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TURKIYE’DE KULLANILAN CANLI iNFEKSiY(")Z"BURSAL HASTALIGI
(GUMBORO) ASILARININ PATOJENITE DUZEYLERININ
MOLEKULER MARKER IiLE ANALIZi

ANALYSIS OF THE PATHOGENICITY LEVEL OF THE LIVE INFECTIOUS BURSAL
DISEASE (GUMBORO) VACCINES USED IN TURKEY BY A MOLECULAR MARKER

Olcay TURE GOKSU' Sabahattin ICIN 2 Hasan Hiiseyin PALA?

Gelis Tarihi (Received): 02.06.2010 Kabul Tarihi (Accepted): 25.06.2010

OZET

Bu ¢alismada, Tiirkiye’ye ithal edilerek sahada kullanilmakta olan farkli patojenik karakterdeki (intermediate, intermediate
plus/hot) 23 adet canli infeksiy6z bursal hastaligi (Gumboro/IBD) asi virusunun VP2 geninin 743bp’lik bolimii reverse
transcriptase/polymerase chain reaction (RT/PCR) teknigi ile ¢ogaltilarak NgoMIV molekiiler marker’t ile analiz edildi.
Calismada, NgoMIV molekiiler marker’mnin VP2 geninin 284 pozisyonundaki alanine amino asitini iceren patojenik viruslari,
aym noktada bu aminoasiti icermeyen attenue as1 suslarindan ayimt edebilme &zelliginden yararlanildi. Intermediate (orta
kuvvetli) sinifta oldugu bilinen 13 attenue as1 susunda 743 bp’lik bant NgoMIV enzimi ile kesilmeyerek korundu.
Hot/intermediate plus (kuvvetli) sinifinda oldugu bilinen 10 adet as1 virusundan 9 adedinde 507bp ve 227 bp’lik iki bant olustu.
Patojenik ozellikleri ile intermediate plus oldugu bildirilen Bursine Plus asisina ait 743bp’lik bant NgoMIV enzimi ile kesilmedi.
Bu c¢alismada, NgoMIV marker analizi ile incelenen 23 adet Gumboro asisindan 22 adedinin protokol dosyasinda bildirilen
patojenik grubun 6zelliklerini tagidig1 goriildii. Bursine plus asisina ait farkli sonucun literatiir bilgileri ile ¢elismedigi gortildii.

Anahtar kelimeler: Asi, IBDV, molekiiler marker, RT/PCR-RFLP.

SUMMARY

In this study, a 743bp fragment of the VP2 gene of 23 live infectious bursal disease (Gumboro/IBD) vaccine viruses with
different pathogenic strength (intermediate, intermediate plus /hot) that are imported and used in the field of Turkey, was
amplified by Reverse Transcriptase/Polymerase Chain Reaction (RT/PCR) technique and analyzed by the use of NgoMIV
molecular marker. In this study, the ability of NgoMIV molecular marker to distinguish the pathogenic viruses which have the
alanine amino acid at position 284 in the VP2 gene, from the attenuated vaccine strains that do not contain this amino acid at the
same position, is utilized. The 743bp band of thirteen attenuated vaccine strains that are known to be in intermediate strength
were not digested with NgoMIV enzyme and remained uncut. Two bands of 507bp and 227 bp were formed in the 9 out of 10
vaccines viruses that are known for their hot/intermediate plus characteristics. 743bp band of Bursine plus vaccine which is
reported to be an intermediate plus vaccine according to its pathogenic characteristics was not digested by NgoMIV enzyme. In
this study, it was observed that 22 of the 23 Gumboro vaccines that were examined by NgoMIV marker analysis carried the
pathogenic characteristics of those which were claimed in their protocol dossiers. The different result obtained with Bursine plus
did not conflict with the literature.

Key words: IBDV, molecular marker, RT/PCR-RFLP, vaccine.

GIRIS mizde yiiksek oliimlerle seyreden IBD salginlari
yagsanmis, ancak son zamanlarda hastalik kontrol
altina alinabilmistir. Saha viruslari ile miicadelede
biyogiivenlik ve sanitasyon tedbirlerinin yaninda
asilama biiyiik 6nem tagimaktadir. Ozellikle cok
virulent infeksiydz bursal hastaligt virusunun
(vwwIBDV) neden oldugu salgmlar, iyi maternal

Infeksiydz bursal hastaligi (Gumboro-IBD)
genc piliclerin akut, c¢ok bulasici, viral ve
immunsupresif ~ bir  hastaligt  olup  bursa
Fabricius’un (BF) siddetli yangisi ile karakterizedir
(1, 4, 12). 1990’11 yillarda tiim diinyada ve iilke-

! Dr.Veteriner Hekim, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Béliimii, iZMIR.

2 Uzm. Veteriner Hekim, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Béliimii, iZMIR.
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korumaya sahip siiriilerde serotip 1 grubu klasik
antijenik yapidaki intermediate veya hot/interme-
diate plus karakterdeki asilarin dogru yontemle ve
dogru zamanda uygulanmasi ile kontrol edilebil-
mektedir.

Ulkemizde kanatl yetistiricileri icin, cesitli
uluslararasi firmalarin tirettigi farkli patojenik giic-
lerde (mild-zay1f, intermediate-orta, hot/intermediate
plus-kuvvetli) canli Gumboro as1 secenekleri
bulunmaktadir. Gumboro asilar1 dahil, ithal edilen
tim kanathi agilar1 kalite kontrol testleri igin
Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii,
Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Béliimii, Ka-
natli Asilart Kontrol Laboratuvarina gelmektedir.
Ithal edilen asilara ilgili yonetmelik ve genelgeler
ile belirlenen kontrollerin yanisira bazi durumlarda
ileri tetkikler yapma geregi de dogmaktadir. Bu
gereklilik sahadan sikayet {izerine olabildigi gibi,
rutin kontroller sirasinda yapilan gézlemler sonucu
da olabilmektedir.

Infeksiydz bursal hastaligi asi viruslarinm,
ruhsat dosyasinda belirtilen patojenik sinifin 6zel-
liklerini tasiyip tasimadigr molekiiler marker ana-
lizi ile ortaya konabilmektedir. Jackwood ve ark.
(10,11), patojenik ve attenue IBD viruslarinin niik-
leik asit sekanslarini inceleyerek, patojenik suslarin
VP2 geninin 284. pozisyonda bulunan alanine amino
asitinin attenue suslarda threonine’e doniistiiglinii
gozlemislerdir. Bu arastiricilar, 284 pozisyonunda
gerceklesen amino asit degisikliklerinin, attenue
IBDV suslarini patojen suslardan ayirt etmekte
kullanilabilecegi hipotezini ortaya atmiglar ve bu
amagla VP2 geninin RT/PCR firiinlindeki mutas-
yonu taniyarak ayirt etmek lizere NgoMIV restrik-
siyon enzimini se¢mislerdir (10). Bu hipotezi test
etmek {iizere, Jackwood ve ark. (10), NgoMIV
enzimini virulent oldugu bilinen 10 sus ve 16
attenue asi1 susu izerinde incelemis ve virulent
suslar1 intermediate ve mild patojenitedeki as1
suslarindan ayirt ettiklerini bildirmislerdir.

Ulkemize ithal edilerek sahada kullamilan ve
bu caligma kapsamina alinan 23 adet canli Gumboro
agisinin 10 adedi hot/intermediate plus sinifinda,
13 adedi intermediate grupta yer almaktadir. Bu
calismanin amaci, NgoMIV molekiiler marker’1
kullanilarak iilkemize ithal edilen canli infeksiy6z
bursal hastaligr agilariin patojenik giiclerinin
arastirilmasi ve ait olduklari patojenite sinifinin
ortaya konmasidir.

MATERYAL VE METOT
Materyal
IBD As1 Viruslari: Tarim ve Koyisleri

Bakanlhigi’nin izni ile ithal edilerek Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiine kalite
kontrol amaciyla gelen canli IBDV agilar1 Tablo
1’de listelenmistir. 2006 ve oncesi, 2007 ve 2008
yillarinda gelen ve incelemeye alinan numuneler
tabloda belirtilmis ve bu asilardan en az birer 6rnek
olmak iizere toplam 52 as1 numunesi 2 analiz tek-
rar1 ile incelenmistir. Asilarin iiretici ve ithalatgi
firmalar1 ile ruhsat dosyalarinda bildirilen patoje-
nik karakteristikleri Tablo 1 ve 2’de belirtilmistir.
Toplam 23 canli IBDV agsisi arasinda in ovo uygu-
lanabilen 2 adet hot sus iceren immunkompleks as1
da (Bursa Plex, Cevac Transmune IBD) bulun-
maktadir.

Primerler: Infeksiyoz bursal hastalig1 virusu-
nun VP2 geninin 743 bp’lik boliimiinii amplifiye
eden 18 bp’lik primerler; 5-
GCCCAGAGTCTACACCAT-3 (OLIGO 1) 5-
CCGGATTATGTCTTTGA-3 (OLIGO 2)
kullanildi (7).

Restriksiyon Enzim: Jackwood ve ark. (10)
tarafindan attenue IBDV agilarim daha patojenik
olanlardan ayit etmek i¢in kullanilan NgoMIV
(Promega) enzimi, bu calismadaki as1 viruslarinin
743 bp’lik RT/PCR iirtinlerinin molekiiler karakte-
rizasyonu amaciyla kullanildi.

NgoMIV enzimi kesim noktasi agagida belirtil-
digi gibidir.

GYCCGGC

CGGCC,LG

Metot

Viral RNA Ekstraksiyonu: Infeksiydz bursal
hastalig1 as1 viruslarimin RNA’lari, standart eks-
traksiyon prosediiriine gore ekstrakte edildi (7, 9,
10, 17, 18). Kisaca asilar, 2 ml TNE buffer (10mM
Tris HCI (pH 8.0) 100 mM NaCl ve 1 mM EDTA)
ile sulandirilarak, esit hacimdeki chloroform ile iki
kez ekstrakte edildikten sonra, sirasiyla % 0.5 ve

1.0 mg/ml final konsantrasyonlardaki sodium
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Tablo 1. Tiirkiye’de Kullanilan Canli IBDV As1 Bilgileri.

As1 Numunesinin Ait

Asinin Bildirilen

Ast Adi Ithalat¢1 Firma Uretici Firma Oldugu Yillar Patojenite Diizeyi
2006 ve 5509 5008
oncesi
Bursine 2 Refarm Fort Dodge, USA + Intermediate
Bursine Plus Refarm Fort Dodge,USA + Intermediate Plus
Bursa Plex Refarm Embrex, Inc ,USA + - Hot Sus Iceren
Immunkompleks As1
Cevac Gumbo L Ceva DIF Cevac Phylaxia, + + - Intermediate
Macaristan
Cevac Bursa L Ceva DIF Cevac Phylaxia, + - - Intermediate
Macaristan
Cevac IBD L Ceva DIF Cevac Phylaxia, + + +  Hot
Macaristan
Cevac Transmune IBD  Ceva DIF Cevac Phylaxia, - + + Hot Sug Iceren
Macaristan Immunkompleks Ast
Bur 706 RTA Rhone Merieux, Fransa + - - Intermediate
Gallivac IBD RTA Rhone Merieux, Fransa - + + Intermediate
Gallivac IBD H 2512 RTA Merial Select, USA + + Intermediate Plus
Tad Gumboro Vac Avimedica Lohmann Animal + + + Intermediate
Forte Health, Almanya
Bursal Disease Vaccine ~ Avimedica Vineland, USA + - - Intermediate
Hipragumboro CH 80 Hipra Vet Hipra Lab., Ispanya + + - Intermediate
Hipragumboro GM 97 Hipra Vet Hipra Lab., Ispanya + + + Hot
Iba Vac ST Gilinesli Fatro-Neuva + + + Intermediate Plus
Iba Vac Glinesli Fatro-Neuva + + + Intermediate
Nobilis Gumboro Intervet Intervet Hollanda + - - Intermediate
Broiler Tiirkiye
Nobilis Gumboro D78 Intervet Intervet Hollanda + + + Intermediate
Tiirkiye
Nobilis Gumboro 228E  Intervet Intervet Hollanda + + + Hot
Tiirkiye
Tabic MB Polimed Abic, Israil Intermediate Plus
Bursa Vac Sanita Schering Plough Hot
Animal Health,USA
Univax BD Sanita Schering Plough + - - Intermediate
Animal Health,USA
Manisa D78 Manisa THAE ~ Manisa THAE + - - Intermediate

dodecyl sulphate ve proteinase K ile muamele
edilerek 37° C’lik su banyosunda bekletildi. Ornekler
esit hacimdeki acid phenol (pH 4.3) ve sonra
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ile ekstrakte
edildi. Viral RNA, 2 M sodium acetate ve absolute
ethanol ilavesiyle bir gece —20° C’de presipite edildi.
Viral RNA +4° C’de, 14.000 rpm hizda, 30 dakika
(Heraus Biofuge) santrifiij edilerek ¢oktiiriildiikten

sonra peletler kurutuldu ve 100 pl % 90’hik
dimethyl sulphoxide (DMSO, Sigma) ile siispanse
edilerek -20° C’de saklandi.

RT/PCR Analizi: Infeksiydz bursal hastalig
agt viruslarinin RT/PCR analizinde klasik metot
kullanilarak 743 bp’lik VP2 geni amplifiye edildi
(7, 9, 10, 17, 18). Kisaca; DMSO igindeki her
RNA 6rneginden 2ul’lik miktar alinarak 95° C’de 5
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Tablo 2. IBDV Asilarinin Protokol Dosyasinda Bildirilen Patojenite Diizeyleri ile NgoMIV Marker Analizi Sonucundaki

Karsilagtirmali Patojenite Diizeyleri.

Ast Adi Ithalat¢1 Firma Uretici Firma Protokol Dosyasinda NgoM IV Marker
Bildirilen Patojenite Analizi Sonucunda
Diizeyi Bulunan Patojenite
Diizeyi
Bursine 2 Refarm Fort Dodge, USA Intermediate Intermediate
Bursine Plus Refarm Fort Dodge,USA Intermediate Plus Intermediate*
Bursa Plex Refarm Embrex, Inc ,USA Hot Sus Iceren Hot
Immunkompleks Ast
Cevac Gumbo L Ceva DIF Cevac Phylaxia, Macaristan ~ Intermediate Intermediate
Cevac Bursa L Ceva DIF Cevac Phylaxia, Macaristan ~ Intermediate Intermediate
Cevac IBD L Ceva DIF Cevac Phylaxia, Macaristan ~ Hot Hot
Cevac Transmune Ceva DIF Cevac Phylaxia, Macaristan ~ Hot Sus Igeren Hot
IBD Immunkompleks As1
Bur 706 RTA Rhone Merieux, Fransa Intermediate Intermediate
Gallivac IBD RTA Rhone Merieux, Fransa Intermediate Intermediate
Gallivac IBD H 2512 RTA Merial Select, USA Intermediate Plus Intermediate Plus
Tad Gumboro Vac Avimedica Lohmann Animal Health, Intermediate Intermediate
Forte Almanya
Bursal Disease Avimedica Vineland, USA Intermediate Intermediate
Vaccine
Hipragumboro CH 80  Hipra Vet Hipra Lab., Ispanya Intermediate Intermediate
Hipragumboro GM 97  Hipra Vet Hipra Lab., Ispanya Hot Hot
Iba Vac ST Gilinesli Fatro-Neuva Intermediate Plus Intermediate Plus
Iba Vac Giinesli Fatro-Neuva Intermediate Intermediate
Nobilis Gumboro Intervet Tiirkiye Intervet Hollanda Intermediate Intermediate
Broiler
Nobilis Gumboro D78  Intervet Tiirkiye Intervet Hollanda Intermediate Intermediate
Nobilis Gumboro Intervet Tiirkiye  Intervet Hollanda Hot Hot
228E
Tabic MB Polimed Abic, Israil Intermediate Plus Intermediate Plus
Bursa Vac Sanita Schering Plough Animal Hot Hot
Health, USA
Univax BD Sanita Schering Plough Animal Intermediate Intermediate
Health,USA
Manisa D78 Manisa THAE Manisa THAE Intermediate Intermediate

* RT/PCR-NgoMIV analizi sonucu protokol dosyasinda bildirilen patojenik 6zellikten farklilik gosteren asi.

dak. denatiire edildi. Primer olarak, VP2 geninin
743 bp’lik fragmentini amplifiye eden primer ¢ifti
kullanild1 (7). RT reaksiyonu; 500 mM KCI, 100
mM Tris HCI (pH 9.0), % 1 Triton X-100, her
deoxyribonucleotide triphosphate (dAATP, dTTP,
dCTP, dGTP)’tan 200 puM (Promega), 1uM
konsantrasyonda primer (IBDV5’ ve IBDV3’, Tib
Molbiol, GmbH), 25 mM MgCl,, Recombinant
Rnasin (RNAse inhibitorii, 40U) (Promega), M-
MLYV Reverse transcriptase (200U) (Promega) ice-
ren RT reaksiyon karisimi i¢inde thermal cycler’da

(Techne, Genius) 42° C’de 1 saat inkiibe edilerek
gerceklestirildi. Ikinci asamada PCR amplifikas-
yonu, 10X PCR Buffer, 2-4 uM arasinda degisen
oranlarda MgCl,, 2.5U Taq DNA polymerase
(Promega) ilave edilerek gergeklestirildi. 80° C’de
5 dak., 25° C’de 10 dak., 95° C’de 2 dak.’lik hot
start reaksiyonundan sonra, PCR iglemi toplam 35
siklus olarak; 95° C’de 2 dakika (denatiirasyon),
53° C’de 1.5 dakika (primerlerin tutunmasi), 72°
C’de 1 dakika (polimerizasyon) ve ayrica son
siklusu takiben 72° C’de 7 dakikalik polimeri-
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zasyon siireleri uygulanarak gerceklestirildi (7).
Amplifikasyon sonucu elde edilen cDNA iiriinleri
% 1.5’luk agarose (Basica LE, Prona) jelde elek-
troforez edildi. Ethidium bromide (Sigma) ile
boyanan jeldeki pozitif cDNA bantlar1 UV transil-
luminator’de (ETS Vilbert-Lourmat) gozlendi.
Hedeflenen PCR firiinii ayn1 jel {izerinde bulundu-
rulan DNA molekiiler agirlik standardi (MA)
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas)
ile karsilastirilarak kontrol edildi ve jel fotograflar
(Vilber Lourmat, Infinity 115) ¢ekildi.

NgoMIV Molekiiler Marker Analizi: Amp-
lifiye edilen 743bp’lik cDNA’ler NgoMIV mole-
kiiler marker’1 ile enzimatik reaksiyona sokularak
Jackwood ve ark. (10)’nin bildirdigi yontemle
incelendi. Sekiz pl RT/PCR iiriiniine NgoMIV enzi-
minden 1 pl (Promega, konsantrasyonu: 10 p/ul),
iiretici firma tarafindan saglanan 10 X Buffer’dan
(Promega) 2 ul, acethylated bovine serum

albumin’den (BSA) 0.2 pl ve 8.8 ul % 0.1°lik
diethyl pyrocarbonate (Sigma) su ilave edildi.
Reaksiyon tiipii 37° C’de 1 saat su banyosunda
inkiibe edildi. Enzim ile kesilmis olan asilara ait
cDNA iirtinleri % 2.5’lik agarose (Nu Micropor,
Prona) jelde elektroforez edildi ve ethidium bro-
mide (Sigma) ile boyama sonucunda bantlar UV
transilluminatérde (Vilber Lourmat, Infinity 115)
gozlenerek fotograflandi.

BULGULAR
RT/PCR Sonuglari

Intermediate karakterdeki Gumboro ast susla-
rinin RT/PCR f{iriinleri Sekil 1°de (1-13), hot/inter-
mediate plus as1 suslarinin RT/PCR iiriinleri Sekil
2’de (1-10) sunulmustur. Tim asilarin RT/PCR
testinde VP2 geninin 743bp’lik bolimi amplifiye
edildi.

7 8 9 10 11 12 13

<« 743bp

Sekil 1. Intermediate IBDV Asilarmin RT/PCR Sonuglari. MW: 100bp molekiiler agirlik standardi; 1) Tad Gumboro Vac Forte;
2) Bursal Dis.Vac.; 3) Cevac Bursa L; 4) Cevac Gumbo L; 5) Iba Vac; 6) Hipragumboro CH80; 7) Nobilis Gumboro
D78; 8) Nobilis Gumboro Broiler; 9) Bursine 2; 10) Gallivac IBD; 11) Bur 706; 12) Univax BD; 13) Manisa D78

asilarina ait 743 bp VP2 geni

500bp p

Sekil 2. Hot/Intermediate Plus IBDV Asilarinin RT/PCR Sonuglari. MW: 100bp molekiiler agirlik standardi; 1) Nobilis
Gumboro 228E; 2) Hipragumboro GM97.; 3) Cevac IBD L; 4) Cevac Transmune IBD; 5) Iba Vac ST; 6) Gallivac IBD
2512; 7) Tabic MB; 8) Bursa Vac; 9) Bursine Plus; 10) Bursaplex asilarmna ait 743 bp VP2 geni
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NgoMIV Marker Analizi Sonuclari

Incelenen IBDV asilarinin protokol dosya-
sinda bildirilen patojenite diizeyleri ile NgoMIV
marker analizi sonucundaki patojenite diizeyleri
karsilagtirmali olarak Tablo 2’de verilmistir. Bu
calismada, 23 adet Gumboro asisindan 22 adedinin
protokol dosyasinda bildirilen patojenik grubun
Ozelliklerini tasidigi goriildi. Sadece, intermediate
plus oldugu bilinen Bursine plus asisi NgoMIV
marker analizi sonucunda intermediate asilar gibi
sonug verdi.

Hot/intermediate plus karakterde 10 adet
Gumboro as1 susunun 743 bp’lik RT/PCR
triiniiniin NgoMIV enzimi ile kesilmesi sonucunda

507 ve 227 bp’lik gen bantlar1 olustu. Aymi calis-
mada pozitif kontrol olarak kullanilan intermediate
sus Nobilis Gumboro D78 (11) NgoMIV enzimi ile
kesilmedi. Bu c¢alismanin sonuglart Sekil 3’te
gbsterilmistir. Intermediate karakterdeki 13 adet
Gumboro ast susu NgoMIV enzimi ile kesilme-
yerek 743 bp’lik bant korundu. Pozitif kontrol
olarak kullanilan hot/intermediate plus sus IBA
Vac ST (14) NgoMIV enzimi ile kesilerek 507 ve
227 bp’lik 2 gen bandina ayristi. Bu calismaya ait
sonuglar Sekil 4’te gosterilmistir. Intermediate ve
hot/intermediate plus patojenik gruplar1 temsilen
secilen 2 as1 susu ile enzim ¢alismasini yansitan bir
jel fotografi Sekil 5°te sunulmustur.

10 MW 11

<« 743bp

< 507bp

<+ 227tp

Sekil 3. Hot/Intermediate Plus IBDV Asilarimin NgoMIV Marker’1 ile Analiz Sonuglari. MW: 100bp molekiiler agirlik
standardi; 1) Nobilis Gumboro 228E; 2) Hipragumboro GM97.; 3) Cevac IBD L; 4) Cevac Transmune IBD; 5) Iba Vac
ST; 6) Gallivac IBD 2512; 7) Tabic MB; 8) Bursa Vac; 9) Bursaplex; 10) Bursine Plus 11) intermediate pozitif kontrol

virus; (Nobilis Gumboro D78)

Sekil 4. Intermediate IBDV Asilarinin NgoMIV Marker’1 ile Analiz Sonuglart. MW: 100bp molekiiler agirlik standard; 1) Tad
Gumboro Vac Forte; 2) Bursal Dis.Vac.; 3) Cevac Bursa L; 4) Cevac Gumbo L; 5) Iba Vac; 6) Hipragumboro CH80; 7)
Nobilis Gumboro D78; 8) Nobilis Gumboro Broiler ; 9) Bursine 2; 10) Gallivac IBD; 11) Bur 706; 12) Univax BD; 13)
Manisa D78 agis1 14) Hot/Intermediate Plus pozitif kontrol virus (Iba Vac ST)
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Hot/Int.Plus Int

L L <«  743bp
500 bp < 507 bp
< 227bp

Sekil 5. Hot/Intermediate Plus ve Intermediate IBDV Asila-
rinmm NgoMIV Marker’1 ile Analiz Sonuglari. MW:
100bp molekiiler agirlik 1) Hipragumboro GM97, 2)
Nobilis Gumboro 228E, 3) Iba Vac, 4) Nobilis
Gumboro D78

TARTISMA VE SONUC

Infeksiydz bursal hastaligi viruslarinin VP2
geninin degisken sekans bdlgeleri RT/PCR testi
amplifiye edilerek suslar arasindaki fenotipik fark-
liliklar restriksiyon enzim caligmalar1 ile ortaya
konabilmektedir (3, 5-10, 14, 15, 18).

Infeksiydz bursal hastaligi viruslarinin VP2
geninin niikleik asit sekans analizi ¢aligmalarinda
284 pozisyonundaki amino asitin viral atteniiasyon
ile ilgili olabilecegi bildirilmigstir (10, 11, 13, 16,
19). Jackwood ve ark. (10, 11), patojenik ve attenue
IBD viruslarinin niikleik asit sekanslarin1 karsilas-
tirmiglar ve patojenik suslarin VP2 geninin 284.
pozisyonda yer alan alanine amino asitinin attenue
suslarda threonine’e doniistiigiinii gozlemislerdir.
Lim ve ark. (13), VP2 genine 279 ve 284 pozisyon-
larinda uyguladiklart nokta hedefli mutagenezis
sonucu 279. pozisyondaki amino asitin aspartic
asitten asparagine’e (Asp->Asn), 284. pozisyon-
daki amino asitin alanine’den threonine’e (Ala-
>Thr) donistiigini bulmuslardir. Bu doniisiim
sonucunda, onceden hiicreye adapte olmamis ve
cogalmayan patojen IBD viruslarinin hiicre kiiltii-
riinde tiredigini gozlemislerdir. Diger bir calismada
Qi ve ark. (19), Gx susunun kor hiicre pasajiyla
attenuasyonu sonucu dogal olarak mutasyona
ugradigin1 ve ortaya ¢ikan Gt susunun 253 ve 284
pozisyonlarinda amino asit degisikliklerinin mey-
dana geldigini bulmuslar ve iki noktanin virusun

virulensi ile ilgili oldugunu ortaya koymuslardir.
Mundt (16), 253 (Glu->His) ve 284 (Ala->Thr)
pozisyonundaki amino asit degisikliklerinin var-
yant Del E susunun hiicre kiiltiiriinde ¢ogalmasi ile
sonuclandigini bildirmigtir. GLS susunda sadece
284. pozisyonda Ala->Thr’e doniismesi hiicre
kiiltiirtinde ¢cogalmasi i¢in yeterli olmustur.

