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Sanhurfa Balhikhgol bahiklarindan Aeromonas hydrophila izolasyonu ve
antibiyotik duyarhhklarinin saptanmasi

0. Yasar TEL!, Giilsahen IRGARE?, Murat KARAHAN?, Oktay KESKIiN'

! Harran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yenisehir, Sanlurfa; 2 Harran Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi 6grencisi Yenisehir, Sanliurfa; 3 Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Elazig

Ozet: Bu calismada, iizerinde deri lezyonu bulunan Balikligsl baliklarda Aeromonas hydrophila tespiti yapilip, antibiyotik du-
yarlihiklar1 arastirildi. Calisma kapsaminda tesadiifi olarak secilen 20 adet balik incelendi. Incelenen baliklardan alman svaplarm ya-
pilan laboratuvar muayenesi sonucunda iireyen kolonilerden Aeromonas hydrophila izole edildi. izole edilen etkenlerin yapilan
antibiyogrami sonucunda, genel olarak sefoperazon/sulbaktam, sefuroksim ve kanamisin/sefaleksine duyarli bulunurken, kloksasilin,
ampisilin, streptomisin, amoksisilin/kalvulanik asit, danofloksasin, ampisilin/sulbaktam, amikain, eritromisin ve oksitetrasikline di-
rengli oldugu saptandi.

Anahtar sozciikler: Aeromonas hydrophila, balik, antibiyotik direnglilik

Aeromonas hydrophila isolation from Balikhigol fishes, Sanliurfa and determination of their
antibiotic susceptibility
Summary: The objectives of this study were to identificate the etiological agent of fishes with skin lesion and determinate
antibiotic susceptiblity. For this purpose, twenty fishes were randomly selected. In the laboratory examination; Aeromonas
hydrophila was isolated from the swab samples. According to antibiogram resuts; the agents were generally susceptible to
cephoperazone/sulbactam, cefuroxime and kanamycine/cephalexine and resistant to cloxacillin, ampicilline, streptomycin,
amoxicillin/clavulanic acid, danofloxacine, ampicilline/sulbaktam, amicain, eritromycine and oxytetracycline.

Key words: Aeromonas hydrophila, fish, antibiotic resistance.

Giris

Aeromonas hydrophila, Vibrionaceae familya-
sina ait, fakiiltatif anaerobik Gram negatif, comak
seklinde, 6zellikle su ortamlarinda bulunan bir bak-
teridir. A.hydrophila'nin genel o&zellikleri; polar
flagellali ve hareketli olmasi, glikozu fermentatif ve
oksidatif olarak metabolize edebilmesi, oksidaz ve
katalaz pozitif olmasi ve amilaz, proteaz, fosfolipaz
ve DNase gibi ekzoenzimleri iiretebilmesidir (1).
Aeromonas cinsi sicaklik gereksinimine ve hareket-
lilik ozelliklerine goére A.hydrophila grubu (A.
hydrophila, A.caviae ve A.sobria) ve A.salmonicida
(A.salmonicida ve alt tiirleri) grubu olarak ikiye ay-
rilmaktadir. Buna goére A.hydrophila gurubu hare-
ketli olup 37°C 'da geligebilirken; A.salmonicida
grubu hareketsiz olup 37°C 'da gelisememektedir.
Bu nedenle A.hydrophila grubu genellikle "hareket-
li" veya "mezofilik" Aeromonas 'lar olarak da ad-
landirilmaktadir (9,22).

Hareketli Aeromonas 'lar, tath ve tuzlu su kay-
naklarinda, kanalizasyon sularinda ve ¢evrede yay-
gin olarak bulunan, suda yasayan canlilar ve balik-

Gelis Tarihi/Received: 03.12.2007

larda hastalik olusturan firsatg1 bakterilerdir (4, 5,
17). Etken, baliklarda, olumsuz ¢evre kosullarinda
hastaliga neden olmaktadir (15,17). A.hydrophila,
baliklarda deri lezyonlari, iilserasyonlar, hemorajiler
ve doku yikimlariyla beraber, karaciger ve bobrek
nekrozlar ile karakterize hemorajik septisemi hasta-
ligina neden olur (12,16). A.hydrophila, insanlarda
ise, gastroenteritis, septisemi, pndmoni ve menenjit
gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir (14,20). Ozel-
likle su veya toprak ile direkt temasin s6z konusu
oldugu yaralanmalarda, saglikli bireylerde enfeksi-
yon sadece yaralanmig bdlge ile sinirhi kalirken; ba-
gisiklik sistemi zayif veya hasta bireylerde septise-
mi seklinde goriilmekte, hatta bazen Sliime bile ne-
den olabilmektedir (3,13).

Bu calismada Sanliurfa’nin simgesi
Balikligél’de bulunan ve deri lezyonlar1 saptanan
baliklardan etken tespitinin yapilmasi ve bu etkenle-
re yonelik uygun antibiyotiklerin arastirilmasi
amaglandu.

