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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullar:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tesekkiir boliimii, gerekli goriiliiyorsa kaynaklardan hemen 6nce
belirtilmelidir.

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

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

Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;

Siireli Yayin:

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

Yazarh Kitap:

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

Editorlii Kitap:

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

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

Kongre Bildirileri:

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

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

Anonim:

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

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

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

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

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

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

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

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

14. Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayimlanir.

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

Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

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

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

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

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

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

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

Title should be brief, explanatory and written in small caps.
Explanation(s) about the study should be written as footnotes.
Author(s) should be mentioned by their names and surnames; their
surnames should be written in capital letters and author(s) title
should not be mentioned. ORCID numbers should be written.
Summary should be in Turkish and English, single paragraph and
composed of at most about 500 words.

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

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

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

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

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

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

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

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

For articles:

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

For books:

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

For edited books:

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

For chapter in edited books:

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

For congress papers:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

15. Unpublished papers are not returned to their author.
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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.

Yukaridaki makalenin tiim haklar1 Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devredilmistir.
Yazar ad/lar Imza Tarih

Copyright Release
Journal of Etlik Veterinary Microbiology Ankara - TURKEY

The undersigned authors release Journal of Etlik Veterinary Microbiology from all responsibility concern-
ing the manuscript entitled;
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Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde Hayvanlardan izole Edilen Stafilokok
Tiirlerinin Metisilin Direncliligi Uzerine Retrospektif Bir Calisma
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"Yakin Dogu Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Lefkosa, KKTC
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Ozet: Insanlarda ve hayvanlarda normal floranin bir pargast olarak kabul edilen stafilokoklarin bazi tiirleri, hayvanlarin
ve insanlarin viicut bolgelerinde (6rnegin; deri, kulak, eklem) ¢ok ¢esitli piyojenik infeksiyonlara neden olabilmektedir.
Ozellikle metisilin direngliligi ile halk saghg1 agisindan tehdit olusturan stafilokok tiirlerinin basinda Staphylococcus
aureus gelmektedir. Bunu takiben S. pseudintermedius ve son zamanlarda da koagiilaz negatif stafilokoklar sayilabil-
mektedir.

Bu calismanizin amaci; Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti’nde Yakin Dogu Universitesi Hayvan Hastanesine cesitli si-
kayetlerle getirilen hayvanlardan izole edilen stafilokok tiirleri arasinda metisilin direngliligini arastirmak ve zoonotik
potansiyeli yiliksek olan bu tiirlerin varligini ortaya koymaktir. Hayvan hastanesine ¢esitli sikayetlerle getirilen hay-
vanlardan 67 adet 6rnek toplanmis ve 80 adet stafilokok tiirii izole edilmigtir. Hayvanlara ait bu 6rneklerden koagiilaz
pozitif stafilokok tiirlerinden 22 adet S. aureus (%27,5) ve koagiilaz negatif stafilokok tiirlerinden ise 13 adet S. chro-
mogenes (%16,25) izole edilmistir. Bu stafilokok tiirlerinin 22 adedi metisiline diren¢li bulunmugtur. Klinik Labora-
tuvar Standartlar1 Enstitlisiine (CLSI) gére yorumlanan mikrodiliisyon antibiyogram sonuglarinda ¢oklu antibiyotik
direncliliklerine de rastlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Evcil hayvanlar, Metisilin direngliligi, Stafilokok tiirleri.

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

Abstract: Some species of staphylococci, considered to be part of the normal flora in humans and animals, can cause
a wide variety of pyogenic infections in the body parts of animals and humans. In particular, main agent with regard to
threatening public health is methicillin resistant S.aureus between Staphylococcus species then S.pseudintermedius and
more recently, coagulase negative staphylococci can be counted.

The purpose of our study was investigate to methicillin resistance of Staphylococcus species isolated from the animals
brought to animal hospital of Near East University in the Turkish Republic of Northern Cyprus and is demonstrate to
presence of these species with high zoonotic potential. At animal hospital, 67 samples were collected from the animals
which had various symptoms and 80 Staphylococcus species were isolated. The most isolated agents were 22 S.aureus
(27,5%) among coagulase-positive staphylococci and 13 S.chromogenes (16,25%) among coagulase-negative staphylo-
cocci from the samples belonging to animals. It was obtained to methicillin-resistance at 22 of Staphylococcus species.
Multiple drug resistance was also encountered in results of microdilution antibiotic susceptibility testing evaluated ac-
cording to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

Key words: Domestic animals, Methicillin resistance, Staphylococci.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Stafilokoklar; fakiiltatif anaerob, Gram prozitif,
katalaz pozitif, Micrococcaceae ailesinde bulunan
bakterilerdir. Stafilokoklar; ¢esitli memelilerde
ve kuslarda derinin ve miik6z membralarin ayrica
sindirim ve solunum yolunun normal bakteriyel
florasinin bir béltimiinii olugturmaktadir. Bunun ya-
ninda, stafilokoklarm baz: tiirleri hayvanlarin ve in-
sanlarin viicut bolgelerinde (6rnegin; deri, kulaklar

ve eklemlerde) cok ¢esitli piyojenik infeksiyonlara
neden olabilmektedir [24,25].

Veteriner hekimliginde; baslica koagiilaz pozi-
tif stafilokok tiirlerinden S.aureus ve S.pseudinter-
medius ayrica koagiilaz negatif stafilokok tiirlerin-
den S.chromogenes ve S.epidermidis dnemli hasta-
liklara neden olmaktadir. Koagiilaz pozitif, oportu-
nistik bir patojen olan Staphylococcus aureus; inek-
lerde, kegilerde, koyunlarda ve atlarda mastitise;
koyunlarda ve kegilerde dermatitise; domuzlarda ve

Yazisma adresi / Correspondence: Dr: Hiiban Gocmen, (ORCID: 0000-0002-2245-5781), Yakin Dogu Univ. Veteriner Fakiiltesi
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atlarda botriyomikozise ve kedi ve kdpeklerde sup-
puratif infeksiyonlara neden olabilmektedir. S. Ayi-
cus ise domuzlarda eksudatif epidermitis ve artritis
hastaliginin etkenidir [25].

Koagiilaz pozitif Staphylococcus intermedius
grubunda (SIG); S. intermedius, S. pseudinterme-
dius ve S. delphini tiirleri bulunmaktadir. Ozellik-
le S. pseudintermedius, kopeklerde piyodermanin
baslica etkenidir ve bu grubun tiyeleri endometritis,
sistitis ve otitis eksterna gibi suppuratif infeksiyon-
lar1 meydana getirebilmektedir. Kedilerde de ¢esitli
piyojenik vakalara neden olmaktadir.

Koagiilaz negatif stafilokoklar ise insanlarda ve
hayvanlarda oportiinistik infeksiyonlara yol acarken
hayvanlarda en ¢ok S. chromogenes, S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. simulans ve S. lugdunensis izole
edilmektedir. Insan sagliginda ise en ¢ok S. hominis,
S. capitis ve S. cohnii izole edilmektedir [18,30].

Son zamanlarda metisilin direngli stafilokok-
larin artig1 halk sagligi acisindan bir tehdit olustur-
maktadir. Bununla birlikte insanlarda ve hayvanlar-
da ¢oklu antibiyotik direncine sahip stafilokoklarin
izole edilmesine dair bir¢ok calisma mevcuttur
[4,7,22]. Ozellikle metisilin direncli Staphylococ-
cus aureus (MRSA), metisilin direngli Staphylococ-
cus pseudintermedius (MRSP) ve metisilin direncli
koagiilaz negatif Staphylococcus (MRCNS) tiirleri
onemli infeksiyonlara yol acarken hayvanlar ve in-
sanlar arasindaki tastyiciligi da 6nemli bir risk hali-
ni almistir [1,25,26].

Metisilin direnci, modifiye penisilin baglayici
protein (PBP2a) iiretimini kodlayan mecA geni ile
iliskili bir durumdur. Genelde j-laktam antibiyotik-
leri bakteri hiicre duvart yapimini 6nlemek i¢in, sta-
filokoklarin PBP’lerine baglanir. Metisilin direncli
stafilokoklarin (MRS) modifiye olmus PBP’i (PB-
P2a), B-laktamlar i¢in diisiik bir affiniteye sahiptir
ve bu nedenle hiicre duvari yapimi1 bu antibiyotikler
tarafindan engellenememektedir. Bu gen, ‘stafilo-
kokal kromozomal kaset’ (SCCmec) olarak adlandi-
rilan bir hareketli element {izerinde bakterinin kro-
mozomunda bulunur [34].

Stafilokoklarda metisilin direncinin saptanmasi
icin fenotipik yontemler kullanmaktadir. Genellikle
metisilin yerine hassas ve daha dayanikli olduklar
icin oksasilin veya sefoksitin antibiyotikleri yay-
gin olarak kullanilmaktadir. Metisilin direngli sta-

filokoklarin konvansiyonel antibiyotik duyarlilik
testlerinin yani sira genotipik yontemlerle 6zellik-
le PCR ile mecA geninin teshisi, metisilin direncli
stafilokoklarin saptanmasi i¢in altin standart olarak
kabul edilmektedir [3,7,35].

Bu calismamizin amaci; Kuzey Kibris Tiirk
Cumhuriyeti’nde Yakin Dogu Universitesi Hayvan
Hastanesine cesitli sikayetlerle getirilen hayvanlar-
dan izole edilen stafilokok tiirleri arasinda metisi-
lin direngliligini aragtirmak ve zoonotik potansiyeli
yiiksek olan bu tiirlerin varligini ortaya koymaktir.

Materyal ve Metot
Hayvan Materyali

Bu galigmada; Yakin Dogu Universitesi Hayvan
Hastanesine ve Yakin Dogu Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Uygulama Ciftligi’'nden gesitli sikayetler
ile getirilen 34 adet kopek, 11 adet kedi, 10 adet at,
7 adet inek, 1 adet koyun, 2 adet keg¢i, 1 adet oglak
ve 1 adet kanaryadan olusan toplamda 67 adet hay-
vana ait numuneler incelendi. Bu hayvan tiirlerine
ait 29 adet deri svabi, 4 adet g6z svabi, 8 adet siit
Ornegi, 2 adet vaginal svap, 5 adet yara svabi, 9 adet
kulak svabi, 2 adet deri kazintisi, 1 adet irin igerigi,
2 adet idrar 6rnegi, 1 adet piyoderma icerigi, 1 adet
fistiil svabi, 1 adet nazal svap ve 2 adet nekropsi
materyali olmak iizere toplamda 67 adet numunenin
bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyonu yapildi.

Numune alma kurallarina uygun olarak aseptik
kosullarda MRSA (Copan-493CE03), likit Amies
(Copan-4E014S.A) ve Stuart (Copan-141C) igeren
svaplarla numuneler toplandi. Deri svaplart; deri
infeksiyonu bulunan boélgelere, steril ve bu amaca
uygun segilen svaplar siirlilerek ve kulak svaplari
ise; otitis eksternali hayvanlarin dis kulak yoluna
stiriilerek toplandi. Siit 6rnekleri steril tiiplere ali-
nip, ardindan santrifiij edildi. Idrar 6rnekleri ise
ayn1 seklide aseptik bir ortamda sistosentez meto-
du ile toplandi. Toplanan numuneler Yakin Dogu
Universitesi Veteriner Hekimligi Fakiiltesi Merkez
Aragtirma ve Mikrobiyoloji Laboratuvarima soguk
zincir altinda ulastirildi ve bakteriyolojik analizleri-
ne ayni giin baglandu.

Bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon

Laboratuvara ulastirilan 6rneklerin, %7 koyun
kanli agara (Biomerieux, 43041), MacConkey aga-
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ra (Merck, 105465) ve koagiilaz pozitif stafilokok
tiirlerine spesifik olan Egg Yolk Tellurite (Merck,
103785.050) Supplement katilmis Baird Parker
agara (Merck, 105406), MRSA agara (Himedia,
M1974) ekimleri gerceklestirildi. Pozitif kontrol
olarak; Edinburg Universitesi Roslin Enstitiisii’n-
den Staphylococcus pseudintermedius ED99 ve
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dali’ndan tedarik edilen S. aureus
ATCC 700699 suslar1 kullanilmistir.

Ekimleri gerceklestirilen besiyerleri, bakterile-
rin optimal iireme siireleri dikkate alinarak aerobik
ortamda 37°C’de inkiibatorde inkiibasyona birakil-
d1 ve izolasyonu gergeklesen bakteri kolonileri de-
gerlendirildi.

[zolasyonu gergeklesen saf bakteri kolonilerine
Gram boyama (Biomerieux,55542) yontemi uygu-
land1 ve Gram Ozellikleri belirlendi. Gram pozitif
kok sekilli mikroskobik morfoloji gosteren bakteri-
lere katalaz (Biomerieux,55561) ve koagiilaz (Mer-
ck,1133006) testleri uygulandi. VITEK 2 Compact
(Biomerieux, France) otomatize sistem cihazi ve
API Staph (Biomerieux, France) ile identifikasyon-
lar1 gerceklestirildi.

Antibiyotik Duyarhhk Testi

Identifiye edilen stafilokok tiirlerinin metisilin di-
rengliligini ortaya koymak amaciyla mikrodiliisyon
yontemi ile MiK (minimal inhibitor konsantrasyon)
degerleri tespit edildi ve Klinik Laboratuvar Stan-
dartlar1 Enstitiisiine (CLSI, M02-A12 ve M07-A10,
2017) gore yorumlandi. izolatlarda VITEK 2 Com-
pact otomatize sistem cihazi ile AST-GP kartlar1
kullanilarak mikrodiliisyon yontemi ile toplamda
17 adet antibiyotige bakildi ve duyarlilik/direng-
lilik profilleri belirlendi. Metisilin direngliliginde
rol oynayan Sefoksitin Tarama ve Oksasilin, AST
kartlarinda ayrica belirtilmekte ve cihaz uyar1 ver-
mektedir.

Bulgular

Hayvan tiirleri, bu hayvanlara ait numune tiirleri,
izole edilen stafilokok tiirleri ve bu tiirlerin meti-
silin direngliligi ile ilgili bilgiler ve bulgular Tab-
lo-1’de belirtilmistir.

Tablo-1: Hayvan orneklerinden izole edilen stafilokok tiirleri ve metisilin direncli stafilokok izolatlar

Numune Tiirii

Hayvan Tiirleri ve izole Edilen Stafilokok Tiirleri

Metisilin Direncli
Stafilokoklar

Kopek (n=20) |S. aureus (n=1)

S. pseudintermedius (n=9), MRSP (n=1)
S. epidermidis (n=1), MRCNS (n=1)

S. intermedius (n=2), MRSI (n=2)
S. chromogenes (n=3), MRCNS (n=3)

MRCNS (n=12)

Deri svabi Kedi (n=1)

S.chromogenes (n=1)

MRSA (n=2)

(n=29)

At (n=8)

S. hyicus (n=1)

S. aureus (n=3), MRSA (n=2)

S. capitis (n=2), MRCNS (n=2)

S. haemolyticus (n=1), MRCNS (n=1)
S. chromogenes (n=4), MRCNS (n=4)
S. xylosus (n=1), MRCNS (n=1)

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

Kedi (n=2)

G0z svabi

Koagiilaz Pozitif Staphylococcus spp. (n=1)
S. chromogenes (n=1)

(n=4) Kopek (n=1) S. aureus (n=1)

Inek (n=1)

Koagiilaz Pozitif Staphylococcus spp. (n=1)
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Numune Tiirii Hayvan Tiirleri ve izole Edilen Stafilokok Tiirleri Metisilin Direncli
Stafilokoklar
S. epidermidis (n=2), MRCNS (n=1)
Staphylococcus spp. (n=1)
; _ S. aureus (n=1)
) Inek (n=6) S. chromogenes (n=2), MRCNS (n=1) MRCNS (n=3)
Stit (n=8) S. simulans (n=1) MRSA (n=1)
S. capitis (n=1), MRCNS (n=1)
Koyun (n=1) S. aureus (n=1), MRSA(n=1)
Keg¢i (n=1) S. aureus (n=1)
Vaginal svap Kopek (n=1) S. pseudintermedius (n=1)
(n=2) Keg¢i (n=1) S. aureus (n=1)
i _ S. aureus (n=2)
Yara svabi Képek (n=3) S. pseudintermedius (n=1)
(n=5) . S. aureus (n=2)
Kedi (n=2) S. caprae (n=1)
S. pseudintermedius (n=1)
S. aureus (n=3)
Kopek (n=5) S. haemolyticus (n=1)
S. simulans (n=1)
Kulak svabi S. capitis (n=1)
(n=9) S. chromogenes (n=2)
S. simulans (n=1)
Kedi (n=4) Koagiilaz Pozitif Staphylococcus spp. (n=2)
Koagiilaz Negatif Staphylococcus spp. (n=1)
S. aureus (n=1)
Deri kazintisi _ Stap hy.l?cochs spp- (n=1)
(n=2) At (n=2) S. capitis (n=1)
S. hominis (n=1)
Ir1£1 e Kopek (n=1) S. aureus (n=1)
(n=1)
idrar stvist Kedi (n=1) S. aureus (n=1)
(n=2) Kopek (n=1) S. aureus (n=1)
Piyoderma igerik 1y 5ok (a=1)  |S. aureus (a=1)
(n=1)
Fls_tul svabi Kopek (n=1) S. aureus (n=1)
(n=1)
I(flizf‘)l svap Kedi (n=1) S. simulans (n=1), MRCNS (n=1) MRCNS (n=1)

Nekropsi materyali
(n=2)

Kanarya (n=1)

S. auricularis (n=1)

Oglak (n=1)

S. xylosus (n=1)

Toplam Numune
tirt = 67

Toplam hayvan

tirti=67

Toplam izolat sayisi= 80

MRCNS (n=16)

MRSA (n=3)

MRSI (n=2)

MRSP (n=1)

Toplam Metisilin Direngli
Stafilokok izolat sayis1 =22
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Tartisma ve Sonug¢

Hayvanlarda metisilin direngli S. aureus 1975 yilin-
dan itibaren bildirilmektedir [5]. Devriese ve ark.
[5], 20 adet inekden toplanan siit drneklerinde 68
adet MRSA susunun izole edildigi ve bu suslarin tek
bir insan kaynagindan bulastigini ileri siirmiislerdir.
Insanlardan izole edilen S. aureus suslarinim ciftlik
hayvanlarina tasinmasi, 1963 yilinda Moeller ve
ark.[19] tarafindan da bildirilmistir. Ayn1 zamanda
47 adet koyundan toplanan siit 6rneklerinde yapilan
bir ¢calismada da %29.8’inde mecA pozitif S. au-
reus izole edilmigtir [21]. Koyun ve kegi siitlerinde
MRSA izolasyonu ve tastyiciligi ile ilgili caligmalar
inek siitiine gore daha az sayida rapor edilmistir [2,
8, 31], calismamizda ise ciftliklerden getirilen siit
orneklerinde, koyun siitiinden izole edilen 1 adet
MRSA izolat1 bulunmaktadir.

Diger bir taraftan 6zellikle atlardan izole edilen
ilk MRSA, Hartmann ve ark.[14] tarafindan post-
operatif bir yaradan elde ettikleri bildirilmistir. Bu-
nunla birlikte diger bir ¢aligmada deri infeksiyonlari
bulunan atlarin 512 adet 6rneginden 75 adet S. au-
reus izole edilmis ve bunlarin ikisinde mecA geni
tasiyiciligl bulunarak MRSA olarak konfirme edil-
mistir [3]. Atlardaki sporadik infeksiyonlara neden
olan MRSA’larin insanlardan direkt olarak tagindi-
gini ileri stiren ¢aligmalar mevcuttur [28,29]. Labo-
ratuvarimiza ulastirilan 8 adet at deri svabindan 3
adet S. aureus izole edilmistir ve bunlarin 2 adedi
MRSA olarak konfirme edilmistir. Atlar veteriner
fakiiltesi hayvan hastanesine getirilmeden, at ¢ift-
liginde toplanan 6rnekler laboratuvara gonderilmis-
tir. Bu 6rneklerden izole edilen S. aureus suslarinin
insanlar ve diger hayvanlar i¢in potansiyel bir kay-
nak olup olmadigiyla ilgili genotipik ¢alismalarin
planlanmasi dogru bir yaklasim olacaktir.

Ayni1 zamanda saglikl atlardan izole edilen ko-
agiilaz negatif Staphylococcus (CNS) tiirlerinde de
mecA geni tespit edilmis ve Japonya’da uygulanan
bu calismada %29,5 oraninda mecA pozitif izolatlar
elde edilmistir [35]. Bizim ¢alisgmamizda yukarida
bahsettigimiz MRSA izolasyonu yapilan atlarin bi-
rinde, 2 adet MRCNS izolat1 da bulunmustur. Bu
tirler S. xylosus ve S. capitis olarak izole edilmis-
tir. Ayrica atlardan izole ettigimiz diger MRCNS
tirleri S. chromogenes ve S. haemolyticus’dur. Bu
sonucumuz ise Duijkeren ve ark.’nin [7] hayvan-

larda metisilin direngli Staphylococcus tiirlerinin
arastirilmasi sirasinda atlarda 4 adet mecA-pozitif
S. haemolyticus susunun elde etmesi ve bu susla-
rin ¢oklu antibiyotik direnci bulunmasi ile uyumlu
bulunmustur. Calismamizdaki atlardan izole edilen
S. haemolyticus susunun oksasilin, sefoksitin, pe-
nisilin, ampisilin/sulbaktam ve sefaleksin’e karsi
diren¢li bulunurken; gentamisin ve klindamisin’e
kars1 duyarli bulunmustur.

Son yillarda pek ¢ok iilkede mastitise neden
olan bakteriyel etkenler arasinda koagiilaz negatif
stafilokoklarin (CNS) yer almasi ve bakteriyel et-
kenlerin antibiyotiklere karst gosterdikleri c¢oklu
direng sebebiyle siit¢ii isletmelerinde ekonomik ka-
yiplara neden oldugu bildirilmistir [11,23,32]. Hos-
seinzadeh ve Saei [15], Iran’in Dogu ve Bat1 Azer-
baycan bdlgelerinde bulunan yedi siit¢ii inek siirii-
stine ait 158 siit 0rnegini bakteriyolojik ve molekii-
ler (PCR-RFLP) yontemlerle inceledikleri bir ¢alig-
mada 113 (% 71.5) ornekten bircok stafilokok tiirii
izole etmislerdir. 113 adet izolattan 5’ini (% 4.4) S.
aureus, 108’ini (% 95.6) ise CNS olarak identifi-
ye etmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri 108 CNS
tiiriniin 44°tnd (% 40.7) S. haemolyticus, 17 sini
(% 15.7) S. chromogenes, 11’er adedini (% 10.2) S.
epidermidis, S. arneri ve S. cohnii, 6’smi1 (% 5.5) S.
simulans, 4Gnl (% 3.7) S. hominis, 3’tni (% 2.7)
S. capitis ve 1’ini (% 0.9) de S. xylosus olarak ta-
nimlamiglardir. Klinik mastitis olgularindan ise sa-
dece S. haemolyticus, S. chromogenes ve S. warneri
izole edilmistir. Bizim caligmamizda ise mastitis
sikayetiyle laboratuvarimiza gelen toplamda 6 adet
inek siitii 6rneginden, 6’s1 CNS olarak saptanirken,
uygulanan antibiyogram testi sonucunda 3’linde
MRCNS tespit edilmistir. Toplam izolat sayisina
gore siitteki CNS oran1 %7,5 iken; toplam metisilin
direngli stafilokok izolat sayisina gére MRCNS ora-
n1 %13,6 olarak bulunmustur. Mastitis olgularinda
inek siitlerinden izole edilen MRCNS oran1 %13,6
iken, koyun keci siitlerinde ise MRCNS izolasyo-
nu gerceklesmemis ancak MRSA orani %4,5 olarak
bulunmustur.

2005 yilinda yeni bir stafilokok tiirii olan Stap-
hylococcus pseudintermedius tanimlanmistir [6].
Daha once fenotipik dzelliklerine gore S. interme-
dius olarak tanimlanan izolatlar daha sonra mole-
kiiler teknikler kullanilarak yeniden siniflandiril-
mustir [27]. S. pseudintermedius saglikli kopeklerin
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%90’1ndan izole edilebilir ve deri infeksiyonlarinin
(piyoderma, dermatitis vb.) altta yatan nedenlerin-
den biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir [9,13,26].
Kawakami ve ark. [17], kopek piyodermasina neden
olan en 6nemli patojenin S. pseudintermedius’un ol-
dugunu ileri stirmiislerdir [17]. Cin ve Japonya’da
piyodermali kdpekler iizerine yapilan iki arastirma-
da MRSP prevalansi sirasiyla %48 ve %66 olarak
bulunmustur [10,17]. Retrospektif calismamizda ise
kopeklerin deri, yara, kulak ve vaginal svaplarindan
12 adet S. pseudintermedius ve 2 adet S. intermedius
izole edilmis ve bunlarin 1 adedi MRSP ve 2 adedi
MRSI olarak izole edilmistir. MRSP infeksiyonlari-
nin kdpeklerde kedilere gore daha yaygin oldugunu
igeren bildirimler mevcuttur [16,20]. Calismamizda
bulunan kedilerden toplanan 6rneklerde de S. au-
reus ve ayrica koagiilaz pozitif stafilokoklar (CPS)
izole edilmistir ancak tiplendirilemeyen CPS’ler la-
boratuvarimizda sarflarin azaldigi donemlere denk
gelmis ve daha sonra tiplendirilmek iizere saklan-
mustir. Kedilere ait S. aureus izolatlarimiza uygula-
nan mikrodiliisyon antibiyogram sonucunda metisi-
lin direncliligine rastlanmamustir.

Hollanda’da yapilan bir arastirmada, hayvan-
larla temasi olmayan insanlardan gelen burun svap-
larinin sadece %4’i MRSP pozitif iken, MRSP ile
infekte kopekle temasi olanlarin %36’s1 ve kediyle
temast olanlarm %31°1 MRSP pozitif bulunmustur
[12]. Bu da, zoonotik 6neme sahip bu mikroorga-
nizmanin konakgist olan kedi ve kopeklerin bulag-
madaki roliinii ortaya koymustur ve uyguladigimiz
calismada metisilin direncliliginde ki artig arastirma
konusu olarak ilgimizi ¢ekmistir.

Kuzey Kibris Tirk Cumbhuriyeti’nde Yakin
Dogu Universitesi Hayvan Hastanesine cesitli sika-
yetlerle getirilen hayvanlardan 67 adet 6rnek top-
lanmig ve 80 adet stafilokok tiirli izole edilmistir.
Bu stafilokok tiirlerinin 22 adedi metisiline direngli
bulunmugtur. CLSI standartlarina gore yorumlanan
antibiyogram sonuglarinda ¢oklu antibiyotik di-
rengliliklerine de rastlanmis ve bu yonde uygulana-
cak calismalara ihtiya¢ duyulmustur.

Sonug olarak; hem insanlarin hem de hayvanla-
rin firsat¢l patojeni olan stafilokok tiirlerinde, artan
antibiyotik direncliliklerinin ve bu tiirlerin tasin-
masinda rezervuar gorevi goren hayvanlarin belir-
lenmesi her iki popiilasyon i¢inde ¢ok Onemlidir.
Antibiyotiklere diren¢ kazanmis bakterilerin neden

oldugu infeksiyonlarda; duyarl antibiyotik se¢imi
ve buna yonelik olarak dogru tedavi protokolleri-
nin uygulanmasi ayni zamanda hastalarin tedaviye
cevap vermeleri, hastanede kalma siireleri ve tedavi
giderlerinin azaltilmasina yonelik ¢aligsmalarin art-
masi tlilkemiz ag¢isindan 6nem arz etmektedir. Zoo-
notik karakterdeki MRSA gibi bakteriler igin ciddi
saglik tedbirlerinin alinmasi ve tastyicilig ile ilgili
miicadele programlarinin baglatilmast gerekliligi
tekrar ortaya ¢ikmustir.
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Lactococcus garvieae 1zolatlarinin Antimikrobiyal Direnc Profillerinin
Fenotipik ve Genotipik Olarak Belirlenmesi
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Ozet: Antimikrobiyel ajanlarin su iiriinleri yetistiriciligindeki yogun ve bilingsiz kullanim1 sucul ortamda antibiyotik
direngli bakterilerin ve antibiyotik diren¢ genlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu gibi durumlarda su ve sediment
antibiyotik direng genleri i¢in rezervuar durumuna doniisebilir ve bu genler horizontal gen transferi ile insan ve balik
patojenleri arasinda yayilabilirler. Bu c¢alismada Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis 25 L. garvieae izo-
latiin 14 farkli antibiyotige kars1 duyarliliklar1 Kirby Bauer disk difiizyon yontemiyle belirlendi. izolatlarin sahip
olduklart cesitli antibiyotik diren¢ genlerinin varlig1 spesifik primer ¢iftlerinin kullanildigi PCR metodu ile belirlendi.
Ayrica izolatlar arasindaki olasi klonal iliskiler RAPD-PCR metodu ile ortaya konuldu. izolatlarin tamammin en az 4
farkli antibiyotige karst direngli oldugu, bir izolatin ise 9 farkli antibiyotige kars1 direng ile en yiiksek direng profiline
sahip oldugu belirlendi. izolatlardan birinin (%4) sull direng genine, altisinin (%24) su/ll direng genine ve bir izolatin
(%4) tetD direng genine sahip oldugu belirlendi. izolatlarin ERIC2 primeri ile 3 farkli genotipe ayrildig1 ve izolatlarin
biiyiik bir béliimiiniin (16 izolat) baskin tip olan LG2 genotipine dahil oldugu belirlendi. Caligmada ¢oklu ilag direncinin
yiiksek oranda saptanmasi balik hastaliklarinin tedavisinde uygun antimikrobiyel ajanlarin se¢ilmesinin 6nemini ortaya
koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, antibiyotik diren¢ geni, genotiplendirme, L. garvieae

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

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

Key words: Antibiotic, antibiotic resistance gene, genotyping, L. garvieae

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Lactococcus garvieae (L. garvieae) enfeksiyonlari-
nin tedavisinde en etkin yol patojene karsi antibi-
yogram yaparak en etkili antibiyotigi tespit ederek
uygulamaktir [14]. Ancak balik hastaliklarinin teda-
visinde kullanilan antibiyotiklerin kullanimina son
zamanlarda cesitli iilkeler tarafindan kisitlamalar
getirilmistir. ABD’de baliklarda sulfamerazin, ok-
sitetrasiklin dihidrat, sulfadimetoksin-ormetoprim

ve florfenikol’lin yasal kullanimina izin verilirken
[4], Ingiltere’de sadece ii¢ adet antibiyotik (flor-
fenikol, oksitetrasiklin ve amoksisilin) su iiriinleri
yetistiriciliginde kullanim igin lisans almistir [18].
Ulkemiz su iiriinleri yetistiriciliginde ¢ok cesitli
antibakteriyellerin kullanildig1 bildirilmis olmasina
ragmen, Gida Kontrol Genel Midiirliigii verilerine
gore baliklarda kullanilabilecek 40 adet ruhsatli an-
tibakteriyel iiriin bulunmakta ve bu tiriinlerin ise bes
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farkli etken madde, florfenikol, oksitetrasiklin HCI,
enrofloksasin, siilfadiazin-trimetoprim ve amoksisi-
lin trihidrat icerdigi goriilmektedir [9].

Genel olarak L. garvieae enfeksiyonlarinin te-
davisinde eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin
ve diigiik diizeyde doksosilin en sik olarak kulla-
nilan antibiyotiklerdir [28]. Ancak streptokokkal
balik patojenlerinde antibiyotik kullanimima bagh
olarak antibiyotiklere kars1 direng gelistigi bildiril-
mistir [2, 3]. Bir izolatta birden fazla kemoterapotik
ajana karsi direncin gelistigi ¢oklu direng sik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bakteriyel populasyonlarda-
ki antibiyotik direng¢ genlerinin yayilimi horizontal
gen transferinin ¢esitli mekanizmalar1 yoluyla ger-
¢eklesmektedir. Streptokokkal balik patojenlerinde
en yaygin gen transfer mekanizmasi plazmid iligkili
transferdir. Akuvatik Streptokok tiirlerinde antibi-
yotik direnciyle ilgili ilk rapor Japonya’da kiiltiire
edilen sarikuyruk baliklardan yapilmigtir. Caligma-
da makrolid, linkomisin ve tetrasikline kars1 orta dii-
zeyde direng olustugu ve direng genlerinin yapisal
olarak ekspresse oldugu ve transfer edilemez oldu-
gu ortaya konulmustur. Yine ayni ¢alismada makro-
lid, linkomisin, tetrasiklinler ve kloramfenikole kar-
s1 yiiksek diizeyde direng olustugu ve iligkili direng
genlerinin transfer edilebilir ve indiiklenebilir oldu-
gu belirlenmistir. Arastirmacilar antibiyotik direng
determinantlarinin diren¢ (R) plazmidlerinde ya da
tranposonlarda lokalize oldugunu tahmin etmisler-
dir [2]. Bu bulgular, eritromisin, oksitetrasiklin ve
linkomisin direngli L. garvieae izolatlarindan izole
edilen R plazmidlerinin karakterizasyonuna neden
olmus ve ermB ve tet(S) direng genlerinin varligini
ortaya ¢ikarmistir [11]. 170 adet L. garvieae izolati-
nin antibiyotik duyarlilik testi sonucu izolatlarin ne-
redeyse yarisinin ayni anda eritromisin, limkomisin
ve oksitetrasikline direngli oldugu ve tiim direncli
izolatlarin ermB ve tet(S) direng genlerine sahip ol-
duklar1 ortaya konulmustur [13]. Iran’da yapilan ¢a-
lismada 49 L. garvieae izolatinin %65,3’1 enroflok-
sasin’e, %42,8’1 eritromisin’e, %40,8°1 kloramfeni-
kol ve trimetoprim-+sulfametoksazol ve %38,7 sinin
tetrasiklin’e kars1 direngli oldugu bulunmus ve test
edilen 49 izolatin tamamini en az bir tetrasiklin di-
reng geni tasidigr saptanmistir [22]. Ulkemizde L.
garvieae izolatlarinda antibiyotik diren¢ genlerinin
varliginin belirlendigi bir ¢calismada izolatlarin en
yaygin olarak tetrasiklin (fefB) direng geni tasidigi
ortaya konulmustur [26].

Bu ¢alisma ile Tiirkiye’nin degisik bdlgelerin-
den izole edilmis olan L. garvieae izolatlarinin anti-
mikrobiyal aktiviteleri ve izolatlarin sahip olduklar1
bazi antibiyotik diren¢ genleri belirlenmis ve izo-
latlar arasindaki genetik iligkiler Random Ampli-
fied Polimorfik DNA-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD-PCR) metodu ile ortaya konulmustur.

Materyal ve Metot

Bakteriyel izolatlar: Calismada Tiirkiye’nin degi-
sik bolgelerinden izole edilmis olan 25 adet Gok-
kusag1 alabalig1 kokenli L. garvieae saha izolat1 ve
L. garvieae ATCC 43921 referans susu kullanildi
(Tablo 1). izolatlar Trypticase soy broth’a (Merck,
Almanya) pasajlandi ve 25 °C’de 24 saat inkiibe
edilerek canlandirildi.

L. garvieae Spesifik PCR: izolatlarm DNA
ekstraksiyonlar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon
esasma dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (In-
vitrogen, Kanada) kullanilarak yapildi. Kit igeri-
gine ek olarak Gram pozitif bakteriler i¢in 0,06 g
Tris-HCI, 0,15 g EDTA, 240 ml Triton X-100, 0,4 g
lizozim’den olusan 20 ml lizozim lizis buffer hazir-
landi. L. garvieae izolatlar genetik olarak tiir spesi-
fik pLG-1 (5’-CATAACAATGAGAATCGC-3’) ve
pLG-2 (5’-GCACCCTCGCGGGTTG-3’) primer
setinin kullanildigr PCR metodu ile konfirme edildi
[30]. L. garvieae spesifik 1100 bp’lik son amplifi-
kasyon {irliniiniin goriildiigl izolatlar L. garvieae
olarak degerlendirildi. PCR c¢alismasinda pozitif
kontrol olarak L. garvieae ATCC 43921 susu kul-
lanildi.

Disk Difiizyon Testi: izolatlarn antibiyotik
profillerinin belirlenmesinde Kirby Bauer disk di-
flizyon metodu kullanildi. izolatlarn amoksisilin
(10 pg), ampisilin (10 pg), enrofloksasin (5 pg),
eritromisin (15 pg), florfenikol (30 pg), flumeku-
in (30 pg), gentamisin (10 pg), kanamisin (30 pg),
neomisin (30 pg), oksitetrasiklin (30 pg), oksolinik
asit (2 pg), sefoperazon (75 pg), trimetoprim (5 pug)
ve trimetoprim+sulfametoksazol (25 pg) (Bioa-
nalyse, Tiirkiye) olmak iizere 14 farkli antibiyotige
kars1 direng profilleri belirlendi. Bu amagla her bir
bakteri Brain Heart Infusion agarda 25 °C’de 24-48
saat inkubasyona birakilarak subkiiltiire edildi. Elde
edilen bakteri subkiiltiirleri McFarland 0.5 standar-
dina gore ayarlandi ve silispansiyonlariin her bi-
rinden 0,1 ml alinarak Miieller-Hinton agara steril
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svap yardimiyla ekimleri yapildi. Daha sonra ekim
yapilan petrilere antibiyotik diskleri yerlestirilerek
25 °C’de 24-48 saat inkube edildi. Inkubasyon son-
ras1 diskler etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari
Olciildi ve sonuglar referans degerlerle karsilastiri-
larak degerlendirme yapildi [5].

Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Belirlen-
mesi: Calismada kullanilan L. garvieae izolatla-

rinda eritromisin (ermB, ermF), florfenikol (floR),
sulfanamid (su/l, sulll ve sullll), tetrasiklin (fetA,
tetB, tetC, tetD, tetE ve tetG) ve trimetoprim (dhfil)
antibiyotik diren¢ genlerinin varlign PCR metodu
ile arastirildi. Calismada kullanilan oligoniikleotid
primer dizileri ve bu dizilere ait beklenen PCR son
iiriin boyutlar1 Tablo 2’de verildi.

Tablo 1. Calismada kullanilan L. garvieae saha izolatlari, izolasyon yerleri ve tarihi

No izolatlar izolasyon Yeri izolasyon Yih
1 Cob S Mugla Akdeniz 2001
2 Alk S Antalya Akdeniz 2002
3 Haykas 12B Isparta Akdeniz 2012
4 Anakas 12B Isparta Akdeniz 2012
5 Kep B Antalya Akdeniz 2001
6 Yal B Isparta Akdeniz 2012
7 Can B Isparta Akdeniz 2012
8 Goz B Mugla Akdeniz 2001
9 Cift B Eskisehir I¢ Anadolu 2012
10 Esk B Eskisehir I¢ Anadolu 2017
11 Sam ED Samsun Karadeniz 2010
12 Sam EK Samsun Karadeniz 2010
13 OrYDD Ordu Karadeniz 2014
14 Or YDB Ordu Karadeniz 2014
15 Or YDE Ordu Karadeniz 2014
16 Or YDF Ordu Karadeniz 2014
17 SK 68D Aydin Ege 2011
18 SK 45K Aydin Ege 2011
19 SK 31K Aydin Ege 2011

20 SK 19K Aydin Ege 2011

21 SK 67K2 Aydin Ege 2011

22 SK 66B Aydm Ege 2011
23 SK 53K Aydin Ege 2011
24 SK 65B Aydin Ege 2011
25 37K Aydin Ege 2011
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Tablo 2. Antibiyotik diren¢ genlerinin belirlenmesinde kullanilan primer setleri

Primerler Primer Dizileri Hedef Gen PCR;{::;H Bo- Kaynak
ermB-F GAAAAGGTACTCAACCAAATA R 639 24]
ermB-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC erm
ermF-F CGGGTCAGCACTTTACTATTG . 466 4]
ermF-R GGACCTACCTCATAGACAAG erm
floR-F TATCTCCCTGTCGTTCCAG
floR-R AGAACTCGCCGATCAATG floR 399 [27]
Sull-F CGCACCGGAAACATCGCTGCAC I 163 P
Sull-R TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG S
Sulll-F TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 1 o1 20]
Sulll-R CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG su
SulllI-F TCCGTTCAGCGAATTGGTGCAG I 128 20]
Sullll-R TTCGTTCACGCCTTACACCAGC
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC oA 210 -
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG €
tetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG B 659 07
tetB-R GTAATGGGCCAATAACACCG ¢
tetC-F CTTGAGAGCCTTCAACCCAG o 418 (17
tetC-F ATGGTCGTCATCTACCTGCC ¢
tetD-F AAACCATTACGGCATTCTGC oD 287 017
tetD-R GACCGGATACACCATCCATC ¢
tetE-F AAACCACATCCTCCATACGC E 278 -
tetE-R AAATAGGCCACAACCGTCAG ¢
tetG-F GCTCGGTGGTATCTCTGCTC oG 468 07
tetG-R AGCAACAGAATCGGGAACAC ¢

dhfrl-F AAGAATGGAGTTATCGGGAATG dhil 301 271

dhfr1-R GGGTAAAAACTGGCCTAAAATTG

Direng genlerinden ermB, floR, sull, sulll,
tetA, tetB ve tetC’ye ait pozitif DNA ornekleri Dr.
Mustafa Tiire (Su Uriinleri Merkez Arastirma Ens-
titiisit Midiirliigii, Trabzon) ve Dr. Muhammed Du-
man’dan (Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Su Uriinleri Hastaliklar1 Anabilim Dali, Bursa) te-
min edildi.

Eritromisin diren¢ genlerinin belirlenmesin-
de Roberts ve ark. [24]’lin bildirdigi PCR yontemi
modifiye ve optimize edilerek kullanildi. ermB ve
ermF direng¢ genlerinin belirlenmesinde tekli PCR
denemeleri gergeklestirildi. PCR amplifikasyonu
icin 25 pl PCR reaksiyon karisimi olusturuldu. Bu
karisim DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1,5
mM of MgCl,, her bir dNTP’den 0,12 mM, 1,5 U
Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1
pmol ve 3 ul template DNA’dan olusturuldu. Olus-

turulan bu karisim 94°C‘de 5 dk 6n denatiirasyonu
takiben 94°C‘de 30 sn denatiirasyon, 50°C*‘de 30
sn primer baglanma, 72°C‘de 45 sn uzama olmak
tizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama kosul-
larinda amplifiye edildi.

Florfenikol diren¢ geninin (floR) belirlenme-
sinde Van ve ark. [27]’nin bildirdigi PCR yonte-
mi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. PCR
amplifikasyonunda PCR water, 1xPCR Buffer, 1,5
mM of MgClL, her bir ANTP’den 0,12 mM, 1,5 U
Taq polymerase (Fermentas), her bir primer’den 1
pmol ve 3 ul template DNA igeren 25 pl PCR reak-
siyon karigimi olusturuldu. Olusturulan bu karisim
94°C*de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C‘de 30
sn denatiirasyon, 50,5°C’de 30 sn primer baglan-
ma, 72°C*de 45 sn uzama olmak iizere 35 siklus ve
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72°C*de 10 dk son uzama kosullarinda amplifikas-
yon islemine tabi tutuldu.

