalik; [2] ates, depresyon, istah kaybi, kusma,
kanli ishal, dis etinde petesiyel kanama, solgun mu-
koz membranlar ve ikterus ile ortaya ¢ikan Sliimiin
sekillenebildigi akut hastalik ve [3] canli modifiye
asilama ile olabilen tamamlanmamis veya kismi im-
munite sonucunda olabilen orta dereceli hastaliktir
[2,14].

Akut hastalik i¢in inkiibasyon periyodu, 4-9
giindiir [2,14]. Klinik belirtileri; ates, istahsizlik,
yaygin hemoraji, abdominal agri, kusma, ishal ve
daha az siklikta dispne, apati, anoreksi, artan susuz-
luk, siserek ortaya ¢ikan karacigerin arka kismina
yapilan palpasyon ile kendini gosteren abdomi-
nal agridir [2,6,14,15]. Ek olarak, nazal ve okuler
akinti da goze carpan bulgular arasindadir [7,15].
Korneal opozite (mavi goz) ve intersitisyel neffit,
immun komplekslerin sirkiilasyonu ile birikimi so-
nucu meydana gelebilir [4,15]. Klinik belirtilerin
kaybolmasindan sonra 7-10 giinler arasinda teshis
acisindan yararli olan ve genellikle spontan olarak
ortadan kaybolan karakteristik bileteral korneal
opozite, etkilen hayvanlarin %25’inde sekillenebi-
lir (Sekil 1) [2,11,14]. Tasikardi, 16kopeni, uzamis
pihtilagsma zamani ve yaygin intravaskular koagii-
lasyon vardir. Baz1 olgularda, siit dislerinin etrafin-
da kanama ve spontan hematomlar gibi hemorajiler
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goriiliir [2,14]. Tyilestikten sonra kopekler iyi bes-
lenseler dahi kilo alimlar yavastir [ 14].

Sekil 1. Bilateral korneal opozite

Son yillarda gézlenen CAV enfeksiyonlarinin,
CDV (Canine Distemper Virus) ve CCoV (Canine
Corana Virus) gibi diger patojenlerle birlikte seyret-
tigi bildirilmistir. Béyle olgularda, hastaligin yoni,
artan mortalite oranlar ile ciddi olabilmektedir [7].
Decaro ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir calisma
ile de CDV, CPV 2 (Canine Parvovirus Type 2) veya
CCoV ile mix seyreden CAV 1 enfeksiyonlarinin
daha siddetli seyrettigi ortaya konmustur.

Tilkilerde ise Canine Adenovirus 1 baglica,
merkezi sinir sitemi hastaligina neden olur. Enfekte
hayvanlar hastalik siireleri boyunca aralikli goriilen
konviilsiyon sergileyebilir. Son olarak bir veya daha
fazla kol ve bacakta paraliz olusabilir [2,14].

CAV 2 enfeksiyonu, CAV 1 veya 2 ile bagisik
olmayan kdpeklerde yaygin olarak ortaya ¢ikmakta-
dir. Bununla birlikte, pet satis1 yapilan yerlerde yav-
ru kopekler ve laboratuvar hayvanlarinin solunum
yollarinda CAV 2 tasiyicist olduklari bulunmustur
[3]. CAV 2 solunum yolu enfeksiyonudur ve genel-
likle fark edilmeyen veya orta dereceli hastaliga ne-
den olur [4]. CAV 2 enfekte hayvanlarda solunum
hastaligi, ¢ogunlukla bronsitis ve bronsiolitis ile
karakterizdir [2]. Bununla birlikte, aniden ortaya
cikan degisen ekspektorasyon ile birlikte goriilen
nobet seklinde Oksiiriik ve nasovaskuler akinti ile
karakterizedir [6]. CAV 2 ayni zamanda, enteritis
vakalarinda ve ndrolojik semptomlar gosteren ko-
pek beyninde belirlenmistir [3]. Enfeksiyonu atla-
tan yavru kopeklerde bronchitis obliterans kalici
olabilir [11].

Dogal salginlar iizerine yapilan bir¢ok ¢aligma
ile Kennel Cough sendromunun, gesitli bakteri ve
viruslart (canine parainfluenza virus, canine ade-
novirus, Bordetella bronchiseptica, mycoplasmas,
Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus gibi) ice-
ren kompleks bir etiyolojisi oldugu gosterilmistir
[3,9]. CAV 2 enfeksiyonu genellikle, rehabilitasyon
merkezleri, hayvan hastaneleri ve barmak gibi ko-
peklerin gruplar halinde bulundugu yerlerde siklikla
goriilen Kennel Cough sendromunun (acute respi-
ratory disease of canines, infectious canine laryn-
gotracheitis, canine infectious respiratory disease
(CIRD) potansiyel nedenlerinden biridir [2,3,4,9].

Patogenez ve Patoloji

Her iki virus, genetik ve antijenik benzerlik goster-
melerine karsin, farkli doku tropizmlerine sahiptir-
ler ve patojeniteleri farklilik gosterir [3,7,12]. CAV
1’in baslica hedefi endotel, hepatosit ve renal paran-
kim hiicreleri iken, CAV 2’nin baslica hedefi solu-
num yolu epitelyum hiicreleri ve simirli oranda in-
testinal epitelyum hiicreleridir [3]. CAV 1, vezikiiler
endotel hiicreleri ile hepatositlerde replike olur ve
yaslilara oranla genc¢lerde daha ciddi klinik tablo
ile seyreden akut nekrohemorajik hepatitise neden
olur [7,15]. CAV 2 ise solunum epitelinde replike
olmakla birlikte [15], bunun enterik bir patojen ola-
bilecegi de belirtilmistir [12].

CAV 1 nazofarangial, oral ve konjuktival yol-
larla giris yapar. Ik enfeksiyon tonsiller kriptlerde
ve Peyer plaklarinda baslar, bolgesel lenf diigiimle-
rine yayilir ve torasik kanal (left lymphatic duct) ile
kana gecer. Viremi, virusun baglica karaciger, bob-
rek, dalak ve akciger olmak {izere organlarda hemo-
raji ve nekroza neden olan, paransim ve endotelial
hiicrelerinin enfeksiyonu ile sonuglanir [2,14].

CAV 1, CAV 2’den daha az 6neme sahip ol-
masina ragmen, akut solunum hastaliginin da (acute
respiratory disease) nedenlerinden biridir. Hastaliga
ismini veren sendrom olan canine infectious hepati-
tis, perakut 6liim ile sonuglanan, hepatositlerin yay-
gin bir sekilde yikimini igerir [2].

Dogal enfeksiyonu takip eden iyilesme done-
minde ve CAV 1 atteniie as1 ile asilandiktan 8-12
giin sonra korneal ddem ortaya ¢ikabilir. Ozellikle
asilamadan sonra klinik olarak 6nemli derecede ve
korkulan bir olgu olan 6dem genellikle birkag¢ giin
icinde ortadan kaybolur. Odem, kornea igindeki
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normal s1vi degisiminin engellemesine neden olan
siliar cisimciklerin, kiigiik kan damarlar1 i¢inde de-
polanmasi ile sekillenen virus antikor kompleksle-
rinden (tip III immun kompleks hipersensivite) do-
layidir [2].

Patolojik bulgular enfeksiyonun klinik seyri-
ne baglidir. Hizli klinik bir seyir, ser6z yiizeylerde
multifokal ekimotik hemoraji ve diffuz petesilerle
birlikte, siiperfisiyel lenf diiglimlerinde hemoraji ve
O6dem ile sonuglanir (Sekil 2). Abdominal viseranin
serozal yiizeyinde fibrin birikimi ve dalak paran-
kiminin lekelenmesi ile birlikte karaciger ve dalak
biiyiir. Safra kesesi duvari karakteristik olarak ka-
linlasmis ve 6dematozdir (Sekil 3) [2].

Sekil 2. Lenf diiglimiinde hemoraji ve biiyliime ile kendi-
ni gosteren 6dem

Sekil 3. Safra kesesi duvarinda kalinlagma ve 6dem

Akut enfekte yavru kopeklerde histolojik he-
patik bulgular, multifokal hepatik nekroz ve ba-
zen yaygin intravaskiiler koagiilasyon sonucu olan
centrilobular hepatik nekrozu igerir. Intraniikleer
inkliizyon cisimcileri Kupffer hiicreleri ve hepato-
sitler i¢inde olabilir. Viral inkliizyonlar, etkilenen
hayvanlarin bobreklerindeki endotel hiicrelerinde
de meydana gelebilir. Tipik olarak, yaygin intravas-
kiiler koagiilasyon gelisen kdpeklerde intravaskiiler
tromboz ile iligkili yaygin hemoraji ve nekroz var-
dir (Sekil 4) [2].

Sekil 4. Hepatositlerde intraniikleer inkuliizyon cisim-
cikleri

CAV 2, nonsiliar bronsiyolar epitelyum hiicre-
lerinde, nazal mukoza yiizey hiicrelerinde, farenks,
tonsiller kript, trake ve periferal glandlarin brongguk
mukoz hiicreleri ve tip II alveolar epitelyum hiic-
relerinde replike olur. Bu dokulara ek olarak, virus
retrofaringeal ve brongiyal lenf nodiilleri kadar mide
ve bagirsaktan da izole edilebilir. Enfeksiyondan
3-6 gilin sonra replikasyon pik seviyeye ulasir ve
antikor yanitina bagl olarak virus miktar gittikce
diiser. Solunum sistemi belirtileri bronsiyal epitel-
yum hiicrelerinin zarar gérmesine baghdir ve tip II
alveolar epitelyum hiicrelerinin enfeksiyonu intersi-
tisyel pnémoni ile iliskilidir [3].

Teshis

CAV 1 ve CAV 2’nin teshis ve identifikasyonu
genellikle, zahmetli ve olduk¢a zaman alan virus
izolasyonuna dayanir [15]. CAV enfeksiyonlarinin
belirlenmesinde giiniimiiz metotlar;; hemotoloji-
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kal bulgular, virus izolasyonu ile immunofloresan
teknikler ve indirekt hemaglutinasyon testlerini
iceren ¢esitli serolojik testlere de dayanmaktadir
[2,6]. Ayrica, enzyme linked immunosorbent as-
say (ELISA), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
elektron mikroskop, serum nétralizasyon (SN) ve
komplement fikzasyon test gibi bir¢ok metot vardir
[13,17].

Burun ve bogaz swaplar1 virusun izolasyonu
icin uygundur ve izolasyon primer kdpek bobrek
hiicresi [3] ile canine orjinli (Madin Darby Canine
Kidney Cell gibi) bir¢ok hiicre hattinda gerceklesti-
rilir [2]. ICH salginlarindan toplanan drneklerde, vi-
rus izolasyonunda kullanilan MDCK hiicrelerinde,
gozle goriiliir bir sekilde, enfekte hiicrelerin demet-
ler halinde yuvarlaklagsmasi ve monoleyar yapidan
ayrilma ile karakterize cpe’ler 1. ve 2. pasajlarda
ortaya ¢ikmaktadir [7]. Sitopatoloji bircok olguda
24-48 saat i¢inde gerceklesir ve karakteristik intra-
niikleer inkliizyon cisimciklerinin goriilmesine ek
olarak virus, immunfloresan ve/veya immunohisto-
lojik olarak identifiye edilebilir. Bunlara ek olarak,
CAV 1 efeksiyonlarinda virus, renal tubullerdeki
epitelyum hiicrelerinde persiste olarak kalir ve bu
sekilde, klinik belirtilerin ortadan kaybolmasindan
sonra aylarca idrardan izole edilebilir [2].