Jackwood ve ark. (10), 284 pozisyonunda
gerceklesen amino asit degisikliklerinin, attenue
IBDV suslarin1 patojen suglardan ayirt etmekte
kullanilabilecegini bildirmisler ve bu amagla VP2
geninin RT/PCR iriiniindeki mutasyonu taniyarak
ayirt edebilecek NgoMIV restriksiyon enzimini
se¢mislerdir. NgoMIV enzimi 5°GCCGGC-3’ baz
dizisini tanimaktadir. Ik {ic baz (GCC) alanine
amino asitinin kodonunu olusturmaktadir (10).
Attenlie as1 suslarinda bu baz dizininin birinci
bazinda ACC olarak bir degisiklik olmakta ve
kodon threonine amino asitine doniismektedir (10).
Attenliasyon sonucu gelisen bu mutasyonda,
NgoMIV enzim kesim noktasi ortadan kalktigi
icin, 284 pozisyonunda alanine amino asitini
bulunduran patojen suslar1 digerlerinden ayirmak
icin bir molekiiler marker olarak kullanilabilecegi
One siirlilmistiir (9, 10). Bu hipotezi test etmek
iizere, Jackwood ve ark. (10), NgoMIV enzimini
virulent oldugu bilinen 10 sus ve 16 attenue asi
susu lizerinde incelemis ve virulent suslari inter-
mediate ve mild patojenitedeki as1 suslarindan ayirt
ettiklerini bildirmiglerdir. Daha sonra yiiriittiikleri
bir calismada virulent oldugu bilinen 2 as1 virusu-
nu (IBD Blen, Bursa Vac) ayni marker enzim ile
analiz etmisler ve virulent as1 viruslarinda da pato-
jenik saha viruslarinda oldugu gibi bu enzim i¢in
kesim noktasinin bulundugunu gézlemislerdir (9).

Bu calismada 2006 yili ve dncesinde, 2007,
2008 yillarinda rutin kalite kontrol amaciyla gelen
numuneler arasindan segilen ¢esitli firmalara ait 13
intermediate, 10 intermediate plus/hot karakterde
olmak iizere toplam 23 Gumboro as1 virusu yer
almistir. Bu asilar arasinda in ovo uygulanabilen 2
adet hot sus iceren immunkompleks as1 da
(Bursaplex, Cevac Transmune IBD) bulunmak-
tadur. Ithal asilar yaninda, gegmiste iiretilen, ancak
bugiin iiretimi devam etmeyen Manisa Tavuk
Hastaliklar1 Arastirma ve As1 Uretim Enstitiisiine
ait Gumboro as1 susu da (D78) calismada yer
almistir. Bazi asilar her ii¢ yilda da ithal edilirken,
bazilarmin 2006 yilindan sonraki yillarda ithal
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edilmedigi veya daha once ithal edilmeyenlerin
ithal edilmeye baslandig1 goriilmiistiir. Calismada,
ast ruhsat dosyalarinda intermediate (orta) pato-
jenitede oldugu bildirilen 13 adet Gumboro
asisisinin 743 bp’lik VP2 geni NgoMIV enzimi ile
kesilmemis ve attenue ag1 Ozelliginde olduklar
ortaya konmustur. Bu sonug, test edilen attenue
agilarda 284. pozisyonda NgoMIV enzimi tarafin-
dan taninacak baz dizisinin olmadigim goster-
mistir. Elde edilen bulgu, Jackwood ve ark. (10),
tarafindan attenue asilar ic¢in bildirilen hipotezi
destekler niteliktedir. Ruhsat dosyalarmmda hot/
intermediate plus patojenitede oldugu bildirilen 10
adet Gumboro agisinin amplifiye edilen 743 bp’lik
RT/PCR fiiriiniiniin NgoMIV ile kesilmesi sonu-
cunda 9 adedinde Jackwood ve ark. (9, 10)’nin da
patojenik suslarda gozledigi 507 ve 227 bp’lik gen
bantlar1 olusmustur. Attenuasyon diizeyi diisiik
olan bu asilarda 284. pozisyonda NgoMIV enzimi-
nin tantyacagi alanine amino asidine ait baz dizi-
sinin halen korundugu anlasilmaktadir. interme-
diate plus asilardan sadece Bursine plus asisinin
RT/PCR fiirlinii NgoMIV enzimi ile kesilmemistir
ve bu sonu¢ Jackwood ve ark. (10)’nin ¢aligma-
sinda da benzer bulunmustur. Bursine plus asisina
ait biiltende, as1 virusunda bursa Fabricius’ta etkin
iireyen patojenik viruslarin VP2 geninin 253.
pozisyonunda bulunan amino asit dizisinin korun-
dugu, ancak attenuasyon ile mutasyona ugrayan
284 pozisyondaki amino asit dizisinin korunmadigi
bildirilmigstir (2). Jackwood ve ark. (10)’nin ve
proje calismasinin sonuclart biiltendeki bildirimi
dogrulamaktadir.

Jackwood ve ark. (10), 16 as1 virusunu kapsa-
yan calismalarinda Nobilis 228E asisin1 interme-
diate grupta siniflandirmiglardir. Ancak 228E susu
bu c¢aligmada farkli olarak hot/intermediate plus
agilar gibi sonu¢ vermistir. Ruhsat dosyasinda
intermediate plus as1 oldugu bildirilen Nobilis
228E asisinin bu calismadaki sonucu bildirim ile
paralel bulunmustur. Arastiricilarin sonuglarindaki
farklilik, Amerika Birlesik Devletlerinde incelenen
228E asisinin  lretiminde kullanilan  susun
Tiirkiye’ye ithal edilen Nobilis 228E ag1 virusun-
dan attenuasyon bakimindan farkli olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Sonug olarak bu ¢aligmada, NgoMIV marker
analizi ile incelenen ¢esitli firmalara ait 23
Gumboro asisindan 21 adedinin ithal 6n izin almak

tizere bagvurduklar protokol dosyasinda bildirilen
patojenik grubun oOzelliklerini tagidigr goriilmiis,
Manisa Tavuk Hastaliklart Arastirma ve Asi
Uretim Enstitiisii tarafindan gecmiste iiretilmis
olan as1 susunun (D78) intermediate karakterde
oldugu teyit edilmis ve Bursine plus isimli aginin
VP2 geninin 284 pozisyonunda NgoMIV enzim
kesim noktast bulunmadigi bulgusu bu ¢aligma ile
teyit edilmigtir.
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INFEKSIYOZ PANKREATIK NEKROZIS VIRUSUNUN (IPNV) UC FARKLI
SEROTIPINE KARSI TAVSANLARDA NOTRALIZAN ANTISERUM URETIMi*

PRODUCTION OF NEUTRALIZING ANTISERA AGAINST THREE DIFFERENT

SEROTYPES OF INFECTIOUS PANCREATIC NECROSIS VIRUS (IPNV)
BY INJECTIONS OF RABBITS

Giilnur KALAYCT' Serife INCOGLU? Buket OZKAN OZYER®
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OZET

Infeksiydz pankreatik nekrozis (IPN) 6zellikle salmonidlerin kontagiydz, horizontal ve vertikal olarak bulasan, persiste
Ozellige sahip birnaviruslarin neden oldugu viral bir enfeksiyonudur. Hastaligin tamisinda duyarli hiicre kiiltiiriinde virus
izolasyonunu takiben, ndtralizasyon test (NT), indirekfluoresan antikor test (IFAT) ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) gibi tekniklerle identifikasyonu yapilmaktadir.

Viral hemorajik septisemi (VHS) ve infeksiy6z hemapoetik nekrozis (IHN) ve Spring Viremia of Carp (SVC) gibi diger
viral balik hastaliklarinin tanisinda olasi Infeksiydz Pankreatik Nekrozis Virus (IPNV)’unun diger viruslart baskilayict 6zelliginin
ortadan kaldirilmasi i¢in drneklerin mutlaka IPNV antiserumu ile nétralize edilerek de ekilmesi gerekmektedir.

Bu calismada IPN hastaliginin tanisinda ndtralizasyon testte ve ayrica viral balik hastaliklarinin tanisinda yanlis negatif
sonuglar alinmasini engellemek amaci ile IPNV baskilayici etkisinin ortadan kaldirilmas: igin kullanilmak tizere IPNV unun ii¢
farkli serotipine (Sp, Ab ve VR299) karsi antiserum iretilmistir. Antiserum iiretiminde farkli yontemler ve adjuvantlar
kullanilarak Sp, Ab ve VR299 serotiplerinin herbirine kars: yiiksek titrede; diger serotipler, sahadan izole edilen viruslar ve Viral
hemorajik septisemi virusu (VHSV), infeksiy6z hemapoetik nekrozis virusu (IHNV) ve Spring Viremia of Carp virusu (SVCV)
ile capraz reaksiyon vermeyen veya en az veren yontem belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Adjuvant, antiserum, IPNV, tavsan.

SUMMARY

Infectious Pancreatic Necrosis (IPN) is an acute, contagious, systemic disease of salmonid species that is caused by
birnavirus. The disease is transmitted both horizontally and vertically within and between species. Laboratory diagnosis of IPN is
based on the isolation of virus in susceptible cell cultures and identification of the agent by serum neutralisation test (NT),
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and indirect immunofluorescent antibody techniques (IFAT).

Infectious Pancreatic Necrosis Virus (IPNV) has an suppressive effect on the causative agents of Viral Hemorrhagic
Septicemia (VHS), Infectious Hematopoietic Necrosis (IHN) and Spring Viremia of Carp (SVC) diseases. Because of this; it is
possible to obtain false negative results for other fish viruses. Therefore, it is necessary to make neutralisation with IPNV antisera
for the isolation and identification of other fish viruses. The produced antisera are going to be used for the diagnosis of IPN
disease by neutralisation test and to eliminate the suppresive effect of IPNV on causative agents of other viral fish diseases.

In this project, neutralising antisera against three different serotypes of IPNV (Sp, Ab and VR299) were produced by the
injections of rabbits using different immunisation programmes and different adjuvants. The proper method was determined
according to the titre of neutralizing antisera and results of cross reactions with different strains of IPNV, field isolates of [IPNV
and other fish viruses (VHSV, IHNV and SVCV).

Key words: Adjuvant, antisera, IPNV, rabbit.
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GIRIS

Infeksiydz Pankreatik Nekrozis (IPN) 6zellikle
geng salmonidlerin ¢ok kontagiyéz viral bir
enfeksiyonudur (10, 26). Ozellikle yavru baliklarda
(fry ve fingerling) mortalite oran1 yiiksektir. Infek-
siyoz Pankreatik Nekrozis Virus (IPNV) levrek,
cipura, kalkan, halibut, sarikuyruk, yilanbalig1 gibi
deniz baliklarinda da mortaliteye neden olabilmek-
tedir (4, 18, 19). Hastalik diinya tizerinde genis bir
cografik alanda goriilmekte olup; Kuzey ve Giiney
Amerika’da, Avrupa ve Asya’da yaygin seyret-
mektedir (3).

Hastaligin etkeni Birnaviridae familyasinda
yer alan ¢ift iplik¢ikli RNA iceren IPN virusudur.
A segmenti major kapsit proteini (VP2), non
struktural proteini (NS) ve minor struktural proteini
(VP3) kodlar. VP2 serotip spesifik antijenik epi-
toplar1 igerir ve nétralizan antikorlarin indiiklen-
mesinden sorumludur. Virusun Sp, Ab ve VR299
olmak {iizere 3 major serotipine ilaveten 7 serotipi
daha oldugu bildirilmektedir (5, 11, 15). Hastaligin
tanisinda klinik enfekte ve asemptomatik baliklardan
bluegill fry (BF-2), chinook salmon embryonic
(CHSE-214), rainbow trout gonads (RTG-2) veya
fathead minnow (FHM) hiicre kiiltiirlerinde virus
izolasyonunu takiben ELISA, IFAT ve serum
notralizasyon test ile identifikasyon yapilmaktadir
(2, 22).

1960’1 yillardan itibaren poliklonal veya
monoklonal antikorlar kullanilarak nétralizasyon
test ile salmonidlerden ve diger deniz canlilarindan
IPNV’unun farkli serotiplerinin izolasyonu miim-
kiin olmaktadir (5, 7, 12, 23).

Ulusal Referans Laboratuvar olan Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii tarafin-
dan diizenli olarak yapilan teshis, izleme ve tarama
caligmalari, hastaligin iilkemizde yaygin oldugunu
gostermektedir. IPNV tespit edilen tiim 6rneklerin
IPNV antiserumu ile nétralize edilerek diger virus-
lar yoniinden izolasyon c¢aligmalarinin yapilmasi
nedeni ile fazla miktarda IPNV antiserumu kulla-
nilmaktadir.

Bu aragtirma ile ihtiya¢ duyulan IPNV antise-
rumlarinin {retilmesinde kullanilacak olan en
uygun immunizasyon prosediiriiniin belirlenmesi
amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Viruslar: Calismada “Federal Research Centre
for Disease of Animals-Insel Riems” Almanya’dan
saglanarak Bornova Veteriner Kontrol ve Arastir-
ma Enstitiisii (BVKAE) Viroloji Boliimiinde stok-
lanan IPNV’unun Sp, Ab ve VR299 serotipleri,
AB Referans Laboratuvari Danish Institute for
Food and Veterinary Research, Danimarka’dan
saglanarak BVKAE Viroloji Boliimiinde stoklanan
IHNV, VHSV, SVCV ve BVKAE Viroloji Boliimii
tarafindan izole edilen ve AB Referans Laboratu-
vart “Danish Institute for Food and Veterinary
Research” Danimarka tarafindan dizi analizi ile
teyit edilen 10 adet Sp serotipi IPNV kullanil-
migtir.

Calismada % 10 Fetal Calf Serumu (Sigma) ve
% 1 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid (HEPES) (Biochrom) igeren EMEM (Sigma)
vasati kullanilarak hazirlanan 24 saatlik hiicre
kiiltiirlerinde 15° C’de inkiibe edilerek iiretilen
viruslar kullanilmistr.

Hiicre Kiiltiirleri: Calismada Hiicre Kiiltiir-
leri Kolleksiyonu (HUKUK), Sap Enstitiisiinden
saglanarak BVKAE Viroloji Boliimiinde stoklanan
BF?2 hiicre kiiltiirleri ve “Federal Research Centre
for Disease of Animals-Insel Riems” Almanya’dan
saglanarak BVKAE Viroloji Boliimiinde stoklanan
EPC hiicre kiiltiirleri kullanilmstir.

Hiicre kiiltiirleri, % 10 Fetal Calf Serumu ve
% 1 HEPES iceren EMEM vasati kullanilarak
tretilmis ve 24° C’de sogutmali inkiibatorde
inkiibe edilmistir.

Yeni Zelanda Tavsanlari: BVKAE Deney
Hayvanlar1 Birimi’nde iretilen 3 aylik disi Yeni
Zelanda tavsanlart kullanilmistir. Her bir serotip
icin her bir immunizasyon yonteminde 3 tavsan
olmak iizere ¢aligmada toplam 27 tavsan kullanil-
mistir.

Adjuvant: Calismada Freund’s Complete (FCA)
ve incomplete adjuvant (FIA) lar (Sigma) kullanil-
mistir.

Virus Konsantrasyonu: IPNV Sp, Ab ve
VR299 serotiplerinin her birisi i¢in {iretilen viruslar
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1500 x g’de 15 dakika 4° C’de santrifiij edilerek
klarifiye edilmis, siipernatant alinarak 90.000 x g’de
(Beckman Coulter Optima LE-80K)1 saat siire ile
4° C’de santrifiij edilmistir. Peletler 0,01M tris,
0,1M sodyum chloride, 1M methyleneediaminetetra-
acetic acid (TNE) tampon soliisyonunda ¢ozdiiriile-
rek silispanse edilmistir. Siispansiyon esit miktarda
1,1,2 trichlorotrifluoracthane (Uvasol, Merck,
Almanya) ile karistirilmis ve tampon soliisyonunda
1500 x g’de 10 dakika santrifiij edilip tistteki sivi
faz alinmig ve islem tekrarlanmistir. TNE ile
sispanse edilen peletler gece 4° C’de bekletildikten
sonra spektrofotometrik (Unicam Helios Gama)
Olciimii yapilarak protein konsantrasyonu belirle-
nerek — 70° C’de stoklanmustir (6).

Virus Purifikasyonu: IPNV Sp, Ab ve VR299
serotiplerinin herbiri i¢in iiretilen viruslar 1500 x g’de
15 dakika 4° C’de santrifijj edilerek klarifiye edilmis,
stipernatant alinarak 90.000 x g’de 1 saat siire ile
4° C’de santriftij edilmistir. Peletler 0.01M tris, 0.1M
sodyum chloride, 1M methyleneediaminetetra-
acetic acid (TNE) tampon soliisyonunda ¢ozdiirii-
lerek siispanse edilmistir. Siispansiyon esit mik-
tarda 1,1,2 trichlorotrifluoraethane (Uvasol, Merck,
Almanya) ile karigtirllmig 1500 x g’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve {istteki sivi faz alinarak islem
tekrarlanmistir. Peletler toplanarak linear sucrose
dansity gradient (% 15-45) uygulanmis ve 45.000 x
g’de 4° C’de 2 saat siire ile santrifiij edilmistir. Siire
sonunda virus igeren opak bantlar toplanarak TNE
tampon soliisyonu ile diliie edilmis ve 90.000 x
g’de 4° C’de 2 saat siire ile santrifiij edilmistir.
Peletler TNE tampon soliisyonunda ¢ozdiiriilerek
toplanmis ve bir gece 4° C’de bekletildikten sonra
spektrofotometrik Ol¢limii yapilarak protein kon-
santrasyonu belirlenerek — 70° C’de stoklanmustir.

Immunizasyon Yéntemleri: Her bir serotip
icin konsantre virus, purifiye 1 ve purifiye 2 olarak
adlandirilan asagidaki 3 farkli immunizasyon yon-
temi uygulanmustir.

1. Konsantre virus

Konsantre virus (500 pg/tavsan) + FIA ile
tavsanlarin im immunizasyonu, 4 hafta sonra
ciplak virus (500 pg/tavsan) ile iv immunizasyonu,
7-10 giin sonra kan alimi.

2. Purifiye 1

Purifiye virus (500 pg/tavsan) + FCA ile tav-
sanlarin im immunizasyonu, 3 hafta sonra purifiye
virus (500 pg/tavsan) + FIA ile tavsanlarin im im-
munizasyonu, 3 hafta sonra ¢iplak virus (500 pg/t
avsan) ile iv immunizasyonu, 7-10 giin sonra kan
alimu.

3. Purifiye 2

Purifiye virus (500 pg/tavsan) + FIA ile tavsan-
larin im immunizasyonu, 3 hafta sonra ¢iplak virus
(500 pg/tavsan) ile iv immunizasyonu, 3 hafta sonra
ciplak virus (500 pg/tavsan) ile iv immunizasyonu,
7-10 giin sonra kan alimi.

Serumlarin Toplanmasi ve Stoklanmasi:
Her bir tavsandan 14-15 ml kan alinarak serumlari
ayrilmis ve aymi serotipin ayni immunizasyon
prosediirii ile elde edilen serumlan birlestirilerek
2000 x g’de 10 dakika siire ile santrifiijii takiben
56° C’de 30 dakika inaktive edildikten sonra
porsiyonlara ayrilarak -20° C’de stoklanmustir.

Titrasyon: IPNV Sp, Ab ve VR 299 serotip-
lerinin, IPNV saha izolatlarinin, VHS, IHN ve
SVC viruslarinin logl0 tabanina gore diliisyonlar1
kullanilarak 24 saatlik hiicre igeren doku kiiltiirii
tabletlerinde 5 goz/diliisyon olacak sekilde mikro-
titrasyonu yapilmistir. Tabletler sogutmali karbon-
dioksitli (% 2.5) inkiibatorde 7 giin siire ile inkiibe
edilmis ve 7. giin Spaerman-Kaerber metodu kulla-
nilarak titreler belirlenmistir.

Serum Notralizasyon Testi: IPNV Sp, Ab ve
VR 299 serotiplerine kars1 3 immunizasyon yon-
temi ile iretilen antiserumlarin her birine iretil-
dikleri serotiplere karsi 24 saatlik hiicre iceren
doku kiiltiirii tabletlerinde mikronétralizasyon test
uygulanmstir.

Mikronétralizasyon testte 100DKIDs,/0,1 ml
oraninda virus ile 15° C’de bir saat notralize edilen
serumlarin 1/160-1/327680 diliisyonlari 4 go6z/
diliisyon olarak igeren tabletler, 15 °C’de karbondi-
oksitli (% 2.5) inkiibatérde 7 giin siire ile inkiibe
edilmis ve 7. giin Serum Notralizasyon (SNsp)
degerleri belirlenmistir.

Ayni prosediir ¢apraz reaksiyonlar belirlemek
lizere iretilen her bir antiserum igin diger sero-
tiplere, IHNV, VHSV ve SVCV’a kars1 da uygu-
lanmugtir.
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Serumlarin kullanim titreleri ile saha virus-
larina karst ayni notralizasyon test prosediirii
uygulanmustir.

BULGULAR

Uretilen antiserumlarin nétralizan titreleri,
birbirleri ile ve IHNV, VHSV ve SVCYV ile ¢apraz
reaksiyon verdikleri titreler Tablo 1’de verilmistir.

TARTISMA VE SONUC

IPN hastaliginin tanisinda ELISA, IFAT,
noétralizasyon test kullanilmasi gereken standart

test metotlaridir (3). Izole edilen viruslarin serotip-
lendirilmesinde de monoklonal veya poliklonal
antiserum kullanilarak noétralizasyon test uygulan-
maktadir (14, 20, 23, 27).

2006/88/EC (2) ve 2001/183/EEC (1) sayil
Avrupa Birligi Direktiflerinde iilkelerin enfekte ve
enfekte olmayan bolgelerinin ve giftliklerinin belir-
lenmesi amaci ile yapilmasi gereken viral balik
hastaliklar1 izleme programlarinda, IHN ve VHS
gibi hastaliklarin taramasinda oOrneklerin IPNV
antiserumu ile noétralize edilerek islenmesi gerek-
tigi bildirilmektedir.

Tablo 1. IPN antiserumlarinin nétralizan titreleri ve ¢apraz reaksiyon titre sonuglart.

Virus immunizasyon Notralizasyon Titreleri (SN 50/0,1 ml)
prosediiri Ab Sp VR299 THN VHS SVC
IPNADb Konsantre 10939 1234 446 - - -
IPNAb Purifiye 1 57000 10000 48977 - - -
IPNADb Purifiye 2 33113 6620 21777 - - -
IPNSp Konsantre 3713 57543 3548 - - -
IPNSp Purifiye 1 21877 100461 40960 - - -
IPNSp Purifiye 2 3548 87498 28840 - - -
IPNVR299 Konsantre 1548 - 57676 - - -
IPNVR299 Purifiye 1 19054 74131 132434 - - -
IPNVR299 Purifiye 2 - - 100461 - - -

Uretilen antiserumlarin SN s, titreleri kullanilarak saha izolatlarina uygulanan nétralizasyon test
sonuglari Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. IPN antiserumlarinin saha izolatlarina kars1 notralizan etkileri.

Saha izolat1 Konsantre Purifiye 1 Purifiye 2

Ab Sp VR29957 | Ab Sp VR299 Ab Sp VR299

10939 | 57543 | 576 57000 100461 132434 | 33113 | 87498 100461
Hatay - + - - + - _ + _
Denizli - + - - + - - + -
Antalya - + - - + - _ ¥ _
Bolu - + - - + - - + -
Ankara - + - - + - - + -
Zonguldak - + - - + - - + -
Samsun - + - - + - - T -
izmir - + - - + - - + -
Diizce - + - - + - - + .
Bilecik - + - - + - _ ¥ _
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Notralizasyon testinde yiiksek titreli spesifik
antikorlarin  kullanilmas1 gerekmektedir. Bunun
icin de karsilastirmali inokulasyon programlar
uygulanarak en iyi sonug¢ veren prosediiriin segil-
mesine ihtiya¢ duyulmaktadir. IPNV’una karsi
niteliksel ve niceliksel 6zellik tasiyan antiserum-
larin elde edilmesinin FCA ve FIA kullanimina
bagh oldugu bildirilmektedir. Enfekte hiicre kiil-
tiri  siipernatanlar1 fazla miktarda ¢ozlinebilir
antijen icermekte oldugundan inokulasyonlarda
santrifiij ile konsantre edilen bir virusun kullanil-
mas1 gerektigi Dbildirilmektedir (13). Antiserum
iretiminde antijenin purifikasyonunun spesifik
antikor liretimini artirdig1 ve istenmeyen antikor-
larin iiretimini engelledigi bildirilmektedir (16, 24,
25). Bu ¢alismada da konsantre ve purifiye virus
FCA ve FIA kullanilarak antiserum iiretilmistir.
Calismada viruslarin konsantrasyonu Dixon ve Hill
(6)’in bildirdigi protokole gore, purifikasyonu ise
Dixon ve Hill (6)’in bildirdigi protokol modifiye
edilerek yapilmistir.

Antiserum tretiminde kullanilan hayvan tiirii
ve antijen miktar1 da 6nem tasimaktadir. Sanjuan
ve ark. (24) IPNV’unun Ab, Sp serotiplerine karst
tavsan ve domuz kullanarak antiserum iiretmisler
ve tavsan kullaniminin antiserum iiretiminde daha
uygun oldugunu bildirmiglerdir.

Antijen miktarinin ¢ok az veya c¢ok fazla
olmas1 supresyonu, sensitizasyonu, toleransi veya
istenmeyen immunmodulasyonlar1 indiikleyebilir.
Freund’s adjuvantlar ile birlikte tavsana verilecek
¢Oziinebilir protein miktarinin 50-1000 mikrogram
oldugu bildirilmistir (8, 16). Hattori ve ark. (9),
IPNV VR299 serotipine kars1 kobay ve tavsanlarda
500 pg/ kobay, 1000 pg/ tavsan purifiye antijen
kullanarak, Mc Allister ve Schill (17) ise
tavsanlarda 500 pg/ tavsan purifiye antijen kullana-
rak serum iiretmislerdir. Ozyer ve Cagirgan (21),
IPNV Ab, Sp ve VR299 serotiplerine karsi tavsan-
larda 200 pg/ml, kobaylarda 100 pg/ml piirifiye
virus kullanarak antiserum iiretmislerdir. Tavsan-
larda IPNV’unun Ab, Sp ve VR299 serotiplerine
karst 500°er pg/ tavsan FCA ve FIA ile konsantre
ve purifiye antijen kullanilarak ii¢ ayr1 immunizas-
yon yontemi karsilagtirilmistir. Elde edilen sonug-
lar, niteliksel ve niceliksel 6zellik tagiyan antise-
rum iretiminde kullanilan adjuvantin yanisira
virusun konsantre veya purifiye olmasmin da
oldukga etkili oldugunu gostermistir.