Kabul Tarihi/Accepted: 10.01.2008
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Materyal ve Metot

Bu ¢alismada tesadiifi olarak segilen, toplam 20
adet sazan balig1 (Cyprinus carpio) incelendi. Deri-
de toplu igne bas1 seklinde yaygin hemoraji alanlari
goriilen baliklar kepge yardimi ile yakalandiktan
sonra, lezyonlarin bulundugu yerlerden svaplar ali-
narak soguk zincirde en kisa siirede laboratuvara
ulastirildi.

Laboratuara getirilen svaplarn Triptic Soy
Agar (TSA,), Kanl1 Agar (KA) ve McConkey Agara
(MCA) ekimleri yapildi. iki seri halinde ekimi yapi-
lan petriler 37°C ve 21°C’de 48-72 saat siireyle
inkubasyona birakildi. Ayrica mikotik infeksiyonlar
icin Sabouraud Dekstroz Agara (SDA) ekimleri
gerceklestirildi.  Mikotik  infeksiyonlar  igin
besiyerleri 25°C’lik etiivde 2 hafta siireyle inkube
edildi.

Inkubasyon sonucunda saf iireyen siipheli ko-
loniler, morfolojik ve biyokimyasal &zellikleri
gb6zoniine alinarak identifikasyonlar1 gerceklestiril-
di. Saf kiiltlirlerin Gram reaksiyonu, hareketlilik gi-
bi oOzeliklerinin yaninda, kolonilerin goriiniimii,
pigmentasyonu, sekli biiyiikliigii gibi kiiltiirel 6zel-
likleri ve ayrica oksidaz, katalaz, glikoz, O/F testi
ve McConkey ‘de lireme gibi biyokimyasal 6zellik-
leri tespit edildi (11). Ayrica izole edilen A.
hydrophila suslarinin  antbiyotik  duyarliliklari,
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle belirlendi

7).

Sonu¢

Kiiltiir sonucunda alinan tiim svaplardan gerek
37°C’de gerekse 21°C’de etken iiremesi gorildii.
Saf olarak {iireyen siipheli kolonilerin biyokimyasal
ve morfolojik ozellikleri dikkate alinarak yapilan
degerlendirmede etkenin A.hydrophila oldugu belir-
lendi. Bakteriyoskopide Gram negatif, tek ya da
ciftler halinde, comak bakteriler goriildii. Hareket
muayenesinde etkenlerin hareketli oldugu saptandi.
Etken TSA’da beyaz-krem renginde yuvarlak kolo-
niler olustururken, kanli agarda diiz grimsi
hemolitik koloniler olusturdu. Kolonilerin biyokim-
yasal testleri Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’den yararlanilarak yapildi (11) (Tablo
1). Mikolojik muayene sonucunda herhangi bir pa-
tojen mantar saptanmadi.

Izole edilen A.hydrophila suslarinin tamami
(%100) sefoperazon/sulbaktam, Sefuroksim ve
kanamisin/sefaleksin’e  duyarli bulundu. Tiim

suslarin ise kloksasilin, ampisilin, streptomisin,
amoksisilin/klavulanik asit, danofloksasin,
ampisilin/sulbaktam, amikain, eritromisin ve
oksitetrasikline direngli oldugu saptandi.

Tablo 1. A. hydrophila’nin biyokimyasal dzellikleri
Table 1. A. hydrophila’s biochemical characteristics.

Test Sonug | Bergey’s Manual
Gram boyama -) “-)
Morfoloji Comak Comak
Hareket + +
Kanl1 agarda hemoliz + +
Mc Conkey agarda lireme + +
Ure - -
Indol + +
Oksidaz + +
Katalaz + +
Metil Red + +
Voges-Proskauer + +
Sitrat testi + d
H,S + +
Oksidasyon/fermantasyon F F
Gaz olusumu + +
Jelatin hidrolizi + +
Glukoz + +
Inositol - -
Mannitol + +
Arabinoz + +
Mannoz + d
Raffinoz - -
Sorbitol d
Sukroz +
Maltoz +
Tartisma

Son yillarda A.hydrophila {izerinde yogunlasan
ilgiyle beraber bu organizmanin potansiyel kaynak-
lar1 da aragtirilmaya baglanmigtir. Bu organizmanin
tatl sulardan, deniz sularindan, klorlanmis ve klor-
lanmamis igme sularindan, ¢esitli deniz kabuklula-
rindan, baliklardan, etlerden, sebzelerden, ¢ig siit ve
siit tiriinlerinden, gaitadan ve ¢esitli hastalardan izo-
le edilebildigine dair raporlar mevcuttur (8).
A.hydrophila, baliklarin deri lezyon ve iilserlerinden
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siklikla izole edilmektedir (2,16). Etken, genellikle
sekonder olarak infeksiyonlara neden olan fakiiltatif
firsat¢1 bir patojendir. Kotii beslenme, oksijen yeter-
sizligi gibi konakg¢1 direncini azaltan faktorlerin bu-
lunmasi durumunda etken infeksiyonlara neden ol-
maktadir (16). Balikligdl alan olarak incelendiginde
goldeki baliklarin diizensiz beslendigi, g6l suyunda
kirlilik oldugu, birim alanda ¢ok sayida balik bu-
lundugu, bu nedenle stres ve oksijen yetersizligi se-
killendigi ve bunun da hastaliga predispoziyon ya-
rattig1 saptandi.

