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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullar:

1. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 pt, Times
New Roman yazi karakterinde, iki yana yaslanmis diiz metin
olarak, tiim kenarlarda 25 mm bosluk birakilarak ve tek aralikli
sayfa diizeninde A4 (210 x 297 mm) boyutunda yazilmalidir.
Yazilarin tamami, sekil ve tablolar dahil olmak iizere orijinal
bilimsel aragtirmalarda 16, derlemelerde 10, olgu sunumlarinda ve
kisa bildirilerde 6 ve editére mektuplarda 4 sayfay: kaynaklar hari¢
gegmemesi istenir.

2.*.docve *.docx bicimindeki metin ile en az 300 dpi ¢ozliniirliikteki
*jpeg veya *.tiff bigimindeki sekillerin ve tablolarm tamamu
DergiPark iizerinden gonderilmelidir.

Basvuru sirasinda sunulacak dosyalar:

a. Bashk sayfasi:

3. Yazi tipi (orijinal arastirma, giincel/davetli derleme, olgu
sunumu, kisa bildiriler, editore mektup) belirtilir.

4. Konuyu 6zetleyen kisa baslik yazilir. On kelimeyi gegmemesi
onerilir.

5. Tiim yazarlarin adlarinin ilk harfleri ve soyadlarinin tiimii biyiik
olacak sekilde yazildiktan sonra iist simge ile numaralandirilarak
calistiklart kurum ve adres bilgileri verilmelidir. Adreslerde sehir
ve lilke adlart belirtilmelidir. ORCID numarasi verilmesi zorunlu
degildir. ORCID numaralari harflerle belirtilerek adreslerden sonra
yazilabilir.

6. Sorumlu yazar “*” ile belirtilerek acik adres satirlarindan sonra
acik adres, telefon, e-posta bilgilerine yer verilmelidir. Kurum
bilgileri birden baslayarak numaralandirilip, adres, sehir, iilke
bilgisi yazar isimleri altma eklenmelidir. Bu sayfada “sorumlu
yazar” belirtilmeli isim, agik adres, telefon ve e-posta bilgileri
eklenmelidir. Ornek olarak;

Farelerde Papilla Filiformislerin Isik ve Taramali Elektron
Mikroskobik Yapisi

Burhan Toprak'+*

"“Veteriner Kontrol Merkez Aragtirma Enstitiisi  Mudirlagi,
Genetik Laboratuvari, 06020, Ankara, Tiirkiye

*ORCID: 0000-0003-1082-4559
*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Sefik Kolayli Cad. No:
23-1 06200, Kegioren-Ankara Tel: +903123254826

Deney hayvanlar1 kullanimi etik kurulu ve diger etik kurul
kararlar1 ve izinler: flgili kararlara iligkin bilgiler (Alindig
kurulus, tarih ve say1) bu baslik altinda verilmelidir.

Tesekkiirler: kismi baslik sayfasinda yer almalidir. Daha once
kongrelerde sunulan her gesit bildirinin, baslik sayfasinda kongre
adi, yer ve tarih verilerek belirtilmelidir,

Maddi destek ve ¢ikar iliskisi: Makale sonunda varsa ¢alismay1
maddi olarak destekleyen kisi ve kuruluslar ve varsa bu kuruluslarin
yazarlarla olan ¢ikar iliskileri belirtilmelidir. (Olmamast durumu
da “Calismay1 maddi olarak destekleyen kisi/kurulus yoktur ve
yazarlarin herhangi bir ¢ikara dayali iliskisi yoktur” seklinde
yazilmalidir.

b. Makalenin ana metini:

7. Baslik, 6zet ve en ¢ok beser adet anahtar kelime, Tirkge
ve Ingilizce olarak, ana metin ve kaynaklarla birlikte Baslk
sayfasindan ayr1 bir dosya olarak sisteme yiiklenmelidir.

8. Orijinal bilimsel arastirmalarda, olgu sunumlarinda ve kisa
bildirilerde Tiirkge ve Ingilizce baslik, 6zet ve en az bes adet
anahtar sozciik, giris, gere¢ ve yontem, bulgular, tartisma ve
sonug, kaynaklar siras1 ile hazirlanmalidir. Olgu sunumlarinda olgu
geemisi kismi da olusturulabilir.

9. Tablo ve sekiller hem ayri olarak sisteme yiiklenmeli hem de
yazi i¢inde olmasi gereken yere yerlestirilmelidir.

10. Olusturulan bu ana metin dosyasinda kesinlikle yazar adi,
kurum, e-posta bilgisi vb. detaylar olmamasi gerekmektedir. Tiim
satirlara siirekli olarak devam eden numara verilmelidir.

11. Ozet, Tiirkge ve ingilizce olarak, tek paragraf halinde en fazla
250 sozciik olmalidir.

12. Anahtar kelimeler, makale i¢erigine uygun olarak secilmeli,
alfabetik siraya gore yazilmali ve bes sozciigii gegmemelidir.

13. Giris, konu ile ilgili Ozet literatiir bilgisi igermeli, son
paragrafinda ¢aligmanin amaci vurgulanmalidir.

14. Gere¢ ve Yontem, ayrintiya girmeden, anlasilir bigimde
yazilmaldir. stenilirse alt baslik kullanilabilir. Alt bagliklar italik
yazi tipiyle belirtilmelidir. (Ekstraksiyon islemi, Istatiksel yontem,
Deney deseni vb.)

15. Bulgular, boliimiinde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir
sekilde belirtilmelidir. Bulgular tablo ve sekillerle desteklenerek
kisa olarak sunulmalidir. Tablo basliklari tablonun tstiinde, sekil ve
grafik basliklari ise seklin altinda belirtilmelidir. Tablo ve sekillerin
kodlanmasi niimerik veya alfa niimerik sembollerle gosterilmelidir.
16. Tartisma ve Sonu¢ boliimiinde, aragtirmanin sonucunda elde
edilen bulgular, diger arastiricilarin bulgular ile karsilagtirilmali ve
literatiire olan katkisi belirtilmelidir.

17. Kaynaklar, kaynaklar listesi soyadina gore alfabetik ve
kronolojik olarak siralanmalidir. Metin igerisindeki kaynak,
yazar soyadi ve yayin tarihi yazilarak Toprak (2006); Toprak ve
Erol (2007); Toprak ve ark. (2008); Toprak (2012, 2013) ciimle
sonunda ise sadece parantez igerisinde yazar soyadi ve yayin tarihi
noktalama isaretinden once yazilmalidir (Toprak 2006; Toprak ve
Toprak 2007; Toprak ve ark. 2008; Toprak 2012, 2013); Ciimle
sonunda birden ¢ok kaynak belirtilecek ise kaynaklar tarih sirasina
gore kiigiikten biiyiige dogru siralanmalidir. Metin igerisinde ikiden
¢ok yazarli kaynak kullanimlarinda ilk yazarm soyadi yazilmali
diger yazarlar ise “ve ark.” kisaltmasi ile belirtilmelidir. Yazilarda
ve yerine & isareti kullanilmamalidir.

18. Dergi adlarinin kisaltilmasinda “Periodical Title Abbreviations:
By Abbreviation” son baskisi esas alinmalidir. Kaynaklar listesinde
yazar(lar)in ayn1 yila ait birden fazla yayin1 varsa, yayin tarihinin
yanina “a” ve “b” seklinde ibare koyularak belirtilmelidir.

19. 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. J Am
Vet Med Ass. 201, 709-713.

Yazarh Kitap:

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

Editorli Kitap:

Balows A, Hausler WJ, Herramann Kl, 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
Diego. p.248-256.

Kongre Bildirileri:

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

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez
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VIl Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

Tezler:

Aksoy E. (1997). Sigir Vebast hastaliginin histolojik ve
immunoperoksidaz yontemle tanisi lizerine ¢aligmalar. Doktora
Tezi, AU Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Anonim:

Resmi kuruluglar (Tarim ve Orman Bakanligi, OIE, FAO vb.)
internet sitesi harici kaynaklarmn kullanimi 6nerilmez. 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. Erisim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erigim tarihi: 14.11.2009.

20. Kaynaklarin sonuna mevcut ise doi numarasi yazilmalidir.

c. Tam makale: Baslik ve ana metin igeriginin birlestirilmesiyle
olusturulan tam yaz1 *.pdf dosyasi olarak sisteme yiiklenmelidir.
21. Kaynaklar alfabetik olarak siralandiktan
numaralandirmaya gerek yoktur.

22. Simgelerin kullanimma dikkat edilmelidir. Ornek olarak

g,

¢arpma isareti olarak “x” yerine “x” kullanilmalidir.

sonra ayrica

23. Latince cins ve tiir isimleri italik yazi tipi ile yazilmalidir
(Monachus monachus, Anisakis sp.). Tum 0lgiiler SI’e (Systeme
Internationale) gére verilmelidir.

24. Deneylerde kullanilan kimyasal, kit vb. gereglerin marka,
model, iiretim yeri bilgileri yer almahdir. Ornek: Blu-T4 ETVAC
asist (Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisti Midirlig,
Ankara, Tiirkiye).

25. Baslik sayfasi, makalenin ana metni ve tam makale olmak tizere
ii¢c dosya basvuruda bulunmalidir.

26. Yaymlanmasi uygun goriilen ¢alismalarn basilmasina iligkin
karar yazar(lar)ina bildirilir.

27. Tirkge yazilar hazirlanirken dil ve kelime bilgisi kurallar: i¢in
Tiirk Dil Kurumu’nun hazirladigi kaynaklar esas alinmalidir.

28. Dergiye gonderilen yazilar kabul tarihine gore yayinlanir. Dergi
gerekli gordiigi durumlarda siralamayi degistirme hakkini sakl
tutar.

Yayin, Hakemleme, Etik ilkeleri ve Yasal Sorumluluklar

Bu dergi oncelikli olarak bakteriyoloji, parazitoloji, viroloji, halk
sagligi, epidemiyoloji, as1 liretimi, laboratuvar kalite yonetim sis-
temleri olmak tizere, diger tiim veteriner bilim alanlarin1 kapsa-
maktadir. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi arastirma ve yayin
etigi standartlarina baglhidir. Intihal tespit edilmesi kabulden sonra
bile bir yazinin reddedilmesine neden olabilir. Editérler, herhangi
bir etik suistimal siiphesinde, ilgili uluslararasi yayin ve arastirma
etigi kurallarina (COPE guidelines, Cse White Paper on Publication
Ethics, ORI) uygun olarak hareket eder. Dergimizde yayinlanmasi
icin gonderilen bilimsel ¢alismalarin European Convention for the
Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Ot-
her Scientific Purposes, Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar igin
Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair Yo6netmelik
hiikiimlerine uygun olarak yapildigini, gerekli tiim kurumsal etik
ve yasal izinlerin alindigin1 varsayarak, bu konuda dergi yonetimi
olarak sorumluluk kabul etmemektedir. Calismada “Hayvan” 6ge-
si kullanilmis ise yazarlar, yazinin Gere¢ ve Yontem boliimiinde
calismalarinda hayvan haklarini koruduklarimi ve ilgili etik kurul-
dan onay aldiklarini belirtmek zorundadir. Dergimiz gonderilen bi-
limsel ¢aligmalarda European consensus-platform for alternatives
stratejilerine uygun olarak deney hayvanlarinin kullaniminda 3R
(Replacement, Reduction ve Refinement) kuralina uygun davranil-
masini bekler ve destekler. Farkli etik kurul onay1 ya da izin almasi

(Ornegin klinik arastirmalar etik kurul onay1 gibi) degerlendirme
stiresince fark edilen yazilarin degerlendirmesine ara verilerek ge-
rekli izinleri almasi ig¢in sorumlu yazar uyarilir, gerekli izinlerin
tamamlanmasindan sonra yayn siirecine devam edilir. S6z konusu
onay bilgileri gere¢ ve yontem kismina eklenir. Calismalarla ilgi-
li uluslararasi ve ulusal diizenlemeler ¢ercevesince gerekli kurum
ve kuruluslardan almmasi gereken tiim izinlerin (Ornegin yaban
hayatina yonelik caligma izin belgesi gibi) alinarak ¢aligmaya bas-
lanmasi yazarlarin sorumlulugundadir. Dergi bu konuda sorumlu
tutulamaz. Yazmin sorumlu yazar tarafindan sistem araciligryla
gonderilmesi ile yazinin bir boliimiiniin veya tamaminin baska bir
yerde yaymlanmadig1 ve ayni anda bir diger dergide degerlendiril-
me silirecinde olmadigi seklinde degerlendirilir. Tiim yazarlar yayin
icerigi ve hakkinda hem fikir olduklarini beyan etmis sayilirlar.
Maddi destek ve ¢ikar iligkisi durumu ayrica bagvuru sirasinda edi-
tore bildirilmelidir. Yazilarin Tiirkge ve Ingilizce tam metinlerinin
gonderilmesi ve yayina kabul edilmesi halinde tek bir yazi olarak
kabul edilerek sirastyla Tiirkgesi ve Ingilizcesi yaymlanir. Génderi-
len yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne gore yapildigindan,
yazilarin her tiirlii sorumlulugu (etik, bilimsel, yasal, vb.) yazarlara
aittir. Dergide yayinlanmak tizere gonderilen yazilar tiim yazarlar
tarafindan imzalanan “Yaym Hakki Devri Sozlesmesi” ile dergiye
gonderilir.

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji dergisi agik erisimi desteklemektedir.
Yayimlanmak tizere kabul edilen yazilarin her tiirlii yayin hakki
yayinciya aittir. Ancak yazarlar “Egitim amagh, kendi kisisel
kullanim hakki, Makalenin tiimiinii veya bir kismin1 bir toplantida
veya konferansta kullanma, Makalenin tiimiinii veya bir kismin
bir toplantida veya konferansta kullanma, Calismalarini ¢evrimici
olarak kurumsal depolarda veya internet sitelerinde yaymlama,
Makalelerinin goriintirligiinti arttirmak igin herhangi bir sosyal
medya platformu kullanma, Makalede agiklanan herhangi bir islem
veya prosediir icin patent ve ticari marka haklarini sakli tutar.
Yayinlanmas1 uygun goriilen ¢aligmalarin basilmasina iliskin karar
yazar(lar)ina bildirilir. Tirkge yazilar hazirlanirken dil ve kelime
bilgisi kurallar i¢in Tiirk Dil Kurumu’nun hazirladig1 kaynaklar
esas alinmalidir. Dergiye gonderilen yazilar kabul tarihine gore
yaylanir. Dergi gerekli gordiigii durumlarda siralamay1 degistirme
hakkini sakli tutar. Yazilarin basim isleri ve yayinlanmasi igin
herhangi bir iicret talep edilmez. Yazarlara da yazilarinin basilmasi
karsiliginda herhangi bir 6deme yapilmaz. Yayinlanmayan yazilar,
yazarma iade edilmez. Gonderilen makalelere iligkin Itirazda
veya sikayette bulunmak isteyen yazarlar, ilk olarak, sorumlu
yazi isleri miidiiriine bir itiraz mektubu gondermelidir. Mektupta,
itiraz veya sikayet konusu hakkinda ayrintili bilgi verilmelidir.
Boyle bir durumda, sorumlu yazi isleri midiirii konuyu en kisa
siirede incelemesi i¢in editdr veya yayin kurulu iiyelerinden birini
gorevlendirir. Gerekirse, sorunu aragtirmak igin arabulucu olarak
harici bir uzman atanabilir. Ancak sorumlu yazi igleri miidiird, tiim
temyiz ve sikdyetler igin karar verme siirecindeki nihai otoritedir.
Dergi, itiraz ve sikayetlerini incelerken COPE kurallarina uyar.
Yayn hakk: devri sozlesmesine buradan ulasabilirsiniz.

Tarihce ve Arsiv
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Investigation of Anaplasma marginale and Anaplasma centrale in Cattle in
Adana Province by Serological and Molecular Methods
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Abstract: Anaplasmosis is a common disease in tropical and subtropical climate zone and is transmitted by vectors.
Especially in large cattle management systems, it has started to be detected frequently in recent years. The aim of
this study was to determine the prevalence of Anaplasma spp. in cattle in Adana province. For this aim, 187 blood
samples were collected from cattle from fifteen districts of Adana that have different climatic zones and examined by
Competitive ELISA (cELISA) and Nested-PCR methods. Seropositivity was determined as 38.5% (72/187) in cattle.
The molecular prevalence was detected as 1.6% (3/187) for Anaplasma centrale and 3.2% (6/187) for Anaplasma
marginale by Nested-Polymerase Chain Reaction (PCR) methods. In this study, epidemiological data related to bovine
anaplasmosis in Adana province of Turkey were discussed in detail and it was thought that the obtained data would
contribute to disease prevention and control programs.

Key words: A.centrale, A.marginale, cELISA, Nested-PCR, Adana

Adana ilinde Sigirlarda Anaplasma marginale ve Anaplasma centrale’nin Serolojik ve
Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi

Ozet: Anaplazmozis tropikal ve subtropikal iklim bolgelerinde vektorler tarafindan tasinan yaygin bir hastaliktir.
Ozellikle biiyiikbas hayvancilik isletmelerinde son yillarda sik tespit edilmeye baslanmstir. Bu ¢aligmanin amaci, Adana
ilindeki sigirlarda Anaplasma spp. prevalansini belirlemekti. Bu amagla Adana’nin farkl: iklim bolgelerine sahip on bes
ilgesinde sigirlardan 187 kan 6rnegi alinarak kompetetif ELISA (cELISA) ve Nested-PCR ydntemleriyle incelenmistir.
Sigirlarda seropozitiflik %38,5 (72/187) olarak belirlenmistir. Ayrica molekiiler prevalans, Nested-PCR yontemleriyle
Anaplasma centrale i¢in %1,6 (3/187), Anaplasma marginale igin %3,2 (6/187) olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligma ile
Tiirkiye’nin Adana ilinde sigir anaplazmozisi ile ilgili epidemiyolojik verileri ayrintili bir sekilde ele alinmis ve elde

Arastirma Makalesi / Research Article

edilen verilerin hastaligin dnlenmesine ve kontrol programlarina katkida bulunacagi diistiniilmistiir.
Anahtar kelimeler: A. centrale, A. marginale, cELISA, Nested-PCR, Adana

Introduction

Anaplasmosis is a subclinical disease in animals
and causes economic losses such as increase in cull
rate, reduction in calf crop and mortality rate (Zabel
et al. 2018). Anaplasma spp. have a wide range of
hosts such as cattle, sheep, goats, wild ruminants,
horses, mice, dogs, cats and transmitted by ticks or
mechanical vectors (ear taggers, biting flies, surgi-
cal instruments an contaminated needles) and rarely
transplacentally (Radostits et al. 2007; Kocan et al.
2010; Aubry et al. 2011). Anaplasma spp. can sur-
vive intracellularly within different cells as erythro-

cytes, monocyte, granulocyte and endothelial cells
(Rar et al. 2011; Kocan et al. 2015)

The most common agents of anaplasmosis in
cattle are A. marginale, followed by A. centrale, A.
bovis and A. phagocytophylum. The hosts of A. mar-
ginale and A. centrale are cattle and wild ruminants
and these agents infect erythrocytes. Competitive
Enzim Linked Immuno Sorbent Assay (cELISA),
polymerase chain reaction (PCR) is commonly used
for infection detection. The advantage of PCR is ear-
ly detection during the pre-patent period and iden-
tification of an “active” infection at a single time-
point. The utility of PCR is widespread and can be
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combined with the cELISA for thorough diagnosis
of Anaplasma infection (Hairgrove et al. 2015). In
this study, it was aimed to detect the prevalence of
A. marginale and A. centrale, in cattle by molecular
and serological methods in Adana.

Materials and Methods

Sampling

Blood samples were collected from 187 clinically
healthy cattle (168 female and 19 male) in 15 dis-
tricts (Cukurova, Seyhan, Ceyhan, Yumurtalik,
Karaisali, Kadirli, Kozan, 1mamoglu, Saimbeyli,
Tufanbeyli, Pozanti, Feke, Karatas, Yiiregir and
Aladag) of Adana from June to September 2017. An
information form which includes age, breed, gender
of each cattle and altitudes of districts was prepared.
Collected blood samples were stored at -20°C until
used for serologic and molecular diagnosis.

Sample Analysis

In this study, 187 sera samples were investigated by
the c-ELISA method for the detection of anti-Ana-
plasma spp. antibodies. Sera samples were analyzed
by Anaplasma antibody test kit (cELISA; VMRD
Inc., Pullman, WA) for 4. marginale, A. ovis, and 4.
centrale and cELISA kit was used according to the
instructions of the manufacturer. The optical density
(OD) of each well was measured at a wavelength of
620 nm.

Besides, a nested-PCR methods was used for
the diagnosis of A.marginale and A. centrale. Blood
samples was extracted with QIAamp DNA Blood
Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA). Extracted DNA
samples were used as a template for A. centrale
and 4. marginale in species-spesific nested-PCR
reaction according to a previously described proto-
cols (Kawahara et al. 2006; Molad et al. 2006) and
Pearson’s Chi-square tests were performed by SPSS
22.0 package software. P value of <0.05 was con-
sidered as statistically significant.

Results

At the end of the study, Anaplasma spp. seroposi-
tivity was detected by c-ELISA method as 38.5%
(72/187) in Adana. Sixty-nine (95.8%) of the se-
ropositive animals were female and 3 (4.2%)
were male and they were belonged to Holstein,
Crossbred, Simmental, Local, Jersey, Brown Swiss
and Aberdeen breeds. According to age ranges, se-

ropositivity (63.6% -21/33) was highest in the 7-13
over age group (Table 1).

Table 1. Seropositivity distribution according to breed,
age and gender in cattle

Seropositivity Total
Age
0-3 22 (29.3%) 75
4-6 29 (36.7%) 79
7-13 21 (63.6%) 33
Gender
Female 69 (41.07%) 168
Male 3 (15.78%) 19
Breed
Holstein 50 (35.46%) 141
Crossbred 14 (48.27%) 29
Simmental 3 (100%) 3
Local 2 (25%) 8
Jersey 1(100%) 1
Brown Swiss 1(50%) 2
Aberdeen 1(50%) 2
Anatolian Grey - 1
Total 72 187

The highest seropositivity was observed in
Cukurova (91.6% - 11/12) and Karatas (91.6%
-11/12), followed by Seyhan (80% - 8/10) and
Saimbeyli districts (60% - 6/10), respectively.
Anaplasma spp. seropositivity was not found in
Yumurtalik districts (Table 2).

Table 2. Seropositivity distribution in districts of Adana.
Anaplasma spp.

Districts Seropositive Sample TotalS.Samp le
Size e
Cukurova (150m) 11(%91.6) 12
Karatas (10m) 11(%91.6) 12
Seyhan (30m) 8(%80) 10
Saimbeyli (945m) 6(%60) 10
Yiiregir (20m) 5(%50) 10
Tufanbeyli (1472m) 11(%44) 25
Karaisali (300m) 4(%40) 10
Pozant1 (790m) 3(%30) 10
Sarigam (100m) 3(%30) 10
Ceyhan (25m) 3(%25) 12
Kozan (150m) 2(%8.3) 24
Aladag (860m) 2(%20) 10
Feke (560m) 2(%20) 10
Imamoglu (84m) 1(%10) 10
Yumurtalik (20m) - 12
Total 72 (%38.5) 187
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The molecular prevalence was detected as
1.6% (3/187) for A. centrale and 3.2% (6/187) for A.
marginale by Nested-PCR methods. While 4. mar-
ginale was determined in Tufanbeyli and Karatas,
A.centrale was detected in Cukurova and Aladag
districts. All PCR-positive cattle were female. The
cattle infected 4. centrale were Holstein and were
3, 6 and 8 years old, respectively. Also, the cattle
infected A. marginale were Crossbred, Simmental
and Holstein and were 3, 4, 8, 10 and 13 years old
(Table 3).

Table 3. Distribution of Anaplasma spp. in districts of
Adana.

Total
Districts Breed Gender Age Cattle
Number
Crossbred Female 8
Simmental Female 10
mareinal Tufanbeyli Crossbred Female 13 6
ginate Simmental Female 3
Holstein ~ Female 3
Karatas  Holstein ~ Female 4
Cukurova Holstein ~ Female 8
centrale Holstein ~ Female 6 3
Aladag Holstein ~ Female 3

Figure 1. Anaplasma centrale Nested-PCR (426 bp).
Lane 1: 100bp DNA ladder, Lane 2: Positive control,
Lane 3: Negative control, Lane 4-6: Positive samples.

Figure 2. Anaplasma marginale Nested-PCR (246 bp).
Lane 1: 100bp DNA ladder, Lane 2: Positive control,
Lane 3: Negative control, Lane 4-9: Positive samples.

Statistical Analysis

Table 4. Statistically analysis between Anaplasma spp.
seroprevalence and breed, gender, age and altitude

Parameters Anaplasma spp- Total P value/X?
Negative Positive
45 31 76
<100
° m 59.2%  40.8%  100.0% -0.283
E >100 m 70 4 1l X=_0 595
"2: 63.1%  36.9%  100.0% I;>0 05
Total 115 72 187
61,5%  38,5%  100,0%
Holstei 91 50 141
OB 6450 355%  100,0%
< 24 22 46 2
$  Others X7=2.240
& 522%  47,8%  100,0% p=0.135
Total 115 72 187
ota
61,5%  38,5%  100,0%
99 69 168
Female
589%  41.1%  100.0%
5 16 3 19 .
< Male X?=4.608
é 84.2% 15.8%  100.0% p=0.032
115 72 187
Total
61.5%  38.5%  100.0%
53 22 75
0-3 age
70.7%  29.3%  100.0%
50 29 79
4-6 age ,
3,3 63.3% 36.7% 100.0% X=11.574
7 over 12 21 33 p=0.003
age 36.4%  63.6%  100.0%
Total 115 72 187
61.5%  38.5%  100.0%
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In this study, the relationship between Anaplasma
spp. seroprevalence and gender, breed, age and al-
titude were statistically analyzed (Table 4). In the
analysis, no significant difference was found be-
tween altitude, cattle breeds and Anaplasma spp.
(p> 0.05). While a statistically significant relation-
ship was found between gender, age and the rate
of Anaplasma spp. seroprevalence. The seropreva-
lance was higher than males (p <0.05) and in cattles
over the age of seven (p <0.01).

Discussion and Conclusion

For the detection of Anaplasma infections, con-
ventional, serological and molecular methods are
used alone or with in combination. Although mi-
croscopic examination is one of the most cost-ef-
fective and easiest way, it has low sensitivity and
specificity. The serological methods as Indirect
Immunofluorescence Assay (IFA), ELISA and
Complement Fixation (CF) are generally used to
detect the presence of specific antibodies. One of
these methods, the cELISA test, has a very high
sensitivity and specificity due to the presence of the
ANAF16C1 monoclonal antibody, which recog-
nizes the preserved antigen Major Surface Protein
(MSP)-5. The gold standard for the diagnosis of an-
aplasmosis is combination of c-ELISA and micro-
scopic examination. PCR, which is the most com-
monly used molecular method, is highly sensitive,
specific and can easily distinguish the types and
subspecies of Anaplasma species. Furthermore, it is
also superior to other methods for detecting coinfec-
tions (Shabana et al. 2018). In this study, we used
c-ELISA and PCR methods together.

In Turkey, many studies have been conducted to
determine the anti-A. marginale antibodies with c-
ELISA method and seroprevalence rates were deter-
mined as, 55.35% (357/645) in the Interior Aegean
region (Birdane et al. 2006), 52.1% (98/188) in
Kars (Gokee et al. 2013), 45.9% (28/61) in Bursa
(Selguk et al. 2015), 37.8% (102/270) in the Black
Sea region (Agici et al. 2016), 31.86% (223/700) in
Konya (Isik et al. 2018). And also, anti-Anaplasma
spp. antibodies were detected as 10.9% (5/46), 7%
(3/43), 78.7% (37/47) and 15.2% (7/46) in Van,
Mus, Siirt and Diyarbakir provinces, respectively
(Oguz et al. 2018).

Seroprevalence status was evaluated in various
studies in neighboring countries and the seropreva-
lence rates were detected as 9.09% (4/44) in Erbil
(Ameen et al. 2012), 13.04% (24/184) in Wassit
(Jassem et al. 2015) regions of Iraq and 7.62%
(8/105) in Iran (Khezri 2015).

In this study, Anaplasma spp. seroprevalence
was found to be 38.5% (72/187). The highest sero-
positivity was determined in Cukurova and Karatag
districts. In a study, cattle were found to be 1.18
times more positive in mountainous regions where
altitude was 735-482 m above sea level and aver-
age temperature was between 26.9°C and 31.8°C.
However, the altitude of the regions where the high-
est positivity was determined in our study was 10-
150 m and the temperature was 35-41°C (Noaman
et al. 2019). Geographical and climatic differences,
reservoir host density and vector tick population
that play a role in the spread of infection are the fac-
tors that directly affect the prevalence of Anaplasma
infections. Depending on these reasons, the preva-
lence of the Anaplasmosis may vary districts to
districts or from country to country (Ahmadi-
Hamedani et al. 2009; Noaman et al. 2019).

We try to take samples from all districts of
Adana with different altitudes and climatic charac-
teristics and animals from different gender, breed
and age for supplying reliable epidemiologic data.
Seroprevalence was significantly higher in cattle
older than 7 years. In a study examining risk factors,
with multivariate logistic regression analysis, it was
found that Anaplasma sp. positivity was 11.32 and
3.11 times higher in elderly (6-10 age) and adults
(3-6 age) than in young animals (0-3 age), respec-
tively, similar to this study (Abdela et al. 2018).

The seroprevalence of Anaplasmosis in fe-
males was statistically higher than males. In various
studies, female hosts appeared to be more prone to
tick-borne diseases than males. In this study, immu-
nosuppression in cattle during pregnancy and high
lactation may be the cause of high seroprevalence
(Atif et al. 2012; Rathera et al. 2016).

In Turkey, many molecular studies have been
carried out to detect Anaplasma species. The mo-
lecular prevalence of A. marginale was detected as
31% in the Thrace region (Aktas et al. 2017), and
29. 1% (57/196) (Zhou et al. 2016), in six provinces
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of Turkey. And also, the molecular prevalence of
A. marginale and A. centrale was detected as 2.3%
(9/389) and 0.8% (3/389) in Eastern Black Sea
region (Aktas et al. 2011), 6% (9/150) and 5.3%
(8/150) in Karaman (Aydin et al. 2019), 7.21%
(49/679) and 4.12% (28/679) in Aydin (Hosgor et
al. 2015), respectively.

There were also various molecular studies in
countries with borders to Turkey. Anaplasma mar-
ginale positivity was reported as 44% (88/200) in
Iran (Noaman et al. 2019) and 28.12% (18/64) in
Al-Nasiriyah city in Iraq (Al-Kasar et al. 2018).
Also, in northern Iran, the prevalence of A. margi-
nale and A. centrale was detected as 9.33% (14/150)
and 12% (18/150) (Salehi-Guilandeh et al. 2018),
respectively. In this study, the overall molecular
prevalence was detected as 4.81% (9/187) and sero-
positivity (38.5%) was higher than molecular preva-
lence (4.81%). We think that most of the animals
survived after the infection but carrying the anti-
bodies in their blood. It is known that anti-MSP5
antibodies remain approximately 15 to 72 months
in cattle (Knowles et al. 1996).

Individual prevalence was detected as 1.6%
(3/187) for A. centrale and 3.2% (6/187) for A. mar-
ginale with Nested-PCR. Zhou et al. (2016), stud-
ied on 196 cattle and find the overall prevalence
as 29.1% from six different provinces (Konya,
Karaman, Adana, Urfa, Diyarbakir and Kirklareli)
of Turkey and 0% (0/13) in Adana provinces. In
this study, there is no epidemiological data such
as breed, age, gender and altitude of the sampling
areas and also, sample size is so small for Adana
region (Zhou et al. 2016).