Viral DNA direkt olarak polimeraz zincir re-
aksiyonu ile tespit edilebilmektedir [2]. PCR ana-
lizi, virus izolasyonu ve immunolojik analizler
gibi konvansiyonel metotlardan daha duyarli, hizl
ve spesifik bir metottur [6]. Enfeksiyon, ozellikle
sindirim yolunda sekillendiginde, CAV 1 ve CAV
2’nin hemagliitinasyon ve nétralizasyon testleri ile
ayrimi zor olabilmektedir [13, 15]. Bu nedenle PCR
teknigi, iki virusun ayriminin hizli bir sekilde yapil-
masinda olduk¢a uygun bir teknik olarak karsimiza
cikmaktadir [13]. PCR gibi niikleik asidi tespit eden
sistemlerin gelisi ile birlikte, yalnizca CAV enfeksi-
yonlarinin tespiti degil ayrimi da miimkiin olmustur
[3,6,12]. PCR tekniginin virus izolasyonuna gore
daha duyarli oldugu da gosterilmistir [12].

CAV 1 ve CAV 2 enfekte kdpeklerin postmor-
tem muayenesi sonrasi toplanan doku orneklerin-
de virus, PCR ile basartyla tespit edilebilmektedir.
Bununla birlikte, idrar ve diskida bulunan, inhibitor
olan maddeler, virusun belirlenmesinde PCR testi-
nin sensivitesini sinirlayabilmektedir. Bu tiir inhibi-
tor maddelerin elemine edilmesi i¢in immunoman-

yetik seperasyon, jel filtrasyon ve 1s1 tedavisi gibi
¢esitli 6rnek hazirlama metotlar1 kullanilmistir [6].

Diski 6rneklerinden CAV 1 ve CAV 2’nin tes-
pit ve ayrimmin yapilmasinda, digkida bulunan
bazi inhibatér maddeler adenoviruslarin tespitini
engellemektedir. Ancak kloroform tedavisi ile bu
maddelerin aktivitesinin engellendigi bildirilmistir
[6]. Yine aymi Orneklerde yer alan diger mikroor-
ganizma genomlar1 da CAV’larin tespit edilmesinde
bir engel teskil etmekte olup, PBS i¢inde siispanse
halde bulunan digkimnin filtrelenmesi, DNA ekstrak-
siyonu Oncesinde, PCR testi i¢in uygun bir numune
hazirlanmasinda, diger mikroorganizmalarin elemi-
ne edilmesi i¢in kullaniglh bir yontemdir [13].

Enfekte, subklinik enfekte veya iyilesmis ko-
peklerin idrar ve digkilari, CAV 1 ve CAV 2 i¢in
onemli enfeksiyon kaynagidir ve CAV enfeksiyon-
larinin idrar ve diskida tespit edilmesi ile saglikli
kopeklere enfeksiyonun yayilimi engellenebilir.
PCR kullanilarak, kdpek adenoviral enfeksiyonla-
rinin belirlenmesinde, belirleme limiti idrarda 16
TCIDS50 virus, diskida ise 1.6 TCID50 virus olarak
tespit edilmistir. Ayrica, idrar ve digkida, PCR ile
canine adenovirus enfeksiyonlariin taranmasinin,
epidemiyolojik survey calismalarinin yiiriitiilme-
sinde kullanilabilecegi belirtilmistir [6].

Bagisiklik ve Miicadele

Enfeksiyonu geciren annelerden maternal antikor-
lar1 alan yavrularin, 9-12 ayliktan dnce asilanmasi,
anneden gelen bu antikorlar nedeniyle yavrularin
asilama sonrasi aktif bagisiklik gelistirmesini en-
gellemektedir [2, 3]. Notralizan antikorlarin gelisi-
mi direkt olarak immun savunma ile iliskilidir ve
yiiksek notralizan antikor seviyesine sahip kopek-
ler, klinik hastaliga karsi korunmaktadir. Olusan
notralizan antikor seviyesi hastaliga kars1 korunma
ile iligkilidir [3]. Birgok tiretici tarafindan 6 ayda bir
yapilan agilama onerilmektedir [2]. ICH enfeksiyo-
nu geciren kopeklerde dmiir boyu bagisiklik olusg-
maktadir [4].

CAV enfeksiyonlar1 diinyaca yaygin olarak go-
rilmekle birlikte, agilamanin pratik olarak yapildig:
yerlerde nadir olarak goriilmektedir [4]. Inaktif ve
atteniie agilar uzun yillar genis c¢apli olarak kullanil-
mistir. CAV 1 ve CAV 2 arasindaki antijenik yakin-
lik nedeniyle, CAV 1 hem ve CAV 2 agilarinin bir-
birlerine karsi ¢apraz koruma ozellikleri vardir [3].
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Bunun yani sira, korneal 6deme neden olmamasi
avantajina sahip olan [2] CAV 2 atteniie ve 6lii as1-
larin, CAV 1 enfeksiyonuna karsi kopekleri klinik
olarak koruyabildigi [3, 12] ve kdpek popiilasyon-
larinda virus sirkiilasyonun canli modifiye CAV 2
asilar ile etkili bir seklide azaltildig1 ispatlanmistir
[13].

CAV 1 ve CAV 2 arasindaki esansiyel faklilik,
CAV !I’in sistemik hastaliga neden olmasi, CAV
2’nin ise yanlizca solunum hastaligi ile simirli ola-
rak kalmasidir. Bu farkliligin molekiiler temeli be-
lirsiz kalmistir, fakat bu 6zellik kopeklerin asilan-
mast i¢in kullanilmaktadir. Spesifik olarak CAV 1
canli atteniie asilari, ast virusunun sistemik olarak
replike olabilme yeteneginden dolay1 bazen mavi
g0z ile sonuglanirken, CAV 2 asilari sistemik olarak
replike olamamaktadir. Bununla birlikte, CAV 2 asi1-
lar1 CAV 1 tarafindan baslatilan hastaliga karsi tam
anlamiyla homolog ve ¢apraz koruma saglamakta-
dir [2].

CAV 1 asilarinin yan etkileri bulundugundan
dolayi, ICH 6nlenmesinde alternatif olarak CAV 2
agilar gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Yaygin bir
sekilde asilamanin, kdpek popiilasyonunda ICH
olgularin1 giderek azalttigi da bildirilmistir [7].
Yapilan caligmalarla, CAV’lara karsi asilanan ko-
peklerde canine adenovirusun higbir tipinin tespit
edilmedigi, bu sekilde, hastaliga kars1 yapilan asi-
lamanin hastaligin kontrol ve eliminasyonu igin
gerekli oldugunu kanaatine varildigi bildirilmistir
[13].

Veteriner pratikte, yillarca agilamanin yapildi-
&1 bolgelerde enfeksiydz canine hepatitisin hemen
hemen ortadan kaybolmasinin temelinde, asilanan
kopekler vasitasiyla as1 virusunun c¢evreye sagilma-
st ile atteniie virusun ¢evreye bir nevi ekilmesi ve
diger kopeklerin sekonder olarak bagigiklanmasiyla
stirii bagisikliginin yiiksek seviyede yapilandirilma-
sinin oldugu belirtilmistir [2]. Ayrica, uzun yillar
asilama programlarinin uygulandigi bolgelerde, se-
konder agilamadan dolay1 ICH klinik vakalar1 go-
rilmemektedir [11].

Uzun yillardir yetigkin kopeklerin enfeksiyoz
hastaliklardan korunmasinda, 6 aylik rapel asilama-
ya dayanan protokoller takip edilmistir. Gegtigimiz
yillarda, uygulanan bu protokol, asilarin potansi-
yel yan etkilerinin var olmasi ve uygulanan gele-

neksel asilama programlarini destekleyen bilimsel
kanitlarin yetersizliginin goéz Oniine alinmasi ile
bir soru haline gelmistir. Ayrica bir¢ok arastirmact
ve immunolojist, asilama ile uyarilan bagisikligin
bir yildan uzun siirdiigiinii immunolojik ve sero-
lojik olarak gdstermislerdir [10]. Yapilan bir ¢alig-
ma ile ticari multivalan [Canine Distemper Virus,
Canine Adenovirus Tip 2, Canine Parvovirus Tip
2b, ve Canine Parainfluenza Virus) modifiye canl
as1 ile subkutan asilanan 7-8 haftalik kopek yav-
rularmin, agilamadan sonra 55-57 aylarda yapilan
challenge calismasi ile en az 4 yillik bir bagisiklik
stiresinin koruyucu diizeyde oldugu bildirilmistir
[1]. Baska bir ¢aligma ile Canine Adenovirus Tip
2, Canine Parvovirus (CPV) ve Canine Distemper
Virus (CDV) iceren modifiye canli as1 ile ikinci
asilamadan 3 yil sonra, asilanan hayvanlarin viru-
lent virus ile kars1 karsiya kalmasina bagli olarak
as1 koruyuculugunun belirlenmesine (challange of
immunity) yonelik olarak, 7-11 hafta yasta asilanan
ve son asilamadan sonra 3 y1l boyunca izole bir yer-
de tutulan 33 seronegatif kopegin, virulent Canine
Adenovirus Tip-2, Canine Parvovirus (CPV) ve
Canine Distemper Virus (CDV)’a maruz birakildi-
&1 ve asilanan tiim hayvanlarda her ii¢ virusa karsi
%100 koruma saglandig bildirilmistir [10].

Sonug¢

Canine adenovirus enfeksiyonlar1 6zellikle kopek
yavrularinda ciddi enfeksiyonlara neden olmakta-
dir. Ayrica, CAV 2’nin Kennel Cough sendromu-
nun 6nemli etkenlerinden biri olmasi ve CAV 1’in
CaCoV, CDV, CPV-2 gibi diger etkenlerle birlikte
seyretmesi, bu enfeksiyona yakalanan hayvanlarda
mortalite oranlarmi yiikseltmesi nedeniyle bu has-
taliklara kars1 uygulanacak asilarin kombine gelis-
tirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Tiirkiye’de ca-
nine adenoviral enfeksiyonlarin yayilimina iliskin
yapilan calismalar olsa dahi, iilke genelinde has-
taliklarin yayginligi hakkinda tam bir bilgi yoktur.
Ayrica, adenoviral enfeksiyonlara karsi program-
I1 bir asilama yiirtitiilmemekte ve 6zel kliniklerde
hayvan sahiplerinin istegine bagli yapilan tiim asilar
yurt disindan ithal edilmektedir. Tiirkiye’de sirkiile
olan adenoviruslar genetik olarak tanimlanmamis-
tir. Tim diger viral etkenlerde oldugu gibi sahada
sirkiile olan virusun genetik olarak tanimlanmasi ve
varsa farkliliklarin hem molekiiler hem de serolojik
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olarak gerek ¢apraz notralizasyon gerekse challenge
calismalari ile belirlenmesi vasitasiyla, CAV enfek-
siyonlar1 ile miicadele daha etkili programlar ortaya
konacaktir.
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Ozet: Bat1 Nil Virusu (BNV) kanatlilar, atlar, insanlar ve diger memeli hayvanlarda néropatik hastaliklara neden olan,
eklem bacaklilarla (arhtropotlarla) nakledildigi ig¢in arbovirus olarak tanimlanan Arthropod Borne virus sinifindadir.
Dogal yasam dongiisii Culex cinsi sivrisinekler ile evcil ve yabani kuslar arasinda olan etkenin, atlar basta olmak iizere
insanlar ve diger memeliler diisiik viremi seviyesi ile rastlantisal konaklaridir. Ozellikle son yillarda baraj géllerinin
artmasi ve sulu tarim yapilan alanlarin yaygimlagmasi sonucu, sokucu sinek popiilasyonlarindaki artisa bagl olarak
bunlar araciligi ile aktarilan g¢esitli insan ve hayvan enfeksiyonlarindaki artig dikkat ¢ekici boyutlara ulagsmustir. Yapilan
bu derlemede insan ve hayvan saglig1 agisindan 6nemli olan BNV enfeksiyonu ile ilgili bilgiler verilmistir.