Sulfonamid direng genlerinin belirlenmesinde
Pei ve ark. [20]’nin bildirdigi PCR yontemi modi-
fiye ve optimize edilerek kullanildi. sull, sulll ve
sullll direng genlerinin belirlenmesinde tekli PCR
denemeleri gerceklestirildi. PCR amplifikasyonun-
da DEPC-treated water, 1xPCR Buffer, 1,25 mM of
MgCl,, her bir dANTP’den 0,12 mM, 1,75 U Taq pol-
ymerase (Fermentas), her bir primer’den 1 pmol ve
3 ul template DNA i¢eren 25 ul PCR reaksiyon kari-
sim1 olusturuldu. Olusturulan bu karisim 95°C*de 5
dk 6n denatiirasyonu takiben 95°C*de 15 sn denatii-
rasyon, sull i¢in 55,9°C’de, sulll igin 60,8°C’de ve
sullll igin 60°C’de 30 sn primer baglanma, 72°C‘de
30 sn uzama olmak iizere 40 siklus ve 72°C*de 7 dk
son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

Tetrasiklin diren¢ genlerinin belirlenmesinde
Ng ve ark. [17]’nin bildirdigi PCR ydntemi modi-
fiye ve optimize edilerek kullanildi. Bu amacla iki
farkli Multipleks PCR denemesi ger¢eklestirildi. Bi-
rinci denemede tetB, tetC ve tetD genlerinin, ikinci
denemede ise tetA, tetE ve tetG genlerinin varlig
belirlendi. PCR amplifikasyonunda DEPC-treated
water, 1XPCR Buffer, 2,0 mM of MgCl,, her bir
dNTP’den 0,3 mM, 1,5 U Taq polymerase (Fermen-
tas), her bir primer’den 1 pmol (1. denemede tefB,
tetC ve tetD primerleri, 2. denemede tetA, tetE ve
tetG primerleri kullanild1) ve 3 pl template DNA
iceren 50 ul PCR reaksiyon karigimi olusturuldu.
Olusturulan bu karisim 94°C*de 5 dk 6n denatiiras-
yonu takiben 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 55°C‘de
1 dk primer baglanma, 72°C‘de 1,5 dk uzama olmak
tizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk final uzama kosul-
larinda amplifikasyon iglemine tabi tutuldu.

Trimetoprim diren¢ geninin (dAhfrrl) belirlen-
mesinde Van ve ark. [27]’nin bildirdigi PCR yon-
temi modifiye ve optimize edilerek kullanildi. PCR
amplifikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR
Buffer, 1,25 mM of MgCl,, her bir dNTP’den 0,12
mM, 1,75 U Taq polymerase (Fermentas), her bir
primer’den 1 pmol ve 3 pl template DNA igeren 25
ul PCR reaksiyon karigimi olusturuldu. Olusturulan
bu karisim 95°C*de 15 dk 6n denatiirasyonu takiben
94°C*de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 sn primer
baglanma, 72°C‘de 1 dk uzama olmak tizere 30 sik-

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

Tiim PCR analizleri sonrasi olusan son amp-
lifikasyon iriinlerinin goriintiilenmesinde etidium
bromid (2 mg/ml) iceren %1,5-2’lik agaroz jel kul-
lanildi. Jel elektroforezi sonrasin olusan iiriinler UV
transilluminatdr ile goriintiilendi.

Izolatlar Arasi Klonal iliskinin Belirlenmesi:
Izolatlar arasindaki klonal iliskinin ortaya konmasi
amaciyla rastgele gogaltilmis polimorfik DNA-poli-
meraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) metodu kul-
lanildi. Bu metotta random primer olarak “Entero-
bacterial repetitive intergenic consensus” dizgileri-
ne 6zgii ERIC-2 primeri (5’-AAGTAAGTGACTG-
GGGTGAGCG-3") kullanild1 [29]. Olusan RAPD
paternlerinin dendogramlar1 UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Averages) ile,
CHEF-DR® III, Quantity One® yazilimi1 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) kullanilarak c¢izildi.
RAPD analizinin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi
amaciyla rastgele 7 izolat se¢ildi ve analiz arka ar-
kaya 3 kez tekrarlandi. Izolatlar arasindaki genetik
yakinlik % 70 benzerlik katsayisina gore hesaplan-
d.

Bulgular

L. garvieae Spesifik PCR: Calismada kullanilan
izolatlar L. garvieae tiir spesifik PCR uygulama-
styla molekiiler olarak konfirme edildi. L. garvie-
ae spesifik PCR sonucunda tiim izolatlarin 1100 bp
amplifikasyon iiriinii verdigi saptandi (Sekil 1).

M 1 2 SIS RS R O

ORI 08 11

pE—
/

\

Sekil 1. L. garvieae spesifik PCR (1100 bp). M; Marker
(100 bp Plus DNA Marker), 1; L. garvieae ATCC 49156,
2; Negatif Kontrol (Distile su), 3-11; L. garvieae saha
izolatlar1
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Disk Difiizyon Testi: L. garvieae saha izolat-
larinin ¢aligmada kullanilan 14 farkli antibiyotige
kars1 degisik diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sa-
hip olduklar1 belirlendi. izolatlarin tamaminin en az
4 farkli antibiyotige karsi direncli oldugu, bir izo-
latin (Yal B izolat1) ise 9 farkli antibiyotige karsi
direng ile en yiiksek diren¢ profiline sahip oldugu
belirlendi. Izolatlarin tamaminin flumekuin, genta-
misin, neomisin ve oksolonik asit’e karst direngli
amoksisilin, florfenikol ve sefoperazon’a kars ise
duyarli oldugu saptandi. En diisiik diren¢ oraninin
ise %4 ile oksitetrasiklin ve %12 ile enrofloksasin’e
kars1 sekillendigi goriildii (Tablo 3).

Tablo 3. Calismada kullanilan L. garvieae izolatlarin an-
timikrobiyal profilleri

L. garvieae (n=25)

Antibiyotik n (%)

S 1 R
Amoksisilin 25 (100) - -
Ampisilin 5(20) 20 (80) -
Enrofloksasin 3(12) 19 (76) 3(12)
Eritromisin 22 (88) 3(12) -
Florfenikol 25 (100) - -
Flumequin - - 25 (100)
Gentamisin - - 25 (100)
Kanamisin - 14 (66) 11 (44)
Neomisin - - 25(100)
Oksitetrasiklin 15(60) 9 (36) 1(4)
Oksolinik asit - - 25 (100)
Sefaperazon 25 (100) - -
Trimetoprim 5(20) 2(8) 18 (72)
e 1269 1@

S: duyarly, I: Orta derece duyarli, R: Direngli

Antimikrobiyal Direnc¢ Genlerinin
Belirlenmesi: Calisma kapsaminda incelenen L.
garvieae saha izolatlar arasindan bir izolatin (%4)
sull direng genine, alt1 izolatin (%24) sulll direng
genine ve bir izolatin (%4) tetD direng genine sahip
oldugu belirlendi. izolatlar arasinda ermB, ermF,
floR, tetA, tetB, tetC, tetE tetG ve dhfrl direng
genlerinin varligi saptanamadi. Sadece bir izolatin
(Anakas 12B) birden fazla diren¢ genine sahip oldu-
gu belirlendi (Tablo 4). izolatlarin izole edildikleri
yerler ile sahip olduklar antibiyotik direng genleri
arasinda anlamli bir iligski saptanamadi.

Tablo 4. L. garvieae izolatlarinda saptanan antibiyotik
direng genleri

izolatlar sull sulll tetD
Anakas 12B + + -
Kep B - + -
Cift B - - +
Esk B - + -
Or YDE - + -
SK 66B - 4 =
37K - + -

izolatlar Aras1 Klonal lliski: Izolatlar ara-
s1 genetik iliskinin belirlenmesi amaciyla segilen
ERIC-2 primeri ile farkli cografik bolgelerden izole
edilmis olan 25 L. garvieae saha izolatinin liretken
bant paternleri verdigi gézlendi. ERIC-2 primeri ile
ti¢ farkl1 genotip saptandi ve izolatlar %70 benzerlik
katsayisina gore bir kiime (LG2 ve LG3 nolu ge-
notip) ve bir “unique” tip (LG1 nolu genotip) ige-
risinde siiflandirildi. Baskin genotip olan LG2’ye
izolatlarin 16’sin1n (%64) dahil oldugu, unique tip’e
ise sadece bir izolatin dahil oldugu, diger genotip’e
ise 8 izolatin (%32) saptand (Sekil 2). Testin tekrar-
lanabilirligi %100 olarak bulundu.
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Sekil 2. ERIC2 primeri ile L. garvieae izolatlarinda belirlenen genotipler

Tartisma ve Sonug¢

L. garvieae, baliklarda hiperakut, hemorajik sep-
tisemisi ile seyreden laktokokkozis hastaliginin
etiyolojik ajanidir. Etken ayni zamanda 6nemli bir
zoonotik patojen olarak ele alinmaktadir. Ticari
oneme sahip bir¢ok tatl ve tuzlu su balik tiirlerin-
de laktokokkozis sonucu meydana gelen 6nemli
ekonomik kayiplar su iiriinleri yetistiriciligine za-
rar vermektedir [16]. Bununla birlikte L. garvieae
enfeksiyonlarinda tedavi kemoterapotik ajanlar ile
yapilabilmektedir. Ancak tedavide kullanilan antibi-
yotiklerin kalinti, antimikrobiyal direng gelisimi ve
maliyet gibi faktorler goz Oniine alinarak yapilma-
s1 gerektigi bunun icinde uygun antibiyotik se¢imi
icin etkenin duyarli oldugu antibiyotik belirlenerek
uygulanmasinin biiylik 6nem tagidig1 bildirilmekte-
dir [14].

Ulkemizde yapilan ¢esitli calismalar ile degi-
sik bolge ve illerden izole edilmis olan L. garvieae
izolatlarin sahip oldugu antimikrobiyel aktiviteler
g0z Online serilmistir. Kubilay ve ark., [14] 2001-
2003 yillar1 arasinda Antalya, Isparta, Konya, De-
nizli ve Mugla illerinden izole edilmis yedi L. gar-
vieae izolatinin kanamisin, sefuroksim, linkomisin,
penisilin, norfloksasin, siprofloksasin, ceftriaxone,

klindamisin, vankomisin, okzasilin, streptomisin,
trimetoprim-+sulfametoksazol, gentamisin, aprami-
sin, tylosin, colistin, sulfamethizol, flumekuin ve
oksolinik asit’e direngli olduklarini tespit etmisler-
dir. Calismamizda benzer sekilde flumekuin, genta-
misin ve oksolinik asit’e karst %100 oraninda di-
reng saptanmistir. Kav ve Erganis [12] 2002-2004
yillart arasinda Konya ilinde gokkusagi alabaligi
isletmelerinden elde ettikleri izolatlarin tamaminda
metisilin, okzasilin, kloksasilin, spiramisin, klinda-
misin, linkomisin, gentamisin, neomisin, basitra-
sin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e karsi direng
saptamiglardir. Yapilmis olan galigmada elde edilen
sonuglara gore L. garvieae enfeksiyonlarmin te-
davisinde B-laktam gurubu antibiyotiklerin tercih
edilebilecegi bildirilmigtir. Altun ve ark., [1] disk
difiizyon yontemi ile Tiirkiyenin degisik illerinden
izole edilen 10 gokkusagi alabaligi kokenli L. gar-
vieae izolatinin tamaminin gentamisin, neomisin,
linkomisin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e kars1
direncli olduklarini belirlemislerdir. Oksitetrasiklin
ve eritromisin’e kars1 ise sirastyla %80 ve %90 ora-
ninda yiiksek diizeyde direng saptanmistir. Akdeniz
bolgesinde 2012 yilinda rastlanilan salgindan izole
edilen suslarin benzer sekilde oksitetrasiklin, neo-
misin ve trimetoprim+sulfametoksazol’e kars1 di-
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rengli oldugu bildirilmistir [6]. Tiire ve Boran [26]
calismalarinda kullandiklar1 29 L. garvieae izolati
arasindan 20 izolatin ¢oklu antibiyotik direncine
sahip olduklarini bildirmisler ve en yiiksek direng
oraninin %86,3 ile trimetoprim+sulfametoksazol’e
kars1 sekillendigini bildirmislerdir. Bu calismada
Tiire ve Boran [26]‘nin bildirdigi gibi izolatlarda
yiiksek diizeyde (%100) coklu antibiyotik direnci
saptanmistir. Yapilan ¢alismalardan farkli olarak tri-
metoprim+sulfametoksazol’e karsi ise daha diisiik
diizeyde (%52) direncin sekillendigi belirlenmistir.
Ozellikle son yillarda yapilan calismalarda [6, 26]
calismamiza benzer sekilde florfenikol’e kars1 bir
direncin sekillenmedigi goriilmiis olup L. garvieae
enfeksiyonlarin sagaltiminda bu antibiyotigin kulla-
nilabilir oldugu degerlendirilmistir.

Duyarli bakteriler antibiyotigin hiicre memb-
rani tarafindan dislanmasi, antibiyotigin hiicre ici
modifikasyonu ve/veya deaktive edilmesi, hiicresel
hedefe duyarliliginin azaltilmasi, antibiyotigin hiic-
reden disariya atilmasi ve hiicre i¢i ayristirma gibi
¢oklu ve kompleks mekanizmalar yoluyla antibiyo-
tiklere kars1 direncgli hale gelebilirler [25]. Bu me-
kanizmalar mutasyon ve seleksiyon yoluyla ya da
diger bakterilerden diren¢ kodlayan genetik bilgile-
rin kazanilmasi ile evrimlesebilir. Direng kodlayan
genetik bilgilerin aktarimi horizontal gen transferi
(HGT) araciligiyla gerceklesebilir. HGT igerisinde
konjugasyon (bakteriyel plazmidler ve konjugatif
transpozonlar yoluyla), transformasyon (serbest
DNA’nin ¢evreden alinmasiyla) ve transdiiksiyon
(bakteriyofajlarla) gibi biiyiik bir dl¢iide antibiyo-
tige direngli bakterilerin gelistirilmesinden sorumlu
mekanizmalar bulunmaktadir [15]. Antibiyotik di-
ren¢ genlerinin patojenler arasinda aktarilmasinda
ozellikle, akuvatik ortamlarin 6énem tasidigi ve bu
ortamlarin rezervuar olarak gorev yaptiklart bildi-
rilmektedir [10]. Dolayisiyla balik patojenlerinde
goriilen antibiyotik direncinin ve izolatlarin sahip
olduklar1 diren¢ genlerinin belirlenmesi hem hay-
van sagligi hem de insan sagligi agisindan dnem
tasimaktadir. Ulkemizde ve diinyada L. garvie-
ae izolatlarinin sahip olduklar1 antibiyotik direng
genlerinin ortaya konuldugu smirl sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Tiire ve Boran [26] 28 L. garvieae
saha izolatininda 12 farkli antibiyotik diren¢ geni-
nin varligmi inceledikleri ¢alismalarinda izolatlar
en yaygin olarak tefB (20/28) ve ereB (19/28) di-

reng genlerinin tasidiklarimi saptamislardir. Arag-
tirdiklar diger direng genlerinden 13 izolatin floR,
12 izolatin sulll ve blaTEM (B-lactam direng geni),
3 izolatin su/l, 2 izolatin tetS, dhfrl ve aadA (gen-
tamisin diren¢ geni) tasidigini, izolatlarin higbiri-
nin ereA, blaPSE (B-lactam direng geni) ve ampC
(B-lactam direng¢ geni) tasimadigini ortaya koymus-
lardir. Bununla birlikte izolatlarin tamaminin en az
2 antibiyotik diren¢ geni tagidigini bildirmislerdir.
25 adet L. garvieae saha izolatinin incelendigi bu
calismada ise Tiire ve Boran [26] nin aksine izolat-
larin diisiik diizeyde antibiyotik direng geni tasidigi
belirlenmistir. Calismamizda bir izolatin (%4) sull
direng genine, alt1 izolatin (%24) su/ll direng genine
ve bir izolatin (%4) tetD direng genine sahip oldu-
gu belirlendi. [zolatlar arasinda ermB, ermF, floR,
tetA, tetB, tetC, tetE tetG ve dhfrl direng genleri-
nin varlig1 saptanamamistir. Calismamizla benzer
sekilde Duman [7] 137 L. garvieae saha izolatinin
incelendigi ¢aligmada izolatlarin fetA ve floR direng
genlerine sahip olmadigini belirlemistir. Ancak yine
ayni ¢aligmada her iki ¢alismada ortak olarak arag-
tirtlan genlerden ermB’nin dort izolat da var oldugu
bildirilmistir. Bunun disinda izolatlarin dokuzunda
ermA, yedisinde fefM ve dordiinde fefS direng geni-
ne sahip oldugu belirtilmistir. Calismamizda sul/l ve
sulll direng genine sahip oldugu belirlenen 4, 10 ve
25 nolu izolatin fenotipik olarak trimetoprim+sulfa-
metoksazol’e kars1 direncli, 15 ve 22 nolu izolatin
ise orta diizeyde duyarli olduklar1 belirlenmistir.

Iran’da yapilan bir ¢alismada 49 L. garvieae
izolatinda yiiksek diizeyde (%89.,4) fetA geninin
varligma rastlanilmistir [22]. Ayni ¢alismada ca-
lismamizda buldugumuz tek tetrasiklin diren¢ geni
olan terD ise %15,3 oraninda saptanmistir. Yine
[ran’da yapilan bir baska calismada ise 24 L. gar-
vieae izolati incelenmis ve izolatlarin dokuzunun
ermB, onunun ise zetS diren¢ genine sahip olduklar
belirlenmistir [21]. Calismamizda ise ermB direng
geni saptanamamugtir. Sonuglar farkli cografik bol-
gelerden izole edilen izolatlarin farkli direng genle-
rine sahip olduklarini gostermektedir. Bu farklilik-
larin igletmelerde hastaliklarin tedavisinde bolgesel
olarak kullanilan antibiyotik farkliliklarindan ve/
veya izolatlarin bolgeler aras1 yumurta ve balik na-
killeri ile yayilmasindan kaynaklanabilecegi diisii-
niilmektedir.
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Bakteriyel izolatlar arasinda genetik iligkilerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan metotlar-
dan birisi RAPD-PCR metodur [1, 19]. Arastirma-
cilar bu metotda random primer olarak farkli primer
dizilerinin kullanilabilirligini degerlendirmislerdir.
Ravelo ve ark., [23] farkli cografik bolge ve balik
tiirlerinden izole edilen L. garvieae izolatlarimi P5
ile P6 primerlerinin kullanildigit RAPD-PCR ile ge-
notiplendirmiglerdir. Calismalarinda kullandiklar
izolatlar1 3 genogruba ayirmiglardir. Alabaliklardan
izole edilen Ispanya, Portekiz, Ingiltere ve Tiirkiye
izolatlarmin 1. grupta, yine alabaliklardan izole edi-
len Fransa ve Italya suslarmin 2. grupta ve sarikuy-
ruk baliklarindan izole edilen Japon izolatlar1 ile L.
garvieae NCDO 2155 referans susun ise 3 grupta
kiimelendigini bildirmislerdir. Foschino ve ark., [8]
L. garvieae izolatlar arasindaki genetik iliskiyi be-
lirlemede M13 ve PS5 primerlerini kullanmislardir.
M13 primerinin en iyi ayrim giiciine sahip oldugu-
nu belirlemislerdir. Bu primeri ile italyan balik ve
ciftlik 6rneklerinden elde edilen toplam 81 izolat1 5
kiime igerisinde 52 RAPD genotipine ayirmislardir.
Baliklardan izole edilen izolatlarn ise 3 farkl kii-
meye dagildig1 goriilmiistiir. Sonucta balik ve cift-
lik izolatlar1 arasinda diisiik genetik iligskinin oldugu
belirlenmistir. Altun ve ark., [1] L. garvieae izolat-
larinin ERIC2 primeri ile degisken bant paternleri
verdikleri, dolaysiyla epidemiyolojik arastirmalar-
da bu random primerin kullanilabilir oldugu saptan-
mustir. Arastirmacilar L. garveae izolatlarini 3 farkli
genotip iceren bir kiime icerisinde gruplanmis ve
Ravelo ve ark., [23]’lin ¢alismalarina paralel ola-
rak iilkemizden izole edilen bazi izolatlarin Ispanya
ve Ingiltere izolatlaryla yiiksek oranda benzerlik
gosterdikleri belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada
Tiirkiye kokenli izolatlarin biiyiik bir boliimiiniin (8
izolat) predominant tip olan LG1 genotipine dahil
oldugu belirlenmistir. Calismamizda 25 L. garvieae
saha izolatinin ERIC2 primeri ile iiretken bant pa-
ternleri verdigi gozlenmis ve izolatlar {i¢ farkl ge-
notip igerisine yerlestirilmistir. Izolatlarin 16’smnin
(%64) baskin genotip olan LG2 igerisine dahil oldu-
gu, unique tip’te ise sadece bir izolatin bulundugu
belirlenmistir. izolatlarin biiyiik cogunlugunun Al-
tun ve ark., [1]’in yapmis olduklar1 ¢alismada ol-
dugu gibi baskin bir genotip icerisinde gruplanmis
olmasi Tiirkiye kokenli L. garvieae izolatlarinin tek
bir epidemiyolojik sus ile iligkili olabilecegini gos-
termektedir.

Bu c¢alismada elde edilen veriler izolatlarin
coklu antibiyotik direncine sahip oldugunu ve bazi
izolatlarin antibiyotik diren¢ genine sahip oldugu-
nu gostermistir. Antimikrobiyal direng gelisiminin
oniine gegilebilmesi icin sahada balik hastaliklari-
nin uygun olmayan sekilde tedavi edilmesinin veya
ruhsatsiz antibiyotik kullanimimin onlenmesi i¢in
tedbirlerin almmasi gerekmektedir. Isletmelerde
kullanilan ilaglarin mutlaka regeteli olmasinin ve bu
ilaglarin kayit altina alinmasinin saglanmasi gerek-
mektedir.
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Abstract: A total of 127 stool samples (rectal swab) from diarrheic calves, up to one mouth of age, were collected
during one year period (2014-16) from three cities (Sivas, Malatya and Elazig) located central Turkey. 432 bp partial
sequence of Nsplab gene were amplified. The PCR amplicons were purified and sequenced and deposited to GenBank.
Sequence alignment and phylogenetic analysis being based on partial nucleotide sequences of Nsplab gene was con-
structed. As a result of RT-PCR study, we found that the 3.15% of fecal samples (4/127) were positive for diarrhea calves
from Turkey. The neighbor-joinning tree of partial sequence of Nsplab gene (ORF1a) indicated that strains were substi-
tuted under three distinct lineage. None of our strains belonged to the Neurol lineage (lineage 3) of Bovine astrovirus
which was isolated from bovine with neurological symptoms. On the other hand, while BAstVHT1-TUR strain was
substituted under lineage 1a, the other novel starts were lineage 2. While the identity of analyzed sequences varies from
51.1 to 100%, novel strains were calculated between 75.8 to 100 % each other. As a result, we report the first detection
and phylogenetic analysis of Bovine astrovirus from Turkey.

Key words: Bovine astrovirus, calf, phylogenetic analysis, Turkey.

Tiirkiye’de ishalli Buzagilardan Bovine Astrovirus’un i1k Teshisi ve Filogenetik Analizi

Ozet: Orta Anadolu’da yer alan ii¢ ilden (Sivas, Malatya ve Elazig), 2014-16 yillar1 arasinda toplam 127 disk1 6rne-
gi topland1. Bovine astrovirus 'un Nsplab geninin 432 bp kismi bdlgesi ¢ogaltildi, dizi analizi yapildi ve GenBank’a
yiiklendi. Sekans hizalamasi ve filogenetik analizler yapilarak molekiiler karakterizasyonu gerceklestirildi. RT-PCR
calismasinin sonucuna gore drneklerin %3,15°1 (4/127) pozitif olarak tespit edildi. Kismi Nsplab gen (ORF1a) bolgesi-
nin neighbour-joinning yontemiyle filogeni agact olusturuldu. Buna gore izolatlarimizin higbiri sinirsel belirti gosteren
sigirlardan izole edilen Neurol hattinda (hat 3) yer almazken BAstV-HT1-TUR susumuz hat 1a altinda ve diger suslari-
miz ise hat 2 altinda konumlandi. Analiz edilen sekanslarin benzerligi %51,1’den %100’e varan oranlarda gerceklesir-
ken yeni suslarin kendi arasindaki benzerlik oraninin %75,8’den %100’e vardigi ortaya konuldu. Sonug olarak, Bovine

Arastirma Makalesi / Research Article

astrovirusun Tirkiye’de ilk teshisi ve filogenetik analizi rapor edilmistir.

Anahtar sozciikler: Bovine astrovirus, buzagi, filogenetik analiz, Tiirkiye.

Introduction

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

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

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

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

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

Materials and Methods

Samples and RNA isolation: A total of 127 stool
samples (rectal swab) from diarrheic calves, up to
one mouth of age, were collected during one year
period (2014-16) from three cities (Sivas, Malatya,
and Elaz1g) located central Turkey. During the sam-
pling period collected stool samples transported to
the laboratory quickly as possible and stored in mi-
nus 80°C deep freeze until they are submitted to the
RNA isolation.

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

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

Reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR): The cDNA synthesis was car-
ried out in a 25ul final volume containing 4ul of
RNA extract, 10mM deoxynucleoside triphosphate
(dNTP), 2,5ul 10x RT buffer (50mM Tris-HCI (pH
8.3 at 25°C), 75mM KCl, 3mM MgCI2 and 10mM
DTT), 50ng of the random hexamer, 40 U RNasin,
200 U M-MuLV Reverse-Transcriptase RNase H
(Vivantis, Germany). The reverse transcription was
performed at 37°C for 1 h. Obtained cDNA samples
were amplified with redesigned primer set of DPF/
DPR which was designed by Tse et al. [25] previ-
ously.

Table 1. Primers used in the study.

g:rrnn:r Sequences (5’-3’) References
DPF GAYTGGACBCGHTWTGATGG  Tse et al. [25]
DPFr  GAYTGGACHMGNTWYGAYGG" This study
DPR  KYTTRACCCACATNCCAA Tse et al. [25]

*Redesigned nucleotides indicated as bold lettering.

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

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

Results

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

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

Table 2. List of Bovine astrovirus sequences used in the molecular studies.

gﬁ:e]z:;l:, No Strain/Isolate Name Host szlz;i(:)il Country Reference
1 KF233994.1 NeuroS1 Bovine 2011 USA (20)
2 KJ596489.1 BoAstV-188-BRA Bovine 2012 Brazil (25)
3 KJ633790.1 BoAstV-43-BRA Bovine 2007 Brazil (25)
4 KJ633791.1 BoAstV-155-BRA Bovine 2009 Brazil (25)
5  KJ633794.1 BoAstV-65-BRA Bovine 2007 Brazil (25)
6 KJ633799.1 BoAstV-267-BRA Bovine 2010 Brazil (25)
7 KR187171.1 SC477 Bovine 2012 UK (24)
8 KRI187177.1 SC491 Bovine 2012 UK (24)
9 KR187180.1 SC495 Bovine 2012 UK (24)
10 KR187182.1 SC497 Bovine 2012 UK (24)
11 KR138600.1  HC528 Bovine 2013 UK (24)
12 KR138605.1  HC1000 Bovine 2013 UK (24)
13 KR138610.1  HCI1010 Bovine 2013 UK (24)
14 KRI138613.1 HC1015 Bovine 2013 UK (24)
15 KR138622.1  HCI1059 Bovine 2013 UK (24)
16 KR138624.1  HC1064 Bovine 2013 UK (24)
17 KR138636.1 SC362 Bovine 2012 UK (24)
18 KR138659.1 SC667 Bovine 2013 UK (24)
19 KR138665.1 SC680 Bovine 2013 UK (24)
20 KJ476832.1 BAstGX-J27 Bovine 2013 China (25)
21 KJ476833.1 BAstGX-G1 Bovine 2013 China (25)
22 HQ916313.1 BI8/HK Bovine 2010 China (10)
23 HQ916316.1  B76/HK Bovine 2010 China (10)
24 HQ916317.1  B76-2/HK Bovine 2010 China (10)
25 LC047790.1 BoAstV/JPN/Hokkaido11-55/2016 Bovine 2009 Japan (15)
26 LC047796.1 BoAstV/JPN/Kagoshimal-7/2018 Bovine 2014 Japan (15)
27 LC047798.1 BoAstV/JPN/Kagoshima2-3/2015 Bovine 2015 Japan (15)
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i:::z:i:l; No Strain/Isolate Name Host I:i)elzl;i(:)i;l Country Reference
28 LC047799.1 BoAstV/JPN/Kagoshima2-24/2015 Bovine 2015 Japan (15)
29 LC047800.1 BoAstV/JPN/Kagoshimal-38/2017 Bovine 2015 Japan (15)
30 LC047801.1 BoAstV/JPN/Kagoshima2-52/2015 Bovine 2015 Japan (15)
31 KX268310.1  Bovine/BAstV-1/Sharkia/Egypt/2015 Bovine 2015 Egypt (14)
32 KX268312.1  Bovine/BAstV-3/Sharkia/Egypt/2015 Bovine 2015 Egypt (14)
33 KT963071.1 MAstV/Bov/ITA/2012/715 Bovine 2012 Italy Unpublished
34 MG957147.1  BAstV-HTI-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)
35 MG957148.1 BAstV-HT2-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)
36 MG957149.1  BAstV-HT3-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)
37 MG957150.1 BAstV-HT4-TUR Bovine 2016 Turkey (This study)

BoAstV Lineage 3

BoAstV Lineage 2

A1l

Lineage 1b I_E

BoAstV Lineage 1 {E
—

Lineage la [

*Novel strains were illustrated as red color.

KF233994.1 / NeuroS1

KR138659.1 / $C667

KJ596489.1 / BoAstV-188-8RA

MG957150.1 / BAstV-HTATUR

MG957148.1 / BAstVHT2TUR

MG957149.1 / BAstVHT3TUR

KX268312.1 / Bovine/BAstV-3/Sharkia/Egypt/2015
LC047799.1 / BoAstV/JPN/Kagoshima2-24/2015
KR138605.1 / HC1000

LC047801.1 / BoAstV/JPN/Kagoshima2-52/2015
KX268310.1 / Bovine/BAstV-1/Sharkia/Egypt/2015
KJ633794.1 / BoAstV-65BRA

KR138613.1 /HC1015

KR138636.1 / SC362

KR187171.1 / SC477

KR187182.1 / SC497

KR187177.1 / SC491

KR138622.1 / HC1059

KR138665.1 / $C680

KR138600.1 / HC528

KT963071.1 / MAstV/Bov/ITA/2012/715
LC047798.1 / BoAstV/JPN/Kagoshima2-3/2015
KJ633799.1 / BoAstV-267-8RA

KR138610.1 /HC1010

LC047800.1 / BoAstV/JPN/Kagoshima1-38/2015
LC047790.1 / BoAstV/JPN/Hokkaido11-55/2009
HQ916316.1 / B76/HK

MG957147.1 / BAstVHTI-TUR

KJ633791.1 / BoAstV-155.8RA

LC047796.1 / BoAstV/JPN/Kagoshimal-7/2014
KR187180.1 / SC495

KR138624.1 / HC1064

KJ476832.1 / BASIGXJ27

HQ916313.1 / B18/HK

HQ916317.1 / B76-2/HK

KJ476833.1 / BASIGX-G1

Figure 1. A phylogenetic bootstrap consensus tree of the partial Nsplab gene region of the Bovine astrovirus strains
was made using the neighbor-joining method by using Unipro UGENE, version 1.21. [16].
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Discussion

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

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

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

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

As a result, to state the contribution of BoAstV
on calf diarrhea more epidemiological study is
needed. Also, definitive determination of bovine
AstV as an enteric pathogen, either singly or in
combination with another pathogen such as bovine
rotavirus group A, would require viral isolation and
experimental infections under natural conditions.
We report the first detection and phylogenetic anal-
ysis of Bovine astrovirus from Turkey.
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Acute Phase Proteins in Staphylococcus aureus Positive Milks

Sena Cenesiz!, Hande Giirler?, Arzu Findik?, Giilay Ciftci!, Ali Ertekin', Metin Cenesiz*

Ondokuz Mayis University, Faculty of Veterinary Medicine, Departments of ' Biochemistry, ’Obstetrics, Gynaecology,

‘Microbiology and *Physiology, Samsun, TURKEY

Gelis Tarihi / Received: 04.09.2018, Kabul Tarihi / Accepted: 13.10.2018

Abstract: In this study, acute phase proteins including haptoglobin, serum amyloid A, fibrinogen, albumin and total
protein levels were investigated in cows with Staphylococcus aureus (S. aureus) positive subclinical mastitis. Healthy
Jersey cows in lactation constituted the animal materials of the study. CMT test were applied to detect subclinical masti-
tis. In 21 milk samples collected from cows with subclinical mastitis, S. aureus was identified by PCR after bacteriologic
isolation. These milk samples formed the study group. Healthy milks in which no bacteriological growth was observed
were used as the control group. Elevations in haptoglobin (Hp) and serum amyloid A (SAA) levels in infected milk
group compared to control milk group were statistically determined as p<0,05. Although an increase was observed in
fibrinogen (Fb), total protein (TP) and albumin (Alb) levels, the variations were not statistically significant.

In conclusion, in infected milks, total protein elevation is an expected result due to the presence of somatic cell and
bacteria. In the present study, an increase was determined in total protein level, but it had no statistical significance.
However, a significant increase was determined regarding haptoglobin and serum amyloid A in infected milk samples.
This suggests that haptoglobin and serum amyloid A are more sensitive indicators in subclinical mastitis and may be
beneficial in clinical practice.

Keywords: Acute phase proteins, Cows, Subclinical mastitis and S. aureus

Staphylococcus aureus Pozitif Siitlerde Akut Faz Proteinleri

Ozet: Bu ¢alismada, Staphylococcus aureus pozitif subklinik mastitisli ineklerde, haptoglobin, serum amiloid A, fibri-
nojen, albiimin ve toplam protein diizeylerini igeren akut faz proteinlerin diizeyleri arastirilmistir. Laktasyonda Saglikli
Jersey inekleri ¢aligmanin hayvan materyallerini olusturdu. Subklinik mastitisi belirlemek i¢in CMT testi uygulandi.
Subklinik mastitisli ineklerden toplanan 21 siit 6rneginde, S. aureus bakteriyolojik izolasyondan sonra PCR ile tanim-
landi. Bu siit 6rnekleri ¢alisma grubunu olusturdu. Kontrol grubu olarak bakteriyolojik biiylimenin gézlenmedigi sag-
liklr siitler kullanildi. Enfekte olmus siit grubunda haptoglobin (Hp) ve serum amiloid A (SAA) diizeylerindeki artislar
kontrol siitline gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Fibrinojen (Fb), total protein (TP) ve albiimin (Alb)
diizeylerinde artis gézlenmesine ragmen, istatistiksel olarak bu artisin anlamli olmadigi belirlendi. Bu sonuglar, haptog-
lobulin ve serum amiloid A diizeyinin subklinik mastitisin belirlenmesinde daha duyarl belirleyiciler oldugu ve klinik

Arastirma Makalesi / Research Article

uygulamada yararli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut faz proteinleri, Inek, Subklinik mastitis ve S. aureus

Introduction

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

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

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

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

Materials and Methods

Milk samples

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

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

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

Bacterial identification

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

Determination of acute phase proteins

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

Milk serum concentrations of total protein and
albumin were analyzed using a commercially avail-
able kit (Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Eschen-
straBBe 5, 82024 Taufkirchen, Germany) according
to the autoanalyser manufacturer’s instruction (Au-
tolab, AMS Srl, Selective Access).
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Statistical Evaluation

One Way Anova test for two independent samples
was used for statistical comparison between experi-
ment and control groups.

Results

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

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

Control milk S.aureus (+)milk P

Hp(ug/ml)  0.32+0.01 0.87+0.59  0.001
SAA(ug/ml) 31.81419.69  122.24481.92  0.049
Fb(ug/ml) 6.65+0.11 12.7141.97  0.066
TP(g/dl) 27.3343.09  46.83+1024  0.135
Alb(g/dl) 2.00+0.46 3244065 0416

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

Hp SAA Fb TP Alb
Hp 1 0.046 0304 0.411*  0.536**
SAA 1 0.358 0.249 0.004
Fb 1 0.685%*  0.675%*
TP 1 0.628%*
Alb 1

*P<0.05 **P<0.01

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

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

180
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Figure 1. Haptoglobin (Hp), serum amyloid A (SAA),
fibrinogen (Fb) and Albumin (Alb) levels in control and
S.aureus positive milk samples.
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Figure 2. Percentage distribution of milk Haptoglobin

(Hp), serum amyloid A (SAA), fibrinogen (Fb), levels
among groups.

Discussion

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

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

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

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

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

In conclusion, in mastitic milks, an increase
was expected in total protein due to the increase of
bacteria, somatic cell, Fb, SAA, Hp and Alb levels.
In our study, increase in total protein was observed
which did not have a statistical value. Similarly, an
increase was expected in albumin, which is normal-
ly accepted as a negative acute phase protein due
to its synthesis in the mammary tissue, but no sta-
tistically significant increase was observed. Similar
situation was also valid for Fb, which was previous-
ly reported to increase. However, a statistical eleva-
tion was observed in only milk Hp and SAA among
acute phase proteins. This suggests that these two
parameters, Hp and SAA levels are more sensitive
indicators in mastitis and in clinical practice and
may have a diagnostic value for subclinical mastitis.

References

1. Aarestrup FM, Larsen HD, Eriksen NH, Elsberg CS, Jensen
NE, (1999). Frequency of alpha- and beta-haemolysin in
Staphylococcus aureus of bovine and human origin. A com-
parison between pheno- and genotype and variation in phe-
notypic expression. APMIS. 107, 425-430.

2. Abd El-razik A, Abdelrahman KA, Ahmed YF, Gomaa AM,
Eldebaky HA, (2010). Direct identification of major patho-
gens of the bubaline subclinical mastitis in Egypt using
PCR. J Amer Sci. 6, 652-660.

3. Akineden O, Annemuller C, Hassan AA, Lammler C, Wolter
W, Zschéch M, (2001). Toxin genes and other character-
istics of Staphylococcus aureus isolates from milk of cows
with mastitis. Clin Diagn Lab Immunol. 8, 959-964.

4. Albenzio M, Taibi L, Muscio A, Sevi A, (2002). Prevalence
and etiology of subclinical mastitis in intensively managed
flocs and related changes in the yield and quality of ewe
milk. Small Rumin Res. 43, 219-226.

5. Bramley AJ, Patel AH, Reilly MO, Foster R, Foster TJ,
(1989). Roles of alpha-toxin and beta-toxin in virulence
of Staphylococcus aureus for the mouse mammary gland.
Infect Immun. 57, 2489-2494.

6. Ceron JJ, Eckersal PD, Martinez-subiela S, (2005). Acute
phase proteins in dogs and cats: current knowledge and
future perspective. Vet Clin Pathol. 34, 85-99.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 29, Say1 2, 2018, 111-115



Cenesiz S et all. Acute Phase Proteins in Staphylococcus aureus Positive Milks 115

7. Colla MF, Valle SF, Secchi P, Duda N, Scalon M, Durr JW,
Hilario F, Gonzalez D, (2011). Plasma haptoglobin values
in cows with different somatic cell counting in milk sam-
ples. Acta Sci Vet. 39, 944.

8. Eckersall PD, (2000). Recent advances and future prospects
for the use of acute phase proteins as markers of disease in
animals. Rev Med Vet. 151, 577-584.

9. Eckersall PD, Young FJ, Mccomb C, Hogarth CJ, Safi S,
Weber A, Mcdonald T, Nolan AM, Fitzpatrick JL, (2001).
Acute phase proteins in serum and milk from dairy cows
with clinical mastitis. Vet Rec. 148, 35-41.

10. Eckersall PD, Young FJ, Nolan AM, Knight CH, Mccomb
C, Waterston MM, Hogarth CJ, Scott EM, Fitzpatrick JL,
(2006). Acute phase proteins in bovine milk in an experi-
mental model of Staphylococcus aureus subclinical masti-
tis. J Dairy Sci. 89, 1488-1501.

11. El-deeb WM, (2013). Clinicobiochemical investigations of
gangrenous mastitis in does: immunological responses and
oxidative stress biomarker. J Zhejiang Univ Sci B. 14, 33-
39.

12. Fabres-Klein MH, Klein RC, De Paula SO, Ribon AOB,
(2013). Immunorelevant proteins for the diagnosis of bovine
staphylococcal mastitis. World J Microbiol Biotechnol. 29,
1155-1160.

13. Getaneh AM, Mekonnen SA, Hogeveen H, (2017).
Stochastic bio-economic modeling of mastitis in Ethiopian
dairy farms. Prev Vet Med. 138, 94-103.

14. Gill R, Howard WH, Leslie KE, Lissemore K, (1990).
Economics of mastitis control. J Dairy Sci. 73, 3340-3348.

15. Gronlund U, Hulten C, Eckersall PD, Hogarth C, Waller
KP, (2003). Haptoglobin and serum amyloid A in milk and
serum during acute and chronic experimentally induced
Staphylococcus aureus mastitis. J Dairy Res. 70, 379-386.

16. Gruys E, Obwolo MJ, Toussaint M, (1994). Diagnostic sig-
nificance of the major acute phase proteins in veterinary
clinical chemistry: A Review. Vet Bull. 64, 1009-1018.

17. Gruys E, Toussaint MJM, Niewold TA, Koopmans SJ,
(2005). Acute phase reaction and acute phase proteins. ]
Zhejiang Univ Sci B 11, 1045-1056.

18. Guidry A, Fattom A, Atul P, Odbrien C, Shepherd S, Lohuis
J, (1998). Serotyping scheme for Staphylococcus aureus
isolated from cows with mastitis. Am J Vet Res. 59, 1537-
1539.

19. Hadimli HH, Ates M, Guler L, Kav K, Oncel T, (2001).
Some virulence factors and antibiotic sensitivity of
Staphylococcal strains isolated from cows with subclinical
mastitis. Vet Bil Derg. 17, 21-25.

20. Hiss S, Mielenz M, Bruckmaier RM, Sauerwein H, (2004).
Haptoglobin concentrations in blood and milk after endo-

toxin challenge and quantification of mammary Hp mRNA
expression. J Dairy Sci. 87, 3778-3784.

21. Hiss S, Mueller U, Neu-zahren A, Sauerwein H, (2007).
Haptoglobin and lactate dehydrogenase measurements in
milk for the identification of subclinically diseased udder
quarters. Vet Med. 52, 245-252.

22. Janzen JJ, (1970). Economic losses resulting from mastitis.
A review. J Dairy Sci. 53, 1151-1161.

23.Kaneko JJ, John W, Bruss HM, (2008). Clinical Biochemistry

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

of Domestic Animals Gulf Academic press, sixth edition.

Korhonen H, Kaartinen L, (1995). Changes in the com-
position of milk induced by mastitis. In: Sandholm M.,
Honkanen- Buzalski T., Kaartinen L. & Pyorala S. (Eds).
The bovine udder and mastitis. Jyvaskila: Gummerus
Kirjapaino, 76-82.

Mcdonald LT, Larson MA, Mack DR, Weber A, (2001).
Elevated extrahepatic expression and secretion of mamma-
ry-associated serum amyloid A 3 (M-SAA3) into colostrum.
Vet Immunol Immunopathol. 83, 203-211.

Murata H, Shimada N, Yoshioka M, (2004). Current re-
search on acute phase proteins in veterinary diagnosis: an
overview. Vet J. 168, 28-40.

Mutluer D, Hatipoglu FS, Tiiriitoglu H, Ozmen O, Oguz
N, Ata A, Algi S, Koker A, Karakurum C, (2001). Mastitis
olusumu, tanisi ve sagaltimi. Siit Inekgiliginde Mastitis
Sempozyum Kitab1., 04-05 Mayis, Akdeniz Universitesi,
27-38.

Nazifi S, Haghkhah M, Asadi Z, Ansari-lari M, Tabandeh
MR, Esmailnezhad Z, Aghamiri M, (2011). Evaluation of
sialic acid and acute phase proteins (haptoglobin and se-
rum amyloid A) in clinical and subclinical bovine mastitis.
Pakistan Vet J. 31, 55-59.

Nielsen BH, Jacobsen S, Andersen PH, Niewold TA,
Heegaard PMH, (2004). Acute phase protein concentra-
tions in serum and milk from healthy cows, cows with clini-
cal mastitis and cows with extramammary inflammatory
conditions. Vet Rec. 15, 361-365.

Nukina H, Sudo N, Aiba Y, Oyama N, Koga Y, Kubo C,
(2001). Restraint stress elevates the plasma interleukin-6
levels in germ-free mice. ] Neuroimmunol. 115, 46-52.

Petersen HH, Nielsen JP, Heegard PMH, (2004). Application
of acute phase protein measurements in veterinary clinical
chemistry. Vet Res. 35, 163-187.

Quinn PJ, Carter ME, Markey BK, Carter GR, (1994).
Clinical Veterinary Microbiology. Mosby: U.K.