Antiserum Tlretiminde immunizasyon prose-
diiri de biiyiikk 6nem tasimaktadir. Hill ve ark.

(13), IPNV’unun Sp serotipine karsi konsantre
virus kullanarak tavsanlarda tek iv, birer hafta
araliklarla 4 kez iv, FIA ile im, 4 hafta sonra iv,
hiicre kiiltiirii siipernatant1 kullanarak FIA ile im, 4
hafta sonra iv, FIA ile im, 4 hafta sonra birer hafta
araliklarla 3 kez iv, purifiye virus kullanarak FIA
ile im, 4 hafta sonra birer hafta araliklarla 2 kez iv
immunizasyon uygulamis, 7-10 giin sonra kanlarim
almiglardir. Notralizasyon test ile antiserumlarin
titrelerini belirlemis ve Ab ve VR299 serotiplerine
kars1 c¢apraz reaksiyonlarmi arastirmuslardir. Ilk
immunizasyonda IgM’lerin olustugunu ve 10-14
giinde maksimum diizeye ulagtiktan sonra diismeye
basladigini, bu nedenle ikinci iv immunizasyon ile
IgG’lerin olusumunun stimiile edilmesi gerektigini,
4 iv immunizasyon ile maksimum diizeye ulas-
tigin1  belirtmiglerdir. Adjuvant kullanarak im
primer stimiillasyonu takiben 3-4 hafta sonra iv
immunizasyon ile yiiksek titreli antiserum elde
edildigini belirtmiglerdir.

Sanjuan ve ark. (24), Sp serotipine karsi
konsantre virus ve FCA kullanarak tavsanda sc/iv,
domuzda im /3 kez iv, Ab ve Sp serotipine kars1
konsantre virus ve FIA kullanarak tavsanda im/iv,
Ab ve Sp serotipine karsi silipernatant ve FIA
kullanarak 2 kez im/ip immunizasyon uygulamis,
7-10 giin sonra kanlarii almislardir. Notralizasyon
test ile antiserumlarin titrelerini belirlemis ve Ab
serotipine karsi capraz reaksiyonlarmi arastirmis-
lardir.

Hill ve ark. (13), Sanjuan ve ark. (24), FCA ve
konsantre virus kullanilarak yapilan immunizas-
yonlarda FIA ve konsantre virus kullanilarak
yapilan immunizasyonlardan daha yiiksek titreli
ancak serotipleraras1 yiiksek c¢apraz reaksiyon
veren antiserumlar elde edildigini bildirmislerdir.
Antiserumun spesifite degerinin yiikseldik¢e hete-
rolog titrenin azaldigini belirtmislerdir. Caligmala-
rinda konsantre virus ile FIA adjuvantin im immu-
nizasyonunu takiben bir veya iki kez iv immuni-
zasyonu ile elde edilen antiserumlarin kullanima en
elverisli serumlar oldugu sonucuna varmislardir.

Bu calismada da FCA kullanilan purifiye 1
immunizasyon yontemi ile elde edilen antiserum-
larin  FIA kullanilan purifiye 2 ve konsantre
immunizasyon yontemi ile elde edilen antiserum-
lardan daha yiiksek antikor titresine sahip oldugu
ancak diger serotipler ile daha yiiksek capraz
reaksiyon verdigi goriilmiistiir. Ancak calismada
IPNV’unun Ab, Sp ve VR299 serotiplerine karsi
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lic immunizasyon ydntemi ile iiretilen antiserum-
larin ITHN, VHS ve SVC viruslarina karsi ¢apraz
reaksiyon vermedigi goriilmiistir. Bu serumlar
IPNV’unun baskilayici etkisi nedeni ile diger balik
hastaliklarmin 6zellikle VHS ve IHN enfeksiyonla-
rinin tespiti i¢in materyallerin IPN serumu ile
noétralize edilmesinde kullanima elverisli bulun-
mustur.

Capraz reaksiyonlar degerlendirildiginde bu
caligmada da konsantre virus (500 pg/tavsan) + FIA
ile tavsanlarin im immunizasyonu, 4 hafta sonra
ciplak virus (500 pg/tavsan) ile iv immunizasyonu
ile elde edilen antiserumlarin hem diger serotipler
ile ¢apraz reaksiyonlarinin diisiik olmasit hem de
diger balik viruslart ile capraz reaksiyonlarinin
bulunmamasindan dolay1 kullanima en elverigli
antiserumlar oldugu goriilmiistiir.

Uretilen poliklonal antikorlar spesifik tek bir
antikora kars1 olmayip, farkli epitoplara karsi iire-
tilen antikorlarin karisimini icermektedir. Bu kom-
pozisyon antikor iiretiminde kullanilan bireyler
arasinda fizyolojik, genetik ve bireysel faktorler-
den kaynaklanan epitop spesifik antikor oranla-
rinda farkliliklara yol agmaktadir. Bu nedenle de
poliklonal antikorlarin standardizasyonu kolay
olmamakta ve ayni antijene kars1 farkli bireylerde
iretilen poliklonal antikorlarin bir epitop veya
epitoplar kiimesini tanima 6zellikleri 6nemli 6l¢iide
farkli olabilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1
da birbiri ile yakin iligkili antijenlere kars1 tiretilen
poliklonal antikorlar monoklonal antikorlardan
daha fazla capraz reaksiyonlara yol a¢maktadir
(20).

Bu ¢aligmada farkli immunizasyon yontemleri
ile iiretilen antiserumlarin diger serotiplere karst
capraz reaksiyonlar olusturmasinda antikor iireti-
minde kullanilan bireyler arasindaki fizyolojik,
genetik ve bireysel faktorlerin de kismen etkili
olabilecegi diisiintilmektedir.

Sanjuan ve ark. (24), Rodriquez ve ark. (23)
iirettikleri antiserumlar1 kullanarak nétralizasyon
test ile saha materyallerinde IPNV’unun teshisi ve
serotiplendirilmesi ¢aligmalar1 yapmiglardir.

Bu calismada da iilkemizin degisik bolgele-
rinden izole edilen ve AB Referans Laboratuvari
Danish Institute for Food and Veterinary Research,
Danimarka tarafindan sira analizi ile Sp olarak
serotiplendirilen 10 adet IPNV izolatina ii¢ immu-

nizasyon prosediirii ile Ab, Sp ve VR299 serotip-
lerine kars1 iiretilen antiserumlar ile nétralizasyon
test uygulanmustir.

Ug immunizasyon prosediirii ile Sp serotipine
karg1 {iretilen antiserumlarin kullanim titrelerinde
(SNso) saha izolatlarin1 notralize ettigi, Ab ve
VR299 serotiplerine karsi iiretilen antiserumlarin
ise kullamim titrelerinde capraz reaksiyon ver-
medigi gorilmiistiir.

Calismamizin sonucunda purifiye 1 ve puri-
fiye 2 immunizasyon yontemleri kullanilarak elde
edilen antiserumlarin, IPNV’ unun baskilayici etkisi
nedeni ile diger balik hastaliklarinin 6zellikle VHS
ve THN enfeksiyonlarinin tespiti i¢in saha mater-
yallerinin IPN serumu ile nétralize edilmesinde
kullanima elverisli bulunmustur. Capraz reaksiyon-
lar degerlendirildiginde, bu ¢aligmada da konsantre
virus (500 pg/tavsan) + FIA ile tavsanlarin im
immunizasyonu, 4 hafta sonra ¢iplak virus (500 pg/
tavsan) ile iv immunizasyonu ile elde edilen antise-
rumlarin hem diger serotipler ile ¢apraz reaksiyon-
larinin diisiik olmas1 hem de diger balik viruslar
ile capraz reaksiyonlarimin bulunmamasindan dolay1
kullanima en elverigli antiserumlar oldugu gortil-
muistir.
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OZET

Akuakiiltiir sektoriinde baliklar1 hastaliklardan korumak ya da tedavi etmek amaciyla yogun miktarlarda antibiyotik
kullanilmaktadir. Antibiyotik uygulamalar1 balik patojenleriyle birlikte zoonotik balik bakterilerinin de antibiyotiklere direng
kazanmasina sebep olmaktadir. Antibiyotiklere direng gelistiren zoonotik balik bakterileri insanlar icin daha tehlikeli olmakta ve
tedavisi giic enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu calismada, Ulusal Balik Hastaliklar1 Referans Laboratuvari olan Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii (BVKAE) Bakteriyel Balik Hastaliklart Teshis Laboratuvarinda izole edilen, zoonotik
potansiyeli olan, 30 kiiltiir balig1 izolatt ve 30 doga balig1 izolat1 {izerinde antibiyotik duyarlilik testi sonuglar karsilastirildi.
Kiiltiir balig1 izolatlarinin doga baligi izolatlarindan daha direngli (% 3.3-60) oldugu saptandi. Bu durum akuakiiltiir sektoriindeki
asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullaniminin bir sonucu olarak dngdriilmekte olup, insan sagligt yonii ile dikkat ¢ekicidir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlilik testi, doga baligi, identifikasyon, izolasyon, kiiltiir baligi, zoonotik balik
bakterileri.

SUMMARY

High amounts of antibiotics are used in the aquaculture sector for protection against fish diseases or treatment of fish.
These antibiotic applications cause emergence of resistance in fish pathogens as well as in zoonotic bacteria. Fish-borne zoonotic
bacteria resistant to antibiotics are more hazardous to human health and cause infections that are difficult to cure. In this work, 30
zoonotic fish isolates from cultured fish and 30 zoonotic bacteria from wild fish that have been isolated in Bacterial Fish Diseases
Laboratory, Bornova Veterinary Control and Research Institute (BVCRI), National Reference Laboratory for Fish Diseases, were
subjected to antibiotic susceptibility testing and the results were compared. As a result of this work, the isolates from cultured
fish were determined to be much more resistant (3.3-60 %) to antibiotics than the isolates from wild fish. This situation is
regarded as a result of incorrect or over-use of antibiotics in the aquaculture sector and its impact on human health is worthy of
our attention.

Key words: Antibiotic susceptibility testing, aquaculture fish, fish-borne bacterial zoonosis, identification, isolation, wild fish.

yotik uygulamalari, balik patojenleriyle birlikte
zoonotik balik bakterilerinin de antibiyotiklere
diren¢ kazanmasina sebep olmaktadir (18).

GIRIS
Tirkiye’de yillik balik {iretimi ortalama
700.000 tondur. Bunun 150.000 tonu ciftliklerden

yetistiricilik yoluyla saglanmakta olup, bu miktarin
onemli bir kismu ihrag edilmektedir (4). Kiiltiir
balik¢iliginda verimi ve karlilig1 etkileyen 6nemli
faktorlerin basinda hastaliklarla ilgili sorunlar yer
almaktadir. Baliklarda en yaygin goriilen hastalik-
lar ise bakteriyel kokenli hastaliklardir. Gerek
baliklar1 bakteriyel hastaliklardan korumak, gerekse
hasta olanlar1 tedavi etmek amaciyla yogun mik-
tarda antibiyotik kullanilmaktadir. Yanlig antibi-

Onemli zoonotik balik bakterileri icerisinde
Mycobacterium marinum, Nocardia spp., Edwardsiella
tarda, Vibrio wvulnificus, Vibrio alginolyticus,
Vibrio parahaemolyticus, Streptococcus iniae,
Lactocoocus garviae, Micrococcus lylae, Aeromonas
hydrophila, Plesiomonas shigelloides, Erysipelotrix
insidiosa, Escherichia coli, Salmonella spp.,
Raoultella ornithinolytica, Pseudomonas spp.,
Leptospira icterohaemorrhagiae, Yersinia ruckerii
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ve Stenotrophomonas maltophilia bulunmaktadir
(7,15, 16, 18, 21, 23, 24).

Antibiyotik kullanimi1  konusundaki yanlis
uygulamalar, balik hastaliklarinin tedavisini zorlag-
tirirken, insan saglhigini ise dogrudan veya dolayli
olarak etkilemektedir. Dogrudan etkide; balik
bakterileriyle birlikte zoonotik balik bakterilerinin
de diren¢ kazanmasi s6z konusudur. Bu direngli
suslar insanlar1 enfekte ettiginde ise tedavisi gii¢
infeksiyonlar olusabilir (18). Cig olarak tiiketilen
ve yenmeye hazir su lriinleri iizerinde yapilan bir
arastirmada (11), bunlardan elde edilen 1564 izo-
latin % 42’sinin kullanilan 10 ¢esit antibiyotige
direngli oldugu tespit edilmistir. Direngli suslar
arasinda zoonotik balik bakterilerinin oldugu da
bildirilmistir. Ayrica akvaryum baliklarinda M.
marinum gibi zoonotik etkenler de antibiyotiklere
direng gelisimi gostermekte ve akvaryum temizligi
sirasinda direngli suslar insanlari enfekte edebil-
mektedir (6). Antibiyotik direngliliginin dolayl
etkisinde ise, balik bakterilerindeki direng plazmit-
lerinin insan patojenlerine aktarilmasi ve direng
kazanan insan patojenlerinin insanlarda direngli
infeksiyonlar olusturmasi séz konusudur. Coklu
antibiyotik diren¢ genlerinin, balik patojenlerinden
insan patojenlerine aktarildigi yapilan aragtirma-
larla ortaya konmustur (18, 20, 24).

Bu c¢alismanin amaci, BVKAE Bakteriyel
Balik Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda izole
edilen, zoonotik potansiyeli olan, kiiltiir ve doga
baliklarna ait izolatlarin antibiyogram sonuglarim
kargilagtirmak, kiiltiir balik¢iligi sektoriinde artan
antibiyotik direngliligine ve bunun insan sagligina
yansimalarina dikkat ¢cekmektir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Calisma kapsaminda BVKAE Bakteriyel
Balik Hastaliklar1 Teshis Laboratuvarinda izole
edilen zoonotik balik bakterilerinden; 30 adet doga
balig1 kokenli, 30 adet kiiltiir balig1 kokenli olmak
tizere toplam 60 adet izolat kullanilmistir.

Doga baliklarindan elde edilen izolatlar
V. vulnificus (7 adet), A. hydrophila (5 adet),
V. alginolyticus (5 adet), Y. ruckerii (3 adet),
Pseudomonas flourescens (1 adet), M. Iylae (1 adet),
R. ornithinolytica (3 adet), L. garvieae (2 adet),

Pseudomonas lufida (1 adet), P. shigelloides (1 adet),
S. maltophilia (1 adet); kiltiir baliklarindan elde
edilenler ise V. vulnificus (8 adet), 4. hydrophila
(5 adet), V. alginolyticus (5 adet), Y. ruckerii (3
adet), P. flourescens (1 adet), V. parahaemolyticus
(2 adet), M. Iylae (2 adet), R. ornithinolytica (1
adet), L. garvieae (2 adet), P. shigelloides (1 adet)
seklindedir.

Izolasyonlarin yapildig1 baslica balik tiirleri
cipura, levrek, alabalik, sazan, sariagiz, orkinos,
kefal ve akvaryum baliklaridir.

Metot
Bakteri izolasyonu

Balik numunelerinin karaciger, dalak ve bob-
reklerinden TSA (Tripticase soy agar), BHI agar
(Brain Heart Infusion agar), TCBS agar (Thiosulfate
Citrate Bile Sucrose agar) ve Kanli agar ortam-
larina ekimler yapilip, 22" C'de 24-72 saat inkiibe
edilmistir. Deniz baliklar1 i¢in besi yeri ortamina
% 1.5 oraninda NaCl ilave edilmistir (7).

Identifikasyon

Izole edilen etkenler klasik bakteriyolojik
yontemlerle (7) identifiye edilmistir. Ayrica etken-
lerin identifikasyonunda ve teyit edilmesinde Mini
API ve Vitek-2 Compact identifikasyon cihaz-
larindan yararlanmilmistir. Klasik identifikasyonda
Gram boyama, hareket muayenesi, oksidaz ve
katalaz testlerini takiben asagidaki biyokimyasal
testler yapilmistir: O/129 Vibriostat duyarlilik testi,
glikoz, gaz olusturma, laktoz, mannitol, tire hidroliz,
oksidasyon fermantasyon, Arjinin hidrolaz (ADH),
Lizin dekarboksilaz (LDC), Ornitin dekarboksilaz
(ODC), Orto-Nitrofenil-Beta-Galaktosidaz (ONPG),
nitrat rediiksiyon, Voges-Proskavir (VP), Metil
Red (MR), indol, eskulin hidroliz, jelatin hidrolaz,
polimiksin B ve novobiyosin duyarlilik ve diger
seker testleri (arabinoz, inasitol, salisin, siikroz,
sakkaroz).

Antibiyotik duyarhlik testi

McFarland 0.5 standardina gore hazirlanmis
bakteri siispansiyonu, Mueller-Hinton besi yerine
(10) steril sartlarda yayildiktan sonra besi yeri
yiizeyi stripleri  yerlestirilerek
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra zon gaplar1

kuruyunca test
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“mm” olarak ol¢iilmiis, sonuglar referans deger-
lerle karsilastirilmistir (3, 8, 13, 17).

Caligmada Florfenikol (FFC) 30 pg, Enrof-
loksasin (ENR) 5 pg, Flumekuin (UB) 30 pg,
Oksolinik asit (OA) 2 pg, Oksitetrasiklin (OT) 30
ng, Silfametaksazol- Trimetoprim (SXT) 25 pg,
Eritromisin (E) 15 pg ve Amoksisilin (AM) 30 pg
ticari antibiyotik diskleri (Oxoid marka) kullanil-
migtir.

BULGULAR

Doga ve Kkiiltiir baligi izolatlarinin yapilan
antibiyotik duyarlilik test sonuglart Tablo 1’de
belirtilmigtir. Sonuglar 30 doga balig1 ve 30 kiiltiir
balig1 izolatina aittir.

Tablo 1. Doga ve Kkiiltir balif1 izolatlarina ait antibiyotik
duyarlilik oranlari.

Kullanilan _Doga Baligi Kiiltiir Baligt
Antibiyotik 1zolatlarmdaki Izolatlarindaki
Diskleri Duyarlilik Orani Duyarlilik Oran
%, %
FFC 96.6 93.3
ENR 93.3 60
UB 86.6 36.6
OA 80 333
oT 73.3 16.6
SXT 73.3 133
E 70 13.3
AM 66.6 133

Doga ve kiiltiir balig1 izolatlar1 arasindaki
antibiyotik direnclilik farki Sekil 1 ve 2’de
orneklendirilmistir.

08/13/2010

Sekil 1. Doga balig1 izolatlarindan yapilan antibiyogram test-
lerine 6rnek (yiiksek derecede antibiyotik duyarliligi).

07/30/2010

Sekil 2. Kiiltiir balig izolatlarindan yapilan antibiyogram testle-
rine drnek (yliksek derecede antibiyotik direngliligi).

Kiltiir baliklarindan elde edilen iki izolat,
kullanilan tiim antibiyotiklere direngli bulunurken
doga balig1 izolatlarinda bu durum gézlenmemistir.
Antibiyotiklere direnglilik yoniinden incelendiginde;
direngliligin P. flourescens izolatlarinda en fazla
oldugu, bunu S. lufida,
P. shigelloides, V. vulnificus, A. hydrophila,
V. alginolyticus, V. parahaemolyticus izolatlarinin
izledigi, direngliligin Y. Wlae,
R. ornithinolytica ve L. garviae’da ise nispeten
daha az oldugu bulunmustur.

maltophilia,  P.

ruckerii, M.

Balik tiirii diizeyinde antibiyotiklere direng-
lilik yaygmligina bakildiginda ise direngli izolat-
larin en fazla cipura, levrek, akvaryum balig1 ve
alabaliktan saglandigi, bunu sazan, sariagiz, orki-
nos ve kefal’in izledigi saptanmustir.

TARTISMA VE SONUC

Uzerinde calisilan kiiltiir ve doga balig1 izolat-
larinda; doga balig1 izolatlarindaki duyarliligin %
66.6’n1n altina diigmemesine ragmen, kiiltiir balig
izolatlarinda bu oranin % 13.3 civarina diismesi;
diger taraftan kullanilan antibiyotiklerin tamamina
direngli oldugu saptanan iki izolatin da kiiltiir
baliklaria ait olmasi dikkat gekicidir.

Akuakiiltiir sektoriindeki antibiyotik direng-
liligi daha onceki arastirmalarda (9, 12, 14, 19, 22)
bildirilmistir. Aoki ve Egusa (5)’nin Japonya’da
yaptiklar1 arastirmada, kiiltiir ve doga baliklarindan
saglanan izolatlar antibiyotik duyarlilig1 yoniinden
karsilastirilmis, kiiltiir balig1 izolatlarinin antibiyo-
tiklere daha direncli oldugu tespit edilmistir. Bu
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durum akuakiiltiir sektoriindeki antibiyotik baskisi
ile iliskilendirilmistir. Twiddy (22), baliklardan
izole ettikleri insan patojenleri ile ilgili yaptig
antibiyotik duyarlilik ¢alismasinda, 6zellikle rutin
olarak yemlerine antibiyotik katilan kiiltiir balikla-
rindan saglanan izolatlarin (Salmonella, Vibrio,
Aeromonas ve Plesiomonas tiirleri) antibiyotiklere
yiiksek direngli oldugunu bulmustur. Bunu koruma
amagl kullanilan antibiyotiklerle iligkilendirmistir.
Calismamiz, akuakiiltiir sektoriinde asir1 antibiyo-
tik kullanimina bagli olarak gelisen antibiyotik
direngliligi yonii ile bu c¢alismalarla (5, 9, 12, 14,
19, 22) uyumludur.

Akinbowale ve ark. (1), Avustralya’da kiiltiir
baliklar1 tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, izole ettik-
leri 100 Gram negatif (¢ogunlugu Vibrio ve
Aeromonas tiirlerine ait) ve 4 Gram pozitif bakteri
iizerinde antibiyotik duyarhilik testi yapmuslardir.
Test
direngliliginin ¢ok yaygm (% 54.8, % 47.1); oksi-
tetrasiklin direngliliginin yaygin (% 19.2); florfe-
nikol, oksolinik asit, siilfametaksazol+ trimetoprim
direncliliginin ise daha az yaygin (% 8.7, % 8.7,
% 3.9) oldugunu tespit etmislerdir. Antibiyotik-
lerin duyarlilik bulgular1 yonii ile ¢alismamiz bu
aragtirma ile benzerlik gostermekte olup, oksolinik
asit ve siilfametaksazol + trimetoprim ile ilgili
verilen yiiksek duyarlilik sonucu ile farklilik
gostermektedir. Bu iki antibiyotik calismamizda
yiksek direngli bulunmustur. Ancak bu bulgumuz
Alcaide ve ark. (2)’nin Avrupa’da kiiltiir baliklar1
iizerine yaptiklar1 c¢alisma ile uyumludur. Bu
durum bakteri orijinlerinin kitasal farkliliklarindan
ya da sdz konusu etken maddelerin iilkemizde
yaygin kullanimindan kaynaklaniyor olabilir.

sonrasinda amoksisilin  ve eritromisin

Sonug olarak, c¢ogunlugu Ege bolgesi ve
cevresinden saglanmis olan doga ve kiiltiir balig:
izolatlar1 lizerinde yapilan ¢alismada, kiiltiir balik-
larindan izole edilen bakterilerin doga baliklarin-
dan izole edilen bakterilere oranla antibiyotiklere
daha direngli olduklar1 belirlenmistir. Bunun muh-
temel sebebi kiiltiir balik¢ilig1 sektoriindeki agir1 ya
da yanlis antibiyotik uygulamalaridir. Bu yanlis
uygulamalar, balik patojenleriyle birlikte zoonotik
balik bakterilerinin de diren¢ kazanmasina sebep
olmakta ve bunun sonucu insan sagligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu nedenle bakteriyel

hastaliklara kars1 tedavi uygulanirken antibiyogram
test sonuclarmin dikkate alinmasi, bu sekilde
belirlenen antibiyotiklerin ise uygun doz ve siirede
tatbik edilmesi gerekmektedir.

KAYNAKLAR

1. Akinbowale, O.L., Peng, H., Barton, M.D. (2006)
Antimicrobial resistance in bacteria isolated from

aquaculture sources in Australia. J. Appl. Microbiol.,
100 (11): 1103-1113.

2. Alcaide, E., Blasco, M-D., Esteve, C. (2005)
Occurrence of drug-resistant bacteria in two
European eel farms. Appl. Environ. Microbiol., 71
(6): 3348-3350.

3. Alderman, D.J., Smith, P. (2001) Development of
draft protocols of standard reference methods for
antimicrobial agent susceptibility testing of bacteria
associated with fish diseases. Aquaculture, 196:
211-243.

4. Anonim. Balik Uretimi. Erigim:
http://www.gidasanayii.com/modules.php?name=N
ews&file=article&sid=15281 Erisim tarihi:
18.11.2010.

5. Aoki, T., Egusa, S. (1971) Detection of resistance
factors in fish pathogen Aeromonas liquefaciens. J.
Gen. Microbiol., 65: 343-349.

6. Aubry, A., Jarlier, V., Escolano, S., Truffot-
Pernot, C., Cambau, E. (2000) Antibiotic susceptibility
pattern of Mycobacterium marinum. Antimicrob.
Agents and Chemother., 44 (11): 3133-3136.

7. Austin, B., Austin, D.A. (1987) Miscellaneous
pathogens. p.303. In: Austin, B., Austin, D.A.
(Eds): Bacterial Fish Pathogens: Disease in Farmed
and Wild Fish. Chapter 12, Ellis Harword Ltd., New
York.

8. Bywater, R., Deluyker, H., Deroover, E., Jong,
A., Marion, H., McConville, M., Rowan, T.,
Shryock, T., Shuster, D., Thomas, V., Valle’, M.,
Walters, J. (2004) A European survey of
antimicrobial susceptibility among zoonotic and
commensal bacteria isolated from food-producing
animals. J. Antimicrob. Chemother., 54: 744-754.

9. Chelossi, E., Vezzulli, L., Milano, A., Branzoni,
M., Fabiano, M., Riccardi, G., Banat, I. M.
(2003) Antibiotic resistance of benthic bacteria in
fish-farm and control sediments of the Western
Mediterranean. Aquaculture, 219: 83-97.