In conclusion, this is the most comprehensive
study for Anaplasmosis in cattle in Adana province.
Serologic and molecular prevalence of Anaplasma
spp., which are important for economic losses, were
determined with this study. According to these re-
sults, vector control, vaccination and treatment pro-
tocols may be recommended in districts with high
rates. And also, further studies are needed for deter-
mination of other Anaplasma and vector species in
Cukurova region for clear understanding the epide-
miology of Anaplasmosis.
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Abstract: Infectious pancreatic necrosis (IPN), viral hemorrhagic septicemia (VHS) and infectious hematopoietic ne-
crosis (IHN) are the most significant viral diseases of salmonid species. This study examined the seroprevalence of
infectious pancreatic necrosis virus (IPNV), viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV) and infectious hematopoietic
necrosis virus (IHNV) in rainbow trout cultured in Turkey. A total of 597 serum samples of adult trout were obtained
from 18 commercial trout farms in the Middle and Eastern Black Sea regions of Turkey and were then examined by the
virus neutralization test. As a result of the test, VHSV and IHNV antibodies were not detected. However, IPNV antibod-
ies were found in 11 of 18 trout farms (61.1%) and 45 of 597 serum samples (7.5%). Three viral agents characterized as
causing persistent infections were serologically screened for the first time in Turkey. The high seropositivity rate against
IPNV was namely caused by asymptomatic carrier broodstock fish.

Key words: IHN, IPN, Serology, Trout, VHS.

Tiirkiye’deki Gokkusag Alabaliklarinda Enfeksiyoz Pankreas Nekrozu Viriisii (IPNV),
Viral Hemorajik Septisemi Viriisii (VHSV) ve Enfeksiyoz Hematopoetik Nekroz
Viriisii’niin (IHNV) Serolojik Olarak Arastirilmasi

Ozet: Enfeksiyoz pankreas nekrozu (IPN), viral hemorajik septisemi (VHS) ve enfeksiyoz hematopoetik nekroz (IHN),
salmonid tiirlerinin en 6nemli viral hastaliklaridir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’de yetistirilen gokkusag: alabaliklarinda en-
feksiyoz pankreas nekrozu viriisii (IPNV), viral hemorajik septisemi viriisii (VHSV) ve enfeksiy6z hematopoetik nekroz
virtisii (IHNV) seroprevalansi incelenmistir. Tiirkiye’nin Orta ve Dogu Karadeniz bolgelerinde bulunan 18 ticari ala-
balik ciftliginden toplam 597 adet alabalig1 kan serumu 6rnegi alinmis ve daha sonra viriis ndtralizasyon testi ile ince-
lenmistir. Test sonucunda VHSV ve IHNV antikorlar: tespit edilmedi. Ancak, IPNV antikorlar1 18 alabalik ¢iftliginin
11’inde (%61,1) ve 597 serum numunesinin 45’inde (%7,5) bulundu. Tiirkiye’de kalici enfeksiyonlara neden olan ti¢
viral ajan serolojik olarak tarandi. IPNV’ye kars1 yiiksek seropozitiflik orani, yani asempomatik tastyici yavru balikla-
rindan kaynaklanmistir.

Anahtar kelimeler: Alabalik, IHN, IPN, Seroloji, VHS.

Arastirma Makalesi / Research Article

Introduction

Intensively culturing fish in a high population den-
sity increases the incidence of infections and thus
facilitates the spreading, settlement and longer du-
ration of diseases. Also, infectious diseases are held
responsible for economic loses that affect the de-
velopment of aquaculture. Infectious pancreatic ne-
crosis (IPN), viral hemorrhagic septicemia (VHS)
and infectious hematopoietic necrosis (IHN) are the
most significant viral diseases of salmonid species
(Crane and Hyatt, 2011). Infections are typically

spread internationally by the transportation of hard
roe and fry fish, and by the migration of anadrom
fishes (Albayrak and Ozan 2010).

In Turkey, the fishery sector has developed
rapidly and has led to the emergence of many in-
dustrial areas. A total of 537,345 tons of aquatic
products have been produced in our country as of
2014 and 43.7% of this production is from aquacul-
ture. 48.3% (113.593 thousand tons) of aquaculture
production is trout production (GTHB, 2016). The
fishery industry has become a significant industry
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in Turkey and continues to grow. Aquaculture pro-
duction comprised 43.7% of total fishery production
in 2014. Also, trout aquaculture comprised 48.3%
of aquaculture production (Giircay et al., 2013).
The amount of research on viral infections and
their effect on economic loss in the trout farming
in Turkey, is quite scarce. Although the presence of
[HNV and VHSV was reported (Degirmenci et al.
2008; Giircay et al. 2013; Isidan and Bolat 2011;
Isidan and Kutlu 2014; Kalayc1 et al. 20006), there is
no research which provides evidence of antibodies
against these viruses.

IPNV belongs to the Aquabirnavirus genus of
the Birnaviridae family. IPNV has icosahedral sym-
metry and is an enveloped virus having two seg-
ments and double-stranded RNA. IPNV has two
segments which are called segment A, which has
2,5 kb RNA, and segment B, which has 2,3 kb RNA
(Albayrak and Ozan 2010).

VHS has wide host range. This virus is isolated
from different regions of the world and causes eco-
nomic losses worldwide (Ammayappan et al., 2010,
Rexhepi et al., 2009). Piscine novirhabdovirus is an
enveloped virus which has non-segmented RNA.
VHS is caused by Piscine novirhabdovirus of the
Novirhabdovirus genus of the Rhabdoviridae fam-
ily (Einer-Jensen et al. 2014; ICTV. 2016; Isidan
and Kutlu 2014; Kima et al. 2015).

A
g
i

BLACK SEA REGION

IHN, which is characterized as part of
the Salmonid novirhabdovirus species of the
Novirhabdovirus genus of Rhabdoviridae family,
causes high mortality and acute-systemic infec-
tion in fish. The Sa/monid novirhabdovirus genome
contains approximately 11 kb and single-stranded
RNA. According to filogenetic analysis results,
Salmonid novirhabdovirus is divided into five big
genogroups: U, M, L, E and J (Ammayappan et al.
2010; ICTV. 2016; Jia et al. 2014, Nishizawa et al.
2000).

These serological assays are important for the
detection of asymptomatic transporters because of
the persistence of these three viruses (Albayrak and
Ozan 2010; Candan 2002).

Material and Methods

Serum samples

Fishes collected the serum samples was aproximate-
ly 200-250 grams rainbow trout from 18 different
commercial trout farms in the Middle and Eastern
Black Sea regions of Turkey. Serum samples were
collected from trout farms in Samsun, Ordu, Tokat,
Giresun, Trabzon and Rize provinces between 2011
and 2012. Each sample (597) was inactivated at
42°C for 30 minutes and was stored at -20°C.

TURKEY

|

Figure 1. Areas in the Middle and Eastern Black Sea where rainbow trout were collected for viral examination
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Cell Lines and Virus Isolates

IPN 1054 (sp serotype), VHS Bolu (Ie genotype)
and IHN-ref virus (Albayrak and Ozan 2010);
Albayrak et al. 2018), which were recieved from the
Samsun Veterinary Control Institute, were used as
assays. The RTG-2 cell line was used to produce the
viruses and as the neutralization assay. A Leibovitz’s
L-15 medium which contained 1% penisilin (10,000
U/ml) - streptomycin (10 mg/ml) - amphotericin B
(0.025 mg/ml), 1,5 mM hepes and 10% fetal calf
serum was used to produce the cell line and viruses.

Virus Titration Assay

Titration was conducted by the microtitration meth-
od in 96 well-plates. The serum was diluted from
10"to 10 and four wells were used for each dilu-
tion, having a total volume of 100 pl. 50 pl of cell
suspension which contained 300,000 cells in one
milliliter was added into each well and the plates
were incubated at 15°C. The cytopathic effect was
checked daily. After 7 days of incubation at 15°C,
the TCID,, value was calculated according to Reed
and Muench (1938). This method was conducted
three times for each virus (Darling et al., 1998).

Virus Neutralization Assay

Trout serums were diluted at 1/10 and samples were
put in two wells for each serum at 50 pl. 50 pl vi-
rus solutions of 100 TCID, ml"! were added into the
wells. After that 50 pl the cell solution containing
300,000 cells in one mililiter was added into each
well and plates were incubated at 15°C for 7 days.
This method was done three times for each virus
(Albayrak and Ozan 2010).

Serum Neutralization Assay

Positive samples obtained according to the virus
notralization assay results were diluted as log, in
96 well plates. Virus solutions of 100 TCID, ml"
were added into the wells. Cell solutions contain-
ing 300,000 cells in one mililiter, were added into
solutions and were incubated at the 15°C incubator.
ND, rate was calculated after seven days of incuba-
tion (Reed and Muench 1938).

Results

For IPNV, 45 samples (7.5%) of 597 samples were
detected as having antibodies against IPNV (Table

1). All of the 597 samples were detected as having
no antibodies against VHSV and IHNV. Antibodies
against [PNV were detected in 11 (61.1%) of 18
enterprises in 6 cities. Evaluation results and ND,
values are shown in Table 2.

0

Table 1. Seropositivity disturbition of IPN virus accord-
ing to provinces

Provincies Total positives Total Positives Prevalence
in enterprises Samples Samples (%)
Samsun 2/2 97 16 16.4
Ordu 4/2 110 2 1.8
Tokat 3/2 112 2 1.7
Giresun 3/2 102 14 13.7
Trabzon 3/2 90 9 10
Rize 3/1 86 2 2.3
Total 18/ 11 597 45 7.5

Table 2. ND, assessment results according to the prov-
inces of serums

Dilutions Rate of Serums
between ¥; to 1/256

\©
Provincies a = & 4=
o o =) — =~ £

T X = 3 = = T o=,

=T 7T 7T ¢ & 4 & @8z

A ¥ ® = o ¥ = a2

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

- - — — o — o - S
Samsun 1 1 1 13
Ordu 2
Tokat 2
Giresun 1 2 2 9
Trabzon 3 6
Rize 2
Total 1 1 3 3 3 34
Discussion

VHS is the most important viral disease among
trouts in Europe. VHSV was also reported in vari-
ous sea fish in North America and Europe (Hedrick
et al. 2003). In Turkey, the first report and isola-
tion of VHSV was made from 20-25 day-old tur-
bot at the Black Sea Aquaculture Research Center
in 2004, and the calculated mortality rate was
99%. VHSV was firstly isolated in trout in 2006 at
Mudurnu, Bolu with a 90% mortality rate (Kalayc1
et al. 2012). Although VHSV was reported as en-
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demic in the Black Sea region (Nishizawa et al.
2006b), VHSV was not detected in other research
conducted between 2007 and 2009 (Isidan and
Bolat 2011). However, antibodies against VHSV in
aquaculture facilities in the same region were not
detected in this study. Consequently, VHSV, which
was reported as endemic in turbot fish in the Black
Sea region, was not detected in rainbow trout in the
same region.

Although presence of IHNV was reported
in various regions of the world including North
America, Europe, Australia and East Asia, [HNV
has not been reported in Turkey (Albayrak and
Ozan 2010). In this study, antibodies against IHNV
were not detected as previously reported (Albayrak
and Ozan 2010).

In Turkey, IPNV was first reported in 2002 in
trout (Candan 2002). IPNV was transmitted via wa-
ter to other trout enterprises which contained the
same water source. It was transmitted through eggs
and fry to other trout enterprises which used dif-
ferent water sources (Akhlaghi and Hosseini 2007;
Albayrak and Ozan 2010; Gurcay et al. 2013).

In another study, IPNV and IHNV were inves-
tigated by Polymerase Chain Reaction (PCR) in 32
rainbow trout enterprises in the Middle and Eastern
Black Sea regions. IHNV was not detected but
IPNV was detected at 10 rainbow trout farms and
the prevalence of IPNV infection was determined
as 44% (Albayrak and Ozan 2010). IPNV was iso-
lated from 26 (10.69%) of 243 isolation materials
in various regions including the Central Anatolian,
Eastern, Southeast and Mediterranean regions of
Turkey. In this study, IPNV contamination was de-
tected in each city that was sampled. Seroposivity
against IPNV was detected in 11 enterprises (61.1%)
of 18 enterprises. In addition, IPNV was detected
in 15 samples (7.5%) of 597 serum samples. The
findings obtained in this study are the same as other
research in Turkey.

The prevalence of IPNV was 11% in another
study and 70% of the sampled trout facilities was
contaminated with IPNV in Kosovo (Rexhepi et al.
2009). In this study, the prevalence of IPNV was
found to be 16.4% in Samsun, 13.7% in Giresun,
10% in Trabzon, 2.3% in Rize, 1.8% in Ordu and
1.7% in Tokat provinces. As a result of serum neu-

tralization tests, antibody titers were calculated 1/8 -
1/16 in 1 enterprise, 1/16 - 1/32 in 1 enterprise, 1/32
- 1/64, 1/64 - 1/128, 1/128 - 1/256 in 3 enterprises,
antibody titers of 1/256 and above were detected at
34 enterprises. Thus, IPNV is endemic in the Black
Sea Region and should not be ignored.

Consequently, commercial trout farms in
Turkey are highly infected with IPNV, although they
are not infected with VHSV and IHNV. Therefore,
economic losses are likely to occur, especially in
trout breeding. It is important to identify infected
broodstocks, which are the main source of control,
in the spread of the disease and remove them from
enterprises. Controlled production with healthy
broodstocks will prevent the loss of juvenile fish,
making it possible for farmers to eradicate IPNV
contamination.
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Ozet: Leptospiroz; Gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz ve aerobik bir bakteri olan Leptospira spp.’nin neden oldugu ¢oklu
organ tutulumlart ile seyreden zoonoz bir infeksiyon hastaligidir. Leptospiroz teshisi i¢in; klinik/otopsi bulgulari, mik-
roskobi, kiiltiir, hayvan deneyleri, seroloji ve PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemlerinden yararlanilmaktadir.
Bu galismada, Istanbul ilindeki 6zel veteriner kliniklerine getirilen leptospiroza karst asilanmis kopeklerin idrar drnek-
lerinde Leptospira spp. varligimnin hizli ve duyarl bir yontem oldugu bildirilen real-time PCR teknigi ile saptanmasi ve
Leptospira spp. pozitifligi ile idrar yoluna ait semptomlar, yas ve cinsiyet gibi degiskenlerin istatistiksel iligkisinin kar-
silastirmali olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismaya, idrar yolu semptomu olan ve olmayan toplam 100 asili
kopekten (56 disi, 44 erkek) alinan idrar 6rnekleri randomize olarak dahil edilmistir. Leptospira spp. varligmin belirlen-
mesi amaci ile alman idrar 6rneklerinde DNA ekstraksiyonu ve real-time PCR ydntemi uygulanmistir. Calismaya dahil
edilen 100 kopege ait idrar drneklerinin 7 (%7) tanesi Leptospira spp. varligt agisindan pozitif bulunmustur. Saptanan
pozitifliklerin gruplara gére diizensiz dagilimi ve olgu sayisinin istatistiksel anlamliliga etki edecek diizeyde yeterli
olmayabilecegi gibi nedenlerden dolayi; yas, cinsiyet farklilig1 gibi demografik veriler ve semptomu olan veya olmayan
kopeklerin PCR pozitiflikleri istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunamamustir. Leptospirozun giiniimiizdeki
oneminin daha agik bir sekilde anlasilabilmesi, teshisinde kullanilabilecek en uygun yonteminin belirlenebilmesi, asi-
lamanin 6nleyici etkilerinin degerlendirilebilmesi gibi amaglar ile; daha ¢ok olgu sayisini igeren, prospektif ve tedavi
seceneklerinin de degerlendirildigi genis arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: As1, Leptospira spp., PCR

Investigation of the Presence of Leptospira spp. PCR in Urine Sample of Vaccinated Dogs

Abstract: Leptospirosis is a zoonotic infectious disease with multiple organ involvement caused by Leptospira spp., a
Gram-negative, non-spore-free, non-capsular and aerobic bacterium. For the diagnosis of leptospirosis; clinical/autopsy
findings, microscopy, culture, animal experiments, serology and PCR (Polymerase Chain Reaction) methods are used.
In this study, the presence of Leptospira spp. in urine samples of dogs vaccinated against Leptospirosis brought to pri-
vate veterinary clinics in Istanbul province was determined by a real-time PCR technique which was reported to be a fast
and sensitive method, and a comparative evaluation of Leptospira spp. positivity with urinary tract symptoms, age and
gender were compared. Urine samples from 100 vaccinated dogs (56 females, 44 males) with and without urinary tract
symptoms were randomly included in the study. In order to determine the presence of Leptospira spp., DNA extraction
and real-time PCR were performed in urine samples. Of the 100 dogs included in the study, 7 (7%) were positive for the
presence of Leptospira spp.. Due to the irregular distribution of the positives determined by the groups and the number
of cases may not be sufficient to affect the statistical significance; demographic data such as age, sex differences and
PCR positivity of dogs with or without symptoms were not found statistically significant. To understand the current
importance of leptospirosis more clearly, to determine the most suitable method for diagnosis, to evaluate the preventive
effects of vaccination; more studies including prospective and treatment options are needed.

Key words: Leptospira spp., PCR, Vaccine
Giri e . i .
g yaygin olarak goriilen leptospiroz, kdpeklerde grip
Leptospiroz Gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz ve benzeri lezyonlarla karakterize anikterik formdan

aerobik spiroket sekilli bir bakteri olan Leptospira  ikterik forma (Weil Hastalig1) kadar genis klinige
tiirlerinin neden oldugu bir hastaliktir. Diinyada sahip bakteriyel kokenli bir zoonotik infeksiyon
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hastaligidir (Ellis 2015). Kopeklerde bu hastaliga
siklikla Leptospira canicola, Leptospira icterohae-
morrhagiae, Leptospira grippotyphosa, Leptospira
pomona, Leptospira bratislava ve Leptospira har-
djo tiirleri neden olmaktadir (Schuller ve ark. 2015).
Leptospira tirlerinin bulas1 genelikle kontamine
meralar, igme sulari, atik fotuslar, uterus akintilar
ve en 6nemlisi de infekte idrarla temas yolu ile ger-
ceklesmektedir. infeksiyon basta tropikal ve subtro-
pikal iklim kusaginda yer alan iilkeler olmak iizere,
canlilarin yasadig1 tim bolgelerde goriilebilmekte-
dir (Pinto ve ark. 2017). Leptospiroz i¢in olas1 risk
gruplart arasinda tarim iscileri, maden is¢ileri, la-
gim/kanal temizleyenler, kasaplar, hayvan yetisti-
ricileri, veteriner hekimler, avcilar, ¢op toplayicilar
ve endemik bolgelerde bulunan askerler yer almak-
tadir. Bu nedenle, leptospiroz uzun siire giftciler, ve-
teriner hekimler, kanalizasyon is¢ileri i¢cin mesleki
bir hastalik olarak diisliniilmiistiir (Bergman ve ark.
2017b).

Bildirimi zorunlu olmayan ve tanisindaki zor-
luklar nedeniyle, leptospiroz igin global olarak
bildirilmis giivenilir bir epidemiyolojik veri bu-
lunmamaktadir. Ancak, Diinya Saglik Orgiitii’ne
(DSO) bagli Leptospirosis Burden Epidemiology
Grubu diinya genelinde yillik 48.600 6liime neden
olan toplamda 873.000 leptospiroz vakasi oldugunu
tahmin etmektedir (WHO 2019). Genellikle bob-
rek proksimal tiibiilusuna kolonize olan ve klinik
belirti gdstermeyen Leptospira tiirleri rezervuar
konaklar tarafindan idrarla birkac giin veya yasam
boyunca atilabilmektedir. Boylece bakteri indirekt
olarak ¢evresel nem, nétral toprak ve 1lik iklim ko-
sullar1 gibi faktorlere bagli olarak bulasabilmektedir
(Knopfler ve ark. 2017). Leptospiroz tanisinin hizli
bir sekilde konmasi uygun tedavi ve infekte kopek-
lerin zoonotik agidan risk olusturmasi nedeniyle
onem kazanmaktadir. Guiniimiizde Mikroskobik
Agliitinasyon Testi (MAT) kisitliliklarima ragmen
(erken infeksiyonda negatif, asiya bagli antikor-
lar nedeniyle pozitif sonu¢ alinmasi) kopeklerdeki
leptospiroz i¢in hala 6nerilen dogrulama testi ola-
rak kabul edilmektedir. Baz1 merkezlerde Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi,
IgG ve IgM antikorlar1 arasinda sahip oldugu ayrim
yetenegi ile mevcut infeksiyon ve asilama durum-
larin1 ayirt edebilen bir test olarak tercih edilmek-
tedir. Leptospira spp. DNA’sim1 saptama temelli
ve duyarlilik/6zgiillik oranlar1 diger tan1 yontem-

lerine kiyasla daha yiiksek olan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler yontemler ise
son yillarda kabul gormekte ve bu yontemlerin sag-
ladiklar1 avantajlar nedeniyle leptospiroz tanisinda
kullanimlart artis géstermektedir (Bergman ve ark.
2017a).

Antibiyotik tedavisi olarak doksisiklin ve peni-
silin se¢enekleri basta gelmekte ve tedavinin ilk 3-4
giin i¢inde baslanmasi durumunda daha etkili oldu-
gu kabul edilmektedir. Leptospiroz kontroliindeki
en temel nokta, Leptospira spp. i¢in kaynak konu-
mundaki hayvanlardan ve/veya onlarin idrarlari ile
kontamine olan bdlgelerden uzak durmaktir. Bunun
yani sira kemirgen kontrolii, tasiyicilarin tedavisi,
mesleki hijyen ve saglikli hayvanlarin rutin olarak
asilanmasi da onerilen diger kontrol yontemleri ara-
sinda yer almaktadir (Murphy 2018).

Bu calismada, Istanbul ilindeki 6zel veteriner
kliniklerine getirilen leptospiroza karsi asilanmis
kopeklerin idrar 6rneklerinde Leptospira spp. var-
liginin arasgtiritlmast amaglanmistir. Calismaya, ko-
peklere rutin olarak uygulanan asmnimn (Vanguard
plus 5L4) Leptospira spp. yayilimini engelleme
basarisinin degerlendirilebilmesi ve asi igeriginde
bulunmayan serovarlarin idrarla yayilma olasilik-
larinin anlasilabilmesi nedeniyle asilanmis kopek-
ler dahil edilmistir. Ayrica, diisiik deteksiyon limiti
(>10 hiicre), yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik deger-
lerine sahip olmasi (Smythe ve ark. 2002), hizh
sonu¢ alinabilmesi ve asilama kaynakli yalanci
pozitifliklerin olusmayacagmin gosterilmis olmasi
(Midence ve ark. 2012) nedenleri ile asili kopekler-
deki Leptospira spp. DNA’s1 Real-time PCR teknigi
ile molekiiler diizeyde arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem
Calismaya Dahil Edilen Ornekler

Calisma Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (Istanbul
Universitesi -HADYEK2010-121). Calisma igin
gerekli etik kurul onay1 alindiktan sonra, arastirma-
ya Istanbul ilindeki 6zel veteriner kliniklerine gelen
ve Leptospiroza karsi asilanmis toplamda 100 ko-
pek (56 disi; 44 erkek) dahil edilmistir. Calismaya
dahil edilen kdpeklere ait yas, cinsiyet ve irk gibi
sosyodemografik veriler ile kopeklerdeki sistemik
muayene ve/veya anamnezde saptanan idrar yolu
hastaliklart semptomlar: (distiri, hematiiri, oligotiri
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veya poliiiri) kaydedilmistir. Spontan iirinasyon ile
aseptik kosullar altinda steril kaplarda toplanan id-
rar ornekleri santrifiij edilmis ve slipernatant uzak-
lastirildiktan sonra kalan sediment DNA ekstraksi-
yonu yapilana kadar -20°C’de saklanmistir.

DNA Ekstraksiyonu

Elde edilen sediment Ornekleri iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Mannheim, Almanya) kul-
lanilarak ekstrakte edildi. Elde edilen DNA’larin
konsantrasyonlari ile 260 nm ve 280 nm’deki Optik
Dansite (OD)’leri, NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, ABD) cihazi ile 06lg¢iil-
mistlir. Firmanin onerileri dogrultusunda, uygun
konsantrasyon aralig1 (ng/pL cinsinden) ve uygun
saflikta (A 260/280 oranina gore) bulunan ekstrakt-
lar PCR yapilacagi zamana kadar -20°C’de saklan-
mistir.

DNA Amplifikasyonu

DNA miktar uygunluklar1 belirlenen ekstraktlar
Real-time PCR yontemiyle LightCycler® 480 II
(Roche Diagnostics, Almanya) cihazinda iiretici
firmanin dnerileri dogrultusunda amplifiye edilmis

ve Leptospira spp. varliklar1 C_ (Cycle Threshold)
degerlerine gore kantitatif olarak tespit edilmistir.
PCR reaksiyonunda kullanilan primer ve problar,
onceki yayinlarda (Smythe ve ark. 2002, Appelt
ve ark. 2014) tariflendigi sekli ile GenBank niik-
leotid sekans veritabanindan Leptospira spp. 16S
rDNA kismi sekans verileri sirali olarak dizilerek
hazirlanmistir.  Primerlerin  hazirlanmasi1  Primer
Express ™ (Perkin-Elmer, Applied Biosystems,
ABD) programi ile hazirlanan primerlar ve probun
Leptospiral dizileri belirleme yetenekleri ise Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) progra-
mi1 (Altschul ve ark. 1990) ile degerlendirilmistir.
Leptospiral DNA amplifikasyonunda, 45 pl TagMan
PCR Mastermix (parti no:4304437, Applied
Biosystems, Foster City, CA, ABD) karisimina 5 pl
DNA eklenerek son konsantrasyonun herbir primer
icin 3 pmol/ul ve probe i¢in 2 pmol/ul olmasi sag-
lanmistir. Ayrica, olast DNA kontaminasyonlariin
belirlenmesi i¢in karigimi i¢ceren sablonsuz kontrol
(NTC) eklenmistir. Amplifikasyon dongiisii ise, her
biri 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakikalik siire-
lerden olusan toplamda 40 dongiiliik bir program ile
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan primer ve
probe dizilimleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Leptospira spp. saptanmasi i¢in kullanilan primer ve probe sekanslari

Forward primer 5 —3 CCCGCGTCCGATTAG

Reverse primer

5 —3 TCCATTGTGGCCGRA/GACAC

Probe

5 -3 FAM-CTCACCAAGGCGACGATCGGTAGC-TAMRA

istatistiksel Analizler

Calismaya dahil edilen kopeklerin sosyodemogra-
fik ve semptomatolojik verileri ile Leptospira spp.
PCR pozitiflik ve negatiflik durumlar1 arasinda-
ki iligki Statistical Package for the Social Science
(SPSS) versiyon 17.0 paket programi (IBM, SPSS
Inc, Chicago, IL) kullanilarak degerlendirilmistir.
Normallik denetimi Shapiro Wilk testi, Histogram,
Q-Q plot ve box plot grafikleri ile kontrol edilmistir.
Grup varyanslariin homojenligi ise Levene testi ile
degerlendirilmistir. Kategorik degiskenler ki-kare,
Yates diizeltmeli ki-kare ve Fisher’in kesin olasilik
testleriyle degerlendirilmistir. Analiz sonuglar1 orta-
lama, standart sapma, ortanca deger, en kiiciik de-
ger, en bliylik deger, frekans ve/veya yiizde seklinde
verilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 ve
cift yonlii olarak ele alinmistir.

Bulgular

Istanbul ilindeki &zel veteriner kliniklerindeki
Leptospira spp.’ye karsi asilt 56 (%56)’s1 disi; 44
(%44)’1 erkek cinsiyetten toplamda 100 kdpek
caligmaya dahil edilmistir. Caligmaya dahil edilen
toplamda 100 kopegin en kiigiigiiniin 6 aylik en bii-
ylgiiniin ise 12 yasinda oldugu ve kopeklerin or-
talama yaglarinin 4,36 + 2,45 yil oldugu belirlen-
migtir. Calismaya dahil edilen disi kopeklerin yas
ortalamalarinin 4,46 &+ 2,41 yil; erkek kopeklerin ise
4,23 £2,5 ortalama yas degerinde oldugu hesaplan-
mistir. Calismaya dahil edilen kopekler idrar yolla-
rina ait bir semptom (disiiri, hematiiri, oligoiiri veya
poliiiri) varlig1 agisindan incelendiginde toplamda
39 (%39) kopekte idrar yollarma ait bir semptom
oldugu; disi kopeklerin 20’sinin (%35,7), erkek ko-
peklerin ise 19’unun (%43,2) idrar yollarina ait bir
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semptoma sahip oldugu belirlenmistir. Calismaya
alman kopeklere ait yas, cinsiyet ve idrar yollarina

ait semptom varhigin1 gosteren veriler Tablo 2°de
sunulmustur.

Tablo 2. Calismaya dahil edilen kdpeklerin sosyodemografik ve semptomatolojik verileri

Yas (y1l) Idrar yolu semptom varhg
OrtalamazStandart sapma (min — max) n (%)
L. Disi 4,46 +241(1-11) 20 (%35,7)
Cinsiyet
Erkek 4,23+2,5(1/2-12) 19 (%43.2)
Toplam 4,36 2,45 (1/2-12) 39 (%39)

Calismaya dahil edilen toplamda 100 kdpegin
7 (%7)’sinde real-time PCR yontemi ile Leptospira
spp. saptanmustir. Pozitiflik saptanan 7 6rnegin 7,98
ile 34,91 arasinda degisen C, degerlerinin ortala-
mast 13,26 £ 8,94 olarak belirlenmistir. Calismaya
dahil edilen kopeklerin yas, cinsiyet ve idrar yolu

semptomlarina ait verilerin bu 6rneklere uygula-
nan Leptospira spp. PCR test sonucu ile istatistik-
sel olarak karsilagtirilmasi Tablo 3’te sunulmustur.
PCR yontemi ile pozitif olarak belirlenen 6reklerin
Leptospira spp. DNA’larna ait amplifikasyon egri-
leri Sekil 1’de sunulmustur.

Tablo 3. Leptospira spp. PCR sonuglari ile sosyodemografik ve semptomatolojik verilere ait kargilagtirmali istatistik-

sel sonuglar

Degisken n (%) Leptospira spp. PCR negatif Leptospira spp. PCR pozitif  p degeri
o Disi 53 (%94,6) 3 (%5.4)

Cinsiyet 0,468
Erkek 40 (%90,9) 4 (%9,1)
<1 yil 9 (%100) 0 (%0)

Yas -7yl 73 (%93,2) 5 (%6,8) 0,528
>7 yil 11 (%88.2) 2 (%11,8)

. Yok 56 (%91.,8) 5 (%8,2)

Idrar yolu semptomu 0,557
Var 37 (%94.9) 2 (%5,1)

Amplification Curves

021
02
019
c1s
0174
016
015
nD14]
c13
g 012

e
® 011
8

008
8 o008/
o~
co7
005
0os
004
003
0024
00!