Anahtar kelimeler: Bati Nil Viriis(BNV), arbovirus

West Nile Virus Infection

Abstract: West Nile Virus (WNV), poultry, horses, humans and other mammals causing neuropathic diseases, by ar-
thropods (with robot that arhat) as defined for arbovirus transmitted is class Arthropod Borne Virus. Flavivirus is located
in the Flaviviridae family. Factor between domestic and wild birds, the natural life cycle of the Culex species of mosqui-
toes, people, especially horses and other mammals are incidental hosts with a low level of viremia. The WNV infection
and many arbovirus infections, symptoms and medical history information while helping to diagnosis, laboratory tests
should be done with a certain diagnosis. Particularly the increase in recent years in the reservoir as a result of the expan-
sion of the area under irrigation due to the increase in biting fly populations, the increase in human and animal infection
transmitted through them reached remarkable sizes. Due to the lack of a safe and effective WNV vaccine, precautions
should be taken in the social and individual levels to be kept under control and to prevent the disease. information about

Derleme / Rewiev Article

this study that are important for human and animal health WNV infection is provided.

Key words: West Nile Virus (WNV), arbovirus

Giris

Bat1 Nil virusu ilk kez 1937 yilinda Uganda’nin
kuzeyindeki Bat1 Nil bolgesinde 37 yasinda atesli
hastalik geciren bir kadinin serumunda tespit edil-
mistir [77]. Bat1 Nil Virusu (BNV) kanatlilar, atlar,
insanlar ve diger memeli hayvanlarda ndropatik
hastaliklara neden olan, eklem bacaklilarla (arthro-
potlarla) nakledildigi i¢in arbovirus olarak tanim-
lanan Arthropod Borne virus smifindadir. Arbovi-
ruslar arasinda Bunyaviridae, Flaviviridae, Togavi-
ridae, Reoviridae ve Rhabdoviridae virus ailesinde
yer alan 500°ln iistiinde virus bulunmaktadir. BNV
giintimiizde yeniden giincellik kazanmis olan, dogal
yasam dongiisti kanatlilar ve sivrisinekler arasinda
stiregelen bir RNA virusudur [57,59].

Bat1 Nil Virusu 300’in istiinde kus tiirii ve
enfekte kuslar1 1siran sivrisinekler tarafindan doga-
da tasinir. Virusun dogal gecisi, arthropod-enfekte
kuslar-arthropod dongiisiiyle meydana gelmektedir.

Kuslar etkenin replike oldugu birincil konaklardir.
Ozellikle kirlangig, giivercin, tavuk ve kazlar da
yiiksek prevelans s6z konusudur [27]. BNV doga-
da ozellikle Culex cinsi sivrisinekler ile evcil ve
yabani kuslar arasinda sirkiile olmaktadir [25,26].
Virusun dogal rezervuari kuslardir. Bundan dolay1
virusun bir bolgeye ilk kez veya tekrarlayan giris-
lerinde 6zellikle gogmen kuslarin énemli rolii var-
dir. Enfekte sivrisinegin 1sirdig1 kuslarda yiiksek ve
uzun siireli viremi olusur. Gelisecek insan epide-
mileri ani kus 6liimlerine bakilarak 6ngoriilebilinir
[31,59]. Insan ve atlar, dokularinda yeterli seviye-
de virus iiremesi olmadigindan ve virusu diger ko-
naklara aktaramadiklarindan dolay1 son konaktirlar
[57,59,60]. Atlarda ve insanlarda kisa viremi done-
minin aksine, yabani veya evcil kus tiirlerinde yiik-
sek ve uzun siireli viremi diizeyi olusur [14,41]. Bu
derlemenin amaci, insan ve hayvan saglig1 agisin-
dan 6nemli olan BNV enfeksiyonu ile ilgili bilgiler
vermektir.
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Diinya ve Tiirkiye’de BNV Enfeksiyonunun
Durumu

Literatiirde kayith ilk epidemi 1951 yilinda isra-
il’den bildirilmis olup, ardindan 1954 ve 1957 yil-
lar1 arasinda salginlar goriilmiistiir. 1957°deki Israil
salgininda yash hastalarda meningoensefalit etke-
ni olarak BNV gosterilmis. Sonraki yillarda Fran-
sa’da, 1974 yilinda Giiney Afrika’dan salginlar bil-
dirilmistir. Ispanya’da, Rusya’da, Giiney Afrika’da
ve Hindistan’da takip eden yillarda nadiren de olsa
benzer salginlar gdriilmistiir [68].

Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (Cen-
ters for Disease Control and Prevention, CDC) tara-
findan yapilan caligmalarla, bu susun 1998 yilinda
Israil’de dolasan virus ile homolog oldugu belirlen-
mis ve etken Bati Nil virusu olarak tanimlanmistir
[36].

1999 yilina kadar BNV nin cografi dagilimi
Afrika tlkeleri, Hindistan, Ortadogu, Bati ve Orta
Avrupa ile sinirli olmasina karsin; virus 1999°da
Amerika Birlesik Devletleri’nde New York sehrin-
de ilk kez saptanmig ve gecen zaman iginde tiim ki-
taya hizla yayilarak énemli bir saglik sorunu haline
gelmistir [33].

2002 yilinda Amerika’daki BNV vakalarinda
carpici ve beklenmedik bir artis olmus 4156 insan
enfeksiyonu vakasi ile 284 kisinin dliimiine sebep
olmustur [62].2003 yilinda bildirilen say1 ise 9122
olup, 223 olgu oliimle sonlanmistir [79]. ABD’de
gerceklesen bu epidemi, bati yarimkiirede bugiine
kadar bildirilmis en biiyiik arboviral menengoense-
falit epidemisi olmasinin yan1 sira en biiylik BNV
meningoensefalit epidemisidir [68].

Ulkemiz, virusun ¢ok cesitli ekosistemlerde var
olabilme yetenegi sayesinde yeni cografi alanlara
yayilma potansiyeli ve endemik bolgelerle kom-
sulugu goz Oniine alindiginda birgok arboviral en-
feksiyonun goriilme olasiligi yiiksek riskli bolgeler
arasinda yer alir [84].

BNV Tiirkiye’de insan salgmlarinda bildirimi
zorunlu hastaliklar arasinda yer alir [13]. BNV yiik-
sek riskli bir patojen oldugundan dolay1 tan1 genel-
likle referans laboratuar ile smirlt olsa da virusun
iiretilmesini gerektirmeyen testlerin yapilmasinda
klinik mikrobiyoloji laboratuarlar da rol {istlenebi-
lir.

Ulkemizde degisik yillarda BNV ile ilgili ya-
pilmis calismalarda [27,34,50,61,63,73] enfeksiyo-
nun seroprevalansi insanlarda %0.9 ile %47.8 oran-
lar1 arasinda, hayvanlarda ise %] ile %37.7 oranlari
arasinda tespit edilmistir.

Etiyolojisi

Bati Nil Virusunun Simiflandirilmasi

Bat1 Nil Virusu, Flaviviridae familyasindan Flavi-
virus genusunda yer alan noropatik bir arbovirustur.
10 serolojik alt gruba ayrilan genus tek zincirli ve
pozitif polariteli RNA tasir. Etken ayn1 zaman Ja-
pon ensefalit virusu (JEV), Saint Louis encephalitis
virusu (SLEV), Murray Valley encephalitis virus
(MVEYV), Koutango virus (KOUV), Cacipacore
virus (CPCV), Alfuy virus (ALFV), Yaounde virus
(YAOV), Usutu virus (USUV) ve Kunjin virus ve
BNV igeren JEserokompleksi iginde yer almaktadir
[13,57,59,60]. Ozellikle Kunjin virus antijenik ve
genetik benzerlik yoniinden BNV nin alt tipi olarak
tanimlanmaktadir [55].

Bati Nil Virusu izolatlarinin zarf proteinlerin-
deki aminoasit dizilim degisiklikleri ile filogenetik
analizler ve meydana gelen delesyonlara gore 5
farkli genetik kokeni tespit edilmistir.

Insanlarda &nemli hastaliklara koken 1’e ait
BNV izolatlar1 neden olmaktadir.2 alt grubu (clade
la, clade 1b) tesbit edilen koken 1; Asya, Avrupa,
Amerika, Avustralya ve Afrikadan izole edilmistir
[31,57,69].

Madagaskar, Giiney Afrika ve 2010 yilindan
sonra Avrupa’da tespit edilen BNV izolatlarininda
koken 2’ye ait oldugu belirlenmistir. Birinci kokene
ait suglarin diger kdkenlerdeki izolatlara gore daha
virulant oldugu tespit edilmistir [17,69].

Son yillarda Avustralya’dan kdken 3 izolatlari,
Rusya’da farkl tiirlerden koken 4 ve Hindistan’dan
kdken 5, BNV virus izolatlar1 tespit edilmistir [9].

Izolatlar arasindaki patojenite farkliliklarinin
virusun E, prM ve yapisal olmayan proteinlerdeki
niikleotid dizilimlerindeki farkliliklardan kaynak-
landig1 tahmin edilmektedir [59,69,81]

Bati Nil Virusun Yapisi ve Genomu

BNV virionlar1 sferik ikozahedral simetriye sahip
ve 45-50 nm ¢apindadir. Pozitif polariteli, tek zin-
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cirli RNA kapsayan virus yaklagik 12000 niikleo-
tite sahiptir. Virion zarflt oldugu i¢in dis ortamlara
dayanikli degildir. Is1, lipid ¢oziiciilerle veya de-
terjan iceren dezenfektanlar i¢cinde siiratle inaktive
olur [69]. Virusun yapisinda {¢ii yapisal (kapsid
[C], zarf [E] ve premembran [prM]/membran [M]),
yedisi yapisal olmayan (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b ve NS5) ve viral replikasyona katilan
toplam 10 protein vardir [57,59,69].Viral polipro-
teinler ¢oklu transmembran alanlar1 igerdiginden,
olgun viral proteinlerin poliproteinlerden kesilme
isleminden sonra C, NS3 ve NS5 proteinleri sitop-
lazmik alanda, PrM, E ve NS1 proteinleri liimende,
NS2A, NS2B, NS4A ve NS4B proteinleri ise en-
doplazmik retikulumun ¢ift zarli membrani icerisin-
de lokalize olur [46,47].