10. Dalsgaard, 1. (2001) Selection of media for
antimicrobial susceptibility testing of fish pathogenic
bacteria. Aquaculture, 196: 267— 275.



Akuakiiltiir Sektoriinde Antibiyotik Direngliligi

23

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

DuraN, G.M., Douglas, L.M. (2005) Ready-to-eat
shrimp as an international vehicle of antibiotic-
resistant bacteria. J. Food Prot., 68 (7): 2395-2401.

Herwig, R.P., Gray, J.P., Weston, D.P. (1997)
Antibacterial resistant bacteria in surficial sediments
near salmon net-cage farms in Puget Sound,
Washington. Aquaculture, 149: 263-283.

Koneman, E.W., Allen, S.D., Janda, W.M.,

Schreckenerger, P.C., Winn, W.C. (1992)
Antimicrobial susceptibility testing. 609-668. In:
Koneman, E.W., Allen, S.D., Janda, W.M.,,
Schreckenerger, P.C., Winn, W.C. (Eds):

Diagnostic Microbiology. 4™ ed. J. B. Lippincott
Co., Philadelphia, Pa.

McPhearson, R.M., DePaola, S.R., Zywno, M.L.,
Motes, J., Guarino, A.M. (1991) Antibiotic resistance
in gram-negative bacteria from cultured catfish and
aquaculture ponds. Aquaculture, 99: 203-211.

Morris, A.C., Schwabacher, H., Lynch, P.G.,

Cross, C.D., Dada, T.O. (1965) Two fatal cases of

septicaemia due to Erysipelothix insidiosa. J. Clin.
Pathol., 18: 614.

Morais, V.P., Daporta, M.T., Bao, A.F,,
Campello, M.G. (2009) Enteric fever-like syndrome
caused by Raoultella ornithinolytica (Klebsiella
ornithinolytica). Clin. Microbiol., 47 (3): 868—869.

National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (2000) Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That
Grow Aerobically-Fifth Edition: Approved standard
M7-45. NCCLS, Wayne, PA, USA.

Yazisma Adresi:

Dr. Merig Liitfi AVSEVER

Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii,
Bakteriyel Balik Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari,
35010 Bornova / IZMIR

E-mail: lutfiavsever@gmail.com

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

OIE (Office International des Epizooties) (2006)
Antimicrobial Use in Aquaculture and Antimicrobial
Resistance. Report of a Joint FAO/OIE/WHO
Expert Consultation. Seoul, Republic of Korea, 13-
16 June, WHO Document Production Services,
Geneva, Switzerland.

Schmidt, A.S., Bruun, M.S., Dalsgaard, I.,
Pedersen, K., Larsen, J.L. (2000) Occurrence of
antimicrobial resistance in fish-pathogenic and
environmental bacteria associated with four Danish
rainbow trout farms. Appl. Environ. Microbiol., 66:
4908-4915.

Sorum, H. (2006) Antimicrobial drug resistance in
fish pathogens. 213-238. In: Aarestrup, F.M. (Ed):
Antimicrobial Resistance in Bacteria of Animal
Origin. ASM Pres, Washington DC, USA.

Trevejo, R.T., Barr, M.C., Robinson, R.A. (2005)
Important emerging bacterial zoonotic infections

affecting the immunocompromised. Vet. Res., 36:
493-506.

Twiddy, D.R. (1995) Antibiotic-resistant human
pathogens in integrated fish farms. ASEAN Food
J., 10: 22-29.

Wang, Y.C., Shie, H.S., Chen, S.C., Huang, J.P.,
Hsieh, 1.C., Wen, M.S,, Lin, F.C., Wu, D. (2007)
Lactococcus  garvieae Infections in Humans:

possible association with aquaculture outbreaks.
Int. J. Clin. Pract., 61 (1): 68-73.

Welch, T.J., Fricke, W.F., McDermott, P.F.,
White, D.G., Rosso, M-L. et al. (2007) Multiple
antimicrobial resistance in plague: an emerging
public health risk. PLoS ONE, 2 (3): e309.
doi:10.1371/journal.pone.0000309.



24

Avsever ve ark.




Bornova Vet. Kont. Arast.
Enst. Derg., 32 (46): 25-35,2010

TURKIYE’DE YABANI KUSLARDA AVIAN INFLUENZA
VIRUSUNUN (AIV) VARLIGI

THE PRESENCE OF AVIAN INFLUENZA VIRUS (AIV)
IN WILD BIRDS IN TURKEY

Fethiye COVEN'  Ozgiir KESAPLI DIDRICKSON®  Emre TEPEDELEN®  Ozge KESAPLI CAN?
Can BILGIN® Belgin ASIKLAR* Hiiseyin ATIK’
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OZET

Yiiksek Patojen Avian Influenza (Highly Pathogenic Avian Influenza-HPAI) viruslarinin saglikli yabani kuslarda goriilme
sikliginin tespiti amactyla yapilan bu calisma; Kizilirmak Deltas1 (Samsun), Yumurtalik Lagiinleri (Adana) ve Nallihan Kus
Cenneti’ni (Ankara) kapsayan 3 alanda yiiriitiildii. Tiirkiye kiyilarindaki sulak alanlardan kiy1 kuslarinin gecis yaptigi, kisladigi
ya da yiiksek sayilarda goriilebildikleri bir donemde 6rnek alimi yapildi. Calisma kapsaminda 22 tiire ait 329 kiy1 kusundan
alinan toplam 658 kloakal ve trakeal sivap drneginde, Avian Influenza A virusunun M proteinini kodlayan gen bdlgesindeki
6zgiin bir kisim, Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RRT-PCR) testi ile tarandi ve 96 ornek pozitif,
57 ornek silipheli, 505 6rnek negatif bulundu. Real-Time RT-PCR testinde pozitif ve siipheli pozitif bulunan 6rneklerden virus
izolasyonu, embriyolu Specific Pathogen Free (SPF) tavuk yumurtalarinda yapildi. Kizilirmak Deltasinda bir yaban 6rdeginden
alinmis olan ve pozitif bulunan 6rnegin birinci yumurta pasajinda virus izole edildi. Geri kalan toplam 152 6rnekten yapilan 3
seri pasaj sonucunda ise virus izolasyonu yapilamadi. izole edilen sus, standart antiserumlar kullanilarak Hemaglutinasyon —
Inhibisyon (HI) ve Noérominidaz - Inhibisyon (NI) Testleri sonucunda H12N2 olarak identifiye edildi. Ekim 2006 — Ocak 2007
tarihleri arasinda yapilan bu ¢alisma, Tiirkiye’de yabani kuslardan 6rnek alinarak gergeklestirilen ilk Avian Influenza virus (AIV)
tarama ¢aligmasidir.

Anahtar kelimeler: PCR, tarama, Tiirkiye, yabani kuslar, Yiiksek Patojen Avian Influenza.

SUMMARY

This study was conducted in three regions including, the Kizilirmak Delta of the city of Samsun, Yumurtalik Lagoon of the
city of Adana and Nallithan Bird Paradise of the city of Ankara to determine the prevalence of Highly Pathogenic Avian Influenza
(HPALI) viruses in healthy wild birds. Samples were collected at a time when the shore birds trespassed or spent the winter or
where they were seen in high numbers at the wetlands of the Turkish coasts. In this study, 658 cloacal and tracheal swab samples
from 329 wild birds belonging to 22 genera were collected. Avian Influenza virus M protein encoding gene was detected from
samples by a commercial Real-Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RRT-PCR) and 96 samples were found
to be positive, 57 samples were found to be suspicious, 505 samples were found to be negative. Real-Time RT-PCR test positive
and suspicious samples were used for Avian Influenza virus isolation in embryonated Specific Pathogen Free (SPF) chicken
eggs. The virus was isolated only in one sample from a wild duck from the Kizilirmak Delta, no isolation was done from the
other RRT-PCR positive samples after the third passage. Using standard Avian Influenza virus (AIV) antisera, Hemaglutination -
Inhibition and Neurominidase-Inhibition tests were carried out and the isolate was identified as HI2N2. This study which took
place between October 2006 - January 2007 is the first study conducted on samples taken from wild birds for Avian Influenza
virus monitoring in Turkey.

Key words: Highly Pathogenic Avian Influenza, monitoring, PCR, Turkey, wild birds.
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GIRIS
Avian Influenza (Al), evcil ve yabani kanat-
lilar ile memeli hayvanlarin ¢ogunda solunum,

sindirim ve sinir sistemi belirtileri gosteren, 6liimle
sonuglanan ¢ok bulasici viral bir hastaliktir (45).

Hastalik etkeni Orthomyxoviridae familyasi-
nin Influenza genusuna ait, tek sarmalli, RNA
tagiyan Influenza A virusudur. Influenza viruslari-
nin A, B ve C olmak iizere ii¢ tipi vardir. Avian
Influenza’ya virusun A tipi neden olur. Influenza A
virusunun, Hemaglutinin (HA) ve Norominidaz
(NA) yiizey glikoproteinlerinin serolojik reaksi-
yonlarina gore 16 H ve 9 N alt tipi bulunmaktadir.
Giiniimiizde Influenza A viruslarinin HS ve H7
protein tasiyan alt tipleri patojenik suslar olarak
kabul edilmektedir (34). Bu suslar % 100’lere varan
Olimlere sebep olabilir. Diger suslar ya ¢ok az
hastalik belirtisine sebep olur ya da hi¢ fark
edilmezler (45). Avian Influenza viruslar diinya
capinda yaygin olarak dagilim gdstermektedir (30,
43, 45, 47). Avian Influenza konusunda yapilan
caligmalar, Diisiik Patojen Avian Influenza (Low
Pathogenic Avian Influenza- LPAI) ve Yiiksek
Patojen Avian Influenza (Highly Pathogenic Avian
Influenza-HPAI) salginlarinin  ve insidensinin
1981°den beri oldugunu ortaya koymaktadir (4, 18,
19, 46).

Gogmen su kuslarinda yapilan serolojik sur-
vey calismalari, Al viruslan tarafindan olusturulan
infeksiyonun yaban kuslarindaki varligim1 ortaya
koymustur (20). Anseriformes (6rdek, kaz, kugu)
ve Charadriiformes (kiy1 kuslari, martilar, deniz
kirlangiglari, uzun gagali su kuslari) takimlarina
dahil olan tiirler, HPAI ve LPAI viruslarinin ende-
mik tasiyict ve yayicilari olarak kabul edilmekle
birlikte, hastaliga 06zgii klinik bulgular1 nadiren
sergilerler (44, 48). Ancak virus, yabani kuslardan
kiimes hayvanlarina gectiginde ciddi oOliimlere
neden olur. Hastalik kanatlilarin yanisira at, may-
mun, domuz, vizon, dag gelincigi, rat, ¢esitli deniz
memelileri, kedigiller familyasiin iyeleri ve
ayrica insanlara da bulasabilir (13, 22, 26-28, 37,
38, 42, 49, 50, 54).

Avian Influenza Virusu (AIV)’nun ilk kez
1961 yilinda Giiney Afrika’da goriilen bir salginda
deniz kirlangiglarinda (Sterna hirunda) yiksek
mortalite ile seyreden bir olgudan izole edildigi

bildirilmistir (1, 5). 1983-1984 yillarinda Amerika
Birlesik Devletleri’nin Pennsylvania eyaletinde
yasanan Al salgim sirasinda yaban kuslarinda
yogun olarak ytiriitiilen surveylans ¢aligmalari, su
kuglarmin ¢ok sayida Influenza virusu tasidigini
dogrulamisgtir (25). Su kuslarinda Al infeksiyonu-
nun prevalansma iliskin olarak, sonraki yillarda
yapilan bildirimlerde, oranlar % 0.6 ve % 26 ara-
sinda degismektedir (2). Japonya’da kargalarda
H5N1 virus alt tipi ile infeksiyon ve infeksiyon
kaynakli olimler bildirilmistir (31). HPAI H5N1
ilk defa 1996 yilinda Hong Kong’ta tanimlanmis
ve 1996°dan 2005 yilina kadar tiim Giiney Asya’da
kanatli ve evcil su kusu populasyonuna yayilmistir
(23, 40, 41). H5N1 alt tipi ile infeksiyon sonucu,
ftalya’da ordek ve kazlarda az sayida oliimler
gozlendigine dair bildirimler mevcuttur (9-11).
2002 yilinda Hong Kong’ta su kuslarinda 6liimlere
rastlandigi, 2004 yilinda, Cin’de ordeklerde, kaz-
larda ve tavuklarda yaygin 6liimlere neden oldugu
bildirilmistir (33, 46). Rezervuar veya tastyici
hayvanlarin bir bolgeden bagka bir bolgeye ya da
iilkeye ulagmasiyla Al tip A viruslart genis bir
cografyaya yayilmaktadir (1, 8, 17, 35). 2005
yilinda virus yabani ve gé¢men su kuglar ile
yayilarak, Cin ve Mogolistan’da su kuslarinda
salginlar yaratarak tekrar ortaya cikmistir. Daha
sonra virus bazi Orta Asya ve Dogu Avrupa
tilkelerinde ve Bat1 Avrupa, Orta Dogu ve Afrika
tilkelerinde yabani ve evcil kanatlilarda identifiye
edilmis ve hastaligin bulasma ve yayilmasini
engellemek i¢in milyonlarca evcil kanath itlaf
edilmistir (12).

Avusturalya smirlart igerisindeki birbirinden
uzak bolgelerde, farkli H ve N alt tipinde pek ¢ok
Al virusu, gd¢cmen tiirler de dahil olmak {izere, ¢cok
cesitli yabani su kuslarindan izole edilmistir (3).
Dolayisiyla, herhangi bir zaman diliminde, yaban
kuglarinda bulunan virus havuzundan ve ozellikle
H5 ve H7 alt tipinde Al viruslarindan, evcil kiimes
hayvanlari i¢in virulent bir virusun ortaya ¢ikmasi
miimkiinddir.

Yabani kuglarda, 6zellikle su kuslarinda LPAI
veya HPAI virus suslar1 genellikle morbidite ve
mortalite olusturmamaktadir (20, 38, 45). Bununla
beraber, son zamanlarda Asya, Afrika ve Avrupa’da
HPAI virus H5N1 susu ile infeksiyonda cesitli
yabani kuslarda mortalite rapor edilmistir (33, 46).
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Bazi vakalarda, mortalite giivercinlerde (Colombia
livia) oldugu gibi sporadik ve bireysel olarak
gozlenirken, kugu ve kaz gibi bazi tiirlerde toplu
kus oliimleri gelisebilmektedir (12, 21, 39, 51).
Deneysel c¢alismalar ozellikle ordeklerde oldugu
gibi yabani kuslarda da hastalik olusumu ve Sliim-
lerin biiyiik gesitlilik gdsterdigini ortaya koymustur
(7, 36). Ancak yabani kanatli populasyonlarinda
HPAI H5N1 virusuna maruz kalma, morbidite ve
mortalite oranlar1 heniiz yeterli miktarda survey
caligmast gerceklestirilmedigi igin belirsizligini
korumaktadir.

Gogmen su kuslarinin  yasam alanlarinin
izlenmesinde c¢esitli yontemlerin kullanilmasi ve
bu yontemlerin iyilestirilmesinin baslica amaci,
yiiksek patojeniteli Avian Influenza igin erken
uyar1 kapasitesi olusturulabilmesidir (29) Bu sekil-
de hastalik, evcil kiimes hayvanlarina ve insanlara
bulagmadan oOnce infeksiyonun kendisinin veya
yiiksek infeksiyon riskinin saptanmasi amaglan-
maktadir.

Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafin-
dan, 2005 yilinin Kasim ayinda, Avian Influenza’y1
Erken Algilama ve Onleme konusunda Dogu
Avrupa, Ortadogu ve Afrika’nin 5 bolgesinde 5
adet Teknik Isbirligi Programi (TIP) hazirlanmistir.
Bu programlar, HPAI H5N1 virusunun boélgeye
potansiyel girisine ve ilerleyen yayilimina karsi
acil eylem hazirliklarin1 giiclendirmeye destek
olmak amaciyla, iilkeler bazinda, 6zellikle yabani
kuslarin gb¢ ve ticaret iligkileri ve bu yabani
kuslarin evcil kanathlar ile etkilesimi dikkate
almarak diizenlenmistir. Bu TIP’ler cercevesinde,
HPAI H5N1 salginlarmin olustugu ya da yabani
kuglarin hareketleri ile olugabilecegi diisliniilen
iilkelerde  HPAI HSNI1 virusunun yabani kus
popiilasyonunda mevcudiyetini  degerlendirmek
i¢in 2006 yilinin baglarinda bir surveylans ¢aligmasi
baslatilmistir. Bu programlar kapsaminda FAO,
Ulusal Veteriner Servisleri, Ulusal Yaban Hayati
Kuruluslar1 ve Uluslararasi Isbirligi Merkezleri ile
(Centre de Cooperation Internationale en Recherche
Agronomique pour le De’veloppement [CIRAD];
Wetlands International) isbirligi yaparak saha
surveylans c¢aligmalar1 ile egitim ve kapasite
arttirimi yoluyla laboratuvar teshis kapasitelerinin
geligtirilmesini hedeflemistir. Ayni zamanda ulusal
surveylans programlarn igin kapasite gelistirme

yoluyla teknik saha prosediirlerinin standardizas-
yonu i¢in destek amaglanmistir. Saha surveylans
kampanyalarinin uygulanmasi, CIRAD ve Wetlands
International tarafindan, Ulusal Yaban Hayati
organizasyonlar1 ve Veteriner Servislerinin igbirligi
ile koordine edilmistir. FAO’nun Teknik Isbirligi
Programi ¢ercevesinde, surveylans programlari 17
tilkede yiiriitiilmiistiir.

Ana go¢ yollan lizerinde yer alan Tiirkiye,
goemen su kuslarmin konakladig1 ¢ok sayida sulak
alana ev sahipligi yapmaktadir. Bu durum son
yillarda edinilen deneyimler sonucunda yaban
kuglarmin Tiirkiye’de kanatli hayvanlara Avian
Influenza virusunun bulasmasinda kilit bir rol
istlendigini gostermektedir. Bu nedenle, Tiirkiye’de
Avian Influenza’nin izlenmesi ve surveylansi,
gerek ulusal gerekse de uluslararasi diizeyde biiyiik
onem arz etmektedir. Avrupa ve Ortadogu’da yaban
kusu yagsam alanlar1 bakimindan en zengin iilkeler
arasinda yer alan ve yaklasik 135 sulak alana ev
sahipligi yapan Tiirkiye, bu proje kapsaminda,
onemli 6rnekleme alanlarindan birisi olarak segil-
migtir. Calismada, degisik iireme alanlarindan gelen
su kuglarinin toplandig1 ve karistigi, Al virusunun
bulagma firsat1 bulacagi, degisik konakg¢1 popiilas-
yonlar1 arasinda ve genis cografik dagilimlara
yayilabilecegi dogal alanlardan 6rnekleme yapil-
masi1 hedeflenmistir.

Bu ¢alisma da FAO tarafindan organize edilen
surveylans calismasinin Tiirkiye’de yliriitiilen aya-
gin1 olusturmustur.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Kloakal ve Trakeal Sivap Ornekleri: Calisma
kapsaminda 22 kus tiirline ait 329 kiy1 kusundan
toplam 658 Ornek alinmigtir. Aynmi kustan hem
kloakal hem de trakeal sivap Ornegi alimi yapil-
mistir. Ornekler 3 farkli sulak alandan alinmgtir:

1. Adana ili sinirlan igerisinde, Ceyhan Nehrinin
agz1 ile Yumurtalik Korfezi arasinda kalan ve
Cukurova Deltasi’nda yer alan, g¢ok biiyiik bir
sulak alan sistemi olan Yumurtalik Lagiinlerin-
den 296 ornek,

2. Samsun ili smirlar igerisinde en biyiik sulak
alan olan Kizilirmak Deltasindan 346 ornek,
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3. Sakarya Nehri ile Kirmir ve Aladag Caylarinin
besledigi Sariyar Baraji’'nda yer alan Nallihan
Kus Cenneti’nden 16 6rnek alinmstir.

Ornek alimida Dacron sivaplar kullanilmugtr.
Ornekler ulusal ve uluslararasi uzmanlardan olusan
ekipler tarafindan Ulusal Halkalama Program
kapsaminda alimmugtir. Ornekler alindiktan sonra
% 10 glycerol ile zenginlestirilmis, igerisinde peni-
silin (10.000 Unite/ml), streptomisin (10mg/ml),
amfoterisin B (25ng/ml) ve gentamisin (250 pg/ml)
bulunan, pH’s1 7.0-7.4 olan Isotonic Phosphate
Buffer Saline (PBS) iceren Viral Tasima Vasatla-
ria (VTV) konularak, soguk zincirde, ¢calismalarin
yapilacagi Bornova Veteriner Kontrol ve Arastir-
ma Enstitiisii biinyesinde bulunan Al / ND Ulusal
Referans Laboratuvaria ulastiriimistir. Ornek alim
islemi Kasim ayinda kiy1 Lagiinlerinden (Kizilirmak
Deltas1 ve Yumurtalik Lagiinleri), Ocak ayinda
Nallithan Kus Cenneti’nden yapilmistir. Hedef tiir
olarak Al rezervuari olan kus familyalar1 arasin-
daki kus topluluklarindan segilmistir (Tablo 1).

Specific Pathogen Free (SPF) Embriyolu
Tavuk Yumurtas1 ve Civeiv: Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Deney Hayvanlari
Biriminden saglanan SPF embriyolu yumurta ve
SPF civcivler virus izolasyonu ve patojenite test
calismalarinda kullanilmistir.

Avian Influenza Spesifik Antiserum: Al
HI1-H16 arasi viruslara karsi hazirlanmig tip spe-
sifik  antiserumlar, Istituto  Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie (IZSV), italya’dan
saglanmistir.

Avian Influenza Hizh Test Kiti: Ticari
olarak {iretilen ve Influenza Tip A virusunun 16 alt
tipini kalitatif olarak tespit etmek iizere tasarlanmus,
antijen yakalayan strip test kiti (Synbiotics, Amerika
Birlesik Devletleri, Fransa) kullanilmistir.

Real Time PCR Test Kitleri: Viral Niikleik
Asit izolasyonu i¢in; High Pure Viral RNA Kit
(Roche Applied Science, Amerika Birlesik Devletleri),
cDNA sentezi i¢in; Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche Applied Science, Amerika
Birlesik Devletleri), Real-Time PCR Test igin;
LightCycler Fast Start DNA Master HybProbe
(Roche Applied Science, Amerika Birlesik Devletleri),
Influenza virus A Matriks proteinini tespit igin
LightMix (TIB MOLBIOL, Almanya) kullanil-
mistir.

Metot

Tiim 6rnekler, Influenza Virus tip A M2 geni
icin spesifik olan kit kullanilarak RRT-PCR metodu
ile test edildi. Sivap ile alinmig 6rnek igeren tiipler
vorteks ile karistirildiktan sonra sivaplar dikkatlice

Tablo 1. Orneklenen Kus Tiirlerinin Bdlgelere gore Dagilimi

Tiir Ad1 Bilimsel Adt Yumurtalk — Kizihrmak — Nallthan Kus -y 2
Lagiinleri Deltasi Cenneti
Karakarmli kumkusu Calidris alpine 61 79 140
Kii¢iik Kumkusu Calidris minuta 47 2 49
Kizilbacak Tringa tetanus 1 37 38
Akga Cilibit Charadrius alexrandrinus 33 33
Yesilbag Anas platrhynchos 17 8 25
Altin Yagmurcun Pluvialis apricaria 11 11
Sukilavuzu Rallus aquaticus 5 5
Camurcun Anas crecca 4 4
Camurgullugu Limosa limosa 4 4
Sugullugu Gallinago gallinago 4 4
Yesilbacak Tringa nebularia 2 1 3
Glimiis Yagmurcun Pluvialis squatarola 2 2
Karakizilbacak Tringa erythropus 2 2
Bataklik Diidiik¢iinii Tringa stagnatilis 1 1
Dogiiskenkus Philomax pugnax 1 1
Kagikgaga Anas clypaeta 1 1
Kiliggaga Recurvirostra avosetta 1 1
Kizkusu Vanellus vanellus 1 1
Kiigiik Saribacak Tringa flavipes 1 1
Kiigiik Sugullugu Lymnocryptes minimus 1 1
Sakarmeke Fulica atra 1 1
Tepeli Toygar Galerida cristata 1 1
TOPLAM 148 173 8 329
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tip kenarinda bastirilarak disariya alindi, kaba
partikiillerin uzaklagtirilmasi amaciyla 3500 devirde
10 dakika santrifiij edildikten sonra {istteki sivi
caligmalarda kullanilmak tizere ayrildi.

Niikleik Asit izolasyonu: Kit prospektiisiinde
bildirildigi sekilde yapildi.

cDNA Sentezi: Kit prospektiisiinde bildiril-
digi sekilde uygulandi.

Real — Time PCR Testi: LightCycler Fast
Start DNA Master HybProbe ve LightMix kitleri
kullanilarak Light Cycler 2.0 cihazi (Roche Applied
Science, Amerika Birlesik Devletleri) ile yapildi.
Testler kit prospektiisinde bildirildigi sekilde
yapildi.

RRT-PCR testinde pozitif ve siipheli bulunan
orneklerde virus izolasyonu c¢aligmalar1 yapildi ve
hizli test uygulandi. Veri analizlerinin degerlendi-
rilmeleri, 6rneklerin test sonuglarinin testte kulla-
nilan negatif kontrol ve 6 adet pozitif standart
(10'- 10° aras1 diliisyonlarda) kontrol egrileri ile
karsilagtirilarak yapildi. Grafik egrileri negatif
kontrol ile aym diizlem iizerinde olan O6rnekler,
negatif olarak degerlendirildi. Amplifikasyon egri-
sinin negatif kontrol egrisinin biraz iizerinde olan
ve amplifikasyon egrisinin en diisiik standart (10")
egrisinin altinda olan 6rnekler siipheli, amplifikas-
yon egrisinin kullanilan standart egrilerinin para-
metreleri igerisinde olan drnekler pozitif, amplifi-
kasyon tespit edilmeyen ornekler negatif olarak
kabul edildi. Yapilan test sonucunda elde edilen
verilerin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi ana-
lizlerinin her ikisi de dikkate alinarak sonuglarin
degerlendirmeleri yapildi.

Avian Influenza Hizhh Test: Kit prospektii-
stinde bildirildigi sekilde yapildi.