Yapilan ¢alismada deri lezyonu saptanan balik-
lardan izole edilen bakterilerin A.hydrophila oldugu
saptandi. Filipinler’de yapilan bir ¢alismada da,
nekrotik iilser ve lezyon goriilen baliklardan A.
hydrophila izole edildigi bildirilmistir (2). Son ve
ark.(21), yaptiklar1 bir ¢alismada deri lezyonu bulu-
nan baliklardan A.hydrophila izole edildigini be-
lirtmislerdir. Ayrica, yapilan pek cok ¢alismada
A.hydrophila’nin lokal ve sistemik hastaliklara ne-
den oldugu bildirilmistir (10,16,19).

Bu ¢alismada izole edilen A.hydrophila suslart
genel olarak, sefoperazon/sulbaktam, sefuroksim ve
kanamisin/sefaleksin’e duyarl bulundu.
Kloksasilin, ampisilin, streptomisin, amoksisilin/
kalvulanik asit, danofloksasin, ampisilin/sulbaktam,
amikain, eritromisin ve oksitetrasiklin’e direngli ol-
dugu saptandi. Malezya’da yapilan bir galigmada
izole edilen A.hydrophila suslarinin 10 antibiyotige
duyarliliklar1 incelenmistir. Izole edilen etkenlerin,
kloramfenikol, eritromisin, kanamisin, nalidiksik
asit, streptomycin, sulfametaksazol-trimetoprim ve
tetrasikline direngli oldugu saptanmistir (21). Ma-
lezya’da yapilan baska bir c¢aligmada pek c¢ok
izolatin streptomisin, ampisilin ve eritromisine di-
ren¢li oldugu bulunmus, ancak biitiin izolatlarin
seftazidime duyarli oldugu saptanmistir (18). Hatha
ve ark. (10), yaptiklar ¢aligmada tath su baliklarin-
dan izole ettikleri biitin A.hydrophila suslarinin
ampisiline, suslarin  biiyllk  boliimiiniin  ise
amoksisilin, polymiksin-B ve novobiosine direngli
oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular c¢aligmada
elde edilen antibiyotik duyarlilik sonuglart ile ben-
zerlik gostermekte olup, yapilan farkli ¢alismalarda,
A.hydrophila’nin pek ¢ok antibiyotige kars1 direngli
oldugu belirlenmistir (6, 7, 18).

Sonug olarak, Sanlurfa’nin turistik simgesi

olan Balikg6l’de bulunan baliklarda siirekli olarak
gozlemlenen deri lezyonlarinin A.hydrophila tara-

findan olusturuldugu saptandi ve uygun antibiyotik
tedavisi Onerildi.
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Kopek genclik hastaligi virusunun prevalansi ve seroepidemiyolojisi

Elvin CALISKAN', ibrahim BURGU?

! Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii, 06020 Etlik/Ankara; 2 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dal1,06110 Diskap1/ Ankara

Ozet: Calismada, Kopek Genglik Hastaligi 6n tanisi olan 157 adet hayvandan alinan nazal, konjunktival ve rektal siiriintii, gai-
ta, 10kosit ve organ numuneleri K&pek Genglik Hastalig1 virus niikleik asit varlig1 yoniinden Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile test edildi. Testler sonucunda 51 hayvanda Kopek Genglik Hastalig1 virusu tespit edildi. Bu hayvanlara ait farkli kli-
nik ornekler pozitiflik yoniinden degerlendirildi. Ayrica pozitiflik tespit edilen 47 olguya ait kan serum ornekleri IgM ve 1gG varligi
yoniinden incelendi. Degerlendirmeler sonucunda klinik drneklerde en yiiksek pozitiflik oraninin nazal siiriintii 6rneklerinde oldugu
saptand1. Serolojik degerlendirmeler sonucunda hayvanlarin genelinin akut enfeksiyon déneminde oldugu belirlendi. Asilandig1 bildi-
rilen 21 olguda ise enfeksiyonun gelistigi tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Kopek Genglik Hastali1, Reverz Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR),IgM, IgG, ELISA

Canine Distemper Virus Prevalence and Seroepidemiology
Summary: Nasal, conjunktival and rectal swabs, feces, leucocyte and organ samples were obtained from 157 animals clinically
suspected Canine Distemper infected. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction were performed for the detection of viral
nucleic acid. According to the test 51 cases were found positive. The positivity rates among different clinical samples were
exemined. Besides, existence of IgM and IgG in sera samples from CDV positive 47 cases were evaluated. It was found that, among
clinical samples collected form CDV positive cases nasal swabs had higher viral nucleic acid detection rates than other specimens.
Results obtained by ELISA IgM showed that most cases are at the acute phase. Twenty-one cases, known to be vaccinated, were

found positive.