Shamay A, Homans R, Fuerman Y, Levin I, Barash H,
Silanikove N, Mabjeesh SJ, (2005). Expression of Albumin
in Nonhepatic Tissues and its Synthesis by the Bovine
Mammary Gland. ] Dairy Sci. 88, 69-76.

Shitandi A, Kihumbu G, (2004). Assessment of the

California mastitis test usage in small holder dairy herds
and risk of violative antimicrobial residues. J Vet Sci. 5,
5-9.
Steel DM, Whithead AS, (1994). The major acute phase
reactants: C-reactive protein, serum amyloid P component
and serum amyloid A protein. Immunol Today. 15, 81-88.
Tabrizi AD, Batavani RA, Rezaei SA, Ahmadi M. (2008).
Fibrinogen and ceruloplasmin in plasma and milk from
dairy cows with subclinical and clinical mastitis. Pakistan J
Biol Sci. 11, 571-576.
Tel OY, Keskin O, Zonturlu AK, Arserim Kaya NB, (2009).
Subclinical mastitis prevalance and determination of the
antibiotics susceptibility in Sanliurfa region. Firat Univ
Sagl Bil Vet Derg. 23, 101-106.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http.//vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 29, Sayi1 2, 2018, 111-115



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2018; 29 (2): 116-120

Tiirkiye’de Kronik Ishalli Kedilerde Tritrichomonas foetus’iin Arastirilmasi ve
Risk Faktorlerinin Belirlenmesi
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Ozet: Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez evcil kedilerin kalin bagirsak ishallerinde Tritrichomonas foetus’iin etiyolojik
ajan olarak rol oynayip-oynamadiginin molekiiler teknikler ile arastirilip enfeksiyonun risk faktorlerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Kliniklerine kronik ishal
sikayeti ile getirilen farkli 1rk, yas, cinsiyet, beslenme ve yasama kosullarina sahip 50 kedi ile Samsun Biiyiiksehir
Belediyesi Giigten Diismiis Hayvan Bakim Evi’nden 50 adet kronik ishalli kedilere ait digk1 6rnekleri bireysel olarak
toplanmistir. Toplanan 100 diski 6rneginden genomik DNA ekstraksiyonu yapilmis ve sonrasinda parazitin varligmin
arastirilmasinda cysteine protease 2 (CP-2) ve internal transcribed spacer (ITS) geninin invitro kosullarda amplifikas-
yonu i¢in PCR metodu kullanilmigtir. Aragtirma sonucunda kronik ishalli kedilere ait olan 100 disk1 6rneginde 7. foetus
pozitifligi saptanmamuistir. Bu arastirma ile {ilkemizdeki kronik ishalli kedilerde ilk kez molekiiler olarak T foefus’un
varlig1 arastirilmastir.

Kronik ishalli kedilerde parazite rastlanilmamasinin en énemli nedeni kedilerin yasam alanlarinin parazitin kaynagi ol-
dugu bilinen sigirlarin yagam alanlarma yakin olmamasi ile agiklanabilir. Mevcut aragtirmanin ortaya koydugu sonuglar
sonraki ¢alismalara 151k tutmasi yoniinden 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Kedi, Risk faktorleri, PZR, Tritrichomonas foetus, Tirkiye

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

Abstract: It was aimed to investigate whether 7. foetus infections play roles as the etiological agents associated with
large bowel diarrhea in cats with molecular techniques for the first time in Turkey, and to determinate the risk factors
within this present project. Fifty stool samples collected from the different breed, sex, ages, feeding routes and environ-
mental conditions of cats which presented to the Veterinary Faculty, Internal Medicine Clinics suffered from chronic
diarrhea. Same as 50 stool samples collected from the different breed, sex, ages, feeding routes and environmental
conditions of cats stayed in the Samsun Metropolitan Municipality’s Incapacitated Orphaned Animal Care Centre. After
the genomic DNA extraction of the collected 100 stool samples, PCR used for the in vitro amplification of the cysteine
protease 2 (CP-2) and internal transcribed spacer (ITS) genes for the detection of the parasite. Based on the research
result none of the 100 stool samples were detected as 7. foetus positive.

Within the presented study, existence of the 7. foetus in the cats having chronic diarrhea was investigated molecularly
for the first time in Turkey. The main reason for the absence of the parasite in this study may be explained by the living
environment of the cats which have any connection of the main source of parasite known as cattle. By this way outcome
of the present study with specialties has importance that lead new lights to further studies.

Key words: Cat, Risk factors, PCR, Tritrichomonas foetus, Turkey
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Giris

Tritrichomonas foetus sigirlarin  yaygm olarak
reprodiiktif hastaligina neden olan kamgili bir pro-
tozoan parazit olarak bilinmektedir [25]. Yakin
zamanda kedi hastaliklarinda rol almaya baslayan

yeni bir patojen olarak tanimlanmig ve kedilerde
ileum, sekum ve kolonda kolonileserek kronik kalin

barsak ishallerine neden oldugu ortaya konulmustur
[8, 32]. Enfekte olan kedilerin diskilar1 koti koku-
lu, stvidan katiya degisen kivamda ve bazen kanla
beraber mukus i¢erebilmektedir [8]. Tritrichomonas
foetus Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Okyanus-
ya’da tespit edilmis ve sonugta pandemik olarak ta-
nimlanmistir [1, 3,4, 6, 8,12, 14, 17, 18, 20-23, 31].
Enfekte kedilerin ¢ogunlugunu barmak ve kedi ye-
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tistiriciligi yapan isletmeler gibi kedi yogunlugunun
fazla oldugu yerler olusturmaktadir [11]. Cevresel
stres ve immunolojik olgunluga ulasmamis geng
kedilerin parazite maruz kalma durumlari ve hassa-
siyetleri artmaktadir [8].

Tritrichomonas foetus immun sistemi baskilan-
mis insanlarda nadiren klinik belirtilerini gdsterme-
si ve biyolojisi bakimindan ilgi ¢ekici bir konudur
[32]. Esasen diinya genelinde birgok cografi bolge-
de sigirlar arasinda ¢iftlesmeyle bulasan, sigirlarin
iirogenital sistemine yerleserek heniiz kabul edilmis
etkin bir tedavisi olmayan ve sigir tritrichomono-
zise neden olan bir parazittir [33]. Tritrichomonas
foetus’in kedilerde (kedi izolatlar1) kronik barsak
ishallerine [8, 19] neden oldugu 2000°1i yillarda
rapor edilmeye baslansa da ilk olarak 1928 yilinda
ishalli kedi yavrularinda tespit edilmistir [16]. Triz-
richomonas foetus’un Tiirkiye hari¢ birgok cografik
bolgedeki evcil kedilerde varligr bilinmektedir. Et-
ken kedilerde Avrupa (Avusturya, Finlandiya, Fran-
sa, Almanya, Yunanistan, Italya, Norveg, Polanya,
Ispanya, Isvigre, Isvec ve Ingiltere), Kuzey Ameri-
ka (Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)),
Avustralya/Okyanusya (Avusturalya ve Yeni Zelan-
da) ve Asya (Japonya ve Kuzey Kore) kitalarinda
rapor edilmigtir [34].

Bununla birlikte evcil kedilerin gastrointesti-
nal kanalinda bulunan kedi izolatlar1 ile sigirlarin
iirogenital kanalinda bulunan sigir izolatlariin
birbirlerinden morfolojik olarak ayirt edilemedigi
bilinmektedir. Ayrica kedi ve sigir izolatlarinin 11
gen lokusuna ait DNA sekans analizleri sonucunda
iki izolatin ¢ok yliksek oranlarda homolog olduk-
lar1 tespit edilmistir [26-28, 30]. Kedilerde enfek-
siyonun risk faktorlerinin ortaya konulmasinda ke-
dilerin yas ve irklart ile ishal ge¢misleri, bakim ve
beslenme kosullar1 ile evde farkli bir evcil hayvanin
(kopek) varligr gibi faktorler dikkate alinmaktadir
[7,9,10, 12, 15, 18, 24, 34].

Ulkemizde daha énce kedilerde kronik ishale
neden oldugu bilinen 7. foetus’un varlig1 arastiril-
mamistir. Bu arastirma ile Tiirkiye’de ilk kez evcil
kedilerin kalin bagirsak ishallerinde 7. foetus un eti-
yolojik bir ajan olarak rol oynayip-oynamadiginin
molekiiler olarak arastirilmasi ve enfeksiyonun risk
faktorlerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Diski drneklerinin toplanmasi

Ondokuz May1s Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Kliniklerine kronik ishal
sikayeti ile getirilen farkli irk ve yastaki 50 kedi ile
Samsun Biiyiiksehir Belediyesi Gligten Diismiis
Hayvan Bakim Evi’nden 50 adet kronik ishalli ke-
diye ait digk1 6rnekleri toplanmistir. Diski 6rnekleri
tek tek diski toplama kaplaria konulmus ve DNA
ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 °C’de muhafa-
za edilmistir.

Tritrichomonas foetus izolatlarimin molekiiler
identifikasyonu

Toplanan 100 diski o6rneginden genomik DNA
(gDNA) ekstraksiyonu DNA digkr izolasyon Kkiti
(i-genomic Stool DNA Extraction Mini Kit, Intron
Biotecnology) kullanilarak gerceklestirilmistir. Ge-
nomik DNA ekstraktlar1 PCR analizlerinde kullani-
lincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Digki
orneklerinde 7. foetus DNA’sinin arastirilmasinda
cysteine protease 2 (CP-2) ve internal transcribed
spacer (ITS) geninin amplifikasyonu i¢in PCR me-
todu kullanilmistir. Parazitin CP-2 gen bolgesinin
cogaltilmasi i¢in S0295 (CGAAAGGTCACGGA-
TACACA) ve S0296 (CCCCATGAGTTTCTCA-
CGAT) ile ITS rDNA gen bolgesi i¢in TFR3 (CG-
GGTC TTCCTATATGAGACAGAACC) ve TFR4
(CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3") pri-
merleri kullanilmigtir [28]. Arastirmada ticari bir
firmaya sentez ettirilen 7 foetus’a ait gen fragmenti
PCR analizlerinde pozitif kontrol olarak kullanil-
mistir.

Her iki gen bdlgesinin PCR analizlerinde son
hacim 50 pl olacak sekilde 1X PCR master mix
(Thermo Scientific), 0,25 uM primer seti ve 10 pl
ornek gDNA’s1 konularak karisim hazirlanmistir.
Karigim thermal cycle cihazina yerlestirilmis ve
amplifikasyon kosullar1 95°C’de 5 dk denetiiras-
yon, 35 siklus olmak tizere 95 C’de 15 s, 55 C (pri-
mer Tm’sine gore ayarlanmig) 15 s, 72°C’de 30 s ve
son uzama i¢in 72 C’de 5 dk olacak sekilde ayar-
lanmistir [28]. Amplifikasyon sonunda elde edilen
PCR fiiriinleri etidyum bromid ile boyanmig % 2’lik
agaroz jelde elektoforeze tabi tutulmustur. Elektro-
forez sonrasi agaroz jel transilluminator cihazinin
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iizerine konulmus ve ultraviyole 151k altinda pozitif ~ Bulgular

kontrole ve orneklere ait olan DNA bandlar1 goriin-
tiilenmistir.

Calismada toplam 100 adet kedi diskisinda parazi-
tin CP-2 ve ITS gen bolgelerinin PCR analizlerinde
T. foetus DNA’s1 tespit edilememistir. Sadece pozi-
tif kontrol olarak kullanilan sentetik gen fragmen-
tinin PCR analizlerinde pozitif bant elde edilmistir
(Sekil 1).

Sekil 1. DNA ekstraksiyonu yapilan 1-29 no’lu disk1 drneklerinin CP-2 gen bolgesinin PCR sonuglari. M: DNA mer-

diveni, P: pozitif kontrol.

Tartisma

Tritrichomonas foetus Tirkiye hari¢ bircok cogra-
fik bolgedeki evcil kedilerde tespit edilmistir. Etken
kedilerde Avrupa (Avusturya, Finlandiya, Fransa,
Almanya, Yunanistan, Italya, Norveg, Polonya, Is-
panya, Isvigre, Isve¢ ve ingiltere), Kuzey Amerika
[Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD],
Avustralya/Okyanusya (Avusturalya ve Yeni Zelan-
da) ve Asya (Japonya ve Kuzey Kore) kitalarinda
rapor edilmistir [34]. Baz1 bdlgelerde sadece vaka
raporlart bildirilmis olup, diger ¢alismalar ise epi-
demiyolojik saha veri arastirmalaridir. Saha veri
calismalarini ishalli kediler, sov kedileri, barmak
kedileri ile Veteriner kliniklere getirilen kediler
olusturmaktadir. Diinya genelinde cografik dagili-
mina bakilacak olursa parazitin en ¢ok Yeni Zelanda
basta olmak tizere Avustralya ve Kuzey Amerika il-
kelerinde yiiksek oranlarda, Bati1 Avrupa iilkelerin-

de ise daha diisiik oranlarda goriildigii tespit edil-
mistir [34]. Avustralya, Amerika Birlesik Devletleri
ve Yeni Zelanda gibi iilkelerdeki kedilerde 7. foetus
prevalansinin yiiksek olmasina ragmen bu iilkeler-
deki kedi barinaklarindan alinan 6rneklerde pozitif-
lik oranlar1 oldukga diisiik bulunmustur [34]. Bizim
aragtirmamizla benzer sekilde Avustralya’da yapi-
lan bir aragtirmada ev kedileri, kedi yetistiriciligi ve
barmak kedilerinden toplanan 134 diski 6rneginde
parazitin varligi PCR ile arastirillmis ve kedilerde
pozitiflik tespit edilememistir [2]. Ama ABD’de
gosteri kedilerinden toplanan 117 digk1 6rneginde %
31 oraninda [9], Italya’da ise 74 kedide % 32 ora-
ninda 7. foetus pozitifligi tespit edilmistir [14].

Kedi trichomoniazisi ile ilgili yapilan ¢aligma-
larinin ¢ok biiyilik bir kisminda parazitin goriilme
sikligindaki predispoze faktorlerinin arasinda en
o6nemli sebebinin kedilerin gen¢ pedigree kedileri
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olmasi1 gosterilmektedir [1, 5, 8, 29]. Bell ve ark.,
[1] enfekte kedilerin % 92°sinin saf irk oldugunu
ve kedilerin biiylik bir ¢cogunlugun 1 yasin altinda
oldugunu vurgulamislardir [1]. Saf irklarda enfek-
siyon goriilme sikliginin genetik olarak irka dayali
bir immun sistem farkliligindan olmadig1 ve bu du-
rumun ¢ok sayida kedinin kii¢iik alanlarda birlikte
barindirilmasi ile parazitin bulasma dinamikleriyle
ilgili oldugu ifade edilmektedir [8, 9, 14].

Molekiiler ¢alismalarda kedi ve sigir izolatla-
rmin ¢ok yliksek oranlarda homolog olduklari ve
izolatlarin sigirlar ve kediler arasindaki bulagma
sagladiklar1 ifade edilmektedir [26-28, 30]. Bu du-
rumla ilgili olarak Bisset ve ark., [2] kedilerde po-
zitiflik tespit edilememesinin dnemli bir nedeninin
Italya’nin genelinde sigirlarda T, foetus enfeksiyon-
larinin suni tohumlama uygulamalarinin yayginlas-
masindan otiirii gercek eliminasyonundan kaynak-
lanabilecegini belirtmislerdir. Bu noktada italya’da-
ki benzer sonuclar mevcut ¢alismamiz ile de Otiis-
mektedir. Bizim arastirmamizda da benzer sekilde
disk1 6rnekleri toplanan kedilerin sigir giftlikleri ile
herhangi bir temas1 yoktu. Ayrica iilkemizde sigir-
larda 7. foetus enfeksiyonunun prevalansi ile ilgili
olarak az sayida c¢alisma yapilmistir [13]. Giiven ve
ark., [13] Erzurum bolgesinde 246 sigirin atik fetii-
siinde PCR ile % 5,7 oraninda 7. foetus pozitifligi
bulmuslardir. Bu arastirma sigirlarda 7. foetus po-
zitiflik oranlarinin diisiik oldugunu goéstermektedir
[13]. Kedilerdeki enfeksiyonun risk faktorleri de-
gerlendirildiginde iilkelerin sigir popiilasyonlarin-
daki T. foetus pozitiflik oranlarinin énemi oldugu
anlagilmaktadir [2].

Sonuc¢

Ulkemizde ilk defa bu arastirma ile kedilerde kro-
nik ishal etkenleri arasinda 7. foetus’un yer alip
almadig1 molekiiler olarak arastirtlmig ve enfek-
siyonun risk faktorleri belirlenmeye c¢aligilmistir.
Ancak kronik ishalli kedilere ait disk1 6rneginde 7.
foetus’a rastlanilmamistir. Kronik ishalli kedilerde
parazite rastlanilmamasinin en 6nemli nedeni ke-
dilerin yasam alanlarinin parazitin kaynagi oldugu
bilinen sigirlarin yasam alanlarinin yakinlarinda
olmamasi ile agiklanabilir. Enfeksiyon sigirlar ara-
sinda venereal (cinsel temas) yolla bulagsmaktadir.
Sigirlar arasinda venereal yola bulasan hastaliklarin
yayilmasini énlemek i¢in en etkili yollardan biri de

suni tohumlama uygulamalaridir. Ulkemizde sigir-
larda suni tohumla uygulamalarinin artmasina bagh
olarak sigirlarda 7. foetus enfeksiyon oranlarinin
azalmasi neticesinde enfeksiyonun kedilere bulas
riskinin azaldig1 ya da olmadig: diisiiniilmektedir.
Bu nedenle Tiirkiye’de etkenin yayginliginin aras-
tirtlacag1 sonraki c¢alismalarda orneklemenin sigir
ciftlikleri yakinlarinda serbest dolasan ve avlanan
kedilerden yapilmasinin uygun olacagi kanisina va-
rilmistir. Kedi trichomonozisinde risk faktorlerinin
ortaya konulmasinda yas ve kedi irklar ile ishal
gecmisleri, bakim ve beslenme kosullari ile evde
farkli bir evcil hayvanin (kopek) varlig: gibi faktor-
ler dikkate alinmaktadir. Arastirmanin bir sonucu
olarak da enfeksiyonun risk faktorlerine yukarida
bahsi gegen nedenden otiirii sigir giftliklerinde veya
yakinlarinda yasama faktoriiniin de eklenmesi ge-
rektigi diistiniilmektedir.
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Ozet: Insan noroviriisii (HNoV), ¢evresel etkenlere oldukga direncli bir RNA viriisiidiir ve akut viral gastroenteritin
nedeni olan ana etkenlerden birisidir. Hizli evrim yetenegi nedeniyle 7 genogrubu vardir ve bunlardan GI, GII ve GIV
insan enfeksiyonlari ile iligkilidir. Sular HNoV ig¢in salgin araci olarak tanimlamaktadir. Bu bilgiler 1s18inda, ¢alis-
mamizda, lokal kuyular ve derelerden alinan su numunelerinde 6zellikle insanlarda enfeksiyonlart ile iligkili HNoV
genogrup (G)I, GII ve GIV varliginin ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-time PCR) ile tanimlanarak
molekiiler epidemiyolojik bir veri saglanmast amaglanmistir.

Calisma i¢in lokal kuyulardan ve derelerden, Ocak 2017 — Ocak 2018 doneminde toplanan 60 adet su numunesi ¢a-
lismamiza dahil edildi. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi sonrast HNoV GI, GII ve GIV spesifik primer problar ile
LightCycler 480 sisteminde real-time PCR yontemi ile ¢alisildi ve sonuglar degerlendirildi.

Caligmamiza dahil edilen 60 numunede, HNoV GII'nin %10 diizeyinde saptandigi, bunu sirastyla GI (%5) ve GIV
(%1.67) varligimin takip ettigi tespit edildi. 10 numunede (%16.67) HNoV GI, GII ve GIV pozitifligi bulundu. Lokal
kuyulardan 3 (%8.57) tanesinde ve derelerden alinan numunelerden de 7 (%28) tanesinde pozitiflik saptandi.

Sonug olarak, iilkemizde ilk defa kuyu sular1 ve derelerden alinan sularla yaptigimiz ¢aligmamizla, molekiiler epidemi-
yolojik olarak HNoV varligini saptadik. HNoV’lar arasinda GII'nin 6n planda tutulmasi gerektigini ama GI ve GIV’iin-
de bulundugunu tespit ettik. HNoV i¢in salginlarinda sular goz 6niinde bulundurulmali ve gelisen molekiiler tekniklerle,
sular gibi 6nemli enfeksiyon kaynaklarindan epidemiyolojik veriler saglanarak durum ortaya konabilir ve bu bilgiler ile
bolgesel as1 gelistirme ¢aligmalart iginde 6n veriler saglanabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Su, real-time PCR, Noroviriis genogruplari

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

Abstract: Human norovirus (HNoV) is a RNA virus that is highly resistant to environmental conditions and is one of
the main causes of acute viral gastroenteritis. It has 7 genogroups, due to ability of rapid evolution, and which genogrup
(G)1, GII and GIV are associated with human infections. The waters describe HNoV as an epidemic source. Aim of this
study was to provide molecular epidemiological data by using real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) of
HNoV GI, GII and GIV presence related to infections in water samples taken from local underground waters and creeks.

Sixty (60) water samples collected from local underground waters and creeks, between January 2017 and January 2018,
were included in our study. After RNA isolation and cDNA synthesis, HNoV GI, GII and GIV specific primary and
probes were used on LightCycler 480 system by real-time PCR method and the results were evaluated.

In the 60 samples included in our study, it was found that HNoV GII was detected at 10% level, followed by GI (5%)
and GIV (1.67%) respectively. HNoV GI, GII and GIV positivity were found in 10 samples (16.67%). 3 (8.57%) of the
local underground waters and 7 (28%) of the creeks water samples were found positive.

As a result, we determined the presence of HNoV by molecular epidemiology in our country for the first time in our
study with water taken from underground waters and creeks. We found that GII should be in the forefront of HNoVs,
but it was found in GI and GIV. For HNoV, water should be considered in outbreaks, and epidemiological data can be
obtained from important sources of infection, such as water, by developing molecular techniques, and we believe that
data in this study can be important epidemiologically and can be used for regional vaccine development studies.

Key words: Water, real-time PCR, Noroviriis genogroups
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Giris

Insan noroviriisii (HNoV), Calicidiviridea ailesi
icinde bulunan pozitif polariteli bir RNA viriistidiir
ve akut viral gastroenteritin nedeni olan ana etken-
lerden birisidir [12]. Cevresel etkenlere oldukca
diren¢li olan HNoV, diinya capinda sporadik ve
epidemik bakteriyel olmayan (viral) gastroenterit-
lere neden olur (15). HNoV esas olarak fekal-oral
yoldan yayilir. Bulagsmasi, dogrudan (kisiden kisiye
gecisle), dolayli (kontamine iriinlere temas yoluy-
la) ve kontamine yiyecek veya sularin sindirimi yo-
luyla olabilir [17]. Hizli molekiiler evrim yetenegi
nedeniyle, viriisiin yeni genotipleri ve varyantlar
siklikla bildirilmektedir. Hatta niikleik asitinde bu
hizli degisim yetenegi nedeniyle fantastik bir cana-
vara (“sekil degistiren”) benzetilmektedir. Su ana
kadar viral protein genomu (VP1) aminoasit dizi-
sinin incelenmesi ile 7 genogrup ([G]I — GVII) ve
40’1in {izerinde noroviriis genotipi tanimlanmistir
[19]. Bunlardan tigii GI, GII ve GIV insanlarda has-
taliga neden olabilir [1]. GII genogrup, klinik vaka-
larda GI’den daha sik saptanirken, GIV’iin daha na-
dir vakalarda tespit edildigi bildirilmistir [10]. GIL.4
diinya ¢apinda en yaygin olan genotiptir ve 1990’la-
rin ortasindan beri molekiiler tan1 tekniklerinin, ak-
tif siirveyans i¢in kullaniminin baslamasindan beri,
pek cok kiiresel salginla iliskilendirilmigtir [19].
Noroviriis enfeksiyonlari, 12-48 saat inkiibasyon
stiresine sahiptir ve semptomlar tipik olarak bulanti,
kusma, ishal, karin agrisi1 ve atesi icerir. Noroviriis
enfeksiyonlart genellikle hafif ve orta semptomlarla
kendini simirlandirir, ancak immiin sistemi baski-
lanmis hastalarda ve yaglilarda ciddi enfeksiyonlar
goriilebilir. Semptomlar genellikle 1-3 giin siirer,
ancak genc, yash ve bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda daha uzun siirebilir [5]. Ilk defa 1980
yilinda kiigiik bir kasabada su kaynakli norovirus
salgini oldugu rapor edilmistir [8] ve bu bilgi son-
rast epidemiyolojik veriler bu etkenin sulart salgin
arac1 olarak kullandigimi tanimlamistir. Ozellikle, su
kaynakli, biiyiik 6l¢ekli salginlarda noroviriis tiirleri
saptandiginda, igme sularinin, insan diski kaynagi
tarafindan kontaminasyonu da diislintilmelidir [6].
HNoV’un genotipik degiskenligi nedeniyle yapi-
lacak olan molekiiler epidemiyolojik c¢aligmalar,
salginlarda gozlemlenebilecek durumu agiklamasi
acisindan ve ayrica ast ¢alismalari i¢inde 6nemli

bir veri saglamaktadir [19]. Bunun yaninda bulagik
sullarin kullanilmas1 agir metal toksikasyonu ya da
bakteriyel kaynakli gastroinstistinal enfeksiyonlar
ile karigabildigi i¢in bu viriisiin durumunun ortaya
konmasi 6nemli hale gelmektedir. Tiim bu bilgiler
1s1ginda, calismamizda, lokal kuyular ve dereler-
den alman su numunelerinde 6zellikle insanlarda
enfeksiyonlar ile iligskili HNoV genogrup (G)I, GII
ve GIV varliginin ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (real-time PCR) ile tanimlanarak mole-
kiiler epidemiyolojik bir veri saglanmasi amaglan-
mistir.

Materyal ve Metot

Calisma i¢in Mardin, Gaziantep, Sanlurfa ve Kah-
ramanmaras il, ilge ve koylerinde bulunan lokal
kuyulardan ve derelerden, Ocak 2017 — Ocak 2018
doneminde 5 ml olarak steril plastik kaplara topla-
nan 60 adet su numunesi ¢alismamiza dahil edildi.
Numuneler soguk zincir kosullarinda hizlica labo-
ratuvara transfer edildi ve RNA izolasyonlar1 24
saat iginde tamamlandi. Schultz ve ark. [18], 2010
yilinda tanimladiklar1 protokol izlenerek, su numu-
nelerinden RNA izolasyonu i¢in ultrafilitrasyonla
numuneler isleme alindi. Ultrafilitrasyon sonrasi bu
numunelerin 200 mikrolitre miktarlar1 ile, QlAamp
Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kul-
lanilarak tiretici direktifleri dogrultusunda RNA izo-
lasyonlar1 gergeklestirildi. RNA’lar, komplementer
DNA (cDNA) sentezi islemlerine kadar -80°C’de
saklandi. cDNA’lar First Strand cDNA synthesis kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullani-
larak tiretici direktifleri dogrultusunda olusturuldu.
cDNA’lar real-time PCR asamasina kadar -20°C’de
saklandi. Insanlarda enfeksiyonlarla iligkili olan
HNoV GI, GII ve GIV genogruplarin1 saptayabil-
mek i¢in Tablo 1°de verilen spesifik primer ve prob-
lar kullanild1 [3, 16]. RNA izolasyonlariin dogru-
lugunu kontrol etmek icin calismada RNA process
control kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alman-
ya) Uretici direktifleri dogrultusunda kullanildu.

cDNA’lar, primer ve probla birlikte, LightCyc-
ler 480 Probe Master kit (Roche Diagnostics, Man-
nheim, Almanya) tretici direktifleri dogrultusunda
kullanilarak, real-time PCR islemleri, LightCycler
480 sisteminde gerceklestirildi. Her bir reaksiyonda
5 ul ¢cDNA kullanildi ve PCR profili baglangi¢ akti-

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 29, Sayi1 2, 2018, 121-126



Demirci M ve ark. Sularda, insan Enfeksiyonlari ile iliskili Norovirus Genogruplarinin Saptanmasi 123

vasyon agsamasi olarak; 95°C’de 10 dakika, takiben
45 siklus, denaturasyon, uzama ve ¢ogaltma asama-

st olarak sirasiyla 95°C’de 10sn, 60°C’de 30 sn ve
72°C’de 1 sn seklinde gerceklestirildi.

Tablo 1: Genogrup I, GII ve GIV saptanmasi i¢in real-time PCR’da kullanilan primer dizileri

Genogrup Primer Ad1 Oligonukleotid dizisi (5° > 3°) Referans
GI QNIF4 CGCTGGATGCGNTTCCAT 11
NVILCR CCTTAGACGCCATCATCATTTAC 11
NVILCpr FAM- TGGACAGGAGAYCGCRATCT-TAMRA 11
GII QNIF2d ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA 11
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 11
QNIFS FAM- AGCACGTGGGAGGGGATCG-TAMRA 11
GIvV NIFG4F ATGTACAAGTGGATGCGRTTC 12
COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 12
NIFG4P FAM-AGCACTTGGGAGGGGGATCG-TAMRA 12
Bulgular

Calismamiza dahil edilen 60 numunede saptanan
genogruplarin dagilimi1 Tablo 2’de verilmistir. 60
numuneden, 10 tanesinde (%16.67) HNoV GI, GII
ve GIV pozitifligi bulundu. Lokal kuyulardan 3

Tablo 2: Genogruplarin dagilimi

(%8.57) tanesinde ve derelerden alinan numuneler-
den de 7 (%28) tanesinde pozitiflik saptandi. HNoV
genogruplart incelendiginde, 6 (%10) numunede
GIL, 3 (%5) numunede GI ve 1 (%1.67) numunede
GIV oldugu saptanda.

Noroviriis Genogrup

GI
Lokal Kuyular n:35 1(2.86)
Dereler n:25 2 (8.00)
Toplam: 60 3 (5.00)

GII GIV Toplam
2(5.71) 0(0) 3(8.57)
4 (16.00) 1 (4.00) 7 (28.00)
6 (10.00) 1(1.67) 10 (16.67)

Derelerden alinan sularda 6zellikle GII %16
olarak en yliksek diizeyde saptanirken, derelerden
alman sularda GI, GII ve GIV pozitifligi %28 ora-
ninda bulundu. Lokal kuyularda ise GI %2.86 ve
GII %5.71 oraninda saptanirken, GIV pozitifligi bu-
lunmadi. GIV sadece 1 numunede derelerden alinan
numuneler arasindan saptandi. Derelerde, kuyular-
dan alinan numunelere gore daha yiiksek sayida
HNoV pozitifligi saptandigr tespit edildi.

Tiim numunelerde durum incelendiginde, Nu-
munelerde, HNoV GII’'nin %10 diizeyinde saptan-
dig1, bunu sirasiyla GI (%5) ve GIV (%1.67) varli-
ginin takip ettigi tespit edildi.

Pozitiflik saptanan sularda Noroviriis ve ge-
nogruplarin dagilimi incelendiginde, Ocak aylarin-
da en yiiksek pozitiflik saptandigi, bunu Subat ay1-
nin izledigi goriilmektedir (Tablo 3).
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Tablo 3: Noroviriis ve genogruplarinin mevsimsel dagi-
lim1

Ay Noroviriis
GIV

Q
2

Toplam
Ocak 17 2
Subat 17
Mart 17
Nisan 17
Mayis 17
Haziran 17
Temmuz 17
Agustos 17
Eylil 17
Ekim 17
Kasim 17
Aralik 17
Ocak 18

Toplam

LW O = O O O O O O © O O = =

AN = O == =0 OO0 OO0 O ==

—_——_ 0 O O OO O o O o o o o
N = = = = O O O O O O N

—_
S

Tartisma ve Sonug¢

Su kaynakl1 viriislerin saptanmasi, dzellikle igilebi-
lir suyun az oldugu yerlerde halk sagligi agisindan
onemlidir. Su kaynakli enfeksiyonlarda noroviriis
yaygin olarak bildirilmektedir. Dogas1 geregi, bu
kontaminasyon siklikla biyolojik atiklarla iligkilidir
[4]. Cevre kosullarinda uzun siire yagama sanst ol-
dugu i¢in bu Noroviriislerin 6nemini arttirmaktadir
[9]. Yenilenme yetenegi hizli olan ve farkli pek ¢ok
genogrup, genotip ve varyantlari bulunan norovi-
rlslerin molekiiler epidemiyolojik olarak sularda
incelenerek durumunun bilinmesi, hem epidemiyo-
lojik veri sunmasi, hem de ulusal as1 ¢calismalarinda
da kullanilabilmesi acisindan degerlidir [4].

Uluslararast calismalar incelendiginde; Ku-
yular gibi yer alti sularinda yapilan ¢alismalarda,
Joung ve ark, 2013 yilinda, Giiney Kore’de yer
alt1 sularinda sadece %0.5 oraninda GII pozitifligi
saptamislardir [7]. Lee ve ark, 2013 yilinda Giiney
Kore’de yaptiklar1 ¢alismada yer alt1 sularini incele-
diklerinde, HNoV i¢in %0.64 pozitiflik saptamislar
ve bu pozitif numunelerden sadece 1 tanesinde GI,
6 tanesinde GII oldugunu bildirmislerdir [13]. Biz-
de calismamizda kuyu numunelerimizden sadece 3
tanesinde pozitiflik saptadik, verilen oranlara ben-
zer sekilde kuyu numunelerinde dere gibi kontami-
nasyona daha ac¢ik numunelere gore daha diisiik se-

viyede HNoV varlig1 oldugu anlasilmaktadir. Tiim
calismalarda GII varliginin bizim ¢alismamizdaki-
ne benzer sekilde yliksek oldugu goriilmektedir.

Yine uluslararast c¢aligmalarda, derelerde-
ki durum incelendiginde, Aw ve ark, 2009 yilinda
Singapur’da derelerde yaptiklart ¢aligmalarinda
60 numuneden 4 tanesinde (%9.3) GI, 16 tanesin-
de (%37.2) GII ve 23 tanesinde (%53.5) GI ve GII
birlikteligi olmak {izere toplam 43 (%71.7) HNoV
pozitifligi bildirmiglerdir (2). Lodder ve ark, 2005
yilinda Hollanda’da yaptiklari ¢aligmalarinda dere-
lerde 7 pozitiflik saptamiglar ve bunlarin 2 tanesini
GI ve 5 tanesini GII olarak tespit etmislerdir [14].
Kim ve ark, 2016 yilinda Giiney Kore’de yaptikla-
11 ¢aligmalarinda, GI i¢in %13.3 ve GII i¢in %16.6
pozitiflik bildirmislerdir [11]. Vantarakis ve ark,
2011 yilinda Yunanistan’da yaptiklart ¢alismalarin-
da derelerden aldiklar1 su numunelerinde, %56.8
oraninda HNoV bildirmisler ve bunlarin tamami-
nin GII oldugunu rapor etmislerdir [21]. Dere gibi
biyolojik kontaminasyona kuyulara gore daha agik
sularda HNoV kontaminasyonunun daha yiiksek se-
viyelerde oldugu ve iilkeden iilkeye hatta bolgeden
bolgeye degisiklik gosterdigi goriilmektedir. Bizim
calismamizda saptadigimiz %28’lik pozitifligin bu
anlamda g¢aligmalarla benzerlik gosterdigini soyle-
yebiliriz. Ayrica ¢alismamizdakine benzer sekilde
GII varligi, diger genogruplara gore agirlik goster-
mektedir.

Ulkemizde yapilan galigmalar incelendiginde,
siklikla salginlarla iligkili olarak diski numunele-
rinden incelemeler yapildig1 ve literatiirde bizim
calismamiza benzer sekilde sular ile yapilmis bir
caligmaya rastlamadik. Her ne kadar ayni numune
tizerinden olmasada Timurkan ve ark [20], digk:
numunelerinde yaptiklar ¢alismalarinda, GII’yi en
yiiksek diizeyde saptadiklarini, 1’er numunede de
GI ve GIV varlig1 bulduklarim bildirmislerdir. Bu
veride, yine ¢aligmamiz verilerine benzer sekilde
GII varhigmin iilkemizde diger iilkelerdekine de
benzer sekilde yiiksek oldugunu ama GI ve GIV’iin-
de olabilecegini bize diistindliirmiistiir.

Noroviriis genotiplerinin mevsimsel dagilimi-
nin incelendigi ¢alismalara bakildiginda, Kim ve ark
[11], Gliney Kore’de sularda saptadiklar1 Noroviriis
pozitifliklerini bizim ¢aligmamizdakine benzer se-
kilde kis aylarinda arttigini bildirmislerdir. Delga-
do-Gardea ve ark [4] 2017 yilinda Meksika’da yap-
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tiklar1 ¢aligmada, sularda Ekim ayinda daha yiiksek
konsantrasyonda Noroviriis pozitifligi saptadikla-
rii bildirmislerdir. Jalava ve ark [6], 2014 yilinda
Finlandiya’daki salginlar sirasinda sular1 inceledik-
lerinde Temmuz ayinda sularda Noroviriis pozitifli-
gi saptamislardir. Ulkemiz ve Finlandiya arasinda
1s1 farklilig1 g6z ontine alindiginda, 1s1 farkliliginin
calismamiz sonuglarina gore fark yarattigini bize
diisiindtirmiistiir. Kauppinen ve Miettinen [9], 2017
yilinda yaptiklari ¢alismada bu diisiincemizi destek-
lemislerdir. 3°C, 21°C ve 36°C’da sularda Norovi-
ris kantitatif durumunu incelediklerinde 36°C’da
Noroviriis kantitatif miktarlarin en diisiik seviyede
oldugunu ve 1s1 artis1 ile diistis gosterdigini bildir-
mislerdir. Inceledigimiz calismalardaki Norovi-
riis’iin mevsimsel dagilimi sonuglari ¢alismalarimiz
sonuglari ile benzer saptanmustir.

Sonug olarak, tilkemizde ilk defa kuyu sular1 ve
derelerden alinan sularla yaptigimiz ¢alismamizla,
molekiiler epidemiyolojik olarak HNoV varligimin
sularimizda olabilecegini, derelerde, kuyu sulari-
na gore kirliligin daha fazla diizeyde olabilecegini
saptadik. HNoV’lar arasinda GII’nin 6n planda tu-
tulmas1 gerektigi ama GI ve GIV’iinde varligiin
oldugunu gézlemledik. Halk saglig1 problemi olus-
turmamasi agisindan, HNoV salginlarinda sular géz
onilinde bulundurulmali ve yeni molekiiler teknik-
lerle sular gibi énemli enfeksiyon kaynaklarindan
epidemiyolojik veriler elde edilerek durum ortaya
konabilir ve bu bilgiler ile bolgesel as1 gelistirme
calismalar i¢inde On veriler saglanabilecegi kana-
atindeyiz.
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Taze Peynirlerden izole Edilen Escherichia coli Suslarinin Genotiplendirilmesi
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Ozet: Bu arastirmada, Aydin ilinde iiretilen taze peynirlerden izole edilen Escherichia coli suslarmm RAPD-PCR yo6n-
temi ile genotiplendirilerek filogenetik yakinliklarinin ve ekolojik ¢esitliliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag-
la, Aydm ili ve gevresinde farkli mandiralarda iiretilip, mandira satis noktalarinda, marketlerde ve semt pazarlarinda
satisa sunulan toplam 100 adet taze peynir numunesi koliform bakteri sayisi ile E. coli varligi yoniinden incelenmistir.
Her bir numuneden 250 gram olacak sekilde steril posetler igerisinde soguk zincir altinda laboratuvara getirilmistir. Taze
peynir orneklerinin zenginlestirilmis ve selektif besiyerlerine ekimlerini takiben izole edilen E.coli slipheli bakterilerin
biyokimyasal yéntemlerle identifikasyonu yapilmistir. Identifikasyon sonuglari PCR ile dogrulanmustir. izole edilen
E.coli suslart RAPD-PCR yoOntemi ile genotiplendirilmistir. Sonug olarak arastirmamizda 77 adet taze peynir 6rneginde
ortalama 4,83 log kob/g koliform bakteri saptanmis, koliform bakteri saptanan 77 adet taze peynir 6rneginin 22 sinden
44 adet E.coli izolat1 elde edilmistir. Elde edilen 44 adet izolat PCR yontemi ile de E.coli olarak dogrulanmistir. Bu
izolatlarin RAPD-PCR ile genotiplendirilmesi sonucu 22 farkli genotip belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Taze peynir, E.coli, RAPD-PCR, genotiplendirme

Genotyping of Escherichia coli Strains Isolated From Fresh Cheese

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

Key Words: Fresh cheese, E.coli, RAPD-PCR, genotyping

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Geleneksel bir siit lirlinii olan peynir, farkli cesit-
leri ile hemen hemen biitiin tiikketim gruplarina hi-
tap etmekte ve insan beslenmesinde énemli bir yer
tutmaktadir. Peynirin giinliik beslenmemizde kolay
sindirilebilme 6zelliginin yan1 sira, yapisinda {ire-
timde kullanilan siitteki yagi, ¢ézlinmeyen tuzlari,
koloidal maddelerin tiimiine yakin miktarini bulun-
durmasi ve siit serumundaki ¢dziinen tuzlar, vita-
minler, serum proteinleri ve diger besin unsurlarinin
da bir 6lciide peynirin yapisina girmesinden dolay1
onemli olarak kabul edilmektedir. Peynir ayrica,
yliksek kalitede protein, yag, A ve B2 vitaminleri
yoniinden de oldukg¢a zengindir [30].

Peynir her ne kadar giivenli bir gida tirlinii ola-
rak bilinse de, pek ¢ok semptomlarla ortaya gikan
gida zehirlenmesi vakalarina neden oldugu oldugu
bildirilmektedir. Peynir kaynakli gida zehirlenme-
lerine yol agan patojenler, kirli ¢cevre veya infekte
hayvan kaynakli bulagmis ¢ig siit, siit isletmesi flo-
rasiin ya da bu floranin ¢ig siit kaynakl kirliligi,
iiretim asamasinda ¢alisanlar kaynakli olabilmekte-
dir [18]. Ulkemizde peynirlerin fekal kontaminas-
yon ve patojen mikroorganizmalarla bulasmasini,
¢ig siitlin toplam bakteri sayisi fazlaligina bagh
diisiik kalitesi, sagim, tagima, depolama asamala-
rinda ve isletmelerde, temizlik ve hijyen kurallarina
yeterince onem verilmemesi, yeterli olgunlastirma
stiresi dolmadan tliketime sunulmasi, uygunsuz ko-
sullarda pazarlanmasi gibi faktorler olumsuz yonde
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etkilemekte ve bu durum tiiketici saglig1 agisindan
onemli bir risk olusturmaktadirlar [8,14,26,29].

Halk sagligr icin risk teskil eden peynir kay-
nakli zehirlenmelerin en énemli neden olarak Esc-
herichia coli gosterilmektedir. E. coli, Enterobacte-
riaceae familyasindan, sporsuz gram negatif, uglari
yuvarlak ¢omak seklinde, cogunlukla hareketli, asi-
dorezistans 6zelligi olmayan, insan ve pek ¢ok si-
cakkanli hayvanin dogal barsak florasinda bulunan,
optimum gelisme sicakligi 37°C, optimum gelisme
pH’s1 7,2 olan basil sekilli bir bakteridir [7,28]. E.
coli, insan ve bazi memelilerin barsak florasinda
bulunmasi nedeniyle zararsiz olarak kabul edilse
de, bazi tipleri gerek barsakta gerekse barsak disi
ortamlarda insanlarda hastaliklara sebep olabilmek-
tedir [15]. Gidalarda saptanmasi, saptanma miktari,
halk saglig1 yoniinden 6nem arz eden enteropatoje-
nik ya da toksinejik E. coli bulunma ihtimali agi-
sindan, fekal kontaminasyonu gdsterme agisindan

indikatdr bir mikroorganizma olarak kabul edilir
[22]. Cok sayida patojen E. coli grubu bulunmakla
birlikte, enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotok-
sijenik £. coli (ETEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC)
ve enterohemorajik E. coli (EHEC) olmak tizere 4
grup 6nem arz etmektedir. Bu gruplar farkli E. coli
serotiplerini icermektedir. Bir bagka siiflandirma
seklinde ise bazi1 E. coli serotipleri verotoksijenik
(VTEC) grubu iginde toplanir. Bu gruplar disinda
Meksika’da ¢ocuklarda hafif gecen bir diareye ne-
den olan diffuse adhering E. coli (DAEC), cesitli
iilkelerde bebek ve cocuklarda kronik diareye ne-
den olan entero-aggregative E. coli (EAggEC), en-
der rastlanan facultatively enteropathogenic E. coli
(FEEC) gruplar1 da mevcuttur. EAggEC serotipleri
agregatif yapisma oOzellikleri ile diger tiim E. coli
serotiplerinden farklilik gdsterir [13]. Patojenik F.
coli alt gruplart ile ilgili baz1 6zellikler ve semptom-
lar Tablo 1’de 6zetlenmistir [11].