Virus izolasyonu: Alinan kloakal ve trakeal
stvap Orneklerinde virus izolasyonu, Diinya Hayvan
Sagligr Teskilat1 (OIE) tarafindan bildirilen stan-
dart metot kullanilarak yapildi (34). Izolasyon
caligmalarinda 9-11 giinliikk embriyolu SPF yumur-
tanin korioallantoik bosluguna test edilecek 6rnek-
lerden 0.2 ml miktarinda inokulasyon yapildi.
Inokule edilen yumurtalar, 37° C’de 5 giin boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon esnasinda yumurtalar
sabah ve aksam kontrol edilerek canlilik muaye-
neleri yapildi. Ilk 24 saat igerisindeki embriyo

Oliimleri nonspesifik kabul edilerek degerlendiril-
medi. Daha sonra sekillenen 6liimlerde yumurtalar
+ 4° C’de bekletildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde
canli kalan tiim yumurtalar, 1 gece + 4° C’de
bekletildikten sonra korioallantoik sivilari toplandi
ve standart metotlar kullanilarak hemaglutinasyon
aktivitesi varlig1 agisindan test edildi.

Hemaglutinasyon (HA), Hemaglutinasyon-
Inhibisyon Testi (HI): HA ve HI testleri Diinya
Hayvan Saglig1 Teskilati (OIE) tarafindan bildirilen
standart test metotlar1 kullanilarak yapildi (34).
Hemaglutinasyon aktivitesi tespit edilmeyen oOr-
neklerin korioalantoik sivilarinin 2 kez daha seri
pasajlar1 yapildi.

Norominidaz - Inhibisyon (NI) Test: NI Testi,
Al /ND Topluluk Referans Laboratuvari (VLA-
Ingiltere) tarafindan hazirlanmis olan standart
caligma prosediiriinde belirtilen metot kullanilarak

yapildi (52).

Intravenous Patojenite Indeks (IVPI) Test:
Test, OIE tarafindan bildirilen standart metot
kullanilarak yapild1 (34).

BULGULAR
Real Time RT-PCR Test Sonuclar

Nallihan Kus Cennetinden (Ankara) alinan 16
ornekten 1’i pozitif, 1’i siipheli ve 14’1 negatif
bulundu. Yumurtalik Lagiinleri’nden (Adana) alinan
296 ornekten 24’1 pozitif, 18’1 siipheli ve 254’1
negatif bulundu. Kizilirmak Deltasi’ndan (Samsun)
alman 346 ornekten 71°1 pozitif, 38’1 slipheli ve
237’si negatif bulundu.

Avian Influenza Hizh Test Sonuclari

RRT-PCR testinde pozitif ve siipheli bulunan
orneklerde yapilan hizli testlerde; Yumurtalik
Lagiinleri’nde (Adana) yasayan kuslardan alinan
11 o6mek ve Kizilirmak Deltasi’'nda (Samsun)
yasayan kuslardan alinan 17 6rnek pozitif bulundu.

Virus Izolasyonu Sonuclari

RRT-PCR testinde pozitif ve siipheli bulunan
ornekler, virus izolasyonu amaciyla embriyolu SPF
tavuk yumurtasina inokule edildi. Virus izolasyon
caligmalarinda; Kizilirmak Deltasi’dan (Samsun)
gelen, yesilbag ordekten alinmig olan, bir adet
kloakal sivap Orneginden birinci pasajda virus
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Tablo 2. Orneklere ait Laboratuvar Calismalar1 Sonuglari

= Toplam RRT-PCR Testi Virus Negatif
Ornekleme Alanlari Ornek Sayist  Porzitif Siipheli [zolasyonu Hizh Test HI/NI Ornek Sayist
Yumurtalik Lagiinleri 296 24 18 0 1 0 254
(Adana)

Kizihrmak Deltast 346 71 38 1 17 HI2N2 237
(Samsun)

Nallihan Kus Cenneti

(Ankara) 16 1 1 0 0 0 14
TOPLAM 658 96 57 1 28 1 505

izolasyonu yapildi. Diger drneklerin yapilan 3 seri
pasajlart sonucunda HA aktivitesi yoniinden negatif
olduklar1 tespit edildi. Izole edilen sus, dncelikle
matriks proteininin tespitine dayali hizli test ile test
edilerek Avian Influenza virusu oldugu tespit
edildi, daha sonra Hemaglutinasyon - Inhibisyon
ve Norominidaz - Inhibisyon testleri ile karakterize
edildi. Bu amagla HI-H16 arasi standart antise-
rumlar kullanilarak identifikasyon c¢alismalari
yapildi. Bu ¢aligmalarda izole edilen 6rnegin, H12
antiserumu ile inhibe oldugu tespit edildi. N tipinin
belirlenmesi i¢in yapilan Norominidaz -Inhibisyon
testinde ise susun N2 tipi oldugu tespit edildi.
Patojenite testlerinde; izolasyonu yapilan virus, 4-8
haftalik SPF piliclere damar i¢i yolla verildi ve
virusun pilig¢lerde herhangi bir 6liim ya da hastalik
olusturmadigi ve IVPI’nin 0.00 oldugu bulundu.

TARTISMA VE SONUC

Diinya Hayvan Saghigi Teskilatt (OIE)’nin
o6nemli hastaliklar listesinde yer alan, gerek hayvan
sagligi, gerekse insan sagligi agisindan tehlikeli olan
Avian Influenza hastaligi Tirkiye’de de bildirimi
zorunlu hastaliklar listesindedir (24, 33). Avian
Influenza hastali§i epidemiyolojisi nedeni ile
diinya ¢apinda sinir tanimadan etkili olmaktadir.
Hastalik etkeni, ozellikle gogmen kuslar ile goc
gilizergahlarinda bulunan iilkelere tasinmakta ve
zaman zaman salginlara neden olmaktadir (25, 35).

Son yillarda artarak devam eden salginlar
diinya cografyasinda hemen her bolgede goriilmiis,
yliz milyonlarca kanathh hayvan telef olmus ve
hatta insan Oliimlerine neden olmustur (33, 53).
Korunma ve kontrol i¢in kiiresel boyutta énemli
caligmalar yapilmasina ragmen HPAI HS5NI tipi
virus maalesef hala sirkiile olmakta ve bazi tilkeler
hastaliktan yogun bir sekilde etkilenmektedir. Bu
nedenle Avian Influenza ile miicadele sadece ulusal
degil, uluslararasi igbirligi gerektiren bir konudur.

Ozellikle son yillarda diinya giindemini mesgul
eden kiiresel 1sinmanin; go¢ yollari, gd¢ zamanlari
ve go¢ eden kus tiirlerinin degisimine neden olmasi,
kanatli hayvan varliginin dagilimi ve yogunlugun-
daki gelismeler, agikta besleme modelleri, canli
kanatli hayvan pazarlar1 ve giivenli olmayan ticaret
bu hastaligin diinyadaki yayilis1 ile ilgili baslica
nedenler arasindadir (45).

Tiirkiye’de 1989 ve 2004 yillar1 arasinda
Avian Influenza’nin varliginin saptanmasi agisin-
dan cesitli caligmalar yapilmistir (16). Bu ¢aligma-
larda solunum sistemi ile ilgili problemler olan
stiriilerde ve klinik olarak normal goriiniimlii
kanatlilarda Avian Influenza virusunun varliginin
arastirilmas1 hedeflenmistir. Ornekler, ticari kanatl
stiriileri, hayvanat bahgelerindeki kanatlilar, kafes
kuglar1, evcil ve yabani kanatlilardan alinmugtir.
Yaklasik 593 siirii ve 55 yabani kustan 6rnek alimi
yapilmistir. 7.300 organ numunesi / kloakal sivap
ornekleri virolojik olarak, 27 bin dolaymda da
serum Ornegi serolojik olarak test edilmistir.
Degisik zaman dilimlerinde ve degisik cografik
bolgelerde yapilan bu calismalarda test edilen
siiriilerin hi¢ birinde Avian Influenza virusu ve bu
virusa kars1 antikorun varlig1 saptanmamustir (16).

Tiirkiye’de Ekim 2005°¢ kadar Avian Influenza
vakasi rapor edilmemistir. Ik vaka 5 Ekim 2005°de
Balikesir ili Manyas Ilgesi Kiziksa Beldesinde
acikta yetistirilen kiiclik capli bir hindi siiriisiinde
goriilmiis ve HPAI HS5N1 virusunun izolasyonu
yapilmistir (32). Virusun, NA geninin dizin analizi
caligmalarinda A/Great Black Headed Gull/
Qinghai/1/05 olarak tiplendirilmis olan virusla
yakin benzerligi oldugu (% 99.6) tespit edilmistir.
Bu nedenle de Tirkiye izolatinin, 2005 yilinda
Orta Asya’da izole edilen suslarla direkt iliskisinin
oldugu ortaya konmustur. Bu virusun HA geni,
A/Grebe/Novosbrisk/05 susu ile en yakin bulun-
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mustur (% 98.7) ve bu nedenle de Tiirkiye izola-
tinin, o donemde Rusya, Mogolistan ve Cin’de
salginlara sebep olan izolatlar ile direkt iliskili
oldugu ortaya konulmustur (14).

[k vakay1 takiben Manyas Il¢esinin yakiminda
bulunan ve en biylik sulak alanlardan biri olan
Manyas Kus Cenneti ve yine ayni bolgede bulunan
Uluabat Kus Cenneti’ndeki yabani kugslarda bir
survey caligmasi yapilmugtir. Yapilan ¢calismada bu
sulak alanlarda bulunan degisik kus tiirlerinden
ornekler alinmig ve alinan 6rneklerde virus izolas-
yon c¢alismalart yapilmis, higbirinden Avian
Influenza virusu izole edilememistir (16).

Van Golii Havzasi’nda 2006 yilinda baslatilan
ve 3 yil siireyle devam eden bir ¢aligmada, ¢esitli
kanatl tiirlerinden alinan diski materyalleri, Al tip
A M2 geni yoniinden RRT-PCR ile incelenmis ve
orneklerin % 2.7’si pozitif bulunmustur. Pozitiflik
saptanan tiirlerin agirlikli olarak Anseriformes ve
Charadriiformes takimma ait su kuslart oldugu
bildirilmistir (6).

Asya kokenli HPAI H5N1’in yakin zamanda
yayilmas1 ve Tiirkiye’de sporadik olarak ortaya
cikmasi, gerek evcil kanatlilarda gerekse de yaban
kuslarinda surveylans ve erken teshis sistemlerinin
giiclendirilmesine olan gereksinime agikga isaret
etmistir.

Tiirkiye; Avrupa, Ortadogu, Hazar Denizi ve
Afrika arasinda uzanan dort 6nemli go¢ yolu iize-
rinde yer almaktadir. Bir doga koruma alani ve su
kuslar1 igin diinyaca taninmig bir konaklama alani
olan Manyas Go6lii, bu dort yoldan biri lizerinde yer
alir ve Tiirkiye’deki ilk Avian Influenza mihraki da
anilan goliin yakininda acikta yetistirilen hindi-
lerde ortaya ¢ikmigstir. Bu durum, yaban kuslarinda
Avian Influenza’nin evcil kiimes hayvanlar1 igin
teskil ettigi riskin boyutunu ve hastaligin kontrolii-
niin ve eradikasyonunun gii¢liiglinii acik¢a ortaya
koymaktadir (29).

Bu calismada, Tiirkiye’de yaban kuglarinin
daha iyi izlenmesini saglamak ve bdylece erken
uyar1 ve risk degerlendirme fonksiyonlarini giig-
lendirmek amaciyla yaban hayatinda ulusal bir
survey caligmasi planlanmis ve ¢alismalar 3 biiyiik
sulak alanda yiiriitiilmiistiir. Caligmalar igin, degisik
iireme alanlarindan gelen su kuslarinin toplandig
ve karistigi, Avian Influenza virusunun bulagma
firsat1 bulacag1 ve degisik konake1 populasyonlari

arasinda ve genis cografik dagilimlara yayilabile-
cegi dogal alanlar hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda, Kizilirmak Deltasi,
Cukurova ve Ankara c¢evresinde yaban hayati ile
ilgili sivil toplum kuruluslari ile isbirligi icerisinde
aktif olarak yaban hayati surveyi yapilmistir.

Kizilirmak Deltasinin 6rnekleme alani olarak
secilmesinin nedenleri; Karadeniz kiyilarinda yer
alan Samsun iline bagli olan Bafra’da bulunan
Kizilirmak Nehrinin deltast ve Carsamba ilgesinde
bulunan Yesilirmak Nehrinin deltasinin olustur-
dugu iki biiyiik sulak alanin bulunmasidir. Her yil
ilkbahar ve sonbahar doéneminde ¢ok sayida gog-
men su kusu bu alanlardan geger. Kizilirmak
Deltasi, el degmemis flora ve faunaya sahip 70.000
hektarlik dogal bir alandir. Bu alanda 310 kus tiirii
bulunmakta, yaklagitk 100.000 gé¢cmen ya da
gocmen olmayan kus bu alanda kis mevsimini
gecirmektedir. Bu sulak alanlarin ekosistemi biyo-
cesitlilik acisindan olduk¢a zengindir. Yesilirmak
Deltas1 da benzer zengin dogal kaynaklara sahiptir.
Evcil kiimes hayvanlar1 (6zellikle tavuk, hindi, kaz
ve Ordek) bu sulak alanlarin yakinlarinda bulun-
maktadir. Bu alanlarda, mevsimsel su taskinlarinin
yasandig1 donemlerde, yabani ve evcil kanatlilar
arasinda Ozellikle yabani kus sayisinin en yiiksek
oldugu dénemde daha yakin bir iliski olmaktadir.

Ayrica, Samsun ili Avian Influenza hastalik
salgimlarinin en fazla rapor edildigi ildir. 2005-
2006 salgmlarinin devam ettigi donemde ortaya
cikan vakalarin yaklasitk % 25°’t Samsun ilinde
goriilmiistiir. Samsun’daki bu vakalardan 46°s1 koy
tavuklarindan (Tirkiye capindaki 200 vakanin %
23°1) ve 13’1 yabani kuslardan (Tiirkiye ¢capindaki
30 vakanin % 43’i) saptanmistir. Bu vakalarin
58’inden HPAI H5N1, 1 vakadan da diisiik patojen
H7NI1 virusu izole edilmistir. Samsun ilinde kdy
tavuklarinda yapilan bir serosurvey caligmasinda
HS, H7 ve H9 antikorlar tespit edilmistir. Calisma
yapilan bolgede kan alinan hayvanlarda klinik
tablo goriilmemesine ragmen HS, H7 ve H9 anti-
jenlerine kars1 antikor tespit edilmesi ve yapilan
virolojik ¢alismada da virusun tespit edilememesi
hayvanlarin bu viruslarla bir gekilde karsilagtik-
larin1 géstermektedir (15, 16).

Survey alanlarindan ikincisi olarak Dogu
Akdeniz kiyisinda, Adana ili sinirlari igerisinde,
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Ceyhan Nehri’nin agz1 ile Yumurtalik Korfezi
arasinda kalan ve Cukurova Deltasi’'nda yer alan
cok biiyiik bir sulak alan sistemi olan Yumurtalik
Lagiinleri, liglincii alan olarak da Sakarya Nehri ile
Kirmir ve Aladag Caylari’’nin besledigi Sartyar
Baraji'nda yer alan Nallithan Kus Cenneti segil-
mistir. Nallihan Kug Cenneti, hem ge¢mis yillarda
yiiksek sayida angit gozlendigi i¢in hem de 2005
yilinda Avian Influenza virusu tasiyan bir yaban
ordeginin tespit edildigi yere ¢cok yakin oldugu i¢in
caligma alani olarak belirlenmistir. Calismalarda
hedef tiir olarak Avian Influenza rezervuari olan
kus familyalar1 arasindaki kus topluluklar segil-
mistir. Ornekler ulusal ve uluslararas: uzmanlardan
olusan ekipler tarafindan toplanmustir.

Bu caligma, Tirkiye’de kiyr kuslarinin ve
diger su kuslarinin ortak ve sistematik bir ¢abayla,
Avian Influenza’nin izlenmesi amaciyla yakalan-
dig1 ve orneklendigi ilk calisma olma o6zelligini
tasimaktadir. Bu tip Oncli g¢aligmalar belli bir
deneyim ve kurumlar arasi igbirligi gerektirdigin-
den bu proje pilot nitelikte olmustur.

Bu calismada 22 yabani kus tiiriindeki 329
kustan alinan 658 kloakal ve trakeal sivap drnek-
lerinden yapilan RRT-PCR testlerinde; % 14.5’i
pozitif, % 8.6’s1 siipheli olarak bulunmus ve
hi¢birinden HPAI virusu izole edilememistir. Sade-
ce Yesilirmak Deltasi’nda, yesilbas drdekten alinan
bir izolat, LPAI H12N2 olarak tiplendirilmistir.

Su kuslari, HPAI H5N1 virusunun smir Ote-
sine taginma ve yayllmasinda c¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Su kuslarinda H5N1 igin yapilan
kapsamli arastirmalara ragmen, bu tarihe kadar
saglikli kuglarin ¢ok azinda virus tespit edilmistir.
Tiirkiye’de bugiine kadar su kusu popiilasyonunda
HPAI H5N1 ve Influenzaya bagli 6liimlerin goriil-
diigiine dair bir veri bulunmamaktadir. Bununla
beraber yaban kuslarinda yapilan pasif surveylans
caligmalarinda HPAI HS5N1 izolasyonlar1 yapil-
mistir. Infekte 6lii kuslar yiyen yirtict kuslar ve
firsat¢1 yirtict kuslarda da olimler goriildiigi ve
genellikle Avian Influenza mihraklarinin goriil-
diigi sehirlerde yasayan baykuslarda oliimlerin
oldugu bildirilmistir. GoO¢men kuglarin HPAI
H5N1 viruslarinin muhtemel tastyicilart oldugu
bilinmesine ragmen iilkemizde 2005 sonbaharinda
ve 2006 yili boyunca canli su kusu ve kiy1 kusla-
rinda yaygin survey caligmalar yiiriitilmis ve

HPAI virusu tespit edilmemistir (15). Bununla
beraber 2005-2007 yillar1 arasinda yasanan salgin-
larda laboratuvarlara gelen degisik tiirlerdeki
yabani kuglardan virus izolasyonlar1 yapilmis ve
farkli tiirden 31 kustan HPAI H5NI1 virus izolas-
yonu ger¢eklestirilmistir (15). Yapilan c¢alisma-
larda su ana kadar H5N1, yaban kuslarinda sadece
pasif surveylans caligsmalarinda tespit edilmis, aktif
surveylans calismalarinda ise HS5N1 tipi HPAI
viruslarimin nadiren tespit edildigi ortaya konul-
mustur. Bu bulgular 15181nda Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiilerine gelen tiim yabani kuslar ve
solunum sistemi problemi olan kanatlilar, Avian
Influenza yoniinden kontrol edilmektedir. Aktif
surveylans caligmalari riskli bolgelerde ve 6zellikle
riskli donemlerde devam etmektedir.

Avian Influenza diinyada halen risk olmaya
devam etmekte olup kolayca tagiabilen bir hasta-
liktir. Tiim diinyay1 etkisi altina alacak bir salgina
yol agabileceginden maddi ve manevi anlamda
tehlikesi  blyliktiir. Gog¢men kuslarin  Avian
Influenza virusunun dogal tastyicist olmalarindan
dolay1r hastaliin yayilimin1 onlemek zordur.
Tirkiye’nin géo¢men kuglarin 6nemli gdg¢ yollar
tizerinde bulunmasi ve iilkemizde yaklasik 500
sulak alanin bulunmasi, bunlardan 150’sinin de
uluslararast1 6neme sahip kus alanlart olmasi
dikkate alindiginda, Tiirkiye’'nin tamamina yakin
bir kisminin bu hastaligin riski altinda oldugu ve
bundan sonra da olacagi goriilmektedir. Buna bagl
olarak virus, hayvanlar arasinda hastaliga neden
olmaya devam ettigi slirece insandan insana bula-
sabilen yeni bir virusun olugma riski de her zaman
olacaktir

Surveylans ve virusun tespiti, hastaliktan
korunma i¢in énemli bir bilesendir. Diinyanin her
tarafindaki yabani kus popiilasyonunda siirekli
olarak yapilan survey caligmalar ile ¢evredeki
influenza A viruslarinin prevalansi izlenebilir ve
sirkiile olan viruslarin patojenik ve antijenik
ozellikleri tespit edilebilir. Bu sayede virus sadece
sulak alanlarda iken hastalik icin erken uyari
olanag: gelisecek, virusun kiimes hayvanlarina ve
cevreye yayilmasi tehdidine karsi engellenmesine
yardimc1 olacak ve kanatlilar arasinda hastaligin
takibini ve kontroliinii yapmak kolaylasacaktir.

Bu pilot ¢alisma ¢ok dnemli sonuglarin elde
edildigi 6ncii bir ¢alisma olmustur. Oncelikle, Tiirk
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Ornitologlar daha dnce ¢ok temel diizeyde olan su
kuslarin1 yakalama ve halkalama, 6rnek alma ve
gonderme konularindaki deneyimlerini 6nemli dlgii-
de arttirmislardir. Bu pilot projenin belki de en
onemli yani, Veteriner Hekimlerle Ornitologlarin
gelecekte yasanabilecek olasi bir vakada nasil bir
isbirligi i¢inde calismasi gerektigini ve gelecekte
hangi hatalarla karsilagilabilecegini gosteren bir
saha tatbikati firsati yaratmis olmasidir. Yabani
kuslarin Avian Influenza virusiinii yaymadaki rolleri
tam olarak bilinmedigi i¢in gelecekte yeni 6rnek-
leme ¢aligmalarma gerek duyulacagr agiktir. Gelecek-
teki benzer caligmalar i¢in bu pilot proje ¢ok de-
gerli bir temel deneyim islevi gorecektir ve bu sa-
yede gelecekteki caligsmalar daha az sorunla, daha
rahat ve basarili bir sekilde gergeklestirilecektir.

Sonug olarak bu c¢alismada; alinan 6rneklerin
hi¢ birisinde HPAI H5N1 virusu tespit edilmemis,
sadece LPAI viruslar tespit edilmistir. Diigiik
Patojen Avian Influenza viruslar1 genellikle embri-
yolu tavuk yumurtasinda ¢ogalamamakta, bunlarin
izolasyonlarinda hiicre kiiltiirlerinden yararlanil-
maktadir (45). Yapilan Real-Time RT-PCR testle-
rinde pozitif ve siipheli bulunan oOrneklerden
embriyolu tavuk yumurtasinda virus izole edileme-
mesi, bu Orneklerdeki viruslarin canliliklarim
yitirmis olmalarin1 ya da LPAI icerebileceklerini
gostermektedir. Izolasyonu yapilan ve HI2N2
olarak tiplendirilen virusun da yapilan patojenite
testlerinde LPAI virusu oldugu tespit edilmistir.
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STUDIES ON PHENOTYPING AND GENOTYPING CHARACTERIZATION OF
ENTEROCOCCUS SPP. ISOLATED FROM ENTANSIVE BROILER
FARMS AND RURAL POULTRY ESTABLISHMENTS
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OZET

Ticari broyler isletmelerinden 400, kéy tavuklarindan 304 kloakal sivap érnekleri toplandi. izolasyon ve identifikasyon
calismalar1 sonucuna gore enterokok suslarinin % 54.3’liniin Enterococcus faecium, % 22.3’Uniin E. gallinarum, % 14.7’sinin
E. faecalis, % 4.3’Unlin E. mundti, % 1.6’smmm E. casseliflavus, % 1’inin E. raffinosus, % 1’inin E. durans, % 0.2’sinin
E. solitarius ve % 0.2’sinin E. hirae tiitlerine ait oldugu belirlendi. Broyler isletmelerinden izole edilen enterokok suslarinin
penisiline % 5.6, tetrasikline % 72, eritromisine % 59.3, enrofloksasine % 8.7, kinopristin/dalfopristine % 33.6, rifampine %
10.9, vankomisine % 0.4, yiiksek diizey streptomisin ve gentamisine % 6.5 ve % 23.1 oraninda direngli olduklar1 saptandi.
Suslarin % 100’#iniin ise linezolid ve teikoplanin antibiyotiklerine karst duyarli oldugu bulundu. Koy tavuklarindan izole edilen
enterokok suslarinin tetrasiklin, eritromisin, enrofloksasin ve kinopristin/dalfopristin direnglilikleri sirasiyla % 2, % 2, % 1.3 ve
% 4.8 olarak saptandi. Tiim suslarin linezolid, gentamisin, streptomisin, penisilin, vankomisin, teikoplanin ve rifampine duyarlt
oldugu belirlendi. Tekli ve ¢oklu antibiyotik direngli 50 enterokok susunun plazmid profili belirlendi. Plazmid varlig1 saptanan
22 (% 44) enterokok izolatinda 2.06 kb, 2.97 kb, 3.99 kb, 5.01 kb 8.06 kb, 10.10 kb, 12.13 kb ve 16.21 kb biiyiikligiinde sekiz
farkli plazmidin bulundugu ve bunlarin dokuz plazmid paternine ayrildiklari belirlendi. Elli enterokok izolatinin 28’inin (% 56)
plazmid saptanamadi.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik direnci, Enterococcus, fenotipik ozellik, plazmid profili, tavuk.

SUMMARY

Clocal swabs were collected 400 entansive broiler farms and 304 rural poultry. According to isolation and identification
results, enterococcus isolates consisted of 54.3 % E. faecium, 22.3 % E. gallinarum, 14.7 % E. faecalis, 4.3 % E. mundti, 1.6 %
E. casseliflavus, 1 % E. raffinosus, 1 % E. durans, 0.2 % E. solitarius and 0.2 % E. hirae. 5.6 % of broiler enterococci strains
were found to be resistant to penicillin, 72 % were resistant to tetracycline, 59.3 % were resistant to eritromycin, 8.7 % were
resistant to enrofloxacin, 33.6 % were resistant to quinupristin/dalfopristin, 10.9 % were resistant to rifampin, 0.4 % were
resistant to vancomycin, 6.5 % and 23.1 % were resistant to high level streptomycin and gentamicin. Teicoplanin and linezolid
susceptibility of enterococcus isolates was found in 100 %. 2 %, 2 %, 1.3 % and 4.8 % of rural enterococci strains were resistant
to tetracycline, eritromycin, enrofloxacin and quinupristin/dalfopristin respectively. All the Enterococcus spp. were found to be
sensitive against linezolid, gentamicin, streptomycin, penicillin, vancomycin, teicoplanin and rifampin of antibiotics. Plasmid
profiling of 50 single and multiple antibiotic resistant enterococcus isolates were determined. 22 (44 %) Enterococcus isolates
possed nine different plasmid patterns having 2.06 kb, 2.97 kb, 3.99 kb, 5.01 kb 8.06 kb, 10.10 kb, 12.13 kb ve 16.21 kb
respectively. 28 isolated (56 %) enterococcus did not have any plasmid.