Key Words: Canine Distmper, Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, IgM, IgG, ELISA

Giris

Canine Distemper (CD) veya Kopek Genglik
Hastalig1 olarak da bilinen enfeksiyon bir ¢ok evcil
ve vahsi karnivor tiirlinde yaygin olarak goriilen
onemli viral enfeksiyonlar arasinda yer alir
(Mochizuki ve ark., 1999). Enfeksiyon diinya ¢a-
pinda olduk¢a yaygindir ve 6zellikle immiinolojik
olarak zayif popiilasyonlarda yiiksek bulasma ve
Olim oranina sahiptir. 16.ylizildan itibaren varligi
bilinen bu hastaligin etkeninin bir virus oldugu, ilk
olarak 1906 yilinda Carré tarafindan tespit edilmis-
tir (Appel ve Summers, 1999). Képek Genglik Has-
talig1 Virusu (CDV), Paramyxoviridae ailesi iginde
bulunan Morbillivirus genusuna dahildir ve bu
genusun diger iiyeleri ile oldukca yakin genetik ve
dolayisiyla antijenik iliskiye sahiptir (Mochizuki ve
ark., 1999; von Messling ve ark., 2001). CDV’ nin
genetik materyali segmentsiz, tek zincirli, lineer ve
negatif polariteli bir RNA molekiiliidiir. Viral ge-
nom uzunlugu 15.690 baz ciftidir (bp) (Sidhu ve
ark., 1993b). Viral genomda toplam 6 gen bolgesi
bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla, Niikleokapsid Pro-

Doktora tezinden 6zetlenmistir.
Gelis Tarihi/Received: 14.01.2008

teini (N), Fosfoprotein (P), Matriks Proteini (M),
Fiizyon Proteini (F), Hemagliitinin Proteini (H) ve
Polimeraz Proteini (L) gen boélgeleridir (Abraham
ve Banerjee, 1976; Sidhu ve ark., 1993b; Whelan ve
ark., 2004). H proteini CDV’nin iki yiizey protei-
ninde biridir ve virusun hiicresel reseptorlere tu-
tunmasini saglar. Bununla birlikte H proteini viral
tropizmin ve sitopatojenitenin baslica belirleyicisi
olarak ifade edilmektedir (Haas ve ark.,1997; von
Messling ve ark., 2001).

CDV’ nin hedefi tiim viicutta bulunan lenfoid
doku ve mukdz membran hiicreleridir. Viral
affiniteye bagl olarak solunum, sindirim ve merke-
zi sinir sistemi enfeksiyonlar1 ile birlikte bazi du-
rumlarda deri dokiintiileri ve hiperkeratozun da es-
lik ettigi akut, subakut ya da kronik bir enfeksiyon
tablosu gelisir (Appel ve Summers, 1995;
Mochizuki ve ark., 1999). CD’ nin erken klinik tes-
hisi zordur ¢linkii enfeksiyonun baglica semptomlari
olan burun akintisi ve ishal diger solunum ve sindi-
rim enfeksiyonlarinda da goriilmektedir. Hastaligin
teshisi ancak ilerleyen donemlerde ortaya gikan

Kabul Tarihi/Accepted: 24.01.2008
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kordinasyon bozuklugu, myoklonus ve
konviilziyonlar ile karakterize sinir sistemi bulgula-
rina dayanilarak yapilmaktadir. Enfekte hayvanlar-
da uygun tedavi seceneklerinin saptanmasi agisin-
dan erken teshisin bilylik énemi vardir (Cho ve
Park, 2005).

Bu ¢aligmada, farkli klinik orneklerde CDV
niikleik asit varliginin aragtirilmasi ve CD pozitif
oldugu belirlenen olgulara ait kan serum ornekle-
rinde IgM ve IgG yoniinden serolojik bir degerlen-
dirmenin yapilmasi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metot
Orneklenen hayvanlar

Calismada oOrneklenen hayvanlar, 2004-2006
yillar1 arasinda, Ankara Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi Klinikleri ve Patoloji Anabilim Dali, &zel
veteriner klinikleri ve hayvan barmaklarindan temin
edildi. Orneklemede yiiksek ates, solunum, sindirim
ve/veya sinir sistemi enfeksiyonlarina ait bulgular
gosteren ya da enfeksiyon riski olan hayvanlar ile
birlikte barmdirilan hayvanlar kullanildi. Bu dogrul-
tuda CDV enfeksiyonu 6n tanisi konulan gesitli yas
grubu ve wrktan 157 adet farkli hayvandan alinan
ornekler reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksi-
yonuna (RT-PZR) tabi tutuldu.