Tablo 1. Patojenik E. coli alt gruplari ile ilgili baz1 6zellik ve semptomlar [11].

Ozellikler/

Semptomlar ETEC EPEC EHEC EIEC
Toksin LT/ST - Shiga veya Vero toksin -
Invaziv - - - +
Intimin - 4 4 -
Enterohemolizin - - + -

Disk1 Sulu Sulu ve Kanli Sulu, Cok Kanlt Mukoid, Kanlt
Ates Diisiik + - +

Fekal 16kosit - - - +

flgili Barsak Ince Barsak Ince Barsak Kolon Kolon,kismen ince barsak
Seroloji Cesitli 026, O111 ve digerleri O157:H7, 026,0111 ve digerleri Cesitli
IDb Yiiksek Yiiksek Diisiik Yiiksek

LT=labil toksin (1s1ya direngsiz toksin), ST=stabil toksin (1s1ya direngli toksin) I "=infektif doz.

Bu aragtirmada, Aydin ilindeki ¢esitli mandira
ve peynir isletmelerinde iiretilen, market, pazar
ve mandira satis noktalarinda tiiketiciye sunulan
taze peynirlerde E. coli varligiin arastirilmasi ve
izole edilen suglar arasindaki ekolojik cesitliligin
saptanmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot

Calismada, Aydm ili ve c¢evresinde farkh
mandiralarda tretilip, mandira satis noktalarinda,
marketlerde ve semt pazarlarinda satisa sunulan

taze peynirler koliform bakteri sayisi ile E. coli
varlig1 yoniinden incelendi. Bu amagla c¢esitli satis
noktalarindan toplam 100 taze peynir numunesi,
her bir numuneden 250 gram olacak sekilde steril
posetler igerisinde soguk zincir altinda Adnan
Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Besin/
Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal
Mikrobiyoloji Laboratuvarma getirildi.

E. coli izolasyon ve identifikasyonu: Topla-
nan peynir orneklerinden aseptik sartlarda alinan
10’ar gram peynir numunesi stomacher torbalarina
konulup, tizerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su
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(Oxoid LP0005, Fluka 70179) ilave edilerek Stoma-
cherde (Bag mixer, Interscience, France) 2 dakika
boyunca homojenize edildi. Elde edilen homojeni-
zattan seri dilisyonlar hazirlanarak Violet Red Bile
Agar’a (Oxoid CM0107) ¢ift katli dokme plak yon-
temi ile inokulasyonlar yapildi ve takibinde 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
besiyerinde olusan 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi ko-
loniler sayilip, sonuglar log10 tabanina gore koloni
olusturan birim/gram (kob/g) olarak degerlendirildi
[12,24]. Koliform sayimindan sonra VRB Agar’da
iireyen kirmizi zonlu tipik kolonilerden 5 adet ali-
narak icerisinde Durhaim tiipii bulunan Lactose
Broth’a (Oxoid CMO0137) inokule edilip 44°C’de
24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon so-
nunda gaz ve bulaniklik olusturan tiiplerden Eosine
Methylene Blue Agar (EMB) (Oxoid CM0069) ve
MUG supplement (Oxoid BR0071) iceren Violet
Red Bile Agar’a (Oxoid CM0107) 6ze ile ekim ya-
pilarak 37°C’de 24 saat bekletildi. EMB Agar’da
metalik rofle ve MUG’lu VRB Agar’da uzun dalga
boylu (366 nm) UV lambasi ile floresan 1s1ma ve-
ren kolonilere identifikasyon i¢in Indol, Metil Red,
Voges Proskauer ve Citrate (IMViC) testleri uygu-
land1 [12,24]. Ayn1 peynir 6rneginden izole edilen

E. coli suslar1 ayn1t numara ve farkli harflerle kod-
landirildi.

E. coli izolatlarinin PCR ile identifikasyonu:
DNA Ekstraksiyonu: PCR’da kullanilmak iizere E.
coli izolatlarindan total DNA ekstraksiyonu kaynat-
ma yontemi ile gerceklestirildi. Bu amagla siiphe-
li koloniler nutrient agara ekildi ve 37°C’de 24-48
saat inkiibe edildi. Koloniler 6ze yardimi ile topla-
narak, 500 ul DNase-RNase free ependorf tiipilin-
de deiyonize su ile siispanse edildi ve 100°C’de 10
dk kaynatildi. Daha sonra 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek tstteki sivi PCR’da hedef DNA
olarak kullanilmak iizere saklandi [5].

PCR Amplifikasyonu: PCR identifikasyonunda
Abd El-Razik ve ark [1]’nin kullandiklari protokol
modifiye ve optimize edildi. PCR amplifikasyonu
50 pl son hacim i¢inde gerceklestirildi. Ekstrakte
edilmis 200 ng DNA, 2 mM MgCl,, 1X PCR buffer,
1 uM primer, 0,2 mM dNTP ve 2 U Taq polime-
raz igeren PCR karisimi hazirlandi. Amplifikasyon
kosullar1 olarak 95°C’de 2 dk ilk denatiirasyon, 35
siklus olmak iizere 94°C’de 45 sn denatiirasyon,
57°C’de 45sn baglanma, 72°C’de 45 sn uzama ve
son siklustan sonra 72°C’de 10 dk son uzama asa-
mast olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 2. E. coli izolatlarinin tiir tiizeyinde identifikasyonu i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler.

Hedef bakteri Oligoniikleotid primer dizilimi

Bant biiyiikliigii (bp) Kaynak

F 5’>-GCTTGACACTGAACATTGAG-3’

E. coli R 5’-GCACTTATCTCTTCCGCATT-3’

662 Abd El-Razik ve ark. [1]

Amplikonlarin  Gériintiilenmesi: Amplifikas-
yon drilinleri etidium bromid (2pg/ml) igeren %
1,5’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV tran-
silluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme sonra-
sinda 662 bp’lik bant goriilmesi E.coli i¢in pozitif
olarak degerlendirildi.

izolatlarin Genotiplendirilmesi: Tiim izo-
latlar ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus)-2 (5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG
AGC G-3’) primeri kullanilarak RAPD-PCR pro-
fillerinin belirlenmesi sonrasinda gentiplendirildi.
RAPD-PCR amplifikasyonu Versalovic ve ark [31]
tarafindan bildirilen metodun modifiye edilmesiyle
gergeklestirildi. Bu asamada deiyonize su, 1XPCR
Buffer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM her bir dNTP, 2,5 U

Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer ve 5 pl temp-
late DNA igeren 25 ul’lik PCR karisimi olusturuldu.
Bu karisim 94°C‘de 5 dk 6n denatiirasyonu takiben
94°C’de 1 dk denatiirasyon, 40°C’de 1 dk baglan-
ma, 72°C’de 3 dk uzama olmak tizere 40 siklus ve
72°C’de 7 dk son uzama kosullarinda amplifikas-
yon islemine tabi tutuldu. Amplifikasyon iirtinleri
etidium bromid (2ug/ml) iceren % 1,5’luk agaroz
jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile
goriintiilendi. Olusan RAPD paternlerinin dendrog-
ramlart UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Averages) metodu ile Quantity One
(BioRad) dendrogram ve goriintii analiz programi
kullanilarak ¢izildi.
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Bulgular

izolasyon ve Identifikasyon bulgulari: Peynir
numuneleri koliform bakteri sayisi agisindan de-
gerlendirildiginde 100 adet peynir numunesinin
77 adetinde (% 77) belirlenen dillisyonlarda iireme
saptand1. Incelenen peynir numunelerinin koliform

bakteri say1s1 sonuglar1 Tablo 3’te gdsterilmistir. In-
celenen peynir numunelerinin 22 adetinde (% 22) E.
coli varligi tespit edildi. Pozitif olan numunelerden
44 adet E. coli izolat1 elde edildi (Ayn1 peynir 6rne-
ginden izole edilen E. coli suslari ayni numara ve
farkli harflerle kodlanarak gosterildi).

Tablo 3. incelenen peynir numunelerinin koliform bakteri say1si sonuglari.

Koliform Bakteri Saysi (log,, kob/g)

Koliform Bakteri Pozitif Numune Sayisi (77)

Minimum

Maksimum Ortalama

2,47 6,54 4,83

PCR Bulgular:: Fenotipik olarak E. coli siip-
heli izolatlarin PCR ile analizi sonrasinda 44 adet
izolatin 662 bp.’lik {irlin verdigi goriildii ve identifi-

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

7 8 9 1011 12 1314 1516 17 1819 20 M

1000 bp

500 bp

1000 bp
662 bp

i —
—

500 bp

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

lococcus aureus).

Genotiplendirme ve Filogenetik Analiz: E.
coli olarak identifiye edilen 44 adet izolatin geno-
tiplendirmesi amaciyla ERIC-2 primeri kullanilarak
gercgeklestirilen islem sonucunda 22 farkli RAPD-

Resim 2. Incelenen E. coli izolatlarinin RAPD profilleri.

PCR profili tespit edildi (Resim 2). Onbir RAPD-
PCR profiline tek bir izolat diiserken, diger 11 profil
icinde % 100 diizeyinde homoloji gdsteren 2-6 izo-
lat yer aldu.

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
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Dendrogramin % 100 esik degeri belirlenerek
yapilan analizi sonucunda izolatlarin 11 adet tek-
li genotip ve 11 adet kiime olusturdugu belirlendi.

Tablo 4. RAPD-PCR sonucunda saptanan genotiplerde
yer alan izolatlar ve sayilart.

=

Genotip Bakteri no

Kiimelerin 5 adetinin 2 izolat, 3 adetinin 3 izolat, 2 1  20B3A 1
adetinin 4 izolat ve 1 adetinin de 6 izolattan olustu- 2 22B3A 1
gu saptandi (Tablo 4). 3 25B2B 1
RAPD-PCR profillerinin UPGMA (Unweigh- & 2/ b2b- 27824 2
. . . . 5  25B3A,27B3A 2
ted Pair Group Method with Arithmetic Averages) 6  30B3B.32B3A. 32B3B 3
ile yapilan filogenetik analizlerinin sonucu Sekil 7 3382 A’ ’ |
1’de gosterilmistir. Buna gore, belirlenen 22 geno- 2 3IB3A 1
tip arasinda 0,60-0,88 katsay1 (% 60-88) arasinda 9 35B3A. 35B3B. 37B2B. 37B3A 4
homoloji goriildii. 10 37B3B ’ ’ 1
Calismada 7 genotipte (1, 2, 7, 12, 20, 21, 22) 11  44B3B, 44B4B, 44B3A, 73-3A 4
sadece birer peynir 6rnegine ait suslar yer aldi. Bu- 12 62B3A 1
nunla birlikte 7 genotip iginde (5, 6, 9, 11, 13, 14, 13 63B3, 68B4 2
17) farkli peynir 6rneklerinden izole edilen suslar 14 71-3A, 71-4A, 69-4A 3
ayn1 genotip i¢inde yer aldi (Tablo 5). 15 73-3B 1
e . - e . 16 73-4A 1
) Plger bir ac¢idan d§gerlend1r11d1g1nde 6 peynir 17 75-3B. 75-4A, 75-4B. 78-3A, 78-3B, 78-4B 6
orneginden farkli genotiplerde yer alan farkli suslar 18 84-3A 8438 5
(25.6rnek 3.ve 5. genotip, 27.6rnek 4. ve 5. genotip, 19 84-4A’ |
32. ornek 6. ve 8. genotip, 37. drnek 9. ve 10. geno- 20 913A 1
tip, 73. ornek 11., 15. ve 16. genotip, 84. 6rnek 18. 21 99-4A.99-4B )
ve 19. genotip) elde edildi (Tablo 5). 2 100_3; 100-4A 100-4B 3
Genotip
Il0'75 Sl
1
0.66 6
0.80 17
| 0.88
ookt S,
0.60 16
8
0.73 e — 12
0.63 0.75 19
[0.87
= 13
0:68 —0.77 ﬁ
0.74 18
0.77 4
{0.84 >
0.70 15
— 0.78 9
—I 0.81
0.77 5
20
0.82
22
0.84 11

Sekil 1. incelenen E. coli izolatlarmin filogenetik yakinlik analizi sonucunda olusturulan dendrogram (1 katsay1 x 100

= % homoloji).
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Tablo 5. Belirlenen genotiplerin peynir drneklerine dagilimi.

PEYNIiR ORNEK (BAKTERI No.)

GENOTIP* |20 |22 |*25|%27| 30 [*32| 33 | 35 |*37

44

62|63 |68|69|71|*73|75 |78 [*84|91 |99 | 100

***1

***2

3

4

**5

**6

***7

**Q

10

**11

#3kk )

**13

%14

15

16

**17

18

19

***20

***21

+

***22

+

FFFT genotipte sadece birer peynir drnegine ait suslar yer aldi. *
*6 ornekten farkli genotiplerde yer alan farkli suslar elde edildi.

Tartisma ve Sonug¢

Insan ve hayvanlarin barsak florasinda bulunan E.
coli canli i¢in genellikle zararsiz bir bakteri olarak
kabul edilmektedir. Baz1 patojenik tiirleri gidalar
kontamine edebilmekte veson yillarda artis gos-
teren salginlarda, her yil yiizbinlerce insanin etki-
lendigi, ylizlercesinin de dldigi saptanmistir. Bu
gida zehirlenmelerinde kaynak insan veya hayvan
diskisidir. Kontaminasyon yolu oldukca kompleks
olabilmekte ve insanlar, hayvanlar, bitkiler ile tiim
bunlarin ekosistemle etkilesimleri kaynak olustura-
bilmektedir. Konakg¢1 kaynak, sanitasyon ve hijyen
diizeyleri, tarimsal sistemler, gida {iretim yontemle-
11, bakterinin epidemiyolojisi lizerine etkili unsurlar
olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar [9].

7 genotip i¢inde farkli 6rneklerden izole edilen sus

ar ayn1 genotip i¢inde yer ald1.

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Da-
iresi (FDA), 2014 yilinda ¢ig siitten yapilmis 60
giinliik peynirlerin mikrobiyolojik kalitesinin belir-
lenmesi amagli bir ¢aligma yapmigtir. Bu ¢caligmada
19 Subat 2014 ile 3 Kasim 2015 tarihleri arasinda
1606 adet peynir drnegi toplanmigtir. Toplanan bu
orneklerin 473 adetinin (% 29) yerli {iretim tarzinda
uretildigi, 1133 adetinin (% 71) ise uluslararasi pey-
nir tiplerinden olustugu belirtilmistir. Yerel peynir
ornekleri iiretim noktalari, depolar ve satig noktala-
rindan, dig kaynakli peynir 6rneklerinin iilkeye giris
noktast olan liman ve benzeri yerlerden, i¢ piyasaya
sunulmadan 6nceki son kontrol noktalarindan top-
lanmistir. Bu g¢aligma sonucunda, 1606 adet 6rnegin
87 adetinde E. coli saptandigi, ¢aligmanin biitliniin-
deki kontaminasyon oraninin ise % 5.4’1 oldugu be-
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lirtilmistir. £. coli saptanan 6rneklerden 18 adetinin
yerel peynir, 69 adetinin dig kaynakli peynir oldugu
saptanmistir. Toplam 1606 adet drnegin higbirinde
E. coli O157:H7 bulunmadig: bildirilmistir. Arastir-
mada 1606 6rnekten 11 adetinde Shiga toksin iireten
E. coli saptandigi, bu 11 adet drnekten 1 adetinde de
patojenik serotip O111:H8 bulundugu bildirilmistir
[10]. Madic ve ark. [20], ¢ig siitten iiretilen peynir-
lerde, Multiplex Real-Time PCR teknigini kullana-
rak, 400 6rnekte Shiga toksin iireten £. coli taramast
yapmiglardir. Bu ¢aligmada 5 temel patojenik sero-
tip olan 026:H11, O103:H2, O111:H8, O145:H28
ve O157:H7 serotiplerini arastirmislar, 26 o6rnekte
(% 6,5) bu serotiplerde Shiga Toksin tireten E. coli
bulduklarini bildirmislerdir. Quinto ve Cepeda [23]
, yumusak peynirlerde toksijenik £. coli insidensini
arastirmak icin yaptiklar1 ¢alismada, 221 adet ¢ig
stitten yapilmis, 75 adet pastdrize siitten yapilmisg
peynir Orneklerini analiz ettiklerini, enterotoksije-
nik, verotoksijenik, nekrotoksijenik E. coli serotip-
lerini calistiklarini belirtmislerdir. Pastorize siitten
iiretilen peynir 6rneklerinde toksijenik E. coli izole
etmediklerini, ¢ig siitten iretilen peynir drnekleri-
nin 3 adetinde (% 1,35) toksijenik E. coli saptadik-
larmi bildirmislerdir. Paneto ve ark. [21], Orta-Bati
Brezilya’da satilan, ¢ig siitten iiretilmis peynirlerde
toksijenik E. coli varligini aragtirmak igin planla-
diklar1 calismada, farkli marketlerden 50 adet 6rnek
topladiklarini, analiz yontemi olarak PCR teknigini
kullandiklarii bildirmislerdir. Calisma sonunda 48
adet (% 96) ornekte E. coli saptadiklarini, bunlardan
% 6’sinin 0125, % 4’tnin O111, % 2’sinin 055,
% 2’sinin O119 serotiplerinde oldugunu belirtmis-
lerdir. Stephan ve ark. [25], Isvigre’de ¢ig siitten
iiretilen peynirlerde STEC varligini, serotiplerini
saptamak amaciyla planladiklart arastirmada, iilke
genelindeki tireticilerden Mart 2006-Aralik 2007 ta-
rihleri arasinda 796 adet 6rnek topladiklarini bildir-
mislerdir. Arastirmacilar, 2006 yilinda toplanan 432
ornekten 16 adetinde (% 3,7), 2007 yilinda toplanan
364 ornekten 23 adetinde (% 6,3) STEC saptadik-
larmi belirtmislerdir. Ahmed ve ark. [2], Misir’da
iretilen taze peynirlerde (Damietta ve Kareish)
fekal koliform ve enteropatojenik E. coli varligini
arastirmak amaci ile 100 adet 6rnek topladiklarini,
Damietta peynir orneklerinin % 2’sinde E. coli dii-
zeyinin > 10° kob/g, Kareish peynir 6rneklerinin %
84’tlinde E. coli diizeyinin 10-10° kob/g oldugunu
bildirmislerdir. £. coli saptanan 46 adet Damietta ve

Kareish peynir drneklerinin 15 adetinin O125:B15,
025:K11, 0128:B12, 0126:B16 ve O111:B4 ente-
ropatojenik E. coli (EPEC) ile kontamine oldugunu
belirtmislerdir. Ladan ve Reza [19], Iran yerel taze
peynirlerinde enteropatojenik E. coli (EPEC) konta-
minasyon varligini arastirmak amaciyla giiney-bati
fran, Kerman bolgesindeki satis noktalarindan 77
adet oOrnek topladiklarmni bildirmislerdir. Topla-
diklar1 77 adet 6rnekten 76 adetinde (% 98,70) E.
coli izole ettiklerini, bunlardan 15 adetinde de (%
19.,48) enteropatojenik E. coli (EPEC) saptadikla-
i1 bildirmislerdir. Tekinsen ve Ozdemir [27], Van
otlu peynirinde gida kaynakli patojenlerin varligi-
n1 aragtirmiglar, bu amacla olgunlasmamis 50 adet
peynir ornegi topladiklarini belirtmislerdir. Arastir-
ma sonucunda, 31 adet (% 62) o6rnekte E. coli izole
ettiklerini, kontaminasyon diizeyinin 3,68 log kob/g
oldugunu bildirmislerdir. Keskin ve ark. [17], semt
pazarlarinda satilan beyaz peynirlerin mikrobiyo-
lojik kalitesinin arastirilmasi amagli planladikla-
11 calismada, Istanbul Uskiidar Belediyesine bagl
20 semt pazarindaki 50 beyaz peynir saticisindan,
2004 yili Ocak-Mart aylarinda peynir 6rnekleri al-
diklarimi, orneklerin % 96’sinda koliform bakteri,
% 86’sinda E. coli izole ettiklerini bildirmislerdir.
Kaynar ve ark. [16], Ankara piyasasinda tiikketime
sunulan beyaz peynirlerin hijyenik kalitelerinin
belirlenmesi {izerine yaptiklar1 arastirmada, Anka-
ra ili Ulus semtindeki marketlerden 30 adet peynir
ornegi aldiklarini, 21 adet 6rnekte koliform grubu
bakteri izole ettiklerini, bu 6rneklerin 18 adetinde
de 7,3x10'-2,4x10? kob/g diizeyinde fekal koliform
ve E. coli saptadiklarini bildirmiglerdir. Dogan ve
ark. [6], cesitli gidalarda koliform, fekal koliform,
E. coli varliginin arastirilmas1 amagh yaptiklari ca-
lismada, topladiklar1 97 adet peynir numunesinin
% 78,4 tinde koliform bakteri, % 75,3’{inde fekal
koliform, % 72,2’sinde E. coli izole ettiklerini bil-
dirmislerdir. Bingél ve ark. [4], Istanbul’da satilan
peynirlerde enterotoksin ve verotoksin varliginin
arastirilmasi1 amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, topla-
diklar1 150 adet peynir numunesinden 55 adetinde
(% 36,66) E. coli izole ettiklerini, 3 peynir Orne-
ginde E. coli O157 saptadiklarini, hi¢bir peynir 6r-
neginde O157:H7 izole edilmedigini bildirmisler-
dir. Arslan ve Ozdemir [3], Tiirk ev yapimi beyaz
peynirlerde E. coli O157 nin arastirilmasi amaciyla
Bolu ilindeki agik halk pazarlarindan, ¢ig siitten ya
da yetersiz pastorizasyon islemi uygulanmis siitler-

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 29, Say1 2, 2018, 127-135



134

Savasan S ve Géksoy EQ. Taze Peynirlerden izole Edilen Escherichia coli Suslarinin Genotiplendirilmesi

den iiretilmis, ev yapimi 245 adet beyaz peynir 0r-
negi topladiklarii belirtmislerdir. Toplam 245 adet
peynir 6rneginin 21 adetinde (% 9,4) E. coli izole
ettiklerini bildirmislerdir.

Geligsmis olan {ilkelerde taze peynirlerde E.
coli varligmin, diizeylerinin saptanmasi amaci ile
yapilan ¢aligmalarla ilgili incelenen makalelerdeki
bulgulara gore, arastirmacilar taze peynirlerde %
5-% 6,5 diizeylerinde E. coli saptadiklarini, elde
edilen bu sonuglarin bir kisminin insanlarda olusan
salginlarla iligkilerinin belirlendigini bildirmislerdir
[10,20]. Bu ¢alismada taze peynir drneklerinde %
22 diizeyinde E. coli izole edilmis olup, bu diizeyin
gelismis olan ilkelerdeki saptanan diizeylere gore
oldukga yiiksek oldugu belirlendi. Bu sonug, taze
peynirlerde hijyen probleminin oldugunu ve elde
edilen E. coli prevalansinin halk sagligi agisindan
onemli risk olusturabilecegini gdstermis olup, bu
konuda etkin ¢aligma ve egitimlerin yapilmasimnin
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Gelismekte olan iilkelerde taze peynirlerde E.
coli varhigmin, diizeylerinin saptanmasi amaci ile
yapilan caligmalarla ilgili incelenen makalelerdeki
bulgulara gore, arastirmacilar % 46-% 98 diizeyle-
rinde E. coli saptadiklarint bildirmislerdir [2,19].
Bu saptanan diizeyler ¢caligmamizda saptadigimiz %
22 E. coli diizeyinin oldukga tizerindedir. Bu sonug,
gelismekte olan iilkelere gore peynir hijyeni ve tek-
nolojisi agisindan daha iyi bir noktada oldugumuzu
gostermektedir.

Ulkemizde taze peynirlerde E. coli varligmin,
diizeylerinin saptanmasi amaci ile yapilan ¢alisma-
larla ilgili incelenen makalelerdeki bulgulara gore,
Bolu ilinde yapilan calismada E. coli diizeyi % 9,4
olarak bildirilmis [3], diger calismalarda ise % 36
- % 86 diizeylerinde E. coli saptandig1 bildirilmis-
tir [4,17]. Incelenen makalelerdeki calismalarin ya-
pildig1 iller ve sonuglar karsilastirildiginda, illerin
cografi konumunun, ekonomik gelismisliginin sap-
tanan E. coli diizeyleri iizerinde etkisinin olmadig1
gozlemlendi. Bu ¢alismada saptanan % 22 E. coli
diizeyinin, tilkemizdeki sonuglara gore diisiik oldu-
gu belirlenmis ancak halk saglig1 agisindan 6nemli
riskler olusturabilecek diizeyde oldugu saptanmustir.

Bu caligsma ile ilk kez Aydin ilinde taze peynir
orneklerinden izole edilen E. coli izolatlarmin fi-
logenetik analizleri yapildi. izole edilen E. coli izo-

latlarinin RAPD-PCR ile genotiplendirilmeleri ve
filogenetik yakinlik analizleri sonucunda izolatlarin
22 farkli genotipe sahip oldugu ve bu genotiplerin
% 60-88 arasinda benzerliklere sahip olduklar1 be-
lirlendi. Dendrogramin degerlendirilmesi ile izolat-
larin 11 adet tekli genotip, 11 adet kiime icerisinde
yer aldig1 saptandi. Kiimelerin 5 adetinin 2 izolat,
3 adetinin 3 izolat, 2 adetinin 4 izolat ve 1 adetinin
de 6 izolattan olustugu goriildi. Halk saglig1 agisin-
dan 6nemli riskler olusturan E. coli’nin peynirlere
bulagma yollariin ve asamalariin ¢ok ¢esitliligi,
bu calismada 22 farkli genotip saptanmasi ile ortaya
konuldu. RAPD-PCR sonucunda % 60-88 arasinda
benzerlik gosteren 22 farkli genotip tespit edilme-
si bolgedeki peynirlerde bulunan E. coli suslarinin
ekolojik cesitliligini gosterdi. Bu cesitlilik £. co-
[i’nin peynirlere bulasma yollarmin farkliligindan
kaynaklanabilecegini diisiindiirdii. Bu ekolojik ce-
sitlilik de halk saglig1 agisindan 6nemli riskler olus-
turan E. coli’nin peynirlere bulasma yollarinin ve
asamalarinin daha net saptanmasi ve kritik kontrol
noktalarinin daha etkin sekilde belirlenmesinin ge-
rekliligini gostermektedir.
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Tiirkiye’de Sik Rastlanan Salmonella Enteritidis Serovarlarina Spesifik
Bakteriyofajlarin izolasyonu
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Ozet: Birgok iilkede 6nemli halk saglig1 sorunu olan S. Enteritidis, hayvanlardan ve gidalardan izole edilen en yaygin
Salmonella serotiplerinden biridir. Hayvanlarin bakteriyel infeksiyonlarmin kontroliinde bakteriyofaj kullanimi, son y1l-
larda {izerinde arastirma yapilan konular arasindadir. Bu ¢alismada, {ilkemizde kanatlilardan en ¢ok izole edilen Salmo-
nella serotiplerinden biri olan S. Enteritidis (15 adet), bakteriyofajlarin konak hedef hiicreleri olarak kullanildi. Virulent
bakteriyofajlarm izolasyonu ve zenginlestirilmesi amactyla overlay-agar yontemi segildi. izole edilen bakteriyofajlarin
hedef bakteri suslari {izerindeki litik aktiviteleri spot test uygulamasi ile belirlenerek degerlendirildi. Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinde bulunan ticari broyler tesislerinden S. Enteritidis {izerinde litik etki gosteren fajlarin izolasyonu igin alian
toplam 78 adet drnek (tavuk diski, kiimes atik sulari, kiimes altlik) bakteriyofaj izolasyonu amactyla test edildi. Bu 6r-
neklerden toplam 22 adet S. Enteritidis’e spesifik fajin purifikasyonu gerceklestirildi. Yapilan bu ¢aligmada, Af1-Ka ve
Af3-Ka fajlar, test edilen 15 adet S. Enteritidis susunu sirasiyla %78’ini ve %71 ini lize ederek genis bir konak spekt-
rumu gostermistir. Bu iki bakteriyofajin ileri faj karakterizasyonu ve tiplendirilmesinin yapilmastyla, kanatli endiistri-
sindeki bakterileri kontrol etmede kullanilacak etkili bakteriyofajin se¢ilmesi igin bir temel olusturulmasinda yardimet
olabilecegi kanisina varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, Biyokontrol, izolasyon, Salmonella Enteritidis

Isolation of Bacteriophages Specific to Salmonella Enteritidis Serovars Common in Turkey

Abstract: S. Enteritidis, an important public health problem in many countries, is one of the most common Salmonella
serotypes isolated from animals and foods. The use of bacteriophage in the control of bacterial infections of animals is
among the topics that have been researched in recent years. In this study, S. Enteritidis (15), one of the most frequently
isolated Salmonella serotypes in Turkey, was used as host target cells of bacteriophages. Overlay-agar method was
chosen for the isolation and enrichment of virulent bacteriophages. The lytic activities of the isolated bacteriophages
on the target bacterial strains were determined by spot test application. Total of 78 samples (chicken manure, poultry
waste waters, poultry litter) taken from commercial broiler facilities located in different regions in Turkey was tested for
isolation of phage that had a lytic effect on S. Enteritidis. A total of 22 S. Enteritidis specific phages were purified from
these samples. In this study, Afl1-Ka and Af3-Ka phages showed a wide host spectrum by lysing 78% and 71% of the 15
S. Enteritidis strains tested respectively. It has been concluded that advanced phage characterization and typing of these
two bacteriophages can help to establish a basis for selecting the effective bacteriophage to be used in controlling the
bacteria in the poultry industry.

Keywords: Bacteriophage, Biocontrol, Isolation, Sa/monella Enteritidis
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Giris

Salmonella infeksiyonlar1 Tiirkiye’de kanatli hay-
van yetistiriciliginin en 6nemli problemlerinden
birisidir [3]. Onemli bir zoonoz olan Salmonella
infeksiyonlar1 kanatli hayvanlarda verim diigiik-
liklerine, onemli hastalik tablolarina ve Oliimlere
neden olmaktadir. Buna ek olarak; 6zellikle kanath
hayvanlarda goriilen Salmonella infeksiyonlar1 in-
sanlarda gida zehirlenmelerine neden olan bulagma
kaynaklarinin basinda gelmektedir. Yukarida sayilan
nedenlerle kanatlilarda salmonellalarin bulunmasi;

bu hayvanlarmn yetistiriciliginden halk sagligina ka-
dar farkli alanlar1 ve sektorleri etkilemektedir [2].

Son yillarda antibiyotiklere direngli mikroor-
ganizmalara kars1 kullanmak amacryla yapilan bak-
teriyofaj calismalarinda artis olmustur. Fajla terapi
uygulamalar1 gectigimiz yiizyilin baslarinda bag-
lamistir. 1923 yilinda Giircistan’in Tiflis sehrinde
kurulan George Elieva Enstitlistinde bir¢ok hasta-
ligin tedavisinde bakteriyofajlar etkin olarak kulla-
nilmaktadir [17]. Virulent Salmonella faj Felix-O1
(FO1) 1930’larda Felix ve Callow tarafindan ilk kez
tanimlanmustir [10]. Myoviridae tiyesi olan bu faj,
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Salmonella spp. arasinda genis konak 6zelligine sa-
hiptir [8].

Fajlar hem gida ile temas eden ylizeylerde hem
de hayvanlarda zoonoz etkenlere kars1 kullanilabil-
mektedirler [4]. Hayvan sagligi alaninda bakteriyo-
fajlar, broylerlerde E. coli infeksiyonlarinin [14],
buzagilarda E.coli’ye bagl ishallerin [5], piliglerde
S. Typhimurium’un ve §. Enteritidis’in bagirsaklar-
da ve karacigerdeki sayilarini azaltmak icin kulla-
nilabilmektedir [4]. Ayrica S. Enteritidis ile infekte
tavuklarda hastaligin kontroliinde kullanilan bakte-
riyofajlar 6nemli oranda bakteri sayisini azaltabil-
mektedir [20].

Kanatli yetistiriciliginde Salmonella infeksi-
yonlarinin kontrol altina alinmasi zor bir iglemdir.
Kiimeslerde ciddi biyogiivenlik tedbirlerinin alin-
masini ve bir¢ok antibiyotigin kullanimini gerektir-
mektedir [9]. Karkas yiizeylerinde Salmonella gibi
enterik patojen kaynakli ylizey kontaminantlarinin
sayilarini azaltmak i¢in farkli metotlar kullanilarak
yapilan ¢alismalar ¢ok uzun yillara dayanmaktadir.
Et tiretim tesislerinde yapilan hijyen amagli ¢alis-
malar, genis ¢apta klorlu sularin veya trisodyum
fosfat gibi diger antimikrobiyal ajanlarin sprey tar-
zinda uygulamalarim kapsamaktadir [21]. Salmo-
nella enfeksiyonlarina karsi alinan pahali ve bir o
kadar da zor ve insan saglig1 agisindan siipheli olan
bu uygulamalara alternatif baska ¢oziimler gerekli-
dir. Bakteriyosinler (nisin-Lactococcus lactis subsp.
lactis), antimikrobiyal peptidler ve bakteriyofajlar
bu sorunun ¢6ziimiinde dogal antimikrobiyaller ola-
rak rol oynamaktadirlar. Bu grup ig¢inde de bakteri-
yofajlar dogada genis capta bulunmalarinin yaninda
dogal bakteri yiyen ajanlar olarak dikkat ¢ekmek-
tedirler. Dogada, atik sularda ve hayvansal atiklar-
da bulunabildikleri gibi birgok gida maddesinde de
bulunmaktadirlar. Salmonella fajlar1 kanath eks-
traktlarindan, kanath ¢iftlik ortamlarindan ve atik
su isleme tesislerinden izole edilebilmektedir. Bak-
teriyofajlarin yiiksek oranda bakteri spesifik 6zel-
likleri, toksik olmamalari ve biyofilm olusumunda
bir¢ok mikroorganizmay1 kontrol edebilmeleri [16],
giinden giline bakteriler arasinda artan antibiyotik
direnglilikleri, bakteriyofajlar1 veteriner hekimlik
ve tip alaninda daha 6nemli yerlere tagimistir [4].

Literatiir taramalarinda diger iilkelerde salmo-
nellar1 lize eden fajlara ait bir¢ok ¢alismanin bulun-
masina ragmen, lilkemizde S. Enteritidis’e spesifik

faj calismasi bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢a-
ligsma; iilkemizde ve diinyada sik rastlanan paratifo
etkenleri arasinda yer alan S. Enteritidis infeksi-
yonlarini kontrol etmede etkili olabilecek, iilkemiz
cografyasindan izole edilen S. Enteritidis spesifik
fajlarin purifikasyonlar1 ve konake¢i segiciliginin
saptanmas1 (bakteriyofajlarin Salmonella suslar
iizerine olan litik etkilerinin belirlenmesi) amaciyla
gerceklestirilmistir.

Materyal ve Metot

Standart Suslar

Bu ¢alismada, S. Enteritidis ATCC 13076 susu, bak-
teriyofajlarin konak hedef hiicreleri olarak kullanil-
di. 2000-2010 yillar1 arasinda Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1 labora-
tuvarinda izole edilmis olan kanatli hayvan orijinli
toplam 14 adet S. Enteritidis izolat1 fajlarin ¢calisma-
ya litik spektrumlarinin belirlenmesi amaciyla dahil
edildi. Ayrica Salmonella enterica spesifik Felix O1
fajiile S. Enteritidis vB-GES-Se-K1 Tiflis fajindan,
calismanin tim asamalarinda kontrol faji olarak
faydalanildi.

Viriilent Bakteriyofaj izolasyonu

Bursa, Adapazari, Afyon, Balikesir, Bandirma,
Diizce bolgelerinde farkli lokalizasyonlarda bulu-
nan kanatlh kiimesi tesislerinden S. Enteritidis {ize-
rinde litik etki gosteren fajlarin izolasyonu i¢in ali-
nan tavuk digkr 6rnekleri, kiimes atik sulari, kiimes
altlik olmak iizere, toplam 78 adet 6rnek (subat- ka-
stm 2015 tarihleri arasinda) bakteriofaj izolasyonu
amaciyla kullanildi. Laboratuvara tasman 6rnekler
debris ¢oktiikten sonra 50 ml’lik falkon tiiplerde ist
stv1 santrifiij edildi (4°C,13 000 g de 10 dk). Sant-
rifiij sonrasi siipernatant kismi 0,22 ym gecirgenlik-
teki filtrelerden gegirilerek filtre edildi. Filtre edilen
stvi (filtrat) faj kaynagi olarak kullanildi. Calismada
kullanilan konak kiiltiirii 37°C’de Triptic Soy Bro-
th ve Triptic Soy Agar’da ¢ogaltildi, istenen bakteri
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak olustu-
rulan egriye gore ayarlandi. Bakteriyofaj {iremesini
indiiklemesi nedeniyle ¢alisma boyunca besiyerleri
hazirlanirken, igerisine CaCl, eklendi. 5 ml’lik ha-
cimde Brain Heart Infusion Broth (BHIB)’a muh-
temel bakteriyofaj iceren filtrattan 5 ml ve 0.1 ml
MacFarland 0.5 konak kiiltiirii eklendi. 37°C’de 24
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saat boyunca sallayict (Niive SL 350) {izerinde in-
kiibe edildi. Bu islem 3 giin siireyle tekrar edildi [7].

Elde Edilen Fajlarin Purifikasyonu (tek plak
izolasyonu)

Fajlarin litik aktiviteleri kullanilarak izole edilme-
leri i¢in overlay-agar (CaCl’lii yar1 kati BHIB)
yontemi kullanildi ve bunun igin belirli konsantras-
yonlarda (MacFarland 0.5) konak kiiltiirii (3-6 sa-
atlik taze kiiltiir) yan kati agar igerisine eklendi ve
bu karisim 6nceden hazirlanmig dip agar (CaCl,’li
BHIB) lizerine dokiildii. Bu sirada her bir faj stogu-
nun ayri ayr faj plaklarinin daha belirgin olmala-
riin saglamak amaciyla saline-magnezyum (SM)
vasati kullanildi. Faj lizatinin 10%-10"'pfu/ml ola-
cak sekilde her plak i¢in fizyolojik tuzlu su (FTS)
dilisyonu hazirlandi. Her faj igin 7 plak (petri besi
yeri) olmak iizere 6 adet diliisyon, 1 adet kontrol
(fajsiz) kullanild1. Diliisyonlar hazirlandiktan sonra
her diliisyondan ayri ayri hizlica 100 pl faj diliis-
yonu overlay agara (3 ml) eklendi ve sonra hizlica
300 pl konak bakteri eklenerek pipetajla karigtirilda.
Kontrol plagi i¢in olan overlay agara sadece konak
kiiltiir eklendi. Bu karisim yiizeyi kurumus dip aga-
ra dokiildii. Bu islem her diliisyon i¢in tekrarlandi.
Kullanilacak plaklarin yiizeylerinin kurumasi igin
37°C’de 1-2 saat ters g¢evrilip bekletildi. Kuruyan
plaklar ters gevrilerek 18-24 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Ertesi giin her petrideki faj plaklar tek diis-
tiigii bir bolgeden tek bir plak steril enjektdr ucuyla
kesilip, steril bir tiip igerisine alindi. Bu tiipe 5 ml
BHIB eklenip iyice karistirilarak fajlarin besiyerine
geemesi saglandi. 3-6 saatlik konak kiiltiirden (Ma-
cFarland 0.5 konsantrasyonda) tekrar 0.1 ml alina-
rak bu tiip i¢ine pipetlenerek adsorpsiyonun gergek-
lesmesinden sonra 5 ml daha siv1 besiyeri eklendi.
37°C’de 24 saat boyunca sallayici {izerinde inkii-
basyonun ardindan konak hiicre artiklarin1 uzaklas-
tirmak i¢in 4°C, 13 000 g de 10 dk’lik santrifiij igle-
mi uygulandi. Bu islemler her overlay agarda ayni
morfolojiye sahip plak formasyonu goriilene kadar
tekrarlanarak faj purifikasyonu tamamlandi. Son
olarak purifiye olarak elde edilen siipernatant, 0,22
um porlu filtrelerden gegirilerek veya %10 kloro-
form eklenerek faj filtrat1 olarak kullanildi. Filtrata
%10 kloroform eklenerek -20°C’de bakteriyofajlar
sakland1 [7].

Fajlarin Cogaltilmasi

Saf faj filtratinin zenginlestirilmesi i¢in kisaca yu-
karida anlatildig: gibi faj ve 3-6 saatlik konak bak-
teri, sivi ortamda istenilen titreye ulasincaya kadar
pasajlar yapilarak karsilastirildi. Titrenin belirlen-
mesi i¢in son karsilastirmaya ait faj siispansiyonu-
nun 10°-10""e kadar FTS igerisinde diliisyonlar1
hazirland1 ve yine overlay-agar yontemi kullanildi

[7].

Bakteriyofajlarin Duyarhhklarimin Degerlendi-
rilmesi

Izole edilen bakteriyofajlarin hedef bakteri suslari
tizerindeki litik aktiviteleri spot test uygulamasi ile
belirlenerek degerlendirildi. Hazirlanan dip agara
fajin konak bakteri tizerinde etkili olup olmadigim
anlamak amaciyla spot test uygulandi. Bu test i¢in
hazirlanan dip agara yayma plak yontemiyle her bir
bakteriden ekim yapildi. Ekim yapilan dip agara
108 pfu/ml olan 5-15 ul faj stispansiyonu eklenerek
(damlatilarak) 24 saat 37°C de inkiibe edildi. Etiiv-
de 37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonrasinda plak
formasyonlar1 degerlendirildi. Inkiibasyon sonu-
cunda lireme olmayan alanlarin goriilmesi fajin ko-
nak bakteri tizerine etkili oldugunu gdsterdi [7,13].

Bulgular

Bakteriyofaj izolasyonu amactyla kullanilan 78 adet
ornekten toplam 22 adet S. Enteritidis’e spesifik faj
purifiye edildi (Tablo 1). Kanatli hayvanlardan izole
edilen toplam 14 S. Enteritidis ve 1 S. Enteritidis
ATCC 13076 standart susunun, 22 S. Enteritidis
fajlarina karst litik aktiviteleri Tablo 2°de, litik ak-
tiviteye sahip bakteriyofajlara ait spot test ve over-
lay-agar goriiniimleri sirastyla Sekil 1 ve Sekil 2°de
sunuldu.