Sekil 1. Leptospira spp. DNA po-
zitif orneklerin PCR amplifikasyon
egrileri
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Tartisma ve Sonug¢

Kopeklerde goriilen leptospiroz biiylik 6nem tasi-
makta ancak hastalik genellikle asemptomatik sey-
rettiginden, hastaligin teshisinde zorluklar yasan-
maktadir. Diinyada ve iilkemizde halen yaygin bir
hastalik olmaya devam eden bu patojenin teshisi-
nin zamaninda yapilabilmesi ve baskin serovarlarin
saptanarak daha etkin tedavi ve koruma politikala-
rmin gelistirilmesini amaglayan ¢aligmalar bulun-
maktadir (Fraune ve ark. 2013, Rojas ve ark. 2010).
Leptospira tiirlerinin PCR ile belirlenmesinde ko-
peklerden elde edilen kan 6rnekleri, idrar 6rnekleri,
semen Ornekleri, formalinle fikse edilmis ve parafi-
ne gomiilmiis doku 6rnekleri kullanilmistir (Fraune
ve ark. 2013, Bal ve ark. 1994, Kim ve ark. 2006,
Murphy 2018). Giiniimiizde, diger tiim patojenlerde
oldugu gibi Leptospira spp. tanisinda 6lii bakterileri
de tespit edebilmesi, daha yiiksek duyarlilik/6zgiil-
lik oranlarna sahip olmasi ve kolay uygulanabil-
mesi gibi avantajlar nedeniyle PCR yontemine bir
egilim bulunmaktadir (Saad ve ark. 1997).

Insanlarda Leptospira spp. antikorlarmin aras-
tirlldigr calismalarda cesitli tilkelerde farkli preve-
lanslar saptanmistir. Ornegin Hindistan’da %21,3,
Italya’da %6,36, Tayland’da %11°lik Leptospira
spp. pozitifligi bildirilmistir (Venkataraman ve ark.
1992, Cerri ve ark. 2003, Meeyam ve ark. 2006).
Leptospiroz prevalansindaki bu major farkliligin
olasi nedeni olarak, bakterinin dis ortamda canli ka-
labilmesi i¢in en uygun iklimin tropikal iklim olma-
st ve bu kosullarda da en yiiksek prevalansin yagish
mevsimde goriilmesi gosterilmistir (Ward ve ark.
2002). Kopeklerde PCR ile Leptospira spp. varli-
ginin incelendigi arastirmalarda Amerika’da %8,8
ve Iran’da %22 oraninda pozitiflik saptamislardir
(Harkin ve ark. 2003, Zakeri ve ark. 2010). Bizim
arastirmamiz ile benzer olarak Rojas ve ark. (2010)
tarafindan 525 kopegin idrar drneklerini Leptospira
spp. varlig1 agisindan PCR ile incelendigi bir aras-
tirmada 37 kopekte (%7,05) pozitiflik saptanmistir.
Ulkemizde leptospiroz ile ilgili aragtirmalar genel-
likle hayvanlarda yapilan seroepidemiyolojik ca-
ligmalar veya insan olgu sunumlart niteligindedir.
Cesitli iilkelerde yapilan bu c¢aligmalar, leptospi-
rozun halen global olarak kopek popiilasyonunda
yaygin olarak bulundugunu ve zoonoz potansiyelini
vurgulamaktadir.

Kopeklerde Leptospira spp. seropozitifliginin
yasa bagl olarak dagiliminin kopeklerdeki cinsel
olgunluga erisme donemi ile iliskili olarak degis-
tigi diisiiniilmektedir. Ulkemizde bu konuda yapi-
lan bir ¢alismada, bir yasindan kii¢iik kdpeklerde
Leptospira spp. seropozitifligi %24, bir yasindan
biyiik kopeklerde ise %27,5 olarak belirlenmistir
(Ulgen ve ark. 1997). Global olarak ise bir yasindan
biiylik kopeklerde seropozitiflik oranlarinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Arimitsu ve ark. 1989,
Venkataraman ve ark. 1992). Leptospira spp. sero-
pozitifligi ve yas arasinda saptanan farkli sonugla-
rin, yapilan ¢aligmalarda genel olarak kabul gbren
birinci yas doneminin genellikle cinsel olgunluk
kriteri olarak kabul edilmesine karsin, sokak ko-
peklerinin bir yasindan birka¢ ay oOnce ciftlesebi-
lecekleri ve hayvanlarin bir yas dncesi ve sonrasi
ayriminin yapilmasinin zor olabilecegi nedenleri ile
iligkili olabilecegi unutulmamalidir. Bu ¢alismada,
leptospiroz pozitifligi 1 yas alt1 kopeklerde hi¢ sap-
tanmazken, 1-7 yas araliginda %6,8 ve 7 yasindan
biiyiik kopeklerde %11,8 oraninda Lepfospira spp.
DNA’s1t PCR yontemi ile saptanmistir. Ancak, ko-
peklerin yaslar ile pozitiflik oranlar1 arasinda olgu
sayisinin azlig1 gibi olasi nedenler ile istatistiki ola-
rak anlamli bir fark bulunmamstir (p=0,528).

Kopeklerde Leptospira spp. seropozitifliginin
cinsiyete bagli dagilimlarinin incelendigi calis-
malarda genel olarak erkek cinsiyetteki kdpekler-
de daha yiiksek pozitiflik oranlari belirlenmistir.
Ulkemizde konu ile ilgili yapilan arastirmalarda
erkek kopeklerde %30,2 ve %6,5 oranlarinda, disi
kopeklerde ise %19,5 ve %13,7 oranlarinda sero-
pozitiflik saptanmustir (Ozdemir 1998, Ulgen ve
ark. 1997). Global literatiir verileri incelendiginde,
diinyada yapilan ¢alismalarda erkek ve disilerdeki
seropozitiflik orani sirasiyla %47 - %38 (Everard ve
ark. 1987), %27,6 - %18,9 (Arimitsu ve ark. 1989),
%68,3 - %31,7 (Hartman 1984) olarak bildirilmis-
tir. Yapilan ¢aligmalarda erkeklerdeki seropozitiflik
oraninin disi kdpeklere gore daha yiiksek olarak be-
lirlenmesinin arastiricilar tarafindan, erkek kopek-
lerin genital bolgeyi koklama ve yeni yapilan idrari
yalama egilimleri ile iligkili olabilecegi bildirilmis-
tir (Hartman 1984). Literatiir verileri ile uyumlu
olarak bu ¢aligmada Leptospira spp. PCR pozitifligi
erkek kopeklerde (%9,1) disi kopeklere (%5,4) ki-
yasla daha yiiksek olarak belirlenmistir (p=0,468).
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Leptospira spp. seropozitifliginin semptom
gosteren veya herhangi bir semptom gostermeyen
kopeklerde karsilastirildigi ¢aligmalarin az bulun-
mast nedeniyle, yapilan literatiir arastirmasinda
konu ile ilgili anlamh bir fark belirlenmemistir.
Semptomatik olan kopeklerin, asemptomatik ko-
pekler ile Leptospira spp. varligi agisindan karsilag-
tirtldigr bir calismada; retrospektif olarak 159 lep-
tospiroz On tanili kopek calismaya dahil edilmistir.
Bunlarin 20 tanesinde Leptospira spp. pozitifliginin
belirlenmis pozitif kabul edilenlerin 16 tanesi semp-
tomatik; 4 tanesi ise asemptomatik olarak deger-
lendirilmistir (Mastrorilli ve ark. 2007). Prospektif
temelde dizayn edilen bu calismada ise, PCR ile
Leptospira spp. tastyicisi oldugu belirlenen kopek-
lerden ikisi (%5,1) semptomatik (hematiiri, disiiri),
5’1 (%8,2) ise asemptomatik olarak degerlendiril-
mistir (p=0,557).

Immiinolojinin en biiyiik kesiflerinden olan ve
yillardir giivenilir olarak uygulanan asilama prog-
ramlariin patojen yayilimimi engellemedeki basa-
rist kabul goren bir gergektir. Ancak, ticari olarak
piyasada bulunan leptospiroz asilari; sigir, domuz
ve kopekler i¢in genel olarak kullanilabilir durumda
olmakla birlikte bu asilarin, bagisiklig1 kismi oran-
larda artirabilmesi ve igeriklerinde yalnizca potan-
siyel olarak etkin serovarlarin bulunmasi nedenleri
ile kismen etkili olduklar1 saptanmistir. Kopek asi-
lar1 genellikle, serovar canicola ve icterohaemorr-
hagiae icermektedir. Agilar genellikle hastaliga ve
deneysel kosullarda renal sagilima karsi koruma
ozelligi gosterse de, asilanmis kopeklerden insan-
lara serovar icterohaemorrhagiae bulastigi bildi-
rilmistir. Ayrica, asilanmis kopekler ticari asilarin
icerisinde bulunan serovarlar disindaki bir serovar
ile de infekte olabilmektedir (Prescot 2008). Bu
nedenle, son yillardaki asilar geleneksel as1 susla-
rina ek olarak serovar grippotyphosa ve pomona
serovarlarini da icermektedir (Adler ve Moctezuma
2010). Calismaya dahil edilen kdpekler Leptospira
canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira ic-
terohaemorrhagiae ve Leptospira pomona suglari-
n1 igeren Pfizer® firmasinin “Vanguard plus 5L4”
markali agistyla son bir sene igerisinde asilanmaistir.

Yapilan bu arastirmada asili kopeklerde PCR
yontemi ile %7 oraninda Leptospira spp. pozitifli-
&1 saptanmis ve leptospirozun bir yasindan biiyiik
erkek hayvanlarda daha yiiksek oranlarda oldugu

belirlenmistir. Bu veriler, kopeklerin Leptospira
spp. i¢in onemli bir kaynak oldugunu ve insanlara
bulagmada etkin rol oynayabilecegini gostermistir.
Ayrica, rutinde uygulanan tek doz leptospiroz asi-
sinin, hayvanlarin ¢ogunda yeterli bagisiklig1 sag-
lamadig1 diisiiniilmiistiir. Leptospira tlrlerinin gii-
nlimilizdeki 6neminin anlasilabilmesi, bu patojeni
saptamak amaci ile kullanilabilecek olan uygun tani
yontemlerinin belirlenmesi, asilamanin sag¢ilim iize-
rine olan Onleyici etkilerinin degerlendirilebilmesi
ve temelde zoonoz karakterli olan bu infeksiyon
etkeninin, insan sagligini tehdit edecek yonlerinin
anlasilabilmesi amaci ile; daha ¢ok olgu sayisini
iceren, prospektif temelde dizayn edilmis ve tedavi
seceneklerinin de degerlendirildigi daha genis aras-
tirmalara gereksinim duyulmaktadir.
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Koyunlarda Postpartum Donemde Vaginal Svap Orneklerinden Bakteri
Izolasyonu ve Antibiyogram
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Ozet: Koyunlarda uterus, dogum sonrast mikroorganizmalarin invazyonuna karsi diger hayvan tiirlerine gore daha da-
yanikli olup bakteriyel eliminasyon hizla ger¢eklesebilmektedir. Uterusun bu 6zelligine karsin koyunlarda giic dogum,
doguma yardim girisimleri, 6lii dogum, enfeksiyon kaynakli abortuslar, uterus prolapsusu ve dogum esnasinda hijye-
nik olmayan ¢evresel kosullar postpartum uterus enfeksiyonlari igin birer predispoze faktér olmaktadir. Koyunlarda
postpartum donemde uterus enfeksiyonu ile iligkili birgok aerob ve anaerob mikroorganizma izole edilebilmektedir.
Arastirmamizda, postpartum 15-30. giinlerde 40 adet koyunun vaginal svap 6rneklerinden izole edilen bakteri tiirleri
ve bu bakterilere karsi duyarli/direngli antibiyotiklerin belirlenmesi amaglandi. Steril sartlar altinda alinan svap drnek-
leri soguk zincir altinda Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Mikrobiyoloji Laboratuvarina ulastiril-
di. Yapilan mikrobiyolojik ekimler sonrasi 27 6rnekte Escherichia coli (%71,2), 6 6rnekte Staphylococcus equorum
(%15,7) ve 5 6rnekte miks (E. coli ve S. equorum; %13,1) mikroorganizma izole ve identifiye edilmis olup izolatlarin
disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklar: belirlenmistir. Antibiyogram sonucuna gore E. coli etkeninin am-
pisilin, gentamisin, penisilin, streptomisin, siilfonamid, neomisin, trimethoprim/siilfametaksazol, linkomisin, spektino-
misin, trimethoprim, enrofloksasin, nalidiksik asit ve siprofloksasin gibi antibiyotiklere kars1 direngli, dordiincii kusak
sefalosporin grubu seftazidime ise duyarli oldugu goriildii. S. equorum izole edilen kiiltiirlerde ise nalidiksik asit harici
yukarida bahsedilen antibiyotiklere kars1 duyarli oldugu dikkati ¢ekti. Koyunlarda postpartum donemde vaginal mikro-
organizma identifikasyonu ve dogru antibiyotik secimi reprodiiksiyonun devamlilig1 i¢in oldukca 6nemlidir. Bu ¢alisma
ile koyunlarda postpartum dénemde vaginal svap &rneklerinde S. equorum izole edildigi ilk kez ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Antibiyogram, Koyun, Staphylococcus equorum, Uterus, Vaginal svap

Bacterial Isolation and Antibiogram from Vaginal Swap Samples during the Postpartum
Period in Sheep

Abstract: The uterus in sheep is more resistant to invasion of microorganisms after parturition and bacterial elimination
can occur rapidly compared to other animal species. In spite of this feature of the uterus, the distocia, assisted delivery,
stillbirth or the infection-induced abortions, uterine prolapse and unhygienic environmental conditions are predisposing
factor for development of postpartum uterine infections in sheep. Many aerobic and anaerobic microorganisms related to
uterine infection can be isolated in the postpartum period in sheep. The aim of this study was to determine bacteria spe-
cies isolated from vaginal swab samples of 40 sheep on between 15-30 days postpartum and antibiotic susceptibilities of
these bacteria. Swab samples taken under sterile conditions were delivered to Etlik Veterinary Control Central Research
Institute Microbiology Laboratory under cold chain. After microbiological analysis, Escherichia coli in 27 samples
(71.2%), Staphylococcus equorum in 6 samples (15.7%), and both E. coli and S. equorum in 5 samples (13.1%) were
isolated and identified. Antimicrobial susceptibility was determined by disc diffusion method. According to the anti-
biogram results, E. coli was resistant to antibiotics, including ampicillin, gentamicin, penicillin, streptomycin, sulphon-
amide, neomycin, trimethoprim/sulfamethoxazole, lincomycin, spectinomycin, trimethoprim, enrofloxacin, nalidixic
acid, ciprofloxacin and susceptible to ceftazidime which is fourth generation cephalosporin group. It was noted that S.
equorum was susceptible to other antibiotics mentioned above, except nalidixic acid. Identification of vaginal bacteria
and appropriate antibiotic selection in postpartum period in sheep is very important for the continuity of reproduction. In
the present study, S. equorum was isolated for the first time in vaginal swab specimens in the postpartum period in sheep.

Key words: Antibiogram, Sheep, Staphylococcus equorum, Uterus, Vaginal swap
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Giris

Ciftlik hayvanlarinda reprodiiksiyon, hayvanci-
lik isletmeleri i¢in 6nemli bir unsurdur (LeBlanc
2008). Koyun yetistiriciligi tiim diinya tilkelerinin
ekonomisine ¢esitli yonlerden katki saglamakta-
dir. Ancak tlkemizde koyunculuk isletmelerin-
de beklenilen reprodiiktif performans hedeflerine
ulagilamamakta ve bu baglamda ciddi ekonomik
kayiplar goriilmektedir. Koyunlar mevsime bagl
poliostrik hayvanlar olup, glin 15181 azalmaya
basladigr donemde siklik aktivite gosterirler. Asim
sezonu olarak kabul edilen bu dénemde gebelik
sekillenmedigi siirece, sezon sonuna kadar Ostrus
ve ovulasyon aktivitesi diizenli araliklarla (ortala-
ma olarak 17 giinde bir) tekrarlanmaktadir (Gray
2003; Braun 2007). Koyunlarda reprodiiktif siirii
sagliginda amag, her y1l agim sezonunda yavru elde
edilebilmesidir. Mevsime bagli polidstrik hayvanlar
olduklar i¢in koyunlarda postpartum ilk dstrus ve
ovulasyonun goriilmesi dogum mevsimiyle iligki-
lidir. Giinlerin uzamaya basladigi donemde dogum
yapan koyunlarda postpartum andstrus aralig1 uzar-
ken, iireme sezonunda dogum yapanlarda ovaryum
aktivitesi devam eder ve gebelik goriilebilir. Bu
nedenle, lireme mevsimindeki puerperal donem ile
reprodiiktif performans yakin iligkilidir (Gottshall
ve Hansen 1992; Gray ve ark. 2002; Hayder ve Ali
2008). Koyunlarda dogum sonrasi puerperal do-
nem uterusun involiisyonu, endometriyumun yeni-
lenmesi, ovaryumlarda siklik aktivitenin yeniden
baslamas1 ve bakteriyel kontaminasyonun elimi-
nasyonu asamalarindan olusur. Koyunlarda erken
postpartum donemde diisiik progesteron seviyesi ile
uterus bakteriyel invazyona karsi dayanikli olabil-
mekte ve bu nedenle bakteriyel eliminasyon hizla
gerceklesebilmektedir. Ancak, glic dogum, doguma
yardim girigimleri, 6lii dogum, enfeksiyon kaynakli
abortuslar, uterus prolapsusu ve dogum esnasinda
cevresel kosullarin iyi olmamasi gibi nedenler post-
partum uterus enfeksiyonlar1 i¢in birer predispoze
faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Regassa ve
Noakes 1999; Mobini ve ark. 2002; Tzora ve ark.
2002; Aziz ve ark. 2017). Koyunlarda postpartum
donemde en sik izole edilen bakteriler uterus en-
feksiyonu ile iliskili Trueperella pyogenes ve E.
coli’dir (Lewis 2003; Mshelia ve ark. 2014; Aziz
ve ark. 2017). Postpartum donemde uterus enfek-
siyonlarinin tedavisi amaciyla genelikle penisilin

ve tetrasiklin grubu antibiyotikler kullanilmaktadir.
Ancak son yillarda belirtilen antibiyotiklere karsi
direng gelistigi bildirilmistir. Koyunlarda normal
vaginal flora lireme mevsiminde feromon etkisi
yaratarak verimlilige katki saglamaktadir. Ancak
reprodiiktif organlardaki bir enfeksiyona bagl lokal
ya da sistemik antibiyotik kullanimi normal vaginal
floranin yapisinin bozulmasina neden olabilmekte-
dir. Boylece vaginal floranin bozulmasi ile birlikte
feromonlarin 6zelliginin yitirilmesine ve iireme ve-
rimliliginin azalmasina yol agmaktadir (Hussain ve
ark. 2013; Ozis Altingekic ve Koyuncu 2018). Bu
calismanin amaci, postpartum dénemdeki koyunla-
rin vaginal svap Orneklerinden izole edilen bakteri
tiirlerinin ve antibiyogram sonuglarinin ortaya ko-
nulmasidir.

Gere¢ ve Yontem

Hayvan Materyali

Bu ¢alismada materyal olarak, Ocak 2019 tarihinde
Ankara’nin Haymana ilgesi Esenkdy kdyiinde da-
mizlik koyun yetistiriciligi yapan yar1 agik bir is-
letmeden secilen, dogum ve sonrasi siirece iliskin
herhangi bir sorun yagamamis Merinos 1rk1 40 adet
koyunun postpartum 15-30. giinleri arasinda steril
sartlar altinda toplanan vaginal svap drnekleri kulla-
nild1. Calismaya dahil edilen 10 adet koyun 2 yash
(primipar), 15 adet koyun 3-5 yas arasi (multipar)
ve 15 adet koyun 5 yas iizeri (multipar) hayvanlardi.

Mikrobiyolojik Muayene

Vaginal svap 0rnegi i¢in; koyunlarda kontaminas-
yonu engellemek amaciyla vulva dudaklari ve rima
vulva antiseptikli soliisyon ile dezenfekte edildi.
Daha sonra aralanan vulva dudaklar1 arasindan
steril kosullar altinda transport medyumlu tiiplere
alinan vaginal svap ornekleri soguk zincirde Etlik
Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Mikrobiyoloji Laboratuvarina ulastirildi. Elde edi-
len 6rneklerden bakteri izolasyonu ve identifikasyo-
nu standart yontemlerle yapildi. Bu amagla,bakteri
tirlerinin ilk izolasyonu ve saflastirilmas1 amaciy-
la kanli agar (%10 defibrine koyun kani1), Nutrient
agar, Macconkey agar ve Nutrient broth kiiltiir or-
tamlar kullanildi. Ekimi yapilan 6rnekler 37°C’de
aerob ortamda 18-24 saat inkiibe edildi. Belirtilen
stirenin sonunda lireme gorilmeyen kiiltiirler 24
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saat daha inkiibasyona birakildi. Daha sonra mikro-
organizma iireyen Orneklerin identifikasyonlar1 ya-
pildi. Ureyen kolonilerden saf kiiltiir yapilip, biyo-
kimyasal testleri uygulanarak (Vitek I1’de) identifi-
ye edildi. Ardindan disk diffuzyon test yontemiyle
antibiyotik duyarliliklar tespit edildi

Izolatlarin ampisilin (10 pg), gentamisin (10
ug), penisilin G (10 pg), streptomisin (10 ug),
siilfonamid (300 ug), neomisin (10 ug), trimetop-
rim-sulfametoksazol (25 ug), linkomisin (15 ug),
spektinomisin (100 ug), trimetoprim (5 ug), sefta-
zidim (30 ug), enrofloksasin (5 ug), nalidiksik asit
(30 ug) ve siprofloksasin (5 ug) olmak {izere 14
antibiyotik diski kullanilarak direnglilik/duyarlilik
durumlar1 degerlendirildi. Bu amagla, “Clinical and
Laboratory Standards Institute” tarafindan onerilen
standart disk diffiizyon teknigi kullanildi (Clinical
and Laboratory Standards Institute 2013).

Bulgular

Mikrobiyolojik analizde 38 vaginal svap 6rneginde
bakteri izole edilirken, 2 svap drneginde iireme ol-
madig1 gorildi. Calisma kapsaminda, postpartum
15-30. giinler aras1 40 koyun vaginal svabindan
yapilan etken izolasyon orani %95 olarak saptan-
di. izole edilen bakteriyel etkenler 27 &rnekte E.
coli (%71,2), 6 ornekte S. equorum (%15,7) ve 5
ornekte miks (E. coli ve S. equorum; %13,1) kiiltiir
olarak belirlendi. Disk difiizyon test yontemi ile ya-
pilan antibiyogram sonucuna gore E. coli etkeninin
ampisilin, gentamisin, penisilin, streptomisin, siil-
fonamid, neomisin, trimethoprim/siilfametaksazol,
linkomisin, spektinomisin, trimethoprim, enroflok-
sasin, nalidiksik asit ve siprofloksasin gibi antibiyo-
tiklere karsi direngli, dordiincii kusak sefalosporin
grubu seftazidime ise duyarli oldugu gorildi. F.
coli suslar1 ayni isletmeden alindigi igin tiim suslari
ayni1 antibiyotik direngliligi gosterdi. Ayrica, S. equ-
orum izole edilen kiiltiirlerde nalidiksik asit harici
yukarida bahsedilen antibiyotiklere karsi duyarli ol-
dugu belirlendi (Tablo 1). Antibiyogram sonucun-
dan elde edilen verilere gore, E. coli 14 antibiyotik
diskinden %7,14’iine, S. equorum ise %92,85’ine
kars1 duyarlilik gostermistir.

Tablo 1. izole edilen bakterilerin antibiyogram sonuglari

Escherichia Staphylococcus

coli equorum
Ampisilin Direncli Duyarli
Gentamisin Direncli Duyarli
Penisilin Direngli Duyarl
Streptomisin Direncli Duyarli
Siilfonamid Direngli Duyarl
Neomisin Direngli Duyarli
;rlllrgl i(;lz(r)ll?sl;zol Direngli Duyarl
Linkomisin Direngli Duyarl
Spektinomisin Direngli ~ Orta Derecede Duyarl
Trimetoprim Direngli Duyarli
Seftazidim Duyarli Duyarli
Enrofloksasin Direncli Duyarli
Nalidiksik asit Direngli Direngli
Siprofloksasin Direncli Duyarli

Tartisma ve Sonug¢

Koyunlarda, normal veya gii¢ dogum sirasinda ve
sonrasinda olusan negatif basing etkisiyle veya do-
guma yardim girisimlerinin ardindan uterusun mik-
roorganizmalar tarafindan kontamine olmasi sonu-
cu postpartum uterus enfeksiyonlarr goriilmektedir.
Bu patojenik mikroorganizmalarin uterus mukoza-
sina yerlesmesi, epitel tabakaya kolonize olmasi ve
toksin liretmesi ile uterus enfeksiyonu kaginilmaz
hale gelir. Ciftlik hayvanciliginin énemli bir boli-
miinii olusturan koyun yetistiriciliginde lireme ve-
rimi diigiikliigliniin nedenleri ¢ogu kez ortaya konu-
lamamaktadir. Postpartum donemde goriilen uterus
enfeksiyonlar1 énemli fertilite kayiplarina neden
olmaktadir. Uterus enfeksiyonlarinda infertilitenin
nedenleri, graaf folikiiliin gelisememesi, ovulasyon
bozuklugu ve uterusun yapisinin bozulmasina bagl
embriyonik kayiplardir (Tzora ve ark. 2002; Lewis
2003; Braun 2007). Bu baglamda, uterus enfeksi-
yonuna neden olan bakteri ya da bakterilerin ortaya
konulmasi ve uygun tedavi protokoliiniin belirlen-
mesi koyunlarda fertilitenin devamlilig1 agisindan
onem arz etmektedir.

Uterus enfeksiyonlarinin temel nedeni dogum
sonrast mikroorganizmalarin asendan olarak ute-
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rin kaviteye ulasmasidir. Koyunlarda erken post-
partum donemde 7. pyogenes, E. coli, S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella, Proteus,
Streptococci ve Clostridium tiirleri gibi birgok aero-
bik ve anaerobik bakteri identifiye edilse de genel-
likle 7. pyogenes ve E. coli izole edildigi bilinmekte-
dir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, uterus enfek-
siyonlarinda Enterococcus faecalis, Streptococccus
uberis ve E. coli gibi cevresel mikroorganizma
kontaminasyonunun daha fazla sorumlu oldugu bil-
dirilmistir (Tzora ve ark. 2002; Lewis 2003; Aziz
ve ark. 2017). Bu ¢aligsmada ise, postpartum 15-30.
giinler aras1 alinan vaginal svap 6rneklerinden hem
anaerob (%71,2 E. coli) ve aerob (%15,7 S. equo-
rum) hem de miks (E. coli ve S. equorum; %13,1)
bakteri izolasyonu oldugu dikkati ¢ekti. Bu calisma-
da, diger arastirmacilardan farkli olarak postpartum
donemde koyun vaginal svap 6rneklerinde ilk kez S.
equorum izole edildigi gorilmiistiir.

Koagulaz negatif Stafilokok ailesinden olan
S. equorum hayvanlarda deri, deri bezleri ve mu-
koz membranlarda yerlesik olan bakterilerdir.
Hayvanlarda S. equorum gibi koagulaz negatif
Stafilokoklar normal floranin bir pargasi olup diisiik
viriilensli olarak kabul edilse de birgok enfeksiyo-
nun etiyolojisine dahil olduklar1 belirlenmis ve an-
tibiyotik direncine yonelik artan egilimler gosteren
o6nemli patojenler olarak tanimlanmislardir. Koyun
siitlerinden siklikla izole edilen bakteriler arasinda
olan S. equorum novobiasin direngli koagulaz nega-
tif Stafilokoklar olarak bilinmektedirler (Novakova
ve ark. 2006). Bu bilgiler 15181 altinda, Stafilokoklar
arasinda S.aureus disinda enterotoksin olusturdugu
bilinen S. equorum’un (Jeong ve ark. 2017) koyun-
larda infertiliteye neden olabilecek bir patojenite
olusturabilecegi diisiiniildii.

Antibiyotikler bir¢ok enfeksiyonun tedavisin-
de genellikle ampirik olarak baglanmaktadir. Bu
amagla kinolonlar, aminopenisilinler, beta-laktam/
beta-laktamaz inhibitorlii kombinasyonlar, trime-
toprim-sulfametoksazol, aminoglikozidler, ikinci
ve lglincii kusak sefalosporinler siklikla tercih edi-
len antibiyotikler arasinda yer almaktadir. Ancak bu
antibiyotiklere kars1 giderek direng gelistigi bildi-
rilmektedir. £. coli gibi gram negatif bakterilerin
beta-laktam halkasi igceren antibiyotiklere karst di-
renci beta-laktamaz tiretimi ile olmaktadir. Bununla
birlikte, bakterinin kazanmis oldugu direnci olduk-

ca kolay bir sekilde diger mikroorganizmalara ya-
yabildigi de bilinmektedir. Ayrica, meydana gelen
antibiyotik direncliligi, antibiyotik se¢iminde ve
tedavinin etkinliginde de basarisizliga yol agmakta-
dir (Hashemi ve ark. 2018; Pormohammad ve ark.
2019). Hayvancilik isletmelerinde uterus enfeksi-
yonlarina kars1t miicadelede mikroorganizmalarin
izolasyonu ve tedavide etkin antibiyotik se¢imi
amaciyla antibiyogram yapilmasinin 6énemli oldugu
bilinmektedir. Postpartum uterus enfeksiyonlarinin
tedavisi amaciyla tercih edilen antibiyotik se¢imin-
de antibiyogramin bir diger 6énemi de farkli bakteri
tiirlerinde antimikrobiyal diren¢ gelisimini Onle-
mektir (Quinn 1994). Bu ¢alismamizdan elde edilen
bulgular sonucunda, koyunlarda postpartum 15-30.
giinler arasinda vaginal svap orneklerinde iki farkl
mikroorganizma (E. coli ve S. equorum) izole edil-
digi ve bu mikroorganizmalara kars1 farkli duyarli-
lik ve direnglikte antibiyotik tiirleri oldugu dikkati
cekmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile koyunlarda post-
partum donemde vaginal svap 6rneklerinde S. equ-
orum izole edildigi ilk kez ortaya konulmustur.
Ayrica postpartum uterus enfeksiyonlarinin yoneti-
minde mikroorganizma izolasyonu ve bu mikroor-
ganizmalara kars1 antimikrobiyal duyarlilik testinin
yapilmasinin 6nemi vurgulanmaistir.
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Ozet: Retrospektif olarak yapilan bu calismada, Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi'ne getirilen
farkli itk ve yaslardaki kopeklere meme tiimorii teshisi konulmustur ve bunlar malign-benign durumu dikkate alinarak
histopatolojik siniflandirmalariyla ilgili sayisal veriler bildirilmistir. S6z konusu 2004-2019 yillar arasinda yapilan sur-
veyde vakalara ait 6zellikler ve tanilar1 6nceki yapilan ¢aligmalarla karsilastirilarak ayrintili olarak bildirilmis ve sonug
olarak Samsun ilindeki kdpek meme tiimérleriyle ilgili bir insidans ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Histopatolojik tiplendirme, insidens, kopek meme tiimorii, Samsun

A Survey of Canine Mammary Tumors from 2004 to 2019 in Samsun

Abstract: In this study, which was conducted retrospectively, the mammary tumors were diagnosed in dogs from differ-
ent races and ages that were brought to the Faculty of Veterinary Medicine at Samsun Ondokuz May1s University. The
histopathological numerical data on classifications were reported by considering malign-benign status. In the survey
that was conducted between 2004 and 2019, the characteristics and diagnoses of the cases were reported in detail com-
pared with previous studies; and as a result, the incidence of dog mammary tumors in Samsun province was determined.