Hiicre i¢i viral RNA ¢ogalmasinda yapisal ol-
mayan proteinlerin gorev aldigi belirlenmistir. BNV
ile enfekte memeli hiicrelerinde ¢ok miktarda sen-
tezlenen yapisal olmayan NS1 proteininin, bu viru-
sa karst olugan immiin yanitin sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde rol oynadigi belirlenmistir. NS5
geninin iriinii olan viral RNA-bagimli RNA poli-
meraz viral genomun replikasyonundan sorumlu-
dur. Virusun immunolojik goérevi yapisal en dnemli
proteini olan E, ayni zamanda etkenin hemagliiti-
nasyon ve hiicreye tutunmasini saglayan en énemli
virulans faktoriidiir [57,59,69,82].

Virus Replikasyonu

Bat1 Nil Virusunun hiicre yiizey reseptorlerine ad-
sorbsiyonu ile baslayan replikasyon siklusu invitro
sartlarda karmagiktir. Virusun DC-SIGN, DC-SIG-
NR ve integrin avp3 gibi hiicre adezyon molekiilleri
oldugu belirlenmistir [10]. Hiicre yiizeyine tutunan
etken klatrin endositoz yoluyla hiicre igerisine girer.
Virusun yapisal E proteininin degisimi ile hiicre ve
virus zarlar birlesir bunu miiteakiben niikleokapsit
sitoplazmaya girer. mRNA gorevi goren virusun,
pozitif polariteli RNA’s1 onciil proteinlerin sen-
tezinde gorev alir. Bunu takiben viral ve hiicresel
proteazlarin birlikte calismasi ile virusun yapisal
(C, prM, E) ve yapisal olmayan proteinleri sentez-
lenir. Protein sentezinde konak hiicrenin endoplaz-
mik retikulumundaki (ER) sinyal peptidaz enzimi
ile etkenin NS3 proteaz1 gorev alir. Virus niikleik
asit replikasyonu; NS5 ‘in kodlandigi RNA polime-
raz enzimi vasitastyla pozitif sarmaldan yeni viral

niikleik asidlerin sentezinde kalip gorevi gorecek
negatif polariteli RNA sentezlenir. Virusun yapi-
larinin sentezini takiben indiiklenen endoplazmik
retikulum kaynakli membran i¢inde virus toparlan-
mast olur. Immatiir virionlar tomurcuklanarak hiicre
sitoplazmasina gegerler [12,47].

Immatiir vironda E ve prM proteinleri bulunur.
Hiicre liimenine birakilan E proteinleri ER sekres-
yonlari ile diizleserek dimerik yap1 seklinde virusun
yilizeyinde yer alirlar. Virusun yiizeyinde bulunan
prM proteinleri konak serin proteazlari tarafindan
kesilerek virusun olgunlasma siireci tamamlanir ve
ekzositoz ile hiicreden digar1 birakilir. Protein sente-
zinin (E, prM, vs.) yeteri miktarda yapilmadigi du-
rumlarda viron olgunlasmasi sekillenmez [66].

Epidemiyoloji

Misir’da kesfedilen virus yalnizca sivrisineklerden
izole edilmistir. Diger artropodlardan izole edilme-
mis olmas1 nedeniyle sivrisineklerin birincil vektor
olduklar goriisii ileri stirlilmistiir. Bu goris, ko-
naktan beslenmeyle baglayan enfeksiyonun vektor
dongiislinli yalnizca sivrisineklerin siirdiirebildi-
ginin ve virus bulasinin sivrisineklerin 1sirmastyla
aktarilmaya devam ettiginin gosterilmesiyle kanit-
lanmistir. Birincil vektdriin Culex cinsi sivrisinekler
oldugu ortaya konulmustur [58,79]. Sonra ki yillar-
da birgok iilkede (Israil, ABD, Rusya, Fas, Giiney
Afrika, Sudan, Cezayir, Romanya, Cek Cumhuriye-
ti, Tunus, Kongo, Fransa, Kanada ve Italya) teshisi
yapilan hastaligin yayilmasinda ayrica yabani kus
goclerinin de sorumlu oldugu kabul edilmektedir
[51].

Kus tiirleri Bat1 Nil Virusunun ¢ogaldigi birin-
cil ana konak olarak kabul edilir. Endemik bolge-
de, virusun yasam dongiisii sivrisinekler ve kuslar
arasinda gergeklesir. Insanlar, diger memeliler ve
Ozellikle atlar BNV icin alternatif konak olabilirler;
bunlara enfeksiyonun asil gecis yolu enfekte sivri-
sineklerin 1sirmasiyla olur. Ayrica virusun; intrau-
terin yolla veya emzirme yoluyla anneden yavruya
ve kan transfiizyonu veya organ nakli ile bireyler
arasinda yayilabilecegi birka¢ calismada gosteril-
mistir [1,20].

Cogu insanda enfeksiyon asemptomatik sey-
rederken vakalarin %20- 30’unda Bat1 Nil atesi bu
vakalarin da yaklasik %1’inde BNV ile karakterize
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ensefalit, menenjit, akut flask paralizi ve hatta uzun
vadeli ndrolojik sekeller sekillenir [45].

BNV suslar1 en az 5 genetik soy i¢ine gruplan-
dirilmistir [50]. Koken 1 Asya, Avrupa, Kuzey Ame-
rika, Afrika ve Avustralya’da izole edilen antijenik
olarak farkli izolat grublarini igermektedir. Bu nesil
en az iki farkli dala ayrilir; Bat1 Nil Virusu-1a Afti-
ka, Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya’da esas olarak
bulunur [52]. BNV 1-b ise Avustralya’da yer alir.
Hindistan izolatlarini igeren ii¢iincii bir dal (1¢) ko-
ken 5 olarak siniflandirilmigtir[ 11]. Sahra alt1 Afrika
ve Madagaskar’da izole edilen suslarda koken 2°de
yer alir. Bu suslar son zamanlarda Avrupa iilkelerin-
de de goriilmiistiir. Son yillarda Macaristanda yirtici
kuslarda bu suslar tespit edilmistir [6]. Macaristan
ve Giliney Afrika suslarina gore, 2007 yilinda tes-
pit edilen Rus soyundan farkli koken 2 suglar tespit
edildi [3,74]. Koken 3 memelilerde patojenik olan
ve Giiney Moravia ile Cek Cumbhuriyeti’nde belli
Culex ve Aedes tiiri sivrisineklerle dolasan ‘’Ra-
bensburg virusunu” igerirken [5], kdken 4 Derma-
centormarginatus kene tiirii ile taginan Kafkasya’da
izole edilen suslari igerir [49].

Patogenez

BNV tiirleri arasindaki virulans farkliligi, labora-
tuar bulgular1 ile dogrulanmis insan vakalarmin
azhig1 ve klinik semptomlarin hafif seyri nedeni ile
BNV’nin patogenezi ile ilgili ¢calismalar sinirhdir.
BNV yayginlagmasi ve patogenezi ile ilgili bilgi-
lerimizin ¢ogu kemirgenlerde yapilan ¢alisilmalar-
dan elde edilmistir [18]. Ancak bu gdzlemler yine
de virusun insan viicudunda olusturdugu dogal
enfeksiyon seyrini tam olarak gosterememektedir.
Virusu tasiyan sinek tarafindan isirilma sonucun-
da organizmaya giren BNV lenf nodiillerine yerle-
sir ve primer replikasyonunu burada gerceklestirir
[16,18,44]. Birkag giin siiren diisiik diizeyli viremi
ile birlikte IgM’ler olusur [31,57,59,69]. Karaciger,
bobrek ve dalak gibi organlara viremi sonucu ula-
san virus bu organlara yerlesir. Viremi agsamasinda
beyne ulasan virusun kan-beyin bariyerini ne sekil-
de gectigi tam olarak bilinmemekle birlikte aksonal
tasinma ile veya endotel replikasyon ile bu bariyeri
gectigi disliniilmektedir. MSS’ye ulasan virus cid-
di immun patolojik bozukluklar ile apoptozise ne-
den olur. Norovirulan olan BNV virusu interferon
iiretimine karigan genleri, MHC simif [ ve II antijen

sunumunu, T hiicre transferini ve apoptozis meka-
nizmasint bozar. Enfeksiyonun viremi diizeyi ve
stiresini bireyin yasi, kronik hastaliklar1 ve immun
durumu belirler [35,39,57,59].

Enfeksiyona bagli oliim vakalarima yapilan
postmortem patolojik muayenelerde beyin ve me-
dulla spinaliste néron dejenerasyonu ile petesiler
goriiliir. Prognozun iyi oldugu durumlarda iyilesme
goriilebilir ama aylar /haftalar sonra hastaligin tek-
rarlayabilecegi gdz oniinde bulundurulmalidir [40].

Tam

BNV enfeksiyonu ve bir¢ok arbovirus enfeksi-
yonunda, anamnez bilgileri ve semptomlar teshi-
se yardimci olur. Kesin taninin laboratuar testleri
ile yapilmasi gerekir. Ciinkii BNV benzeri klinik
semptomlar gosteren, ensefalit, aseptik menenjit ve
atesli hastalik etkeni bircok patojen bulunmaktadir.
Bu durum ayiric1 tanmida g6z Ontlinde tutulmalidir
[28,69].

BNV enfeksiyonunda siiphelenilen durumlar-
da; beyin omurilik sivis1 (BOS), serum ve diger vii-
cut stvilarindan alinan marazi maddeler hastaligin
teshisi i¢in laboratuara gonderilebilir. Enfeksiyonun
serolojik teshisinde JE kompleksi ile capraz reak-
siyon verebilecegi unutmamalidir. Bu amagla BNV
enfeksiyonunun laboratuar teshisinde virus izolas-
yonu, virus niikleik asidinin veya viral antijenlerin
saptanmasi ve etkene karsi olugan immun yanitin
belirlenmesine yonelik hemaglutinasyon inhibis-
yon (HI), komplement fikzasyon (KF), IgM anti-
body-capture enzyme-linked immunosorbent assay
(MAC-ELISA), plak rediiksiyon noétralizasyon testi
(PRNT) ve PCR gibi spesifik teknikler kullanilma-
Iidir [33].

BNYV hastahi@ginin teshisinde kullanilan bashca
metotlar

Virus izolasyonu

Virus izolasyonu virusun tanisi i¢in altin standart
olarak kabul edilmektedir. BNV izolasyonu ig¢in
hem memeli hem de sivrisinek dokularindan tiiretil-
mis hiicre hatlar1 kullanilmaktadir [22,23].

Antijen Testleri

Tarama calismalarinda kullanilmak {izere kanatli-
larda ve sivrisineklerde viral antijenlerin saptanma-
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st amaciyla gelistirilen farkli yontem ve duyarlilik-
lara sahip ticari test sistemleri vardir [23].