Sekil 1. Spot test goriiniimi
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Tablo 1. Ticari broyler kiimeslerden izole edilen Sa/monella Enteritidis’e 6zgii bakteriyofajlarin drnege ve bolgelere
gore dagilimi

izole edilen bakteriyo- izole edilen bakteriyo- izole edilen bakteriyo- izole edilen bakteri-

Orijin faj pozitif tavuk diski  faj pozitif kiimes atik faj pozitif kiimes althk yofaj pozitif 6rnek /
ornegi/toplam % sivis1 6rnegi/toplam % ornegi/toplam % toplam %
Adapazari 2/9 (%22,2) 0/2 (%0) 1/3 (%33,3) 3/14 (%21,4)
Afyon 6/17 (%35,2) - 3/8 (%37.5) 9/25 (%36)
Balikesir 0/8 (%0) - - 0/8 (%0)
Bandirma 2/5 (%40) 1/2 (%50) 0/2 (%0) 3/9 (%33,3)
Bursa 4/14 (%28,5) 0/1 (%0) 0/2 (%0) 4/17 (%23.5)
Diizce 3/5 (%60) - - 3/5 (%60)
Toplam 17/58 (%29,3) 1/5 (%20) 4/15 (%26,6) 22/78 (%28,2)

Tablo 2. Ticari broyler kiimes (tavuk diski, kiimes atik sulari, kiimes altlik) 6rneklerinden izole edilen 22 adet S. En-
teritidis fajinin, kanath hayvanlardan izole edilen toplam 15 adet S. Enteritidis susundaki litik aktivitesi
Salmonella suslari

Faj Kodu? SE S1 S22 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 Si1 S12 Si13  Si4
Ad1-Td - 4 & “F e I - = - 4 + = - - -
Ad2-Td + - + - + + + - - + - - - + -
Ad3-Ka e = = + - - - I i, n i + n
Af1-Td + - + - - + + - - - + - - -
Af2-Td - - ¥ - - - 4 - - 4 - - + + +
Af3-Td + - + - + - - - - - - - -
Af4-Td 4 ¥ 4 - 4 = = = + = 4 - -
Af5-Td + - - + + - - - - - - - - -
Af6-Td 4 - s 4 = = - - - -
Afl1-Ka + + o+ - + o+ - + + T
Af2-Ka - ¥ 4 = = + + = = = = = = = =
Af3-Ka + + - - + + - - + + + +
Banl-Td + = = + - - - - - + ; _
Ban2-Td + - + - + + - - - + - - + -
Banl-Kas - 4 4 - 4 + = = o - 4 - -
Burl-Td - - - + - - - - + - - + - - -
Bur2-Td 4 = 4F +* + + = > = o - e - - -
Bur3-Td + - + - - + + - _ + + . _ + T
Bur4-Td 4 + + + + = = = = = + + - - -
Diil-Td + - - - + - - + + - + + - - -
Dii2-Td = - - - - 4 4 - = + + o - -
Dii3-Td + + - - - - - + - + + - - -

* [dentifiye edilen bakteriyofajlar: Fajin izole edildigi bolge (Ad: Adapazari; Af: Afyon; Ban: Bandirma; Bur:Bursa; Dii:Diizce), faj izolatmin nu-
marasi ve ornek ¢esidi (Td:Tavuk digkisi; Ka: Kiimes altlik; Kas: Kiimes atik sivisi)

SE: S. Enteritidis ATCC 13076; +: Litik aktivite pozitif; -: Litik aktivite negatif
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Tartisma ve Sonug¢

Salmonelloz, ticari kiimes hayvanlarini etkileyen,
kiimes hayvani liretimine zarar veren ve halk sagligi
acisindan kaygi olusturan 6nemli bakteriyel enfeksi-
yonlardan biridir. Diinyada ve Tiirkiye’de paratifoid
Salmonella etkenleri uzun siiredir insanlarda ve ka-
natli hayvanlarda 6nemli saglik sorunlarina ve eko-
nomik kayiplara neden olmaktadir. Cesitli tilkelerde
S. Enteritidis’e 6zgli bakteriyofajlarin izolasyonuy-
la ilgili yapilan arastirmalar [4,7,20] bulunmasina
ragmen, iilkemizde konuyla ilgili ¢calisma bulun-
mamaktadir. Bu ¢alisma, iilkemizde ticari broyler
kiimes 6rneklerinden (tavuk digki, kiimes atik sulari
ve kiimes altliklar1) S. Enteritidis’e 6zgii bakteriyo-
fajlarin izolasyonun yapildigi ilk calismadir.

Her konaga spesifik olmak, bakteriyofajlarin
ortak ozellikleri arasinda bulunmaktadir. Bakteriyo-
fajlar ¢ogu zaman sadece 1 bakteri tiiriinii veya bir
tiir icinde sadece 1 serotipi enfekte ederler [1]. Bu-
nunla birlikte, bakteriyofajlarin bu 6zelligi bakteri-
yel infeksiyonlara karsi kontrol ve tedavi etkisini si-
nirlayict bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir [6].
Aragtirmacilarin izole ettikleri bakteriyofajlarin ge-
nig konak spektrumuna sahip olduguyla ilgili daha
once yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu ¢aligma-
da, Af1-Ka ve Af3-Ka fajlari, test edilen 15 adet S.
Enteritidis susunu sirasiyla %78’ini ve %71 ini lize
ederek genis bir konak spektrumu gosterdi.

Sekil 2. S. Enteritidis bakteriyo-
faj plaklarmin overlay-agar go-
riiniimleri

Cin’de yapilan bir ¢alismada [22], kanath ¢ift-
liklerinden SaFB14 fajinin izole edildigi, bu fajin
test edilen 39 S. Enteritidis’i %94,87 oraninda lize
ederek genis konak spekturumuna sahip oldugu tes-
pit edilmistir. Izole edilen fajlarmn konak spekturu-
mu yoniinden ¢aligmamiz, bu ¢alisma ile benzerlik
gostermektedir.

Atterbury ve ark. [4] kiimes hayvani isletme-
lerinden izole ettikleri ¢ 25, ¢ 28, ¢ 37 fajlarimin,
test edilen 7 S. Enteritidis susunun tiimiinde (%100)
litik aktiviteye sahip oldugunu gostererek, bu calis-
maya oranla, daha genis konak spektrumuna sahip
oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada kullani-
lan hedef bakteri susu olan S. Enteritis’in sayis1 (15
adet) Atterbury ve ark.’nin [4] ¢alismasinin (S. En-
teritis hedef bakteri susu 7 adet) iki kat1 oranindadir.
Test edilecek bakteri sayisinin artmasi litik fajlarin
konak spektrumu azaltmaktadir. Bunun nedeninin,
konak spektrumu belirlenecek bakteri suslarinin sa-
yilar ile litik fajlarin konak spektrumu arasindaki
negatif korelasyon olarak diisiiniilmektedir.

Bakteriyofajlarin karakterizasyonu ve tiplen-
dirilmesiyle (Faj genom biiytikliigi, faj genom dizi
analizi, faj yapisal proteinlerinin tespiti, fajlarin
elektron mikroskobisi vb.) farkli arastirmacilarin
yaptiklar1 birgok ¢alisma bulunmaktadir [15,18,19].
Bu calismada izole edilen fajlarin litik aktiviteleri-
nin farkli S. Enteritidis suslarinda yakin sayilabile-
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cek ozellikte olmasi faj izolatlarinin ayn1 sus olabi-
lecegi sorunu akla getirmektedir. Bu nedenle, ileri
faj karakterizasyonu ve tiplendirilmesinin yapilma-
st bu sorunun yaniti olabilecegi diistinlilmektedir.

Digk1 6rnekleri ve atik sular her zaman birgok
Salmonella serotipine kars1 litik fajlarin izolasyo-
nu i¢in biiyiik bir ilgi alanina sahiptir. S. Enteritis’e
0zgl bakteriyofajlar bu g¢alismada, ticari broyler
kiimeslerinin kiimes atik sivisi, digki vb. gibi top-
lam 78 6rnegin %28,2’sinden izole edilmistir. Tica-
11 broyler kiimeslerinin kiimes atik sivisi, digki vb.
orneklerinde bol miktarda bakteriyofajin bulundu-
gunu gosteren calismalar bulunmaktadir [4,12,22].

Fiorentin ve ark.’nin [11] 2005 yilinda yap-
tiklart ¢aligmada kullandiklar bakteriyofajlarin pi-
liclerde S. Enteritidis PT4’li yogunlugu azalttigim
gostermislerdir. Atterbury ve ark. [4], Salmonella
bakteriyofajlarinin, ticari broylerlerde Salmonella
suslari ile miicadele etmek i¢in kullanabilme ola-
naklarmi arastirmistir. Aragtirmacilarin elde ettik-
leri sonuglar, bu bakteriyofajlarin S. Enteritidis’in
barsak kolonizasyonunu 6nemli Ol¢iide azalttigini
gostermistir [4]. Bakteriyofajlarin bu avantajlar1 ve
S. Enteritidis’e litik aktivite gosteren bakteriyofaj-
larin uygulamalar1 géz 6niine alindiginda, bu ¢alis-
mada izole edilen bakteriyofajlarin, S. Enteritidis’in
neden oldugu tavuklarm bakteriyel infeksiyonlarimi
kontrol etmek i¢in iyi terapotik ve profilaktik mad-
deler olma potansiyeline sahip olabilecegi kanisina
varilmistir.

Tesekkiir

Bu ¢alismay1 HDP (V)-2014-43 numarali proje ola-
rak Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projele-
ri Birimi (BAP) desteklemistir.
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Gokkusagi Alabahg Kokenli Listonella anguillarum izolatlarimin Fenotipik ve
Genotipik Karakterizasyonu
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Ozet: Bu ¢alismada, gokkusag alabaliklarindan izole edilen alt1 L. anguillarum izolati ve bir referans sus fenotipik ve
genotipik dzellikler agisindan incelendi. izolatlarin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde klasik mikrobiyolojik testler
ve API 20 E strip testi kullanildi. izolatlarin molekiiler identifikasyonu amiB genine dayanan L. anguillarum tiir spesifik
PCR uygulamasi ve sonrasinda ayn1 bolgenin sekans analizinin yapilmastyla gerceklestirildi. Izolatlarin dokuz farkl
antibiyotige kars1 antimikrobiyel aktiviteleri disk difiizyon yontemiyle belirlendi. Ayrica izolatlar arasindaki olas1 klonal
iliskiler Rastgele Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA (RAPD) metodu ile ortaya konuldu. API 20 E testlerinde izolatlar
arasinda -Galaktosidaz, arginin dihidrolaz, sitrat, sorbitol, amygdalin ve arabinoz testlerinde farkliklar goriilmistiir.
Tim izolatlarin L. anguillarum spesifik 429 bp’lik bant verdigi saptanmis ve bu sonug sekans analizi ile dogrulanmis-
tir. L. anguillarum izolatlarinin ¢alismada kullanilan dokuz farkli antibiyotige karst degisik diizeyde antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklari belirlendi. En yiiksek diren¢ orani neomisin ve linkomisin’e (% 100), en diisiik direng orani
ise doksisklin’e (% 14,2) kars1 gozlendi. RAPD analizi sonucunda L. anguillarum izolatlar1 % 60 benzerlik katsayisina
gbre bir unique tip ve bes alt tiirden olusan bir kiime (cluster) igerisinde gruplanmistir. Bu ¢alismanin balik kdkenli L.
anguillarum izolatlarmin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin belirlenmesi ile ilgili ileride yapilacak ¢aligmalara temel
olusturabilecegi diisiniilmektedir. Ayrica elde edilen sonuglar, balik hastaliklarinin tedavisinde uygun antimikrobiyal
ajanlarin secilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, Genotiplendirme, Gokkusagi alabaligi, Listonella anguillarum

Phenotypic and Genotypic Characterization of Listonella anguillarum Isolates from
Rainbow Trout

Abstract: In this study, six L. anguillarum isolates obtained from rainbow trout and one reference strains were exam-
ined in terms of phenotypic and genotypic characteristics. Conventional microbiological and API 20E tests were used
to determine phenotypic characteristics of isolates. Molecular identification of isolates was carried out by applying the
L. anguillarum specific PCR method based on the amiB gene followed by sequence analysis of the analysis of amplified
product with the same primer pairs. Antimicrobial activity of isolates was determined by disk diffusion method against
the nine different antibiotics. Additionally, possible clonal relationships between isolates were demonstrated by the
RAPD-PCR method. There were differences between strains in terms of 3-galactosidase, arginine dihydrolase, citrate,
sorbitol, amygdalin and arabinose tests in API 20E system. In L .anguillarum specific PCR assay all of isolates gave
the final PCR product of 429 bp and this result was confirmed by sequence analysis. L. anguillarum isolates were found
to have different levels of antimicrobial activity against nine different antibiotics used in the study. There was a high
incidence of resistance to neomycine and lincomycine (84%), and a low incidence of resistance to doxycycline (14.2%).
In RAPD method, L. anguillarum isolates were grouped into one unique type and one cluster including five subtypes
according to 60% similarity coefficient index. The present study was considered to may provide a basis for further stud-
ies on phenotypic and genotypic characterization of L. anguillarum isolates from fishes. Moreover the present results
showed the importance of choosing appropriate antimicrobial agents for treatment of fish diseases.

Key words: Antibiotic, Genotyping, Listonella anguillarum, Rainbow trout

Giris kiiltiirde hem de larvikiiltirde énemli ekonomik
kayiplara neden olan bir hastaliktir [11]. Hastaligin
etkeni olan Vibrio anguillarum baslangigta Biyotip
1 ve 2 olarak iki biyotipe ayrilmistir [15]. Ancak, V.
anguillarum biyotip 2 DNA teknolojisindeki gelis-

Vibriozis gesitli deniz ve tatli su baliklarinda, ¢ift
kabuklu ve eklem bacaklilarda &liimciil hemorajik
septisemi ile seyreden ve tiim diinyada hem akua-
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meler sonucunda V. ordalii adiyla yeni bir tiir ola-
rak yeniden siniflandirtlmistir [28]. V. anguillarum
biyotip 1 ise 5S ribozomal RNA (rRNA) gen dizisi
analizine dayanarak Listonella anguillarum olarak
yeniden siiflandirilmistir [21]. Ancak bazi arastir-
macilar halen V. anguillarum ismini kullanmay1 ter-
cih etmektedirler [11, 35].

Vibriozis hastaligin neden oldugu ekonomik
kayiplarin etkili bir sekilde en aza indirilmesi ve
uygun kontrol Onlemlerinin alinmasi i¢in L. an-
guillarum’un hizli, dogru ve giivenilir bir sekilde
saptanmasi 6nem arz etmektedir. Geleneksel olarak
etkenin tantimlanmasi klinik ve histolojik bulgularin
yorumlanmasi, patojenin segici bir ortamda kiiltii-
re edilmesi, morfolojik veya biyokimyasal 6zel-
liklerinin ortaya konulmasi ile yapilmaktadir [11].
Ancak karisik kiiltiirlerden morfolojik ve biyokim-
yasal olarak L. anguillarum’un identifikasyonunda
yanlis sonuglarin elde edildigi bildirilmistir [3, 14,
20]. Bunun yaninda bakteriyel balik patojenlerinin
identifikasyonunda API 20E minyatiirize test sis-
temlerinin kullaniminin giderek arttig1 goriilmek-
tedir. Fakat API Web tabaninda V. anguillarum’un
bulunmamasi bu sistemin kullanimini sinirlamakta-
dir [5, 25]. Klasik kiiltiir ve minyatiriize sistemlere
dayanan saptama ve tanimlama tekniklerinde yasa-
nilan bu sinirlamalar, bu yontemlerin yerine kiiltiir-
den bagimsiz tekniklerin ge¢cmesine veya onlar ile
desteklenmelerine neden olmaktadir [5, 9]. Giinii-
miizde L. anguillarum izolatlarinin genetik olarak
identifikasyonunda rpoN geni, amiB geni ve empA
genini hedef alan spesifik PCR metotlar1 gelistiril-
mistir [13, 17, 35].

Molekiiler tiplendirme metotlar1 gevresel ve
klinik 6rneklerden elde edilen izolatlar arasindaki
iliskiyi belirleyen giiclii araglardir ve etkenlerin or-
tak bulas yollar1 hakkinda kanitlar saglarlar. Bak-
teriyel izolatlarin genetik olarak tiplendirilmesinde
restriction fragment length polymorphism, pul-
sed-field gel electrophoresis (PFGE), RAPD PCR
ve repetitive-sequence-based polymerase chain
reaction gibi ¢esitli molekiiler yontemler kullanil-
mistir. Bu metotlardan PFGE’nin bakterilerin tip-
lendirilmesinde en iyi metot oldugu diisiiniilmekte-
dir, ancak bu metodun prosesinin zahmetli olmasi,
zaman gerektirmesi ve teknik olarak zor olmasi ¢ok
sayida ornegin islenmesinde rutin kullanimda sinir-
lamaktadir. PCR tabanli yontemlerden RAPD PCR

yontemi PFGE ile karsilastirildiginda hizli ve uy-
gulamasi basit olan yontemlerdir [6]. RAPD PCR
metodu son yillarda bakteriyel balik patojenleri ara-
sindaki klonal yakinliklarin belirlenmesinde yaygin
bir kullanim alan1 bulmustur [18, 23, 26].

Bu ¢alisma ile {ilkemiz su triinleri sektoriinde,
ozellikle, alabalik isletmelerinde dnemli ekonomik
kayiplara neden olan L. anguillarum izolatlarmin
fenotipik ve genotipik karakterizasyonunun yapil-
masl, izolatlarin antimikrobiyal profillerinin ortaya
konulmasi ve izolatlar arasi klonal iligkilerin belir-
lenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bakteriyel izolatlar: Calismada Tiirkiye nin degi-
sik illerinden izole edilen alt1 L. anguillarum izolat
ve 1 referans sus (ATCC 14181) kullanildi (Tablo

1.

Tablo 1. Calismada kullanilan L. anguillarum suslart

No izolasyon Yeri izolasyon Yili

1 [zmir 2012
2 Kiitahya 2012
3 Bilecik 2012
4 Mugla 2012
5 [zmir 2012
6 [stanbul 2012
7 ATCC 14181 -

Izolatlarin  Fenotipik Ozelliklerinin Be-
lirlenmesi: izolatlarn Gram morfoloji, oksidas-
yon-fermentasyon (O/F), jelatin hidrolizi, sitokram
oksidaz, katalaz, % 0 ve % 7, NaCl’de iireme, 37
°C’de tireme, indol, metil kirmizisi, voges proska-
ver (VP) reaksiyonu, arabinoz, inositol, sakkaroz,
laktoz, mannitol ve glukoz’dan asit tiretimi, vibrios-
tatik ajan (O/129) duyarlilik ve Thiosulfate Citrate
Bile Sucrose (TCBS) besiyerindeki koloni morfolo-
jisi konvansiyonel mikrobiyolojik metotlar ile be-
lirlendi. Ek olarak biitiin izolatlarin, API 20E (Bio-
merieux) hizl teshis kiti yonergesine uygun olarak
striplere ekimleri yapildi ve 25°C’de 24 saat inkiibe
edilerek sonuglar degerlendirildi.

L. anguillarum Spesifik PCR ve Sekans Ana-
lizi: Konvansiyonel olarak identifiye edilen L. an-
guillarum izolatlart molekiiler olarak PCR metodu
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ile dogrulandi. Bu amagla oncelikle izolatlara ait
saf kiiltiirlerden ticari DNA ekstraksiyon kiti (Qi-
agen, GmbH) kullanilarak kromozal DNA’lar elde
edildi. L. anguillarum izolatlarinin PCR ile mole-
kiiler konfirmasyonunda N-acetylmuramoyl-l-ala-
nine amidase enzimini kodlayan amiB genine 6zgii
van-ami 8 (5’-ACATCATCCATTTGTTAC-3) ve
417 (5’-CCTTATCACTATCCAAATTG-3’) oligo-
nukleotid primer seti kullanildi [17]. PCR ampli-
fikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR Buffer,
1.2 mM of MgCl, her bir ANTP’den 0.2 mM, her
bir primerden 2 uM, 1.0 U Taq polymerase ve 5
ul template DNA igeren 25 pl PCR master mix’i
olusturuldu. Olusturulan karisim 95°C*de 10 dk 6n
denatiirasyonu takiben 95°C*de 30 sn denatiirasyon,
56°C‘de 30 sn primer baglanma, 72°C‘de 30 sn
uzama olmak tizere 25 siklus ve 72°C*de 7 dk final
uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tu-
tuldu. Sonugta 429 bp’lik amplifikasyon {irliniiniin
goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.

Elde edilen 429 bp’lik amplifikasyon firiinle-
rinin sekans analizi Applied Biosystems 3130 Ge-
netic Analyzer’da aynmi primerler kullanilarak ¢ift
yonlii olarak yapildi. Elde edilen sekanslar Blast
programi kullanilarak GenBank veri tabaninda bu-
lunan mevcut sekanslar ile karsilastirildi. Izolatlara
ait sekans dizileri GenBank’a yiiklenerek kabul nu-
maralar1 alindu.

Izolatlar Aras1 Genetik iliskinin Belirlenme-
si: Izolatlar arasi klonal iliskinin belirlenmesinde
M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") primerinin
kullanildigt RAPD PCR metodu kullanildi [32].
Amplifikasyon asamasi Versalovic ve ark. [33] ta-
rafindan bildirilen metodun modifiye edilmesiyle
gerceklestirildi. Bu asamada DEPC-treated wa-
ter, 1 xPCR Buffer, 2.5 mM MgCl, 200 uM her bir
dNTP, 1.25 U Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer
ve 5 ul template DNA iceren 25 ul’lik bir master
karigimi olusturuldu. Bu karisim 94°Cde 5 dk 6n
denatiirasyonu takiben 94°C‘de 1 dk denatiirasyon,
40°C*de 1 dk primer baglanma, 72°C*de 3 dk uzama
olmak iizere 40 siklus ve 72°C‘de 7 dk final uzama
kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
Amplifikasyon friinleri etidium bromid (2pg/ml)
iceren %1.5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda
UV transilluminator ile goriintiilendi.

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

analiz edildi. Dendrogramlar1 unweighted-pair grup
metodu (UPGMA) ile olusturuldu.

Antimikrobiyal Duyarhlik Testi: Tiim izolat-
larin antimikrobiyal duyarliliklar1 Mueller-Hinton
agar’da Kirby-Bauer disk difiizyon metodu ile test
edildi [7]. Antimikrobiyal duyarliliklarin belirlen-
mesinde amoksisilin (25 pg), doksisiklin (30 ug),
eritromisin (15 pg), gentamisin (120 pg), florfeni-
kol (30 pg), linkomisin (2 pg,), neomisin (10 pg),
oksiytetrasiklin (30 pg), ve sulfamethoksazoleazo-
le+trimethoprim (25 pg) (Oxoid) diskleri kullanil-
di. 24 - 48 saat inkiibasyon sonrasinda zon caplari
oOlgiilerek kaydedilmistir.

Bulgular

izolatlarimin Fenotipik Karakterizasyonu: L. an-
guillarum izolatlarinin TSA besi yerinde 22 °C’de
48 saat inkiibasyon sonucunda 1-2 mm capinda,
yuvarlak, kenarlar1 diiz, hafif konveks, kabarik go-
riiniimde ve krem renginde, TCBS agarda ise sar1
renkte koloniler olusturdugu belirlendi. API 20E
test sonuglarina gore izolatlar arasinda [3-galaktosi-
daz (ONPG), arginin dihidrolaz (ADH), sitrat, sor-
bitol, amygdalin ve arabinoz testleri yoniinden fark-
liliklar oldugu belirlendi (Tablo 2). Konvansiyonel
mikrobiyolojik testler ile API 20E test sonuglari
karsilagtirildiginda L. anguillarum izolatlarmin bii-
yuk oOl¢lide benzer oldugu ancak lizin dekarboksi-
laz (LDC), VP ve sitrat testlerinde farkli sonuglarin
gorildiigii tespit edildi. Calismada kullanilan saha
izolatlarinin konvansiyonel testler ile belirlenmis
fenotipik 6zellikleri ve bu 6zelliklerin diger arastir-
macilarin bildirmis olduklar1 sonuclar ile karsilas-
tirmas1 Tablo 3’de verildi.

Tablo 2. L. anguillarum izolatlarinin API 20E hizli teshis
kiti test sonuglari

Fenotipik Ozellikler Izolat No

1 3 4 5 6 7
ONGP 4 e
ADH + - + + 4+ 4+ +
LDC - - - - - o -
ODC - - - - - - -
Sitrat Uretimi e
H,S Uretimi - - - - - - -
Ureaz Uretimi - - - -
TDA - - - - - - -
Indol Uretimi + 4+ + + + + +
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Fenotipik Ozellikler Izolat No

1 2 3 4 5 6 7
VP + + + + + + 4+
Jelatin Hidroliz + =+ F= F
Glukoz* + + 4+ + + +  +
Mannitol* + = = F= F
Inositol* - - - - oo -
Sorbitol* S = -
Rhamnoz* S
Sakkaroz* SRS S S I
Melibioz* S
Amygdalin* = 5 © ©o o o %
Arabinoz* - - -+ - - 4+

ONPG: B-Galaktosidaz, ADH: Arginin dihidrolaz, LDC: Lizin dekar-
boksilaz, ODC: Ornitin dekarboksilaz, TDA: Triptofan deaminaz, VP:
Voges proskauer Reaksiyonu, *: *den Asit Uretimi

L. anguillarum Spesifik PCR ve Sekans Ana-
lizi: Calismada fenotipik olarak identifiye edilen
izolatlar genotipik olarak bakteriyel tiirlere 6zgi
spesifik primerlerin kullanildigi PCR yontemi ile
dogrulandi. Tiim izolatlar ve ATCC 14181 susu L.
anguillarum spesifik olan 429 bp bant verdigi sap-
tand1 (Sekil 1). Sekans analizi sonucu izolatlara ait
amiB gen bolgesi dizgileri Genbank’a MK091482,
MKO091483, MK091484, MK091485, MK091486,
MKO091487 ve MKO091488 kabul numaralan ile
kaydedildi. Elde edilen sekanslarim GenBank veri
tabaninda yer alan DQ431190 erisim numarali L.
anguillarum AmiB (amiB) gene, complete cds se-
kansiyla karsilastirilmasi sonucu, izolatlarin en dii-
stk %96.1 en yiiksek %99.4 oraninda benzer olduk-
lar1 belirlendi.

Tablo 3. Calismada kullanilan L. anguillarum izolatlariin fenotipik 6zelliklerinin diger arastirmacilarin izolatlariyla

karsilastirilmast

Fenotipik Ozellikler L. anguillarum 6 izolat Colorni ve ark., [8] Austin ve Austin, [4]  Akayli ve Durna, [1]
Gr boyama - (6/6) - - -
Morfoloji Cubuk egri Cubuk egri Cubuk egri Basil
Haraket + (6/6) 4 4 +
Stokrom oksidaz + (6/6) + + +
Katalaz + (6/6) . 4 +
Oksidasyon/Fermentasyon F (6/6) F F F
0/129 +(6/6) 4 4 +
Lizin dekarboksilaz - (5/6) + - -
Arginin dihidrolaz + (6/6) - 4 +
Indol +(6/6) +/- + +
Ure - (6/6) +/- - -
Jelatin + (6/6) + + +
H,S - (6/6) +/- - .
Metil Red + (4/6) + - .
Voges proskouer + (4/6) - s s
Sitrat +(6/6) - + +
%0 NaCl’de lireme + (6/6) - - -
%7 NaCl’de lireme + (6/6) + - .
37°C iireme + (6/6) . + +
Glukoz + (6/6) + . .
Arabinoz - (5/6) +/- + -
Inositol - (6/6) - - -
Sakkaroz + (6/6) . . +
Laktoz - (6/6) +/- - -
Mannitol + (6/6) +/- + +

(+): Pozitif, (-): Negatif, (=): Yapilmad:
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M
=
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o
E-=]

Sekil 1. L. anguillarum spesifik PCR, 429 bp. M; Mar-
ker (25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 700), 1-6;
L. anguillarum saha izolatlar1, 7; L. anguillarum ATCC
14181.

izolatlar Aras1 Genetik iliskinin Belirlenme-
si: RAPD PCR analizi sonucunda L. anguillarum
izolatlarimin 6 farklt RAPD bant profili verdigi,
izolatlarin % 60 benzerlik katsayisima gore 1 tekli
(unique) tip ve 1 kiime (cluster) igerisinde gruplan-
dig1 belirlendi. Buna gore ilk grupta sadece 4 nu-
maral1 izolatin yer aldigi, ikinci grupta ise 1, 2, 3,
5, 6 ve 7 numarali izolatlarin yer aldigi, ayrica 2
ve 3 numarali izolatlarin ayn1 RAPD bant paternine
sahip oldugu belirlendi (Sekil 2).

100 lsolate
No

02 050 060 070 080

022

051 081

083

Sekil 2. L. anguillarum izolatlarmim RAPD bant profille-
11 ve genotiplerinin filogenetik agacta gdsterilmesi

Izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhlik Profil-
leri: L. anguillarum izolatlarinin ¢alismada kullani-
lan dokuz farkli antibiyotige kars1 degisik diizeyde
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari belirlendi

(Tablo 4). En yiiksek direng¢ orani neomisin ve lin-
komisin’e (% 100), en diisiik direng oran1 ise doksi-
siklin’e (% 14.2) kars1 gézlendi.

Tablo 4. L. anguillarum izolatlariin antimikrobiyal du-
yarlilik profilleri

L. anguillarum izolatlar:

Antibiyotikler
3 4 5 6

Gentamisin
Neomisin
Linkomisin
Oksitetrasiklin
Amoksisilin

Florfenikol
Trimetoprim-
sulfametoksazol
Eritromisin

Doksisiklin

®»w v — "I e
— A = " A R

AN R RRAR R A=

XA v ™I XA IT R
— X v »nX® XA X R
— X »n X X n A XX ®Rn
wA ?w wE—~ "I ®

)
-~ =

Tartisma ve Sonug¢

L. anguillarum, en az 28 farkli lilkede, toplamda
90’dan fazla akuatik organizma i¢in patojenik olan
bir bakteridir [16]. Etken Tiirkiye’de genis bir cog-
rafik dagilima sahip olup ¢ipura deniz levregi, kir-
miz1 porgy (Pagrus pagrus) ve Gokkusagi alabalik-
larindan izole edilmistir [24].

Genel olarak Vibriolarin identifikasyonu ve
siniflandirilmasi biyokimyasal testler kullanilarak
yapilmaktadir [22]. Bakteriyel hastalik etkenlerinin
fenotipik o6zelliklerinin belirlenmesinde ve teshisi-
nin yapilmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerden
birisi de API 20E test kitleridir [2]. Ancak API test
kitlerinin inkiibasyon sicakliklarinin balik patojen-
lerinin inkiibasyon sicakliklarina uygun olmayist,
bu kitlerin balik patojenleri i¢in kullanildiginda ha-
tal1 sonuglar ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [5,
25]. Vibrio tiirlerinin fenotipik 6zelliklerinin ortaya
konulmasinda API 20E hizli teshis kitlerinin kulla-
nildig1 birgok ¢alismada bulunmaktadir [5, 19, 30,
31]. Ozellikle bu sistemin birbirine ok yakn iki tiir
olan V. anguillarum ile V. ordalii’yi kolaylikla ayirt
edebildigi rapor edilmistir. Ancak sitrat testinde V.
ordaliive V. anguillarum izolatlarinda biiyilik oranda
degiskenlik goriilmiis ve bu nedenle degerlendirme
yapilirken sitrat testinin ¢ikartilmasi gerektigi bildi-
rilmistir. Yine ayni ¢alismada V. anguillarum izolat-
lar1 arasinda bazi seker testlerinde (Amygdalin ve
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Arabinoz) farkli sonuglarin elde edildigi goriilmiis-
tiir [14]. Yine baz1 arastirmacilar ADH, sitrat, indol,
VP ve sorbitol testlerinde izolatlar arasinda fark-
I1 sonuglarin elde edildigini bildirmislerdir [5, 14,
30, 31]. Benzer sekilde ¢alismamizda API 20E test
sonuglaria gore ¢calismada kullanilan izolatlar ara-
sinda ADH, sitrat, amygdalin, arabinoz ve sorbitol
testlerinde izolatlar arasinda farkliliklarin oldugu
gorlilmustiir. Ek olarak Konvansiyonel mikrobiyo-
lojik testler ile API 20E testi arasinda LDC, VP ve
sitrat testlerinde farkli sonuglarin oldugu belirlen-
mistir. Bu calismada konvansiyonel mikrobiyolojik
testler ile elde edilen sonuglar diger arastirmacilarin
bildirdigi sonuglar ile karsilagtirildiginda L. angu-
illarum izolatlarinin fenotipik olarak heterojen bir
yapiya sahip oldugunu belirtilebilir (Tablo 4).

Apiweb veri tabaninda L. anguillarum bulun-
madig1 i¢in sisteme girilen kodlarin V. fluvialis ve/
veya motil Aeromonas tiirlerinden biri olarak yanlig
tanimlanabilmektedir [S]. Yapilan bir ¢alismada V.
anguillarum izolatlarinin % 66’ya yakin bir oranda
A. hydrophila olarak identifiye edildigi bildirilmis-
tir [27]. Bu baglamda son yillarda L. anguillarum
saptama metotlari, tan1 ve Onleyici tedbirleri hizli
bir sekilde hayata gegirmek igin kiiltiir bazli yon-
temlerden uzaklagsmaya baslamistir [16]. Calisma-
mizda API ve konvansiyonel mikrobiyolojik test
sonuclarinda gorilen farkliliklar ve bu farkliliklara
gore yapilabilecek olasi yanlis degerlendirmelerden
kaginmak i¢in izolatlar genetik olarak 4miB genin
kullanildig1 PCR ile konfirme edilmis ve sonrasinda
PCR iiriinlerinin sekans analizi yapilmasi ile sonug-
lar konfirme edilmistir.

Uzun yillardir, kiiltiir baliklarinda bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ornegin Norveg’te Vibrio
salgmlarmin 6nlenmesinde oksolinik asit ve flor-
fenikol kullamlmaktadir [11]. Ulkemiz su iiriinleri
yetistiriciliginde Gida Kontrol Genel Midiirliigii
verilerine gore baliklarda kullanilabilecek 40 adet
ruhsatl antibakteriyel {iriin bulunmakta ve bu tiriin-
lerin ise 5 farkli etken madde florfenikol, oksitet-
rasiklin HCI, enrofloksasin, siilfadiazin-trimetop-
rim ve amoksisilin trihidrat icerdigi goriilmektedir
[12]. Ulkemizde L. anguillarum’un antibiyotik et-
kinliklerinin belirlendigi ¢aligmalar bulunmaktadir.
Balta ve Balta, [5] Dogu Karadeniz Bolgesi’nden
Gokkusagi alabaliklarindan elde ettikleri L. angu-

illarum izolatlarinin enrofloksasin, oksalinik asit ve
florfenikol’e karsi, Tanrikulu, [29] ise gokkusagi
alabaliklarindan izole ettigi 12 izolatin amoksisilin
ve trimetoprim-sulfadiazine kars1 duyarli oldukla-
rin1 belirlemislerdir. Bu ¢alismada elde edilen test
sonuglarma gore hastaligin tedavisinde florfenikol
veya trimetoprim-sulfametoksazol’den birinin kul-
lanilmasinin uygun olacagi belirlenmistir.

L. anguillarum izolatlar1 arasindaki gene-
tik iliskiler farkli random primerlerin kullanildig:
RAPD PCR metodu ile belirlenmistir. Vasecha-
ran ve ark., [34] OPP6, OPP9, OPAXS, OPAX18
ve OPX1 primerlerini kullandiklar1 ¢aligmalarinda
izolatlarin unique tipte RAPD profili sergiledikleri-
ni dolayistyla genetik olarak heterojen bir yapida ol-
duklarmni ortaya koymuslardir. OPV-12 ve OPN-08
kullanildig1 baska bir caligmada ise L. anguillarum
izolatlar1 5 genotipe ayrilmistir. Gokkusag1 alaba-
liklardan elde edilen izolatlarin levrek baliklar1 ve
sedimentten izole edilen izolatlar ile ayn1 genogrup-
ta yer aldigini belirlemiglerdir [10]. Bu calismada
RAPD PCR metodunda kullanilan M13 primerinin
L. anguillarum izolatlarin genotiplendirmesinde
kullanilabilir oldugu ancak diger arastirmacilardan
farkli olarak izolatlarin genetik olarak homojen bir
yapida oldugu belirlenmistir. Bu farkliligin izolat
sayisina ve cografi dagilima bagli olabilecegi diisii-
nilmiistiir.

Bu calismaile L. anguillarum izolatlarin identi-
fikasyonunda konvansiyonel mikrobiyolojik metot-
lar ile API 20E test kitleri arasinda farkli sonuglarin
goriilebilecegi, dolayisiyla tiir identifikasyonunun
molekiiler ¢aligmalar ile desteklenmesi gerektigi,
izolatlar aras1 klonal iligkilerin belirlenmesinde
M13 primerinin kullanildigi RAPD PCR metodu-
nun hizli ve giivenilir bir sonug verdigi ortaya ko-
nulmustur.

Tesekkiir

Bu calisma, 2’inci Uluslararas1 Veteriner Mikrobi-
yoloji Kongresi’nde sozlii bildiri olarak sunulmusg-
tur.
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Ozet: Bu arastirmada, subklinik mastitisli Anadolu mandalarmin siit serumunda baz1 biyokimyasal degerlerin arasti-
rilmast amaglandi. Calisma materyalini, on adet saglikli ve alt1 adet sublinik mastitisli oldugu belirlenen manda siitleri
olusturdu. Saglikli ve mastitisli manda siitleri, Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) ve somatik hiicre sayis1 (SHS)’ye gore
belirlendi. Alinan siitlerin serumunda albiimin, total protein, trigliserit, iire ve iirik asit diizeyi analizor cihazinda belir-
lendi. Somatik hiicre sayis1 yiiksek olan (SHS>429x10? hiicre/mL) subklinik mastitisli mandalarin siit serumu saglikli
manda siit serumu ile karsilastirildiginda albiimin diizeyinin 6nemli diizeyde (P<0.05) yiiksek oldugu total protein ve
tire diizeyinin ise hafif diizeyde arttig1 belirlendi (P>0.05). Trigliserit diizeyinin ise mastitisli manda siitiinde saglikli
manda siitiine gére dnemli diizeyde (P<0.05), iirik asit diizeyinin ise hafif diizeyde azaldig saptand1 (P>0.05). Soma-
tik hiicre sayisi ile alblimin, total protein ve iire arasinda pozitif korelasyon oldugu, trigliserit ve {irik asit arasinda ise
negatif bir korelasyon oldugu belirlendi. Bu sonuglar ile laboratuvar bulgularinin klinik bulgular ile birlikte subklinik
mastitisi anlamada yardimc1 olabilecegi, tanisal ve prognostik olarak kullanilabilecegi kanisina vartlmigtir.

Anahtar Kelimeler: Manda, Subklinik Mastitis, Siit

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

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

Key Words: Buffalo, Milk, Subclinical Mastitis

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Mastitis, meme bezinin irritanlara karsi reaksiyo-
nu olup meme dokusunu, siit kalite ve miktarini
onemli Olgiide etkileyen ekonomik acidan 6nemli
bir hastaliktir [8,49]. Mastitis’in ¢esitli nedenleri ve
siddet dereceleri vardir. Subklinik mastitis, klinik
yonden fark edilebilen ancak, lokal ve sistemik be-
lirti gbstermeden seyreden ve siitte 16kosit sayisin-
da artisa neden olan, patojen etkenlerin izolasyonu
ve bazi biyokimyasal degisimlerin belirlenmesi ile

taninabilen mastitis tiiriidiir [30]. Hastalik, siitiin
yapisinda degisikliklere neden olmakta ve mastitis
kaynakli sit tiretim kayiplarinin %70-80’1 subklinik
mastitisten kaynaklanmaktadir [16]. Klinik masti-
tisin tedavisi zor olup, subklinik mastitis diizeyin-
de belirlenebilmesinin énemli oldugu bildirilmistir
[43]. Subklinik mastitis teshisinde kimyasal ve mik-
robiyolojik bir¢ok test kullanilmaktadir [9,43]. Son
yillarda somatik hiicre sayis1 (SHS) nin belirlenme-
sini esas alan testler gittikge dnem kazanmaktadir.
Somatik hiicreler, meme bezinin enfeksiyon yada
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hasarlanmasina yanit olarak bolgeye gelen, meme-
deki sekretorik epitelleri dejenere eden mikroorga-
nizmalar ile miicadele ederken 6len ve siitiin i¢ine
karisan akyuvarlardir. Siitteki somatik hiicrelerin
%75’1ni 16kosit, %25’ini de epitel hiicreler olustur-
maktadir [13].

Siitiin igerigini baslica su, yag, laktoz ve pro-
tein olusturur. Manda siitiiniin protein, laktoz, yag
ve kuru madde igerigi inek siitiinden ¢ok daha yiik-
sektir [2]. Siitlin igerisinde en ¢ok bulunan protein
kazein olup alblimin ve globiilin daha az miktarda-
dir. Meme i¢i enfeksiyon, subklinik olsa bile, siit
verimini ve igerigini etkilemektedir [15]. Subklinik
mastitis kazein olmayan protein konsantrasyonu-
nun artisina neden olmaktadir. Bu artisin daha ¢ok
kan serum albiimin ve immunoglobiilin artisindan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir [17]. Siitteki yag,
meme epitel hiicrelerinde yag damlaciklar1 olarak
salgilanmaktadir. Yag damlaciklar1 fosfolipit ve
kolesterolden olusan trigliserit yapida bir zar ile
cevrilidir. Trigliseritler toplam siit yaginin yaklasik
9%97-981ni olusturmaktadir. Trigliseritler siit alveol
hiicresine ait endoplazmik retikulumlarin dis yiize-
yinde, gliserol ve yag asitlerinden sentezlenmekte-
dir. Manda siitiiniin yag orani inek siitiinden yakla-
stk olarak iki kat daha fazla, enerji ve besin degeri
daha yiiksektir [45]. Mastitisin meydana gelmesi
yag konsantrasyonunu etkilemektedir. Bu durumun
meme bezinin yapisindan veya sekresyon kapasite-
sinin azalmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmek-
tedir [33].

Ure dokulardaki proteinlerin katabolizmasi
sonucu olusan, kan ve viicut sivilarinda bulunan
organik bir molekiildiir. Hayvanlarin yetersiz mik-
tarda protein almasi halinde 6zellikle bagirsaklar-
dan emilmektedir. Ure ayn1 zamanda pirimidin ka-
tabolizmast sonucu olusmaktadir [37]. Siitteki iire
seviyeleri, slit kompozisyonu, cins, mevsim, soma-
tik hiicre sayisi, beslenme rejimi, besleme yontemi,
beslenme siiresi, kuru madde tiiketimi gibi birgok
faktore bagh olarak degismektedir [28,34]. Siitte-
ki iire diizeyinin kan plazmasindaki iire diizeyi ile
gliclii bir iligkisi vardir [21]. Siit ve kandaki {ire
konsantrasyonun, siit ineklerinin beslenmesindeki
enerji ve proteini izlemek i¢in dnemli bir parametre
oldugu bildirilmistir [18]. Ure diizeyinin siitte belir-
lenmesinin kan alma sirasinda olusan stresi 6nledigi
ve daha pratik oldugu bildirilmistir [10]. Siit iire nit-

rojen degerinin ineklerin sagligi ve beslenmesiyle
ilgili bilgiler saglamasi nedeniyle siirii sagligi ve
besleme ekonomisi agisindan 6nemli oldugu ve ras-
yondaki karbonhidrat ve protein arasindaki dengeyi
yansittigi belirtilmistir [6].

Urik asit, plazma antioksidan kapasitesine
o6nemli olgiide katkida bulunan, iyi bilinen bir an-
tioksidandir. Alveol epitel hiicrelerinde tretilir ve
daha sonra siite salinir [25].

Bu ¢alismada, SHS ile subklinik mastitis ol-
dugu belirlenen Anadolu mandalarinin siit kompo-
sizyonundaki total protein, albiimin, trigliserit, iire
ve lrik asit diizeylerine olan etkisinin belirlenmesi
amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Calismanin materyalini Samsun ilinde yetistirilen,
10 adet saglikli ve 6 adet subklinik mastitisli oldu-
gu belirlenen Anadolu mandalarindan alinan siitler
olusturdu.

California Mastitis Testi

Mandalardan toplanan siitlerde subklinik mastitis
olgusu California Mastitis Testi (CMT) analiz edil-
di. CMT sonuglart Schalm ve ark.,’nin [36]. tarif
ettigi yonteme gore yapildi.

Siit serumu ¢ikarilmasi

Alnan siitler 15 000 g 15dk santrifiij edilerek yag
tabakasi ayrilarak siipernatant ¢ikarildi. Biyokimya-
sal analizler elde edilen bu siipernatanttan gercek-
lestirildi [19].