Key words: Canine mammary tumor, histopathological typing, incidence, Samsun

Giris

Meme bezi, bag dokusu, damarlar ve sinirlerle ¢ev-
rili alveol ve kanallardan olusan, degisime ugramis
apokrin ter bezidir. Kopeklerin genellikle bes ¢ift
meme bezi bulunur. Kraniyal bdlgede bulunan iki
¢ift meme bezi, kraniyal ve kaudal torasik meme
bezi, orta bolgede bulunan iki ¢ift meme bezi, kra-
niyal ve kaudal abdominal meme bezi, kaudal bol-

gede bulunan meme bezi ise inguinal meme bezi
olarak isimlendirilir (Novosad 2003).

Kopeklerde deri tiimorlerinden sonra en sik
meme tiimorleri goriilmektedir (Moulton 1990;
Rivera ve von Euler 2011). Meme tiimorleri en sik
disi kopeklerde goriliir, erkeklerde meme tiimorle-
rine ender olarak rastlanir (Misdorp 2002; Saba ve
ark, 2007). Disi kopeklerde goriilen meme tiimorle-
ri, tim tiimorlerin %42 ’sini olusturur (Dorn ve ark.
1968; Johnson 1993). Disi kdpeklerde meme tiimo-
ri gelisme riski, diger evcil hayvan tiirlerinin digile-
rinde meme tiimorii gelisme riskinden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Schneider 1970; Brodey ve
ark. 1983).

Meme timori gelisiminde yas dnemli bir fak-
tordiir. Iki yasindan kiigiik kopeklerde meme tiimor-
lerine ender rastlanir, meme timorii goriilme orani
6-7 yaslarindan itibaren artig gosterir ve en sik go-
rildiigi yas araligi 8-11 yastir (Taylor ve ark. 1976;
Hashimoto ve ark. 2002; Zatloukal ve ark. 2005;
Sontas ve ark. 2011). Bir¢ok calismada kotii huy-
lu tiimdre sahip olan kopeklerin, iyi huylu timore
sahip olan kdpeklerden yasca daha biiyiik oldugu
bildirilmistir (Sorenmo ve ark., 2009).

Irk predispozisyonu ¢aligmalara gore degisiklik
gdstermesine ragmen Ispanyol cocker, poodle, ter-
rier ve av kopeklerinde diger irklara gore daha fazla
meme timorii goriilmektedir (Bastan ve Zonturlu,
2002). En diisiik meme tiimorii goriilme orant me-
lezlerde, boxerlarda ve chihuahualarda oldugu be-
lirtilmistir (Dorn ve ark. 1968; Cohen ve ark. 1974;
Brodey ve ark. 1983).

Kopeklerde meme tiimoriiniin gelisiminde bir-
kag risk faktorii bulunur. Ostrojen ve progesteron
gibi hormonlara maruz kalma meme timori goriil-
me olasiligini arttirmaktadir. Kisirlastirilmamis ko-
peklerde meme tlimorii goriilme orani, kisirlagtiril-
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mis olanlardan 3 ila 7 kat daha yiiksek oldugu tespit
edilmigtir (Mulligan 1975; Priester 1979; Hahn ve
ark. 1992; Alenza ve ark. 2000). Kopek ve kediler-
de yasamin erken donemlerinde yapilan ovaryohis-
terektomi, hem iyi huylu hem de koétii huylu meme
tiimdrlerine kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir (Lana
ve ark, 2007).

Ev yapimi diyet ve kirmizi et yiyen kdpeklerde
meme timori gorilme olasiligy, ticari diyetle bes-
lenen kopeklere kiyasla daha fazla oldugu, 1 ya-
sindan daha kiiglik kopeklerde goriilen obezitenin,
daha sonraki yaslarda tiimor gelismesinde risk fak-
torii olabilecegi belirtilmistir (Sonnenschein ve ark.
1991; Alenza ve ark. 1998). Gebelik sayisi, yalanci
gebelik gegmisi, diizenli Gstrus siklusu, dogum sa-
yis1, yavrularin sayisi ve biyikligi gibi faktorle-
rin meme timori gelisiminde ilgili olmadig diisii-
niilmistiir (Brodey ve ark 1966; Schneider ve ark
1969; Schneider 1970).

Bu calismanin amaci Ocak 2004- Temmuz
2019 yillart arasinda Ondokuz May1s Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gon-
derilmis ve anabilim dalimizca incelenip tanis1 kon-
mus kdpek meme tiimorlerinin yillara gore dagili-
mi, toplam kdpek tiimorleri igindeki orani, irk-yasa
gore dagilimi, meme tiimorleri tiplerinin ve oran-
larinin karsilagtiritlmast ve Samsun ilinde kopek
meme tlimorlerinin insidensinin ortaya konulmasi
amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem

Calismanin materyalini Ondokuz Mayis Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Klinikleri ve Ozel Veteriner
Kliniklerinden Ocak 2004- Temmuz 2019 yilla-
1t arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na gonderilen
farkli itk ve yaslardaki 78 kdpege ait meme dokusu
biyopsi 6rnegi olusturdu. Gelen drnekler histopato-
lojik incelemeler i¢in %10 °luk tamponlu formalin
soliisyonunda 48 saat fikse edildikten sonra do-
kular rutin prosediirde alkol ve ksilen serilerinden
gegirilerek parafine bloklandi. Parafin bloklardan 5
mikrometre kalinlikta kesitler alinarak bu kesitlere
Hematoksilen & Eozin histokimyasal boyamasi ya-
pild1 ve 151k mikroskobunda (Nikon-Eclipse E600)
incelendi.

Bulgular

Ocak 2004- Temmuz 2019 yillar1 arasinda kdpekler-
den alinip, patoloji anabilim dalina gonderilmis olan
224 adet tiimor siipheli 6rneklerin 78’inin (%34.8)
meme tiimori oldugu tespit edildi. Kopeklerde tes-
his edilmis olan meme ve diger tiimdrlerin yillara
gore dagilimlart ve toplam Ornek sayist ig¢indeki
meme tlimor oranlart ile ilgili veriler Tablo 1°de ve-
rildi.

Tablo 1. Meme ve diger tiimorlerin 2004- 2019 yillar
arasindaki dagilimlart ve toplam tiimor sayisi i¢indeki
meme timorii oranlari

Meme tiimorii .‘Diger T(:p lz.l-m l.\./[el.?le:.
Yil tiimorler timor tiimorii
Adet % Adet Adet %
2004 1 1.28 2 3 33.33
2005 3 3.85 7 10 30.00
2006 2 2.56 4 6 33.33
2007 5 6.41 5 10 50.00
2008 7 8.97 7 14 50.00
2009 4 5.13 6 10 40.00
2010 2 2.56 1 3 66.67
2011 1 1.28 4 5 20.00
2012 2 2.56 2 4 50.00
2013 1 1.28 5 6 16.67
2014 3 3.85 13 16 18.75
2015 12 15.38 14 26 46.15
2016 4 5.13 19 23 17.39
2017 10 12.82 22 32 31.25
2018 16  20.51 24 40 40.00
2019 5 6.41 11 16 31.25
Toplam 78 100 146 224 -

Cinsiyeti kaydedilmis olan 78 kdpekten 76’s1-
nin (%98.7) disi, 1’inin (%1.3) erkek oldugu belir-
lendi. Birinin ise cinsiyeti belirtilmemisti.

Incelenen 78 meme tiimorlii kdpegin irklara ve
yasa gore dagilimlar1 Tablo 2’de sunuldu.

Dokuz kopegin 1rki tespit edilemedi. Irki tes-
pit edilmis olan 69 kdpegin 25’ini (%36.23) terrier,
11’ini (%15.94) melez, 7’sini cocker (%10.14) 1rk1
kopekler olusturmustur. Kopeklerden 7 tanesinin
yas1 bilinmemektedir. Geriye kalan 71 kdpegin 31’1
(%43.46) 9-12 yas arasi, 27’si (%38.03) 5-8 yas ara-
st, 10’u (%14.08) 13-16 yas arasi, 3’1 (%4.23) 1-4
yas arasinda oldugu tespit edildi (Tablo 2).
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Tablo 2. Kopek meme tiimorlerinin irklara ve yaslara
gore dagilimi

Yas Irk Toplam
fridar 14 58 9-12 13-16 iﬂ;‘én Adet %
Terrier - 4 16 3 2 25 36.23
Melez - 5 2 - 11 1594
Cocker - 2 1 - 7 10.14
Pointer - 3 1 1 - 5 725
g;’tlgzser 1 2 1 - - 4 580
Setter 1 1 1 - - 3 435
Poodle - 1 1 - - 2 290
Qggzgicoban A 12 290
Pekingese - 1 1 - - 2 290
Pinscher - 2 - - - 2290
Rottweiler - - - - 2 2 290
Samoyed - - - 1 - 1 1.45
Labrador - - - 1 - 1 1.45
Pitbull - 1 - - - 1 145
Dachshund - - - 1 - 1 1.45
Bilinmeyen 1 4 2 - 2 9 -

Adet 3 27 31 10 7 78 100
% 4.23 38.03 43.46 14.08 - 100 -

Meme tiimori stipheli materyallerin histopa-
tolojik incelemesi yapildiginda, 3’iiniin (%3.85)
benign, 75’inin (%96.15) malign 6zellikler sergile-
digi belirlendi (Tablo 3). Benign &zellik sergileyen
3 tiimdriin 2’sinin (%66.67) benign mikst timor,
I’inin (%33.33) intraduktal papiller adenom oldu-
gu goriildi. Malign o6zellik gosteren 75 tiimoriin,
23’1 (%30.67) kompleks karsinom, 22°si (%29.33)
karsinosarkom (malign mikst tiimor) oldugu tespit
edildi. Kompleks karsinom ve karsinosarkom (ma-
lign mikst tiimor) un terrier irki kopeklerde daha sik
goriildigt dikkati ¢ekti.

B Malign ™ Benign

Grafik 1. Malign ve benign tiimorlerin yiizdeleri

Tablo 3. Kopek meme tliimorlerinin klasifikasyonu ve irklara gore dagilimlari

IRK Terrier Melez Cocker Pointer Rgfrli(:eevlelzr Setter IDr EZI; Bﬂ;;;?e- FEIM‘I’HT
BENIGN

Benign mikst timor 2 - - - - - - - 2 66.67
Intraduktal Papiller Adenom 1 - - - - - - - 1 3333
TOPLAM 3 - - - - - - - 3 385
MALIGN

Kompleks karsinom 1 2 4 - - 2 23 30.67
Karsinosarkom (Malign Mikst Tiimér) 7 4 1 - 3 1 4 22 29.33
Tubuler karsinom 1 1 2 - - - - 1 5 6.67
Tubulopapillar karsinom - 1 - - - 2 1 1 5 6.67
Invaziv mikropapiller karsinom - - 2 - - - 3 - 5 6.67
Komedokarsinom 1 1 - - - - 1 1 4 533
Mikst tip karsinom 1 1 - 1 - - - - 3 4.00
Duktal karsinom 1 1 - - - - 1 - 3 4.00
Intraduktal papiller karsinom 1 - - - 1 - - - 2 267
Adenoskuamoz karsinom 2 - - - - - - - 2 267
Karsinom ve malign miyoepitelyom - 1 - - - - - - 1 1.33
TOPLAM 22 11 7 5 4 3 14 9 75 96.15

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 30, Sayi1 2, 2019, 132-136



Kuruca N ve ark. Samsun’da 2004-2019 yillari arasinda incelenen képek meme tiimérleri 135

Tartisma ve Sonug¢

Glniimiizde pet hayvan sahiplerinin en ¢ok tercih
ettigi tlirlerden biri olan kopeklerde cesitli sebeple-
re (genetik faktorler, ik yatkinligi, beslenme, hor-
monal dengesizlikler vb.) bagli olarak iyi veya kotii
huylu meme tiimdrlerinde bir artis yaganmaktadir.
Ulkemizde bu konuda degisik zamanlarda yapilan
calismalar siirdliriilmiistiir. Glin gectik¢e kopekler-
de artan meme tiimorii insidans1 konuya daha fazla
onem verilmesine ve sayisal verilerin 1s18inda 1rk,
yas vb. faktorler ile kotii ya da iyi timor tipleri ara-
sinda bir korelasyon kurulmasi i¢in bilgiler sunul-
mast ihtiyacint dogurmaktadir. Bu ¢alismada da tiim
diinyada oldugu gibi tilkemizdeki kopeklerde artan
meme timdrii insidensiyle ilgili 6nceki yapilan ¢a-
ligmalarin 15181nda, verilerin saglikli bir sekilde de-
gerlendirilmesine imkan taniyacak sekilde Samsun
iline iliskin genis bir zaman dilimini kapsayan veri-
ler sunulmustur.

Pamukcu ve Ertiirk (1962)’tin 1933-1960 yil-
larin1 kapsayan ¢alismasinda 106 kopek tlimoriiniin
35’inin (%33), Ertiirk ve ark. (1970)’m 1964-1970
yillari1 kapsayan c¢aligmasinda 52 kopek timorii-
niin 7’sinin (%13) meme tiimori oldugu tespit edil-
mistir. Ayn1 sekilde Kokiiuslu ve Akkayan (1972)
tarafindan 1968-1972 yillar1 arasinda incelenen kedi
ve kopek primer meme tiimorlerinden, 11 tanesinin
kopek meme timori oldugu belirlenmistir. Erer ve
Kiran (1993)’1in 1985-1992 yillarini kapsayan calis-
masinda 27 tiimorli kopege ait 34 timor olay1 ele
alinmis ve bunlardan 11 (%32,4) tanesinin meme tii-
mori oldugu goriilmiistiir. Vural ve Aydin (2001)’1n
1973-1998 yillarm kapsayan ¢aligmasinda ise 888
kopek tlimoriiniin 236’sinin (%26.5) meme timori
oldugu saptanmistir. Giilgubuk ve Giirel (2003)’in
1995-2000 yillart arasinda Istanbul’da saptanan 182
kopek tiimdriinden 52°sinin (%28.57) meme tiimorii
oldugu belirtilmistir. Anabilim Dalimizda daha 6n-
ceden yapilmamis olan bu geriye doniik ¢alismada
Ocak 2004-Temmuz 2019 yillar1 arasinda incelen-
mis olan 224 adet kopek tiimoriin 78’inin (%34.82)
meme tiimori oldugu belirlenmistir.

Meme tiimorleri 2 yasin altindaki kopeklerde
ender gortildigl yasin ilerlemesiyle birlikte meme
tiimdri goriilme insidensinde artig meydana geldigi,
yas ortalamasinin yaklasik 10-11 oldugu bircok ca-
lismada ortaya konmustur (Zatloukal ve ark. 2005;
Argyle ve ark. 2008; Sontas ve ark. 2009; Aydogan

2010). Vural ve Aydin (2001)’1n 1973-1998 yillari-
n1 kapsayan ¢alismasinda 236 kdpek meme timortii-
niin 62’si (%33.15) 5-8 yas araligi, 82°si (%43.85)
9-12 yas araligi, 36°s1 (%19.26) 13-16 yas araligin-
da oldugu belirtilmistir. Mevcut ¢alismada literatiir
bilgi ile uyumlu olarak 78 kopek meme tiimoriiniin
371 (%4.23) 1-4 yas araligi, 27’si (%38.03) 5-8 yas
araligi, 31°1 (%43.66) 9-12 yas aralig1 ve 10 tane-
sinin (%14.08) 13-16 yas araliginda oldugu tespit
edilmigtir. Meme tiimoriiniin en sik gortldiigl yas
aralig1 9-12 yas olarak belirlenmistir. 13-16 yas ara-
liginda meme tiimorii goriilme oranindaki azalma-
nin nedeni ise kopeklerin ortalama 10-13 y1l yagam
stiresine sahip olmasindan kaynaklandig1 diisiiniil-
mustiir.

Aydogan (2010)’1n tezinde 43 kdpek meme tii-
morii olgusunun %41.02°s1 Terrier, %12.8’1 Cocker,
9%12.8’ini melez 1rk1 kopeklerin olusturdugu kayde-
dilmistir. Calismamizda Tablo 2’de belirtildigi gibi
k1 bildirilen 69 olgunun 25’1 Terrier (%36,23), 1171
Melez (%15,94), 7°si Cocker (%10,14), 5’1 Pointer
(%7,25), 4’1 Golden Retriewer (5,80), 3’1 Setter
(%4,35) ve geriye kalan 15’1 (%21,75) ise 10 degi-
sik 1rk arasinda gorilmiistiir. Terrier irkinda meme
timori goriilme oraninin diger irklara kiyasla daha
yiiksek olmasimin nedeni Samsun ve gevre illerde
yasayan insanlarin ¢gogunlukla Terrier irk1 kopekleri
tercih etmesinden dolay1 oldugu diistiniilmektedir.

Vural ve Aydm (2001)’m 1973-1998 yillari-
m kapsayan calismasinda 236 meme tiimoriiniin
68 (%28.8)’1 benign, 168 (%71.2)’in malign ka-
rakterde oldugu tespit edilmistir. Aydogan (2010)
tarafindan incelenmis olan 43 meme timoriiniin
hepsinin malign karakterde oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda 78 meme tiimorinin 3’4 (%3.85)
benign, 75’1 (%96.15) malign karakterde oldugu
ortaya konmus (Grafik 1) olup, daha 6nce yapilan
caligmalar ile uyumlu olarak malign tiimdr olgula-
11 bening tiimdrlere gore belirgin derecede yiiksek
oranda bulunmustur.

Sonug olarak ¢alismamizda Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesine kliniklerden gén-
derilen tiimor siipheli biyopsi materyallerinde artis
tespit edilmistir. Ozellikle meme tiimérii insidensin-
de belirgin artisin olmasi, bdyle hayvanlarda yagam
stiresinin kisalmasi-kalitesinin bozulmas1 sebebiy-
le; malign tiimdr tiplerinin goriildiigi fakli itk ve
yas dagilimu ile olasi etiyolojik faktorlerin bir arada
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degerlendirilmesi i¢in bu alanda derinlesen kisilere
yararli bilgiler sunacag diistintilmektedir.
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Ozet: Konak spesifik ve biovar olan Salmonella Gallinarum ve Salmonella Pullorum basta tavuk olmak {izere hindi,
bildircin, giivercin, serce ve papaganlarda 6nemli hastaliklara sebep olmaktadir. Bu nedenle kanatli hayvanlarda bu
serotipleri saptamak i¢in hizli ve giivenilir tan1 yontemleri hastaligin etkin kontrolii i¢in gerekli olmaktadir. Bu amagla
biovarlar1 saptamak ve birbirinden ayrimini saglamak i¢in es zamanli olarak S. Gallinarum/Pullorum ve internal kont-
rol hedefli reaksiyonlart igeren hizli qPCR tani kiti gelistirildi. S. Gallinarum/Pullorum referans ve VKMAE Kanatl
Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin edilen S. Gallinarum suslarma qPCR metodu uygulandi. Calismada qPCR anali-
zinin duyarlilig1 ve 6zgilliigl degerlendirildi. Sonuglar gelistirilen qPCR yonteminin S. Gallinarum/Pullorum’u kesin
olarak saptayabildigini gosterdi. qPCR yonteminin kullanim kolaylig1, giivenirliligi, teknik olarak basit, tam otomasyon,
spesifik, hassas, hizli olmasidan dolay1 bu biovarlarin teshisi ve ayriminda daha fazla avantaj saglayacagi sonucuna
varildi.

Anahtar kelimeler: qPCR, Salmonella, tan1

Development of qPCR Diagnostic Kit for Salmonella Gallinarum and Salmonella Pullorum

Abstract: Salmonella Gallinarum and Sa/monella Pullorum cause important disease of chicken, the others are turkey,
quail, pigeon, sparrow and parrot, which are host specific and biovars of each other. Therefore, rapid and reliable meth-
ods to detect these poultry-associated Salmonella serotypes are necessary for efficient control of Salmonella in poultry.
For this purpose, a rapid qPCR diagnostic kit including S. Gallinarum / Pullorum and internal control targeted reactions
was developed simultaneously to detect and differentiate biovars. S. Gallinarum/Pullorum reference and S. Gallinarum
strains that were developed from VKMAE Poultry Laboratory were performed using qPCR method. In this study, sensi-
tivity and specificity of qPCR analysis were evaluated. The results showed that the developed qPCR method was able to
detect Salmonella Gallinarum/Pullorum correctly. Since the ease of use, reliability, technically simple, full automation,
specific, sensitive and fast, the qPCR method is thought to provide more advantages in the diagnosis and differentiation
of these biovars.

Key words: Diagnosis, qPCR, Salmonella

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Kanatli hayvanlarda Salmonella enterica subs-
pecies enterica serovar Gallinarum/ Pullorum (S.
Gallinarum/Pullorum) nedenli infeksiyonlar, ka-
nath tifosu ve pullorum hastaligi olarak tanimlan-
maktadir (OIE 2018). Bu hastaliklar tavuk, hindi,
bildircin, giivercin, serge, papagan ve diger sis kus-
larinda goriilmektedir. Pullorum hastalig1 genglerde
goriilmesine ragmen erginlerde de ortaya ¢ikmak-
tadir. Bulasma kaynagini infekte kanatlilar olugtur-
makta ve vertikal bulagsma goriilmektedir (Berchieri

ve ark. 2001). Infekte civcivler kisa siirede oliirler
ve klokalar kirli ve beyaz renklidir, bazi durumlarda
6liimlere daha sonraki haftalarda, genellikle de 2.
ve 3. haftada rastlanir. Ergin hayvanlarda genellikle
semptom goriilmez ancak akut olgularda halsizlik,
diskiinliik, yumurta veriminde disiis, ilk glinlerde
ates, istahsizlik ve 10 giin i¢inde 6liim izlenebilir.
Kronik olgularda bu semptomlart izlemek miim-
kiin degildir. Buna karsin lokalize formlar1 gorii-
lir. Etkenin virulansina ve siirliniin direncine gore
pullorumda mortalite %0-100, tifoda ise %10-93
arasinda degismektedir (Akan 2008). Bu hastalik-
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lar uygulanan ulusal kontrol programlari sayesin-
de Kanada, Avustralya, Japonya, Kuzey Amerika,
Birlesik Krallik ve baz1 Bati Avrupa tilkelerinden
eradike edilmesine ragmen Afrika, Asya, Kuzey ve
Orta Amerika {ilkelerinde halen 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Jones ve ark. 2001).

White-Kauffmann-Le Minér semasmin D se-
rogrubunda (O antijenleri 1, 9, 12 sahipken; flagel-
lar antijeni bulunmaz: -,-) yer alan S. Gallinarum/
Pullorum ayni1 serovarin biyotipleri olarak kabul edi-
lirler ve serotiplendirme ile birbirinden ayrilamazlar
(Barrow ve ark. 2011). Giiniimiizde bu iki biovarin,
dulsitol ve ornitin dekarboksilaz gibi biyokimyasal
testleri temel alan biyotiplendirme yontemi ile ay-
rimi gergeklestirilmektedir (Trabulsi ve Edwards
1962; Christensen ve ark. 1992; Shivaprasad 2008).

Molekiiler caligmalarin yaninda giiniimiizde
hala ISO 6579-1:2017 Salmonella izolasyon ve
identifikasyon prosediirii altin standarttir (Le Mindr
1992; ISO 2007, 2012). Tiim prosediiriin tamam-
lanmasi i¢in gegen siire yaklasik 11 giindiir ve yo-
gun emek ve tecriibeli personel isteyen bu yontemi
kisaltmak i¢in molekiiler tabanli bir¢ok hizli tani
yontemi gelistirilmistir (Bohaychuck ve ark. 2007;
Soria ve ark. 2012). Yiiksek sensitivite, spesifite ve
zamani kisaltmasindan dolay1 tercih edilen metot-
lar konvansiyonel PCR ve real-time PCR teknikleri
olmustur (Ellingson ve ark. 2004; Malorny ve ark.
2004; Hein ve ark. 2006; Josefsen ve ark. 2007).
Bu testler arasinda yer alan kantitatif real-time PCR
(qPCR) yontemi ise bu iki biovarin teshisinde kul-
lanilan hizli, giivenilir, ucuz ve duyarli yontemlerin
basinda gelmektedir (Kisiela ve ark. 2005). Bu ca-
lismada, S. Gallinarum/Pullorum biovarlarinin hem
tanisin1 koymak hem de birbirinden ayirt etmek igin
qPCR tabanli hizli tan1 kiti gelistirilmesi ve optimi-
zasyonu amaglandi.

Gere¢ ve Yontem

Standart bakteri suglari: Calisma kapsamin-
da  Salmonella Gallinarum NCTC 13346,
Salmonella Pullorum NCTC 10704 pozitif kontrol;
Salmonella Enteritidis NCTC 12694 ve Salmonella
Typhimurium NCTC 74 negatif kontrol susu olarak
kullanilmak iizere Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ulusal
Salmonella Referans Laboratuvari’ndan temin edil-
di.

Genomik DNA izolasyonu: DNA ekstraksi-
yonlan ticari DNA ekstraksiyon kiti ile DNeasy
Blood & Tissue Kits (Qiagen, USA) iireticinin agik-
lamalarina gore yapildi. Elde edilen DNA’lar ana-
lize tabi tutulana kadar derin dondurucuda (-20°C)
muhafaza edildi.

Primer ve prob tasarumi: Standart suglara ait
National Center for Biotechnology Information
(NCBI) GenBank’dan elde edilen tiim genom dizi-
leri Clustal-O (Clustal-Omega) yazimiyla hizalana-
rak Salmonella enterica tliriine ait tiim serotiplerde
bulunan korunmus bolgeler belirlendi (Kang ve ark.
2011). S. Gallinarum ve S. Pullorum’u ayrimi i¢in
glgC ve speC gen bolgelerine spesifik primer, prob
ve inhibitorlere bagl yanlis negatifligi ortadan kal-
dirmak i¢in internal kontrol primerleri (IAC) tasar-
land1 (patent agsamasinda). Spesifik dizi hedeflene-
rek primer ve prob tasarimlart manuel olarak yapildi
(Dorak 2007). Tasarlanan primer ve problar in-sili-
co olarak BLAST tarama motorunda (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) incelenerek spesifiteleri
belirlendi.

qPCR Kogsullari: Real-time PCR analizlerin-
de primer ve problar kullanilarak yer alan PCR
karisimi (patent asamasinda) hazirlandi (Tablo 1).
Niikleik asit amplifikasyonlar1 FAM-HEX kanalli
Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazi kullanila-
rak 95°C 5 dak 6n denatiirasyon, 40 dongii 95°C 15
sn denatiirasyon, 65°C 50 sn baglanma ve uzama
olacak sekilde gerceklestirildi. Analiz es zaman-
I1 olarak FAM kanalinda S. Gallinarum/Pullorum,
HEX kanalinda ise IAC hedefli reaksiyonlarin oldu-
gu qPCR yapilarak gelistirildi.

Real time PCR analizi sonunda &rneklerdeki
pozitiflikler, amplifikasyon egrileri ve Ct (esik de-
ger siklusu) verilerine gore hesaplanarak degerlen-
dirildi. Sigmaoidal egriye sahip ve Ct < 37’de belir-
gin logaritmik faz gosteren amplifikasyon dogrudan
pozitif olarak degerlendirildi.

FAM kanalinda gergeklestirilen reaksiyon-
larin her ikisi de pozitif sonuglanirsa; DNA’nin
S. Gallinarum biovar Gallinarum, S. Pullorum/
Gallinarum (SP/SG) hedefi pozitif, nonspesifik he-
def negatif sonuglanirsa; DNA’nin S. Pullorum’a
oldugu sonucuna varildi. Her iki reaksiyonun da
negatif sonuglanmasi halinde, negatif 6rnegin S.
Pullorum veya S. Gallinarum olmadig1 sonucuna
varildi.
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Tablo 1. qPCR amplifikasyon kurulum bilesenleri

qPCR Bilesenleri
IAC G/P non-spesifik negatif kontrol pozitif kontrol

Renksiz 2X qPCR mix 5 uL S5uL 5 uL 5 uL 5 uL
Oligomix (S.Gallinarum/Pullorum) - 3ul 3ul 3ul
Oligomix (non-spesifik) - 3ul - -
Oligomix (IAC) 3ul - - -
Negatif kontrol - - 2 uL -
Non-spesifik DNA 2 ulL 2ulL 2 ulL - -
S. Gallinarum - - - 2 uL
IAC 1 uL - - -
Toplam reaksiyon hacmi 11 pLL 10 nLL 10 nLL 10 pL 10 pL.
qPCR: Kantitatif real-time PCR; IAC: Internal kontrol; G/P: Gallinarum/Pullorum

Spesifite ve sensitivitenin tespiti: Metodun Spesifite ve sensitivitenin  belirlenmesi:

spesifite ve sensitivitesi iki asamada yapildi; Birinci
asamada S. Gallinarum ve S. Pullorum standart
suslara ait DNA’larin 10 kath diliisyonlar1 yapildi.
Ikinci asamada ise 12 adet S. Liverpool, 11 adet
S. Virchow, 10 adet S. Enteritidis, S. Infantis ve S.
Anatum, 5 adet S. Senftenberg ve S. Agona, 1 adet
Mycoplasmasynoviae, M. gallisepticum, Pasteurella
multocida, Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Avibacterium paragallinarum suglarina ait DNA’lar
ile infeksiy6z Bronsitis (IB) ve Newcastle hastaligi
(ND) viruslarina ait RNA’lar kullanildi. Her iki asa-
mada kullanilan tim DNA (sulandirmalar dahil) ve
RNA’lara qPCR teknigi uygulandi.

qPCR tekniginin validasyonu: Validasyon
calismas1 i¢in Etlik Veteriner Kontrol Merkez
Aragtirma Enstitiisii Miidurligii, Kanathh Hayvan
Hastaliklar1 biriminin katilmis oldugu uluslararasi
yeterlilik-karsilastirma testlerinde(ring test) kulla-
nilan 10 adet S. Gallinarum susu kullanildi.

Bulgular

qPCR metodu: Standart suslarin tamami1 qPCR
PCR ile de S. Gallinarum ve S. Pullorum olarak
dogrulandi. Reaksiyonda negatif kontrol olarak kul-
lanilan §. Enteritidis, S. Typhimurium ile yapilan
gPCR’de amplifikasyon egrisi gostermedi. Yapilan
testler sonucunda internal kontrol primerlerinin in-
hibitdrleri ortaya koymada basarili oldugu belirlen-
di.

Metodun ilk agamasinda, DNA konsantrasyonlarin-
daki azalmayla birlikte Ct degerlerinde de kademeli
olarak azalma belirlendi. gPCR sonucunda elde edi-
len Ct degerleri tablo 2’de gosterildi.

fkinci asamada test edilen ve hedef dis1 olan
bakteri suslar1 ve viruslara ait DNA/RNA’lar ile
yapilan qPCR ¢aligmasinda sigmoidal egriye rast-
lanilmadi.

Tablo 2. qPCR sonucunda elde edilen Ct degerleri

Biovar ad1 Sulandirma G/P Non-spesifik IAC
orani
10° 17,53 15,75 3
10! 21,03 19,49 +
S. Gallinarum 102 24,7 22,73 4
107 27,94 26,05 +
10 31,01 29,33 3
10° 18,43 N/A +
10! 21,88 N/A 3
S. Pullorum 10 25,25 N/A +
107 28,59 N/A 3
10 31,52 N/A +
Negatif Kontrol - N/A N/A +

Gelistirilen qPCR metodunun validasyonu:
Ring testte kullanilmis olan S. Gallinarum 10 adet
susla optimizasyon ¢aligmasi yapildi. Hem SP/SG
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hedefi hem de nonspesifik hedefinde sigmoidal eg-
riler goriildiigi i¢in 10 adet susun S. Gallinarum ol-
dugu belirlendi.