Serum ornekleri

Serolojik testlerde kullanilmak amactyla, Anka-
ra Universitesi Veteriner Fakiiltesi Klinikleri, 6zel
veteriner klinikleri ve hayvan barinaklarindan sag-
lanan ve CDV pozitifligi saptanan 47 olguya ait kan
serum 6rnegi kullanildi.

Nazal ve konjunktival siiriintii
orneklerinin hazirlanmasi

Nazal ve konjunktival siiriintii 6rnekleri, igeri-
sinde Fosfat Tamponlu Tuz soliisyonu (PBS) bulu-
nan, rayon (seliiloz fiber) kapl ticari swap ¢ubuklar
(Cultiplast-LP, Italya) kullanilarak toplandu.
Laboratuvarda swap tiipleri karigtirici (vorteks) ile
karistirildiktan sonra tiip igerisindeki sivi steril tiip-
lere alindi, +4°C’ de 3000 rpm’ de, 20 dakika sant-
rifiij edildi. Santrifiij sonunda, niikleik asit varligini
aragtirmak i¢in 400pl 6rnek 1.5 ml’lik tiipe aktaril-
di.

Gaita orneklerinin hazirlanmasi

Gaita 6rnekleri, PBS ile 1/10 oraninda siispanse
edildi, +4°C de, 3000 rpm’de, 20 dakika santrifiij

edildikten sonra siipernatant steril bir stok tiipiine
alindi. Gaita Orneklerinin elde edilemedigi durum-
larda ise rektal stiriintii 6rnekleri kullanildi. Rektal
siiriintii  6rneklerinin  hazirlanmasinda nazal ve
konjunktival siiriintli 6rneklerinde bildirilen yontem
kullanildi. Niikleik asit varligmi arastirmak igin,
400ul 6rnek 1.5 ml’lik bir tiipe aktarildi.

Lokosit 6rneklerinin hazirlanmasi

EDTA iceren antikoagulanh tiiplere
(Vacutainer, Almanya) alinan kan ornekleri 2000
rpm’ de 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Ayrilan
I6kosit tabakasi icerisinde 1ml PBS bulunan steril
bir tiipe aktarild1 ve 2000 rpm’ de 10 dakika siire ile
tekrar santrifiij edilerek 16kosit yikama iglemine tabi
tutuldu. Bu iglem 3 defa tekrarlandi. Son yikamada
elde edilen Iokosit tabakast 1ml PBS igeren steril
stok tiiptine aktarildi. Niikleik asit varligini arastir-
mak i¢in, 400 ul 6rnek 1.5ml’lik bir tiipe aktarildi.

Organ orneklerinin hazirlanmasi

Organ orneklerinden alinan yaklasik 1gr doku
-20°C de bir kere dondurulup ¢déziildiikten sonra
homojenizator yardimiyla (Braun, Almanya) par¢a-
land1. Elde edilen homojenizat, +4°C de, 3000 rpm’
de, 20 dakika santrifiij edildi. Organ homojenizatlar
steril stok tiiplerine aktarildi. Niikleik asit varligim
aragtirmak i¢in, 400ul 6renk 1.5ml’lik bir tiipe akta-
rildi.

Serum orneklerinin hazirlanmasi

Silikonlu tiiplere (Greiner, Almanya) alinan
kan 6rnekleri pihtilasmayi takiben 3000 rpm’ de 10
dakika siire ile santriflij edildi. Santrifiij ile ayrilan
kan serumu, steril tiiplere aktarildi. Test agamasina
kadar -20°C de saklandi.