Serolojik Testler

Insanlarda BNV tanisinda “spesifik antikor tespiti-
ne dayali yontemler” yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Flaviviruslar arasinda goriilen antijenik ¢apraz
reaksiyonlarin varligi, serolojik yontemlerin klinik
onemini simirlandirmaktadir. Oldukca 0zgiil zarf
proteinine (E) karst olusan nétralizan antikor ya-
nitina dayali yontem, siklikla daha az 6zgiil olan
membran proteinine ve yapisal olmayan proteinlere
kars1 olusan antikor yanitina dayali test ile birles-
tirilir. [23,71]. Bu baglamda BNV enfeksiyonunun
serolojik teshisinde baglica; indirekt-immunofluore-
san (IF), hemaglutinasyon-inhibisyon (HI), komp-
lement fikzasyon (KF) ve altin standart yontem ola-
rak kabul edilen plak rediiksiyon nétralizasyon testi
kullanilmaktadir [36,71].

Insanlarda BNVenfeksiyonlarinin  teshisinde
serolojik testler uygulamasi durumunda; bireyin
daha once ge¢irdigi arboviral enfeksiyonlar, bun-
larla ilgili agilanmalar, BNV nin bolgesel epidemi-
yolojisi ve hastaligin endemik seyrettigi bolgelere
yapilan seyahat bilgileri bir biitiin olarak degerlen-
dirilmelidir [29,82].

Molekiiler Testler

BNV genomu arthropod, memeli ve kanathilarin
serum, doku ve plazmalarinda enfeksiyon sonrasi
2-3 ile 14-18 giinler arasinda saptanabilir. Molekii-
ler yontemlerin analitik duyarlilig1 yiiksektir. BNV
enfeksiyonunun tanisinda tarama amaciyla siklikla
kullanilan yontem viral RNA sekanslarinin kullanil-
dig1 reverse transcription-polimeraz zincir reaksi-
yon (RT-PCR) yontemidir.[75].

Laboratuvar Bulgular:

BNV enfeksiyonunun laboratuar bulgularinda spe-
sifik bir 6zellik yoktur. Ancak periferik kan tablo-
sundaki toplam 16kosit sayis1 normal yada lenfosi-
topeni sekillenmis veya anemik bir tablo gelismis
olabilir. Periferik kan tablosunda sola kayma ve
monositoza rastlanabilir. Eritrosit sedimentasyon
hiz1 ¢ogu zaman normaldir. Eozinofili genellikle
goriilmezken, trombosit sayisi normal sinirlarda-
dir. Karaciger tutulumu sik olmamakla birlikte na-

dirende olsa transaminazlar yiikselebilir, biliriibin
yiiksekligi ¢ok nadirdir, alkalen fosfataz diizeyleri
normal siirlardadir. BNV enfeksiyonunda 6zellikle
ensefalit klinik tablosu gdsteren vakalarda hiponat-
remi olusabilir ve bu durum ¢ogu zaman Lejyoner
enfeksiyonu ile karismasina sebep olur [65]. Hasta-
ligin MSS formunda diffiiz bilateral anormallikler
elektroensefalografide (EEG) belirlenebilir. BOS
berraktir, pleositos gosterir ve genellikle BOS taki
hiicre sayist 45-1720 hiicre/mm3civarinda olur ve
BNV enfeksiyonlarinin erken donemlerinde bu hiic-
relerin i¢inde de lenfositlerin belirgin bir hakimiyeti
vardir [65].

BOS protein diizeyi yiiksek seviyelere ( 1000
mg/dL) ulasabilir. BOS’dan tespit edilen lenfosit
sayist artist (>%350) ve protein konsantrasyonun-
daki artig taniya yardimct olur [15,33]. Manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) ¢ogu hastada normal
olmasina ragmen, talamusta, ponsta T2 agirlikli se-
kanslarda, beyaz madde sinyal dansitelerindeki artig
goriintiilemede 6nemli bulgudur.

Ayiricr Tam

BNV enfeksiyonunun semptomlart MSS tutulumu
ile seyreden bircok viral hastalik ile aymdir. Ayri-
ca arbovirus enfeksiyonlarimin serolojik teshisinde
capraz reaksiyonlar goriilme ihtimalinden dola-
y1 ayirici teshis 6nem kazanmistir. Arboviruslarin
neden olduklar1 enfeksiyonlarin ayirici teshisinde
cografi dagilim, hastanin yasi, bolgedeki endemik
durum vs. g6z o6niinde bulundurulmalidir. BNV en-
feksiyonu insanlarda genellikle yetigkinlerde veya
yaslilarda gorlilmesi olusan vakalarm yaklagik
%10’unun Oliimle sonuglanmasi bakimindan di-
ger flavivirus enfeksiyolarindan farklilik gosterir.
Etiyolojisi belirlenemeyen aseptik menenjitli has-
talarin govdelerinde makiilo papiiler dokiintiilerin
goriilmesi, ensefalit veya hepatit semptomlarinin
belirlenmesi halinde hasta BNV yoniinden aragtiril-
malidir [53,54].

BNV ozellikle epidemik olmadigi bolgelerde
St. Louis virus ensafaliti vakalar1 ile karigabilir.
Ayrica insanlarda goriilen aseptik menenjit vakala-
ria neden olan enterovirus enfeksiyonlarindan ve
ensefalite neden olan diger viral enfeksiyonlardan
(herpes simpleks virus vs.) ayrimina dikkat edilmesi
gerekir [65].
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Klinik

BNV enfeksiyonu insanlarda, subklinik enfeksi-
yondan oliime kadar degisik klinik tablolara sebep
olmaktadir. Norolojik bulgularin gelismedigi olgu-
lar Bat1 Nil atesi olarak adlandirilirken, meningoen-
sefalit gibi ndrolojik bulgularin gelistigi olgular ise
Bat1 Nil meningoensefaliti olarak adlandirilmakta-
dir.

Bati Nil Virusunun neden oldugu hastalik vaka-
larinin yaklasik %80°1 asemptomatik seyrederken;
%20’si ise inkiibasyon periyodu 2-15 giin arasinda
olan grip benzeri hastalik seklinde ortaya g¢ikar [4].
Olgularim %]1’inde ise ensefalit, menenjit ve akut
flask paralizi ile seyreden ve oliimle sonuglanan
noroinvaziv enfeksiyon gelisebilir [24,57,60,81].

En 6nemli klinik belirtiler bas agrisi, ates, titre-
me, kirginlik, halsizlik, kas ve eklem agrisi, retroor-
bital agri, bulanti, kusma, ishal, genellikle cocuklar-
da makiilopapiiler veya roseolar dokiintii seklindedir
[80,82]. Lenfadenopati hastalarin biiyiik ¢ogunlu-
gunda saptanir. Cok siddetli vakalarda genel durum
bozukluklar ile birlikte olgularda, uyusukluk, optik
norit, vicut kaslarinda zayiflik, myelit, boynu dik
tutamama, zihinsel karigiklik, mental durum degi-
sikligi, kas titremeleri, hareket bozukluklari, koma,
konviilziyonlar ve paralizi gelisebilir [24,81,82].

BNV enfeksiyonuna bagl ensefalit vakalari;
diyabet, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, hepatit C
viriis enfeksiyonlar1 ve immiinsupresyon gibi has-
taliklarla birlesirse 6liim riski artar [48,72]. Geng ve
cocuklarda yaslilara (50 yas ve iizeri) oranla daha
az goriilen BNV hastaliginda mortalite oran1 %3-15
civarindadir [38,81].

Insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da enfek-
siyon genellikle subklinik seyretmekte ve vakalarin
sadece %10’unda klinik semptomlar gelismektedir
[14].

Kedilerde kopeklere nazaran Bat1 Nil virusu
hastaliginin klinik bulgular1 daha belirgin goriiliir.
Klinik hasta hayvanlarda yiiksek ates, letarji ve
norolojik bulgular tespit edilebilir. Ayrica kedilerin
BNV enfeksiyonun epidemiyolojisinde énemli rol-
leri vardir [83].

Klinik semptom gdsteren atlarda ates, ayaklar-
da zayiflik, ataksi, dis gicirdatma, tremor, korliik ve
kaslarda segirme gibi belirtiler bildirilmistir. Ayrica
ensefalit tablosuda gelisebilir. BNV enfeksiyonun-

dan etkilenen atlarda 6lim orani %25 ile %45 ara-
sindadir [82,84].

Kuslarda klinik bulgular kalp kas1 yangisi, dep-
resyon, uyusukluk, tliylerde dokiilme, kilo kaybi,
ataksi ve felgtir. BNV ¢oklu organ hasarina da se-
bep olabilir. Beyin, kalp, akcigerler, bobrek, kara-
ciger, dalak, deri, gonadlar ve yemek borusu bas-
lica etkilenen organlardir [41]. Norolojik semptom
gostermeyen hasta hayvanlar tamamen iyilesirken,
MSS semptomlar1 gosterenlerde enfeksiyon uzun
seyir gosterir ve bu durumlarda mortalite %10’u
asar [71].

Tedavi

Insanlarda standart bir tedavisi olmayan BNV en-
feksiyonununda semptomatik tedavi uygulanir [4].
Bu sebeble, insanlarda hafif vakalarda atesin dii-
stiriilmesi, bas/kas agrisinin giderilmesi ve bulanti/
kusmanin 6nlenmesi i¢in antipiretik, analjezik ve
antiemetik ilaglar kullanilabilir [36,71].

Hastaneye yatirmay1 gerektiren siddetli vaka-
larda ise asir1 kusma durumunda intra vendz (IV)
stvi verilmesi, ileri derece kas zayiflamasi duru-
munda entlibasyon ve mekanik ventilasyon, sekon-
der enfeksiyon gelismesinin Onlenmesine yonelik
tedavi, beyin 6deminin tedavisi/onlenmesi, gerekli
ise antikonviilsan verilmesi ayrica paraliz agisindan
degerlendirmeler yapilmalidir[29,64].

Beyin 6demi ve herniasyona kars1 kisa siire-
li steroid ve osmotik soliisyonlar kullanilmakta-
dir. Yapilan calismalarda, ribavirin, alfa-interferon
(IFN-0) ve pirazidin niikleozidleri gibi antiviral
ajanlarin BNV’ye kars1 in vitro aktiviteleri gosteril-
mistir [2,37]. Yapilan bir ¢aligmada [37] yliksek doz
ribavirinin in-vitro olarak insan oligodendroglial
hiicrelerine verilmesi sonucunda BNV replikasyo-
nunun ve sitopatojenitesinin inhibe oldugu belirlen-
mistir. Yapilan bu ¢aligmada ribavirin invitro olarak
koruyucu bulunmus ama tedavi edici etkisinin ol-
madig bildirilmistir.