Tartisma ve Sonug¢

S. Gallinarum ve S. Pullorum hareketsiz, konak spe-
sifik ve genetik olarak birbiriyle yakin iligkili olan
biovarlardir (Lofstrom ve ark. 2010; Feng ve ark.
2013). Bu iki patojenin neden oldugu hastalik tab-
losu ve salgin nedenli olusan hayvan dliimleri, eko-
nomik kayiplar ve diger tilkelere yayilma riski ne-
deni ile ile Salgin Hastaliklar1 Ofisi (OIE) bildirimi
zorunlu hastaliklar igerisindedir (OIE 2018). Tiim
bu nedenler gézoniine alindiginda S. Gallinarum/
Pullorum’un teshisinin ve biovarlarin birbirinden
ayriminin erken dénemde ve dogru yapilabilmesi,
ticari kanath isletmelerindeki uygulanacak kontrol
stratejilerinin ortaya konmasi agisindan 6nemli ola-
caktir(Rubio ve ark. 2017).

S. Gallinarum/Pullorum’un molekiiler tani-
st i¢in PCR temelli bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Christensen ve ark. 1993; Kisiela ve ark. 2005;
Xiong ve ark. 2017). Giiniimiizde modern tani me-
totlar1 icerisinde degerlendirilen real-time PCR,
kolaylikla arastirmacilar ve rutin tani laboratuvar-
larinda ulasilabilir olmustur. Bununla birlikte, bu
teknik i¢in spesifik problarin ve primerlerin tasari-
mi1, genomik dizilerinin varligina ve biyoinformatik
analizine bagl oldugundan dolay1 uzmanlik gerek-
tirmektedir (Rubio ve ark. 2017).

Bu c¢alismada, gelistirilen real-time PCR tek-
niginin ilk asamasi1 hedef genlerin seg¢ilmesidir. Bu
amagla S. Gallinarum/Pullorum i¢in GenBank’ta
bulunan gen diziler incelendi. Son yillarda yapilan
caligmalarla da paralellik gdsteren ornitin dekar-
boksilaz (speC) ve glikojen biyosententez (glgC)
hedefli genler belirlendi (Kang ve ark. 2011, 2012).
Bu gen bolgeleri haricinde farkli ¢alismalarda fimH
(Kisiela ve ark. 2005), fliB ve fliC (Paiva ve ark.
2009), fIhB (Xiong ve ark. 2017), ipaJ (Xu ve ark.
2018) genleri hedefleyen molekiiler metotlar kulla-
nilarak S. Gallinarum/Pullorum tanis1 yapilmistir.
Calismada gelistiren qPCR metodunda kullanmak
iizere biovarlara ve internal kontrol primerlerinin
oncelikle in-silico analizleri daha sonra laboratuvar
ortaminda in-vitro etkinlik testleri gergeklestirildi.
Bu durum her bir biovarin spesifik teshisi i¢in kulla-

nilan metottan elde edilen sonuglarin kapsamli ana-
lizini ve validasyonunu gostermektedir.

Ulkemizde kanatl hayvanlarda (tavuk, hindi
ve kafes kuslar1) Salmonella’larin molekiiler teshi-
si i¢in gelistirilen tan1 yontemleri ¢ogunlukla pato-
jenin cins diizeyi i¢in tercih edilmistir. Yapilan bu
caligmalarda invA, iroB genlerinin hedef alindig
PCR, multipleks PCR ve qPCR metotlar1 gelistiril-
mis ve bu teshis metotlarinin hiz, sensitivite, spe-
sifite, tekrarlanabilirlik agisindan 6nemli avantajlar
sagladigi sonuglarina varilmistir(Carli ve ark. 2001;
Eyigor ve Carli 2003, 2007; Sareyyliopoglu ve
Cantekin 2009).

Bu c¢aligmada gelistirilen S. Gallinarum/
Pullorum qPCR tani1 kiti hem teshise hem de bio-
varlar arasinda ayrimi yapabildi. gPCR metodu iki
gene dayandirildi ve yontemin 6zgilliigii ve duyar-
lilig1 belirlendi. Caligmanin validasyonu amaciyla
Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Midiirligii, Kanathh Hayvan Hastaliklar1 birimin-
den temin edilen 10 adet S. Gallinarum’un ampli-
fikasyonunda hem SP/SG hedefi hem de nonspe-
sifik hedefinde sigmoidal egriler goriildi. Standart
S. Pullurom suslartyla yapilan ¢alismalarda SG/SP
hedefinde sigmoidal egriler goriiliirken nonspesifik
hedefinde sigmoidal egrilere rastlanilmayarak sus-
larin bu yontemle de S. Pullorum oldugu belirlen-
di. Bu galisma benzer primer dizileri kullanilan S.
Gallinarum/ Pullorum ayrimina yonelik yaptiklar
konvansiyonel dupleks PCR calismalariyla paralel-
lik gostermistir (Kang ve ark. 2011, 2012). Bu ¢a-
ligsma i¢in tasarlanmis olan probun 6zgiil bir sekilde,
standart egrilerle, genis bir dinamik aralikta dogru
bir sekilde S. Gallinarum/ Pullorum ayrimini ger-
ceklestirdigi ve dlgiilebildigi sonucuna varildi.

Sonug olarak, S. enterica subsp. enterica se-
rovar Gallinarum biovar Gallinarum ve biovar
Pullorum’un tanisin1 koymak ve birbirinden ayir-
mak icin glgC ve speC gen bolgeleri hedef alan
gPCR tam kiti gelistirildi. Gelistirilen kit, biovar
Gallinarum ve biovar Pullorum’u (%100 duyarlilik)
dogru bir sekilde tanimladi ve hedef dis1 olan suslar
(% 100 ozgiilliik) negatif olarak tespit etti. Bu tanm
kiti ile veteriner tani laboratuvarlarinda Kanatli ti-
fosu ve Pullorum hastaliginin hizh sekilde ayirici
tanist yapilabilecektir.
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Sicaklik Stresi ile Indiiklenen Broilerde Farkli Oranlarda Uygulanan Bitkisel
Eksraktlarin Bazi Kan Parametrelerine Etkisinin incelenmesi
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Ozet: Sicaklik stresi, immunosupressif etkisi nedeniyle kanatlilarda biiyiime ve gelisme geriligi, metabolik problemler-
den 6liime kadar varabilen saglik sorunlarina yol agan énemli bir stres etmenidir. Bu ¢alisma, sicaklik stresine maruz
kalan kanatlilarda bitkisel ekstrakt kullanimina bagh olarak serumda P diizeylerinin karsilastirilmasinin yani sira es
zamanli olacak sekilde igme sularina ilave edilen stresin etkisini azaltilmasinda antioksidan 6zelliklere sahip Eucalyptus
glabutus labii (6kaliptus), Tymus vulgaris (kekik), Cymbopogon nardus (sitronella) ve Syzgium aromaticum (karanfil)
bitkilerinden olusan ugucu yag karisimmin (EOM) bazi kan parametreleri (Fosfor (P), Lipaz, Sodyum (Na), Klor (Cl),
Doymamis demir baglama kapasitesi (UBIC), Total Demir Baglama Kapasitesi (TIBC), Transferin Doygunlugu (%
SAT) diizeyi lizerine olan etkisi arastirilmistir. Aragtirmada her birinde 50 adet hayvan olacak sekilde 8 gruba ayril-
mistir. Gruplar kendi icerisinde her bélmede 10 adet hayvan olacak sekilde 5 alt grubu igermektedir. UIBC ve TIBC
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla 22°C gruplarda 500 ml/1000 I gruplarda en fazla artis gozlenirken, 36°C gruplarda ise
500 ml/1000 1 gruplarda en fazla azalma tespit edilmistir (p<0,05).Deney sonucunda gruplara ait veriler incelendiginde
sicaklik stresine maruz kalan broylerin igme suyuna ilave edilen EOM’un serumda P, Lipaz, Na, % SAT diizeyleri iize-
rinde 6nemli bir etkisinin olmadig tespit edilmistir (p>0,05).

Anahtar kelimeler: Bitki eksrakti, broyler, kan parametreleri, sicaklik stresi

Investigation of the Effect of Vegetable Exracts on Some Blood Parameters in Broiler
Exposed by Heat Stress

Abstract: Heat stress, growth and developmental retardation in poultry due to its immunosuppressive effect is an im-
portant stress factor leading to health problems ranging from metabolic problems to death. In this study, we compared
the phosphorus levels in serum due to the use of herbal extracts in poultry subjected to temperature stress, as well as the
effect of the stress added to drinking water simultaneously on the effect of antioxidant properties Eucalyptus glabutus
labii (eucalyptus), Tymus vulgaris (thyme), Cymbopogon nardus (citronella) ve Syzgium aromaticum (clove) (EOM)
of some blood parameters (phosphorus (P), lipase, Sodium (Na), Chlorine (Cl), Unsaturated Iron Binding Capacity
(UBIC), Total Iron Binding Capacity (TIBC), Transfer Saturation (% SAT)) the effect on the level of was investigated.
The study was divided into 8 groups with 50 animals each. The groups consist of 5 sub-groups with 10 animals in each
compartment. In the 22 °C groups, there was an increase in UBIC and TIBC parameters in the groups given EOM mix-
ture compared to the control group, while the maximum increase was seen in 500 ml/1000 1 groups. UIBC and TIBC
levels were the highest increase in the 500 m1/ 1000 1 groups in the 22 °C groups compared to the control group, while
the highest decrease was observed in the 500 ml/ 1000 1 groups in the 36 °C groups (p <0,05). At the end of the experi-
ment, it was found that EOM added to drinking water of brolier exposed to heat stress did not have a significant effect
on serum P, Lipase, Na ,% SAT levels (p> 0,05).

Key words: Blood parameters, broiler, heat stress, plant extract

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Kanatlilarda 6nemli bir stres etmeni olan sicaklik
stresi, fizyolojik, hormonal, davranigsal degisiklik-
lere yol acan immunosupressif etkisi nedeniyle bii-
ylimede yavaslama ve mortalite oraninda artisa yol
agmaktadir (Al-Marzooqi ve Leeson 1999; AOAC
2005; Abdulkarimi ve Daneshyar 2012).Bu etkileri

nedeniyle ekonomik olarak kanatli sektoriiniin bas-
lica 6nemli sorunlar1 arasinda yer almaktadir.

Stres, biyokimyasal parametrelerin degisme-
sinde 6nemli bir etmendir (Al-Marzooqi ve Leeson
1999).Fosfor, biiyiime-gelismeden, kemik formas-
yonu, hormon aktivasyonu, hiicre metabolizmasi
ve hiicreler arasi sinyal iletimi, asit-baz dengesine
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kadar pek c¢ok fizyolojik siirecte dnemli rolii bulu-
nan, biitlin hayvan tiirleri i¢in esansiyel ve yagam
icin vazgecilmez bir dneme sahip bir elementtir
(Asimov 1974; Moraesa ve ark. 2003). Sicaklik
stresine bagli olarak Broyler civciv ve tavuklarda,
plazma inorganik fosfat seviyelerinin azaldig1 bil-
dirilmektedir (Borges ve ark. 2004; Conway ve ark.
2006). Ancak, broylerde sicaklik stresi indiiklen-
mesi ve bitkisel ekstrakt uygulamasina bagli olarak
serum P diizeyinin degisimine yonelik kisitl sayida
calisma bulunmaktadir. Plazmadaki P diizeyi, di-
yetle alinan P miktari, hayvan tiirii, yas, gibi birgok
fizyolojik etmene bagl olarak degiskenlik goster-
mekte ve serumdaki normal diizeyi 2,5-4,5 mg/dl
araliginda degiskenlik gdstermektedir. Bu oran 1,5
mg/dl altina diismesi halinde 6liim riski artmaktadir
(Nelson, 1967; Conway ve ark. 2006; Daneshyar ve
ark. 2009). Ayrica, hizla biiylime ve gelisme siire-
cindeki geng civcivler P eksikligine asir1 duyarlilik
gostermektedir. Bu nedenle, P’nin ideal degerlerinin
bilinmesi, korunmasi ve takip edilmesi dnem arz et-
mektedir. Fizyolojik agidan bitkisel kaynaklarda bu-
lunan P’nin fitik asit formunda bulunmasi nedeniyle
kanatlilarda P’nin yararlanma derecesi oldukea dii-
stik diizeydedir (NRC 1984; Conway ve ark. 2006).
Kanath rasyonlarinda P elementinin yetersizligi ve
plazmadaki P diizeyi diigiikliigii, yumurta verimi ve
kalitesinde de azalma, biiylime performansinda ge-
rileme gibi verim performanslarini olumsuz etkilen-
mesinin yani sira pika, yagl karaciger, metabolik
bozukluklar, ragitizm gibi genel durum bozukluk-
larindan 6liim olgusuna kadar varabilen énemli bir
saglik sorunlarina yol agmaktadir (Al-Marzooqi ve
Leeson 1999).Diger yandan, kanatli rasyonlarinda
kullanilan P ve Ca miktarinda hafif sapmalarin ani
Olim goriilme insidansini arttirilabilmesi agisindan
da kanatli besleme programlarinda kritik bir 6neme
sahiptir (Al-Marzooqi ve Leeson 1999; Dorman
ve Dean 2000). Lipaz, pankreastan salgilanan ve
yaklasik 42 Kilodalton (kDa) molekiiler agirligin-
da trigliseridleri 1. ve 3. pozisyonlarinda hidrolize
ederek geride monogliserid birakan pankreatik has-
taliklarin tanisinda kullanilan bir sindirim enzimi-
dir. Pankreas dokusunda meydana gelen tiirlii zede-
lenme serum lipaz aktivitesinde yiikselmeye sebep
olmaktadir (Gonzalez 2006).

Kanatlilarda, pankreas fonksiyonun degerlen-
dirmesinde serum amilaz ve lipaz konsantrasyonlari

Olciilmektedir. Bu parametrelerdeki meydana gelen
artis, pankreas veya bobrek hasari ile iliskili deger-
lendirilmektedir (ICSH 1978; Isolauri ve ark. 2001).
Serum demir diizeyi, hemoglobin (Hb) sentezi i¢in
gerekli demiri miktarinin belirlenmesinde, TIBC ise
anemilerin ve demir metabolizmasinin degerlendi-
rilmesinde, UBIC ve % SAT parametreleri ise doy-
mamis demir baglama kapasitesinin hesaplanmasin-
da kullanilmaktadir. Serumda % SAT diizeyi, serum
transferrin konsantrasyonunun dogrudan gostergesi
olan toplam demir baglama kapasitesiyle (TIBC)
ters orant1 gostermektedir (Kefali ve Toker 2006).
Biyokimyasal parametrelerin degismesine yol acan
stresin kanatlilarda olas1 zararl etkilerinin azaltila-
bilmesine yonelik arastirmalar durduraksiz devam
etmektedir. Kanatlilarda stres sonucu meydana ge-
len 6liim ve enfeksiyonlarin azaltilmasi, verimlili-
gin arttirllmasinda basta bazi antimikrobiyal, anti-
oksidan etkilere sahip bitki ekstrakti, probiyotikler,
prebiyotiklerin kullanilmast 6nemli uygulamalar
icerisinde yer almaktadir (Klasing 1998; Khan ve
ark. 2002; Botsoglou ve ark. 2004). Gergeklestirilen
bu deneysel ¢alisma, sicaklik stresi ile indiiklenen
broylerde serumda P, lipaz, Na, CI, P, UBIC, TIBC,
% SAT diizeylerinin karsilagtirilmasinin yaninda
es zamanli olarak i¢cme sularina ilave edilen stresin
olumsuz etkilerinin azaltilmasina yardimci1 olan an-
tioksidan ozelliklere sahip EOM serumda P, lipaz,
Na, Cl, UBIC, TIBC, % SAT diizeyleri iizerindeki
etkisinin incelemesi amaciyla yapilmaistir.

Gere¢ ve Yontem
Hayvan Materyali

Aragtirma i¢in hayvan materyali olarak 400 adet
bir glinliik yastaki Ross-308 etlik civeiv kullanildi.
Calisma, alistirma (7 giin) ve besi (35 gilin) donem-
lerini kapsayacak seklinde toplam 42 giin siirdii.
Her grupta 50 hayvan olacak sekilde 8 farkli gruba
ayrildi. Her grupta kendi igerisinde her bélmede 10
adet hayvan olacak sekilde 23°C stressiz grup ve
36°C stres uygulanacak sekilde Kontrol (K), K+250
ml/l, K+500ml/L, K+750ml/L olacak 5 alt gruba ay-
rildi. Caligsma etik kurul onayini takiben (Karar tari-
hi ve sayisi: 22.02.2018-2/24), Bayburt Universitesi
Gida, Tarim ve Hayvancilik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Birimine bagl kanatl tinitesinde, hayvan
refah1 ve haklar korunarak etik ilke ve kurallarina
riayet edilerek gerceklestirildi. Arastirma siiresince
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broyler civcivlerin oniinde siirekli olarak giinliik
ve taze su bulunduruldu. Deneme kiimesinin ge-
nel 1s1s1 ilk 2 giin 32-33°C ve daha sonraki 5 giinde
27-28°C’de sabit tutulmus daha sonra kademeli ola-
rak artirilarak sicaklik stresi uygulandigi donemde
sicaklik 36°C’de nem ise % 75-85, 1s1 stresi uygu-
lanmayan gruplar ise 22°C’de sicaklik sabit tutul-
mustur. Deneme boyunca 24 saat aydinlik (60 W)

Tablo 1: Temel rasyonun kompozisyonu ve bilesimi (%)

olacak sekilde uygulandi. Tiim gruplara tablo 1°de
icerigi verilen bazal diyet yemleri verildi. Igme su-
lar1 da her giin ayni saatte alinarak iclerine EOM
ilave edilerek yeni sulari hayvanlara verildi. Bu
arastirma i¢in kullanilan yemlerin analizi, A.O.A.C
belirtilen yontemlere uygun olarak gergeklestirildi
(AOAC 2005).

Ham maddeler

Baslangic yemi (0-14 giin) Biiyiitme yemi (14-28 giin) Bitiris yemi (28-42 giin)

Misir 52,70 54,60 58,12
Misir Gluten Yemi 15,21 21,20 26,14
Soya Fasulyesi Kiispesi 26,35 18,90 10,65
Di-kalsiyum Fosfat 1,95 1,70 1,60
Kalsiyum Karbonat 1,18 1,10 1,04
Sodyum Kloriir 0,31 0,31 0,31
Sodyum Bikarbonat 0,20 0,20 0,20
Tuz 0,20 0,20 0,20
Metiyonin 0,50 0,50 0,44
Lizin 1,20 1,10 1,10
Vitamin- mineral premiks 0,20 0,20 0,20
ME (Kcal/ kg) 3100 3150 3225
Ham Protein % 24 22 20
Ham Yag % 2,61 2,30 2,50
Nem % 13,20 13,20 13,20
EOM Karigimin Igerigi

EOM karisimina ait icerik Bayburt Universitesi
Merkez Aragtirma Laboratuvarlarinda GC (Gaz
kromatografisi) (Agilent 5977B, GC/MSD,
GERMANY) cihaz1 ile analiz ettirilmistir (Ozek
ve ark. 2010). EOM igeriginde %26,70 Durenol,
%23,89 Ocenol, %16,49 Gamma terpinen, %8,35
Heptaetilen glikol, %6,42 Heksaetilen glikol, %3,31
simen, %3,08 Penectilen glikol, %2,87 Kariofilen,
%2,30 D-Limonen, %?2,18 Betapinen, %0,95
Okaliptol bulunmustur.

Kan Orneklerinin Toplanmasi

Aragtirma sonucunda, her grup igerisinden rastgele
bir sekilde 10 ve toplamda 80 hayvan kesim sirasin-
da akan kandan 6rnekler alindi. Kan numunelerinde
serum elde edilmesi i¢in sogutmali santrifiijde (NF
1200R, NUVE, Ankara, TURKiYE) 12 dakika sant-
rifijj edildi.

Serum P, lipaz, Na, Cl, % SAT, UBIC, TIBC
Tayini

Serumda P diizeyi, Cobas-8000 otoanalizorde
(Roche Diagnostics, Almanya) 6l¢timii gercekles-
tirilmigtir. Serum transferrin doygunluk seviyeleri,
asagidaki formiilasyonla serum demir diizeyleri ve
serum toplam demir baglama kapasitesi seviyelerin-
den hesaplanarak belirlendi Voyvoda ve ark. (1992):
Transferrin doygunlugu (%) = (Fe / TIBC) x 100

istatistiksel analiz

Arastirma verilerinin istatiksel analizinde IBM
SPSS 20.0 programinda stresin rasyonlara katilan
ekstrakt, stres ve diyet*stres faktorleri iizerine et-
kileri General Linear Model Univariate’de Duncan
testi uygulanmistir. Verilerin ortalamalar1 standart
hatalariyla ifade edilerek () anlamli farkliliklar
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p<0,05 diizeyinde test edilip degerlendirilerek ince-
lenmistir.

Bulgular

Deneysel olarak sicaklik stresi ile indiiklenen broy-
ler gruplarinda igme suyuna ilave edilen EOM ka-
ristmina bagli olarak bazi kan parametreleri {izerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla elde edilen veriler
(Tablo 2) asagida tablo halinde verilmistir. Tim
gruplarda uygulanan broyler gruplarinda 22°C

gruplarda serumda UIBC ve TIBC parametrele-
ri lizerine kontrol grubuna kiyasla EOM karigimi
verilen gruplarda artis olurken en fazla artisin 500
ml/1000 L gruplarda goriilmiistiir. 36°C gruplarda
ise UIBC, TIBC ve Cl parametreleri iizerine kontrol
grubuna kiyasla azalma oldugu en fazla azalmanin
da 500 ml/1000 L gruplarda oldugu tespit edilmis-
tir (p<0,05). Diger yandan her iki deney grubunda
uygulanan EOM karisimi uygulamasi neticesinde P,
lipaz, % SAT, Na diizeyleri lizerine etkisi olmamis-
tir (p>0,05).

Tablo 2. Sicaklik stresi uygulanan deney gruplarinda EOM uygulamasinin bazi kan parametrelerine gore interaksi-

yonu.
UIBC TIBC SAT % Lipaz Na Cl P
22°C  36°C 22°C  36°C  22°C 36°C  22°C 36°C 22°C 36°C 22°C 36°C 22°C 36°C
Kontrol 0,00° 22,40° 88,20° 110,40° 7115,83 9686,87 0,00 0,00 148,20 147,60 114,00 116,80* 5,92 5,68
EOM 250 ml/10001 20,60* 17,80® 102,80 96,00®* 8508,20 7709,72 0,00 0,00 150,80 146,60 116,40 115,40* 544 582
EOM 500 ml/10001 25,20* 3,80° 128,60* 79,80° 11314,18 7480,85 0,00 0,00 150,00 137,40 115,20 104,00 5,76 6,66
EOM 750 m1/10001 18,60®* 9,00 117,00® 94,00 10844,31 12065,46 0,00 0,00 149,00 149,40 112,60 115,80* 7,08 4,74
Varyasyon kaynag (P degerleri)
Diyet 0,52 0,86 0,41 0,00 0,00 0,30 0,07 0,82
Sicaklik 0,46 0,03 0,89 0,00 0,00 0,06 0,39 0,47
Sicaklik*Diyet 0,00 0,00 0,49 0,00 0,00 0,17 0,03 0,07
Diyetin bashca etkisi
Kontrol 11,20+3,81 99,30+6,45 8401,35+1536,86 0,00 0,00 147,90+2,23 115,40+1,80°  5,80+0,44
EOM 250 ml/10001  19,20+3,81 99,40+6,45 8108,96+1536,86 0,00 0,00 148,70+2,23 115,90+1,80*  5,63+0,44
EOM 500 ml/10001  14,50+3,81 104,20+6,45 9397,52+1536,86 0,00 0,00 143,70+2,23  109,60+1,80°  6,21+0,44
EOM 750 ml/10001  13,80+3,81 105,50+6,45 11454,88+1536,86 0,00 0,00 149,20+2,23  114,20+1,80®  5,91+0,44
Sicakhk
22°C 16,100 109,150 9445,636 0,00 0,00 149,500 114,550 6,050
36 °C 13,250 95,050 9235,728 0,00 0,00 145,250 113,000 5,725
SEM 2,70 4,56 1086,72 0,00 0,00 1,57 1,27 0,31

Tartisma ve Sonug¢

Sicaklik stresi, kanatlilarda K, Na, Ca gibi mineral-
lerin atilimin1 arttirarak, Mg ve dolayisiyla kuslarin
elektrolit dengesini bozmaktadir (McCormick ve
ark. 1979; Molero 2007). Basta P, Ca, Na, Mg gibi
elementlerin seviyelerinin azalmasina yol agmakta-
dir (Kohne ve Jones 1975; Klasing 1998). Ayrica,
akut sicaklik stresine maruz kalarak ag¢ birakilmis

tavuklarin hayatta kalmasim etkileyen elementler-
den birisi olan P ve Ca bu agidan da kritik bir 6ne-
me sahip oldugu bildirilmektedir (Smith ve Teeter
1987;Savica ve ark. 2012).

Mevcut calismamiz igin gergeklestirilen litera-
tiir taramasinda sicaklik stresine maruz kalan broy-
ler igme suyuna farkli oranlarda EOM uygulamasi-
nin serumda P, lipaz, Na, C1, UBIC, TIBC, % SAT
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seviyelerinin nasil degistirdigine yonelik ¢aligmalar
kisith sayida bulunmaktadir. Ayrica, mevcut c¢alig-
ma sicaklik stresi uygulanan etlik piliglerde igcme
sularina farkli oranlarda katilan bitkisel ekstraktla-
rin bazi biyokimyasal parametreler iizerindeki et-
kisinin incelenebilmesine olanak saglamasi yoniin-
den O6nemlilik arz etmektedir. Arastirma sonucunda
EOM uygulamasina bagli olarak serumda P, lipaz,
UBIC, TIBC, Na, % SAT degerleri {izerinde etkisi
bulunmadig: tespit edilmistir. Elde edilen veriler ya-
pilan arastirma sonuglartyla uyumluluk gostermek-
tedir (Nelson, 1967; McCormick ve ark. 1980; Vahl
ve ark. 1987; Lumeij 1997; Salvador ve ark. 1999;
Borges ve ark. 2004; Khan ve ark. 2002; Daneshyar
ve ark. 2009; Tekce ve Giil 2015). TIBC, transferri-
nin gercek demir baglama kapasitesini, demir emi-
liminin ve tahmini bilgi saglayan énemli bir goster-
gedir (ICSH 1978; Daneshyar ve ark. 2009).igme
suyuna ilavesine kekik eksrakti uygulandigi aras-
tirmada serumda TIBC miktar1 anlamli bir farklilik
gbzlenmedigi bildirilmistir. Mevcut arastirmamizin
sonuglartyla uyumluluk gdstermektedir (Conway
ve ark. 20006).

Sonug olarak mevcut ¢alismamizda EOM uy-
gulamasina bagh olarak serumda P, lipaz, UBIC,
TIBC, Na, % SAT degerleri lizerinde etkisinin bu-
lunmamasinin nedeni arastirma siirecince 1s1 uygu-
lamasina kars1 viicudun termoregiilasyon mekaniz-
malarinda epigenetik adaptasyon kazanabilmis ola-
bilecegi kanaatine varilmigtir. Mevcut ¢alismalarin
kisith sayida olmasi nedeniyle daha kapsamli arag-
tirmalar yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Tavuk Diskilar1 ve Cevresel Orneklerden Salmonella Infantis Fajlarimin
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Ozet: Bu calismada, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen kanatli Salmonella serotipi olan S. Infantis bakteriyofajlarinin izo-
lasyonu ve bu fajlarin konak spektrumunun belirlenmesi ayrica bu fajlarin su, yem ve altlik materyallerindeki etki ve
yasam siireleri ile saklama siirelerinin belirlenmesi amaglandi. Caligmada, 50 adet digki-altlik ve 50 adet atik su 6rnegin-
den izole edilen 38 adet S. Infantis fajinin, rutin test diliisyonlari, litik spektrumlari ve litik profilleri belirlenerek segilen
fajlar RAPD-PCR ile genotiplendirildi. Litik profilleri ve RAPD homoloji diizeyleri birbirinden farkl: olanlar arasindan
secilen en yiiksek litik spektruma sahip fajlarin (SF-In7, SF-In20) faj-bakteri dinamikleri incelendi. SF-In7, SF-In20
fajlarmin adsorbsiyon orani 20 dk’da %95 ve latent donemleri ise sirastyla 57 dk ve 65 dk olarak belirlendi. Deneysel
caligmalarda SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin 24 saatte canlt S. Infantis sayisin1 su materyalinde 4 log  cfu/ml (p<0,001),
altlik ve yem materyalinde 2-3 log,, cfu/ml (p<0,001) azalttig1, konak hiicre bulundurmayan su materyalinde 4 hafta,
altlik ve yem materyallerinde ise 3 hafta yasadigi tespit edildi. Ayrica ¢aligmada, SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin oda 1sinda
(20-22°C) 6 hafta, 4°C’de 9 ay, -20°C ve -80°C’de ise 4 yildan fazla canliliklarini koruduklari belirlendi. Calisma sonu-
cunda, SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin S. Infantis kontaminasyonunu azaltmada biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi,
genis saklama 1s1s1 ve uzun yasam siiresi sebebiyle saha, kiimes, kesimhane gibi ortamlarda uygulanmadan dnce uzun
stire kolaylikla saklanabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, biyokontrol, tavuk, Salmonella Infantis.

Isolation and Characterization of Salmonella Infantis Phages from Poultry Faces and
Environmental Samples

Abstract: In this study, it was aimed to isolate the bacteriophages of S. Infantis, the most isolated Salmonella serotype
of poultry in Turkey, to determine the effect and lifespan in the water, litter and feed and to detect the host spectrum and
the storage time of these phages. In this study, the routine test dilutions, lytic spectra and lytic profiles of 38 S. Infantis
phages isolated from 50 stool-litter and 50 wastewater samples were determined and the selected phages were geno-
typed by RAPD-PCR. Phage-bacterial dynamics of phages with the highest litic spectrum (SF-In7, SF-In20) selected
among the different litic profiles and RAPD homology levels were investigated. The adsorption rate of SF-In7, SF-In20
phages was determined as 95% in 20 min and latency periods were determined as 57 min and 65 min, respectively. In
experimental studies, it was determined that the SF-In7 and SF-In20 phages decreased the number of alive S. Infantis in
24 h at 4 log,, cfu/ml (p<0.001) in water and at 2-3 log , cfu/ml (p<0.001) in feed and litter and found to be alive for 4
weeks in the water and 3 weeks in the feed and litter without host cells. In addition, it was also determined that the SF-
In7 and SF-In20 phages survived for 6 weeks at room temperature (20-22°C), 9 months at 4°C, and more than 4 years at
-20°C and -80°C. As a result of the study, SF-In7 and SF-In20 phages can be used as biocontrol agents to reduce the S.
Infantis contamination, and can be stored easily for a longtime period before application in environments such as field,
poultry house, slaughterhouse due to its large storage temperature and long life span.