Key words: Antibiotic resistance, Enterococcus, fenotyping features, plasmid profiling, chicken.
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GIRIS

Enterokoklar, Gram pozitif ve katalaz negatif
koklar olup, ekosistem i¢inde toprakta, suda, bitki-
lerde, gidalarda, hayvanlarin ve insanlarin deri,
gastrointestinal ve iirogenital sistemlerinin dogal
florasinda bulunurlar. Enterokoklar firsatg1r pato-
jenler olup beslenme ve bakim sartlarinin uygun
olmadig1 hayvanlarda septisemi, Tfriner sistem
infeksiyonu, endokardit, ishal ve otitis eksternaya
neden olabilirler. Enterokoklarin insanlarda ve
bilhassa stres altindaki; immun sistemi zayif olan
bireylerde de iiriner sistem infeksiyonlari, endokar-
dit, menenjit, bakteriyemi ve cerrahi yara infeksi-
yonlarma sebep olduklar1 belirtilmistir (12, 18, 24,
36).

Enterokoklar cesitli antibiyotiklere karsi gos-
terdigi gerek, intrinsik direng Ozellikleri gerekse,
mutasyon ve genetik madde aktarimi sonucu ka-
zandiklar1 antibiyotik direng Ozellikleri ve beta-
laktamaz aktiviteleri ile her tiirlii ortamda canli-
liklarini siirdiirebilme yeteneklerinden dolay1 nozo-
komiyal patojenler arasinda yerlerini almistir (4).

Broyler rasyonlarina gerek biiylitme, gerekse
tedavi ve koruyucu amaclh olarak katilan antibi-
yotikler, antimikrobiyal direncli
spp.’nin  selektif secilmesine neden olmustur.
Enterokoklar, sahip olduklar antimikrobiyal direng

Enterococcus

genlerini, plazmid ve transpozonlar araciligi ile
ekosistem icerisinde, insanlar i¢in patojen olan
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Bacillus spp. ve Streptococcus spp. gibi Gram
pozitif bakterilere transfer edebildikleri ortaya
konulmugtur (2, 28, 38). Avrupa iilkelerinde ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan calisma-
larda, tavuklarin, insanlarda hastane infeksiyon-
larina sebep olan antibiyotik direngli enterokoklar
icin potansiyel rezervuar oldugu ortaya konul-
mustur (13).

Bu c¢alismada, broyler ve kdy tavuklarinin
bagirsak florasindaki Enterococcus tiirlerinin var-
lig1, yayginligi, biotipleri ve izole edilen suglarin
cesitli antibiyotiklere karsi duyarhilik/direnglilik
ozellikleri ile plazmid profillerinin aragtirilmasi
amaclandi.

MATERYAL VE METOT

Ankara ve Kirikkale ili ¢evresinde bulunan
ticari broyler isletmeleri ve kdy tavuklari kiimesleri
Mayis 2005 ve Kasim 2005 tarihleri arasinda
ziyaret edildi. Biiyiik kapasiteli 4 ticari broyler
isletmesinden 400 &rnek, kiimeslerinin biitlinlii-
giinii temsil edecek sekilde 1-2 metre araliklarla
kiimesin her noktasindan rastgele tutulan 4-5
haftalik broylerin kloakasindan steril sivap ile
alindi. Kapasitesi 10-50 adet arasinda degisen 19
kdy tavugu kiimesinden 304 o6rnek ise kiimeste
bulunan biitiin tavuklarin kloakasindan steril sivap
ile alind1 Her iki tip kiimesten alinan digki 6rnek-
leri soguk zincirde en kisa zamanda laboratuvara
getirildi.

Laboratuvara getirilen kloakal svap 6rnekleri,
Slanetz-Bartley agar besiyerine ekilerek 44-45°
C’de aerobik kosullarda 48 saat inkiibe edildi. Bu
siire sonunda iireyen visne renkli koloniler seci-
lerek identifikasyon caligmalar1 i¢cin Brain Heart
Infusion Agar besi yerine pasajlar1 yapildi. izole
edilen enterokok siipheli izolatlara Gram boyama,
katalaz testi, safra eskiilin testi, Pirolidonil-p-
naftilamid (PYR) testi, % 6.5’ luk tuzlu ortamda
(NaCl) iireme testi uygulanarak Enterococcus spp.
olarak cins diizeyinde adlandirildi. Enterococcus
spp. suglarmin tiir diizeyinde identifikasyonlari i¢in
arjinin, hareket, pigmentasyon, piruvat ve karbon-
hidrat fermentasyon testlerinden yararlanildi (11).
Identifiye edilen enterokok suslarinin antibiyotik
duyarliliklari/direnglilikleri  CLSI’nin  (Clinical
Laboratory Standarts Institute) belirttigi kriterlere
gore Miieller Hinton Agar’da disk diflizyon
yontemi ile gergeklestirildi (7). Cesitli antibiyotik-
lere direncli 43 broyler ve 7 koy tavugu enterokok
suslarinin plazmidleri, alkaline lysis yontemi ile
izole edilerek, agar jel elektroforezde plazmid
profillerinin tespiti yapild1 (43).

BULGULAR

Dortyiiz broyler 6reginden 229 (% 57.25) ve
304 koy tavugu 6rneginden ise 143 adet (% 47.03)
enterokok susu izole edildi. Broyler ve koy
tavuklarindan izole edilen 372 enterokok susunun
tiir dagilimlar1 Tablo 1°de sunuldu.

Broyler enterokok suslarinin penisiline % 5.6,
tetrasikline % 72, eritromisine % 59.3, enrofloksasine
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Tablo 1. Enterokok suslarinin orijini, biyotipleri ve dagilim oranlari.

. . Broyler Koy Tavuklari Toplam

Mikroorganizmalar
Disk: (adet) Oran % Diski (adet) Oran % Diski (adet) Oran %

E.faecalis 42 18.34 13 9.09 55 14.78
E. faecium 97 42.35 105 73.42 202 54.30
E.gallinarum 80 34.93 3 2.09 83 2231
E.casseliflavus 5 2.18 1 0.69 6 1.61
E.raffinosus 2 0.87 2 1.39 4 1.07
E.mundtii 1 0.43 15 10.48 16 4.30
E.durans 1 0.43 3 2.09 4 1.07
E.solitarius 1 0.43 _ - 1 0.2
E.hirae - - 1 0.69 1 0.2
Toplam 229 57.25 143 47.03 372 52.8

% 8.7, rifampine % 10.9, vankomisine % 0.4,
yiiksek diizey streptomisin ve gentamisine % 6.5
ve % 23.1 oraninda direnc¢li olduklar1 saptandi.
Suslarin % 100’iiniin ise linezolid ve teikoplanin
antibiyotiklerine karst duyarli oldugu bulundu.
Broyler E. faecalis izolatlarimin kinopristin/
dalfopristine % 90.4 (38/42 adet) direngli ve % 9.5
(4 adet) orta duyarli, E. faecium izlolatlarmin
kinopristin/dalfopristine % 21.6 (21/97adet) direncli,
diger enterokok suslarmin ise % 20 (18/90 adet)
oraninda direngli oldugu saptandi. Broyler entero-
kok suslarinin tiimiiniin (77/229 adet) % 33.6
oraninda kinopristin/dalfopristine diren¢li oldugu
belirlendi.

Ikiyiiz yirmi dokuz broyler enterokok susunun
179’unun (% 78.1) tekli veya coklu antibiyotik
direnc¢li oldugu tespit edildi. Enterokok suslarinin
53’tiniin (% 23.1) tek, 47’sinin (% 20.5) iki, 40’min
(% 17.4) ii¢, 19’unun (% 8.2) dort, 11’inin (% 4.8)
bes ve 9’unun ise (% 3.9) alt1 antibiyotige direncli
olduklar1 belirlendi. Coklu antibiyotik direnci en
fazla E. faecium, E. gallinarum ve E. faecalis
tiirlerinde saptandi.

Koy tavuklarindan izole edilen enterokok
suslarmin tetrasikline % 2, eritromisine % 2, enrof-
loksasine % 1.3 oraninda direncli oldugu saptanda.
Tiim suslarin linezolid, gentamisin, streptomisin,
penisilin, vankomisin, teikoplanin ve rifampin
antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu belirlendi.
Koy tavuklart E. faecalis izolatlarmin % 53.8’inin
(7/13) kinopristin/dalfopristine direngli, % 23 {inlin
(3) orta duyarli oldugu belirlendi. Diger enterokok

tirlerinin  kinopristin/dalfopristine karst duyarl
oldugu goriildii. Koy tavuklari enterokok suslarinin
timiiniin  (7/143) % 4.8 oraninda kinopristin/
dalfopristine direngli oldugu belirlendi. Yiiz kirk
tic kdy tavugu enterokok suslarindan 15’inin (%
10.4) de tek antibiyotige direngli oldugu saptandi.

Plazmid profilleri incelenen 50 enterokok
susunun 28’sinde (% 56) plazmid saptanamadi.
Plazmid izole edilen enterokok susunun 22
(% 44)’sinde 2.06 kb, 2.97 kb, 3.99 kb, 5.01 kb,
8.06 kb, 10.10 kb, 12.13 kb ve 16.21 kb’lik sekiz
farkli biiyiikliikte plazmid belirlendi ve bunlarin 9
plaz-mid paternine ayrldiklar1 goriildii. Plazmid
paternleri P1.....P9 olarak olarak ifade edildi.
Izolatlarda 1 ile 3 arasinda degisen plazmid varlig
tespit edildi (Sekil 1).

Tek, iki, ti¢, dort, bes ve alt1 antibiyotige
direng gosteren 43 broyler kokenli enterokok
susunun 21’inde (% 48.8) plazmid bantlar1 goriildii.
Enterokok izolatlariin 8’inde 8.06 kb (patern 1,
P1), 2’sinde 10.10 kb (P2), 5’inde 12.13 kb (P3),
I’inde 16.21 kb (P4) biiyiikliigiinde tek plazmid,
I’inde 12.13 kb ve 2.99 kb olmak iizere iki
plazmid (P5), 2’sinde 12.13 kb ve 5.01 kb’lik iki
plazmid (P6), 1’inde 16.21 kb ve 3.99 kb’lik iki
plazmid (P7) ve 1’inde 2.06 kb, 10.10 kb ve 16.21
kb’lik ii¢ plazmid (P8) belirlendi. Broyler
enterokok susunun 22’sinde plazmid bant1 (P9)
goriilmedi. K&y tavuklarindan izole edilen antibiyotik
direncli 7 enterokok susunun 1’inde 10.10 kb’lik
tek plazmid bant1 (Patern 2, P2) oldugu goriildii.
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M: Markir, P1-P2: Tek plazmid banti, P6-P7: iki plazmid banti P8: Ug plazmid bant1 P9: Plazmid bant1 yok
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Sekil 1. Enterokok suslarinin agar jel elektroforezde plazmid profilleri.

TARTISMA VE SONUC

Devriese ve ark. (9), bir giinliik civcivlerin
intestinal florasinda E. faecium ve E. faecalis’i
predominant (ayn1 oranlarda, % 41) tiir olarak
tespit etmislerdir. 3-4 haftalik tavuklarin intestinal
florasinda ise (% 46) E. faecium’un dominant tiir
olarak belirlenmis, ayn1 zamanda E. faecalis,
E. hirae, E. durans, E. cecorum, E. gallinarum,
E. casseliflavus tirlerini de identifiye etmislerdir.
12 haftaliktan biiyiik tavuklarin intestinal florasinda
ise predominant olarak (% 50) E. cecorum tiriinii
tespit etmislerdir. Bu g¢aligmada broyler kloakal
stvap Ornekleri 4-5 haftalik iken alimmis olup F.
faecium predominat tiir olarak bulundu ve bunu
diger tiirler takip etti. Bu sonuglar enterokokkal
floradaki tiirlerin tavuklarin belirli yas donemle-
rinde degistigini ortaya koymaktadir. Ote yandan
bu calismadaki kdy tavuklart 6rnegi 12 haftaliktan
biiyiik tavuklardan alinmasina kargin predominant
tiir olarak E. faecium bulundu. E. cecorum tiirii
bulunamadi. Bunun nedeni E. cecorum’un izolas-
yonunun zor olmasimdan kaynaklanmaktadir. Bu
durumu Devriese ve ark. (9), grup D antijeninden
yoksun olan E. cecorum’un, % 0.3 sodyum azid
iceren besiyerlerinde lireyemedikleri ve CO, ile

zenginlestirilmis ortamlarda tireyebildikleri sek-
linde agiklamiglardir. Calismamizda ise izolasyon
icin kullanilan besi yeri % 0.4 sodyum azid
icermekteydi ve CO, ile zenginlestirilmis ortam
kullanilmadi.

Japonya’da broyler gaitalarindan % 44.8
E. faecium, % 22.8 E. faecalis, % 12.9 E. hirae,
% 6.7 E. durans, % 1.1 E. casseliflavus, % 0.5 E.
gallinarum tiirleri (49), Danimarka ve Isveg
tavuklar1 digkilarindan % 54 ve % 77 E. faecium,
% 18-20 E. faecalis, % 9-% 5 E. gallinarum, % 2-
% 2 E. hirae, % 4-% 0 E. malodoratus, % 5-% 0
E. pseudoavium, % 0-% 1 E. raffinosus, % 0-% 1
E. avium, % 0-% 1 E. dispar tirleri (35),
Bostwana’da tavuk 6rneginden % 46.9 E. faecalis, %
329 E. faecium, % 7.9 E. casseliflavus, % 7T
E. gallinarum ve % 5.3 E. avium tiirleri (6), Maryland
dogu sahil kiyilarindaki tavuk ciftliklerinden % 53.4
E. faecalis, % 31.4 E. faecium, % 6.0 E. gallinarum,
% 3.9 E. hirae, % 1.5 E. durans, % 1.2 E. casseliflavus
ve % 0.3 E. avium tiirleri identifiye edilmistir (14).
Bu calismadaki broyler orneklerinden % 42.35
E. faecium, % 3493 E. gallinarum, % 18.34
E. faecalis, % 2.18 E. casseliflavus, % 0.87
E. raffinosus, % 0.43 E. durans, % 0.43 E. solitarius
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ve % 0.43 E. mundtii tirleri identifiye edildi.
Enterokok tiir dagiliminin farkliik gdstermesi,
caligmalarin degisik cografik bolgelerde yapilma-
sindan ve izolasyon metotlarinin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Tejedor-Junco ve ark. (44), Ispanya’da
yaptiklari ¢aligmada tavuk digkilarindan E. faecalis
(% 63.6), E. mundtii (% 12.7), E. faecium (% 9.1),
E. casseliflavus (% 7.3), E. durans (% 3.7) ve
E. hirae (% 3.6) tiirlerini identifiye ettiklerini,
fakat tavuk orijinli olmasina ragmen E. gallinarum
ve E. avium tirlerini identifiye edemediklerini
bildirmislerdir. Bunun sebebini izolasyon asama-
sinda biitiin kolonilerin birbirine ¢ok benzemesin-
den dolay1 baz tiirlerin varligimin gézden kagabile-
cegi seklinde agiklamiglardir. Bu galigmada da
% 34.93 E. gallinarum tiiri identifiye edilmesine
karsin E. avium tiirli identifiye edilemedi.

Bu calismada koy tavuklarn gaita 6rneklerin-
den % 73.42 E. faecium, % 10.48 E. mundtii,
% 9.09 E. faecalis, % 2.09 E. gallinarum, % 2.09
E. durans, % 139 E. raffinosus, % 0.69
E. casseliflavus ve % 0.69 E. hirae tiirleri saptandi.
Koy tavuklarinda E. mundtii tiri % 10.48,
broylerde ise % 0.43 oraninda bulundu. Koy
tavuklarinda E. mundtii tiiriiniin yiiksek c¢ikmasi,
bu tiirlin bitki ve toprak orijinli olmasindan ve koy
tavuklarinin dogal bitkilerle beslenmesinden kay-
naklanabilir.

Tavuklarin enterokokkal florasinin cografik
bolgelere, yas ve izolasyon metotlarinin farklilik-
larina gore sikliklarinin degisebilmesine karsin
belirli tiirleri i¢erdigi bildirilmistir (9, 14, 20). Bu
calismada identifiye edilen enterokok tiirlerinin
dagilimi insanlarda hastaliklara neden olan tiirlere
benzerlikleri bakimmdan &nem tasimaktadir. In-
sanlarda enterokok infeksiyonlarmi % 85-89°nu
E. faecalis, % 10-15'ni E. faecium, % 5’ten az oranda
E. gallinarum, E. durans, E. casseliflavus, E. avium
ve E. raffinosous tiirleri olusturmaktadir (26).

Tip ve Veteriner Hekimlik alaninda antibiyo-
tiklerin yaygin kullanimi1 sonucu olusan antimik-
robiyal diren¢ diinya ¢apinda 6nemli bir problem
haline gelmistir. Antimikrobiyal direng oranindaki
artislar, sadece patojenik bakterilerde degil ayni
zamanda kommensal bakterilerde de goriilmek-

tedir. Bu kommensal bakteriler, patojenik bakte-
riler i¢cin Onemli bir direng gen rezervuarlar
olmustur (30).

Hayvanlarda antibiyotiklerin yaygin kullanimi
hayvanlarin intestinal floralarina direngli suslarin
yerlesmesine neden olmaktadir. Hayvansal kdkenli
cogul direngli flora bakterileri insanlara direkt
yolla veya hayvansal gidalar araciligi ile bulasabil-
mektedir. Bu antibiyotik direngli suglarin insanlara
bulagmasi sonucu meydana gelebilecek infeksiyon-
larin tedavilerinin giliglesmesine neden olmaktadir.
Ozellikle vankomisin direngli enterokoklar halk
saglhiginda énemli bir global sorun haline gelmistir
(30, 45).

Kaya ve ark. (22), tavuk intestinal siste-
minden izole ettikleri enterokok suslarinin strep-
tomisine % 65, tetrasikline % 55, eritromisine %
45, klindamisine % 39, yiiksek diizey aminogliko-
zide % 17.5, kloramfenikole % 9, siprofloksasine
% 9 ve penisiline % 1.2 oraninda direngli olduk-
larim1 tespit etmistir. Celik (8), yaptig1 caligmada
enterokok suslarinin (tavuk - kopek orijinli) strep-
tomisine % 73, ampisiline % 53.8, gentamisine %
34.6, tetrasikline % 30.7, eritromisine % 7.6 ora-
ninda diren¢li oldugunu bulmustur. Bu calismada
ise ticari broyler ciftliklerinden izole edilen
enterokok suslarinin tetrasikline % 72, eritromisine
% 59.3, yiiksek diizey streptomisin ve gentamisine
% 6.5 ve % 23.1, enrofloksasine % 8.7, penisiline
% 5.6 oraninda direngli olduklar1 tespit edildi.
Tetrasiklin, makrolid, aminoglikozid ve betalaktam
grubu antibiyotiklerin genis spektrumlu olmasi,
bliylimeyi hizlandirma (tiylosin, oksitetrasiklin)
veya tedavi amacli uzun yillar kullanilmasi sonucu
antimikrobiyal direng gelisimine neden olmustur.
Enterokok suslarinin ayni antibiyotiklere karsi
diren¢ oranlarmin ¢iftliklere gore farklilik goster-
mesinin bu antibiyotiklerin yogun veya az kullani-
mindan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (32, 46).

Sili’deki ticari tavuk igletmelerindeki diskilar-
dan izole edilen enterokoklarin tetrasikline % 81.2,
eritromisine % 64.5, streptomisine % 22.9, penisi-
line % 17.7 ve gentamisine % 5.2 oraninda direncli
(32), Portekiz’de 2004 yilinda toplanan tavuk digki
orneklerinden izole edilen enterokok suslarinin
tetrasikline % 97, eritromisine % 87.5, siprofloksa-
sine % 12.5, ampisiline % 10.5, streptomisine % 2
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ve gentamisine % 1 oraninda direngli (34), Cek
Cumbhuriyeti’nde tavuk enterokok izolatlarinin
tetrasikline % 80, eritromisine % 59, yiiksek diizey
streptomisine % 22 ve yiiksek diizey gentamisine
% 7 oraninda direngli oldugu bildirilmistir (25). Bu
caligmada ticari broyler isletmelerinden izole
edilen enterokok suslariminin tetrasiklin, eritro-
misin ve streptomisin antibiyotiklerine kars1 direng
oranlarinin diger iilkelere gore diisiik oldugu,
gentamisin antibiyotigine kars1 ise diren¢ oraninin
yiiksek oldugu belirlendi. Ticari broyler isletmele-
rindeki enterokoklarin antibiyotik direng dagilim
oranlarinin iilkelere gore farklilik gostermesi, anti-
biyotik kullanim politikalarinin ve tedavi amagh
kullanilan antibiyotiklerin farkli olmasindan kay-
naklanabilir.

Bu calismada koy tavuklarindan elde edilen
enterokok suslarinin, tetrasikline % 2, eritromisine
% 2, enroflaksasine % 1.39 oraninda direncli
olduklar saptandi. Koy tavuklar1 diski 6rnekleri
antibiyotik kullanilmayan 10-50 adet arasinda
tavuk igeren kiimeslerden toplandi. Koy tavuklari
yem katki maddeleri icermeyen dogal besinlerle
(bugday, arpa vb.) beslenmektedir. Bu calismada
koy tavuklarinda antibiyotik diren¢ oranlarinin
diisiik diizeylerde olmasimin nedeni direngli sus-
larin bakicilardan ve diger hayvanlardan bulastigi
diistinilmektedir.

Amerika ve Avrupa’da antibiyotiklerin biiytik
cogunlugu hayvanlarda biylitme faktorii olarak
kullanilmistir (48). Gegmisten bugiine kadar basit-
rasin, tylosin, monensin, salinomisin, spiramisin,
tetrasiklin, virjinamisin, avilamisin, avoparsin,
efrotomisin, olakuindoks ve karbodoks biiyiitme
faktorii olarak kullanilmis antibiyotiklerdir (3). Bu
antibiyotiklerin hayvan yemlerinde subterapotik
dozlarda yaygin kullanimi sonucu bagirsak flora-
sinda bulunan bakterilerin bu antibiyotiklere karsi
degisik mekanizmalarla direng gelistirmeleri ve bu
diren¢ genlerini baska bakterilere aktarabilmeleri
sonucu direngli suslarin ortaya ¢ikmasi yeni anti-
biyotiklerin gelistirilmesini zorunlu kilmistir (40).

Danimarka’da avoparsinin kullanimi sonucu
ayni1 gruptan olan vankomisin ve teikoplanine karsi
capraz diren¢ olusturmasi, Vankomisin direngli
enterokoklarin (VRE) saptanmasi, direncin transfer
edilmesi, VRE’larin seleksiyonuna neden olmasi

ve bu direngli suslarin gidalar ile insanlara aktaril-
mast gibi nedenlere dayanilarak hayvanlarda
avoparsin kullanim1 1995 yilinda yasaklanmistir
(10). Hayvanlarda biiylitme amagh kullanilan
antibiyotiklerin insan hekimliginde kullanilan aym
grup antibiyotiklere karsi capraz direng olustur-
mas1 sonucu insan hekimliginde kullanilan antibi-
yotiklerin etkinligini korumak ve direng geligimi-
nin Oniine ge¢mek amaciyla Avrupa Birligi 1999
yilindan itibaren avoparsine ek olarak, virjinami-
sin, basitrasin, tylosin, spiramisin ve avilamisinin
biiyiitme faktorii olarak kullanimini yasaklamigtir
(5, 47). AB’deki uygulamalara paralel olarak
Ulkemizde Tarim ve Kdoyisleri Bakanhgi
09.07.1999 tarih ve 14428 sayili yazist ile
30.06.1999 tarihinden itibaren s6z konusu antibi-
yotiklerden avoparsin, spiramisin, virjinamisin,
tiylosin fosfat, karbadoks, olakuintoks ve ¢inko
basitrasinin yem katki maddesi olarak kullanimi
yasaklanmigtir (39).

Danimarka’da Heuer ve ark. (17), avopar-
sinin yasaklanmasindan 5 y1l sonra broylerlerden ve
broyler kiimeslerindeki g¢evresel orneklerden %
74.5 oraninda VRE’lar tespit etmistir. Danimarka’da
1998 yilinda yapilan bir ¢calismada (1), VRE direng
oraninin % 5’ten az oranda oldugu bildirilmistir.
Brezilya’da Sao Paulo’da 10 yildir avoparsin kulla-
nilan broyler ¢iftliginden toplanan digki 6rnekle-
rinden VRE’lar saptanmamuistir (29). Buna karsin
Brezilya’dan Japonya’ya ihrag edilen tavuklarda
VRE’lar tespit edilmistir (19). Bu ¢alismada ise bir
adet vankomisin direngli enterokok susu saptandi.
VRE oranlarinin farklilik gdstermesi izolasyon
metotlarinin farkliligindan kaynaklandig: bildiril-
mistir (31).

Yeni Zelanda’da avoparsinin yasaklanma-
sindan iki yil sonra broyler diskilarindaki VRE
oraninin % 50’den % 5.8’e diistiigii (31), Tayvan’da,
avoparsinin yasaklanmasindan sonraki 2000-2003
yillar1 arasindaki broyler E. faecalis ve E. faecium
suslarindaki vankomisin direncinin % 13.4’ten
% 3.7 ve % 3’ten % 0’a diistligii tespit edilmistir (27).

Celik (8), tavuk (avoparsin kullanilan isletme)
enterokok suslarinin vankomisin direncinin % 13.6
oraninda oldugunu, Kaya ve ark. (22), tavuk-
larda vankomisin ve teikoplanin direngli enterokok
susu bulunmadigini bildirmistir. Bu ¢alismada da
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broyler vankomisin direnci % 0.4 oraninda belir-
lendi. Ulkemizde ve diger iilkelerde avoparsinin
biiyiitme faktorii olarak kullanimimin yasaklanma-
sindan sonra zamanla enterokoklarda vankomisin
direncinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmektedir.

Danimarka’da 1995-1997 yilina kadar virjina-
misinin broyler ¢iftliklerindeki kullaniminin artmasini
takiben broylerlerdeki virjinamisin direngli E. faecium
oranit 1995 yilinda % 27.3 iken 1997 yilinda % 66.2
oranina ¢ikmistir. 1999 yilinda virjinamisin kulani-
minin yasaklanmasindan sonraki 2000 yilinda
vitjinamisin direng oraninin % 33,9 diizeylerine diis-
tiigii tespit edilmistir (1). Avrupa ilkelerindeki
yasaklamalara ragmen Ingiltere’de 2002-2003 yillar
arasinda yapilan bir ¢caligmada broylerlerde vanko-
misin direngli E. faecium suslarmin kinopristin/
dalfopristine direng orant % 50 olarak saptanmistir
(33). Portekiz’de 2004 yilinda tavuk digkilarindan
toplanan E.faecium izolatlarinda % 33 oraninda
kinopristin/dalfopristin direnci oldugu bildirilmistir
(34). Virjinamisinin kullanildig1 yillarda kinopristin/
dalfopristin direncinin yiiksek oldugu, yasaklama-
lardan birkag¢ yil sonra direng oranlarinin distiigii
goriilmektedir (15).