RNA ekstraksiyonu

RNA  ekstraksiyonunda Chomczynski ve
Sacchi (1987) tarafindan tanimlanan Asit Guanidin
tiyosiyanat-Fenol ekstraksiyon metodu kullanildi.
Bu amagla 400pul klinik 6rnek ve 400ul soliisyon D
(4.2M Guanidin tiyosiyonat, 0.75M Sodyum Sitrat
dihidrat, 0.33M N-Lauril sarcosin ve 360ul 2-
merkaptoetanol) karisimi 1.5 ml’lik tlip igerisinde
bir araya getirildi ve karistirildi. Karisimin iizerine
300ul asit fenol (pH 4), kloroform-izoamilalkol
[Ch/IsoA (49:1)] ve 100ul 3M sodyum asetat (pH
5.2) ilave edildi ve homojen bir karigim elde edilene
kadar 15 saniye siire ile karistirildi. Tiipler masaiistii
santrifiiide, oda 1sinda, 12000 rpm de 10 dakika
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santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan 3 fazin en
iist fazindan 700 pl yeni bir tiipe aktarildi ve iizerine
esit hacimde -20°C’ye sogutulmus 2-izopropanol
ilave edildi ve kanstirildi.  Niikleik  asit
presipitasyonu i¢in karisim en az 1 saat siire ile -80
°C de bekletildi. Siire sonunda donmus olan kari-
simlar oda 1sinda eritildikten sonra, 14000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Coken RNA pelleti, %70’
lik etanol ile yikandi ve 37°C lik etiivde kurutuldu.
Kurutulan pelletler 20 pl deiyonize su (18
Mohm/cm) (Applichem, Almanya) ile ¢oziildii.

Reverz transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR)

Ekstraksiyon sonunda elde edilen RNA,
komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in kalip ola-
rak kullanildi. Bu amagla RT-PZR, Ozkul ve ark.
(2004) tarafindan tanimlanan yontem ile sirasiyla
10ul ve 50ul’ lik hacimlerde gergeklestirildi. iki
asamada yapilan cDNA sentezi, iki farkli karisim-
dan olusan ve birbirini takip eden iki reaksiyon so-
nucu gerceklestirildi. ilk basamakta, 3ul RNA,
0.5pul hekzamer primer ve 3.5ul deoiyonize su bile-
senlerinden olusan karisim I hazirland1 ve termal
cevirici cihazda (Biometra, Almanya) ikincil RNA
yapilariin agilmasi i¢in, 70°C de 5 dakikalik 1s1
dongiisii uygulandi. Cihazdan alinan tiipler buz akii-
lerinde sogutuldu. Bunu takiben 0,5u1 MMLV
reverz transkriptaz (RT), 2ul 5X RT buffer ve 1pl
dNTP bilesenlerinden olusan karisim II hazirlandi.
Sogutulmus karisim I’ in {izerine karisim II’ den
3.5ul eklendi ve 25°C de 5 dakika, 37°C de 1 saat
ve 70°C de 5 dakika basamaklarindan olusan 1s1
dongiileri sonunda tek iplikli cDNA sentezi gercek-
lestirildi. Takiben DNA’nin standart PZR yoluyla
cogaltilmas1 asamasina gecildi. H proteini gen bol-
gesinin kismi amplifikasyonu amaciyla elde edilen
cDNA, FF1-HR2 primer cifti ile PZR’ye tabi tutul-
du. Arastirmada kullanilan primer dizinleri ve ilgili
genler iizerindeki yerlesimleri Cizelgel’ de sunul-
mustur.

DNA amplifikasyonu i¢in tanimlanan 50 pl lik
PZR karisimi 3ul ¢cDNA, 0,5ul Taq DNA
polimeraz, Sul 10X Taq buffer, 4ul MgCl, (25mM),
0,8ul NPT (10mM), 0,8ul primer ve 35,1ul
deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Termal ¢evirici
cihazinda bulunan karigim tiiplerine 94°C de 4 da-
kikalik denatiirasyon basamagini takiben 56°C de
45 saniye, 72°C de 2 dakika ve 94°C de 30 saniye-
lik 35 dongiiden olusan ¢ogaltma basamagi ve 50°C

de 1 dakika, 72°C de 10 dakikalik son uzama basa-
magindan olusan 1s1 dongiileri uygulandi. Reaksi-
yon sonunda agaroz jelde DNA iirlinlerinin gogii
saglandi ve olusan bantlar UV transilliminator
(Vilber Lourmat, Fransa) ve jel dokiimantasyon sis-
temi (Kodak, Gel Logic 100, ABD) yardim ile go-
rlntiilendi.

Cizelge 1: PZR’ de kullanilan primer dizinleri, yerlesim-
leri ve elde edilen iiriin biiyiikliikleri.

Primer | .. . ., s Bolge{Uriin Biiyiik-
Kodu |00 (5" —=3) (nt) [iigii (bp)
CDV
FF1 TCGAAATCCTATGTGAGATCACT 6897

1301
CDV
HR2 GTTCTTCTTGTTTCTCAGAGG 3198

RT-PZR ile pozitif oldugu saptanan 8 olguda
her iki antikorun da varligina rastlanamadi ve bu ol-
gularin 7’ sinin CD sonucunda &ldiigii belirlendi.
S6z konusu grup igerisinde bulunan hayvanlarin agi-
lanmadig1 belirtildi. Olgularin 15’ inin ise her iki
antikor varlig1 yoniinden pozitif oldugu saptandi an-
cak, sonuglar 6liim oranlan diizeyinde iliskilendiri-
lemedi.