Interferon alfa-2b (IFN-02b) hiicreye BNV ile
enfekte olmadan Once veya sonra uygulandiginda
diisiik dozda viral sitotoksisiteyi inhibe etmektedir.
Farelerde yapilan calismalarda alfa ve beta interfe-
ronlarinin BN'V’ye kars1 koruyucu oldugu gosteril-
mistir. Arastiricilar IFN-a2b ile meningoensefalitli
olgularin bagariyla tedavi edildigini bildirmektedir-
ler [19,43]. Interferon alfa-2b, in-vitro olarak riba-
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virinden daha fazla tedavi edici aktiviteye sahiptir.
Fakat hepatit C virus (HCV) enfeksiyonunun teda-
visinde oldugu gibi kombine kullanim igin ileri ¢a-
ligmalara gerek oldugu vurgulanmaktadir [2]. Ciin-
kii bu ajanlarin in-vivo kullanimu ile ilgili destekle-
yici/kontrollii klinik veriler mevcut degildir.

Bati Nil virusunun ABD’nde yiiksek oranda
noroinvazif hastalik olusturmasindan dolayr son
yillarda yeni ve 6zgiil antiviral ilaglarin gelistiril-
mesi ile ilgili caligmalar hiz kazanmistir [48]. 2004
yilindan itibaren, 6zellikle virusun yapisal zarf pro-
teinleri (prM ve E) ile NS3 (helikaz ve proteaz) ve
NS5 (metiltransferaz ve RNA polimeraz) gibi ya-
pisal olmayan proteinleri, hedef alinarak tedavi ve
koruma amagli c¢alismalara yogunlasilmistir [70].
2005 yilinda plazmid tamanli DNA asis1 gelistiril-
mis ve asinin hayvan deneylerinde basarili sonuglar
alinmastir [21].

BNV’ye spesifik antikorlar1 igeren yiiksek doz
intravendz immiinoglobulin uygulamasinin, prof-
laktik ve terapotik etkinligi oldugu belirlenmistir
[7]. Yapilan deneylerdeki etkinligine dayanarak
salginlar sirasinda insanlarda hiperimmiingamag-
lobulin uygulamasi da bu sonuglari dogrulamistir
[4,7,76].

Hayvanlardaki tedavide insanlarda oldugu gibi
semptomatiktir, analjezik ve antipiretik ila¢ kullani-
lir. Ozellikle MSS semptomlari gosteren atlarin ok
siki tedavi ve takibi yapilmalidir [8,18].

As1

Gilinlimiizde insanlarda kullanilmak {izere gelistiril-
mis FDA onayli ticari bir BNV asis1 heniiz mevcut
degildir. Fakat rekombinant canli virus, alt {nite,
DNA asilar1 ve inaktive virus asilari tizerinde ¢ali-
silmaktadir [23,32].

Atlar i¢in etkili ve lisansl agilar bulunmaktadir.
Ozellikle 6. aym iistiindeki atlarda kullanilan 4 adet
lisanslt ag1 vardir. Bunlar canli atteniie asilar, gene-
tigi degistirilmis canli virus asilari, inaktif asilar ve
DNA agilaridir [4,23,32]. Atlarda kullanilan bu agi-
lardan birincisi, 2003 yilinda lisans almis formalin
ile inaktive tim virus asist; digeri ise 2004 yilinda
lisans almis rekombinant canli canarypox virus asi-
sidir [23]. Bu iki aginin da atlarda viremiye karsi
koruyuculugu 9%95-100 oranlar1 arasinda oldugu
bildirilmistir.

Insanlarda kullanmilmak amaciyla iizerinde ¢a-
lisilan Rekombinant agilarda primer hedef prM ve
E yapisal proteinlerini kodlayan genlerdir. Ayrica
yine prM ve E alt {initelerinden olusan ve enfeksi-
y0z olmayan virus benzeri partikiillerin (Virus Like
Particles, VLP) kullanim1 ile ilgili ag1 c¢alismala-
11 da yapilmaktadir. Fakat VLP alt {inite asilarinin
koruyucu immiin yanit olusturmak i¢in ¢ok yiiksek
miktarlarda kullanilmasi biiyiik bir dezavantajdir
[4,78]. Diger taraftan humoral yaniti iyi bir sekilde
uyaran inaktif asilarin rutin uygulamalarinda bazi
olumsuzluklar vardir. Ekonomik olan ve humoral
immuniteyi iyi sekilde uyaran atteniie asilarin ise
immunsiiprese kisilere uygulanmasi miimkiin de-
gildir [23,42].

Canli ateniie asilarda oldugu gibi, in vivo ola-
rak replike olabilen, viremiyi 6nleyebilen, kuvvetli
notralizan antikor yaniti olugturabilen ve tek bir im-
miinizasyon ile etkin korumayi saglayabilen degisik
genetik kokenli kimerik agilar umut verici sonuglar
dogurmustur [23].

Glinlimiizde iki kimerik BNV asis1 lizerinde
caligmalar devam etmektedir. Bunlardan birinci-
si, uzun yillar uygulanan giivenli ve etkili oldugu
kanitlanmig sart humma virusu (YFV) 17D asi-
sinin vektor olarak kullanildigt asilardir [56]. Bu
teknolojide, BNV yapisal protein genleri (WN-pr-
M/E), YFV 17D as1 suguna karsilik gelen genleri-
nin (YF-prM/E) yerine yerlestirilmektedir. Bununla
ilgili Amerika’daki ¢aligmalar su anda faz Ive faz 11
asamasinda olup basarilt sonuglarin alindig1 belir-
tilmektedir [56]. Bir diger canli ateniie kimerik as1
ise, WN-prM/E genlerinin Dengue tip 4 virusuna
entegrasyonu ile elde edilen as1 olup, faz I insan ¢a-
lismalar1 devam etmektedir [67].

Korunma ve Kontrol

Giivenilir ve etkili bir BNV asisiin eksikligi ne-
deniyle, hastaligin kontrol altinda tutulabilmesi ve
onlenebilmesi i¢in dort onemli noktaya dikkat edil-
melidir. Bunlar toplumsal diizeyde;

a)Atlardaki enfeksiyonun ve kuslardaki oliimlerin
izlenmesi,

b)Vektdr sivrisineklerin larva haritalarinin belirlen-
mesi ve siirekli bu bilgilerin giincel tutulmasi,
¢)Ergin sivrisineklerin kontroliiniin saglanmasi,
d)Bireysel diizeyde korunma 6nlemlerinin alinmasi
[40].
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Kuslarda yapilacak siirveyans calismalari, en-
feksiyon durumunda diger hayvanlar ve insanla-
rin korunmasinda faydal bilgiler saglayabilir. Bu
amagla diger kuslara gore kargalar hastalia ¢ok
duyarli oldugu i¢in siklikla 6lii kargalarin test edi-
lebilmesi i¢in insanlar tarafindan karga 6liimlerinin
hemen en yakindaki veteriner hekimler ve ilgili sag-
lik kuruluglaria bildirilmesi saglanmalidir [30].

Sivrisineklerin yumurtlayabilecegi, icerisinde
su birikebilecek biitiin esyalarin ve kullanilmayan
malzemelerin (teneke kutu, sise, plastik kaplar, oto-
mobil lastikleri, seyyar havuz vb) uygun sekilde
imhasi saglanmalidir. Ayrica sivrisinek tireme alan-
larinda larvasitler ile ilaglamalar yapilmalidir.

Cat1 veya teraslarda biriken sularin bosaltil-
masint saglayan borularin ve yagmur oluklarimin
temizligi yapilmali, tikaniklig1 kontrol edilerek, su-
larin buralarda birikmesi engellenmelidir.

Sivrisinek yiyen baliklar siis havuzlarinda bu-
lundurulmalidir.

Cop kutulari, sarnig, fosseptik ¢ukuru, lagim
cukuru ve variller bir kapakla sikica kapatilmalidir.

Kapal1 alanlarin pencere ve kapilarina sineklik
takilmali, bu uygulama ahirlarda da yapilmalidir.

Insan saglig1 i¢in zararsiz oldugu bildirilen siv-
risinek ve kene kovucu DEET (N,N-diethyl-m-tolu-
amide) igeren repellentler kullanilmalidir.

Safak vakti ve giin batimi gibi sivrisineklerin
aktif oldugu saatlerde disar1 ¢ikilmamali; ¢ikilacak-
sa da uzun kollu ve pantolon gibi kapali kiyafetler
giyilmelidir. Ayni sekilde atlar da bu zaman dilimle-
rinde miimkiinse digarida birakilmamalidir.

Enfeksiyonun epidemiyolojisi hakkinda vete-
riner hekimlerin ayrintili bilgilendirilmesi ve sinir
sisteminde enfeksiyon goriilen at, kdpek, kanatl vs.
hayvanlarin ihbar edilmelidirler.

Konuyla ilgili kamuoyunda farkindalik olus-
turularak, vatandaslara egitimler verilmelidir
[30,71,81,84].
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Toksoplazmozis Kedilerde Davranissal Degisikliklere Neden Olabilir mi?
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Ozet: Toksoplasmozis diinyada memeli ve kanatl tiirlerini etkileyen ve Toxoplasma gondii tarafindan olusturulan son
konag: kedigiller olan sistemik protozoon enfeksiyonudur. Diinya genelinde evcil kedilerde (Felis catus) seropreva-
lansin %30-40 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Insanlarda parazitin olusturdugu problemler agik¢a bilinmektedir.
Bununla birlikte kedilerde parazitin beyin, spinal kord, gz, akciger, karaciger, kalp, iskelet kasi, dil, adrenal bez ve
bobrek gibi hayati organlarda lezyonlar sekillendirdigi ortaya konulmustur. Ancak, parazitin kedilerde davranigsal degi-
siklige neden olup olmadigi incelenmemistir. Bu derleme ile 7 gondii’nin kedilerde insanlardakine benzer davranigsal
degisikliklere neden olup olmadiginin arastirilmasi konusuna katk: sunulacag kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Kedi, Toksoplazmozis, Davranigsal degisiklikler

Can Toxoplasmosis Make Behavioural Alterations in Cats?

Abstract: Toxoplasmosis is a protozoan infection, whose definitive host is cats, can affect mammals and avian popula-
tion whole around the world. It is thought that the seroprevelence among the domestic cats (Felis catus) is 30-40% in
all over the world. As an intermediate host, problems are all clearly reported in human beings. The parasite can make
problems in brain, spinal cord, eyes, lung, liver, heart, muscle, tongue, adrenal glands and kidneys in cats as both an
intermediate and definitive host. But behavioral alterations are not investigated in cats. Within the present review it is
aimed to guide researchers on new topics about possible roles of toxoplasmosis in behavioral alterations in cats same

Derleme / Review Article

as seen in human beings.