Key words: Bacteriophage, biocontrol, chicken, Sa/monella Infantis.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris Tiirky1lmaz, 2007; EFSA 2016). Salmonella genusu
icerisinde yer alan yaklagik 2700 serotip icerisinde
Salmonella  enfeksiyonlart tim diinyada ve insanlarda Salmonellozise neden olan en yaygin

Tiirkiye’de kanathi endiistrisinin en 6nemli prob-
lemlerinden birisidir (Aksakal, 2003). Ayrica kanath
hayvanlardan insanlara gida kaynakl bulasarak zo-
onotik enfeksiyonlara neden olmasi sebebiyle halk
sagligl agisindan da oldukca 6nemlidir (Sengiil ve

serotipler S. Enteritidis ve S. Typhimurium olarak
bilinmektedir. Ancak son yillarda bagsta S. Infantis
olmak iizere diger serotiplerin izolasyon oranla-
riin arttigi gézlenmektedir (Miller ve ark. 2010).
European Food Safety Authority (EFSA)’nin son
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raporunda (EFSA, 2017), S. Infantis’in insanlarda
en yaygin dordiincii serotip oldugu, bununla beraber
son bes yilda tavuklarda en yaygin goriilen seroti-
pin S. Infantis (%33,6) oldugu ve bunu S. Enteritidis
(%15,8) ve S. Mbandaka (%06,7) nin izledigi bildi-
rilmistir. Tlirkiye’de yapilan ¢aligmalarda ise tavuk-
lardan izole edilen en yaygin serotipin S. Infantis
oldugu belirlenmistir (Anonim 2018).

Bakteriyofajlarin insanlarda tedavi amacty-
la kullanimi uzun yillardan beri bilinmektedir.
Ozellikle Salmonella’larda antibiyotiklere karsi
gelisen direncle beraber kanatli Salmonellozis’inin
Onlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in de alternatif ola-
rak faj caligmalar1 bulunmaktadir. Sa/monella fajla-
r1, kanatli digkilar1 ve kanatli ¢iftlikleri cevresinden
kolaylikla izole edilebilmekte ve kanatl {iretimin-
den baglayarak kiimes uygulamalar1 (yem, altlik, su,
ylizey gibi materyaller), hayvanlarda kolonizasyonu
onlemek veya azaltmak icin hayvan uygulamalari,
ya da gida uygulamalarinda kullanilabilmektedir.
Salmonella fajlar1 ile Salmonella kolonizasyonu-
nun tavuklarda azaltilmasi (Atterbury ve ark. 2007;
Borie ve ark. 2008; Bardina ve ark. 2012) {izerine
ve insanlara Salmonella gecisini azaltmak amaciyla
gida maddelerinde ve gida hazirlama bolgelerin de
Salmonella kontaminasyonunun dnlenmesi ve azal-
tilmasi iizerine birgok ¢aligma mevcuttur (Spricigo
ve ark. 2013; Woolston ve ark. 2013; Huang ve ark.
2018). Bu calismalar genellikle en yaygin serotip-
ler olan S. Enteritidis ve S. Typhimurium serotip-
leri kullanilarak yapilmistir. Ancak ¢aligmalarda S.
Infantis serotipi kullanilarak faj izolasyonun ve ka-
rakterizasyonunun yapildig1 bulagsma kaynagi olan
su, altlik ve yem materyallerinde in vitro olarak S.
Infantis fajlarinin etkinliginin arastirildigr calisma-
lar bulunmamaktadir.

Bu calismada, Tiirkiye’de en ¢ok izole edilen
kanath Salmonella serotipi olan S. Infantis’in bakte-
riyofajlarinin izolasyonu ve bu fajlarin konak spekt-
rumlarinin belirlenmesi, ayrica izolasyonu yapilan
ve konak aralig1 belirlenen bu fajlarin etki, yasam
ve saklama siirelerinin saptanmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem
Bakteri Suslar1 ve Kontrol Faji

Salmonella Infantis suslar;, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

kiiltiir koleksiyonundan temin edildi. Konak hiic-
releri olarak lizojenik faj bulundurmadig: bilinen
kanatli orijinli 10 adet S. Infantis susu, fajlarin li-
tik spektrumlarimi belirlemek amaciyla ise kanath
orijinli 200 adet S. Infantis susu kullanildi. Kontrol
amaciyla calismanin tiim asamalarinda Giircistan
ELIAVA Enstitiisii’nden temin edilen S. Enteritidis
vB-GES-Se-K1 Tiflis Faji1 kullanildi.

Bakteriyofaj izolasyon Materyali

[zolasyon i¢in, Ankara ve Bolu illerinde yer alan
kanatli isletmelerinden toplanan 50 adet digki-altlik
Ornegi ve kanatli kesimhanelerine ait aritma tesisle-
rinden toplanan 50 adet atik su 6rnegi olmak tizere
toplam 100 6rnek kullanildi.

Bakteriyofajlarin izolasyonu ve Cogaltilmasi

Tavuk diski-altlik 6rnekleri 1/10 oraninda Luria
Bertani broth (Neogen, USA) ile sulandirilip homo-
jenize edilerek, atik sular ise direkt olarak santrifiij
edildikten sonra 0,2 um’lik filtrelerden (Sartorius,
Germany) gegirildi, filtratlar ayrild1 ve faj kayna-
g1 olarak kullanildi. Filtratlar 10 ml cift kathh LB
broth igerisine besi yeri ile esit miktarda alindi ve
S. Infantis susunun 4-6 saatlik logaritmik fazdaki
kiiltiirinden 500 pl eklenerek 37°C’de 50 rpm’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda 7000
rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve siipernatant 0.2
pum filtreden gegirildi. Filtratlardaki litik aktivi-
tenin belirlenmesi amaciyla spot test uygulandi.
Kullanilan S. Infantis susunun logaritmik fazdaki
stvi1 kiiltiiriinden dip kat1 agara (LB Broth 20 g/L,
Bakteriyolojik Agar 15 g/L) 100 pl yayma ekim
metodu ile ekildi ve lizerine 10 pl faj filtrat1 damla-
tilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Litik
faj aktivitesi goriilmeyen filtratlar atildi, goriilen
filtratlar ise agar-overlay yontemi ile saflagtirildi
(Carey-Smith ve ark. 2006; Kutter, 2009; Bao ve
ark. 2011). Saflagtirilan fajlar agarin tizerine dokii-
len SM (Saline-Magnesium, faj tamponu: 5,8 g/L
NaCl, 2 g/L MgSO,7H,0, 50 ml/L 1 M Tris-HCl,
5 ml/L %2’lik Jelatin soliisyonu) soliisyonu ile bir
gece 37°C’de 50 rpm’de inkiibe edildikten sonra
toplandi. Toplanan siispansiyon 7000 rpm’de 10 dk
santriflij edilerek, {ist siv1 0.2 um filtreden gegirildi.
Elde edilen fajlar icerisine 1-2 damla kloroform ek-
lenerek -80°C’de saklandi.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 30, Sayi 2, 2019, 149-157



Torun E ve Miistak HK. Tavuk Diskilari ve Cevresel Orneklerden Salmonella Infantis Fajlarinin izolasyonu 151

Rutin Test Diliisyonunun Belirlenmesi

Rutin Test Diliisyonu (RTD)’nu belirlemek i¢in
agar-overlay yontemi kullanildi. Bu amagla 10°
cfu/ml §. Infantis susunun ekildigi agar iizerine her
bir faj stogunun ayr1 ayr1 LB broth ile hazirlanan
10-10"? arasinda 10 katl diliisyonlarindan ayri
ayr1 isaretlenen yere 10 pl damlatildi. 37°C’de 18-
24 saat inkiibasyon sonrasinda plak formasyonlari
okundu ve stok faj slispansiyonundaki faj sayist mi-
lilitredeki plak olusturan iinite (pfu/ml) cinsinden
hesaplandi (Kropinski ve ark. 2009).

Fajlarin Litik Spektrumlarimin ve Litik
Profillerinin Belirlenmesi

Elde edilen S. Infantis fajlarindan, RTD 1x10*iin
iizerinde olanlarin her birinin 200 adet S. Infantis
susundaki litik spektrumlar1 spot test yontemi ile
belirlendi. Bu amagcla, logaritmik fazdaki S. Infantis
suslart 100 pl dip agar iizerine yayma ekim yon-
temi ile ekildi. Rutin test dilisyonu 10*-10° pfu/
ml olan fajlar, isaretlenmis yerlere 10 pl damlatil-
di ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonucunda faj plaklarmin olusup olus-
mamasina gore fajlarin litik spektrumu degerlendi-
rildi (Carey-Smith ve ark. 2006; Kutter, 2009; Bao
ve ark. 2011). Fajlarin litik profillerinin belirlen-
mesi amactyla ise ilk once suslar numaralandirildi
ve her bir fajin hangi S. Infantis susunu lize ettigi
kaydedildi. Ayni suslart lize eden fajlar benzer li-
tik profilde kabul edildi. Litik profilleri en fazla lize
edilen sus sayisina gore numaralandirildi (Cortes ve
ark. 2015).

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PCR
Analizi

Farkli litik profile sahip fajlar arasinda, %90 ve
st litik spektruma sahip fajlarin tamaminin faj
DNA izolasyonu, Norgen Faj DNA izolasyon Kiti
(Norgen Biotek, Kanada) ile kitin protokoliine gore
gercgeklestirildi. Polimorfik DNA’nin rastgele ¢ogal-
tilmasi igin RAPD PCR analizi Cortes ve ark. (2015)
ile Gutierrez ve ark. (2011)’nin bildirdikleri yonte-
me gore gergeklestirildi. Amplifikasyon amaciyla
Cortes ve ark. (2015) ile Gutierrez ve ark. (2011)’nin
calismalarinda onerdikleri ve en fazla RAPD pater-
nini olusturan P1 (5’-CCGCAGCCAA-3’) primeri
kullanilda.

Faj-Bakteri Dinamikleri

[zolasyonu yapilan fajlardan, RTD 10*’iin iizerinde
olup, %90 ve iistii litik spektruma sahip, litik pro-
filleri ve RAPD PCR paternleri birbirinden farkli
olan fajlar ve bu fajlarin konak S. Infantis susu segi-
lerek biitlin faj-bakteri dinamiklerinin belirlenmesi
calismalarinda kullanildi. Minimal faj ve minimal
bakteri sayisinin belirlenmesi amaciyla Wiggins ve
Alexander (1985)’1n yontemi; faj adsorbsiyon ora-
ninin belirlenmesi i¢in ise Sanders ve Klaenhammer
(1980)’in bildirdigi yontem kullanildi. Faj adsorbsi-
yon orani zamana kars1 pfu’daki azalma orani olarak
ifade edildi. Hyman ve Abedon (2009)’un bildirdigi
yonteme gore faj latent stireleri 0, 30, 45 ve 45 dk
sonra birer dakikalik periyotlarda agar overlay yon-
temi ile faj sayimi1 yapilarak kontrol edildi.

Faj Etkinliginin Saptanmasi

Bu asamaya kadar biitiin 6zellikleri aragtirilan fajin
etkinligi kendi konag1 olan S. Infantis susu kullani-
larak su, altlik ve yem materyallerinde test edildi.
Bu amagla, Salmonella spp. yoniinden negatif ve
laboratuvar kosullarinda 10° cfu/ml yogunluktaki
S. Infantis ile deneysel olarak inokiile edilmis 9 ml
su, 10 g altlik ve 10 g yem materyali her bir faj ve
her saat i¢in ayr1 ayri kullanildi. Bu materyallere 10°
pfu/ml yogunluktaki fajdan 1 ml uygulanarak canli
bakteri sayis1 izerindeki etkisi ve etki siiresi (1 h, 12
h ve 24 h) agar overlay yontemi ile incelendi.

Faj Yasam Siiresinin Saptanmasi

Bu amagla, Salmonella spp. yoniinden negatif ol-
dugu belirlenen 9 ml su, 10 g altlik ve 10 g yem
materyali her bir faj 6rnegi ve her saat i¢in ayr1 ayri
kullanildi. Bu materyallere 10° pfu/ml yogunlukta-
ki fajdan 1 ml uygulanarak yasam siiresi incelendi.
Uygulama yapilan materyallerden bir hafta siireyle,
her giin ve her hafta 6rekler alinarak faj aktivitesi-
nin korunup korunmadig1 ve pfu sayis1 agar-overlay
yontemi ile incelendi.

Faj Saklama Siiresinin Saptanmasi

Bu amagla, RTD’nu 1x10° olan fajlar arasindan se-
cilen fajlar SM soliisyonuna toplandiktan sonra iki-
ser ml tiiplere alindi. Tiipler oda 1s1s1, +4°C, -20°C
ve -80°C’de bekletildi. Bu preparatlardan gittikce
artan zaman aralilarinda (ilk hafta her giin, ilk ay
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her hafta ve daha sonra aylik ve yillik araliklarla)
ornekler alinarak faj aktivitesi ve sayis1 agar-over-
lay yontemi ile incelendi.

istatistiksel Analiz

Fajlarin etkinligi, 24 saat sonunda, faj uygulamasi
yapilmayan su, altlik ve yem 6rneklerindeki canli
S. Infantis sayisinin, fajlar ile muamele edilmis su,
altlik ve yem orneklerindeki canli S. Infantis sayi-
st ile karsilastirilarak degerlendirildi. Farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi belirle-
mek i¢in Ki-Kare analizi kullanildi, p <0.05 anlaml
kabul edildi (Field, 2009).

Bulgular

Bakteriyofaj izolasyonu Bulgular

Toplanan 50 adet digki-altlik 6rneginin 26 tanesinde
faj aktivitesi belirlenirken sadece 18 adet faj saf ola-
rak izole edildi. Toplanan 50 adet atik su drneginin
29 tanesinde faj aktivitesi belirlendi ve 20 adet faj
saf olarak izole edildi (Tablo 1).

Tablo 1. Kaynagina gore izole edilen toplam faj say1si.

Faj izolasyonu

Ornek Faj Aktivitesi Agar-Overlay

sayist  Spot test (%)

(%)
Altlik-Diski 50 26 (52) 18 (36)
Atik Su 50 29 (58) 20 (40)
Toplam 100 55 (55) 38 (38)

Rutin Test Diliisyonu Bulgular:

Toplam 38 fajdan 17 fajin RTD’u 10¥lin altinda
bulundu. Pasaj yapilarak konsantrasyonlar arttirila-
mayan bu 17 adet faj daha sonraki agamalarda kul-
lanilmadi. RTD degeri 10° ve iistiinde bulunan 21
fajin RTD degerleri Tablo 2°de verilmistir.

Fajlarin Litik Spektrumlar ve Litik Profilleri

RTD 1x10%1in tizerinde olan 21 fajin 17 farkl litik
profile sahip oldugu, litik spektrumlarina gore ise
SF-In22 fajinin en dar (%69.5), SF-In7 fajinin ise
en genis (%94.5) spektruma sahip oldugu belirlendi
(Tablo 2).

Tablo 2. 21 adet S. Infantis fajinin kaynak, RTD, litik
spektrumu ve litik profil verileri.

Litik Litik Etki Goriilen

Faj Kaynak RTD Profil Sus Sayis1 (%)
SF-Inl  Diski-althk 3x10% 8 177 (88.5)
SF-In3  Atik Su 2x10° 13 169 (84.5)
SF-In4  Diski-althk 3x10° 15 153 (76.5)
SF-In7  Digki-altik 2x10° 1 189 (94.5)
SF-In8  Digki-althk 4x10° 7 178 (89.0)
SF-In10 Digki-altik 3x10° 12 172 (86.0)
SF-In12 Atk Su 2x10° 10 175 (87.5)
SF-In16 Atk Su 2x107 14 167 (83.5)
SF-In18 Diski-althk 3x10° 5 182 (91.0)
SF-In20 Atk Su 2x10° 2 188 (94.0)
SF-In21  Atik Su 4x107 9 176 (88.0)
SF-In22 Atk Su 2x10° 17 139 (69.5)
SF-In24 Atik Su 3x10° 10 175 (87.5)
SF-In26 Atik Su 3x108 11 172 (86.0)
SF-In27 Atk Su 2x10° 16 149 (74.5)
SF-In28 Digki-altik 3x10% 12 172 (86.0)
SF-In31 Digki-althk 2x10° 6 179 (89.5)
SF-In33 Digki-altik 3x10° 7 178 (89.0)
SF- In35 Atik Su 3x10° 4 184 (92.0)
SF-In37 Atik Su 2x107 3 186 (93.0)
SF- In38 Atik Su 2x107 11 172 (86.0)

RAPD-PCR Analizi Bulgulari

Litik profilleri farkli fajlar i¢inden litik spektrum-
lar1 genis (>%90) oldugu belirlenen toplamda 5
adet S. Infantis faji (SF-In7, SF-In18, SF-In20, SF-
In35, SF-In37) RAPD-PCR ile molekiiler tiplen-
dirme amaciyla se¢ildi. RAPD-PCR sonucu en az
bir polimorfik bant goriilmesi ile fajlar farkli olarak
degerlendirildi. RAPD-PCR sonucunda SF-In35,
SF-In37 fajlarinin benzer paterne sahip oldugu, SF-
In7, SF-In18, SF-In20 fajlarimin ise birbirinden ve
SF-In35, SF-In37 fajlarindan farkli oldugu belirlen-
di. Bu sonuglara gore 5 adet S. Infantis faj1 arasin-
dan, homoloji diizeyleri birbirinden farkli olup en
yiiksek litik spektruma sahip olan SF-In7 (%94.5),
SF-In20 (%94.0) fajlari, faj-bakteri dinamikleri ve
deneysel ¢aligmalarda kullanilmak {izere secildi.
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Faj-Bakteri Dinamikleri Bulgular:

Faj enfeksiyonu i¢in gerekli minimal S. Infantis ve
minimal faj sayilar1 sirasiyla SF-In7 igin 8.2x10*
cfu/ml ve 5.8x10* pfu/ml; SF-In20 i¢in ise 7.4x10*
cfu/ml ve 6.6x10* pfu/ml olarak belirlendi. Bununla
birlikte, SF-In7 fajlarinin %96’smin, SF-In20 fajla-
rinin ise %95°nin 20 dk igerisinde konak hiicrelerine
adsorbe oldugu tespit edildi. Konak S. Infantis susu
i¢in SF-In7’nin latent siiresinin 57 dk, SF-In20’nin
latent siiresinin ise 65 dk oldugu belirlendi.

Faj Etkinliginin Saptanmasi Bulgulari

Test edilen her iki faj igin su, altlik ve yem materyal-
lerinde ilk saat canli bakteri sayisinda herhangi bir
degisim goriilmedi. Tiim materyallerde canli bak-
teri sayisindaki logaritmik azalma, 12 ve 24’lincii
saatler i¢in Tablo 3’de gosterildi. Her {i¢ materyal
icin de 24’iincii saatte belirlenen logaritmik azalma
anlamli bulundu (p<0.001).

Tablo 3. Test edilen fajlarin 12 ve 24’iincii saatlerde ne-
den olduklari canli bakteri sayisindaki logaritmik (log,)
azalma (cfu/ml).

Su materyali Althk materyali Yem materyali

Faj

12 saat 24 saat 12 saat 24 saat 12 saat 24 saat
Kontrol [P P P P P P
SF-In7 2 log,,

3log, 4log, 1log, 2log,, 3log,
SF-In20 3 log,,

*P, canlt hiicre sayisinda azalma goriilmedi.

Fajlarin Yasam Siiresinin Saptanmasi Bulgulari

Gilinliik olgtimlerin yapildig1 bir hafta icinde su,
altlik ve yem materyallerinde SF-In7 ve SF-In20
fajlari, titrelerindeki azalmaya ragmen infektivitele-
rini devam ettirdikleri tespit edildi. Test edilen tiim
materyallerde bir hafta igerisindeki faj titrelerinde-
ki logaritmik azalma ve yasam stireleri Tablo 4’de
gosterilmistir.

Tablo 4. Fajlarin titrelerindeki logaritmik (log,,) azalma
(pfu/ml ) ve yasam siireleri.

Su materyali ~ Althk materyali Yem materyali

Faj 1’nci

hafta

Yasam 1’nci
siiresi  hafta

Yasam 1’nci
siiresi hafta

Yasam
siiresi

SF-In7
2 log,, 4Hafta 3.5log, 3 Hafta 3.5log, 3 Hafta
SF-In20

Fajlarin  Saklama  Siiresinin

Bulgular

Saptanmasi

Olgiimler 2014-2018 yillar1 arasinda yapildi. Her
iki fajin da artan zaman araliklarinda yapilan 6l-
climlere gore, oda 1s1s1 (20-22°C), +4°C, -20°C ve
-80°C’deki titrelerinin degismeden kaldig: siireler
ve toplam yagam stireleri Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Fajlarm farkl 1silardaki yasam siireleri ve titre-
lerinin degismeden kaldig: siire.

+4°C
T YS T YS T YS

Oda 1s151 -20°C -80°C

T YS

Faj

SF-In7
2 hafta 6 hafta 2 ay 9ay 10 ay >4 yil 12 ay >4 yil
SF-In20

*T, faj titrelerinin degismeden kaldig1 siire; Y'S, yasam siiresi.

Tartisma ve Sonug¢

Salmonella fajlarinin izolasyonunda, diski-altlik
materyalleri ve kanalizasyon suyu en sik kullanilan
materyallerdir (Akhtar ve ark. 2014; Huang ve ark.
2018). Bu sebeple bu ¢aligsmada, diski-altlik ve atik
su ornekleri faj izolasyon materyali olarak belirlen-
di. Cesitli ¢aligmalarda, kullanilan materyallerden
Salmonella faj izolasyon oranlar1 incelediginde
farkli veriler mevcuttur. Bardina ve ark. (2012)’nin
S. Typhimurium’u konak hiicre olarak kullandikla-
1 ¢alismada toplam 189 diski 6rneginden 55 adet
Salmonella faj1 (%29,1), Borrie ve ark. (2008), S.
Enteritidis’i konak hiicre olarak kullandiklar1 ¢alig-
malarinda ise 57 adet atik su materyalinden toplam
8 litik Salmonella (%14,03) faji izole edilmistir.
Salmonella Infantis’in konak hiicre olarak kulla-
nildig1 bu ¢alismada ise incelenen 50 atik su ve 50
altlik-digk1 materyalinden toplam 38 adet S. Infantis
(%38) faj1 saf olarak izole edildi. izolasyon oranlari
karsilastirildiginda bu oran Bardina ve ark. (2012)
ve Borrie ve ark. (2008)’nin ¢alismalarindan farkl
olarak daha yiksektir. Bu farkliligin, ¢aligmalarda
kullanilan konak hiicre serotipinden kaynaklandigi,
S. Infantis’in bu ¢alismada konak olarak secilmesi-
nin, faj izolasyon sansini ve oranini artirdigr diisi-
niild.

Bir¢ok caligmada izolasyonu yapilan fajlarin
litik spektrumlar1 belirlenmis ve kullanilacak fajlar
en genis spektruma sahip olmasina gore segilmistir
(Atterbury ve ark. 2007; Bao ve ark. 2011; Huang
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ve ark. 2018). Bu ¢alismada, RTD 1x10*{in iize-
rinde olan 21 S. Infantis fajinin her birinin 200 adet
S. Infantis, susundaki litik spektrumlar1 belirlene-
rek en genis spektruma sahip (>%90) fajlar secildi.
Bununla birlikte, se¢cim yapilirken fajlarin birbirin-
den farkli olmasini saglamak igin litik profiller de
cikarilmig ve litik profilleri birbirinden farkli fajlar
secilmistir. Atterbury ve ark. (2007) da benzer ola-
rak faj secimi yaparken litik spektrumlara ek olarak
litik profillere de bakmislardir. Ayni ¢calismada top-
lam 232 Salmonella faji izole edilmis ve farkli sero-
tiplerden olusan 70 Salmonella susunda litik spekt-
rum verileri degerlendirilerek 232 fajdan 80 farkli
(%34,4) litik profil bulunmustur. Cortes ve ark.
(2015), 55 adet Salmonella fajinin farkl serotipler-
den olusan 67 Salmonella susunda litik spektrum-
larin1 belirleyerek 39 (9%70) farkli lizis profili elde
etmistir. Bu ¢alismada ise litik spektrumuna bakilan
21 fajdan 17 farkl (%80) litik profil tespit edildi.
Bu oran Atterbury ve ark. (2007) ile Cortes ve ark.
(2015)’nin bulduklar1 orandan fazladir. Calismada
tek bir Salmonella serotipine (S. Infantis) ait fajla-
rin ¢alisilmasi ve fazla sayida (200 adet) S. Infantis
susu lizerinde litik spektrum ve profil belirlenmesi
faj ¢esitliligini arttirmistr.

Molekiiler yontemlerden RAPD-PCR teknigi
fajlarin genotipik olarak tiplendirilmesinde ucuz,
kolay ve hizli bir yontem olmasi sebebiyle kulla-
nilmaktadir (Gutierrez ve ark. 2011; Cortes ve ark.
2015). Bu sebeple, bu ¢alismada da RAPD-PCR
yontemi, litik profilleri farkli fajlar icinden litik
spektrumlar1 genis (>%90) oldugu belirlenen top-
lamda 5 adet S. Infantis fajinin (SF-In7, SF-Inl8§,
SF-In20, SF-In35, SF-In37) genotipik olarak tip-
lendirmesi amaciyla kullanildi. RAPD-PCR yonte-
minde farkli primerler kullanilmis ve bu primerlerin
ayirim giicleri karsilastirilmistir (Gutierrez ve ark.
2011; Cortes ve ark. 2015). Cortes ve ark. (2015)
RAPD-PCR’da kullanilan 3 farkli primerden (P1,
P2 ve OPLS), P1 primerinin 34 farkli PCR pater-
ni ile en yliksek ayrim kapasitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bu sebeple bu calismada, yiiksek
ayirim kapasitesine sahip olmasindan dolay1r Pl
primeri kullanildi. Cortes ve ark. (2015), 55 adet
Salmonella fajinin RAPD-PCR’1 sonucu 40 farkli
profil elde etmisler ve ¢ikardiklart litik profiller-
le kiyasladiklarinda RAPD-PCR profilleri ile litik
profillerin birbiri ile uyumlu oldugunu bildirmisler-

dir. Ancak bu g¢aligmada incelenen, litik profilleri
farkli 5 S. Infantis fajindan 4 farkli RAPD profili
elde edildi ve iki fajin (SF-In35, SF-In37) tama-
men benzer band sayisina sahip oldugu belirlendi.
Fiorentin ve ark. (2004) litik profil ve RAPD band
profili uyumsuzlugunun farkli primerler denenerek
ortadan kalkabilecegini bildirdiginden, bu durumun
farkli primerler kullanildiginda ortadan kaldirilabi-
lecegi diisiiniildii.

Faj-bakteri dinamikleri denildiginde, faj en-
feksiyonu i¢in gerekli minimum bakteri ve faj sa-
yilar1, fajin konagma adsorbe olma orani, latent
donem siireleri gibi parametrelerin arastirilmasi
gereklidir (Soykut ve Tunail 2009). Literatiirde S.
Infantis fajlarmin faj parametreleri ile ilgili ¢alis-
malara rastlanamamustir, fakat farkli serotiplere ait
Salmonella fajlar1 ve farkli bakteri fajlar iizerinde
caligmalar (Wiggins ve Alexander 1985) mevcuttur.
Bu ¢alismada, secilen SF-In7 ve SF-In20 fajlar1 ve
S. Infantis susu ile yapilan ¢aligmalar sonucunda faj
enfeksiyonu i¢in gerekli minimal S. Infantis sayila-
r1 7,4x10% 8,2x10* cfu/ml ve minimal faj sayilart
5,8%10%-6,6x10° pfu/ml olarak belirlendi.

Salmonella serotiplerine ait fajlarin adsorbsi-
yon Ozelliklerini arastiran yeterince ¢alisma bulun-
mamaktadir. Rahaman ve ark. (2014) kiimes hay-
vanlarindan izole edilen SAL-PG fajimin %95 inin,
15 dk i¢inde konak bakterisi S. Gallinarum’a adsorbe
olabildigini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada ise, segi-
len SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin ortalama %95’inin
20 dk i¢inde konak hiicreye adsorbe oldugu belir-
lendi. Bu sonucun, Rahaman ve ark. (2014)’nin be-
lirledigi oranla birebir uyumlu oldugu fakat farkl
olarak adsorbsiyon siiresinin 20 dk olmasinin, 6l-
¢limlerin 10 dk’da bir yapilmasindan kaynaklandig:
kanisina varildi. Calismada segilen iki fajin yiiksek
adsorbsiyon oranina sahip olmasi biyokontrol ajani
olarak kullanilabilecegini diisiindiirdii. Yapilan ¢a-
lismalar incelendiginde Salmonella fajlar1 da dahil
olmak tizere farkli bakteri fajlar1 igin farkli latent
periyot siireleri mevcuttur (Wiggins ve Alexander
1985; Mirzaei ve Nilsson 2015). Mahmoud ve ark.
(2018), 3 adet Salmonella fajnin latent periyotlari-
n1 35 dk, 40 dk ve 60 dk olarak belirtilmistir. Bu
calismada ise segilen SF-In7 ve SF-In20 fajlarinin,
konak §. Infantis susu i¢in latent siirelerinin sirasty-
la 57 dk ve 65 dk oldugu belirlendi. Bu ¢alisma-
da test edilen fajlarin latent periyot siireleri diger
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(Wiggins ve Alexander 1985; Mirzaei ve Nilsson
2015) karsilagtirildiginda daha uzundur. Ancak bu
calisma sonuglarimin Sa/monella fajlar ile yapilan
Mahmoud ve ark (2018)’nin ¢alismasindaki latent
periyod siireleri ile benzerlik gostermesi Salmonella
fajlarinin daha uzun latent periyod siirelerine sahip
olabilecegini diisiindiirdii.

Literatiirde Salmonella fajlan ile, Salmonella
kolonizasyonunun tavuklarda azaltilmasi (Atterbury
ve ark. 2007; Borie ve ark. 2008; Bardina ve ark.
2012) lizerine ve insanlara Salmonella gegisini azal-
mak amaciyla gida maddelerinde Sa/monella kon-
taminasyonunun Onlenmesi ve azaltilmasi {izerine
bir¢ok c¢alisma mevcuttur (Spricigo ve ark. 2013;
Thung ve ark. 2017; Duc ve ark. 2018). Ancak
bulagma kaynagi olan su, altlik ve yem materyal-
lerinde in-vitro olarak S. Infantis fajlarin etkinli-
ginin arastirildigi ¢aligmalar bulunmamaktadir. Bu
calismada ise parametreleri belirlenen genis konak
araligi olan SF-In7 ve SF-In20 fajlariin, deneysel
olarak S. Infantis inokiile edilen su, altlik ve yem
numunelerinde  Salmonella  kontaminasyonunu
azaltmadaki etkinlikleri literatiirde ilk kez arasti-
rildi. Bu c¢alismada segilen iki fajin, 24 saatte, su
materyalinde canli bakteri sayisin1 yaklagik olarak
4 log,, cfu/ml (p<0,001), altlik materyalinde yak-
lagik olarak 2-3 log , cfu/ml (p<0,001), yem mater-
yalinde ise yaklasik olarak 3 log  cfu/ml (p<0,001)
azalttig1 belirlendi. Tiim materyallerde ilk bir saatte
sonug¢ alinamazken, bakteri sayisinin azalmasinda
en iyi etkinlik ilk 12 saatte tespit edilmis, ancak en
iyi sonuglar 24’{incii saatin sonunda belirlenmistir.
Faj etkinlik bulgular1 materyal agisindan deger-
lendirildiginde ayni kosullarda olmalarina ragmen
(sabit bakteri sayisi, faj sayisi, sicaklik, vb.) canli
S. Infantis sayisindaki en fazla azalmanm [4 log
cfu/ml (p<0,001)] su materyalinde gergeklestigi go-
rildi. Bunun sebebinin, su materyalinin bakteriyo-
fajlarin en ¢ok izole edildigi dogal ortami olmasi,
diger materyallere kiyasla suda inhibe edici birgok
faktoriin bulunmamasi ve fajlarin sivi ortamlarda
konak hiicre reseptorleri ile bulusmasinin daha ko-
lay olacagindan, bakterileri infekte etme sanslariin
fazla olmasi ile agiklanabilecegi diigtiniilddi.