Anamnez kayitlarindan, 47 olgudan 21’inin
CD’ ye kars1 asilanmis oldugu belirlendi. Bu olgu-
lardan 19 unda IgM ve 12 sinde IgG varlig1 tespit
edilemedi. Bu grup igerisinden 12 olgunun CD so-
nucunda 6ldigi belirlendi. 5 olguda (Olgu 8, 24,
31, 34 ve 39) her iki antikorun varligina ragmen
hastaligin 6liim ile sonuglandigi belirlendi. 4 olguda
ise hayvanlarin son durumlarina ait bilgi saglana-
madi.

Cizelge 2: Olgulara ait IgM ve IgG ELISA sonuglari.

Olgu No IgM IgG Dsgll\JIM
Olgu 1 - + 0
Olgu 2* + ] O
Olgu 3 + - 0
Olgu 4* + - Y
Olgu 5* + + B
Olgu 6 - - 0
Olgu 7* + - 0




Elvin Caligkan, Ibrahim Burgu

Olgu 8*

Olgu 9

Olgu 11*

Olgu 12*

Olgul3*

Olgu 14*

Olgu 15

Olgu 16*

Olgu 17*

Olgu 18

Olgu 19

Olgu 20

Olgu 21*

Olgu 22*

Olgu 23*

Olgu 24*

+ |+ |+

Olgu 25

Olgu 26

Olgu 27*

Olgu 28*

Olgu 29*

o+ [+ |+

Olgu 30

Olgu 31*

Olgu 32

Olgu 34*

Olgu 35

Olgu 36

Olgu 37

Olgu 38

Olgu 39*

Olgu 42

Olgu 44

Olgu 45

el B B B o T A o

Olgu 46

IR |ITB|IO|O|O || O <O OO OO K| KOO OO OO O || H OO K| K| KBS

Olgu 47

+

+

Y

*: Asilanmis oldugu beyan edilen olgular. Y: Yasiyor

O: Enfeksiyona bagh 6liim

B: Bilinmiyor

Tartisma

Calismada, fakli klinik 06rneklerde CDV
niikleik asiti varlig1 yoniinden yapilan degerlendir-
meler sonucunda, 45 olguya ait nazal siiriintii 6rne-
ginden 37 adedinde (%82,2), 42 adet konjunktival
stiriintii 0rneginden 26 adedinde (%61,9) ve 37 adet
16kosit oOrneginden 13 adedinde (%35,1) viral
niikleik asit varligi tespit edilmistir. Karsilagtirma
sonunda en yiiksek pozitiflik oraninin nazal siiriintii
orneklerinde bulundugu belirlenmistir.  Nazal
siirlintli  Orneklerinde saptanan yiiksek pozitiflik
oranlart ile olgularin genelinde teshis edilen solu-
num sistemi enfeksiyon bulgularinin birbiri ile para-
lel olduklar goriilmiistiir.

Kim ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, de-
neysel olarak CDV ile enfekte kopeklerde, hastali-
gin erken tanisinda RT-PZR ydntemi ile nazal ve
konjunktival stiriintii, 16kosit ve idrar 6rneklerinde
viral niikleik asit varligmi degerlendirmisler ve
konjunktival siiriintii 6rneklerinde viral niikleik
asitin enfeksiyondan sonraki 1-14. giinler, nazal
stirintii 6rneklerinde de bu siirenin 3-14. giinler ara-
sinda degisen oranlarda tespit edilebildigini bildir-
mislerdir. Lan ve ark. (2005) yine deneysel olarak
enfekte kopeklere ait nazal siiriintii 6rneklerinden
RT-PZR yontemi ile enfeksiyonu takiben 28. giine
kadar viral niikleik asit varliginin tayin edilebilece-
gini ortaya koymustur. Kim ve ark. (2006) virusun,
diger dokulara oranla, kandan daha hizli elimine
edilmesinden dolay1 16kosit orneklerinde viral
niikleik asit tayinin diger klinik orneklere oranla
daha zor ve riskli girisimleri gerektirdigi i¢in de da-
ha az pratik oldugunu vurgulamslardir.

Humoral immiin yanit hastaliktan korumada ve
iyilesme siirecinde oldukea etkilidir. (Ho ve Babiuk,
1979). Bu sebepten CDV’ ye karst gelisen antikor
diizeyleri ve tiirliniin tespiti, hayvanin immiinite du-
rumunun ve/veya asi etkinliginin belirlenmesinde
bliyiikk 6neme sahiptir (Mochizuki ve ark., 2002).
Calismada elde edilen ELISA sonuclarina ait deger-
lendirmede, akut enfeksiyon varligimi gosteren IgM
antikoru, olgularin %64’ {in de tespit edilmistir. [gG
varliginin ise %41 lik bir oranda kaldig: belirlen-
migtir. I[gM ELISA sonuglarina dayanilarak, olgula-
rin genelinin enfeksiyonun erken doneminde bulun-
dugu anlasilmaktadir. IgM varlig1 saptanan 30 ol-
gudan, 17 sinin akut enfeksiyon dénemini atlatama-
diklar1 ve enfeksiyon sonucunda 6ldiigii belirlen-
mistir. Sekiz olguda ise her iki antikorun da varligi-
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na rastlanamamis ve bu olgularin 7 sinin CD sonu-
cunda 6ldigi saptanmistir. Asilanmis oldugu bildi-
rilen 21 olgudan 8 olguda ise IgG varlig1 tespit edi-
lememistir. Bu olgulardan elde edilen sonuglar, asi-
lama ile yeterli bir bagisik yanita ulasilamadigim
gostermektedir.