Key words: Cat, Toxoplasmosis, Behavioural alterations

Giris

Toksoplasmozis diinyada memeli ve kanatl tiirleri-
ni etkileyen ve Toxoplasma gondii tarafindan olus-
turulan sistemik protozoon enfeksiyonudur. Kediler
ve diger Felidae tiirleri T. gondii’nin hem ara hem
de tek ve son konaklaridir. Ara konak ise insan da-
hil olmak iizere birgok memeli ve kanatli hayvandir
[15,43]. Kedilerde parazitin sizogoni ve gametogo-
ni evrelerini gecirdigi intestinal form sekillenirken
herhangi bir klinik bulgu dikkati cekmez. Kediler-
de ancak konak direncinin zayifladigi durumlarda
olimciil sistemik toksoplazmoz sekillenebilmek-
tedir [15,28,29]. Konak parazit iligkisini konak ve
parazite ait genetik faktorler, konagin yasi, etkenin
gelisim asamasina ait antijenik cesitlilik ve enfeksi-
yon dozu gibi kriterler belirler [20]. Bir¢ok konakta
basarili bir sekilde morfolojik formlarini olustura-
bilen 7. gondii ilk olarak Nicolle ve Manceaux ta-
rafindan 1908 yilinda Kuzey Afrika’da yasayan bir
kemirgen olan Gundii’nin bobrek ve karacigerlerin-

de bulunmustur. Nicolle ve Manceaux tarafindan
Toxoplasma genusu tanimlanmig ve tek tiir olarak
da T. gondii bildirilmistir [11]. Ik insan olgusu 1923
yilinda Prag’l1 bir oftalmolog olan Janku tarafindan
konjenital hidrosefali ve mikroftalmili bir bebegin
retinasinda kistlerin bulunmasi ile rapor edilmistir.
Tiirkiye’de ilk insan olgusu ise 1953 yilinda Unat ve
ark. tarafindan saptanmustir [52]. Toxoplasma gon-
dii seksiiel ve asekstiel lireme ile ¢ogalabilmektedir.
Aseksiiel tiremeyle akut enfeksiyonun gelismesinde
o6nemli olan haploid (n kromozom sayili) takizoitler
ile kronik enfeksiyonun gelisiminden sorumlu olan
haploid bradizoitler (doku kisti olusturur) olugsmak-
tadir. Sadece kedi bagirsak enterositleri igerisinde
seksiiel lireme ile sporozoit igeren ookistler olus-
maktadir. Seksiiel lireme sonucu olugmus diploid
(2n kromozom sayili) ookistler digk: ile atildiktan
sonra sporogoni agsamasinda mayoz boliinme geci-
rerek enfektif haploid sporozoitleri olugturmaktadir.
Daha sonra enfekte olan konaklarda, ookistlerdeki
sporozoitler takizotilere, takizoitler ise konak im-
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mun sisteminden korunmak amaciyla bradizoitlere
doniiserek doku kistlerini olusturmaktadirlar. Kesin
konak kedigillerde, yukaridaki yasamsal evre donii-
stimii disinda bradizoitler eseyli liremeyi gergekles-
tirecek olan merozoitlere dontismektedirler [23,48].
Kedigiller dis ortam kosullarina direngli enfektif
ookistleri digki iginde yaydiklarindan hastaligin
bulasinda anahtar konak kabul edilmektedir [19].
Gilinlimiizde, 17 kedi tiirliniin 7" gondii ookistlerini
olusturabildigi belirlenmistir [16, 40]. Kedi niifusu-
nun beslenme sekli, ev/sokak kedisi olmasi gibi fak-
torler toksoplazmozis seroprevalansinda bolgesel
degiskenliklere neden olmaktadir. Diinya geneline
bakildiginda evcil kedilerde (Felis catus) seropre-
valansin %30-40 arasinda oldugu tahmin edilmek-
tedir [19]. Almanya, Fransa ve Italya’da yapilan ca-
lismalarda kedilerde seropozitifligin %9-46 arasin-
da degistigi izlenmistir. Orta Amerika’da bu oranin
%42-74 arasinda degistigi, Meksika, Brezilya, Sili,
Arjantin gibi iilkelerin yer aldig1 Giiney Amerika’da
da %18-73 arasinda oldugu bildirilmektedir [19].
Yine Amerika da yapilan bagka bir calismada klinik
olarak hasta olan kedilerde toksoplazmozis seropre-
valanst %31,6 (n: 12628) olarak bulunmustur [39].
Tayvan, Japonya, Banglades, Singapur ve Kore gibi
Asya tlilkelerinde yapilan calismalarda seropozitif-
lik oran1 %8-33 arasinda bulunmustur [17]. Misir
ve Etiyopya gibi Afrika iilkelerinde bu oranin %91-
97 arasinda oldugu belirtilmistir [ 17]. Tiirkiye’de de
kedilerde seroprevalans ¢alismalar1 gerceklestiril-
mistir. Ankara’da yapilan bir calismada ev ve sokak
kedilerinde Sabin-Feldman dye testi ile %40, indi-
rekt floresan antikor testi ile %34,3, Nigde’de yapi-
lan diger bir ¢calismada Sabin-Feldman dye testi ile
%76 oraninda seropozitiflik saptanmistir [37,45].
Ankara’da yapilan diger bir calismada Sabin-Feld-
man dye testi ile %43 oraninda seropozitiflik goz-
lemlenmistir [32]. Elaz1g bolgesinde yapilan calis-
mada ise Sabin-Feldman dye test ile %55 oraninda
seropozitiflik bildirilmistir [2]. Benzer sekilde [zmir
sokak kedilerinde yapilan bir seroprevalans calis-
masinda 6lmiis ve saglikli sokak kedilerinde sira-
styla %42-48 ve %33,4-34,4 oraninda seropozitiflik
tespit edildigi bildirilmistir [8]. Ayn1 ¢aligmada 61-
mis sokak kedilerinde toxoplasmosis seroprevalans
oranlar1 saglikli kedilere gore belirgin sekilde daha
yliksek bulunmustur [8]. Kars ili ve g¢evresinde ise
evde yasayan kedilerde 7. gondii agisindan seropo-
zitiflik oran1 %44,1 olarak tespit edilmistir [21].

Kedilerde klinik

Toxoplasma gondii ile enfekte kedilerde belirgin
bir klinik gelismedigi, nadiren enteroepital dongii-
de bazi problemlerin goriilebilecegi belirtilmistir.
Deneysel olarak doku kistleri ile agizdan enfekte
edilen kedilerin %10-20’sinde bir-iki hafta siirebi-
len ishal gelisebilecegi ve bu duruma organizmanin
enteroepitel ¢cogalmasinin neden oldugu rapor edil-
mistir. Son zamanlarda kedilerde yapilan calisma-
larda eozinofilik fibroz gastritis de tanimlanmistir
[42]. Primer enfeksiyon sonrasi takizoitlerin asir
intraseliiler cogalmasinin 6liimciil ekstraintestinal
toksoplazmozise sebep olabilecegi ve enfeksiyonun
karaciger, akciger, beyin ve pankreatik dokulara
da yayilabilecegi bildirilmistir. Kedilerde transpla-
sental bulasma sonucunda ekstraintestinal toksop-
lazmozis gelisebilecegi, genellikle akciger veya
karaciger tutulusuyla oliimle sonuclanabilecegi
belirtilmistir [39]. Immun sistem bozukluklar1 bulu-
nan kedilerde yaygin toksoplazmozis gelistigi goz-
lemlenmistir [4]. Yaygin toksoplazmozisli kedilerde
depresyon, istahsizlik, ates, peritoneal siv1 birikimi,
sarilik ve nefes darligr goriildiigii, kronik toksop-
lazmozisli kedilerde iiveit, kutan6z lezyonlar, ates,
kaslarda asir1 hassasiyet, aritmi ile seyreden miyo-
kardit, kilo kaybu, istahsizlik, felg, ataksi, sarilik, di-
yare ve nefes darlig1 da gelisebilecegi bildirilmistir
[39]. Toxoplasma gondii igin son konak olan kedi-
lerde genellikle toksoplazmozis klinigi olugsmadig,
fakat kedinin yasina, tekrar enfeksiyonun gelismesi
ve immunsupresyon durumuna bagl olarak belir-
li patolojilerin meydana gelebilecegi bildirilmistir
[16]. Dubey ve ark. (2010) tarafindan yapilan bas-
ka bir calismada, konjenital olarak enfekte edilmis
yeni dogan kedilerde nekroza eslik eden nétrofil ve
makrofaj infiltrasyonunun viicudun c¢esitli organla-
rina yayildigi rapor edilmistir. Bu organlar arasinda
akciger, karaciger, kalp, iskelet kasi, dil, beyin, spi-
nal kord, g6z, adrenal bez ve bobrek bulunmaktadir.
Karacigerde litik hepatoseliiler nekroz, hepatoselii-
ler bolge kayiplarina sebep olmaktadir. Portal bol-
geler lenfosit, plazma hiicresi, makrofaj ve daha az
siklikta notrofiller igermektedir. Akcigerlerde tip 11
pndmositlerde, hiperplazi ve septal kapillerde tikan-
malar gozlenmistir. Ayrica alveollerin ¢ok sayida
vakuollenmis sitoplazmaya sahip makrofaj icerdi-
&1 saptanmustir. Okdiler lezyonlar vaskiiler alan ile
sinirlandirilmis ve retinada da bulunmustur [46].
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Merkezi sinir sisteminde de benzer sekilde multi-
fokal hafif gliosiz ve hemoraji goriilmektedir [14].

Diger Hayvanlardaki patoloji

Gebelik sirasinda toksoplazmoza yakalanan serone-
gatif disi koyunlarda abort meydana gelebilir [13].
Gebeligin 110. giiniinden sonra bulasma meydana
gelirse klinik olarak normal ancak 7. gondii doku
kistlerini igeren yavrular meydana gelebilmektedir
[3,6]. Sonug olarak koyunlarda gebelik sirasindaki
enfeksiyon embriyo Olimii, mumyalagsma, abort,
6li dogum ve neonatal 6liimlere yol acabilir [18].
Enfekte fotuslarin cogu kuzulama donemine yakin
olarak atilir. Koyunlarda iist iste iki kez abort go-
rilmesi diigiik bir olasiliktir ancak koyunlara en-
terotoksemi asisi uygulamasimin ankiste haldeki 7.
gondii doku kistlerin etkinlesmesine yol agabilecegi
bildirilmistir [43]. Bu nedenle koyunlarda 7. gon-
dii ookistleriyle ¢evresel kontaminasyonun, vertikal
bulagmaya gore daha az 6nem tasidig1 gosterilmistir
[7]. Toxoplasma gondii biiyiik ruminantlarda 6nem-
li diizeyde abort ve klinik hastaliga sebep olmaz ve
gebe ineklerde deneysel olusturulan hastalik model-
leri haricinde, dokularda etken bulunmasina karsin
hastaliga yol agmaz [12,43]. Domuzda pnémoni,
ensefalitis ve abortla karakterize bulgular gortilebil-
mektedir [34]. Tim evcil hayvanlarda interstisyel
pnémoni, multifokal hepatik nekroz, lenfadenitis,
myokarditis ve nonsupuratif meningoensefalitis go-
riilebilir [35,40].

Insanlarda Toksoplasmozis

Ates, gece terlemesi, karaciger ve dalak biiylimesi,
kas ve bas agris1 goriilebilir [47]. Meydana gelen
lenfadenopati ilk enfeksiyondan sonra farkli zaman-
larda tekrar edebilmektedir [48]. Hodgkin lenfo-
ma’li hastalar, kollagen vaskiiler bozuklugu olanlar,
organ transplantasyonu yapilanlar, ilag bagimlilar
ve AIDS’li hastalar toksoplazmoz agisindan risk
grubunda yer alir ve prognoz olduke¢a kotiidiir [15].
Konjenital toksoplazmoz, hamilelik esnasinda en-
feksiyonun alinmasi disinda, latent haldeki enfek-
siyonun immun sistemi baskilamasiyla tekrar akut
hale gelmesi sonucu etkenin fotusa vertikal yolla
bulagmasindan da ileri gelebilir [27]. Gebeligin ilk
3 aylik doneminde diisiik, ikinci ti¢ aylik donemin-
de erken veya 6lii dogum ve anomaliye son {i¢ ay-
lik dénemde ise saglikli dogum ancak erken bebek
Oliimlerine neden olabilir [38].