Literatiirdeki bir¢ok ¢alisma (Atterbury ve ark.
2007; Borie ve ark. 2008; Bardina ve ark. 2012;
Duc ve ark. 2018; Huang ve ark., 2018) incelendi-
ginde fajlarla yapilan caligmalarda alinan en temel

sonug, serotip spesifik faj kullanilsa dahi 24 saat
sonra ortamdaki Salmonella’larin tamamen gide-
rilememesidir. Bu ¢alismada da benzer olarak tiim
materyallerde 24 {incii saatin sonunda, canl1 bakteri
sayisinda yaklagik 2-4 log,, cfu/ml (p<0,001) azal-
ma belirlenmesine ragmen S. Infantis’lerin tama-
men giderilemedigi belirlendi. Bunun en 6nemli ne-
deninin, faj-bakteri temasinin ilerleyen saatlerinde
faj direncinin gelismesi olabilecegi kanisina varildi.
Faj direnci 6nemli bir sorun teskil etse de fajlarin
tiim materyallerde bakterilerin sayisint 6nemli dii-
zeyde azaltmasi, bakteri dekontaminasyonu igin S.
Infantis fajlarmin kullanim potansiyelinin oldugu
kanisina varildi.

Fajlarin in-vitro yasam siiresini belirlemek i¢in
cesitli calismalar yapilmistir, fakat bu ¢alismalarin
biiyiik cogunlugu balik patojenlerinin fajlar iizeri-
nedir. Bu ¢aligmalarda (Nakai ve ark. 1999; Pereira
ve ark. 2011; Madsen ve ark. 2013) farkli bakterile-
re ait fajlara iliskin farkli yasam stireleri mevcuttur.
Bu agidan bakildiginda fajlarin yasam stirelerinin
konak bakteriye, kullanilan faja ve i¢inde bulun-
dugu materyale gore degisiklik gosterdigi soyle-
nebilir. Bu ¢alismada, secilen iki fajin konak hiicre
bulundurmayan su, yem ve altlik materyallerinde
yasam siiresi tespit edildi. Literatiir taramalarinda
S. Infantis i¢in su, altlik ve yem materyallerinde
yapilan faj yasam siiresi ¢aligmalarina rastlanama-
mistir. Bu sebeple bu calisma bir ilk olma 6zelligi
tagimaktadir. Bu ¢alismada, fajlarin tiim materyal-
lerde titrelerindeki azalmaya ragmen bir hafta siire
canli kaldig1 tespit edildi. Bu bir hafta icerisinde
titre bazinda baslangica oranla su materyalinde 2
log,, altlik ve yem materyalinde ise 3,5 log,  azalma
belirlendi. Yagsam siireleri degerlendirildiginde ise
fajlar su materyalinde 4 hafta, altlik ve yem mater-
yallerinde ise 3 hafta canliligim korudu. Faj yasam
stiresi bulgular1 materyal agisindan degerlendirildi-
ginde aym kosullarda olmalarma ragmen en uzun
faj yasam siiresi su materyalinde gerceklestigi go-
rlildi. Bu durumun diger materyallerle (altlik, yem)
kiyaslandiginda su materyalinde kurumanin olma-
masindan, diger materyallerde ise kuruma meydana
geldigi i¢in ylizey geriliminin artmasi ve buna bagh
olarak faj titrelerinde diisiis meydana gelmesinden
kaynaklandig1 diisiiniildii. Sonug olarak ¢aligmada
secilen iki fajin konak hiicre bulundurmayan tiim
materyallerde uzun yagam stiresine sahip olmasi de-
kontaminasyonda kullanilabilecegini diisiindiirdii.
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Bu c¢alismada secilen iki fajin oda 1sis1, 4°C,
-20°C ve -80°C’de saklanma ve kullanilabilirlik
stiresi literatlirde ilk defa aragtirildi. Fajlarin sak-
lama stirelerine iliskin ¢esitli ¢alismalar (Warren
ve Hatch, 1969; Zierdt, 1988; Ngangbam ve Devi,
2012; Madsen ve ark., 2013; Bourdin ve ark., 2014)
yapilmistir. Fakat calismalarda fajlarin oda 1sisinda
saklama stiresi ile ilgili verilere rastlanamamustir.
Bu calismada secilen fajlarin, oda 1sinda (20-22°C)
6 hafta siireyle canliligini korudugu fakat titreleri-
nin logaritmik olarak diizenli bir sekilde azaldig:
tespit edildi. Kosullar diistintildiiglinde bu siirenin
faj calismalarinda fajlar1 transfer etmek ve sakla-
mak i¢in uygun bir siire oldugu diistiniildii. Warren
ve Hatch (1969)’in T3 kolifajinin saklama siiresini
ve stabilitesini inceledikleri ¢alismalarinda, T3 koli-
fajinin -20°C’de dondurularak tutuldugunda nispe-
ten stabil olmasina ragmen, 4°C’de 72 giin boyunca
saklandiginda, titresinde 2 log, , kayip oldugunu bil-
dirmislerdir. Bu ¢alismada 4°C’de, ilk 2 ay fajlarin
titrelerinde herhangi bir degisim goriilmedi bununla
beraber fajlar, titreleri logaritmik olarak azalarak 9
ay siire ile canliliklarini korudu. -20°C’de, ilk 10 ay
fajlarin titrelerinde herhangi bir degisim goriilmedi
ve toplamda 4 y1l sonunda 8 log, , azalarak hala ya-
samaya devam etti. Bu bulgular Warren ve Hatch
(1969) calismalarina benzer olarak fajlarin dondu-
ruldugunda daha stabil oldugu ve daha uzun siire
yasadiginmi gosterdi. Ayrica literatiir taramalarinda
rastlanan Salmonella fajlar1 lizerine tek c¢alisma
olan Ngangbam ve Devi (2012)’nin ¢alismalarinda
da Salmonella fajlar1 4°C ve -20°C’de 2 hafta gibi
kisa siire saklandiginda titrelerinin degismeden kal-
dig1 belirlenmistir. Bu bulgular, bu ¢alismadaki bul-
gularla birebir uyum gostermektedir. Bu ¢calismada,
secilen fajlar -80°C’de saklandiklarinda ise ilk yil
fajlarin titrelerinde herhangi bir degisim goriilme-
di ve toplamda 4 yil sonunda 6 log,, azaldig fakat
hala yasamaya devam ettigi belirlendi. Ackermann
ve ark. (2004), Brucella, Vibrio ve Aeromonas faj-
larinin -80°C’de s1vi nitrojenle tutuldugunda 5 yila
kadar yasayabilecegini ve 5 yilda bir ¢ogaltilmasi
gerektigini bildirmislerdir. Bu agidan bakildiginda
bu calismada -80°C’de fajlarin dordiincii y1l sonun-
daki Olgtimlerde hala yasamaya devam etmesi bu
fajlarin Ackermann ve ark. (2004)’nin ¢aligmalarin-
da bildirdikleri verilere benzer olarak 5 yila kadar
yasayabilecegini diislindiirdii. Sonug olarak calig-
mada kullanilan bu iki fajin saklama siirelerinin,

dekontaminasyon ve biyokontrol ajani olarak kulla-
nimlarinda transfer ve saklanma i¢in yeterli oldugu
kanisina varildi.
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Ozet: Kanatl intestinal spiroketozis (KIS), ticari yumurtaci ve broyler damizlik tavuklarda, Brachyspira cinsine ait
patojenik tiirlerin neden oldugu bir enfeksiyondur. KIS, biiyiime geriligine, yumurta verim kaybina, yem tiiketiminde
artisa, yumurta kabugunun diskr ile kirlenmesine ve yumurta kalitesinin diismesine neden olarak ekonomik kayiplar
olusturur. Birgok iilkede kanathlarda Brachyspira spp. varligi ortaya konmustur. Ulkemizde, bilgimiz dahilinde, KiS
stipheli ve/veya saglikli kanatlilardan Brachyspira spp. izolasyonu ile ilgili herhangi bir rapor yoktur. Saha gozlemle-
rimiz, iilkemizde 6zellikle ticari yumurtact siiriilerde kirli yumurta problemlerinin yogun oldugunu gostermektedir. Bu
derleme galismasi ile kirli yumurta problemlerine neden olan KiS hakkinda bilgi verilmesi ve bu enfeksiyona dikkatin
¢ekilmesi amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Brachyspira, spiroketozis, broyler damizlik, yumurtaci tavuk

Avian Intestinal Spirochaetosis

Summary: Avian intestinal spirochetosis (AIS) is an infection caused by pathogenic species belonging to Brachyspira
genus in commercial layer and broiler breeder hens. AIS creates the economic losses in consequence of the growth re-
tardation, decrease in egg production, increase in feed consumption, faecal staining of egg shells and lower egg quality.
The presence of Brachyspira spp. in poultry has been revealed in many countries. In Turkey, to the best of our knowl-
edge, there are not any reports on the isolation of Brachyspira spp. in AIS suspicious and/or healthy avian species. Our
field observations shows dirty egg problems are intense in commercial laying hens in our country. This review study

Derleme / Review Article

aimed to give information about the AIS causing dirty egg problems and draw attention to this infection.

Key words: Brachyspira, spirochaetosis, broiler breeder, laying chicken

Giris

Spiroketlerin kanatlilarda kolonizasyonu ile ilgili
ilk veriler 20. yiizyilin baslarinda rapor edilmistir
(Stephens ve Hampson 2001). Olusturdugu enfek-
siyonlar (kanath intestinal spiroketozis, KIS) ile
ilgili ilk bulgular ise 1980’li yillarda yapilan ca-
lismalarda ortaya konmustur. Hollanda’da yapilan
calismada, ishal semptomlar1 gosteren yumurtact
stirilerin sekum mukoza kazintilarindan spiroketler
izole edilmis ve izolatlar deneysel olarak 10 hafta-
lik tavuklara verildiginde, tavuklarda sulu digki ve
gelisme geriligi ile sekumda tiflitise neden olmus-
tur (Davelaar ve ark. 1986). Ingiltere’de yapilan
calismada ise biiylime geriligi, yumurta veriminde
gecikme ve yumurta kabuk kalite bozuklugu olan
yarka striilerin bagirsaklarinda spiroketlerin var-
lig1 belirlenmistir (Griffiths ve ark. 1987). Daha
sonraki yillarda, benzer ¢alismalar Avrupa, ABD,
Avustralya ve Malezya gibi {ilkelerde de yapilmis,

yumurta verim kaybi, kronik ishal, diski ile kirli
yumurta Uretimi olan ve ayrica saglikli siiriilerde
Brachyspira spp. varlig1 saptanmistir (Swayne ve
ark.1992; Kizerwetter-Swida ve ark. 2005; Bano
ve ark. 2008; Ivanics ve ark. 2009; Myers ve ark.
2009; Amin ve ark. 2014; Mappley ve ark. 2014).
Ulkemizde, bilgimiz dahilinde, KiS siipheli ve/veya
saglikli kanatlilardan Brachyspira spp. izolasyonu
ile ilgili herhangi bir rapor yoktur.

Etiyoloji ve Epizootiyoloji

Daha once Treponema ve Serpulina olarak isimlen-
dirilmis olan (Stanton ve ark. 1991; Ochiai ve ark.
1997) Brachyspira cinsi, Spirochetes sinifinda yer
alan Brachyspiraceae ailesi icinde klasifiye edil-
mektedir (Paster ve Dewhirst 2000). Brachyspira
tiirleri gram negatif, oksijen-tolerant anaerob, kan-
It agarda B-hemoliz olusturan, hareketli, helikal
kivrimli yapiya sahip spiral sekilli bakterilerdir.
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Glinlimiizde Brachyspira cinsine ait tanimlanmis 7
tiir; B. hyodysenteriae, B. alvinipulli, B. intermedia,
B. pilosicoli, B. aalborgi, B. innocens, B. murdochii
ve genus i¢inde olmasi Onerilen tiirler; B. canis, B.
pulli, B. suanatina, B. corvi, B. ibaraki, B. rattui, B.
muridanum ve B. muris bulunmaktadir (Jansson ve
ark 2008a, 2008b; Backhans ve ark. 2010; Jansson
ve ark 2011). Brachyspira tirleri bazi memeli-
lerin (6rn; domuz, kopek, rodent, insan), evcil ve
yabani kanatlilarin (6rn; tavuk, hindi, kaz, ordek,
keklik, siiliin) kalin bagirsaklarinda kolonize ol-
maktadir (Koopman ve ark. 1993; Jansson ve ark.
2001; Shivaprasad ve Duhamel 2005; Jansson ve
ark 2008b; Hidalgo ve ark 2010). Patojenik tiirler,
domuz dizanterisi, insanlarda ve kanatlilarda intes-
tinal spiroketozis enfeksiyonlart olusturmaktadir
(Swayne ve ark. 1995; Backhans ve ark. 2011).

KiS’e tavuklarda kolonize oldugu bilinen 7
tirden ticli; B. alvinipulli, B. intermedia ve B. pi-
losicoli neden olmaktadir ve son iki tiir ticari yu-
murtaci tavuklardan daha siklikla izole edilmekte-
dir (Stephens ve Hampson 1999; Bano ve ark 2008;
Myers ve ark. 2009). B. pilosicoli, ayn1 zamanda,
potansiyel zoonotik patojendir (Hampson ve ark.
2006). Belgika’da stipermarketlerde satilan yumur-
tact tavuk karkaslarindan B. pilosicoli, B. inter-
media ve non-patojenik tiirlerin izole edildigi bil-
dirilmistir (Verlinden ve ark 2012). Domuzlar i¢in
oldukga virulent olan “domuz dizanterisi” etkeni
B. hyodysenteriae’nin tavuklar igin patojenik olup
olmadigi ile ilgili hentiz net bilgi yoktur. Bakterinin
Hollanda’da ishal ve verim diisiikliigii bulgular
olan ticari yumurtact stiriilerden (Feberwee ve ark.
2008), Macaristan’da KIS hikayesi olan yumurtaci
stiriilerden (Ivanics ve ark. 2009), 6rdek (Jansson
ve ark. 2001) ve Amerikan devekusundan (Jensen
ve ark. 1996) izole edildigi bildirilmistir. Ayn1 za-
manda, deneysel olarak broyler civcivleri enfekte
ettigi ve sekumda lezyonlar olusturdugu rapor edil-
mistir (Adachi ve ark. 1985). Bazi aragtiricilar ta-
rafindan B. hyodysenteriae tavuklar igin potansiyel
patojenik tiir olarak bildirilmistir (Stephens ve ark.
2005; Medhanie 2011, Roy ve ark. 2015) , ancak di-
ger bazi ¢alismalarda ise bakteri tavuklar i¢in pato-
jenik tiirler arasinda bildirilmemistir. Tavuklar i¢in
patojenik olmadig1 varsayilan tiirler B. innocens, B.
murdochii ve B. pulli’dir ve her {i¢ii de patojenik
tiirler ile birlikte KIS olgularindan izole edilebil-

mektedir (Stephens ve Hampson 2001; Jansson ve
Pringle 2011; Verlinden ve ark. 2012).

KIS, ozellikle ticari yumurtaci tavuklarin bir
enfeksiyonudur ve broyler damizlik tavuklari da et-
kilemektedir (Stephens ve Hampson 2001). Broyler
stiriilerde enfeksiyon rapor edilmemistir. Ancak,
enfekte broyler damizliklardan elde edilen broyler
stirtilerin, saglikl siiriilerden elde edilenlere gore,
diisiik performans gosterdigi bildirilmistir (Dwars
ve ark. 1993; Smith ve ark. 1998). KIS iiretim prob-
lemlerine neden olmaktadir. Biiylime geriligine,
yumurta verim kayiplarina, yem sindiriminde prob-
lemlere, yem tiiketiminde artisa ve yumurta kalite-
sinin diismesine neden olarak ekonomik kayiplar
olusturmaktadir (Davelaar ve ark. 1986; Grifiths
ve ark. 1987; Swayne ve ark. 1992). ingiltere’de,
ticari yumurtaci tavuklarda neden oldugu ekono-
mik kaybin yaklasik 18 milyon € tahmin edildigi
bildirilmistir (Mappley ve ark. 2014). Degisik iil-
kelerde yapilan calismalarda, KIS klinik bulgulari
gosteren kiimeslerde Brachyspira spp. prevalansi
daha yiiksek bulunmustur. Hollanda’da KIS klinik
bulgular1 goésteren yumurtact siiriilerde prevalans
%28, dogu Avustralya’da yumurtaci ve broyler da-
mizlik stiriilerde %70 tespit edilirken, Hollanda’da
KIS klinik bulgu gdstermeyen siiriilerde %4 ve
dogu Avustralya’da % 15 tespit edilmistir (Stephens
ve Hampson 1999; Kizerwetter-Swida ve ark.
2005). Diger iilkelerde yapilan ¢aligmalarda ise,
yumurtaci siiriilerdeki prevalans bati1 Avustralya’da
%35 (McLaren ve ark. 1996), Polonya’da %50
(Kizerwetter-Swida ve ark. 2005), italya’da %71
(Bano ve ark. 2008), Iran’da %16.7 (Bassami ve
ark. 2012) ve dogu Avustralya’da broyler damizlik-
larda %43 (McLaren ve ark. 1996) saptanmustir.

Ticari stiriilerde Brachyspira spp. varligi ile il-
gili, siirli yas1, kiimes tipi, glibre atim sistemi, rezer-
vuar hayvanlar ile direkt ya da indirekt temas, yem
ve tedavi 6nemli risk faktorleridir (Bano ve ark.
2008; Harms ve ark 2018). Daha 6nce yapilan ¢alis-
malar Brachyspira spp. varliginin yas ile birlikte art-
tigin1 gostermektedir. Kirk haftaliktan biiytik siirii-
lerde, 40 haftaliktan kiiciiklere gore prevalans daha
yliksek bulunmustur (Bano ve ark. 2008; Myers ve
ark. 2009). Kafes tipli kiimeslerdeki Brachyspira
spp. pozitiflik orani serbest kiimeslere gore daha dii-
stik tespit edilirken altlikli kiimeslere gore fark tes-
pit edilmemistir (Griffiths ve ark. 1987; Jansson ve
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ark. 2008b). Giibre cukuru olan kiimeslerde, giib-
releri konveyor ile tasinanlara gore, Brachyspira
prevalansi daha yiiksek bulunmustur (Burch ve ark.
2006). Domuz, rodentler, yabani kuslar, su kuslar
Brachyspira spp., ozellikle B. pilosicoli tasiyicisi-
dir (Griffiths ve ark. 1987; Backhans ve ark. 2010,
2011). Tavuk siiriilerine yabani kuslar, kemirgenler,
bocekler, kedi, kopek ve ciftlik hayvanlar1 (domuz,
at) ile diger kiimes hayvanlari (6rdek, kaz, hindi, sii-
liin) ve insanlar araciligryla bulasma séz konusu ola-
bilmektedir (Stephens ve Hampson 2002; Hampson
ve ark. 2006; Hampson 2018). Bulagmada araci
cevre ile daha fazla temas halinde olmasi nedeniyle
Brachyspira enfeksiyonlar1 6zellikle serbest yetisti-
ricilik yapan tavuk ciftliklerinde daha fazla yaygin-
dir (Wagenaar ve ark. 2003).

Patogenezis

Bagirsak spiroketozisin patogenezisi tam olarak
anlagilamamistir. Bu konudaki ¢alismalar daha ¢ok
genis konake1 spektrumuna sahip B. pilosicoli ize-
rinde yogunlasmistir ve simdiye kadar enfeksiyon
siirecine katkida bulunan birka¢ virulens fakto-
ri tanimlanmistir (Roy ve ark. 2015). Enfeksiyon
fekal-oral yolla gerceklesmektedir. Su kuslarinda
kontamine sulardan kloakadan retroperistaltik ola-
rak sekal enfeksiyonun gergeklesebilecegi ileri sii-
rilmiistiir (Hampson 2018). Agiz yoluyla alian
etken kalin bagirsak lumenine ulasir. Mide ve ince
bagirsaklar1 gegiste mide icerigi ve organik mad-
delerce korunmaktadir. B. pilosicoli flagellalar sa-
yesinde aktif hareketlidir. Bagirsak mukozasinda
fiziksel bariyer olusturan mukusa kars1 kemotaksisi
kodlayan bir¢ok gene sahiptir. Bu sayede mukusa
kemoatraksiyon gosterir ve kolonizasyonda énemli
avantaj saglar. Bakteri sialidaz enzimlerine benzer
spesifik enzimler sentezler. Bu enzimler sayesinde
mukusu hidrolize ederek kolon mukozasi boyunca
penetre olur ve hiicrenin lumen ylizeyine baglanir.
Farkl1 suslarin hem motilitelerinde hem de mukusa
yonelik kemotaktik yanitlarinda farkliliklar gostere-
bilecegi, bu durumun kolonizasyon potansiyellerini
etkileyebilecegi bildirilmistir (Roy ve ark. 2015).
Bakteri yiizey lipoproteinleri hiicre yiizeyindeki
spesifik reseptorler ile etkileserek baglanmay1 ko-
laylastirirlar. Yaygin bir kolonizasyon meydana gel-
diginde, kolonik enterositler boyunca su ve elektro-

lit emilimine fiziksel bir bariyer direnci olusur ve bu
da ishale neden olur (Mappley ve ark. 2014).

Klinik Belirtiler

Enfekte siiriilerde, kronik ishal, 6zellikle yapiskan
veya hafif kopiiklii, karamel renkli diski, vent bolge-
sinin kirli-bulasik olmasi (pasty vent sendrom), yu-
murta kabugunun diski ile kirlenmesi ve tavuklarda
halsizlik-durgunluk genel bulgulardir. Ayrica, yu-
murtlamaya baslamada gecikme, biiylime geriligi,
yumurta agirliginda ve karetenoid iceriginde azal-
ma da goriilebilmektedir (McLaren ve ark. 1997;
Stephens ve Hampson 2001; Jansson ve ark. 2001).
Hastalikta, kiimesteki hayvanlarin  %5-25’inde
(kronik) ishal sekillenebilmektedir (Swayne ve ark.
1992; Stephens ve Hampson 1999; Kizerwetter-
Swida ve ark. 2005). Diskida renk ve kivam degi-
siklikleri meydana gelir ve gaz tiretimindeki artigtan
dolay1 kopiiklii bir hal alabilir (cappuccino faeces).
fleri durumlarda diskida mukus ve kan goriilebi-
lir (Roy ve ark. 2015). ishalden dolay1 diski daha
sulu hale geldiginden yumurta kabugunun digki ile
kirlenmesi daha da artmaktadir. Bu nedenle kirli
yumurta tiretimi olan siirlilerde Brachyspira spp.
prevalansi daha yiiksek bulunmaktadir (McLaren
ve ark. 1996, Stephens ve Hampson 1999, Bano
ve ark. 2008). Ontario/Kanada’da yumurtaci siirii-
lerde yapilan bir ¢aligmada, kirli yumurta problemi
olan siiriilerin %63,5’1, temiz siiriilerin %24,3’1
Brachyspira spp. pozitif bulunmus ve kirli yamurta
problemi ile Brachyspira spp. varlig1 arasinda giic-
li bir iliskinin oldugu rapor edilmistir (Medhanie
ve ark. 2013). Medhanie (2011) Brachyspira spp.
prevalansinin temiz yumurta iireten siiriilerde kirli
yumurta iiretenlere gore %19-56 oranlarinda daha
diisiik oldugunun tahmin edildigini bildirmistir.

Teshis

KIS klinik bulgularinin hafif, degisken ve nonspe-
sifik olmasi nedeniyle ticari kanath siiriilerde en-
feksiyonun varlig1 genellikle fark edilmemekte ve
gbzden kacabilmektedir. Siirtide enfeksiyona baglh
olarak sekillenen ishal ve yumurta verim dusiiklii-
g belirgin bulgular olsa da patognomik degildir.
Mikroskobik muayene ile spiroketlerin varligi, ka-
rakteristik morfolojileri ve hareketleri 151k, faz-kont-
rast ya da karanlik alan mikroskoplariyla izlenebilir
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(Mappley ve ark. 2014). Teshiste altin standart ola-
rak kabul gérmiis bir yontem yoktur (Harms ve ark.
2018). Yapilan calismalarda c¢ogunlukla kiiltiirel
metot ve molekiiler yontemler birlikte kullanilmig-
tir (Stephens ve Hampson 1999; Kizerwetter-Swida
ve ark. 2005; Feberwee ve ark. 2008; Jansson ve
ark. 2008a). Dogas1 geregi nazli ve yavag lireyen
Brachyspira tiirleri kan ve/veya serum ilave edilmis
kat1 veya siv1 ortamlarda iireyebilir. izolasyon icin
taze diski ve kloakal svap 6rneklerinden selektif kati
besiyerlerine ekimler yapilir ve anaerobik olarak
inkube edilir. Selektif besiyerlerine spektinomisin,
rifampisin, polimiksin, kolistin ve vankomisin gibi
farkli antibiyotik kombinasyonlari ilave edilmekte-
dir (Kunkle ve ark. 1986, 1988; Fellstrom ve ark.
1995). Son dénemde yapilan ¢aligmalarda, selektif
kat1 besiyeri olarak ¢cogunlukla farkli antibiyotikler
ve defibrine sigir ya da koyun kani ilave edilmis
Triptikaz Soy Agar kullanilmistir (Davelaar ve ark.
1986; Phillips ve ark. 2003; Feberwee ve ark. 2008).
Pleytler 37°C-42°C’ de 2-5 giin inkiibe edilmek-
tedir. 42°C’de inkubasyonun diger non-spiroketal
bakterilerin liremesini inhibe ettigi i¢in daha avan-
tajli goziiktiigii bildirilmistir (Stephens ve Hampson
2001; Phillips 2006). Primer pleytten sonra saf kiil-
tiir elde edilinceye kadar subkiiltiir uygulamasina
devam edilmektedir. Brachyspira tiirleri kat1 besi-
yerlerinde goze ¢arpan ayri koloniler olusturmazlar,
bunun yerine agar yiizeyine yayilmis sis benzeri
ince bir film tabakas1 gibi birlesik bir iireme gdste-
rirler. Kanli agarda -hemoliz olustururlar ve hemo-
liz olugumu iireme gozlenmeden once sekillenebilir
(Phillips 2006). Identifikasyonda, izolatlarin mik-
roskobik morfolojileri ile hemoliz, indol, hippurat,
a-galaktosidaz, a-glukosidaz ve B-glukosidaz enzim
aktiviteleri belirlenmektedir. Enzim aktivitelerini
belirlemede daha ¢ok ticari kitler kullanilmaktadir
(Kizerwetter-Swida ve ark. 2005; Feberwee ve ark.
2008). Kanatlilarda kolonize olabilen tiirler arasinda
B. hyodysenteriae glglii f-hemolitiktir, digerleri za-
yif B-hemolitik 6zelliktedir. B. hyodysenteriae indol
pozitiftir, ancak baz1 izolatlarin indol negatif oldu-
gu (Hommez ve ark. 1998) ve bazi non- B. hyody-
senteriae spiroketlerin de giiglii f-hemolitik oldugu
(Neef ve ark. 1994) gosterilmistir. Yine, drdeklerde
B. hyodysenteriae yanisira diger giiclii B-hemolitik
ve indol pozitif spiroketlerin varligi bildirilmistir
(Jansson ve ark. 2004). B. pilosicoli zayif -hemoli-
tiktir ve genel olarak hippurat pozitif, indol negatif-

tir. Domuzlardan hippurat negatif B. pilosicoli izo-
le edilmistir, bu nedenle identifikasyonda hippurat
pozitif ve negatif olarak dikkate alinmasi gerektigi
onerilmistir (Thomson ve ark. 2001). Baz1 B. pilo-
sicoli insan izolatlart indol pozitif bulunmustur. B.
intermedia zay1f B-hemolitik, indol pozitiftir ve “in-
termedia” ismi biyokimyasal olarak B. hyodysente-
riae ve B. innocens arasinda bir pozisyonda olma-
sindan gelmektedir (Stanton ve ark. 1997). Tiirler
arasinda olan fenotipik farkliliklardaki bu tiir uyum-
suzluklar rutin identifikasyon c¢alismalarini zorlas-
tirmaktadir (Stephens ve ark. 2005). Bu nedenle de
identifikasyonda molekiiler tekniklerin kullanilma-
st onem arz etmektedir. Gliniimiizdeki ¢ogu calis-
mada, Brachyspira tirlerinin cins ve tiir diizeyin-
de molekiiler identifikasyonunda 16S rRNA, 23S
rRNA, NADH oxidase (nox) hedef genlerine doniik
dizayn edilmis Polimeraz Zincir Reaksiyonlart kul-
lanilmigtir (Atyeo ve ark. 1999; Suriyaarachchi ve
ark. 2000; Jansson ve ark. 2004; Kizerwetter-Swida
ve ark. 2005; Phillips 2006; Feberwee ve ark. 2008;
Verlinden ve ark. 2012). Son donemde, Brachyspira
spp. identifikasyonda daha hizli ve ucuz bir yontem
olan ve bakteri protein profillerinin (¢evresel ko-
sullardan daha az etkilenen ribozomal proteinlerin)
cikarilmasi esasina dayanan Matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectro-
metry (MALDI-TOF MS) kullanim1 bildirilmistir
(Calderaro ve ark. 2013).

Tedavi ve Korunma

Giiniimiizde KIS enfeksiyonlarma karsi siki bi-
yogiivenlik onlemlerinin alinmasi ve tedavide an-
tibiyotiklerin kullanilmasi temel uygulamalardir
(Mappley ve ark. 2014; Roy ve ark. 2015). Temizlik
ve dezenfeksiyon uygulamalari, etkili rodent, bo-
cek ve yabani kuglarin kontrolii, personel girisi ve
su kaynaklarinin kontrolii gibi 6nlemlerin alinmasi
onemlidir. Kuaterner amonyum bilesikleri, iodin,
klorin ve hidrojen peroksit Brachyspira tiirlerini
inaktive eder (Phillips ve ark. 2003). Tedavi amagh
broyler damizlik ve yumurtac siiriilerde pleuromu-
tilin, makrolid ve linkozamid grubu antibiyotiklerin
kullanildig1r ve olumlu etkilerin saglandigina dair
deneme ve saha caligmalar1 vardir (Stephens ve
Hampson 2002; Burch ve ark 2006; Roy 2016). En
yaygin kullanilani, ribozomun 50S bolgesine bag-
lanarak protein sentezini inhibe eden bakteriostatik
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etkili, pleuromutilin ailesinin bir {iyesi olan tiamu-
lindir. Burch ve ark. (2006) B. pilosicoli kaynakl
KIS enfekte yumurtacr siiriilerde yaptig1 saha calis-
masinda, 5 giin boyunca i¢cme suyuna 12.5 mg/kg
dozda tiamulin uygulamasimin siiriilerde, yumurta
iiretimi ve yumurta agirlig1 veriminde artig, mortali-
te de azalma gibi olumlu etkiler yaptigini bildirmis-
tir. Antibiyotik tedavisinin, 6zellikle ticari yumurta-
ci siiriilerde, direng ve yumurtada kalint1 sorunlarina
neden olacagina dair kaygilar devam etmektedir. Bu
nedenle alternatif tedavi/korunma stratejileri arasti-
rilmistir. Rekabet¢i dislama mekanizmasi ile etki
gosteren probiyotikler ile ilgili yapilan ¢calismalarda
olumlu sonuglar alinmistir (Mappley ve ark. 2011;
Mappley ve ark. 2013). Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) tarafindan ciftlik hayvanlarin bes-
lenmesinde kullanimi giivenilir olarak kabul edilen
Lactobacillus salivarius ve Lactobacillus reuteri ile
yapilan bir ¢calismada, her iki laktobasilin B. pilosi-
coli’nin hareketini, iiremesini ve hiicreye baglanma-
sin1 antagonize ettigi goriilmiistiir. (Mappley ve ark.
2011). Kullanilan ticari bir as1 yoktur. B. intermedia
HB60 susundan hazirlanan otojen bakterin asist de-
neysel enfekte edilmis ticari yumurtaci tavuklarda
hastalig1 6nlememistir (Amin ve ark. 2009).