Bu ¢alismada, broyler E. faecium suslarinin
% 21.6 (21/97) oraninda kinopristin/dalfopristine
direncli, koy tavuklarindan izole edilen E. faecium
suslarmin ise duyarli oldugu goriildii. Broyler
E. faecium suslarinin kinopristin/dalfopristin diren-
cinin diisiik olmasi, iilkemizde virjinamisin kullani-
minin  Avrupa iilkelerinden daha az oranda
olmasina bagli olabilir.

Hersberger ve ark. (16), ABD’de yaptiklar
caligmada virjinamisin kullanilan tavuk ¢iftliklerin-
den izole ettikleri E. faecium suslarinda kinopristin/
dalfopristin direncinin % 85, antibiyotik kullaml-
mayan c¢iftliklerden izole edilen E. faecium susla-
rinda kinopristin/dalfopristin direncinin ise % 38
(6/16) oranlarinda oldugunu tespit etmislerdir.
Antibiyotik kullanilmayan ¢iftliklerde diisiik oran-
larda diren¢ olmasinin nedeninin ¢iftlikte calisan
insanlarin direngli enterokoklarin ¢iftlikten ciftlige
yayilmasinda potansiyel bir rezervuar roli
oynamasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir
(16). Antibiyotik direng¢li enterokoklarin hayvan-
lardan insanlara gectigi, insan ve hayvan enterokok
suslar1 arasinda direng gen transferleri oldugu ve

direngli enterokok suslarinin ¢iftlikte c¢alisan
insanlarda da kolonize oldugu bildirilmistir (46).

Virjinamisinin yem katki maddesi olarak
kullanilmamasina ragmen, hala diren¢ goriilmesi,
broylerlerin kesime gonderildigi rotasyonlar arasinda,
kiimeslerin temizlenmesine ve infeksiyonlardan
arindirilmasina ragmen, direngli bakteri klonlarinin
hala yasamlarim1 devam ettirebilmesi nedeniyle
kiimeslere ard arda gelen broyler siiriileri arasinda
direngli enterokoklarin transfer oldugu seklinde
aciklanmigtir (17).

E. faecalis izolatlarinin kinopristin/dalfopristin
kombinasyonuna yiiksek oranda diren¢ gosterme-
sinin intrinsik direngli olmasindan kaynaklandig
bildirilmistir (41). E. faecalis suslarmin kinopris-
tin/dalfopristine Joseph ve ark. (21) % 97,
Hayes ve ark. (14) % 96, Kizirgil ve Doganay
(23), % 47.4 oraninda direncli oldugunu bildirmis-
lerdir. Bu calismada broyler ve kdy tavuklar
E. faecalis suslarinin kinopristin / dalfopristine
% 904 ve % 53.8 oraninda direngli oldugu
belirlendi. E. faecalis izolatlarmin hemen hemen
hepsinin bu antimikrobiyal kombinasyona direncli
olmasi nedeniyle bu c¢alismada konfirmasyon
amactyla degerlendirmeye alinmustir.

Enterokoklarin yiiksek diizey klindamisin ve
aminoglikozid, glikopeptid, beta laktam, eritromisin,
tetrasiklin, florokinolon ve kloramfenikollere karsi
sonradan kazandig1 antibiyotik direncinin konjuga-
tif ve nonkonjugatif plazmid ve transpozon fiize-
rinde bulunan diren¢ kodlayan genlerden oldugu
bildirilmistir (37). Son ve ark. (42), ¢oklu
antibiyotik diren¢ gdsteren 19 E. faecium susunun
4’iin de tekli plazmid bantlari, 11’inde kiiciik ikili
plazmid bantlar1 bulundugunu ve 4 susta plazmid
bant1 tespit edilmedigi bildirmislerdir. Jackson ve
ark. (20) eritromisin direngli enterokok su-
sunda tekli plazmid bantlari, Kolar ve ark. (25)
vankomisin direngli enterokok susunda farkli
biyiikliikte ikili, ti¢lii ve dortlii plazmid bantlan
oldugu tespit etmislerdir. Bu calismada da elde
edilen verilere gore antibiyotik direncli 50 entero-
kok susunun 22 (% 44)’sinde sekiz farkli biiyiik-
liikkte plazmid belirlendi ve bunlarin 9 plazmid
paternine ayrildiklar1 goriildii. Tekli veya coklu
antibiyotik direngli enterokok izolatlarinda plazmid
goriilmesi, antibiyotik direnci ile plazmidler
arasinda baglant1 oldugunu desteklemektedir.
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Bu ¢alismadaki enterokok susunun % 56’sinda
plazmid saptanamadi. Radu ve ark. (37), tavuk
orijinli kaynaklardan izole edilen enterokok susu-
nun % 45.8’inde plazmid bantlar1 tespit edemedik-
lerini bildirmislerdir. Arastiricilar (37), enterokok
suslarinin yarisindan azinda plazmid bantlarinin
bulunamamasina kargin bu suslarin ¢oklu antibi-
yotik direng oranlarmnin yiiksek oldugunu bildir-
miglerdir. Plazmid iceren ve igermeyen antibiyotik
(vankomisin) direngli enterokok suslarinin, viri-
lens faktorlerini ve antibiyotik direng ozelliklerini
etkili gen transfer mekanizmalar ile aktarabilmesi
nedeniyle bu bakterilerin 6nemli risk tasidiklarini
bildirmislerdir.

Sonug olarak, bu ¢alismada Ankara ve Kirik-
kale illerinde bulunan broylerlerin ¢oklu antibi-
yotik direngli enterokok yoOniinden oOnemli bir
rezervuar oldugu belirlendi. Broylerlerden izole edilen
direnc¢li enterokok suslarinda farkli biiyiikliiklerde
plazmid profilleri oldugu ortaya konuldu. Entero-
kok plazmidlerinin antibiyotik diren¢ genlerini
konjugasyon yoluyla insanlar igin patojen olan
bakterilere transfer etmesi 6nemli bir risk olarak
degerlendirildi. Enterokoklarin sahip olduklar1 anti-
biyotik direncliligini kontamine tavuk gidalar
aracilig1 ile insanlara aktarabilecegi diistiniildii.

Broyler isletmelerinde antibiyotiklere karsi
direncin olugmasi ve bakterilerdeki ¢ogul direngli-
ligin engellenmesi i¢in, lilke genelinde ¢cok mer-
kezli epidemiyolojik ¢aligmalar yapilarak patojen
ve kommensal bakterilerdeki antibiyotik direng
durumunun ve gelisen direncin molekiiler koke-
ninin siirekli takip edilmesi gerekmektedir. Elde
edilen sonuglar Veteriner ve Tip hekimligi ile
paralel olarak degerlendirilmeli ve ulusal antimik-
robiyal kullanim stratejileri gelistirilmelidir.
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OZET

Bu caligma, Aydin ili Kusadasi ilgesi Davutlar beldesi ve Soke ilcesi Agacgh kdyiinde goriilen yogun art dliimlerinin
sebebini ortaya koymak amaciyla yapildi. Olen arilarda yapilan analizlerde karbamat pestisidlerden karbaril bulundu. Dokuz ayri
yetistiriciden alinan numunelerde 44.20 - 277.85 ppb arasinda karbaril tespit edildi. Ortalama karbaril diizeyi 128.90 ppb olarak
hesaplandi. Yapilan analizler sonucunda arilarda belirlenen karbaril diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu ve 6liim olaylarimin karbarilden
ileri gelmis oldugu sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Ar, karbaril, zehirlenme.

SUMMARY

The aim of this study was to find the cause of the bee deaths resulting in Aydin villages. Carbaryl, a carbamate insecticide,
was found at the analysis of dead bees. Carbaryl with a level of 44.20-277.85 ppb was detected at the samples taken from nine
beekeepers. Average carbaryl level was calculated as 128.90 ppb. It was concluded that the levels of carbaryl in bees samples
were extremely high and these results definitely suggested a poisoning caused by carbaryl.

Key words: Bee, carbaryl, poisoning.

GIRIS

Modern tarim tekniklerinin kullanildig: {ilke-
lerde, tarim irinlerinin tretiminde nitel ve nicel
olarak elde edilen basarilar makinalagma, sulama
vs. yaninda, biyiik Olgiide, zirai miicadele ama-
ciyla kullanilan pestisidler ve yapay giibre uygu-
lanmasindan kaynaklanmaktadir (5). Hemen hemen
biitiin diinyada tarim zararlilarindan kaynaklanan
irin kayb1 ¢ok onemli boyutlara ulagmaktadir.
Bitkisel gida iiretimini siirekli olumsuz yoOnde
etkileyen bu durum, diinyanin yiizylize bulundugu

bilmektedir. Bu durum kendisini iiretim artis1 ve
tiriin kalitesinde iyilesme olarak yansitir. Kapali ve
acik alan ilaglamasi ile insan ve hayvanlari rahatsiz
eden ve hastaliklarin tagimmasina aracilik eden
bocek ve diger zararlilarla etkin bir sekilde
miicadele saglanabilir. Bdylece iirlin artig1 ve uzun
stireyle saklanabilmeleri yaninda, insanlari yasam
kalitesi yiikselmis ve zararlilar tarafindan aracilik
edilen hastaliklarin kontrolii ve sondiiriilmesinde
basar1 saglanmaistir (6).

Pestisidler, kullanilma ve hazirlanma segenek-

aclik tehlikesinin daha da biiylimesine neden
olmaktadir (11).

Tarim zararlilarina karsi ilag kullanimi saye-
sinde tarimsal triinlerde zararlar en aza indirile-

lerinin geregi olarak tiimiiyle etkin bir sekilde
dogrudan c¢evreye, su sistemlerine, dogal bitki
ortiistine, kiiltiir bitkilerine, hayvanlarin iizerine ve
barmaklarina uygulanirlar. Kullanilma amaglarinin

! Dr.Veteriner Hekim, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, IZMIR.
2 Veteriner Hekim, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, IZMIR.

* Dr. Biyolog, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, IZMiR.
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bir geregi olmasa da, vahsi yasam da dahil, insan
ve hayvanlar igin, bireysel ve toplu halde, akut,
subakut ve kronik nitelikli zehirlenmeler ile muta-
jenik, karsinojenik ve teratojenik etki tehlikesi
tasirlar. Ayrica genis boyutlu c¢evre ve besin
kirlenmesine yol acabilirler. Pestisidlerin ¢evredeki
kaliciliklart ve kirlilik diizeyleri ile canlilara yan-
styan miktarlar1 ve canlilarin duyarliliklarina gore
cevre ve canlilarin yasaminda yol agabilecekleri
degisiklikler konusunda, eldeki bilgiler 1s18inda
ileriye doniik 6ngoriiler yapilabilmektedir (6).

Pestisidler ile zehirlenme bakimindan hayvan
populasyonlari daha biiyiik bir riskle kars1 karsiya-
dirlar. Ciinkii acik ve kapali ortamlarda yapilan
pestisid uygulamalari, hayvanlart dogrudan etkiler.
Cevrede yem ve su kaynaklarinda ortaya cikan
pestisid kirlilikleri Oncelikle hayvanlara yansir.
Tasima, depolama ve uygulama agamalarinda
hayvan yemleri, agik alanlar, ¢iftlik malzemeleri ve
hayvan barmaklar1 daha ¢ok kirlenirler (11).

Evcil hayvanlarda pestisidler ile zehirlen-
meleri daha da kolaylastiran onemli tiir ayrimlari
da s6z konusudur. Bazi tiirler, farkli pestisid
cesitlerine karst beklenmedik derecede duyarh
olabilir. Kanatli hayvanlar ve bal arilari, sinek ve
sivrisineklerle miicadele i¢in uygulanan organik
fosforlu ve karbamat grubu insektisidlerden ko-
layca etkilenerek kitleler halinde olebilirler. Bu
hayvanlar normal dozlardaki pestisid uygulama-
lariyla bile kolayca zehirlenebilirler (8).

Arn zehirlenmelerinde arilarin kullandigr iki
onemli besin kaynagi rol oynamaktadir. Bunlardan
birincisi bitkiler digeri de sudur. Dolayisiyla bu iki
besin maddesinde bulunan zehirler zehirlenme
nedenini olusturmaktadir. Arilarin bitki 6zlerini
toplamak i¢in kovanlarinin bulundugu yerden uzak
yerlere ugmalari, tarim zararlilarina karsi kulani-
lan pestisidlere maruz kalmalarina neden olabil-
mektedir. Ayrica kasit amaciyla gesitli zehirlerin
ar1 kovanlarinin yanina, arilarin kullandiklar1 su ve
bitkilere birakilmasi zehirlenme nedenlerini olus-
turur (2). Zirai miicadele ilaglarmin cinsi, uygu-
lama yeri ve zamani, dekara uygulanan miktari,
bitkiler tizerindeki kaliciligi, ilaglamanin yapildigi
giinlerdeki meteorolojik kosullar, kullanilan ilaglarin
arilara olan etkisi tizerinde rol oynamaktadir (1).

Ulkemiz ar1 yetistiriciligi agisindan biiyiik bir
potansiyele sahiptir. T.C. Bagbakanlik Tiirkiye

Istatistik Kurumu verilerine gore 2008 yilinda 4
888 961 kovandan 81 364 ton bal iiretimi olmustur
(12). Bal verimi ve bal ihracatinin artmasi i¢in, ar1
hastaliklar1 ile miicadelenin yanisira zehirlenme-
lere de dikkat edilmesi gerekir (2).

Karbamat pestisidler karbamik asit esterleri-
dirler. Genel yapisal formiillerinde bulunan kim-
yasal gruplara gore zirai miicadele ve veteriner
hekimlikte insektisid, herbisid, fungusid ve nema-
tosid amaglarla kullanilirlar (5). Karbamat insekti-
sidler deri, mukozalar, akcigerler ve sindirim kana-
lindan emilerek viicuda girdikten sonra asetilkolin
esterazin etkinligini engelleyerek noro-efektor
yapilarda ve sinapslarda asetilkolin birikimine
bagl olarak zehirlenmeye neden olurlar (6).

Karbaril temas ve mide zehiri olarak etkir.
Sistemik etkisi zayiftir. Memeliler i¢in orta dere-
cede zehirli olan karbaril, arilar ve sucul omurga-
sizlar i¢in ¢ok zehirli, baliklar igin orta diizeyde
zehirlidir. Kopek ve tavuk embriyolart igin terato-
jenik etkisi vardir. Karbarilin arilar igin temas
yoluyla &ldiiriicii doz 50 miktar1  (OD50):
lug/ar’dir (6, 10, 13).

Bu ¢aligmada Aydin ili Kusadasi il¢esi Davutlar
beldesi ve Soke ilgesi Agach kdyiinde karbamat
grubu pestisidlerden karbaril etkin maddeli zirai
miicadele ilacinin sebep oldugu yogun ar1 Sliim-
lerine ilgili bir zehirlenme olgusu bildirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismada materyal olarak Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii uzmanlar1 ve
Aydm ili Tarim 11 Miidiirliigii personeli tarafindan
9 kovan sahibinden alinan 6lii arilar numune olarak
kullanildi. Otuz bes kovan sahibine ait 5076
kovanda ortalama % 63 oraninda hasar tespit
edildi. Calismada 9 kovan sahibinin her birinden
25 gram 0lii ar1 alinarak numune olarak kullanildi.

Numunelerden  pestisidlerin  6ziitlenmesi
asetonitrille gerceklestirildi. Asetonitril 6ziit tuzlu
su ile karstirilarak ortamdan pestisidler sivi-sivi
faz ayrimi yapilarak oOnce n-hekzana, sonra
kloroforma alindi. Kloroform ve n-hekzan karisimi
evaporatorde ucuruldu. Oziit metanol ile ¢oziildii.
Organik klorlu ve organik fosforlu pestisid kalin-

tilari, Gaz Kromatografi Kiitle Spektrometre (GC-
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MS), karbamat grubu pestisid kalintilari, Likit
Kromatografi Sirali Kiitle Spektrometre (LC-
MS/MS) cihazinda standartlarla karsilastirilarak
degerlendirildi.

Numunelerden pestisidlerin 6ziitlenmesi Mills
(7) tarafindan bildirilen yonteme gore yapildi.
Oziitteki pestisid kalintilarmin belirlenmesi gaz
kromatografi kiitle spektrometre cihazi ile Pelosi
ve ark. (9)’na gore, likit kromatografi sirali kiitle
spektrometre cihazi ile ise laboratuvar tarafindan
gelistirilen metoda gore gercgeklestirildi. Sonuglar
ppb olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Arn numuneleri, bakteriyolojik, parazitolojik
ve toksikolojik yonden analiz edildi. Bakteriyolojik
ve parazitolojik muayenelerde herhangi bir etkene
rastlanmadi. Toksikolojik olarak organik klorlu,
organik fosforlu ve karbamat grubu pestisidler
yOniinden analiz edildi. Yapilan analizler sonucunda
9 kovan sahibinden alinan ar 6rneklerinde karbamat
grubu pestisidlerden karbaril bulundu (Tablo 1).

En yiiksek karbaril diizeyi 277.85 ppb ile 9
numarali aricidan alinan ar1 numunelerinde, en
diisiik karbaril diizeyi ise 44.20 ppb ile 4 numarali
aricidan alman ar1 numunelerinde tespit edildi
(Tablo 1).

TARTISMA VE SONUC

Diinyada ilk kitlesel ar1 oliimlerinin 1959
yilinda Washington eyaletinde elma, armut ve
seftalilere piiskiirtme yoluyla sikilan karbarilden

meydana geldigi bildirilmistir. Yakima Vadisi’nde
Agustos 1960’da karbaril tozu nedeniyle daha
biiyiik bir koloni yikimi ger¢eklesmistir. Misir
solucaninin (Heliotlis zea) kontrolii i¢in kullanilan
karbaril tozunun toplayici arilar tarafindan koloni-
lere hizla tagindig1 tespit edilmistir. Bulasik polen
ile beslenen larvalar ve gencg eriskinler dlmiistiir.
Biiyiik zarar goren kolonilerin % 25’i tamamen
Olmiis, % 50’si kraligelerini kaybetmis, % 25’inin
anormal kralice aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
Aricilar, bir sonraki baharda da bulasik misir
poleni tiiketen arilarda azalma ve sonugta GSliim
gozlemlemislerdir (4).

Karbaril, temas ederek veya cicek acan bitki-
lerden ilaci alan arilar i¢in ¢ok zehirli bir madde-
dir. Arilar bircok aga¢ ve meyvenin polenlenmesi
icin gereklidir. Arilarda goriilen zehirlenme olayla-
riin ¢ogu ¢icek agma doneminde tahillara uygu-
lanan pestisidlerden meydana gelir. Pestisid uygu-
layicilart  bal arilarini icin pestisid
miistahzarlari formiil belgelerine uygun kullan-
mali, uzun siire kalint1 tehlikesi olan pestisidler
cicek acan tahillara uygulanmamali, diger hasere
kontrol yontemleri ile uyumlu oldugu siirece arilar
icin daha az zararli olan pestisidler kullanilmali,
uygulama sirasinda sicakliklar alisiilmadik sekilde
diisiik oldugu taktirde pestisidler uygulanmamali
zira bu durumda pestisidlerin kalicilig1 en az iki kat
artmaktadir, arilar i¢in kisa siire kalint1 tehlikesi
olusturan pestisidler arilarin aktif olarak yiyecek
aramadig1 aksamin gec saatleri ile sabahin erken
saatlerinde uygulanmali, arilarin ugus alani igeri-
sindeki su kaynaklar pestisidlerle kirletilmemeli,

korumak

Tablo 1. Numunelerde Tespit Edilen Pestisidler ve Miktarlari.

Materyal Numunenin Ahr?cvhgl Yerlesim Yeri ve Temsil Tespit Edilen Miktar
Ettigi Kovan Sayist Etkin Madde ppb
Ar -1 Davutlar-Kusadasi / 130 Karbaril 100.80
Ari-2 Agacli — Soke / 115 Karbaril 86.75
Arn -3 Agacli — Soke / 200 Karbaril 97.73
An-4 Agacli — Soke / 121 Karbaril 44.20
An-5 Agagli — Soke / 110 Karbaril 99.30
Ari—6 Agacli — Soke / 320 Karbaril 182.88
Arn—7 Agacli — Soke / 250 Karbaril 90.43
Arn -8 Davutlar — Kusadasi / 120 Karbaril 180.12
Arn-9 Agagli — Soke / 155 Karbaril 277.85
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ar1 yetistiricilerine kovanlarini pestisid uygula-
nacak bolgeden tagimalari i¢in en az 48 saat siire
verilmeli, pestisid uygulamasi planlanan bolge-
lerde kovanlar i¢in uyari olsun veya olmasin
dikkatli olunmalidir (3, 10).

Arn yetistiricileri, arilar1 zehirlenmelere karsi
korumak i¢in meyve agaclar1 ve tarlalarin yakin-
larinda sahibinin adi, adresi ve telefon numarasi
olmayan ar1 kolonilerini birakmamalidir. Ayrica
olimlerin % 50-90’1 uygulamadan sonraki ilk 24
saat icerisinde oldugundan, pestisit uygulanan
alanlara uygulamadan en az 48-72 saat sonrasina
kadar kovan birakmamalidir (10).

Aydin ili Kusadasi ilgesi Davutlar beldesi ve
Soke ilgesi Agagli kdylerinden alinan arilarda,
arilar i¢in ¢ok zehirli olan ve yiiksek diizeylerde
karbaril belirlenmesi goriilen yogun ar1 dliimlerinin
anilan maddeden ileri geldigini géstermistir.

KAYNAKLAR

1. Das, Y.K., Kaya, S. (2004) Tiirkiye'de iiretilen
ballarda bazi sentetik piretroid insektisid kalintilarinin
incelenmesi. Etlik Vet. Mikrobiyol. Derg., 15 (1-2):
15-28.

2. Dogan, A., Topcu, B., Bilgili, A. (1999) Ariarda
organik fosforlu insektisid (kaumafos) zehirlenmesi.
Kafkas Univ. Vet. Fak. Derg., 5 (2):125-127.

3. Pirsa (Primary Industries and Resources SA)
Biosecurity-Rural Chemicals and Limestone
Coast ChemCare Committee (2010) Reducing
harm to honey bees from pesticides. FS02/07.
Erisim:http://www.pir.sa.gov.au/__data/assets/pdf f
ile/0006/126294/Bee_Fact _Sheet Feb 2010.pdf.
Erisim tarihi:02.09.2010.

4. Johansen, C.A., Brown, F.C. (1972) Toxicity of
carbaryl-contaminated pollen collected by honey
bees. Environ. Entomol., 1 (3): 385-386.

5. Kaya, S. (1985) Sigir ve koyunlarda bir karbamat
pestisid olan aldikarbin sebep oldugu bir toplu
zehirlenme olayi. Ankara Univ. Vet. Fak. Derg., 32
(3): 423-428.

Yazisma Adresi:

Dr. Yasemin COSKUN

Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii,
Toksikoloji Boliimii.

35010 Bornova / IZMIR

E-mail: yasemincoskun71@gmail.com

10.

1.

12.

13.

. Kaya, S. (1998) Pestisidler. Alimmistir: Kaya, S.,

Piringci, 1., Bilgili, A. (Editorler): Veteriner Hekim-
liginde Toksikoloji. Medisan Yayinevi, Ankara.

. Mills, P.A. (1959) Detection and semiquantitative

estimation of chlorinated organic pesticide residues
in food by paper chromatography. J. Assoc. Offic.
Anal. Chem., 42: 734-740.

. Ontario Ministry of Agriculture Food and Rural

Affairs (2010) Pollination and bee poisoning
prevention. Erigim: http://www.omafra.gov.on.ca/
english/food/inspection/bees/pollination.htm. Erigim
tarihi: 28.06.2010.

. Pelosi, P., Stefanelli, P., Attard Barbini, D.,

Generalli, T., Amendola, G., Girolimetti, S.,
Vanni, F., Di Muccio, A. (2002) Methods for
organochlorine, organophosphorus, pyrethroid and
carbamate pesticide residues in foods of animal
origin. The Italian National Reference Laboratory
(Pesticide Residues Section of the ISS-Istituto
Superiore di Sanita (National Institute of Health)-
Roma.

Riedl, H., Johansen, E., Brever, L., Barbour, J.
(2006) How to reduce bee poisoining from pesticide.
A Pacific Northwest Extension publication. PNW
591. Oregon State University, Corvallis. Erisim:
http://  extension.oregonstate.edu/catalog/pdf/pnw/
pnw591.pdf. Erisim tarihi: 28.06.2010.

Sanh, Y. (1994) Tiirkiye’de pestisid kullanimindan
kaynaklanan ¢evre ve besin kirlenmesi sorunlari.
Tiirkiye’de Veteriner ilaglar1 Uretimi, Pazarlanmasi,
Giivenli  Kullannmi  ve  Kalinti  Sorunlari
Sempozyumu, Ekim 13-14, Ankara, Tiirkiye.

Tiirkiye istatistik Kurumu (2009) Hayvansal
iiretim 2008. T.C. Bagbakanlik Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK). Erisim: http://www.tuik.gow.tr/
tarim/hayvancilik  istatistikleri.  Erisim  tarihi:
22.10.2009.

US EPA (United State Environmental Protection
Agency) (2004)  Carbaryl Ired  (Interim

Reregistration Eligibility Decision) Facts. [Revised
10/22/04]. Office of Pesticide Programs. Erisim:
http://www.epa.gov/oppsrrdl/reregistration/REDs/c
arbaryl ired.pdf. Erigim tarihi: 02.11.2009.