Biyokimyasal parametreler

Siit serumlarinda albiimin, total protein, trigliserit,
iire ve lirik asit diizeyleri Biosistem kitleri kullanila-
rak otoanalizdr (Biosistem A25, Ispanya) cihazinda
oleiildi.

Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analizler icin SPSS (SPSS-PC, SPSS
Inc., Chicago, Illinois, USA) kullanildi. Verilerin
analizinde bagimsiz 6rneklemler i¢in T-testi ve tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ve gruplar
arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in Pearson korelas-
yon testi uygulandi.
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Bulgular

Saglikli Anadolu manda siitlerinde ortalama SHS
27.1£3.9 olarak belirlendi. Somatik hiicre sayisi
429x10° hiicre/mL’den biiyiik olan siitler subkli-
nik mastitis pozitif olarak kabul edildi. Subklinik
mastitisli manda siitlerinde SHS ortalamas1 ise
1529.66+547.05 olarak belirlendi. Subklinik mas-
titisli olan Anadolu Manda siitlerinde SHS’deki
artisin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi
(P<0,001) (Tablo 1).

Subklinik mastitisli ve saglikli manda siit se-
rumundaki alblimin, total protein, trigliserit, iire ve
iirik asit diizeyinin ortalamasi ve standart hata de-
gerleri tablo1’de sunulmustur.

Subklinik mastitisli mandalarin siit serumunda
albiimin diizeyinin saglikli manda siitiine gore is-
tatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 (P<0.05),
total protein ve iire diizeyinin ise subklinik masti-
tisli olan mandalarda saglikli olan manda siitlerine
gore arttig1 ama bu artigin istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 (P>0.05) belirlendi.

Subklinik mastitisli mandalarin siit serumun-
da trigliserit diizeyinin saglikli manda siit serumu-
na gore Onemli diizeyde azaldigi (P<0.05), irik
asit diizeyinin ise hafif diizeyde azaldig1 belirlendi
(P>0.05).

Tablo 1. Subklinik mastitisli ve saglik manda siitlerin-
deki, somatik hiicre sayis1 (SHS), alblimin, total protein,
trigliserit, iire ve lirik asit diizeyleri (ortalama+ SE)

Saghkh grup Mastitisli grup P

Albiimin (g/dl) 2.740.15 7.33£1.72 0,021
Total Protein(g/dl) 1.16+0.22 2.03+0.37 0,425
Trigliserit (mg/dl) 53.9+10.27 37.16£3.48 0,003
Ure (mg/dl) 28.2+1.91 35+3.23 0,51

Urik asit (mg/dl) 1.37+0.15 0.94+0.23 0,428
SHS 27.143.9  1529.66+547.05 0

SHS, albiimin, total protein, trigliserit, iire ve
irik asit diizeyleri arasindaki korelasyon iliskisi
tablo 2’de sunulmustur.

SHS ile iirik asit arasinda 6nemli diizeyde ne-
gatif korelasyon (r= -0.649**) oldugu SHS ile al-
blimin arasinda énemli diizeyde pozitif korelasyon
(r=0.786**) oldugu belirlendi.

Total protein, albiimin ve {ire arasinda 6énemli
diizeyde pozitif korelasyon oldugu belirlendi

(r=0.772%*, r=0.731**). Ayn1 sekilde trigliserit
ile iirik asit diizeyi arasinda da pozitif korelasyon
(r=0.439) oldugu belirlendi. Ure ve iirik asit arasin-
da ise negatif korelasyon (r=-0.457) oldugu saptan-
du.

Tablo 2. Somatik hiicre sayist (SHS), Albiimin (Alb),
total protein (TP), trigliserit (TG), iire ve iirik asit (UA)
diizeyleri arasindaki korelasyon iliskisi

Ab TP TG URE UA SHS
Alb 1 0.772%% -0,208 0,530* -0,376 0.786%*
TP 1 0,121 0.731%% -0249  0.466
TG 1 0,041 0,439 -0.241
URE 1 -0,457  0.455
UA 1 -0.649%*
SHS 1

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

Tartisma ve Sonug

Mastitis iilkemizde ¢ok yaygin olarak goriilmekte
olup biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Ozellikle subklinik mastitis diger mastitislere oran-
la ¢ok daha fazla goriilmektedir. Erken teshis edil-
mesi ve uygun olan tedavi yonteminin belirlenmesi
biiylik 6nem tagimaktadir. Mastitisin memeyi isgal
eden patojenlere karsi inflamasyon reaksiyonu ol-
masindan dolay1 siitten somatik hiicrelere akan im-
minreaktif hiicrelerin ve siit somatik hiicre sayilari-
nin dramatik bir sekilde artmasi en 6nemli belirteg
olarak bildirilmistir [11, 46]. Yaptigimiz caligmada
subklinik mastitisli olan Anadolu mandalarinin sii-
tiindeki SHS deki artisin saglikli manda siitiindeki
SHS’ye gore istatistiksel olarak Snemli diizeyde
oldugunu belirledik (P<0.05). Subklinik mastitis,
siit kompozisyonunda degisiklik ile bagisiklik sis-
teminin baskilanmasina neden olabilmektedir. S1gir
stitiindeki somatik hiicre sayisinin, meme saglig1 ve
stit kalitesinin bir gostergesi oldugu ve enflamatuar
bir uyarandan sonra hiicresel bagisiklik tepkisi ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir [24].

SHS’si yiiksek olan subklinik mastitisli manda
stitlerinde total protein miktarinin hafif arttigini ama
bunun istatistiksel olarak 6nemli olmadigin1 belirle-
dik (P>0.05). Subklinik mastitisin proteinlerin kan-
dan siite gecisini kolaylastiran kilcal gecirgenligi
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artirabilecegi bildirilmistir [5]. Bizim ¢alismamiza
paralel olarak Sahin ve Kasikc1 (2014), esmer inek-
lerde SHS ile total protein arasinda 6nemli diizeyde
pozitif bir korelasyon oldugunu bildirmistir. Ayn1
sekilde Najafi ve ark. (2009), siit tankindaki hiicre
sayisi ile siitiin protein igerigi arasinda pozitif bir
iligkinin oldugunu, siitiin protein fraksiyonlarinin
ilkbahar ve kis aylarinda diger aylara gore daha
fazla degisim gosterdigini bildirmislerdir. Aysan ve
ark. (2011) ise siit ineklerinde SHS yiiksek olanlar-
da total protein diizeyinin etkilenmedigini bildir-
mislerdir.

Subklinik mastitisli manda siitlerinde albii-
min diizeyinin 6nemli diizeyde arttigimmi belirle-
dik (P<0.05). Bizim caligmamiza paralel olarak
[3,12,44,47], koyunlarda [22] ve kegilerde [23] su-
bklinik mastitisli siitlerde albiimin diizeyinin arttigi
bildirilmistir. Alblimin sentezinin yapildig1 baslica
yer karaciger olup, az miktarda da olsa ekstrahe-
patik olarak meme bezi epitel hiicrelerinde iiretil-
mektedir [38]. Subklinik mastitis durumda siitteki
albiimin miktarinin artmasi yangisal durumuna bag-
I1 olarak meme bezi epitel hiicrelerinde sentezinin
artmasindan ve kan damarlarindan sizint1 yaparak
siitlin i¢ine ge¢mesinden kaynaklanabilecegi diisii-
niilmektedir.

Siitteki yag oram siitiin fiyatlanmasini ve ka-
litesini etkileyen onemli unsurlardan biridir [29].
Yaptigimiz ¢alismada SHS yiiksek olan siitlerde
trigliserit diizeyinin etkilenerek azaldigi, trigliserit
diizeyi ile siit yagi orani arasinda dnemli diizeyde
negatif korelasyon oldugunu belirledik (P<0.05).
Bizim calismamiza paralel olarak mandalarda [1]
ve ineklerde [31,32,35] bu iligskinin 6énemli oldugu
bildirilmistir. Subklinik mastitis durumunda man-
dalarda siit serumunda yag miktarinin azalmasinin
meme bezinin sentez ve sekresyon yeteneginin
azalmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Siit ve kandaki iire konsantrasyonu, protein
alimi, protein tiirii ve protein enerjisinden kolayca
etkilenmektedir [48]. Somatik hiicre sayis1 yiiksek
olanlar manda siitlerinde tire diizeyinin hafif yiik-
seldigini bunun istatistiksel olarak onemli olmadi-
gin1 belirledik (P>0.05). Bizim ¢alismamiza paralel
olarak SHS yiiksek olan siyah alaca ineklerde tire
diizeyinin hafif arttigt bunun istatistiksel olarak
onemli olmadig bildirilmistir [7].

Urik asit diisiik molekiil agirlikli hiicre ici bir
antioksidandir [20]. SHS yiiksek olan subklinik
mastitisli mandalarin siit serumunda iirik asit diize-
yinin saglikli manda siitline gére azalmis oldugunu
belirledik. inek [14,39] ve kegi [40,41] serumda iirik
asit diizeyinin arttig1 bildirilmistir. Urik asit, anti-
oksidant madde olup radikalleri yakalama 6zelligi
bulunmakta olup SHS ile iirik asit arasinda énemli
diizeyde negatif korelasyon oldugu (r= -0.649**),
radikallerin artmasindan dolay1 siit serumunda iirik
asit diizeyinin azalmis olabilecegi diistiniildii.

Anadolu 1rk1 manda siit serumunda SHS yiik-
sek olan subklinik mastitisli manda siitlerinin seru-
mu saglikli olan mandalara gore siit kompozisyonu-
nu degistirdigi belirlendi. SHS ile trigliserit ve tirik
asit arasinda negatif korelasyon oldugu, albiimin,
total protein ve lire arasinda ise pozitif korelasyon
oldugu saptandi. Anadolu 1rk1 manda siit serumun-
da simirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan bu
calisma ile elde edilen bu bulgularin klinik ve labo-
ratuvar bulgulari ile birlikte subklinik mastitisi an-
lamada yardime olabilecegi, tanisal ve prognostik
olarak kullanilabilecegi kanisina varilmustir.
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Ozet: Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (MRSA), antimikrobiyallere karst gelistirdigi direng mekanizmalari sa-
yesinde dikkatleri tizerine ¢ekerek giiniimiizde ¢ok 6nemli bir konuma sahip olmustur. Stafilokoklar, insanlarda ve hay-
vanlarda normal mikrobiyota etkeni olarak bulunmasimin yani sira patojen, humanoz, zoonoz karakterli enfeksiyonlar
basta olmak iizere lokal ve sistemik enfeksiyonlara neden olan piyojenik karakterli etkenlerdir. Hazirlanan bu derleme
ile MRSA’nin 6nemine dikkat ¢ekmek, bilingli antibiyotik kullanimina vurgu yapmak amaglanmuistir.

Anahtar kelimeler: MRSA, Metisilin direnci, Stapylococcus aureus.

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus and Importance

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

Derleme / Review Article

size the use of conscious antibiotics.

Key words: MRSA, Methicillin resistance, Staphylococcus aureus.

Giris

Staphylococcus aureus’lar 6liimcil tehlikeye sahip
mikroorganizmalar olarak gectigimiz ylizy1l boyun-
ca tibbi bilimler alaninda oldukga 6nemli yer bul-
mustur. Stafilokoklar ilk kez 1881 yilinda Iskogya’li
cerrah ve bakteriyolog Alexander Ogston tarafindan
tanimlanmistir. Etkenin o donemde ¢ok agir klinik
tabloyla seyreden, tedavisi olduk¢a zor, 6liimciil
karakterde enfeksiyonlara neden oldugu bilinmek-
tedir [35]. S. aureus’larda bildirilen ilk antibiyotik
direnci 1920°li yillarin sonuna dogru yaygin klinik
kullanima giren siilfonamid grubu antibiyotikler-
le baglamistir. 1928 yilinda Alexander Fleming’in
penisilini bulmasindan sonra 1940 yilinda Forey ve
Chain tarafindan penisilinin {iretiminin basarilmasi
ile stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde dnemli
bir agama kaydedilmistir [8]. Ancak penisilinin yay-
gin bir sekilde klinik kullanima girmesiyle birlikte
yaklagik dort yil icerisinde penisiline direngli (be-
ta-laktamaz enzimi sentezleyen) S. aureus suslari-
nin varligi agiklanmistir. Stafilokoklarda beta-lakta-
maz (penisilinaz) sentezlenmesi ilk olarak 1944°te
Kirby tarafindan bildirilmistir. Bu tarihten itibaren
S. aureus suslarinda penisilin direnci giderek art-

mis, 1951 yilinda ¢oklu direncli S. aureus suslarinin
varlig bildirilmistir [30].

Penisiline karsi olusan direng problemine 1959
yilinda beta-laktamaz enzimine dayanikli, semisen-
tetik (yar1 sentetik) bir penisilin olan metisilin ile
¢6ziim bulunmustur [41]. 1960 yilinda metisilinin
ve daha sonra da penisilinaza (beta-laktamaz) di-
rengli diger penisilinlerin kullanima girmesiyle bir-
likte stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde 6nem-
li bagarilar elde edilmistir. Metisilinin ¢ok yaygin
ve 6zensiz kullanimi ile bulunan bu ¢6ziim de uzun
stirmemis, kisa bir siire sonra SCCmec (SCC, Stap-
hylococcal Casette Chromosome; mec, metisilin
direncine neden olan genetik eleman) klonlarinin
kazanilmasiyla S. aureus suslarinda ¢oklu antibiyo-
tik direng problemi ortaya cikmistir. ilk olarak 1961
yilinda ingiltere’de Jevons tarafindan metisilin di-
rengli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlari ta-
nimlanmgtir [24].

MRSA’da direng¢ probleminin artmasi ile bir-
likte diinya genelinde basta nozokomiyal yani has-
tane kaynakli enfeksiyonlar (HA-MRSA-Hospital
Acquired MRSA) olmak iizere, toplumsal kaynakli
(CA-MRSA-Community Acquired MRSA) ve hay-

Yazisma adresi / Correspondence: Barighan Dogan (ORCID ID : 0000-0002-9151-9232), Ankara Universitesi, Veteriner

Fakiiltesi, Mikrobiyoloji AD, Ankara

E posta: barishandogan@gmail.com



158

Dogan B ve ark. Metisilin Direngli Staphylococcus aureus ve Onemi

vansal kaynaklt (LA-MRSA-Livestock Acquired
MRSA) enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir.
HA-MRSA vyiiksek mortalite ile seyreden enfeksi-
yonlarin en 6nemli nedenleri arasinda gosterilmek-
tedir [9, 33].

Giinimiizde MRSA enfeksiyonlarinin tedavi-
sinde en ¢ok kullanilan antibiyotikler ise vankomi-
sin ve teikoplanindir. Bunlarin yan1 sira linezolid,
daptomisin ve tigesiklin gibi yeni antibiyotikler de
kullanilmaya baslamistir. Buna ragmen stafilokok-
larda goriilen hizli direng gelisimi her iki yeni antibi-
yotige karsi da ortaya ¢ikmustir. 1996 yilinda VISA
(Vancomycin Intermediate S. aureus) izolatlar1 ve
2002 yilinda da VRSA (Vancomycin Resistant S.
aureus ) izolatlar1 goriillmeye baslanmistir. Linezo-
lid ilk kez 2000 yilinda klinik kullanima girmis ve
bundan yaklasik bir y1l gibi ¢ok kisa bir siire sonra
ilk linezolid direngli MRSA izolati tanimlanmustir.
Daha sonra benzer bir sekilde, daptomisin ilk kez
2003 yilinda klinik kullanima girmis ve kullanima
girdikten iki y1l sonra daptomisin direngli MRSA
izolatlar1 tanimlanmustir [43].

Stafilokoklarda Metisilin Diren¢ Mekanizmalari

Metisilin, beta-laktamaz enziminin hidrolizine di-
rengli penisilin grubu antibiyotikler igerisinde ilk
elde edilen ve klinik kullanima ilk giren antibiyotik-
tir [24]. Metisilin direnci, beta-laktamaz enzimiyle
hidrolize olmayan beta-laktam antibiyotiklere (me-
tisilin, oksasilin, kloksasilin, dikloksasilin) karsi
gozlemlenen direng olarak adlandirilir. Metisilin
direnci, ayn1 zamanda intrinsik direng¢ yoluyla yani
antibiyotigi inaktive eden faktoriin beta-laktamaz
enzimiyle degil, kromozomal yolla meydana geldi-
&i bilinir [6].

S. aureus ta metisilin direnci, penisilinaz (be-
ta-laktamaz) tiretiminden farkli bir mekanizma
olan “Penisilin Baglayan Protein” (PBP)’ler ile
gerceklesmektedir. PBP’ler, peptidoglikan onciil-
lerini yapilmakta olan hiicre duvarina tasimak ve
baglamakla gorevlidir. Metisiline duyarli S. aureus
(MSSA)’larda, bes adet “Penisilin Baglayan Pro-
tein” (PBP) bulunurken, MRSA’larda bunlara ek
olarak PBP2 ya da PBP2a olarak adlandirilan 78
kDa agirlikta olan farkli bir PBP sentezlenmekte-
dir [16]. PBP2/2a, diger PBP’lerden farkli olarak
beta-laktam yapisindaki antibiyotiklere kars1 diistik
affinite gostermektedir. Dolayisiyla, beta-laktam

grubu antibiyotik varliginda, yiiksek affinite gdste-
ren PBP’lerin fonksiyonunu gorerek peptidoglikan
sentezini siirdiirebilme yetenegine sahip olan tek
transpeptidazdir [14, 25].

Duyarli stafilokok izolatlarinda beta-laktam-
lar, duvar prekiirsorleri ile yarigsarak enzimin aktif
bolgesine baglanip, bu transpeptidasyon basamagi-
n1 inhibe ederler. Ancak, dogal prekiirsorden farkli
olarak, bu baglanmanin geriye doniislii olmamasi
nedeni ile PBP aktivitesi kalict olarak bloke edilir
ve bakteriyel 6liim gergeklesir. Bakteri duvarindaki
peptidoglikanin ¢apraz baglanmasini saglayan diger
PBP’ler beta-laktamlar varliginda inaktive olurken,
PBP2/2a beta-laktamlara kars1 diisiik affiniteye sa-
hip oldugundan, inaktive olmus PBP’lerin yerine
gecer ve varliginda hiicre duvari peptidoglikan sen-
tezi tamamlanir [14, 25]. Bu proteinlerin bir kismi
iki fonksiyonlu olup hem transglikosidaz hem de
transpeptidaz aktivitesine sahiptir [20]. S. aureus,
bir adet iki fonksiyonlu PBP2 ve tek fonksiyonlu
PBP1, PBP3 ve PBP4 olmak iizere ii¢ adet PBP’ye
sahiptir [25]. MRSA’da temel diren¢ mekanizmasi,
beta-laktam grubu antibiyotiklere kars1 disiik affi-
niteye sahip yeni bir penisilin baglayan protein olan
PBP2/2a sentezine dayanmaktadir [6, 29].

PBP’leri mecA ve mecC olarak adlandirilan
genler kodlamaktadir ve bu genler bakteri kromozo-
munda SCCmec kasetleri iizerinde yer almaktadir.
MRSA’lar bu gene sahipken MSSA’larda bu gen
bulunmamaktadir. SCCmec kasetlerinin biiyiikliik-
leri 20 kb’dan 68 kb’a kadar degiskenlik gosteren
11 tipi (Tip I-XI) bulunmaktadir[1, 2, 39]. Tip [, IV
ve V, sadece yapisal ve regiilator genler ile rekom-
binaz genlerini igerir. Bu alt tiplerde, transpozon
elemanlar1 ve beta-laktam antibiyotik digindaki an-
tibiyotiklere direncten sorumlu olan genler bulun-
mamaktadir. HA-MRSA’lar SCCmec kasetleri lize-
rinde alt tip I, II ve III’{ igerirken, CA-MRSA’lar
SCCmec kasetleri iizerinde alt tip IV ve V’i iger-
mektedir [1, 2, 20].

MRSA’larda mecA geninin varlig1 ile ortaya
cikan bu direng, fenotipik laboratuvar testlerinde
homojen direng ve heterojen direng olmak iizere
iki sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Homojen direng,
koloniyi olusturan tim S. aureus’larin mecA ge-
nine sahip olmasi ve tamaminda da bu genin aktif
olmasi durumudur. Olusan yiiksek direncin ¢evre-
sel faktorlerle iliskisi bulunmamaktadir [36]. mecA
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geninin tamaminda aktif olmast durumunda ortaya
cikan fenotipik direng yiiksek diizeydedir. Homojen
direncte bakterilerin tamami yiiksek konsantrasyon-
daki metisilin varliginda tireyebilme 6zelligi gos-
tererek yiiksek diizeyde direng ortaya koyarlar [6,
18]. MRSA’larda goriilen bu yiiksek direng yakin
gecmise kadar nadiren goriilmekteyken gliniimiiz-
de oldukca fazla rastlanmaktadir. Heterojen direnc,
koloniyi olusturan tim S. aureus suslarinin mecA
genini tagimalarina ragmen yiiksek direncin 10°-108
bakteriden birinde belirlenebilmesi olarak tanim-
lanmaktadir ve izolasyon uygulamalari sirasinda en
sik karsilagilan diren¢ seklidir [19, 20]. Heterojen
direng gosteren MRSA’larda, stafilokoklarin co-
gunlugu (%99) diisiik metisilin konsantrasyonlaria
(1-5 pg/mL) duyarli iken, 10%-108 stafilokoktan biri
yliksek metisilin konsantrasyonlarina (>50 pg/mL)
direng gostermektedir [6, 7].

Heterojen direng gosteren MRSA suslari, NaCl
veya sukrozlu besiyeri kullanilmasi, diisiik derecede
inkiibasyon gibi bazi 6zel kiiltiir kosullarinin sag-
lanmasi durumunda homojen direng gdsterir hale
gelmektedir. Degisik kiiltlir kosullarina gore diren-
cin ortaya konulmasinda meydana gelen bu degisik-
lik gegicidir ve tamamen fenotipiktir [6]. Homojen
direncin ortaya ¢ikmasini arttiran bazi kosullarin
bakteri otolizisindeki degisikliklerle iliskili oldugu
gbzlemlenmistir [5, 7, 23]. S. aureus suslarinda di-
rengten sorumlu geni tagimalarina ragmen heterojen
direncin goriilme nedeninin, mecA geninin fonk-
siyonunu kontrol ettigi diisiiniilen fem (factors es-
sential for the expression of methicillin resistance)
faktori olarak tanimlanmis genlerden ileri geldigi
bilinmektedir. Heterojen direncin gelisiminde fem
A ve fem X kontrol genlerinden bir veya birkaginin
mecA geninin ekspresyonunu inhibe etmesine baglh
oldugu distiniilmektedir [6, 23].

MRSA suslarinda oldugu gibi MSSA suslarin-
da da fem faktorleri bulunabilmektedir [4, 10, 19].
fem faktoriinlin yani sira mecRI-mecl sistemi yer
almaktadir. mecA geni, mecRI ve mecl olmak tizere
iki regiilator gen ile kontrol edilmektedir. mecR1 ve
mecl genleri beta-laktamaz geninin regiilatér gen-
leri olan blaR1 ve blal ile yapi, fonksiyon ve re-
giilasyon mekanizmasi agisindan benzerlik goster-
mektedir [28]. Blal, blal geni tarafindan kodlanan,
beta-laktamaz geninin transkripsiyonunu inhibe
eden bir proteindir. BlaR] ise blaR] geni tarafindan

kodlanir ve beta-laktamaz varliginda beta-laktamaz
gen transkripsiyonunu saglar. mecl ve mecR1, mecA
icin ayn1 diizenleyici roli oynar. mecl, mecA’y1 bas-
kilayan bir protein, mecR1 ise sinyal uyarici bir pro-
tein kodlar [27, 28].

Fenotipik direnci ortaya ¢ikaran diger durum
ise beta-laktamaz plazmidi olarak bilinmektedir.
Beta-laktamaz enzim yapimi blaZ geni tarafindan
kodlanir. Antirepresor olan blaR1 ve represor olan
blal olmak iizere iki gen tarafindan kontrol edilir.
Ortamdaki beta-laktam, BlaR[’e (transmembran
proteini) baglanir ve bakterinin disindan i¢ine sin-
yal iletimini saglayarak beta-laktamaz enziminin
sentezinin baslamasinda rol oynar. Boylece meti-
silin direncinin fenotipik olarak ortaya konmasinda
etkili bir rol iistlenmis olur [38].

MRSA’larin ¢ogunda beta-laktamaz genini ta-
styan plazmid bulunmasi ve mecR I-mecl sisteminin
defektif olmas1 nedeniyle mecA geninin esas olarak
“bla sistemi” ile indiiklendigi diisiiniilmektedir [6,
7]. Beta-laktam grubunda yer alan bir antibiyotik
ile indiiksiyon yapildiginda, blaRI-blal sisteminde
meydana gelen indiiklenme, mecR1-mecl sistemin-
den daha hizli olmaktadir. Ayn1 zamanda mecR I-me-
cl sistemi ile kiyaslama yapildiginda, mecA geninin
baskilanmasi, blaR1-blal sistemine gore daha zayif
olmaktadir [17].

MRSA’larda mecC geninin varlig1 ilk olarak
2007 yilinda Giineybat1 Ingiltere’de s1gir mastitisi-
nin epidemiyolojik bir ¢aligmasi sirasinda tank stitii
orneklerinden MRSA izolasyonu ile saptanmistir
[12]. LGA251 olarak adlandirilan MRSA susunun
mecA geni ve PBP2/2a icin dogrulayici testlerde
tamami negatif olarak belirlenmistir. “Wellcome
Trust Sanger Institute”, LGA251 susunun , bas-
langicta mecALGA251 olarak adlandirdigi yeni bir
mecA geni homologu tasidigini ortaya kosmustur
[13]. LGA251 susunun DNA’s1 mecA genine %69
ve PBP’lerin amino asit kompozisyonuna %63 ora-
ninda 6zdeslestigi saptanmisti. LGA251 susundan
alman SCCmec dizisi “Working Group on the Clas-
sification of SCC” tarafindan degerlendirilerek Ka-
stm 2009 yilinda Tip XI SCCmec geninin varligin
bildirmistir ve mecALGA251 olarak adlandirilan
gen, 2012 yilinda mecC olarak yeniden adlandiril-
mistir [21, 22]. mecC geni tarafindan kodlanmis
PBP’lerin islevi, B-laktam direncinin rolii ve dik-
kate deger farkliliklari, yapilan calismalar ile bildi-
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rilmistir. mecC tarafindan kodlanan PBP’ler, B-lak-
tam’a kars1 yiiksek affinite gosterirken, mecA geni
tarafindan kodlanan PBP’ler daha az affinite gos-
termistir [26]. Termostabilite ve sicaklik degerle-
rindeki aktivasyonu ile ilgili degerlendirmelerde ise
mecC geni tarafindan kodlanan PBP’ler, mecA4 geni
tarafindan kodlanan PBP’lerden daha kararsiz yapi-
ya sahip oldugu bildirilmistir[26]. Bu karakterizas-
yonlar, MRSA’nin PBP2 fonksiyonunu ve metisilin
direncindeki roliinii teyit etmektedir. mecA ve mecC
genleri tarafindan kodlanan proteinlerin davranig-
larinda 6nemli farkliliklar vardir. Bu molekiillerin
ayriminda yapisal ve evrimsel temeller heniiz tam
olarak belirlenememistir ve bu konuda arastirmalar
devam etmektedir [44].

Sonu¢ ve Oneriler

MRSA prevalansi iilkemizde ve diinyada hizla art-
maktadir. Prevalans {iilkeler arasinda, hastaneler
ve hastanelerin farkli tiniteleri arasinda da degisik
oranlar gostermektedir. MRSA ¢oklu ilag direnci
gostermesi nedeniyle glinlimiizde kullanilabilecek
antibiyotik seceneklerini oldukga kisitlamaktadir.
Tek basina bir antibiyotik yeterli olmamakta ve
mutlaka kombine antibiyotik tedavisi uygulanma-
lidir. Bu kapsamda kullanilabilecek antibiyotikler;
vankomisin, linezolid, kinupristin, dalfopristin,
daptomisin daha ¢ok tercih edilmekte ve kombine
sekilde kullanilmaktadir [8, 42, 43].

Hekimligimizde hayvan tiirleri arasinda goz-
lemlenen MRSA prevalans artisinin temelinde bi-
lingsiz ve akilc1 olmayan antibiyotik kullanimi s6z
konusudur [11]. Veteriner Hekimlik alaninda anti-
biyotik kullanim1 6ncesi en kolay ve ekonomik me-
tot olan antibiyogram uygulamasinin yapilmasi ve
dogru antibiyotiklerin tercih edilmesi gerekmekte-
dir. Bu dogrultuda Veteriner Hekim kontroliinde an-
tibiyotik kullanimu ile ilgili siki 6nlemler alinmali,
hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin tiirti, miktar1
ve bu antibiyotiklere karsi olusan direng izlenmeli,
uygun siire ve dozlarda kullanimina dikkat edilmeli,
kontrolsiiz ve asir1 ilag kullanimindan kaginilmali-
dir.
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Ozet: Tlk kesfedildigi yillardan bu yana asilar, infeksiy6z hastaliklarin kontrolii i¢in en etkili, nispeten ucuz maliyetli ve
stirdiiriilebilir bir yontem olarak kullanilmigtir. Bugiin veteriner hekimlikte cogunlukla canli atteniie, inaktif ve toksoid
asilar kullanilmakla birlikte, daha giivenilir ve etkili asilara olan gereksinimden dolayi, rekombinant DNA teknolojisi
O6nemli bir strateji olarak ortaya ¢ikmigtir. Tim diinyada bu teknolojinin kullanildigi as1 gelistirme ¢alismalari devam
etmektedir. Bu derlemede, veteriner hekimlikte hali hazirda kullanilan ve ¢esitli hayvan tiirlerinin 6nemli bazi infeksi-
yonlarini kontrol altina almak i¢in iizerinde ¢aligmalara devam edilen rekombinant agilara yer verilmistir.

Anahtar kelimeler: Asi, DNA, Rekombinant, Veteriner

The Use of Recombinant DNA Technologies in Veterinary Vaccines

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

Derleme / Review Article

species were discussed.

Key words: DNA, Recombinant, Vaccine, Veterinary

Giris

Hastaliklara karst koruma saglamak amaciyla vii-
cuda verilmek lizere tasarlanmis, zayiflatilmis veya
inaktif hale getirilmis patojenler olarak tanimlanan
asilar, tarihsel siire¢ igerisinde immunoloji, mole-
kiiler biyoteknoloji, biyokimya, genomiks ve pro-
teomiks alanlarindaki gelismelerle birlikte daha
yeni teknolojilerle iiretilebilir hale gelmistir. Asi
teknolojilerindeki gelismeler, farkli avantajlara sa-
hip asilarin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bu
teknolojilerden biri de rekombinant DNA (rDNA)
teknolojisidir. Hastalik etkenlerine ait ¢esitli genle-
rin klonlanmasi, ekspresyon sistemlerinde eksprese
edilmesi ve saflastirilmasi esasina dayanan gerek
insan hekimligi gerekse veteriner hekimlikte kul-
lanilmakta olan rekombinant asilar bulunmaktadir.
Bir¢ok hastaliga kargi rDNA teknolojisinin kullanil-
dig1 as1 gelistirme ¢alismalar1 da devam etmektedir
[14].

Rekombinant DNA teknolojisi

rDNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olayla-
rinin yapay bir sekilde gerceklestirilmesi esasina

dayanmaktadir. Teknoloji, ¢esitli kaynaklardan elde
edilen ve istenilen bir gen sekansina sahip DNA
pargalarinin uygun bir vektor araciligiyla baska bir
konaga (ekspresyon sistemleri) aktarilmasini igerir.
Multidisipliner uygulamalara sahip olan bu tekno-
loji, ayn1 zamanda yasamla ilgili olarak sagligin iyi-
lestirilmesi, gida kaynaklarinin artirilmasi ve farkl
cevresel olumsuz etkilere karsi direng gibi 6nemli
konulara ¢6ziim getirme potansiyeline de sahiptir.
Rekombinant farmasétiklerin giiniimiizde giivenle
kullanilmasinin yaninda bu teknoloji, gen terapisi
ve genetik modifikasyonlar ile birlikte biyosagaltim
ve dnemli hastaliklara miidahalede kullanilmaktadir
[14]. As1 veya teshis araci gelistirilmesinde, atteniie/
inaktif hiicre kiiltiirii mikrobiyel etken antijenlerinin
biiylik miktarlarda elde edilmesindeki giigliikler, bu
teknolojinin kullanilmast ile asilabilmektedir.
rDNA teknolojisi kullanilarak, istenilen gen iiriinii
protein, biiyiik miktarlarda, saf ve natif formda elde
edilebilmektedir. Seriden seriye (“batch”den “bat-
ch”e) varyasyon gostermemesi ve giivenilir Uriinler
olmasi, rekombinant proteinlerin konvansiyonel
yontemlerle iiretilen asilara goére sahip oldugu en
onemli avantajdir [2].
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Rekombinant DNA teknolojisinin veteriner
asilarda kullanimi

Rekombinant DNA teknolojisi ile gelistirilen asilar
“rekombinant as1” olarak adlandirilmaktadir [10].
Rekombinant agilarin hastaliga neden olmamalari
ve giiclii immun yanit olugturmalar1 dnemli avantaj-

Tablo 1. Mevcut ticari rekombinant veteriner asilari

larindandir. {1k rekombinant asilar, yaban hayatinda
kuduz hastaligini kontrol altina almak i¢in 1980°1e-
rin sonlarinda gelistirilmistir [25].

Su an piyasada ticari olarak bulunan rekombi-
nant veteriner asilar Tablo 1’de sunulmustur.

Hedef Patojen Hedef Hayvan Marka ismi Ozelligi Kaynak
Brucella abortus Sigir RB-51 Rifamisin direngli R [19].
Streptococcus equi At Equilis StrepE aroA silinmis canli as1 [13].
Chlamydophila abortus Koyun Ovilis Enzovax Istya duyarli canli as1 [4].
Mycoplasma synoviae Tavuk Vaxsafe MS Istya duyarli canli as1 [20].
Mycoplasma gallisepticum Tavuk Vaxsafe MG Istya duyarli canli as1 [3].
Salmonella spp. Hindi ve tavuk Megan Vacl Cift geni silinmis S. Typhimurium — [1].
Bordetella avium Hindi Art Vax Istya duyarli canli mutant sus [12].
BHV-1 Sigir Bovilis IBR Marker gE geni silinmis marker as1 [28].
Equine Influenza Virus At Proteq-Flu Canarypox virus vektor asist [18].
West Nile Virus At West Nile- Innovator DNA DNA asis1 [7].
HTV ve IBDV Tavuk Vaxxitek HVT + IBD Canli rekombinant as1 [6].
NDV Tavuk NA HN rekombinant as1 [24].
H,N, ve NDV Tavuk Vectormune FP-ND Fowlpox virus vektor ast [24].
Kuduz Kopek Raboral Vaccinia virus rekombinant ag1 [17].
Parvovirus Kopek Recombitek Canine Parvo  Canarypox virus vektor asisi [23].
Kedi Losemi Agist Kedi Eurifel FeLV Canarypoxvirus vektor asist [23].
IHN Alabalik Novartis DNA asis1 [27].

Sigir, koyun ve kegiler icin rekombinant asi-
lar: Sigirlarin klinik ve ekonomik agidan Snemli
hastaliklart; sigir solunum sistemi kompleksi (ship-
ping fever), inek-buzag isletmelerindeki solunum
sistemi infeksiyonlar1 ve yavru atmalardir. Bu has-
taliklara yonelik rekombinant ag1 denemeleri giinii-
miiziin giincel ¢alisma konularindandir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde su an kullanim i¢in
ruhsatlandirilmig rekombinant sigir, koyun ve keci
icin rekombinant agilar piyasada bulunmamakla
birlikte [11]; Infeksiydz Sigir Rinotraheitisi (IBR)
eradikasyon programi i¢in dogal olarak olusan gli-
koprotein E (gE) silinmig IBR asis1 Avrupa Birligi
tarafindan onaylanmistir. IBR, besi sigirlarinda so-
lunum yolu hastaliklarinin yani sira tiremeyle ilgili
hastaliklar, konjuktivitis ve sinir sistemi hastalikla-
rindan sorumlu bir Herpesvirus infeksiyonudur. gE

geninin silinmesi, IBR virusunu zayiflatmakta ve
sigirlarin sekresyonlartyla sagilimini engellemek-
tedir. Bu modifiye edilmis canli as1, her yas sigir
icin immunojeniktir ve giivenlidir [11]. Hastalikla-
rin eradikasyon programlart icin, DIVA yaklagim
olarak bilinen, infekte olanlart asilanmis hayvanlar-
dan ayirt etme islemi 6nemlidir. Gen silinmis veya
marker asilarin kullanimi, as1 i¢indeki marker veya
vahsi tlire ait viruslara 6zgli proteinlere yonelik
antikorlarin test edilmesine olanak saglamakta ve
dogal olarak maruz kalan hayvanlardan asilananla-
1 ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu asinin bir
diger onemli avantaji gE silinmis as1 virusunun ve
vahsi IBR viruslarinin PCR ile ayirt edilebilmesidir.

BVDV(Sigir Viral Diyare Virusu) sigirlarda so-
lunum, enterik, gdz infeksiyonlar1 ve ayni zamanda
abortlara neden olan viral bir hastaliktir. E2 yiizey
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glikoproteini virus iizerindeki bir immunojendir ve
BVDV’nin E2 protein genini kullanarak DNA asila-
mast hastaliga karsi koruma saglamaktadir [21]. E2
proteini geni ile yapilan DNA agilanmasinin ardin-
dan rekombinant E2 proteini ile bir rapel agilamanin
BVDV patojenik NY susuna kars1 iyi koruma sagla-
dig1 ortaya konulmustur [16].

Sigirlarda shipping fever ile koyun ve kegilerde
baslica pnomoniye neden olan M. haemolytica’ya
yonelik kullanilan asilar, etkenin primer viriilens
faktorii olan 16kotoksin iizerine odaklanmistir. Lo-
kotoksin geni, hiicre hatlarinda oldugu kadar bit-
kilerde de klonlanmis, eksprese edilmis ve rekom-
binant proteinin l6kotoksin nétralizan antikorlari
uyardig1 belirlenmistir [15]. PIpE olarak adlandi-
rilan, biytk bir M. haemolytica yiizey lipoprotei-
ni de potansiyel as1 adayi olarak tanimlanmis ve
buna karst olusan antikorlarin kompleman aracili
M. haemolytica’y1 6ldiirmede etkili oldugu bildiril-
mistir. Bir rekombinant PlpE proteini laboratuvarda
eksprese edilmis, ticari bir M. haemolytica asisina
eklenmis ve buzagilarda korunmay arttirdigi bildi-
rilmistir [5].

Yeni doganlarda 6ldiiriicii ishallere neden olan
enterotoksijenik E. coli (ETEC)’lerde bulunan pi-
luslar, E.coli’nin bagirsak epiteline adezyonunu,
ve kolonizasyonunu saglayarak infeksiyonun olu-
sumuna neden olurlar. K99 fimbrial antijene sahip
E. coli suslar1 genellikle sigir, koyun ve kegilerde
ishale neden olmaktadir. FanC, bu immunojenik
K99 proteininin ana alt birimidir. Bitkilere yabanci
genlerin verilmesi i¢in bir yontem olan Agrobacte-
rium aracili transformasyon, yenilebilir bir a1 gelis-
tirmenin ilk adimi olarak, K99’un FanC alt birimini
soya fasulyesinde eksprese etmek, lizere basarili bir
sekilde kullanilmistir [26]. Farelere soya fasulye-
sinden ekstrakte edilen protein enjekte edildiginde,
FanC’ye spesifik antikorlar ve sitotoksik T hiicresi
yanitlariin gelistigi bildirilmistir [11].

Brucella abortus igin genetik olarak tasarlan-
mis asilarin (rekombinant genler, proteinler, vek-
torler ve modifiye B. abortus suslari) gelistirilmesi,
etkinliginin test edilmesi ve immunolojik cevapla-
rin degerlendirilmesine yonelik cesitli calismalar
yapilmistir. Bununla birlikte birkag istisna disinda,
bu rekombinant asilarin ¢ogu hedef tiir olan sigirda
test edilememis veya sigirlarda koruma olusturma-
mustir [9].

Kanatlilarda rekombinant asilar: Kiimes hay-
vanlar1 i¢in ABD’de lisanshi 11 tane rDNA asis1 bu-
lunmaktadir. Bu asilarin 10 tanesi, konak¢inin ba-
gisiklik sistemini uyarmak igin spesifik genler ver-
mek amaciyla tasarlanmig canli rekombinant viral
vektor asilardir. Bunlardan yedi tanesinde segilen
patojen genleri eksprese etmek icin vektor olarak
zayiflatilmig kanath cicek virtisii (FPV) kullanil-
maktadir. Ugiinde ise zayiflatilmis, Marek hastalig
virusu (MDV) veya vektor olarak yakindan iligkili
patojen olmayan hindi Herpesvirusu kullanilmak-
tadir. Bakteriyel patojen olan Salmonella spp. i¢in
sadece bir lisanslt as1 vardir. Bu as1 zayiflatilmis bir
bakteride ¢ift gen silinmesiyle olusturulan mutant
bir asidir [11].

Baliklar icin rekombinant agsilar: Su firiinle-
11 yetistiriciliginde yaklagik 20 yildir as1 kullanimi
yayginlagmistir. Balik asilari; deniz ve tatli su balik-
larini etkileyen viral ve bakteriyel patojenleri igeren
konvansiyonel agilardir [11]. ABD’de su anda ba-
liklar i¢in kullanilan rekombinant ag1 bulunmamak-
tadir. Norveg’te rekombinant infeksiyoz Pankreatik
Nekroz Virusu (IPNV) asisi, Sili’de SRS ve IPNV
icin subunit rekombinant bir asi, Kanada’da cift-
liklerde yetistirilen Atlantik somonunda Infeksiyoz
Hemorajik Nekroz Virusu (IHNV) i¢in bir DNA
asis1 onaylanmugtir. IPNV asilari, virus pargaciklari-
nin ve 6nemli bir antijenin ana bilesenini olusturan
VP2 proteinine dayanmaktadir [11]. Kanada’daki
IHNV agis1, hayvanlarda kullanilan ilk DNA asisi-
dir. Viral hemorajik septisemi, diinya genelinde ba-
liklar1 etkileyen ve alabaliklarda da ciddi kayiplara
neden olan rhabdovirusun neden oldugu bir hasta-
liktir. Modifiye edilmis bir Bakulovirus ile infekte
olmug ve virusun major antijenik glikoproteinini
iceren, bocek hiicrelerinde iretilen rekombinant
subunit agis1 gelistirilmis olmakla birlikte, yliksek
maliyetli olmasi nedeniyle ticari kullanim igin ABD
tarafindan onaylanmamastir [8].

Kedi, kopek ve atlar icin rekombinant asilar:
Kanarya c¢igek virusu, diger kus olmayan tiirler-
de kullanilmak ftizere bir virus vektoriine aktarila-
rak rekombinant as1 olarak denemeler yapilmistir.
Memelilerde serbest olmayan hiicrelerde yineleme
ve ¢ogalmay1 tamamladigi ayrica giiglii bir bagisik-
lik tepkisi uyandirdig1 ve nonavian tiirlerde ¢ogala-
madig1 i¢in giivenle kullanilmaktadir. Memelilerde
kanarya cicek virusu vektorleri tarafindan uyarilan
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hem humoral hem de hiicresel bagisikligin gelisimi
ve korunma siiresinin iyi oldugu bilinmektedir [22].

Kopek asilart arasinda RECOMBITEK Lyme,
RECOMBITEK Canine Distemper, RECOMBI-
TEK Ferret Distemper (ferretlerde kullanim igin
onaylanmistir) ve PURVAX Canine Kuduz rekom-
binant asilar1 bulunmaktadir. Ticari olarak bulunan
Canarypox vektor temelli kedi agilari; PUREVAX
Feline Rabies, EURIFEL Feline Losemi ve PURE-
VAX Feline Losemi NF’yi icermektedir [11].