Sonug¢

Bircok iilkede tavuklarda KIS varlig1 ve olusturdu-
gu ekonomik kayiplar yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur. 2006 yilinda Avrupa Birligine iiye iilke-
lerde profilaktif amacli antibiyotik kullaniminin ya-
saklanmasinin ardindan KIS vakalarinda artig goz-
lendigi bildirilmistir (Mappley ve ark. 2011, Roy
ve ark. 2015). Ulkemizde ise bu konuda, bilgimiz
dahilinde, herhangi bir ¢alisma yoktur. Dolayisiyla
KIS enfeksiyonunun iilkemizdeki durumu bilinme-
mektedir. Saha gozlemlerimiz ise Ozellikle ticari
yumurtact siirlilerde kronik ishal ve kirli yumurta
problemlerinin yogun oldugunu gdstermektedir.
Ulkemizde bu konuda ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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Ozet: Lumpy skin disease (LSD, Sigirlarin nodiiler ekzantemi hastaligi), vektorler tarafindan bulastirilan ve 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan viral bir hastaliktir. Geng sigirlar hastaliktan daha fazla etkilenir ve bu hayvanlarda
enfeksiyonun morbidite ve mortalite oranlari oldukg¢a yiiksektir. Genellikle bas, boyun, genital bdlge, perineum, scro-
tum, meme ve bacaklarda deri nodiilleri goriiliir. Bu derlemede, LSD’nin diinyada ve Tiirkiye’deki durumu, etiyolojisi,
epidemiyolojisi, patogenez ve patolojisi, klinik bulgulari, tanisi, tedavisi, koruma ve kontrolii hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Deri nodiili, Lumpy Skin Disease, sigir

Lumpy Skin Disease

Abstract: Lumpy skin disease (LSD) is a viral disease that is transmitted by vectors and causes significant economic
losses. Young cattle are more affected by the disease and the morbidity and mortality rates in these animals are quite
high. Skin nodules are generally occur on the head, neck, genital area, perineum, scrotum, breast and legs. This review
gives information about situation of the LSD in the world and in Turkey, etiology, epidemiology, pathogenesis and pa-
thology, clinical presentation, diagnosis, treatment, the protection and control.

Key words: Cattle, Lumpy Skin Disease, skin nodule

Giris

Lumpy skin disease virusu (LSDV), Poxviridae
ailesindeki  Chordopoxvirinae  alt  ailesinden
Capripoxvirus genusu i¢inde yer almaktadir
(Coetzer 2004; Gibbs 2005). Hastalik ilk olarak
1929’da Afrika kitasi iilkelerinden Zambiya’da go-
rilmiis ve toksite veya insekt 1sirmasina bagl olarak
gelisen hipersensitivite oldugu sanilmistir. Ayrica
enfeksiyon pseudo-urtcaria, neethling, knopvelsiek-
te ve Afrika hastaligi isimleriyle de bilinmektedir.
Ozellikle son yillarda baraj gollerinin artmasi ve
sulu tarim yapilan alanlarin yayginlagmasi sonucu,
sokucu sinek popiilasyonundaki artisa bagli olarak
vektorler araciligi ile aktarilan hayvan enfeksiyon-
larindaki artig dikkat c¢ekici boyutlara ulagmistir.
Bin dokuz yiiz elli alt1 yilina kadar Giiney Afrika
bolgesinde smirli kalan enfeksiyon 1974 yilin-
da Bat1 Afrika’da tespit edilmistir (Davies 1991).
Sigirlarin nodiiler ekzantemi (Lumpy skin disease,
LSD) Afrika kitasinda Cezayir, Fas, Tunus ve Libya
harig diger iilkelerde hastaligin yaygin olarak goriil-
diigii bildirilmistir. Bu hastalik 1988 yilindan itiba-
ren Misir’da tespit edilmis, 1989 yilinda Israil’de
ortaya ¢ikmistir ve o zamandan beri sporadik olarak

Orta Dogu iilkesinde bildirilmistir. 1989°daki bu
salgindan yaklasik 18 yil sonra 2006°da tekrar Misir
ve Israil’de goriilmiistiir. Hastalik 2012°de Israil” in
kuzey-dogu simirinda yeniden ortaya c¢ikmis olup
akabinde Orta Dogu’da benzeri goriilmeyen sal-
ginlar meydan gelmistir. Liibnan, Filistin Ozerk
Bolgeleri, Urdiin, Kuveyt, Suudi Arabistan, Irak ve
Iran’da da salgmlar bildirilmistir (FAO 2013; OIE
2019a).

Tiirkiye’de ilk olarak 6 Agustos- 9 Ekim 2013
yilinda Kahramanmaras ve Batman illerinde orta-
ya ¢ikmig ve 4 mihrak bildirimi yapilmistir (FAO
2013). Takip eden yillarda da zaman zaman goriilen
enfeksiyonla ilgili olarak 2018 yilinda 32 hastalik
mihraki tespit edilmistir (OIE 2019c¢). Dort Ocak
-2019 dan 9 Ekim 2019 kadar gegen siirede de iil-
kemizde 131 vaka bildirimi yapilmistir. Bu son ve-
rilerle birlikte 2013 yilindan itibaren ti¢ yillik siire
icinde iilkemizde etkilenmeyen higbir bolge kal-
mamigtir ve lilkemizde hala endemik olarak devam
etmektedir. Ekim 2019 itibari ile bildirimi yapilan
vakalarin 14 tanesi disinda kalan 117 vaka Dogu ve
Giliney Dogu Anadolu bolgesinden yapilmistir. Bu
117 mihrakinda %80 yakini Giiney Dogu Anadolu
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bolgesinden olmustur (Sarag 2019). Ulkemizde ak-
tif olarak LSD miicadele programi uygulansa da ha-
len LSD mihraklariin goriilmesinin nedeni olarak,
sinir komsularimizda bu hastalikla ve vektorleriyle
aktif miicadelenin yapilmamasi (Irak, Suriye) en
onemli faktordiir. Ulkemizde 2014 yilindan itibaren
ihbar1 zorunlu hastaliklar listesine eklenmis LSD
ile ilgili olarak 2017 yilinda baslatilan, 3 yillik bir
Avrupa Birligi Projesi kapsaminda, 3 aylik yastan
biiylik tiim sigirlar asilama programina alinmistir.
Ayrica bu proje kapsaminda LSD’nin kontrol ve 6n-
lenmesine yardimci olmak maksadiyla teknik destek
ve laboratuvar ekipmani destegi de saglanmaktadir
(FAO 2013; GKGM 2019; OIE 2019a; Sarag 2019).
Tiirkiye’deki salgiin ardindan Kibris, Azerbaycan,
Ermenistan’in kuzey bolgelerinde ve Kazakistan’da
yeni salgmlar bildirilmistir. Son zamanlarda
Dagistan, Cegenya, Krasnodar Krayi, Kalmykiyan
Cumbhuriyeti, Giiney Rusya ve Giiney Osetya’da da
LSD vakalart bildirilmistir. Hastalik beklenildigi
gibi 2015 yilinda Tiirkiye’den Yunanistan’a ge¢cmis;
ardindan 2016 yilinda Bulgaristan, Makedonya,
Sirbistan, Arnavutluk, Karadag ve Kazakistan’da
yeni salginlar ortaya ¢ikmigtir. Tiirkiye’den komsu
iilkelere geciste cevresel faktorler, vektor biyolo-
jisi ve iklimsel sartlarin etkisi oldugu tahmin edil-
mektedir. LSD su anda Kafkasya ve Giineydogu
Avrupa’da aktif olarak bulunmakta ve daha da yay-
ginlagma riski tasimaktadir (OIE 2019a).

Bu c¢alismada, sigirlarda vektor kaynakli bir
hastalik olan lumpy skin disease hakkinda bilgi ve-
rilmesi amaglanmustir.

Etiyoloji

Capripoxvirus genusundaki LSDV genomu ¢ift ip-
likgikli, linear DNA’, zarfli, goriiniimii tugla sek-
linde ve yaklasik olarak 300x270x200 nm ebatlarin-
dadir. Virusun yaklagik 150 kb’lik DNA genomuna
sahip oldugu bildirilmektedir(Coetzer 2004; Gibbs
2005). Viral genomun 156 tane gen icerdigi bildi-
rilmektedir. Bu genler tarafindan kodon uzunluklari
53 ile 2025 aminoasit arasinda degisen farkli prote-
inler kodlamaktadir. LSDV genomunun orta bolge-
leri %65 oraninda diger memeli poxvirus genom-
lar1 ile amino asit benzerligi gosterirken DNA’nin
uc bolgelerindeki aminoasit dizilimleri degisiklik
gostermektedir. Bu degisik gen gruplarmin konakgi

tiirlinii ve virulens bilgilerini icerdigi diistiniilmek-
tedir (Tulman ve ark. 2001).

LSDV pH 8.5’te ¢ok katli kapsiil yapisi ve
pH 6.5’te fosfotungustik asit ile boyandiginda yii-
zeyindeki genis filament aglar1 goriilebilir. Virus,
uranil asetat ile boyandigi zaman ise bir ¢ift lateral
organ ve dambil seklinde ¢ekirdegi tespit edilebilir.
Virusun niikleik asidi acridine turuncusu ve Feulgen
boyama teknigi ile boyanarak belirlenebilir (Woods
ve ark. 1990).

LSDV koyun ¢igegi ve keci ¢icegi viruslarty-
la yakin antijenik iliski igerisindedir (Kara ve ark.
2003; Gibbs 2005). Bu ii¢ virus arasindaki genetik
benzerlik diizeyi %95’ten fazladir ve bu sebeple ru-
tin virus ndtralizasyon testi ve diger serolojik test-
ler ile birbirlerinden ayirt edilemezler (Abutarbush
ve ark. 2013). Capripoxvirus genusunda bulunan
viruslar1 birbirinden ayirt edebilmek igin DNA ug-
larindaki 466 bg’lik bolgenin filogenetik analizi ve
P32, GPCR, RPO30 genlerinin filogenetik analiz-
lerinin yapilmast gerekir. Yapilan molekiiler ¢alis-
malar sonucunda LSDV’nin kegi ¢i¢egi virusuna,
koyun ¢igegi virusundan daha yakin oldugu bildiril-
mistir (Stram ve ark. 2008) (Sekil 1).
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Sekil 1. Capripoxvirus genusundaki viruslarin genetik
analizi. LSD: Lumpy skin disease; GPV: Kegi ¢igegi vi-
rusu; SPV: Koyun ¢icegi virusu (Body ve ark. 2012).

LSDV normal ¢evre kosullarinda inaktivasyo-
na kars1 ¢ok direnclidir. Etken nekrotik deri nodiil-
lerinde 33 giine kadar, kuru yara kabuklarinda 35
giine kadar, hava ile kurutulmus hayvan derisinde
18 gline kadar aktivitesini koruyabilir (Kara ve ark.
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2003). Bu virus giines 151g1na ve deterjanlara duyar-
lidir. Kontamine hayvan barinaklarinda, karanlik
cevre kosullarinda aylarca virulensini korur. Virus
55°C’de 2 saatte, 65°C’de 30 dakikada inaktivas-
yona ugrar. LSDV, deri nodiillerinde -80°C” de 10
yil, enfekte doku kiiltiirii sivisinda 4 °C’de 6 ay
boyunca saklanabilir. Virus yiiksek alkali ve diisiik
asit pH’ya duyarlidir. 37°C’de pH 6,6-8,6’da 5 giin
boyunca virulensini koruyan etken, %1’lik formol,
%2’lik fenol, %20’lik eter, %2-3’liikk sodyum hi-
poklorit ve %2’lik virkon gibi baz1 dezenfektanlara
kars1 duyarhilik gosterir (OIE 2019b).

LSDV’nin laboratuvar ortaminda {iretilmesi
icin kuzu ve dana bobrek, dana ve kuzu testis, ko-
yun bobrek, kuzu ve buzagi adrenal ve tiroit hiicre
kiiltiirleri kullanilmaktadir. Virus inokulasyondan
11 giin sonra sitopatolojik etki olusturarak kendini
belli eder ve ¢ogalirken intrasitoplazmik inkliizyon
cisimcigi olusturur (Coetzer 2004; Babiuk ve ark.
2009).

Epidemiyoloji

LSDV’nin dogal konakgisi sigirlardir. Hastaliga
kars1 ince derili Bos taurus ki sigirlar, Bos indicus
sigirlarina gore daha duyarlidir ve en ¢ok laktasyon-
daki inekler hastaliktan etkilenirler. Yas gruplarina
gore de, geng sigirlar hastaliktan daha fazla etkilenir
ve bu hayvanlarda enfeksiyonun morbidite-mortali-
te oranlar1 oldukga yiiksektir (Murpy ve ark. 1999;
Radostits ve ark. 2007). Bu hastalikta yabani rumi-
nantlarin rolii hala netlestirilememistir. Afrika’da
bulunan 44 yaban hayati tiirlinde antikor taramasi
yapilmis ve 6 hayvan tiiriinde antikor tespit edil-
mistir. Yapilan ¢alismalarda ziirafa ve impalalarin
deneysel enfeksiyonlara duyarli olduklar: bildiril-
mistir (Murpy ve ark. 1999; Radostits ve ark. 2007,
OIE 2019b).

2011 yilinda Misir’da yapilan bir aragtirmada,
yerli itk sigirlarin, kiiltiir k1 sigirlara gore daha az
duyarli oldugu ortaya konulmustur (Salib ve Osman
2011).

Tiirkiye’de 2013-2014 yillar1 arasinda Hakka-
ri, Malatya, Sirnak, Batman illerinde bulunan 8§ is-
letmede yapilan calismada (Giircay ve ark. 2015);
250 adet Simental, Holstein Melezi ve Holstein 1rki
sigirin 113 adedinin LSD klinik semptomu gosterdi-

&i belirlenmis ve bu sigirlarin 12 tanesinden alinan
deri biyopsi materyalinde PCR ydntemiyle niikleik
asit tespiti yapilarak klinik teshis dogrulanmistir. Bu
arastirmanin sonucunda, isletmelerde enfeksiyonun
mortalitesi %0-26 oranlar1 arasinda, morbiditesi ise
%3,8-51 oranlar1 arasinda bulunmustur. Bu ¢alis-
maya gore bolgede LSD enfeksiyonunun morbidite
oraninin disiik ¢ikmasinin sebebi hastaligin sigir-
dan sigira bulasmasindan ziyade insekt vektorlerin
bulagmada daha aktif rol almasina baglanmistir.
Ayrica bu calismada Simental ve Holstein Melezi
ki sigirlarin Holstein stitgii irkina goére hastaliktan
daha az etkilendikleri belirtilmistir.

Etkenin dayaniklilig: ile ilgili olarak Irons ve
ark. (2005) tarafindan yapilan aragtirmada ise viru-
sun boga spermasinda 42. giine kadar aktif olarak
kaldig1 ve spermada 159. giine kadar viral genomu-
nun tespit edilebildigi ortaya konulmustur.

LSDV c¢ogunlukla sivrisinek, karasinek ve
keneler yoluyla vektorel olarak bulagtirilir (OIE
2019b). Bulasma daha az olarak direkt temas, tii-
kiirtik, burun akintisi, siit ve infekte boga semeni ve
patlamis deri nodiilleri ile de olur (Barut 2015). Son
yillarda disi Aedes aegypti sineginin hastalig1 bu-
lastirdig1 ancak Culicoides nubeculosus, Culex que-
fasciatus ve Anopheles stephensi tiirii sineklerin bu-
lastirmada rol almadig: bildirilmistir. Ayrica Rhipi-
cephalus appendiculatus ve Amblyomma hebraeum
tiri kenelerinin hastaligi mekanik veya intrastadial
yolla; Rhipicephalus decoloratus tirii kenelerin de
hastalig1 transovarial ve transstadial yolla bulastir-
diklar1 belirlenmistir (Chihota ve ark. 2001; Chihota
ve ark. 2003; Tuppurainen ve ark. 2005; Tuppurai-
nen ve ark. 2011; Lubinga ve ark. 2014a; Lubinga
ve ark. 2014b).

LSD salginlar1 gogunlukla vektorlerle meydana
geldigi i¢in genellikle enfeksiyon mevsimsel olarak
goriilmektedir. Nemli ve sicak iklim kosullart in-
sekt vektdr populasyonlarinin artisina neden oldu-
gundan rakimi diistik bolgelerde ve sulak alanlarda
enfeksiyonun goriilme sikliginin daha fazla oldugu
bildirilmektedir. Bulasmada ve yayilmada kiiresel
1sinmanin etkisi biiyiiktiir. Kiiresel 1stnmanin insekt
vektorlere ve ¢evreye etkisi sonucu hastalik Afrika
kitasinda baslamis olup yillar i¢inde kuzeye dogru
yayilmis ve Avrupa kitasinin ortalarina kadar ilerle-
digi diisiiniilmektedir (OIE 2019a).
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Morbidite ve mortalite gen¢ hayvanlarda ve
laktasyondaki ineklerde en yiiksektir ve genel
mortalite %10-58 oranlar1 arasinda bildirilmistir
(Murpy ve ark.1999). Morbidite ise %5-45 oranla-
11 arasinda degisiklik gdstermektedir (OIE 2019b).
LSD’nin insanlara bulastigina dair yeterli kanit bu-
lunmamaktadir.

Patogenez ve Patoloji

Virusun inkiibasyon siiresinin 1-4 hafta arasinda
degisti bildirilmektedir (Coetzer 2004). Inkiibasyon
periyodunu takiben ilk olarak bifazik ates goriiliir.
Viremi ilk atesten sonra ortaya ¢ikar, 5 gilin kadar de-
vam eder ve 7.-19. giinlerde ¢ap1 10-50 mm arasinda
olan tipik deri nodiilleri olusur (Vorster ve Mapham
2008; Hailu ve Alemayehu 2015; OIE 2019a). Bu
nodiiller genellikle bas, boyun, genital bolge, peri-
neum, scrotum, meme ve bacaklarda goriiliir (Barut
2015; OIE 2019b). Ayrica agizda, sindirim kanalin-
da ve tracheada da nodiiller bulunabilir. Nodiillerin
ici baslangicta serdz sivi ile doludur, daha sonra bu
lezyonlar epidermis, dermis, deri altt dokuya ve
kas katmanina inen sit-fasts ad1 verilen koyu renkli
nekroz odaklarina doniisiir. Virus epitelial, endote-
lial, perisit ve fibroblast hiicrelerini etkiler. Ayrica
dermiste vasculitis, trombozis, infarksiyon, makro-
faj, lenfosit ve eozinofilin filtrasyonlarina neden
olur. Histopatolojik muayenede epidermiste nekroz
ve skuamoz epitel hiicrelerinde balonumsu dejene-
rasyon ve intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri
goriiliir (Burdin 1959; OIE 2019b).

Tiirkiye’de Uyar ve ark. (2015) LSD ile ilgili
yaptiklar bir ¢aligmada histopatolojik olarak; epi-
dermis ve kil folikiil epitel hiicrelerinde dejene-
rasyon, hiperplazi, akantozis, dermiste vaskiilitis,
trombozlar, 6dem, multifokal nekrozlar, makrofaj
ve lenfosit infiltrasyonlarmin sekillendigi bildi-
rilmistir. Ayni aragtirmada, dermis ve subkutisteki
yangisal hiicre infiltrasyonlar1 i¢inde koyun c¢icegi
hiicrelerine benzer sekilde histiyosit benzeri makro-
fajlar tespit edilmis olup, epidermis ve kil folli-
kiillerinin epitel hiicrelerinin marjinal kromatinli
ve vakuoler nukleuslu c¢ekirdekleri gozlenmistir
ve makrofajlarda eozinofilik intrasitoplazmik ink-
liizyon cisimciklerinin olustugu rapor edilmistir.
Ayrica kas demetleri arasinda ve damarlar gevre-
sinde yogun makrofaj ve lenfoplazmasiter hiicre

infiltrasyonu ve multifokal nekrozlar ile karakterize
miyozitis olgusu gézlemlemislerdir.

Klinik Bulgular

Enfeksiyonda, 1-2 hafta arasi siiren asemptomatik
inkiibasyon periyodunu, goz kapaklarinin sismesi ve
mukuslu burun akintisi ile birlikte yaklasik 42°C’ye
kadar ¢ikan ates donemi izler. Bu bifazik atese bagl
olarak yem ve su tilketiminde azalma, salya akinti-
s1, dnce serdz sonralart mukopurulent géz ve burun
akintist sekillenir (Kara ve ark. 2003; Gibbs 2005;
Babiuk ve ark. 2008). Yiizeysel lenf yumrularinda
biliylimeyi takiben deride yaygin olarak biiyiikliikle-
ri 0,5-0,7 cm ¢apinda multiple nodiiller olusur. Bu
nodiiller genellikle bas ve boyun bolgesinde (Sekil
2) ve agirlikli olarak derinin kilsiz bolgelerinde go-
riliir ama biitiin viicuda da yayilabilir. Generalize
nodiiller 4-5 aylik gen¢ hayvanlarda daha ¢ok go-
riliir. Pnémoni, mastitis, bogalarda orsitis ve buna
bagl olarak infertilite olusabilir. Yine gebe hayvan-
larda enfeksiyona bagl olarak yavru atma olgulari
meydana gelebilir (Barut 2015). Bir veya iki gézde
birden korneada iilseratif lezyonlar olusabilir ve
ciddi durumlarda bu vakalar korliige kadar varabilir
(Murpy ve ark.1999; OIE 2019a). istahsizlik, hal-
sizlik, hareket etmede isteksizlik, depresyon, hizla
zayiflama, laktasyondaki hayvanlarda siit veriminde
azalma, gebelerde yavru atma, tendonlarda olusan
yangi, nekroz ve bacaklarda olusan 6dem nedeniyle
topallik sekillenebilir (Barut 2015; OIE 2019a; OIE
2019b) (Sekil3).

w ;.*'
gl R g

Sekil 2. Geng bir sigirda bas ve boyun boélgesinde gorii-
len LSD nodiilleri (Karaotcu A., Yildirim Y.)
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Sekil 3. Geng bir sigirda generalize LSD nodiilleri ve
arka ayaklarda 6dem (Karaotcu A., Yildirim Y.)

Tam

Derideki tipik nodiiller ve klinik tablo 6n tan1 i¢in
yeterlidir, ancak kesin tani laboratuvarda virolo-
jik ve serolojik testler ile miimkiindiir (Murpy ve
ark.1999; OIE 2019b). Marazi madde olarak deri
nodiillerinden alman biyopsi materyali, lenf dii-
glimii, yara kabuklari, kan, semen, siit, nodiillerin
icindeki siv1 ve deri kazintilar1 (PBS i¢inde), atesli
donemde alinan kan EDTA’l1 tiipler i¢inde laboratu-
vara soguk zincirde gonderilmelidir (Coetzer 2004;
OIE 2019a). Bu marazi maddeler i¢inde virus tespiti
i¢in en uygun olan1 hastaligin baslangicindan hasta-
l1igin iiclincii ayina kadar fazla miktarda viriis igeren
deri nodiilii biyopsi materyali oldugu bildirilmis-
tir (Sharawi ve Abd El-Rahim 2011; Body ve ark.
2012; OIE 2019b). Kesin teshis PCR ve real time
PCR ile virusa ait DNA’nin tespiti ile gerceklesti-
rilmektedir (Barut 2015; OIE 2019a; OIE 2019b).

Laboratuvarda etken identifikasyonu i¢in hiicre
kiiltiirlerinde virus izolasyonu, transmission elekt-
ron mikroskop (TEM) incelemelerive PCR yontem-
leri, serolojik olarak virus notralizasyon testi (VNT)
valide edilmis tek testtir, agar gel immunodifiizyon
(AGID) ve indirekt fluoresan antikor testi (FAT) di-
ger poxviruslarla kros reaksiyon gostermelerinden
dolayr VNT’e gore daha diisiik spesifitiye sahip-
tirler. Western blot testi sensitif ve spesfik olmak-
la birlikte uygulamasi gii¢ ve pahali bir yontemdir
(OIE 2017; OIE 2019a; OIE 2019b).

Biyopsi materyalleri fosfotungustik boya ile bo-
yanarak elektron mikroskobunda virus pargaciklar
goriilebilmektedir (Woods ve ark. 1990). Bogalarda

yapilan incelemelerde klinik enfeksiyon sonrasi
10-33. giinler aras1 TEM ile yapilan incelemeler-
de LSDV tespit edilmistir. TEM, LSDV tanisinda
giivenilir ve hizli bir yontemdir ancak az miktarda
kullanilan biyopsi materyalinde virus konsantrasyo-
nunun az olmasi ve 6rneklerin hazirlanmasinda hata
riskinin fazla olmasi nedeniyle kullanish degildir
(Tuppurainen ve ark. 2005).

Capripoxvirus antikorlar1 tespiti i¢in ELISA
yontemi de kullanilabilir. Yapilan ¢alismalarda 1s1
ile inaktive edilmis koyun ¢icek virusu kullanila-
rak antikor ELISA protokolleri gelistirilmistir. Ama
rekombinant antijenlerin stabil olmamasi ve uygun
miktarda virus iretilememesi sebepleriyle uygula-
namamistir (Babiuk ve ark. 2009).

Hiicre kiiltiirlerinde ateniie edilen LSDV kulla-
nilarak gelistirilen indirekt-ELISA testi ile yapilan
bir calismada (Awad ve ark. 2010) atesli donemde
olan sigirlarin serum drneklerinin %11’inde, klinik
enfekte olan sigirlari serum 6rneklerinin %56’sin-
da antikor tespit edilmistir.

Tan1 yontemleri iginde PCR ve real-time PCR
hizli ve giivenilir olan ydntemlerdir (Ireland ve
Binepal 1998; Heine ve ark. 1999; El-Kholy ve ark.
2008; Gelaye ve ark. 2013; Ozgﬁnlﬁk ve ark. 2014;
Barut 2015). Jel bazli PCR uygulamalari1 LSDV
teshisinde giivenilir ve ucuz bir yontem olmasina
karsin zahmetli ve uzun siiren uygulamadir. Real-
time PCR pratikte daha kullanishdir (Tuppurainen
ve ark. 2011). LSDV’nin diger capripoxviruslardan
ayrimi i¢in ¢ift hibridizasyon probu kullanilarak ge-
listirilen real-time PCR protokolii kullanilabilmek-
tedir (Le Goff ve ark. 2005; Lamien ve ark. 2011).
PCR protokolii ile virus tanimlamasi yapmak i¢in
LSD virusunun timidinkinaz (TM) ve ORF132 gen
bolgelerini tanimlayici iki adet primer cifti kullani-
larak 492 bg bantlar elde edilmektedir (Tageldin ve
ark. 2014).

Immunohistokimyasal boyama ydntemiyle
monoklonal antikorlar kullanilarak Amblyomma
hebraeum ve Rhipicephalus appendiculatus tiri
kenelerin organlarindan viral antijenler tespit edile-
bilecegi bildirilmistir (Lubinga ve ark. 2014b).

Tedavi ve Koruma

Enfeksiyona 6zgii bir tedavi metodu yoktur. Ancak
sekonder infeksiyonlara karsi antibiyotikler verile-
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bilir. Semptomatik tedavi amaciyla da antiinflama-
tuar ila¢ kullanimi tavsiye edilebilir (Gibbs 2005).

Hayvanlart LSD hastaligindan korumada en
etkili yol asilamadir. Bu amagla LSDV susu olan
Neethling ile iiretilmis ticari asilar bulunmaktadir.
Bunun yani sira koyun cicek ve kegi ¢igek viruslari-
nin LSDV’ye antijenik yakinliklarindan dolayi, bu
viruslara kars1 hazirlanmis asilar da LSD virusuna
kars1 (heterelog as1) korumada kullanilabilmektedir
(Sarag 2019).

Miicadelede hijyen tedbirleri ve dezenfeksi-
yonda 6nemlidir. Virus zarli yapisindan dolay1 eter
ve kloroforma duyarlidir. Direkt giines isinlarina
kars1 duyarl olan etken karanlik ve serin yerlerde
oldukca uzun bir siire enfeksiyozitesini koruyabilir.
Yiiksek alkali ve diisiik asidik soliisyonlara kar-
st direngsizdir. Dezenfeksiyon amaciyla 6zellikle
%1’lik formol, %2’lik fenol, %20’lik eter ve %2-
3’likk sodyum hipoklorit gibi maddeler tavsiye edil-
mektedir (Kara ve ark. 2003; OIE 2019Db).

Ulkemizde LSD’ye karsi, ii¢ aylik yastan bii-
yiik tim sigir cinsi hayvanlara koyun-ke¢i cicek
asis1 (Bakirkoy susu), 3 veya 5 koyun-ke¢i dozu
olarak uygulanmaktadir (Sarag¢ 2019) . Ayrica, T.C.
Tarim ve Orman Bakanlig1 Gida ve Kontrol Genel
Midirliigiiniin, 2019 yili “Hayvan Hastaliklar
ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri Kontrolii
Genelgesine” gore genel hastalik belirtileri ile bir-
likte atesi olmayan ve orta derecede deri lezyonu
gosteren hayvanlara ait karkaslarin, sarta tabi olarak
degerlendirilmeleri gerekir. Bunun yaninda bu hay-
vanlarin lezyonlu organ ve karkas kisimlar ile ya-
pilan antemortem muayenede atesle birlikte genera-
lize akut enfeksiyon gosteren hayvanlarin karkaslari
imha edilmelidir. Bunun yani sira, kesim yapilan
yerlerin kesim sonu temizlik ve dezenfeksiyonunun
yapilmasimin gerekliligi de genelgede belirtilmistir
(GKGM 2019).

Sonug¢

Bu derlemede, LSD’nin diinyada ve Tiirkiye’deki
durumu, etiyolojisi, epidemiyolojisi, patogenez ve
patolojisi, klinik bulgulari, tanisi, tedavi-koruma ve
kontrolii hakkinda bilgi verilmistir.

Ulkemizde s6z konusu hastaligin ortaya ¢ikisi
yeni sayilabilecek bir zaman diliminde gergekles-

mis olsa da diinyada varlig1 bir asirdir bilinmekte-
dir. S1gir saglig1 agisindan oldukg¢a 6nemli olan LSD
ile ilgili genis ¢apl arastirmalarin yapilmasi, teshis
kitlerinin ve teshis yontemlerinin gelistirilmesi hem
hayvan hem de insan sagliginin korunmasi agisin-
dan oldukc¢a 6nemlidir.

LSD salginlar1 bityiik oranda hayvanin bagisik-
lik durumuna, hayvan hareketlerine ve vektor po-
piilasyonunu etkileyen riizgar ve yagis gibi iklimsel
faktorlere baghdir. Hastaligin ortaya ¢ikisi ile acilen
karantina tedbirlerinin alinmasi, hasta ve hastalik-
tan siipheli hayvanlarin kesime gonderilmesi, de-
zenfeksiyon ve as1 uygulamalar1 yapilmalidir.
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