Toxoplasma gondii Enfeksiyonlar1 ve Davranis
Degisiklikleri Arasindaki iliskiler

Enfeksiyonlarla psikiyatrik hastaliklar arasinda bir
iligki oldugu uzun yillardan bu yana bilinmektedir.
Toxoplasma gondii enfeksiyonu tiim diinya tilkele-
rinde yaygin seropozitiflik oranina sahiptir ve 6zel-
likle koyun, kegi tiiketiminin yaygin oldugu Fransa,
Ingiltere, Avusturya gibi iilkelerde insan niifusunun
hemen yarisinin 7. gondii seropozitif oldugu tahmin
edilmektedir [15]. Fransa gibi iilkelerde parazitin
goriilme sikliginin artmasi ise pozitifligin sanitas-
yon kurallarinin yaninda ¢ig ya da az pismis et ile
beslenme aliskanlig1 ile agiklanmaktadir [33]. Ul-
kemizin ise cesitli bolgelerinde yapilan calismalar
sonucunda 7! gondii pozitiflik oraninin %43-85 ara-
sinda degistigi ve bat1 bolgelerinde bu oranin dogu
ve orta Anadolu bdlgelerine kiyasla daha diisiik
oldugu tespit edilmistir [44,49,51,57,59]. Bununla
birlikte, yapilan ¢alismalarda sizofren bireylerde 7.
gondii enfeksiyonunun daha fazla gozlendigi rapor
edilmistir [5,48,50]. Yine de sizofreni ile T gondii
enfeksiyonu arasinda iligkiye vurgu yapilirken, dii-
stik sosyo-ekonomik ve sosyo-kiiltiirel diizey, 6z-
bakimda azalma sizofrenik bireylerin enfeksiyona
yatkinliginin artirmasi yoniindeki etkilerinin de géz
ontinde bulundurulmasi gerekliliginin de unutulma-
mast gerektigi vurgulanmaktadir. Toksoplazmozun
sizofreni i¢in, tek basina hastalik gelistirici bir et-
ken olmaktan ¢ok, konaga ait faktorlerle (immun
sistem, psikiyatrik yatkinlik gibi) etkileserek dnem-
li bir risk olusturdugu da o6ne siirilmektedir [36].
Insanlarda goriilen depresyon, Alzheimer, sizofreni
gibi norolojik hastaliklarda hipokampal bdlgede
anormal degisiklikler goriilmektedir. Bu nedenle
yapilan deneysel ¢alismalarda kronik enfekte fare-
lerde hipokampus siirinda perivaskiiler hiicresel
infiltrasyon varlig1 olduk¢a 6nemli kabul edilmek-
tedir [30]. Davranis degisiklikleri ile ilgili olarak, 7.
gondii nin rodentlerde, 6zellikle kediye kars1 duyar-
sizliga neden oldugu 6ne siiriilmiistiir. Rodentlerde
T. gondii’nin 6grenmeye olumsuz etkisini gdsteren
calisma sonuglar1 da bulunmaktadir [29]. Toxoplas-
ma gondii ile enfekte kemiriciler, kedi idrarindan
korkmazlar. Kemiricilerin bu kokuyu feromon ola-
rak algilayip seksiiel olarak ilgilerinin arttigina dair
calismalar mevcuttur [54].

Dopamin (DA), viicutta dogal olarak tiretilen
bir kimyasaldir. Beyinde dopamin reseptdrlerini ak-
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tive ederek norotransmiter olarak gorev yapar. Do-
pamin ayrica hipotalamustan da salgilanir ve kana
karisarak nérohormon gorevi yapar. Norohormon
olarak gorevi hipofizin 6n lobundan prolaktin sal-
gilanmasini baskilamaktir. Dopamin dikkat, bagim-
lilik gibi davraniglar1 ayarlamakta ve hormonal dii-
zenlemelerde fizyolojik olarak 6nemli rol oynamak-
tadir [9]. Toxoplasma gondii serebral hemisferler,
bazal gangliyonlar, serebellum ve beyin sap1 basta
olmak iizere merkezi sinir sistemi {izerine gii¢lii bir
tropizm gosterir. Noropatolojik calismalarda 7. gon-
dii’nin noronlar, glial hiicreler ve 6zellikle astrosit-
ler lizerine invitro selektif etkisi oldugu gosterilmis-
tir. Postmortem calismalarda sizofrenili hastalarin
beyinlerinde glial anormalliklerin mevcut oldugu ve
ozellikle astrositlerin sayisinda azalma oldugu tes-
pit edilmistir [10]. Toxoplasma gondii’nin merkezi
sinir sistemi iizerine bir diger etkisi ndrotransmitter
yolaginda yaptig1 degisikliklerdir. Bu zorunlu hiic-
re i¢i parazit dopamin, norepinefrin ve diger norot-
ransmitter sentezini etkilemektedir [25,56]. Sizof-
reni hastalarinda da 6zellikle dopamin, glutamat
ve gamma aminobutirik asit gibi ndrotransmitterler
anormal diizeyde seyrederler [60]. Bir calismada,
toksoplazma enfeksiyonu ile dopamin artiginin ar-
kasindaki mekanizmanin tam olarak bilinmemesine
ragmen, interlokin-2 gibi sitokinlerin artigina bag-
It inflamatuar yanit olarak dopaminin salinabildigi
vurgulanmistir [55]. Toksoplasma enfeksiyonu sira-
sinda astrositler aktive olarak beyinde kinurenik asit
iiretimini arttirmaktadir. Beyinde artmis kinurenik
asit seviyesi glutamin ve nikotin norotransmitter re-
septdrlerini inhibe etmekte ve bunun da sizofrenide-
ki kognitif semptomlara neden olduguna inanilmak-
tadir [1]. Yapilan bir ¢alismada 7. gondii’nin kate-
kolamin metabolizmasinda anormalliklere neden
oldugu ve bunun enfekte kemirgenlerde gozlenen
psikolojik ve motor degisikliklerin nedeni olabile-
cegi vurgulanmistir [60].

Serotonin beyin sapinda bulunan Raphe ¢e-
kirdegi tarafindan {iretilen bir ndrotransmitterdir.
Birgok ¢aligmada serotoninin morfogenez, glial
hiicrelerin ¢ogalmasi, néronal farklilasma ve bag-
lantilarin olugmasinda rol aldig1 gosterilmistir [24].
Serotonin diger sistemlerin ndrotransmitter salgi-
lamalarmi kontrol ederek degisik miza¢ durumla-
r1, duygu durum, anksiyete, diisiince, oryantasyon,
istah, hiddet, diirtii (impuls) kontrolii ve seksiiel

aktivitenin diizenlenmesinde etkili olup {iretimi
ve metabolizmasindaki degisiklikler bir ¢ok farkli
davranislarin ortaya cikmasiyla iliskilendirilmek-
tedir [31,58]. Depresyon, anksiyete, sosyal fobi,
sizofreni, obsesif kompulsif siddet ve saldirganlik,
yeme bozukluklari, bulanti ve kusma gibi bir¢ok
bozuklugun etiyolojisinde serotonin yer aldig1 bil-
dirilmistir. Serotoninin (5-hidroksitriptamin, 5-HT)
diirtii kontroliiyle yakindan ilgili oldugu yapilan
arastirmalarda ortaya konmustur. Beyindeki seroto-
nin diizeylerindeki azalmanin davranisin inhibisyo-
nunu azalttig1 belirtilmistir. Yapilan deneysel ¢alig-
malar sonucunda ise beyinde serotonin eksikliginin
diirtlisel secimlerin artisina yol actigi bildirilmis-
tir. Bunun aksine serotonin diizeyinin arttirilmasi
ise diirtiisel se¢im yapma davraniginin azalmasina
neden olmaktadir [31,53]. Parazitin etkiledigi bir
diger yol triptofan metabolik yoludur. Triptofan
esansiyel bir aminoasit olup serotonin ve melatonin
gibi nérokimyasal medyatorlerin onciilidiir. 7oxop-
lasma gondii’nin takizoid evresinde replikasyonun
saglanmasi i¢in bu aminoasite gereksinim vardir
[22]. Son c¢alismalarda 7. gondii genomunda, be-
yinde dopamin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan
tirozin hidroksilaz1 kodlayan iki gen mevcut oldugu
bildirilmistir. Bu bulgular, toksoplazmanin dopamin
ve serotonin tizerine etkisi ile konak davranisinda
degisiklik yapabilecegini desteklemektedir [26].
Ote yandan farelerde kronik 7. gondii enfeksiyonun
reaktivasyonu sonucunda disi BALB/c farelerinde
davranissal degisiklerin saptandigi en son ¢alisma-
da T' gondii enfeksiyonun reaktivasyon asamasinda
triptofan katabolik santin ve serotonin diizeylerinin
tersine degismesinin depresyon-benzeri davranisa
neden oldugu kanitlanmistir [41].

Sonu¢

1953 yilindan giinlimiize kadar yapilan c¢alismalar
Toksoplasma enfeksiyonunun sizofreni gelisiminde
anlamli risk faktorii oldugunu giiclii bir sekilde des-
teklemektedir. Ayrica antipsikotikler {izerine yapi-
lan calismalar 7. gondii iizerinde etkili olan azitro-
misin, trimetoprim sulfametaksazol ve primetamin
sulfadiazin gibi antibiyotiklerin sizofreni tedavisin-
de yararli olabilme olasiligin1 diisiindiirmektedir.
Bu konuda daha ¢ok calisma yapilmasi, hem tok-
soplazmozis hem de sizofreni tedavisi i¢in potansi-
yel yeni tedavi kombinasyonlari ve tedavi modelleri
gelistirilmesinde yol gdsterici olacaktir.
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Insanlarda davrams degisiklikleri ile toksop-
lazmozis arasindaki iligkiyi irdeleyen c¢aligmalar
oldukca yeni olmakla beraber enfeksiyon i¢in ara
ve son konak olan kedilerde parazitin benzer de-
gisiklikler yapip yapmadigi heniiz arastirilmis bir
konu degildir. Insanlarda parazitin yaratmis oldugu
problemler agikca bilinmektedir. Bununla birlikte
kedilerde parazitin beyin, spinal kord, goz, akciger,
karaciger, kalp, iskelet kas, dil, adrenal bez ve bob-
rek gibi hayati organlarda lezyonlar sekillendirdigi
ortaya konulmustur. Ancak, parazitin kedilerde dav-
ranigsal degisiklige neden olup olmadig1 incelenme-
mistir.

Sonug olarak sunulan bu derleme ile 7. gon-
dii’nin kedilerde insanlardakine benzer davranigsal
degisikliklere neden olup olmadiginin arastirilmasi
konusuna katki sunacagi kanaatindeyiz.
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