West Nile Virus (WNV), 2002°de ortaya ¢ikan
ve tiim atlarin yaklasik ticte birinde hastalik olustu-
ran sivrisinek yoluyla bulasan viral bir hastaliktir.
Merial firmasinin RECOMBITEK WNYV asisi, atlar
icin koruyucu bagisiklik saglayan; ancak atta ¢cogal-
mayan ve tamamen giivenli hale getiren bir asidir.
Influenza’ya karsi Canarypox temelli rekombinant
as1 (ProteqFlu, Merial) iki farkli vektor igerir. Bun-
lardan biri ABD at Influenza susu, immiinojenik
hemagglutinin geni ve digeri ise at influenza viru-
sunun Avrupa susundan hemagglutinin genini tasir.
ProteFlu-Te (Merial) asis1, at Influenza Canarypox
vektorlerini, tetanoz toksoidi sulandiric ajani igeri-
sinde icermektedir [11].

Sonu¢

Rekombinant DNA teknolojisindeki ilerlemelere
bagl olarak, konak bagisiklik istemi ve hastalik
etkenlerinin genetik yapisi hakkindaki giincel ca-
lismalar sonucunda, su anda hi¢bir kontrol 6nlemi-
nin mevcut olmadig1 hastaliklara kars1 yeni asilarin
gelistirilmesi, giiniimiiziin giincel koruma kontrol
stratejilerinin basinda yer almaktadir. Bu baglamda
molekiiler biyoloji ve genetik bilim dallarinin geli-
simine paralel olarak, bir¢ok hastaliga kars1 kulla-
nilmakta olan rekombinant asilar gelistirilmistir. Bi-
lim adamlar1 geleneksel ag1 uygulama yollarini kul-
lanmanin yani1 sira bir¢ok bireyi ayni anda asilamay1
saglayan ve enjeksiyonun olmadigi yeni sistemler
iizerine de c¢alismaktadir. Sonu¢ olarak; rekombi-
nant agilar tizerine yapilacak olan yeni ¢aligmalarin,
mevcut agilarin uygulanma yollarina alternatif sun-
maya, asist olmayan fakat ekonomik agidan 6nemli
hastaliklar i¢in asilarin gelistirilmesine veya koru-
ma saglamayan ya da yetersiz kalan mevcut asilarin
giincellenmesine odaklanmasi gerekmektedir.
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Ozet: Sig1r yetistiriciliginin 6nemli hastaliklarindan biri olan yenidogan buzag: ishalleri virus, bakteri, protozoon gibi
bircok enfeksiydz ajanin yani sira gevresel kosullar, bakim ve beslenme gibi etkenlerden de kaynaklanabilmektedir. Vi-
ral enfeksiyoz etkenlerin basinda siklikla Bovine Rotavirus A, Cryptosporidium parvum, Bovine Coronavirus ve E. coli
gibi etkenler tespit edilmektedir. Son yillarda ise hem insanlarda hem de hayvanlarda 6nemli enfeksiyonlara neden olan
Caliciviruslar yenidogan buzag: ishallerinden sorumlu ajanlar olarak kabul edilmektedir. Caliciviruslardan Norovirus
genogrup III ve Nebovirus “Bovine Enteric Caliciviruslar (BEC)” olarak tanimlanmaktadirlar. Bu etkenler giiniimiizde
buzag ishallerinin rutin teshisinde yer almamasina karsin yapilan ¢alismalar BEC’lerin tek basina ya da diger entero-
patojenler ile birlikte buzag: ishal olgularmin gelismesinde 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir. Bu derleme ile
Bovine Enteric Caliciviruslarin yapisal 6zellikleri ve bu viruslarin neden oldugu enfeksiyonlara iliskin detayl bilgilerin
sunulmasi amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Bovine Norovirus, Buzag ishalleri, Nebovirus

Caliciviruses as Important Viral Agents of Newborn Calf Diarrhea

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

Keywords: Bovine Norovirus, Calf diarrhea, Nebovirus

Giris

Yenidogan buzagi ishalleri tiim diinyada gozle-
nen sigir yetistiriciliginin en 6nemli hastaliklardan
birisidir. Dogrudan ya da dolayli olarak 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan bu hastalik virus,
bakteri, protozoon gibi bir¢ok enfeksiydz ajandan
kaynaklanabildigi gibi, ¢cevresel kosullar, bakim ve
beslenme de bu hastaliga neden olabilmektedir [6].
Enfeksiy6z ajanlar tek baglarina bu hastaliga sebep
olabildikleri gibi birden fazla enfeksiy6z ajanin
tespit edilebildigi miks enfeksiyonlara da siklikla
rastlanilmaktadir [9]. Her bir patojen ile olusan en-
feksiyonun prevalansi ve hastaligin insidensi bdlge-
den bolgeye, ¢iftliklerin yonetim sistemine ve stirii
blytikliigline gore farklilik gostermektedir [5].

Yenidogan buzagi ishallerinde enfeksiydz et-
ken olarak ¢cogunlukla Bovine Rotavirus A (BRVA),
Cryptosporidium parvum (C. parvum), Bovine

Coronavirus (BCoV) ve E. coli tespit edilmekte-
dir. Ancak giliniimiizde halen bir¢ok klinik vakanin
etiyolojisi tespit edilememektedir [35]. Son yillar-
da ise “Bovine Enteric Caliciviruslar” yenidogan
buzagi ishallerinden sorumlu ajanlar olarak kabul
edilmektedir [5].

Uluslararas1 Virus Taksonomisi Komitesi’nin
2012 yilinda yayimlanan dokuzuncu raporuna (9th
Report of International Commitee on Taxonomy of
Viruses) gore, Caliciviridae ailesi, “Vesivirus, La-
govirus, Norovirus, Sapovirus ve Nebovirus genus-
larindan olugmaktadir (Sekil 1) [31]. Bu cinslerden
yalnizca Norovirus (genogrup III) ve Nebovirus
“Bovine Enteric Caliciviruslar (BEC)” olarak ta-
nimlanmaktadirlar [15, 39]. Bu derlemede Bovine
Enteric Caliciviruslarin yapisal 6zellikleri ve BEC
nedenli enfeksiyonlara iliskin detayli bilgilerin su-
nulmasi amaglanmustir.
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Sekil 1. Caliciviridae ailesi

Tarihge

Noroviruslar ilk olarak 1968 yilinda, Norwalk,
Ohio’da insanlardaki bir gastroenterit salgininda
kesfedilmistir. Bu salginda etiyolojik ajan olarak
saptanan norovirus, “Norwalk virus” olarak adlan-
dirilmis ve insan noroviruslarin prototip susu ola-
rak tanimlanmistir [27]. Ingiltere’de 1978 yilinda
ishalli bir buzagida saptanan [54] ve Oliver ve ark.
[36] tarafindan molekiiler karakterizasyonu yapilan
“Newbury Agent 2 (Newbury2)” susu ile 1980 y1-
linda Almanya’da izole edilen [20] ve 1999 yilin-
da molekiiler karakterizasyonu yapilan [32] “Jena”
susu, giinlimiizde 2 farkli genotip olarak siniflandi-
rilan s1g1r noroviruslarin (BoNoV) her bir genotipi
icin “prototip” viruslardir. Bu iki virus Norovirus
genusunda Genogrup III igerisinde yer almaktadir
[32, 39].

Tanimlanan diger iki BEC ise “Newbury Agent
1 (Newburyl)” ve “Nebraska” suslaridir ve bu sus-
lar Neboviruslar igerisinde filogenetik olarak iki
ayrt “clade” olusturmaktadir [37, 47]. Newburyl,
Newbury? ile birlikte 1978 yilinda Ingiltere’de is-
halli bir buzagidan saptanmis [54] ve 1984 yilinda
karakterize edilmistir [3,10]. Amerika’da 1980 y1-
linda tespit edilen Nebraska susu ise Smiley ve ark.
[47] tarafindan Nebovirus olarak tanimlanmuistir.

Caliciviruslarin Yapisi ve Simiflandirma

Caliciviruslar isimlerini elektron mikroskop altin-
daki karakteristik “fincan-sekilli” gortntiilerinden

alirlar [7]. Caliciviridae ailesindeki viruslar, iko-
zahedral simetriye sahip zarfsiz viruslardir [18].
Genom yaklasik 7.4-8.3 kb biiyiikligiinde, pozitif
polariteli, lineer tek iplikcilikli ssSRNA’dan olusur
ve en az iki ya da ti¢ ORF igerecek sekilde organize
olmustur [7]. Lagoviruslar, Sapoviruslar ve Nebovi-
ruslar iki ORF igerir ve ORF1 yapisal olmayan pro-
teinleri ve temel kapsit proteinini (VP1) kodlarken;
ORF2 mindr yapisal proteini (VP2) kodlar. Vesivi-
ruslar ve Noroviruslar ise ii¢ ORF i¢ermektedir ve
VP1 ayri bir ORF olan ORF2 tarafindan kodlanir-
ken, VP2 ORF3 tarafindan kodlanir [8, 18].

Noroviruslar (NoV) VP1 kapsit proteininin de-
tayli filogenetik analizlerine gore 6 “genogrup’tan
(GI-GVI) olusmaktadir [56]. Gl igerisinde 9, GII’de
22, GIlI'te 3, GIV, GV ve GVI’da 2’ser genotip
bulunur [52]. Yakin zamanda Hong Kong’da bir
kopekte saptanan NoV ise GVII olarak onerilmis-
tir [52]. BoNoV, kronolojik olarak bakildiginda bu
genogruplar igerisinde ilk kesfedilen genogrup olan
GIII'te yer almaktadir [32, 39].

NoV GIII igerisinde birbirlerinden antijenik
olarak farkl ti¢ genotip (GIII.1, GIII.2 ve GIIL.3)
bulunmaktadir [53]. GIIL.1’in prototip susu Jena,
GIIL.2 nin prototip susu ise Newbury2’dir [36].
Yeni Zelanda’da koyunlardan ve domuzlardan ali-
nan digki 6rneklerinde tespit edilen, GIII ile yakin
iliskili norovirus (Ov/NZL/2007/GIII.3/Norsewo-
0d30) GIIL.3 olarak tanimlanmistir [53]. Ayrica Ar-
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jantin’de yapilan bir ¢alismada saptanan bir susun
(Bo/AR/2012/B4881) ise muhtemel GIII.4 temsil
ettigi bildirilmistir [17].

Bugiine kadar sadece buzagilarda tespit edilen Ne-
boviruslar, aslinda 1980’lerden beri bilinmelerine
karsin, Calicivirus ailesinde bir genus olarak nite-
lendirilmeleri olduk¢a yenidir [48]. Neboviruslar-
da iki polimeraz tipi tanimlanmistir ve saptanan
saha susglari, prototip viruslar (Bo/Newburyl/76/
UK ve Bo/Nebraska/80/US) dikkate alinarak New-
buryl-benzeri ve Nebraska-benzeri olarak siniflan-
dirllmaktadir. Ayrica Neboviruslar arasindaki gene-
tik farkliliklar nedeniyle yeni genotiplerin varligina
dair bildirimler de bulunmaktadir. Bu iki prototip
virus disginda Kaplon ve ark. [29] muhtemel ti¢iin-
cli bir genotipi temsil eden susu (Bo/DijonA216/06/
FR) bildirmislerdir. Neboviruslara ilgili tespitler ve
molekiiler karakterizasyon ¢aligmalart BoNoV’lara
gore ¢ok daha smirlidir. Bu nedenle gelecekte yapi-
lacak ¢alismalar Neboviruslarin siniflandirilmasina
ilgili yeni veri ve yaklagimlari da ortaya koyacak-
tir. Bu baglamda 3. bir genotip olarak 6nerilen Bo/
DijonA216/06/FR susu, iilkemizde Alkan ve ark.
[1] tarafindan siddetli ishalli buzagilardan saptanan
bir Calicivirus olan ve tam genom niikleotit benzer-
ligi bakiminda en yakin olarak Neboviruslara ben-
zeyen (%48) “Kirklareli virus” susu ve gelecekte
saptanmasi olasi bir¢ok farkli susun yer aldigi yeni
siniflandirma kriterlerinin olusturulmasi da miim-
kiin olabilecektir.

Epidemiyoloji

Noroviruslarla ilgili epidemiyolojik ¢alismalar, or-
neklenen popiilasyon, iilke, rmeklemenin yapildig
mevsim, vb. kriterlerin yan1 sira BoNoV genotip-
lerinin (GIII.1 ve GIIL.2) varligi/yaygmlhigina yo-
nelik verileri de ortaya koymustur. Bu epidemiyo-
lojik verilere gore; BoNoV GIII.2’nin Avrupa ve
Amerika’da endemik oldugu [12, 33, 49] ve genel
olarak bakildiginda BoNoV GIII.2 nin GIII.1’den
cok daha yaygin oldugu goriilmektedir [28, 35, 42,
48, 51]. Giiniimiizde, Caliciviruslar igerisinde yeni
tanimlanan bir genus olan Neboviruslarin yaygin-
ligima dair ¢ok sayida bildirim bulunmamaktadir.
Neboviruslar ¢ogunlukla Nebraska-benzeri geno-
tip icinde siniflandirilmis olup, Newburyl-benzeri
genotip virus Ingiltere disinda sadece Brezilya’da
tespit edilmistir [4].

Tiirkiye’de BEC enfeksiyonlarina ilgili bilgiler
ise ¢ok sinirl diizeydedir. BoNoV ile ilgili olarak
yapilan arastirmalarda [19, 50, 55] ishalli buzagilar-
da GIII.2 genotipli BoNoV varligi %1.7 - 8.5 oran-
larinda bildirilmis olmasina karsin; yakin zamanda
Karayel Hacioglu [30] tarafindan yapilan calismada
hem GIII.1 hem de GIII.2 varlig1 belirlenmistir. Ay-
rica bu ¢alisma verileri, Tiirkiye’de daha 6nceki bil-
dirimlere oranla BoNoV enfeksiyonlarinin ¢cok daha
yaygin (% 33.5) oldugunu da ortaya koymustur.

Ulkemizde yenidogan buzagilarda nebovirus-
larin sorgulandigi iki ¢alisma da saptanan nebovi-
ruslarin tiimii Nebraska benzeri olarak tanimlanmis-
tir 30, 50].

Buzagi ishalleri multifaktoriyel bir hastaliktir.
Bu faktorlerin etkili olma durumlari, dogum Oncesi
annelerin bakimi, buzagilarin immiinite durumlar
ve cevresel faktorler ile dogrudan iligkilidir. Has-
taliga neden olan patojenlerin bilinmesi, etkilenen
ciftliklerin durumlarinin belirlenmesi ve daha son-
raki miidahalelerin gelistirilmesi i¢in énemlidir [5,
9]. Yapilan caligmalarda farkli iilkelerde sigirlarda
degisen oranlarda BEC tespit edilmesine karsin, bu
viruslar buzagi ishallerinin rutin teshisinde halen
birgok iilkede yer almamakta ve bu viruslarin sigir
yetistiriciligi tizerindeki etkileri tam olarak bilinme-
mektedir. Ancak her gegen giin elde edilen yeni epi-
demiyolojik veriler, BEC’lerin rutin tani kapsamina
alinmasi ihtiyacini ortaya koymaktadir [33, 49].

ishal olgularinda BEC’lerin sorgulandig1 ¢a-
lismalarda farkli yas araliklarma iligkin 6rnekle-
min olmasi, isletmenin yonetim sekli, biyolojik
varyasyon, vb. nedenlerle, enfeksiyona duyarli yas
gruplarna ilgili olarak her ne kadar 6nemli farkli-
liklar olmasa da cesitli bilimsel degerlendirmeler-
de bulunulmustur. Bu degerlendirmelerin bir¢ogu
genel olarak dogum sonrasindaki ilk birka¢ hafta
icin duyarlilia isaret eden veriler olmakla birlikte,
yas faktortintin BoNoV igin belirgin bir risk faktorii
olmamasina karsin, pozitif drneklerin ¢ogunlukla
geng hayvanlardan tespit edilmesi, yas arttikca ris-
kin azaldigini ortaya koymaktadir [30, 35].

Enfeksiyoz etkenlere bagli olarak yenidogan
buzag ishallerinin goriilme sikligmin bakim ve
besleme kosullarinin yeterince saglanamamasi, en-
feksiyonlara direncin azalmasi, vb. nedenlerle 6zel-
likle soguk mevsim kosullardan etkilenebilecegi
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bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda da, mevsimler
itibartyla bazi oransal farkliliklar olmakla birlikte
[23, 30, 35, 43] BEC’lerin tiim y1l boyunca tespit
edilebilecegi, ozellikle entansif igletmeler i¢in bu-
zagilarm yil boyunca kapali ortamda bulunmalari-
nin ve bu ortam kosullarinin etkili olabilecegi bil-
dirilmistir [51].

Bulasma

Enteric Caliciviruslarin temel bulas yolu fekal-oral
bulagmadir [13, 56]. Caliciviruslarin dogada ol-
dukgea stabil ve belli dl¢lide inaktivasyona direngli
olmalar1, 6zellikle GIII.2 genotipli virusun diskida
uzun siire sagiliyor olmasi [26], BoNoV un yaygin-
liginin 6nemli gostergesi niteliginde olan “yiiksek
seroprevalans” oranlarini agiklamaktadir [40, 49].

Klinik Bulgular ve Patogenez

BEC ile yapilan c¢alismalar Murine NoV disinda
baska bir norovirusun hiicre kiiltiiriinde tiretileme-
mesi sebebiyle sinirhidir [16]. BoNoV, diger entero-
patojenlerin de katildig1 miks enfeksiyonlarm yan
sira tek basina da buzagilarda ishale neden olmakta-
dir [54]. Yapilan deneysel ¢calismalar BoNoV GIII. 1
ve GIII.2 prototip suslar1 arasinda antijenik ve sero-
lojik acidan oldugu gibi enteropatojenik karakterleri
acisindan da farkliliklarin bulundugunu ortaya koy-
mustur [26, 41]. BoNoV GIII.2 ile enfekte buzagi-
larda, GIII.1° e oranla daha uzun siire devam eden
bir ishalin olustugu gdzlenmis [26]; buna karsin
GIII.1 ile olusan enfeksiyonlarin GIIL.2 ile olusan
enfeksiyonlara oranla daha geng yastaki hayvanla-
11 etkileyebildigi ve kisa siireli yogun ishale neden
oldugu bildirilmistir [3, 21, 41]. BoNoV prototip
suslart olan “Jena” ya da “Newbury2” sugslan ile
enfekte olan buzagilardaki histopatolojik bulgular,
villuslarda atrofi ve ince bagirsagin proksimalinde
kriptlerde hiperplazi ile karakterizedir [3, 20]. An-
cak, GIIL.2 susu ile yapilan ¢alismada devam eden
ishal ve uzun bir virus sa¢ilimi gézlenmesine rag-
men, Jena susunun aksine bagirsak epitellerinde
nekroz, villuslarda atrofi ve yangi lezyonlar1 gibi
belirgin akut bagirsak lezyonlarma rastlanmamistir
[26]. Yapilan bir deneysel ¢aligmada [41], GIIL.1 ile
inokulasyondan sonra, bu antijen yoniinden pozitif
epitel hiicrelerine sahip uzun villuslarm saptanmasi,
GIII.1 susunun tiim enteroapsorbtif hiicreleri enfek-
te ettigini, yani Rotaviruslarda oldugu gibi sadece
villuslarin u¢ kismindaki hiicrelere ya da Bovine

Toroviruslardaki gibi villuslarin alt kismima karsi
0zel bir tropizim gostermedigini ortaya koymustur.
Bununla birlikte BoNoV ile yapilan ¢aligmalarda
lezyonlarin yogun oldugu kisimlar siklikla ince ba-
girsaklarin orta ve alt kisimlari olarak belirlenmistir.

Nebovirus enfeksiyonlarinda ise genel olarak
tiim buzagilarda, anoreksi, ileri derecede ishal, vil-
luslarda atrofi, enzim aktivitesinde belirgin bir azal-
ma ve ksiloz malabsorbsiyonu gézlenmektedir [3,
21, 47]. Nebovirus enfeksiyonlarinda yogun olarak
ince bagirsagin iist kisimlarinda lezyonlarin varlig
bildirilmistir [21, 41]. Neboviruslara iliskin ¢alig-
malar, Newburyl ile gelisen enfeksiyonun BoNoV
Newbury2’den daha agir klinik semptomlara neden
oldugunu [3], buzagilarin Nebraska virus ile en-
feksiyonunun 3-4 giinliik bir inkiibasyondan sonra
uzun siiren bir ishalle sonu¢landigint gdstermek-
tedir [41]. BEC’lerin sistemik enfeksiyona neden
olduguna dair bilindigi kadariyla bir bilgi bulunma-
maktadir.

Noroviruslarin klinik olarak saglikli olan buza-
gilarda da tespit edildigine dair bildirimler [25, 34,
45] bulunmasina ragmen, Neboviruslarin buzagilar
icin patojenik oldugu bildirilmistir [5, 21].

Buzag: ishallerinde miks enfeksiyonlarin var-
lig1 sik rastlanan bir durumdur. Her bir patojenin
buzag ishallerinde oynadigi rol ve neden oldugu
klinik seyir farklilik gostermektedir. Genellikle
RVA ve C. parvum, buzag: ishallerinden sorumlu
etkenlerin basinda gelmektedir [6]. Ishalli buzagi-
larda BEC’lerin kayda deger oranda tespit edilmesi,
ciftliklerde enterik hastaliklarla miicadele agisindan
bu viruslara iliskin ¢aligmalarin arttirilmasini gerek-
tirmektedir. BEC’lerin yapilan deneysel ¢aligmalar-
da her ne kadar ishale neden oldugu kanitlanmis
[21, 26, 39, 41, 47] olsa da bu viruslarin patojeni-
tesi ve hastalik olusturma mekanizmalar1 hakkinda
sinirlt bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle sahada kli-
nik tablolarin gelismesinde diger enteropatojenlerin
de rol almig olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim
BEC’ler ile diger enteropatojenlerin miks enfeksi-
yonlarina iliskin tespitler oldukca fazladir [6, 14,
42, 33].

immunoloji

Sigirlarda plasentanin yavruya maternal antikor ge-
¢isine izin vermemesi nedeniyle, yenidogan buza-
gilar patojenlere kars1 savunmasiz bir sekilde dog-

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 29, Say1 2, 2018, 167-174



Hacioglu IK ve Alkan F. Yeni Dodan Buzadi Ishallerinin OGnemli Viral Etkenlerinden Caliciviruslar 171

maktadirlar. Bu nedenle buzagilarin enterik etken-
lere karsi direngli olmasi, yiiksek kalitede antikor
iceren kolostrumun zamaninda ve yeterli miktarda
almmasiyla yakindan iliskilidir. Genelde c¢iftlikler,
bir¢ok inekten alinan kolostrumu karistirarak buza-
gilara vermesine ragmen, ideal olan her buzaginin
kendi annesinden kolostrumu almasidir [5].

BoNoV’un her iki genotipinin antijenik farkli-
l1g1 nedeniyle heterolog antijene kars1 capraz reaksi-
yonun ¢ok az ya da tespit edilemeyen diizeyde oldu-
gu [38], Norovirus ve Nebovirus prototip viruslari
(Newburyl ve Newbury?2) ile yapilan ¢aligsmalarda
capraz koruma olmadig bildirilmistir [3, 11]. Hay-
van tiirlerine gére immun mekanizma degismesine
karsin insanlarda norovirusa karsi olusan immun
yanitin benzerinin hayvanlarda da olustugu varsa-
yilmaktadir [46]. NoV ile enfekte edilen insanlarda
homolog susa karsi uzun siireli bir immun yanitin
olusmadigi, olusan kisa siireli immun yanitin da
heterolog NoV suslarina karsi yeterli koruma sag-
lamadigi bildirilmistir [24]. Buzagilarda deneysel
enfeksiyondan sonra olugsan homolog antikor yani-
tinin inokulasyonu izleyen birkag hafta iginde mak-
simum titreye ulagtigi gdzlenmistir [21, 22]. Ancak,
geligen bu immun yanitin siiresiyle ilgili bir ¢aligsma
bulunmamaktadir.

BEC igin canli atteniie asilar gibi kontrol stra-
tejilerinin gelistirilmesindeki en Snemli problem
Murine NoV disindaki NoV’larin hiicre kiiltiirle-
rinde iretilememesidir. Bu nedenle giiniimiizde,
Virus Benzeri Partikiiller (VLP), serolojik testleri
gelistirmek ve NoV antijenisitesini belirlemek ama-
ciyla kullanilmaktadir [12, 22, 33]. Ayn1 zamanda
VLP’ler NoV asi1 gelistirme ¢alismalar1 i¢in de birer
alternatif olusturmaktadir. BEC enfeksiyonu i¢in,
VLP’ler kullanilarak ag1 gelistirilmesi yoniinde go-
ris ve bilimsel ¢aligsmalar [22] olmakla birlikte, ha-
len ticari bir ag1 bulunmamaktadir.

Tam

BoNoV ve Nebovirus tanisi i¢in uygun metotlarin
gelistirilmesini zorlastiran sebeplerin basinda, séz
konusu etkenlerin hiicre kiiltiirlerinde liretilememesi
gelmektedir [16]. Glinlimiizde, kompleks 3D-hiicre
kdiltiirii sistemlerinin GI ve GII insan NoV {iretilme-
sinde kullanilmaya baslanmasinin sonraki yillarda
BEC tespiti agisindan yeni bir bakis acis1 sunacagi
diistintilmektedir [46].

NoV ve Neboviruslarin tespitinde elektron
mikroskop (EM) halen en gecerli temel araglardan
birisidir. Ancak, bu yontemin yiiksek miktarda vi-
rus yogunluguna ihtiyag duymasi (gram bagina
>10° virus partikiilit) duyarliligi azaltan 6nemli bir
faktordiir [2]. Ayrica, bu konuda oldukca tecriibeli
arastirmacilara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yontemin
antikor antijen iliskisine dayanan immunoelektron
mikroskopi (IEM) ya da solid faz IEM gibi bir kag
¢esidi de bulunmaktadir [5, 46].

Son yillarda immunoassay yontemler ve RT-
PCR hem tant hem de saptanan viruslarin molekiiler
karakterizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmakta-
dir [13, 46]. Noroviruslarin kapsit proteininin bacu-
lovirus sistemlerinde eksprese edilmesi ile yiiksek
miktarlarda VLP elde edilmekte ve bunlar immu-
noassaylarda antijen olarak kullanilmaktadir [33].
ELISA, bu testler iginde en yaygin olarak kullanilan
testtir. Bu testler EM ye kiyasla oldukg¢a duyarlhidir.
Ancak, ¢abuk sonu¢ vermesi ve ¢ok sayida Orne-
gin kolay islemesine olanak saglamasi nedeniyle
oldukga kullanigli olan ELISA sistemlerinin diag-
nostik laboratuvarlarda kullanimlari, diisiik spesifi-
teleri, bu viruslarin antijenik farkliliklar1 nedeniyle
duyarlikta farkliliklarin olusmasi gibi faktorlerden
etkilenmeleri olasidir [13]. BoNoV ve Nebovirus
calismalarinda kullanilan antikor ve antijen ELISA
gelistirildigine dair bildirimler [12, 33, 40, 49] bu-
lunmakla birlikte, glinimiizde BoNoV ve Nebovi-
rus i¢in ticari bir kit bulunmamaktadir.

Caliciviruslara yonelik ilk molekiiler ¢aligma-
lar insan NoVa iligkin olup, bir¢ok epidemiyolojik
calismanin yapilmasina kolaylik saglamistir. Ge-
netik farkliliklar tiim NoV’larm tek bir primer ¢ifti
kullanilarak tespit edilmesini imkansiz kilmaktadir.
Bu nedenle, bir hayvan tiirinde NoV varligin1 tespit
etmek i¢in buna yonelik spesifik primerlerin kulla-
nilmas1 gerekmektedir [46]. Nitekim NoV ve Ne-
bovirus arasinda olduk¢a korunakli bir bdlge olan
RdRp gen bolgesine yonelik tasarlanan primerler
kullanilarak uygulanan RT-PCR metotu BEC’lar
tespit etmek icin son yillarda yapilan ¢aligmalarda
siklikla kullanilmaktadir [38, 42, 43, 48]. Ayrica
RT-PCR’a oranla daha duyarli ve hizli sonug veren
gRT-PCR kullaniminin bildirimleri de [6, 25, 44,
55] son yillarda siklikla yapilmaktadir.
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Ozet: Son yillarda, pratik ve etik nedenlerle, ekotoksikolojide in vitro yontemlere olan ilgi artnustir. Sitotoksisite ¢a-
lismalarinda hiicre kiiltiirii uygulamalari, in vivo ¢aligmalardan elde edilen sonuglara uyumlulugu ve hiicresel diizeyde
inceleme olanag: gibi avantajlartyla, diger in vitro yontemlere gore 6ne ¢ikmustir. Balik hiicre kiiltiirleriyle yapilan
calismalar, kimyasal maddelerin toksik ve ¢evresel etkilerinin degerlendirilmesine imkan saglamaktadir. Ekotoksikolo-
jide, kimyasal maddelerin toksik ve gevresel etkilerinin degerlendirilmesinde RTG-2, RTL-W1, PLHC-1 ve EPC gibi
cesitli balik hiicre hatlart siklikla tercih edilmektedir. Bu derlemede, balik hiicre hatlarinin ekotoksikoloji ¢aligmalarinda
kullanimlar1 ve dikkat edilmesi gereken bazi hususlar ele alinmustir.

Anahtar Kelimeler: Cevresel kirleticiler, ekotoksikoloji, balik hiicre hattt

Use of Fish Cell Lines in Ecotoxicological Researches

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

Derleme / Review Article

use in ecotoxicology studies and the important points in toxicological evaluation are discussed.

Keywords: Environmental contaminants, ecotoxicology, fish cell line

Giris

Ekotoksikoloji aragtirmalarinda balik hiicre hatla-
11 son yillarda giderek 6nem kazanmaktadir. Balik
hiicre hatlar ile yapilan ilk ¢alismalar agirlikl ola-
rak, viroloji aragtirmalar i¢in gbkkusagi alabalig
gonadindan tiliretilmis bir hiicre hatti olan RTG-2 ile
baslamistir. Giintimiizde ise kaynagini ¢esitli tiir ve
dokulardan alan, ¢ok sayida balik hiicre hatti, im-
miinoloji, toksikoloji (¢evre toksikolojisi), endokri-
noloji, biyomedikal aragtirmalar, hastalik kontrolii,
biyoteknoloji, su iiriinleri yetistiriciligi ve radyas-
yon biyolojisi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir
[18, 28].

Rachlin ve Perlmutter [35] 1968’de yass1 ka-
fali golyan baligindan (FHM) tiiretilmis bir hiicre
hattinda ¢inkonun sitotoksik etkisini 6l¢erek, balik
hiicrelerini toksikoloji alaninda kullanan ilk arastir-
macilardan olmuslardir. Bununla birlikte, 1980°ler-
den itibaren balik hiicre hatlari, toksikoloji alaninda
daha yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir.
Gilinlimiizde toksikolojik deney ve testlerde balik

hiicre hatlarinin kullanimi, hem bazal hem de spe-
sifik (hiicreye 0Ozgii) sitotoksisite, genotoksisite,
biyotransformasyon, biyobelirteglerin indiiksiyonu
ve toksisite mekanizmalar1 ile ilgili ¢alismalar da
dahil olmak tizere hiicreye 6zgii fonksiyonlar ve pa-
rametreler iizerindeki etkilere yogunlasmistir [14].
Bu derlemede, balik hiicre hatlarinin ekotoksikoloji
caligmalarinda kullanimlar1 ve dikkat edilmesi gere-
ken bazi hususlar ele alinmistir.

Ksenobiyotikler

Ksenobiyotik bilesiklerin toksisitesinin degerlen-
dirilmesinde RTgill-W1 [17, 38], RTL-W1 [6, 8§,
20, 27, 39], RTG-2 [3, 6, 13, 20] ve PLHC-1 [13,
15, 21, 43] sik kullanilan hiicre hatlar1 arasinda-
dir. Bunlardan RTG-2 hiicre hatti, Wolf ve Quimby
[44] tarafindan bir yasindaki disi ve erkek gokku-
sagi alabaliginin gonad dokusundan olusturulan ilk
balik hiicre hattidir. [11, 26]. RTgill-W1, yetiskin
gokkusagi alabaligiin solungacindan tiiretilmis bir
epitelyal hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, serum iger-
meyen, basit tampon maddeleri tolere edebilmekte
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ve ekstraksiyon gibi islemlere gerek duyulmadan
dogrudan cevre Orneklerine (atik su vb.) maruziyet
calismalarinda kullanilmaktadir. RTgill-W1 hiicre-
leri siki bir epitelyum olusturduklart i¢in, hipo- ve
hipertonik kosullara kars1 olduk¢a dayanikli olup,
degisen tuzluluk oranlarina ragmen biiylimelerine
devam edebilirler. Ancak, hiicre ¢cogalmasini bas-
kilayan ve hiicre morfolojisini degistirebilen kor-
tizol maruziyetine karst olduk¢a duyarhdirlar [17,
28, 36]. RTL-W1, dort yasindaki bir yetigkin erkek
gokkusagi alabaliginin normal karacigerinden tiire-
tilmis, kendiliginden 6liimstizlesebilen bir karaciger
epitelyal hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, indiiklene-
bilir etoksiresolufin-O-deetilaz (EROD) etkinligi ve
bu etkinligin toksikolojik arastirmalarda kullanimi
icin 0zel olarak gelistirilmistir. RTL-W1, daha ¢ok
aril hidrokarbon reseptdr (AhR) agonistlerini ve
CYPI1A indiiksiyonunu test etmek amaciyla kulla-
nilmaktadir. Bununla birlikte, cesitli farmasotikle-
rin ve kozmetik liriinlerinin sitotoksisite ve ¢evre-
sel numunelerin genotoksisite analizlerinde tercih
edilmektedir [36]. Diger bir devamli hiicre hatti
PLHC-1, Poeciliopsis lucida’nin hepatoseliiler kar-
sinomundan tiiretilmistir. PLHC-1, sik kullanilan
diger fibroblast benzeri hiicrelere kiyasla, metabo-
lik etkinliklerinin olmas1 ve kolay kiiltiire edilme-
leri gibi pek ¢ok avantaja sahiptir. Bu hiicre hatti,
cesitli kimyasal, kirletici ve gevresel drneklerin akut
ve kronik toksisitesini degerlendirmek ve kimyasal
maddelerin yapi-aktivite iligkilerini aragtirmak i¢in
olduk¢a uygundur [19].

Benzo(a)piren (BaP), ekotoksikoloji arastir-
malarinda en ¢ok calisilan ksenobiyotik maddedir.
Bazi hiicre hatlari, BaP’i suda ¢oziiniir ara iiriinlere
dondstiirmektedir [10]. Bu ara tirlinlerden diolepok-
sitlerin, 6zellikle piirin bazlari olan deoksiguanozin
ve deoksiadenozin olmak {izere, DNA’ya baglanip
genotoksisite ve karsinojeniteye sebep oldugu bildi-
rilmistir [22]. En ¢ok ¢aligilan ksenobiyotik enzimi
ise, sitokrom P450 iist ailesinin bir iiyesi olan CY-
P1A’dir. Sitokrom P450 gen ailesinin iiyeleri, ¢esitli
ilaglar ve kirleticiler de dahil olmak {izere lipofilik
ksenobiyotiklerin metabolizmasindan sorumlu en-
zimleri kodlamaktadir. CYP1A alt ailesindeki pro-
teinler, prokarsinojenik PAH’lar ve planar-halojenli
aromatik hidrokarbonlart (PHAH) metabolize eder
ve etkinsizlestirirler. CYP3A enzimleri ise, steroid
6B-hidroksilasyonun baslica katalizorleridir, gesitli

terapotik maddeleri metabolize eder ve aflatoksin
B1 ve 7,8-dihidroksi-7,9-dihidrobenzo[a]piren gibi
cesitli prokarsinojenleri etkinsizlestirirler [15].

Behrens ve ark. [8], in vitro modellerin ¢evre-
sel toksik etkilere kars1 verilen yanitlardaki hiicre-
ye 0Ozgl farkliliklar1 arastirmak amaciyla, primer
gokkusagi alabaligi hepatositleri ile RTL-W1’in
PAH’lara maruziyeti sonucu CYPI1A indiiksiyo-
nunu incelemislerdir. CYPIA indiiksiyonu, EROD
aktivitesi ile degerlendirilmis ve RTL-W1 hiicrele-
rinin, primer hepatosit hiicrelerine gére EROD ya-
nitinda daha duyarli oldugu belirlenmistir. PLHC-1
ve RTG-2 hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada
34 farkli farmasétik triiniin toksisitesi, metil tetra-
zolium (MTT) ve Neutral Red testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, PLHC-1
hiicre hattinin bu maddelere, RTG-2 hiicre hattindan
daha duyarli oldugu ve daha kii¢iik konsantrasyon-
larda sitotoksisite gosterdigi ortaya konulmus [13]
ve PLHC- 1 hiicre hattinin ksenobiyotik maddelere
daha duyarli olmasimin metabolik aktivitesi sebe-
biyle oldugu bildirilmistir [19].

Cevresel Ostrojenler

Dioksinler, dikloro difenil trikloroetan (DDT), die-
tilstilbestrol (DES) ve poliklorlu bifenil bilesikler
(PCB) gibi gevresel 0Ostrojenler (Environmental
Estrogens, EE), dogal yollarla veya insan faaliyet-
lerinin bir sonucu olarak ¢evrede ortaya c¢ikan ve
17B-6stradiol’lin (E2) etkisini taklit ederek endok-
rin sisteme zarar veren, baliklarin iireme ve genel
saglik durumunun bozulmasina neden olan madde-
lerdir. Ostrojen reseptorii (ER), EE’lerin hemen he-
men tim 6nemli faaliyetlerine aracilik etmektedir.
Ostrojenik maddeler ya ER araciligiyla ya da bu re-
septoriin araciligina ihtiyag duymadan, E2 tarafin-
dan baslatilanlara benzer hiicre veya dokuya 6zgi
etkilere sebep olabilmektedir [2].

EE’lerin incelenmesinde genellikle primer ba-
lik hepatosit kiiltiirlerinde E2 ile vitellojenin (Vg)
indiiksiyonu ¢alisilmistir. Balik hiicre hatlarina ge-
nel olarak bakildiginda ise Ostrojenlere karsi ¢ok
duyarli olmadiklar1 gézlenmistir [10].

Dioksin ve benzeri bilesikler

Dioksin vb bilesikler dermal toksisite, hepatotok-
sisite, teratojenite, tiimdrojenite, immiino-toksisite,
hormonal ve nérodavranissal degisiklikler ve 6liime
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sebep olabilmektedirler. Tiim bu etkilerin, bir proto-
tip uyarici olan 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin
(2,3,7,8-TCDD) araciligiyla oldugu bilindiginden,
benzer tepkileri ortaya g¢ikaran bilesikler topluca
dioksin benzeri bilesikler (Poliklorlu dibenzodiok-
sinler (PCDD), poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF)
ve dioksin benzeri PCB’ler olarak adlandirilir [12].
Dioksin vb bilesikler AhR’ye baglanarak CYPIA
geninin ekspresyonunda artiga neden olurlar [10].

Dioksin vb bilesiklerden TCDD (dioksin),
¢ogu omurgalinin sahip oldugu AhR’ne baglanan
en toksik bilesiktir [10]. Dioksinin, yiiksek dozlar-
da baliklar, kuglar ve memeliler dahil birgok hayvan
tiriinde lenfoid doku ve gonadlarda atrofi, hepa-
totoksisite, norotoksisite ve kardiyotoksisiteye yol
actig1 bildirilmistir [9]. Bununla birlikte, dioksinin
olumsuz etkilerinin oksidatif stres ile iliskili oldugu
ve CYP1A izoformlarinin indiiksiyonuna yol agarak
oksidatif DNA hasarina sebep oldugu belirtilmistir
[10].

RTG-2, RTL-W1, FG-9307 ve PLHC-1 gibi
balik hiicre hatlari, AhR sinyal iletim sistemi tara-
findan kontrol edilen genleri ve siiregleri incelemek
icin kullanilmistir ve bu hiicre hatlarinin dioksin vb
bilesiklerin toksisitesinin taranmasinda uygun bir
biyobelirteg olabilecegi belirtilmistir [5, 21, 29, 34].

Agir Metaller

Agir metal kirliliginin, Minamata hastalig1 (organik
civa zehirlenmesi), [tai-itai hastalig1 (kadmiyum ze-
hirlenmesi), arsenik zehirlenmesi ve hava kirliligi
ile iligkili astim gibi kiiresel boyuttaki cesitli has-
taliklarin nedeni oldugu bilinmektedir. Deniz eko-
sistemlerinde, kirletici maddeler arasinda agir metal
birikimi kiiresel onem tasimaktadir. Agir metal kir-
liligi, su ortaminin ekolojik dengesi ve su canlila-
11 lizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir.
Agir metaller, kalic1 ve birikici 6zellikleri nedeniyle,
su canlilar1 tarafindan su ve sedimentten alinmakta
ve diisiik trofik seviyelerden daha yiiksek seviyelere
dogru biyomagnifikasyon sekillenmektedir [7].

Metal homeostazinda ¢esitli molekiil smiflart
yer almaktadir. Glutatyon (GSH) ve metallotiyonein
(MT) gibi biyobelirtegler, agir metal kontaminasyo-
nunu degerlendirmek igin siklikla kullanilirlar [1].
Glutatyon, hiicrelerin zehirli maddelere karsi ko-
runmasinda ve ksenobiyotiklerin metabolizmasin-
da yer alan, siilfidrilden zengin bir tripeptittir [10].

Glutatyonun agir metallere karsi koruyucu etkisinin
kismen bir hiicre i¢i metal selatorii olarak gorev
yapmasindan kaynaklandig bildirilmistir [31]. Me-
tallotiyoneinler ise, memelilerde ¢inko (Zn) home-
ostazinda islev gdren, organizmay1 agir metal tok-
sisitesi ve oksidatif strese karsi koruyan, sisteinden
zengin metal baglayict bir protein ailesidir. MT-1
ve MT-2 izoformlarinin olusumu, ¢esitli metal, ilag¢
ve yangl mediyatdrleri tarafindan karacigerde hizli
bir sekilde uyarilir. Beyin izoformu olan MT-3 ise,
spesifik olarak noronal bliylime inhibitoriidiir [16].
Yapilan bazi ¢aligmalarda, MT’lerin serbest radikal
temizleyici olarak islev gordiikleri ileri stirilmiistiir
[24]. Baska bir ¢caligmada ise tek bagina MT indiik-
siyonuna kiyasla GSH ve MT nin birlikte oksidatif
hasara kars1 daha etkili oldugu belirtilmistir [41].

MT’lerin islevlerini arastirmak amaciyla RTG-
2, GCF (Grass Carp Fin, Ctenopharyngodon idel-
la), CIK (Cytokine-induced killer), EPC (Epithe-
lioma papulosum cyprini), CCO (Channel Catfish
ovary, Ictalurus punctatus), BB (brown bullhead,
Ameiurus nebulosus) ve FHM balik hiicre hatlar
kullanilmistir [10, 24, 42]. CIK, EPC ve CCO hiic-
re hatlariin karsilastirmali analizinin yapildig bir
calismada, CIK hiicrelerinin bakira en duyarli hiicre
hatt1 oldugu, EPC hiicrelerinin krom ve Zn’ya kar-
st diger hiicrelere gore daha duyarli, buna karsilik
CCO hiicre hattinin kadmiyuma kars1 en duyarl
hiicre hatt1 oldugu ortaya konulmustur. Sonug ola-
rak, CIK, EPC ve CCO hiicre hatlarinin potansiyel
olarak, su ortaminda agir metallerin akut sitotoksi-
sitesinin degerlendirilmesi i¢in hassas biyolojik be-
lirtegler olabilecegi gosterilmistir [42].