Bornova Vet. Kont. Arast.
Enst. Derg., 32 (46): 51-58, 2010

DERLEME / REVIEW
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BACTERIAL GLYCOPROTEINS
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OZET

Glikozilasyon, sakkaritlerin enzimler araciligryla birbirine baglanarak, proteinlere, lipitlere veya organik molekiillere bagl
glikanlar olusturma siirecidir. Glikozilasyon sonucu olusan glikoproteinler, bir protein ve karbonhidrattan olusan
heteroproteinleri ifade eder. Onceleri glikozilasyon sadece dkaryotlar tarafindan sergilenen bir fenomen olarak diisiiniilmekteydi.
Bunun bagslica sebebi prokaryotlarin kisa yasamlar1 ve dkaryotik glikoprotein biyosentezinde gerekli olan hiicre organellerinin
prokaryotlardaki eksikligi olarak belirtilmekteydi. Giinlimiizde, birgok gozlemden prokaryotik glikoproteinlerin, yiiksek
organizmalarda bulunan glikoproteinler kadar yaygin oldugu anlagilmaktadir. Bu glikanlarin biyolojik rolleri; okaryottakilere
benzer olarak kendisini sentezleyen organizmanin gelisimi, biliyiimesi, fonksiyonlart ve yasamasi i¢in kritik olan genis bir
spektrumu icermektedir. Bu derlemede bakteriyel glikoproteinlerin sentezi, fonksiyonlari ve endiistriyel potansiyelleri ele
almmugtir.

Anahtar kelimeler: Bakteri, biyosentez, glikoprotein, prokaryot.

SUMMARY

Glycosylation is the enzymatic process that links saccharides to produce glycans, attached to proteins, lipids or other
organic molecules. Glycoproteins occur due to glycosylation and they described as heteroproteins that consist of a protein and
carbonhydrate. Previously, glycosylation was thought to be a phenomenon exhibited exclusively by eukaryotes and not
prokaryotes, mainly because of the short life span of prokaryotes and the lack, in prokaryotes, of the cellular organelles shown to
be required in eukaryotic glycoprotein biosynthesis. Today we can assume from different observations that prokaryotic
glycoproteins may well be as common as glycoproteins in higher organisms and the biological roles of glycans like eukaryotes
span the spectrum from those that appear to be relatively subtle, to those that are crucial for the development, growth,
functioning, or survival of the organism that synthesizes them. This review summarizes the synthesis, functional roles and the
industrial potential of bacterial glycoproteins.

Key words: Bacteria, biosynthesis, glycoprotein, prokaryote.

GIRIS monosakkaritlerin protein ya da lipidlere kovalent
bagli oldugu makro molekiilleri ifade eder.
Glikokonjugatlar glikoprotein ve glikolipid olarak
2 gruba ayrilir (13).

Molekiiler biyolojide glikanlarin ve genellikle
diger makro molekiiller ile kovalent kombinasyon-
lar1 olan glikokonjugatlarin  6nemi biiyiiktiir.
Glikokonjugat bir ya da daha fazla monosakkarit Glikoprotein bir protein ve karbonhidrattan
ya da oligosakkarit birimlerinin (Glikon) nonkar- olusan heteroproteinleri ifade eder. On ek gliko- ve
bonhidrat bir gruba (Aglikon) kovalent baglanmas1 ~ son ekler -sakkarit ve -glikan bilesende karbonhidrat
ile olusan bilesiktir. Baska bir deyisle glikokonjugat ~ oldugunu belirtir (Ornegin glikoproteinler, glikolipidler

ve proteoglikanlar). Dogal olarak olusan glikokon-

* Derleme, 1. yazarm ADU Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda hazirladig1 1. Doktora seminerinden
Ozetlenmigtir.

! Uzm.Gida Miihendisi, ADU Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji ABD, Aydin.

2 D¢. Dr. ADU Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD, Aydin.
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jugatlarda, molekiiliin glikan igeren kismi biiyiik-
ligline, mindr veya dominant bilesen olmasina
veya tek olmasia bagl olarak degisiklik gosterir.
Bir¢ok olayda, glikan glikokonjugat kiitlesinin
hemen hemen tamamimi kapsar. Bu nedenle
dogadaki tiim hiicre tiplerinin yiizeyleri yogun bir
sira halinde sekerlerle kaplanmigtir ve bu da
glikokaliks olarak adlandirilan 6zel bir yapiy1
olusturur (2, 18).

Glikanlarin hiicrede ¢ok fazla bulunmasi ve
kompleks yapisindan dolayi, biyolojik rolleri
degiskenlik gosterir. Glikanlarin biyolojik rolleri
organizmanin gelisimi, biiyiimesi, fonksiyonlari ve
yasamast i¢in kritik olan genis bir spektrumu igerir.
Glikanlarin rolleri basit¢e 2 ana sinifa ayrilabilir;

1. Yapisal ve modiilatér fonksiyonlar (glikanin
kendisini ve tutundugu molekiildeki modiilas-
yonlari da igerir) ve

2. Glikanlarin glikan-baglayan proteinler tarafin-
dan spesifik taninmalar (4, 11).

Protein veya peptidlere bagli olarak bulunan
glikokonjugatlar, uzun siire prokaryotlarda olma-
dig1 diisiiniilen ribozomal translasyonel mekanizma
tarafindan Tretilirler. Glikokonjugat sentezini bas-
latan glikoziltransferazlar oligosakkarit, monosak-
karit, polipeptid, lipid, kiigiik organik molekiiller
ve hatta DNA gibi akseptor substratlar kullanirlar.
Genel sdylemle, bu enzimler sirayla etki ederler,
yani bir enzim iiriinii digerinin sonraki eylemi igin
akseptor substrat saglar. En son {irlin monosakka-
ritlerin birbirine baglanarak olusturdugu lineer
ve/veya dalli polimerlerdir (5, 16).

Onceleri glikozilasyon sadece okaryotlar tara-
findan sergilenen bir fenomen olarak diisiiniilii-
yordu. Bunun baglica sebebi prokaryotlarin kisa
yasamlar1 ve Okaryotik glikoprotein biyosentezinde
gerekli olan hiicre organellerinin prokaryotlardaki
eksikligi olarak diisliniilmekteydi. Bu yiizden
prokaryotik glikoproteinlerin biyosentezinin Okar-
yotlardan farkli rota izleyebilecegine dair bir
olasilik bulunmaktadir. Ancak oligosakkarit zincir-
lerin toplanmasi i¢in niikleotid-aktif seker kalinti-
larmin kullanimi ve lipid-bagli ara-iiriinlerin bu-
lunmas1 gibi benzer reaksiyonlar, prokaryotik
glikolizasyon isleminde de gdzlemlenmektedir.

Diger taraftan, niikleotid difosfat-bagl oligosakka-
ritlerin olusumu prokaryotik ve Okaryotik glikoli-
zasyon mekanizmalarinda farklilik gostermektedir
(12, 17).

BAKTERIYEL GLIKOPROTEINLERIN
OLUSUMU, KONUMU VE YAPISI

Okaryotlarda, karbonhidrat ve protein-peptide
katilan 6nemli ve karakteristik kovalent bag(lar) 5
farkli tipte glikozidik bag olusturur; N-glikozidler,
O-glikozidler, fosfor-bagh glikozidler, S-glikozidler
ve C-glikozidler. Bunlardan sadece N- ve O-
glikolizasyon bakteriyel glikoproteinlerde rapor
edilmistir. Eubacteria O- veya N-glikana sahip
olabilir, baskim tip  O-glikozidik  bagdir.
Archeabacteria’de O- veya N-glikana ya da her
ikisine de sahip olabilirken baskin tip N-glikozidik
bagdir (17).

Iki monosakkarit birimi bir glikozidik bag ile
bir araya gelebilirler. Bu tim oligosakkaritlerde
bulunan monosakkarit bloklar arast ana bagdir.
Glikozidik bag, bir monosakkaritin anomerik kar-
bonu ile digerinin hidroksil grubu arasinda olusur.
Kimyasal terimler ile bir hemiasetal grubunun
alkol grubu ile reaksiyona girerek asetal olustur-
masidir. Glikozidik baglar, aslinda metanol yada
etanol gibi basit alkoller, serin (Ser), treonin (Thr),
tirozin (Tyr) gibi hidroksi amino asitler de dahil
herhangi bir hidroksi bilesik ile olusturulabilir.
Gergekte, sekerler ve bu aminoasitler ile proteinler
arasinda olusan glikozidik baglar glikoproteinleri
meydana getirir (2, 16).

N-glikanlar proteinlere asparajin  birikimi
tizerinden N-glikozidik bag ile kovalent olarak
baglanir (Sekil 1). Rapor edilen 5 farkli N-glikan
bagindan en yaygini N-asetilglukozamin-asparajin
(GIcNAcB1-Asn) dir. N-glikanlar glikoproteinlerin
konformasyonu, ¢ozliniirliigii, antijenitesi ve glikan-
baglayici proteinler tarafindan taninmasi gibi pek
cok ozelligini etkiler. N-glikanlar, hiicre biyologlari
tarafindan bir glikoproteini lokalize etmek veya
hiicreye dogru hareketini takip etmek i¢in etiket
olarak kullanilirlar. N-glikan sentezinde meydana
gelen hatalar insanlarda pek ¢ok hastaliga neden
olmaktadir (15).
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Sekil 1. Ug N-glikan(mavi) ve glikozilfosfadillinositol (GPI-glikan, yesil) igeren Thy—1 glikoproteininin sematik gériiniimii

(18).

Figure 1. Schematic representation of the Thy-1 glycoprotein including the three N-glycans (blue) and a glycosylphosphatidylinositol

(GPI-glycan, green) (18).

O-glikozilasyon memeli glikoproteinlerinin
serin ve treonin molekiillerinin ortak kovalent
modifikasyonlaridir. Glikoproteinler genelde musin
olarak adlandirilir. Musinlerde, O-glikanlar N-
asetilgalaktozamin (GalNAc) fonksiyonel grubu
yolu ile serinin veya treoninin —OH yapisimna O-
glikozidik bag ile kovalent olarak a-baglanirlar ve
bu yapilar musin O-glikan veya O-GalNAc
glikanlar olarak adlandirilir. Birgok musin olmayan
O-glikan tipleri de mevcuttur, bunlar a-bagl O-
fukoz, B-baglt O-ksiloz, a-bagli O-mannoz, B-bagh
O-GIcNAc (N-asetilglukozamin), a- veya B-bagh
O-galaktoz ve a- veya B-bagh O-glukoz glikan-
lardir (7, 18).

Glikoprotein yapisinin 6karyot ve prokaryot-
larda ayni olmasi beklenir. Elde edilen verilere
gore ise prokaryotik glikoprotein yapisinin dkar-
yotlardakine gore ¢ok farkli oldugu goriilmektedir.
Yine de bazi benzer karakteristikler bulunur.

Prokaryotik ve okaryotik glikoproteinlerde seker
zincirleri protein yapisina ya Asn kalintisinin amid
nitrojen yolu ile (N-glikozilasyon) ya da Ser veya
Thr (bazen Tyr) nin hidroksil gruplar1 yolu ile (O-
glikozilasyon) baglanirlar. Fakat bazi bakterilerde
ayr1 uzlasma sekanslar1 rapor edilmistir. Ornegin
Chryseobacterium meningosepticum da Asp-Ser ve
Asp-Thr ve Thermoanaerobacter kivui de Val-Thr
sekanslar1 birbirinden farklidir. Prokaryot ve
Okaryotlarda protein birden fazla tip glikan tasisa
veya baz1 glikanlar tamamlanmamis ya da
modifiye halde bulunsa da glikanlar heterojendir

(17).

Rapor edilen biitiin prokaryotik glikoprote-
inler lokalizasyonuna gore 5 ana tipte siniflandiri-
labilir. Bunlar ylizey-tabaka (S-tabaka) glikopro-
teinler (bakteri hiicre duvarinin dig makro mo-
lekiiler monokatmaninda bulunan glikoprotein alt-
birimleri), membran-iligkili glikoproteinler (bakte-
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rilerin dis/i¢ membraninda ve periplazmik boslukta
bulunan glikoproteinler), hiicre-ylizey glikoprote-
inler (pili ya da flagelli ile iliskili alt birimler),
salg1 glikoproteinler, ekzo-enzimler ve hiicresel
glikoproteinler (hiicredeki yeri belirsiz veya
nonspesifik olanlar) olarak belirtilmektedir (17).

BAKTERIYEL GLIKOPROTEINLERIN
FONKSIYONLARI

Glikozilasyonun protein  fonksiyonlarinda
meydana getirdigi etki genellikle Okaryotik
glikoproteinler iizerine yapilan ¢aligmalardan elde
edilmistir. Okaryotik glikoproteinlerde fonksiyonel
glikan grubunun 6nemli iglevleri:

e protein bi¢im ve stabilitesini muhafaza etme;

e yiizey ya da hiicre i¢i taninma ve hiicre
adhezyonu;

e coziiniirlik, viskozite, yilizey elektrigi

fizikokimyasal 6zelliklerin modiilasyonu;

gibi

¢ biyolojik aktivitenin saglanmasi,

e hiicre i¢i ayirim;

Hiicre-Aracih
Yamit

Humoral ‘\

o glikoproteinin disa agilmasi, embriyonik gelisim
ve farklilagsma olarak belirtilebilir.

Glikanlarin biyolojik rolleri 6nemsiz aktivite-
lerden organizmanin gelisimi, fonksiyonlar1 ve
yasami i¢in zorunlu olan aktivitelere kadar genis
bir spektrumu kapsar. Glikanlar farkli dokularda
veya gelisimin farkli evrelerinde degisik roller
tistlenebilirler. Terminal diziler, ender glikanlar ve
modifikasyonlarin spesifik biyolojik rollere ara-
cilik etmeleri daha olasidir. Ancak, terminal dizi-
ler, ender glikanlar ve modifikasyonlar mikroorga-
nizmalar ve =zararli ajanlar arasinda evrimsel
etkilesimleri de yansitabilir. Sonugta, spesifik bir
glikanin fonksiyonunu veya organizma igin
onemini 6nceden belirlemek ¢ok zordur (17, 18).

Prokaryotlarda glikozilasyonun &nemi ve
fonksiyonel rolii, eksik glikan mutantlar1 ve dogal-
tip tirlerin karsilagtirilmasi; deneysel kosullarin
rekabetci sekerler var ve yok iken karsilastirilmasi;
kiiltiir besiyerine besinlerinlerin konulmasi veya
cikarilmasi ve rekombinant DNA teknolojisi ile
analiz edilebilir (Sekil 2) (17).
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Sekil 2. Bakteriyel glikoproteinlerin fonksiyonel rolleri (17).

Figure 2. Functional roles of bacterial glycoproteins (17).
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Bakteri hiicre yiizeyinde bulunan glikopro-
teinler, bakteri ve Okaryotik hiicre arasindaki
hiicre-hiicre etkilesime karigabilirler. Enzimler iize-
rindeki glikanlarin substratla etkilesimde yardimci
olabilecegi diisiiniilebilir. Fakat meningokokal
pili’den glikanin uzaklastirilmasi, endotelyal ya da
epitelyum hiicrelerden adhezyonu etkilememek-
tedir (6).

Pek ¢ok calisma glikolize proteinlerin konakg1
organizma immiinojenite ve patojenitesinde anah-
tar rol oynadigini dogrulamistir (Tablo 1). Gli-
koproteinlerin virulans agisindan ilgilenildiginde
en dikkate deger patojenler, bakteri cinsindendir
(Treponema, Campylobacter, Streptecoccus, Neisseria
vs). Campylobacter fetus gibi organizmalar
antifagositik bilesenler {irettikleri igin bakteriye
virulans kazandirirlar, digerleri patojenezi adhez-
yonu ve devaminda invazyon gosterirler. Membran
izerine yada hiicre ylizey yapilarina (pilus/flagella)
lokalize olan glikoproteinler, genellikle bu adheziv
fonksiyonlara katilirlar ve sonug olarak konake¢1 ve
bakteri arasinda yakin temas saglarlar. Ayni
konakei-iligkili adhezyon ETEC E.coli TibA
glikoproteininde de gozlemlenmistir. Bacillus
thuringiensis  subsp. israelensis’in
glikoprotein toksini kovelent-baglh amino seker
icerir, bunlar larval sivrisinek bagirsagindaki lektin
reseptorleri ile taninirlar ve sonugta entomotoksik
aktivitesini gosterirler (17).

larvisidal

BiYOSENTEZI

Glikanlarin biyosentezi Oncelikle monosak-
karit gruplarini lineer ve dallanmis glikan zincirleri
haline toplayan glikoziltransferaz tarafindan belir-
lenir. Dogada bulunan glikan yapilarinin kompleks
siralanmasindan da anlasilacag1 {izere, glikozil
transferazlar (GT’lar) ¢ok fazla sayida enzim
icerirler. Ayrica glikanlar1 sentez ve metabolize
etmek i¢in glikozid hidrolazlar (GH’lar; glikozidaz
olarak ta adlandirilirlar), niikkleotid seker tasiyicilar
ve diger bazi enzimler gereklidir. Bu aktiviteleri
kodlamak i¢in genomda birgok gene ihtiyac
duyulmaktadir. Birincil gen iirlinleri olan protein
dizilerinden farkli olarak, glikan zincirleri
genomda direkt kodlanmamuslardir ve ikincil gen
iiriinleridir. Insan genlerinin ¢ok azinin glikan
zincirlerinin biyosentezi ve toplanmasini saglayan
enzimlerden veya tasiyicilardan sorumlu oldugu

bilinmektedir. Dogadaki proteinlerde gdzlemlen-
digi gibi, glikanlarin hidroksil gruplan siilfat,
fosfat veya asetik esterle modifiye edilerek ek
yapisal ¢esitlilikler saglanabilir. Glikan sentezin-
den oOnce monosakkaritler dondr olarak kulani-
larak niikleotid sekerlere veya lipid-baglh sekerlere
aktive edilirler. Lipid-bagh seker dondrleri membran-
dan gecebilirken, niikleotid sekerlerin ER-Golgi
lumenden transfer olmalar1 gerekmektedir. Glikan
veya glikokonjugatin her baglanma birimi ayr bir
veya birkag glikoziltransferaz tarafindan bir araya
getirilmektedir. Bir¢ok glikoziltransferaz akseptor-
lerinin altinda bulunan glikani tanimakla beraber
bazilar1 lipid veya protein spesifik olabilirler (1, 3,
18).

Glikozil transferazlar hiicre-ylizeyine lokalize
olurlar, biiyiliyen oligosakkarit zincirinde; O- ve N-
oligosakkarit sentezini katalize ederler. Bunu seker
kalintisini, aktive edilmis donor substrattan (bunlar
ayrica UDP-Gal, UDP-GalNAc, UDP-GIcNAc vs.
gibi niikleotid seker tiirevleri, dolicofosforil glukoz
gibi lipid-bagli  sekerler olabilir) akseptor
substratin hidroksil grubuna dogru transfer ederek
gerceklestirirler. Bu enzimler transfer ettigi seker
tipine bagli olarak sialyl transferaz, galaktosil
transferaz, fukozil transferaz gibi birgcok ailede
siniflandirilabilir. Bir bag-bir enzim hipotezine
gore, biyosentetik iglemler her glikozidik bag igin
farkli bir enzim igerir (9).

BAKTERIYEL GLIKOPROTEINLERIN
ENDUSTRIYEL POTANSIYELLERI

Bakteriyel glikoproteinler igerisinde S-tabaka
glikoproteinleri 6nemli bir yer kaplar. Bir¢ok S-
tabaka glikoprotein, hiicreyi destekleyen zarf kat-
manlarinda, iki boyutlu kristal dizilerini birlestirme
ozelligine sahiptir ve buda glikan pargalarinin
bakteri hiicrelerini tam anlamiyla sarmasini saglar.
Bu durum Gram-negatif bakterilerin lipopolisakka-
ritler tarafindan polisakkarit tabaka ile kaplan-
masina benzetilebilir. Aminoasit yan zincirlerinin
S-tabaka orgli fonksiyonel gruplariin periyodik
yapist, tanimli ve diizenli olarak tekrarlanan
pozisyon ve oryantasyonlarda dizilmektedir. Bu
nedenle bunlardan, enzimlerin immobilizasyonunda
matriks, antikor veya ligand ve kovalent bagh
makromolekiil olarak faydalinabilir. Ek olarak,
biyoanalitik mono ve multi-enzim sensorleri,
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S-tabakasi hedef
molekiilleri yakalamak ve baglamak i¢in ¢ok yonlii
bir sistem olarak da kullanilabilir. S-tabaka alt

enzim ve afinite membran, immunoassay ¢ubuklar kapli lipozomlar ¢esitli
ve afinite mikroparcalar gibi potansiyel uygula-
malar i¢in de kullanilabilirler (14, 17).

birimleri (glikoproteinlerde dahil) lipozom yiize-

Tablo 1. Patojeniteden sorumlu bakteriyel glikoproteinler (17).

Table 1. Bacterial glycoproteins responsible for pathogenicity (17).

Organizma Kategori Glikoprotein Konum Mekanizma Klinik sendromlar
ETECE. coli Entero Tib A OMPa) TibA konakg1 ve bakteri Ishal
toksijenik (Adhesin Invasin) arasindaki etkilesime aracilikeder
ve bdylece konakgiy1
istila eder.
Campylobacter  Enterotoksik Flagella Diger adhesinlere benzer Campylobacterioziz
Jejuni (Adhesin) Akut kolit; Guillan-
Barre sendromu
Campylobacter Entero Antijen [ a ] OMP Hiicreler bu antijene Septisemi, spontane
fetus patojenik makrofajlara kars: direng dogum diger
kazanmak i¢in sahiptirler sistemik
enfeksiyonlar
Treponema Patojenik  Protein Antijenleri OMP Glikoproteinler konake1 hiicre Frengi
pallidum adezyonuna aracilik ederler
Neisseria Patojenik Gonokokal pili Pili Pilinin terminal galaktoz ucu Bel soguklugu
gonorrhoea konakgi hiicreye yapismaya pelvik inflamatuar
aracilik eder hastalik (PID)
Proktitis Artritis
Neisseria Patojenik Pilin Pili Diger adhesinlere benzer Menenjit; Menengo
meningitidis koksemi,
Waterhouse
Friedrichson
sendrom
Borrelia Patojenik OspA OspB OMP Omurgali ve omurgasiz Lyme hastalig1
burgdorferi konakgilarda hiicre yiizeyine
yapisma
Pseudomonas Patojenik Pilin Pili Diger adhesinlere benzer Sistit;
aeruginosa bronsit,zatiirre
Endokardit. keratit
Clostridium Patojenik HMW gliko S-tabaka Yapisma ve kolonizasyon Akut kolit; Anti
difficile protein subunit saglayabilir ve ya immun biyotik bagl ishal
sistemden kagarak virulansa
katk1 saglarlar
Streptococcus Patojenik M-Protein Hiicre-duvari Kolonizasyon ve fagositoza Purpureal ates
pyogenes direng; Antijenik degigimin Skarlet ates
onemli nedeni Farenjit,Erisipel
Streptococcus Oral patojen Protein Membran Glikoprotein konaker iliskili Dis ¢iirtimeleri
salivarius antijen-C adhezyon fonksiyonlarma aracilik
eder
Corynebacteriu Pitotoksik Pitotoksin Salgi enzimi  Tohum ve kokleri enfekte eder ve  Patateste ¢liriime
m sepedonicum ikincil ¢lirimeye neden olan
mikroorganizmalara izin verir
Bacillus Entomosidal ~ Parasporal kristal Hiicresel Glikoproteinin amino sekerleri ~ Larvisidal aktivite
thuringisensi protoksin lokalizasyon sivrisinek bagirsak inda lektin
subsp.- reseptorlere baglanir Konakgiy1
israelensis enfekte eder

OMP: Dis membran proteinleri
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yinde kristalize olurken lipozoma sadece mekanik
diren¢ kazandirmaz ayrica molekiillerin ¢apraz-
baglama ve kovalent tutunmasi i¢in miikemmel
uclar saglarlar. Bu lipozomlar ilag-tasiyici ve/veya
teslimi, ilag-hedefleme sistemi olarakta kullanila-
bilirler. Dahasi, S-tabaka orgii iyi tanmimlanmis
eleme ve boya ayirma karakteristikleri olan izopor
ultrafiltrasyon membran olusumunda kullanilabilir.
Patojenik mikroorganizmalarda yiizey ve diger
glikoproteinler 6nemli virulans faktorleridir. Bu
glikoproteinler as1 gelisiminde hedef olarak
kullanmak i¢in iyi olasiliklardir. Ek olarak, S-
tabaka glikoprotein iirlinleri intrinsik adjuvant
ozellik gosterdiklerinden as1 tasiyict olarak ta
kullanilabilirler. Enzimatik aktiviteye sahip bir¢ok
bakteriyel glikoproteinler dogal termostabiliteleri
ve proteolitik degrasyona direnglerinden dolay1
endiistriyel oneme sahip olabilirler (17).

SONUC

Son 20 yil iginde, protein glikozilasyonunun
Okaryotik organizmalar ile sinirli oldugu goriisi
biliyllk oranda degismistir. Giliniimiizde birgok
gdzlemden prokaryotik glikokonjugatlarin, yiiksek
organizmalar veya bitkilerde bulunan glikopro-
teinler kadar yaygin oldugu anlasilmaktadir.
Ornegin neredeyse tiim Archeabacterial S-tabaka-
lar1 glikolize proteinler igermektedir. Ayrica
glikoproteinler tiim prokaryotik organizma grupla-
rinda bulunmustur. Yapilar1 okaryottakilere gore
¢ok farklidir. Yinelenen birimlerin yapilarinda bir
tiirlin yakin suslar1 dahi olsa énemli degisiklikler
bulunmaktadir. Bakteriyel proteinlerin glikan
kisimlarinin biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda ¢ok
fazla bilgi bulunmamaktadir. Genellikle glikanlarin
oOkaryotik glikokonjugatlarin fonksiyonlarma benzer
ozellikler gosterdigi diisiiniilmektedir. Archea S-
tabaka glikoproteinler kisa goriintimlidiirler, N-
bagl glikanlar, molekiil yapisindan yoksundurlar,
karbonhidrat grubunu peptidoglikan kisim ile
baglarlar. FEubakteri’de uzun zincirli glikanlar
protein zincirine O- veya N-bagli olabilir, baskin
tip O-glikozidik bagdir, Archea’da ise genelde
baskin tip N-glikozidik bagdir ve bunlarda protein
yapisina N-, O- veya her ikisiyle birden bagla-
nabilir. S-tabaka glikanlar bireysel alt birimlerin-
deki farkli polimerizasyon derecelerinden dolay1

zincir uzunlugunda biiyiikk degisiklikler gosterir
(10, 18).

Su ana kadar ¢ok az prokaryotik glikoprotein
karakterize edilebilmistir ve bu glikokonjugatlarin
yapilari, biyosentezi, molekiiler biyolojisi ve
fonksiyonlar1 hakkinda oOnemli pek ¢ok soru
cevaplanamamistir. Molekiiler biyolojileri  ve
muhtemel endiistriyel kullanim alanlar1 ydniinden
yeni aragtirmalar gerekmektedir (17, 18).
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