Genotoksik Etkili Maddeler

Balik hiicre hatlan ¢esitli kimyasallarin in vitro ge-
notoksisite arastirmalarinda kullanilmistir. Cogu
ksenobiyotik maddenin genotoksisitesi, hiicresel
metabolizmalardan etkilenmektedir. Bu nedenle,
hiicre hatlar arasindaki biyotransformasyon aktivi-
tesi veya DNA onarim kapasitesi farklari, in vitro
genotoksisite testlerinin sonuglarimi biiyiik dlglide
etkileyebilmektedir [32]. Balik hiicreleri, memeli
hiicrelerine kiyasla daha diisitk DNA onarim kapa-
sitesine sahiptir. Baliklarda niikleotid eksizyon ona-
rim mekanizmasinin aktivitesi memeli hiicrelerinde
oldugundan daha diisiiktiir. Bu nedenle DNA hasa-
rima karst daha duyarli olduklart diisiintilmektedir.
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Balik ve kemirgen hiicre hatlari ile yapilan deney-
ler, RTG-2 hiicrelerinin bir genotoksin olan 4-nit-
rokinolin-N-okside karsi memeli V79 hiicrelerinden
daha fazla duyarlilik gosterdigini ortaya koymustur
[14].

Cevresel kirleticilerin genotoksik etkilerinin
degerlendirilmesinde en sik kullanilan balik hiicre
hattt RTG-2"dir [30, 33, 34, 37]. Bunun yaninda
EPC hiicrelerinin de, genotoksik etkileri degerlen-
dirmek i¢in uygun bir hiicre hatti oldugu belirtil-
mektedir [23].

Yapilan ¢aligmalar RTG-2 hiicre hattinin 6zel-
likle cevresel kirleticilerin genotoksisitesinin dog-
rudan degerlendirilmesinde yararli oldugunu ancak
BaP gibi etkisini metabolize olarak gosteren madde-
lerde yetersiz oldugunu gostermektedir. Bu nedenle
genotoksisite ¢aligmalarinda daha dogru sonuglar
elde edilebilmesi i¢in balik hiicre hattinin analizi
yapilacak maddenin 6zelliklerine gore secilmesi ge-
rekmektedir [32].

Ekotoksikoloji aragtirmalarinda yaygin olarak
kullanilan balik hiicre hatlari, elde edildikleri tiirler
ve Ozellikleri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Ekotoksikoloji aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan balik hiicre hatlari, elde edildikleri tiirler ve 6zel-

likleri [4, 10, 25, 40]

::::;e Tiir Doku orijini  Morfoloji ln:::;jg;m Medium Kullanim Alam

Oncorhynchus mykiss . . . o o Organik ve inorganik kimyasallar, agir metaller,
Ul Rainbow trout (Gokkusagi alabaligr) IReRs e HbChLEt e ENMERTRCIDJHES endiistriyel atiklar

Fenol, benzen, anilin gibi ¢esitli kimyasallar, atik
RTG-2 Oncorhynchus mykiss Testis, Ovaryum Fibroblastik 22°C EMEM, %10 FBS sular, dioksin benzeri bilesikler, agir metaller, geno-
toksik etkili maddeler
. . . o Leibovitz L-15 .
RT-gill W1 Oncorhynchus mykiss Solungag Epitelyal ~ 18-20 °C medium, %10 FBS Cevresel ornekler
. . . o Leibovitz L-15  Cesitli farmasotik ve kozmetik tirtinler, ¢cevre drnek-

RTL-W1  Oncorhynchus mykiss Karaciger Epitelyal ~ 20-25 °C medium, %10 FBS leri, dioksin benzeri bilesikler

Poeciliopsis lucida Hepatoseliiler Organotin bilesikleri, ¢esitli fenoller, siilfonik asitler,
PLHC-1 To minlf o (Vi s b, kgrsinoma Epitelyal 30°C EMEM, %S5 FBS ¢esitli kimyasallar, ¢cevresel 6rnekler, dioksin benzeri

P Y £ bilesikler

Ictalurus nebulosus Bas doku ve k
BB Bullhead brown (Pﬁtego‘; gv da;) Fibroblastik ~ 23°C  EMEM, %10 FBS Agir metaller

(Kahverengi yayin baligi) g
BF-2 LBT{; :;r:llls (rgilicnr:scg;rlllgl) Kaudal govde Fibroblastik 23 °C EMEM, %10 FBS Agir metaller, organik toksik bilesikler

Oncorhynchus tshawytscha . . . o [ S . .
CHSE-214 Chinook salmon (Kral somon) Embriyo Fibroblastik 21°C EMEM, %10 FBS Cesitli kimyasallar, antifouling ajanlari, siirfaktanlar
EPC gﬁ 1:; j:zi EZ:ﬁTSazan it Epltel]l:))snl:;anpapu- Epitelyal 25°C EMEM, %10 FBS Agir metaller, genotoksik etkili maddeler

Paralichtys olivaceus s o Leibovitz L-15 L o
FG-9307 Olive flounder (Dil baligr) Solungag Epiteloid ~ 20-25°C medium, %20 FBS Dioksin benzeri bilesikler

Pimephales promelas
FHM Fathead minnow Bag doku ve kas  Epitelyal 34°C EMEM, %10 FBS Agir metaller, ¢esitli kimyasallar

(Yass1 kafali golyan baligr)

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

Sonuc¢

Cok sayida yapilan c¢aligmalarla, ekotoksikolo-
ji arasgtirmalarinda balik hiicre hatlarmin 6zellikle
cesitli gevresel kirleticilerin sitotoksisite, genotok-
sisite, CYP1A indiiksiyon potansiyeli ve dstrojenik
aktivitelerinin degerlendirilmesinde duyarli ve spe-
sifik in vitro sistemler oldugu ortaya konulmustur.

Bunun yaninda balik hiicre hatlari ile yapilacak olan
calismalarda daha dogru sonuclar elde edebilmek
icin bu sistemlerin hangi kimyasal gruplara yanit
verdikleri, hangi hiicre hattinin hangi kimyasala
daha duyarli oldugu g6z 6niinde bulundurulmali ve
kimyasal maddelerin toksik etkilerinin degerlendi-
rilmesinde dogru test metotlar secilmelidir.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 29, Say1 2, 2018, 175-180



Pehlivan A ve ark. Ekotoksikoloji Alaninda Balik Hiicre Hatlarinin Kullanimi

179

Kaynaklar

1.

10.

I1.

12.

13.

14.

Acker LA, McMahan JR, Gawel JE, (2005). The effect of
heavy metal pollution in aquatic environments on metallo-
thionein production in Mytilus sp. Proceedings of the 2005
Puget Sound Georgia Basin Research Conference.
Ackermann GE, Brombacher E, Fent K, (2002).
Development of a fish reporter gene system for the assess-
ment of estrogenic compounds and sewage treatment plant
effluents. Environ Toxicol Chem. 21, 1864-1875.

Araujo CSA, Marques SAF, Carrondo MJT, Gongalves
LMD, (2000). In vitro response of the brown bullhead cat-
fish (BB) and rainbow trout (RTG-2) cell lines to benzo(a)
pyrene. Sci Total Environ. 247, 127-135.

ATCC, (2018). Erisim adresi: https://www.lgcstandards-
atcc.org/en.aspx , Erisim tarihi: 09.11.2018.

Babin MM, Tarazona IV, (2005). In vitro toxicity of se-
lected pesticides on RTG-2 and RTL-W1 fish cell lines.
Environ Pollut. 135, 267-274.

Babin M, Boleas S, Tarazona JV, (2005). In vitro toxicity
of antimicrobials on RTG-2 and RTL-W1 fish cell lines.
Environ Toxicol Pharmacol. 20, 125-134.

Baby J, Raj JS, Biby ET, Sankarganesh P, Jeevitha MV,
Ajisha SU, Rajan SS, (2010). Toxic effect of heavy metals
on aquatic environment. Int J Biol Chem Sci. 4(4), 939-
952.

Behrens A, Schirmer K, Bols NC, Segner H, (2001).
Polycyclic aromatic hydrocarbons as inducers of cyto-
chrome P4501A enzyme activity in the rainbow trout liver
cell line, RTL-W1 and in primary cultures of rainbow trout
hepatocytes. Environ Toxicol Chem. 20(3), 632-643.
Birnbaum LS, Tuomisto J, (2000). Non-carcinogenic ef-
fects of TCDD in animals. Food Addit Contam. 17(4),
275-288.

Bols NC, Dayeh VR, Lee LEJ, Schirmer K, (2005). Use of’
fish cell lines in the toxicology and ecotoxicology of fish.
Piscine cell lines in environmental toxicology. Mommsen
TP, Moon TW. eds. Biochemistry and molecular biology
of fishes. Elsevier B.V. p.43-84.

Bols NC, Pham PH, Dayeh VR, Lee LEJ, (2017).
Invitromatics, invitrome, and invitroomics: introduction
of three new terms for in vitro biology and illustration of
their use with the cell lines from rainbow trout. In Vitro
Cell Dev Biol. 53, 383-405.

Brack W, Schirmer K, Kind T, Schrader S, Schiiirmann G,
(2002). Effect-directed fractionation and identification of
cytochrome P4501A4-inducing halogenated aromatic hy-
drocarbons in a contaminated sediment. Environ Toxicol
Chem. 21(12), 2654-2662.

Caminada D, Escher C, Fent K, (2006). Cytotoxicity of
pharmaceuticals found in aquatic systems: Comparison
of PLHC-1 and RTG-2 fish cell lines. Aquat Toxicol. 79,
114-123.

Castano A, Bols N, Braunbeck T, Dierickx P, Halder M,
Isomaa B, Kawahara K, Lee LEJ, Mothersill C, Part P,
Repetto G, Sintes JR, Rufli H, Smith R, Wood C, Segner

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

H, (2003). The use of fish cells in ecotoxicology. ATLA.
31,317-351.

Celander M, Hahn ME, Stegeman JJ, (1996). Cytochromes
P450 (CYP) in the Poeciliopsis lucida hepatocellular car-
cinoma cell line (PLHC-1): Dose and time-dependent
glucocorticoid potentiation of CYPI1A induction without
induction of CYP3A. Arch Biochem Biophys. 329(1), 113-
122.

Coyle P, Philcox JC, Carey LC, Rofe AM, (2002).
Metallothionein: The multipurpose protein. Cell Mol Life
Sci. 59, 627-647.

Dayeh VR, Schirmer K, Bols NC, (2002). Applying whole-
water samples directly to fish cell cultures in order to
evaluate the toxicity of industrial effluent. Water Res. 36,
3727-3738.

Fent K, (2001). Fish cell lines as versatile tools in ecotoxi-
cology: assessment of cytotoxicity, cytochrome P45014
induction potential and estrogenic activity of chemicals
and environmental samples. Toxicol In Vitro. 15, 477-488.

Fent K, (2007). Permanent fish cell cultures as important
tools in ecotoxicology. ALTEX. 24(8), 26-28.

Fent K, Batscher R, (2000). Cytochrome P4501A induc-
tion potencies of polycyclic aromatic hydrocarbons in a
fish hepatoma cell line: demonstration of additive interac-
tions. Environ Toxicol Chem. 19(8), 2047-2058.

Fent K, Hunn J, (1996). Cytotoxicity of organic envi-
ronmental chemicals to fish liver cells (PLHC-1). Mar
Environ Res. 42(14), 377-382.

IARC, (2010). Benzo/a]pyrene. https://monographs.iarc.
fr/wp-content/uploads/2018/06/monol 00F-14.pdf ,Erisim
tarihi: 30.11.2018.

Kammann U, Bunke M, Steinhart H, Theobald N, (2001).
A permanent fish cell line (EPC) for genotoxicity testing of
marine sediments with the comet assay. Mutat Res Genet
Toxicol Environ Mutagen. 498(1-2), 67-77.

Kling P, Erkell LJ, Kille P, Olsson PE, (1996).
Metallothionein induction in rainbow trout gonadal
(RTG-2) cells during free radical exposure. Mar Environ
Res. 42(1-4), 33-36.

Lakra WS, Raja Swaminathan T, Joy KP, (2011).
Development, characterization, conservation and storage
of fish cell lines: a review. Fish Physiol Biochem. 37, 1-20.

Lange M, Gebauer W, Markl J, Nagel R, (1995).
Comparison of testing acute toxicity on embryo of zebraf-
ish, Brachydanio rerio and RTG-2 cytotoxicity as possible
alternatives to the acute fish test. Chemosphere. 30(11),
2087-2102.

Lee LEJ, Clemons JH, Bechtel DG, Caldwell SJ, Han
KB, Pasitschniak-Arts M, Mosser DD, Bols NC, (1993).
Development and characterization of a rainbow trout liver
cell line expressing cytochrome P450-dependent monoox-
ygenase activity. Cell Biol Toxicol. 9(3), 279-294.

Lee LEJ, Dayeh VR, Schirmer K, Bols NC, (2009).
Applications and potential uses of fish gill cell lines: exam-
ples with RTgill-W1. In Vitro Cell Dev Biol. DOI:10.1007/
s11626-008-9173-2.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 29, Say1 2, 2018, 175-180



180 Pehlivan A ve ark. Ekotoksikoloji Alaninda Balik Hiicre Hatlarinin Kullanimi
29. LiH, Zhang S, (2001). In vitro cytotoxicity of the organo- ~ 37. Sanchez P, Llorente M.T, Castano A, (2000). Flow cyto-
phosphorus pesticide parathion to FG-9307 cells. Toxicol metric detection of micronuclei and cell cycle alterations
In Vitro. 15, 643-647. in fish-derived cells after exposure to three model genotox-
30. Llorente MT, Parra JM, Sanchez-Fortun S, Castano A, ic agents: mitomycin C, vincristine sulfate and benzo(a)
(2012). Cytotoxicity and genotoxicity of sewage treatment pyrene. Mutat Res. 465, 113-122.
plant effluents in rainbow trout cells (RTG-2). Water Res.  38. Schirmer K, Dixon DG, Greenberg BM, Bols NC, (1998).
46, 6351-58 Ability of 16 priority PAHs to be directly cytotoxic to a cell
31. Maracine M, Segner H, (1998). Cytotoxicity of metals in line from the rainbow trout gill. Toxicology. 127, 129-141.
isolated fish cells: Importance of the cellular glutathione ~ 39. Schirmer K, Chan AGJ, Bols NC, (2000). Transitory met-
status. Comp Biochem Physiol A.120, 83—88. abolic disruption and cytotoxicity elicited by benzo[a]py-
32. Nehls S, Segner H, (2001). Detection of DNA damage in rene in two cell lines from rainbow trout liver. ] Biochem
two cell lines from rainbow trout, RTG-2 and RTL-W1, us- Mol Toxicol. 14(5), 262-276.
ing the Comet assay. Environ Toxicol. 16, 321-329. 40. Schirmer K, (2006). Proposal to improve vertebrate cell
33. Nehls S, Segner H, (2005). Comet assay with the fish cell cultures to establish them as substitutes for the regulatory
line rainbow trout gonad-2 for in vitro genotoxicity testing testing of chemicals and effluents using fish. Toxicology.
of xenobiotics and surface waters. Environ Toxicol Chem. 224, 163-183.
(24)8, 2078-2087. 41. Schlenk D, Rice CD, (1998). Effect of zinc and cadmium
34. Parra LM, Sanchez-Fortun S, Castano A, (2012). treatment on hydrogen peroxide-induced mortality and
Assessment of genotoxic effects induced by selected pes- expression of glutathione and metallothionein in a teleost
ticides on RTG-2 fish cells by means of a modified fast hepatoma cell line. Aquat Toxicol. 43, 121-129.
micromethod assay. Environ Toxicol. 27, 238-243. 42. TanF, Wang M, Wang W, Lu Y, (2008). Comparative eval-
35. Rachlin JW, Perlmutter A, (1968). Fish cells in culture for uation of the cytotoxicity sensitivity of six fish cell lines to
study of aquatic toxicants. Water Res. 2(6), 409-414. four heavy metals in vitro. Toxicol In Vitro. 22, 164-170.
36. Roux F, (2015). Fish cell lines and their potential uses ~ 43. ThibautR, Porte C, (2008). Effects of fibrates, anti-inflam-
in ecotoxicology: from cytotoxicity studies and mix- matory drugs and antidepressants in the fish hepatoma
ture assessment to a co-culture model and mechanis- cell line PLHC-1: Cytotoxicity and interactions with cyto-
tic analyses. Master Thesis, Department of Biological chrome P45014. Toxicol in Vitro. 22, 1128-1135.
and Environmental Sciences University of Gothenburg, 44. Wolf K, Quimby MC, (1962). Established eurythermic

Gothenburg.

line of fish cells in vitro. Science. 135(3508), 1065-10.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

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

Cilt 29, Say1 2, 2018, 175-180



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2018; 29 (2): 181-187

Biyosensorler ve SELEX
(Systematic Evolution of Ligands By Exponential Enrichment)

Seyyide Saricam, Hamit Kaan Miistak

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ankara Tiirkiye

Gelis Tarihi / Received: 12.11.2018, Kabul Tarihi / Accepted: 30.11.2018

Ozet: Biyomolekiiller aracihig1 ile kimyasal bilesikleri tespit etmeye yarayan 6zel sensérlere biyosensor denmektedir.
Biyosensdrler, biyolojik ve fiziksel olmak iizere 2 bilesenden olugmaktadir. Hedef molekiil ile spesifik olarak etkilesime
giren biyolojik bilesene biyoreseptor adi verilmektedir. Biyoreseptoriin ligand ile baglanmasiyla olusan etkilesimleri
olciilebilir sinyallere ceviren fiziksel bilesen ise doniistiiriicii adin1 almaktadir. Biyoreseptorler olustuklar: biyomolekiil
tipine gore, donistiiriiciiler 6l¢lim yaptiklar: parametrelere gore ayrilir. Gelisen teknolojiyle birlikte niikleik asit biyore-
septorleri, yiiksek spesifite ve afinite, farkli hedef molekiillere uygulanabilme, hizli ve giivenilir sonuglar alabilme gibi
avantajlari sayesinde siklikla kullanilmaktadir. Niikleik asit tabanli biyosensor analizlerinden SELEX (Systematic Evo-
lution of Ligands by Exponential Enrichment) analizi, rastgele segilmis oligoniikleotit biyoreseptorlerinin biyomole-
kiillere afinitesinden yararlanilarak hedef biyomolekiiliin tespit edildigi in vitro seleksiyon ve amplifikasyon analizidir.
Bir karisim igerisindeki hedef biyomolekiiliin kolaylikla tesptini saglayan SELEX analizi klinik teshis, gida endistrisi,
farmakolojik ve ekolojik ¢aligmalar basta olmak iizere pek ¢ok farkli alanda basariyla kullanilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Aptamer, Biyoreseptor, Biyosensor, SELEX.

Biosensors and SELEX (Systematic Evolution of Ligands By Exponential Enrichment)

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

Key words: Aptamer, Bioreceptor, Biosensor, SELEX.
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Giris

Biyosensor Nedir?

Biyokimyasal analizlerde yer alan kimyasal bile-
sikleri biyomolekiiller araciligi ile tespit etmeye
yarayan Ozel sensorlere biyosensor denmektedir
[21]. “International Union of Pure and Applied Che-
mistry” (IUPAC) tarafindan, “kimyasal bir bilesige
kars1 verilen biyolojik yanit1 dlgiilebilir sinyallere
donistiiren ekipmanlar” olarak tanimlanmaktadir
[15]. Biyosensor; analiz edilecek biyomolekiil ile
spesifik olarak etkilesime giren biyolojik bir bilese-
nin, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan degisiklikleri
Olciilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiren fiziksel

bilesenle kombinasyonuyla olusturulur. Biyolojik
bilesen biyoreseptor, fiziksel bilesen ise doniistiirii-
cii (transducer) adini1 almaktadir.

Biyosensorlerin Tarihgesi

“Biyosensor” terimi ilk kez 1962’de Clark ve arka-
daslar1 tarafindan kandan glikoz tespitine yarayan
glikoz oksidaz amperometrik enzim biyosensori ile
kullanilmistir [20]. 1972 yilinda ilk kez, gelistirilen
bir glikoz biyosensérii ticarilestirilmistir [9]. Im-
minosensorler ise 1975 yilinda ¢alisilmaya baslan-
mis olup, 1980 yilinda ilk kez optik biyosensorler,
1990 yilinda ise niikleik asit tabanli biyosensorler
gelistirilmistir [4,12]. Uygulama alanina bagli ola-
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rak biyosensdrler icin “immiinosensdr, glikometre,
biyocip” gibi ¢esitli terminolojiler kullanilmis olup
biyosensor ismi, [UPAC tarafindan 1992’de resmi-
lestirilmistir [17].

Biyosensorlerin Kullamim Alanlar

Mikrobiyal patojenler, antibiyotikler, toksinler, pes-
tisitler, metabolitler, allerjenler, kan bilesenleri ve
kanser hiicreleri gibi cesitli hedef biyomolekiilleri
saptama 0zelligi ile biyosensdrler klinik teshis, far-
makoloji, gida endiistrisi, tarimsal ve ekolojik uy-
gulamalar, gibi oldukga genis bir kullanim alanina
sahiptir [26].

Klinik teshis amactyla biyosensorler metabolik,
genetik, hormonal ve enfeksiyon hastaliklari teshi-
sinde kullanilmaktadir. Biyosensorlerin kullanildigi
hastaliklar ve bozukluklarin basinda diyabet, oste-
oporoz, otoimmiin hastaliklar, kanser, kalp-damar
hastaliklar1, nérodejeneratif hastaliklar gelmektedir.
Global 6liim nedeni olan kanser, Alzheimer, diyabet
gibi hastaliklarda gozlenen biyokimyasal, morfo-
lojik degisimleri saptamada kullanilmakla birlikte
hastaligin takibinde de kullanilmasi énemlerini ar-
tirmakta ve yeni teknolojiler ile ¢esitlendirilip gelis-
tirilmelerinin 6niinii agmaktadir [4,5].

Tarimsal uygulamalar kapsaminda biyosensor-
ler, yaygin olarak pestisitlerin tespitinde kullanil-
maktadir. Tarimsal veya cevresel tiriinlerdeki pesti-
sit kalintilarinin besin zinciri, igme suyu ve havaya
gecisiyle her yil 1 milyon insanin kronik hastalik ya
da oliimle kars1 karstya kaldig1 bilinmektedir. Ayri-
ca pestisitlerin tarimsal tiretimde %45 kayip olus-
turdugu diistintildiiglinde hizli, selektif ve glivenilir
olarak tespitlerinin 6nemi anlasilmaktadir. Bu amag
dogrultusunda ¢evresel oOrneklerden paraksozon,
karbofuran, atrazin, karbamat gibi pestisitlerin tes-
pitinde siklikla biyosensorler kullanilmaktadir [29].

Gidalarda, klinik ya da g¢evresel oOrneklerde
viriis, bakteri, toksinler gibi biyolojik tehdit ajan-
larinin tespitinde de biyosensorler siklikla kullanil-
maktadir. Bu ajanlarin tespiti, yayilimin 6nlenmesi
ve olusturduklari hastaliklarin tedavi edilmesi baki-
mindan olduk¢a dnemlidir. Yirmi yili agkin siiredir
mikroorganizmalarin tespiti ve identifikasyonunda
daha hizli ve daha duyarli sonu¢ vermesi nedeniy-
le biyosensorler tercih edilmektedir [24]. Biyosen-
sorler ile tespit edilen mikroorganizmalara Bacillus
anthracis, Clostridium botulinum, Mycobacterium

tiiberculosis, Salmonella Typhimurium, Yersinia
pestis, Fransiella tularensis, Brucella melitensis,
Smallpox viriis, Hepatit C virlis, Human immuno-
deficiency-1 virlis, Aspergillus spp, Candida al-
bicans ornek verilebilir. Biyosensorler ile tespitte
mikroorganizmalarin i¢ ve dig anatomik yapilari ya
da metabolik iiriinlerinden yararlanilmaktadir. Or-
negin; Bacillus anthracis sporlar1 veya toksinleri
iizerinden, Smallpox viriisii ise niikleik asiti {izerin-
den biyosensdrler ile tespit edilmektedir [8, 13, 22,
23].

Biyosensorler, diger analiz yontemleri ile karsi-
lagtirildiginda ¢esitli avantajlara sahiptir. Kullanim
kolaylig1, hizli yanit alabilme, yiiksek sensitivite,
yuksek spesifite, yiiksek selektivite kolay gdzlemle-
yebilme ve yorumlayabilme bu avantajlarin basinda
gelmektedir. Ayrica tasinabilir ve sahaya uygulama-
larina uyarlanabilir olmasi da kullanimini artirmak-
tadwr [11, 29].

Biyosensorlerin Boliimleri

Biyosensorler temel olarak biyolojik bilesen ve
fiziksel bilesen olmak lizere iki bilesenden olus-
maktadir [21]. Prensipte herhangi bir biyoreseptor
herhangi bir doniistiiriiciiyle birlestirilerek isleyen
bir biyosensor iiretilebilir [6,16]. Ancak biyosen-
sorlerin iretiminde biyoreseptoriin performansini
etkileyecek kimyasal ve fiziksel bilesenlerin (pH,
sicaklik, iyon konsantrasyonu, kontaminant, vb.)
kontroliine dayanan immobilizasyon iglemi oldukca
onemlidir [17].

1. Biyoreseptor

Biyoreseptor, hedef biyomolekiil (ligand) ile spe-
sifik olarak etkilesime giren biyolojik bilesendir.
Biyotanima elementi olarak da adlandirilir. Analiz
edilecek biyomolekiile spesifik olarak etkilesime
girme Ozelligine sahip yiiksek spesifitedeki biyo-
molekiiller, biyoreseptdr olarak kullanilmaktadir.
Biyoreseptorler, calisma mekanizmalarina gore
biyokatalitik reseptorler ve biyoafinite reseptorler
olmak tizere ikiye ayrilir. Biyokatalitik reseptorler;
belirli bir reaksiyonu katalizleyebilme 6zelligindeki
enzim, hiicre, doku ve mikroorganizmalar1 kapsar-
ken belirli biyomolekiillere yiiksek afinite ile bagla-
nabilme 6zelligindeki antikor ve niikleik asitler bi-
yoafinite reseptdrleri olarak siniflandirilir [19, 24].
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a. Enzim Biyoreseptorleri

Spesifik bir veya birden fazla substrat igeren belirli
bir kimyasal reaksiyonu katalizleyen protein mo-
lekiillerine enzim adi verilmektedir [3]. Enzimler,
bu ozellikleri sayesinde biyosensor teknolojisinde
ilk kullanilan biyosensdrler olup ayrica en yaygin
kullanima sahip katalitik biyoreseptdrlerdir. Biyo-
sensorlerde enzim kullanimi; difiizyon sorunu ol-
mamasi, hizli analiz siiresi ve yliksek spesifite ve
sensitivite gibi avantajlara sahipken kullanilan en-
zimin konformasyonel yapisina bagli olarak karar-
liliklarinin diisiik olmasi, saflik tayini gerektirmesi,
aktivator ve kofaktor gerektirmeleri ve pahali ol-
malar1 gibi de dezavantajlara da sahiptir. Enzimle-
re dayali biyosensdrlerin performansinin pH, iyon
konsantrasyonu, sicaklik, kofaktorler gibi gesitli dis
parametrelere bagli olmasi da bir diger dezavan-
tajdir. Ayrica enzimleri uygun formda dogal olarak
iceren organel, hiicre, doku, mikroorganizmalar gibi
diger biyokatalitik reseptorlerin kullanimda olmasi
da direkt olarak enzim biyoreseptorlerinin kullani-
min1 azaltmistir [10, 16].

b. Hiicre ve Doku Biyoreseptorleri

1981°de ilk defa bitki dokusu temelli elektrot hazir-
lanmasindan itibaren, bir¢ok hiicre ve doku temel-
li biyosensor gelistirilmistir [25]. Canli hiicrelerin
biyoreseptor olarak kullanilmasiyla biyolojik ana-
litteki ligandin reseptore baglanmasiyla hiicre igi
ve hiicre dig1 mikrogevresel degisimler kolaylikla
tespit edilir [7]. Doku biyosensorleri ile enzimlerin
saflagtirilma gerekliligi ortadan kalkar. Ayrica doku
biyosensorleri bazi enzimler i¢cin dogal ortamda
artan kararlilik, diisiik maliyet, aktivator ve kofak-
tor gerektirmemeleri, ylksek aktivite ve kararlilik
gostermeleri gibi avantajlara sahiptirler [31]. Ancak
hiicre ve doku kesitlerinin biyoreseptdr olarak kul-
lanilmasinda ligand difiizyon sorunu ve analiz siire-
sinin uzun olmasi gibi ¢alismanin performansini ve
ilerleyigini uzun vadede olumsuz etkileyecek deza-
vantajlar bulunmaktadir.

¢. Mikroorganizma Biyoreseptorleri

Mikroorganizmalar kimyasal bilesiklerin tespitinde
genis bir uygulama alanina sahiptir. Mutasyonlar
ve rekombinant DNA teknoloji sayesinde mikro-
organizmalarda gerceklestirilen genetik modifi-
kasyonlar ve potansiyel intraseliiler enzim kaynagi

olmalar1 biyoreseptdr olarak kullanilabilmelerini
saglamaktadir. Enzimlerin %90 oraninda intrase-
liler olmasi1 ve mikroorganizmalarin endiistriyel
enzim Uretimlerine alternatif kaynak olmasit mik-
robiyal hiicrelerin biyoreseptor olarak kullanimini
artirmaktadir. Ayrica canli hiicreler biyosensorlerin
iiretimi agamasinda dnemli avantajlar saglamakta-
dir. Bunlardan en 6nemlisi doniistiiriiciilerin ortama
verdigi amonyak, karbon dioksit ve asitlerin canli
hiicrelerce metabolize edilerek ortadan kaldirilmasi
analizin sensitivitesinin artirilmasidir.

d. Antikor Biyoreseptorleri

Antikorlar, antijenik molekiillere gosterdikleri spe-
sifik afinite sayesinde 30 yildir biyoreseptor olarak
kullanilmaktadir [21]. Ik kez 1987 yilinda immii-
noglobulin G molekiili biyoreseptor olarak kulla-
nilarak hedef molekiil benzopren halkasi tespit edil-
mistir [30]. Antikor biyoreseptdorleri, yiiksek spesi-
fite, sensitivite ve selektivite dogrultusunda klinik
ve teshis uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Biyomolekiillerle etkilesimleri direkt ve indirekt ol-
mak tizere iki sekilde olur. Direkt etkilesimde hedef
biyomolekiile direkt olarak afinite gosterirken, indi-
rekt immiinosensorlerde hedef biyomolekiile bagla-
nan floresans ya da luminesans antijenik molekiiller
tespit edilir [19,21].

e. Niikleik Asit Biyoreseptorleri

Tiyol, dilstilfid baglari, amin ya da biyotin gibi ge-
sitli molekiiller araciligiyla bir donistiiriicii mole-
kiiliine immobilize edilen ssDNA ve RNA seklinde-
ki oligodeoksiriboniikleotitler (ODNs), ortamdaki
hedef molekiilii spesifik olarak tanir ve baglanir.
Bu baglanma siireci floresan, elektrokimyasal ya
da radyoaktif bilesenlerle sinyal olugsmasini saglar.
Olusan sinyal optik, elektrokimyasal ya da termo-
metrik doniistiirticiiler tarafindan  doniistiriliir.
Elektrokimyasal DNA biyosensorler; hizli, ucuz ve
farkli uygulama prosediirlerine uyumlu olmas1 sa-
yesinde gida endiistrisi ve klinik teshis uygulamala-
rinda siklikla tercih edilmektedir [19, 21].

2. Doniistiiriicii (Transducer)

Doniistiiriicii, ortamdaki hedef biyomolekiiliin kon-
santrasyonuyla dogru orantili olarak olusan biyo-
kimyasal/fizikokimyasal etkilesimleri 6l¢iilebilir fi-
ziksel elektrokimyasal, elektriksel optik, kiitlesel ya
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da termometrik sinyallere ¢eviren fiziksel bilesendir
[19]. Doniistiirticiiler, 6l¢tim yaptiklar: parametrele-
re gore sinyallere gore elektrokimyasal, elektriksel,
optik, piezoelektriksel ve termometrik olmak tizere
5 temel gruba ayrilmaktadir [21].

a. Elektrokimyasal Doniistiiriiciiler

Biyoreseptoriin spesifik biyomolekiilii tanimasiyla
birlikte ortamda olusan biyokimyasal reaksiyonla-
ra bagli olusan potansiyel elektrik akimi, elektron
ya da iyon konsantrasyonundaki degisimleri olgii-
lebilir sinyallere doniistiiren doniistiiriciilerdir [2].
Elektrokimyasal dondstiiriiciiler, 6lglim mekaniz-
malarina gore amperometrik ve potansiyometrik
olmak tiizere iki sinifa ayrilmaktadir. Amperometrik
dondstiiriiciiler, en yaygin elektrokimyasal doniistii-
riicii tipi olup hedef molekiil varliginda olusan akim
degisimlerini 6lgmeye dayanmaktadir. Amperomet-
rik doniistiiriiciilerden daha az duyarliliga sahip po-
tansiyometrik doniistiirticiiler ise sifir elektrik akim
altinda iyon selektif membranla ayrilmis iki farkli
ortam arasi potansiyel farki 6lgmeye dayanmakta-
dir.

b. Elektriksel Doniistiiriiciiler

Elektriksel doniistiiriiciiler, biyoreseptor ile hedef
molekiilin baglanmasiyla ortaya ¢ikan iyon ve
elektronlar sayesinde degisen elektrik iletkenligi-
ni veya direncini Olgerek calisan doniistiiriiciiler-
dir. Esas alinan parametre elektrik iletkenligi veya
elektrik direncidir. Kondiiktometrik dontstiiriictiler
olarak da bilinmektedir.

¢. Optik Doniistiiriiciiler

Optik doniistiiriictiler; hedef biyomolekiil ile bi-
yoreseptdr baglanmasiyla ortamdaki kromofor,
florofor benzeri molekiillerce olusturulan 1sik dal-
galarmin absorpsiyon, emisyon, gecirgenlik, sagi-
lim, yansima ve kirilmasi seklinde degisikliklerin
saptanmasina dayanmaktadir. Optik doniistiiriiciiler
Olciim mekanizmasima gore adlandirilmaktadirlar.
Kolorimetrik doniistiiriiciiler renk degisimini sap-
tarken florometrik doniistiiriiciiler florofor etiketle-
me sayesinde olusan 151k emisyonunu dlgmektedir.
Florofor tabanli doniistiiriiciiler yiiksek selektivite
ve sensitiviteleri sayesinde siklikla kullanilmakta-
dir [21].

d. Piezoelektriksel (Kiitle Duyarl)
Doniistiiriiciiler

Kiitle duyarli dontstiirticiiler olarak adlandirilan
piezoelektriksel doniistiirticiiler hedef molekiil ve
biyoreseptor etkilesimi ile ortaya ¢gikan molekiiler
kiitle degisikliklerini saptamaya dayanir. Kiitlesel
degisikliklere bagli olarak etkilen viskosite, yogun-
luk ve akiskanlik parametreleri tlizerinden &lgiim
yapilir. Kiitle duyarl sensorlerde, genellikle kuvars
kristaller kullanilir.

e. Termometrik Doniistiiriiciiler

Biyosensor spesifik biyomolekiil ile baglandiginda
olusan 1s1 artig1 ya da azaligi seklindeki degisiklik-
leri Ol¢iilebilir sinyal olarak ortaya koyan doniistii-
ricii tipidir. Kalorimetrik dondstiiriictiler olarak da
bilinir. A¢iga ¢ikan ya da emilen toplam 1s1, biyo-
sensor ile etkilesime giren hedef molekiil sayisi ile
dogru orantilidir. Termometrik doniistiiriiciiler sen-
sitiviteleri yiiksek oldugundan sik sik kalibrasyon
gerektirmez. Genellikle gida analizleri, kozmetik ve
farmasotik madde analizleri, tarimsal uygulamalar-
da pestisit analizlerinde kullanilir [21].

Immobilizasyon Yontemleri

Biyoreseptoriin  doniistiiriicii ile birlestirilmesine
immobilizasyon denilmektedir. Immobilizasyon ile
bir biyosensoriin iki ayri bilesen stabilize edilerek
bir araya getirilir. Immobilizasyon fiziksel adsorp-
siyon, matriks tuzaklama, ¢apraz baglama ve kova-
lent baglama olmak tizere 4 farkli yontem ile ger-
ceklestirilir [29]. Fiziksel adsorpsiyon yonteminde
van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler,
iyonik etkilesimler ya da hidrojen baglar1 ile biyo-
lojik bilesen fiziksel bilesene sabitlenir. Matriks tu-
zaklamada gozenekli bir membran matriks iizerinde
iki bilesen sabitlenir. Capraz baglama ile immobi-
lizasyonda gluteraldehit, heksalmetilendiamin gibi
cok fonksiyonlu baglayici molekiiller ile ti¢ boyutlu
baglanma olusturulur. Kovalent baglama ile immo-
bilizasyonda, biyoreseptoriin aktif gruplar fiziksel
bilesene baglanir [4,19, 29].

SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment)

[k kez 1990 y1linda tanimlanan SELEX (Systematic
Evolution of Ligands By Exponential Enrichment),
biyoreseptor olarak rastgele se¢ilmis oligoniikleotit
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molekiillerinin biyomolekiillere afinitesinden ya-
rarlanilarak hedef biyomolekiiliin tespit edildigi in
vitro seleksiyon ve amplifikasyon analizidir [4]. i1k
olarak 1990 yilinda T4 bakteriyofaji DNA polime-
raz enzimi (gp3) RNA molekiilleri ile kullanilarak
SELEX ile tespit edilmistir. Gelisen teknolojik uy-
gulamalar ile birlikte SELEX déngiisiinde yer alan
amplifikasyon ve seleksiyon parametreleri cesitle-
nerek ¢ogalmistir [12,14].

1. Rastgele DNA/RNA Oligoniikleotit
Kiitiiphanesi

SELEX’te biyoreseptor olarak kullanilan 2-25 kDa
agirhgindaki tek zincirli yapay ssDNA ya da RNA
oligoniikleotit molekiillerine aptamer adi verilmek-
tedir. Aptamerler, orta noktada rastgele siralanmig
20-80 niikleotidin 5” ve 3’ ucunda 18-21 niikleotit-
lik spesifik primer baglanma bdlgesi bulunan oli-
goniikleotitlerdir (Sekil 1). Aptamerdeki rastgele
siralanmis niikleotitler arasindaki baz1 6zel diziler
hedef molekiile yiliksek afinite gostererek baglan-
may1 baglatir. RNA aptamerleri ve DNA aptamerleri
olmak iki ¢esit aptamer bulunmaktadir.

primer baglanma rastgele diziler primer baglanma

bolgesi bolgesi
51 I 7 - 3
(18-21nt) (20-80nt) (18-21nt)

Sekil 1. Aptamer yapisi [Stoltenburg ve ark. (2007) yilin-
da yapmis oldugu ¢alismadan Tirkgelestirilmistir (26)].

Aptamerler; hiicre, niikleik asit, metal iyonla-
11, organik boyalar, proteinler gibi genis bir hedef
molekiil kitlesine yiiksek afinite ve spesifite goster-
meleri sayesinde bu molekdillerin tespitini saglayan
biyosensorlerde siklikla kullanilmaktadir. Ozgiil iic
boyutlu konformasyonel yapilar1 sayesinde bir ka-
risim ig¢indeki hedef molekiilleri 6zgiil konformas-
yonel yapilari tizerinden tespit edilmesini saglarlar.
Bu tanima asamasinda aptamer ile hedef molekiil
arasinda van der Waals baglari, hidrojen baglari,
elektrostatik etkilesimler ya da aromatik halkasal
baglanmalar meydana gelir [26].

Aptamerler, monoklonal antikorlar ile esit
diizeyde baglanma afinite giiciine sahipken dena-
tirasyon ve degredasyona karsi daha direncli ol-
malar ile antikorlardan avantajlidir. Antikorlardan
farkli olarak kiral molekiiller arasinda bile ayirim
yapabilmeleri 6nemli bir diger avantajlaridir. Anti-

korlar caligsma kosullar1 géz oniine alindiginda ¢ok
dar ve sinirli bir ortam isterken aptamerler i¢in op-
timal kosullar daha genis araliktadir ve fizyolojik
kosullardan daha az etkilendigi i¢in optimizasyonu
antikorlara kiyasla daha kolaydir [1, 26, 29]. Genis
bir hedef kitlesi i¢in kullanilabilir olmas1 gida ana-
lizlerinde, farmakolojik analizlerde, klinik teshiste
(metabolik hastaliklar, genetik hastaliklar, kanser,
enfeksiyon hastaliklar1 teshisinde vb.) kullanimi-
na imkan saglamaktadir. Antikorlarin aksine apta-
merlerin fiziksel stabiliteleri daha fazla olup kolay
sentezlenip uzun siire depolanabilirler. Antikorlarin
biyoreseptor olarak kullanimi aptamerler kiyaslan-
diginda bir diger dezavantaj ise ¢capraz reaksiyonlar
nedeniyle spesifitesini daha diistik olmasidir [6].

2. SELEX Mekanizmasi

SELEX yontemi temel olarak; rastgele secilmis
yaklagik 10" farkli oligoniikleotitten olusan DNA/
RNA Kkiitliphanesi seklindeki aptamer havuzunun
olusturulmasiyla baslar. Aptamer havuzu ile hedef
molekiilii iceren karigim inkiibe edilir. Inkiibasyon
ile hedef molekiile afinite gdsteren aptamerler ile
hedef molekiil arasinda baglanma gerceklesir. Bag-
lanmayan aptamerler, manyetik boncuklar, kolon
kromatografisi ya da nitroseliiloz filtrelerle ger-
ceklestirilen seleksiyon islemi ile ortamdan uzak-
lastirilir. Seleksiyon sonrasi hedef molekiile bag-
lanmis aptamerler, eliisyon islemi ile ¢ozdiiriilerek
hedef molekiilden ayristirilir. Secilen aptamerlerin
zenginlestirilmis havuzunu elde etmek ilizere amp-
lifikasyon islemi gergeklestirilir. Bu noktada apta-
merlerin spesifik u¢ bolgelerinden baglanarak amp-
lifikasyonu baslatacak primerlerden yararlanilir ve
sonrasinda SELEX dongiisti baglatilir. Zenginlesti-
rilmis aptamer havuzu elde edildikten sonra hedef
molekil ile inkiibasyon, seleksiyon, eliisyon ve
amplifikasyon iglemleri dongii halinde (genellikle
8-15 kez) tekrarlanir. Boylelikle en yiiksek afinite
ve spesifiteye sahip aptamer elde edilir ve dizilene-
rek belirlenir (Sekil 2).

SELEX ile hedef molekiil i¢in 10' farkli ap-
tamer icinden en yiiksek afinite olan1 veya olanlari
secilmis olur. Bazi farkli hedef molekiiller ile etki-
lesimi incelenerek negatif kontrol gruplart olustu-
rulur. Sonug olarak hedef biyomolekiile spesifik ve
duyarli oldugu dogrulanan aptamer molekiilii, bir
karisim ortaminda hedef molekiiliin saptanmasinda
kullanilabilir hale gelir [26].
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Sekil 2. SELEX mekanizmasi [Stoltenburg ve ark. (2007) yilinda yapmis oldugu ¢alismadan Tiirkgelestirilmistir

(26)].

3. Hedef Biyomolekiil

SELEX yontemi oldukga farkli hedef molekiilleri-
nin ayiriminda kullanilmaktadir. Inorganik ve orga-
nik kiigiik molekiiller, proteinler, karbonhidratlar,
antibiyotikler, toksinler ve hiicreler bunlardan bagli-
calaridir [1, 26, 28].

Veteriner mikrobiyoloji alaninda SELEX ol-
dukc¢a yaygin kullanima sahiptir. Pek ¢ok bakteri-
yal, viral ve mikotik etken SELEX ile tespit edil-
mektedir. Bunlardan bazilart Staphylococcus spp.,
Listeria monocytogenes, Bacillus anthracis, Bacil-
lus thuringiensis, Mycobacterium avium, Mycoba-
cterium tiiberculosis, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium, Salmonella enteri-
ca subsp. enterica serovar Enteritidis, Escherichia
coli, Francisella tularensis, Vibrio cholerae, [1, 28]
etkenleridir. Viral etkenlerden Influenza virus 1,
Orthopoxvirus, Monkeypox virus ve Smallpox vi-
rus SELEX ile tespit edilen viral hedef molekiiller
arasindadir [27]. Mikotik etkenlerden SELEX ile
basariyla tiplendirilenlere ise Candida albicans or-
nek verilebilir [18].
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