von Messling ve ark., (1999) yaptiklan c¢alig-
mada, IgM pozitif ancak IgG negatif olgulara ait 16-
kosit orneklerinde saptanan viral niikleik asittin
s0zkonusu hayvanlarin viremi déneminde oldugu-
nun bir gostergesi olabilecegini bildirmislerdir. Bu
caligmada, 6 olguya (olgu 2,3,4,7,28 ve 44) ait so-
nuglarin von Messling ve ark., (1999) sonuglar ile
paralel oldugu ve bu olgularin kisa siiren viremi do-
nemlerinde Orneklenmis olabilecegini diistindiir-
mektedir. Bu sonuglarin hastaligin erken teshisi agi-
sindan da 6nem tasidigi bilinmektedir (Lan ve ark.,
2005; Amude ve ark., 2006).

Gilintimiizde CD’nin tek uygulanabilir ve etkili
kontrol yontemi as1 ile immiinizasyondur. Hastalik,
1950’ lerde kullanilan inaktif asilar ve takip eden 10
yillik siire¢ igerisinde gelistirilen ve gliniimiizde de
kullanilmaya devam edilen modifiye canli asilar ile
kontrol altinda tutulmaya ¢alisilmaktadir (Chappuis,
1995). Calisma dahilinde asilanmis hayvanlarda da
CD enfeksiyonunun gelistigi belirlenmistir. Bu se-
bepten dolayi, CD’ ye karsi asilanmig hayvanlarda
da enfeksiyon geligebildigi i¢in, agilanmis hayvanla-
rin koruyucu bagisik diizeyi ifade edip etmediginin
sorgulanmalidir. Ayrica, as1 uygulamasinda asilama
takvimine uyulmasi ve asilama takvimi olusturulur-
ken maternal antikorlarin varliginin dikkate alinma-
s1 gerekmektedir.
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Koyun kan serumlari ve fetuslarimin bakteriyel atik etkenleri yoniinden
incelenmesi

Ugur KUCUKAYAN!, Asiye DAKMAN', Ufuk ULKER', Kaan MUSTAK'

! Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii-Ankara

Ozet: Bu calismada 2003—2007 yillari arasinda enstitiimiize gonderilen 8053 adet atik yapmuis koyuna ait kan serumu serolojik,
463 adet fetus ise bakteriyolojik olarak, koyunlarda yavru atimina neden olan hastaliklar yoniinden incelenmistir.

Koyun kan serumlarindan 2635’ inden 395’inde (%14.99) Brucellosis’e 1746’sinin 130’unda (%7.44) Campylobacteriosis’e,
1296’sinin 3’iinde (%0.23) Salmonellosis’e, ve 2376’simin 43’linde (%1.81) ise Chlamydiosis’e karsi antikor saptanmigtir. 463
fotiisiin 139’unda  (%30.02) Brucella spp., 6’sinda (%01.29) Campylobacter spp. izolasyonu yapilmistir. Izole edilen 6
Campylobacter spp.” nin tiimii Campylobacter fetus subsp. fetus olarak tespit edilmistir.

Elde edilen sonugclarin s6z konusu yillar igerisindeki dagilimlari, 1993—1997 yillar arasinda yine bolimiimiizde gergeklestirilen
retrospektif caligma sonuglariyla karsilastirilarak koyun atik etkenlerinin son durumlari hakkinda bilgi edinilmistir.

Anahtar Sozciikler: koyun, abortus, kan serumu, seroloji, fetus, bakteriyoloji

Investigation of sheep sera and foetuses for the identification of abortifacient bacterial agents

Summary: In this study, 8053 sheep blood sera were tested serologically and 463 foetuses were examined bacteriologically
between the years 2003 and 2007 for the agents causing abortion.

395 (14.99%) of 2635 sheep sera were founded antibody against to Brucellosis, 130 (7.44%) of 1746 to Campylobacteriosis, 3
(0.23%) of 1296 to Salmonellosis and 43 (1.81%) of 2376 to Chlamydiosis. Brucella spp. were isolated in 139 (30.02%) foetuses,
Campylobacter spp. were isolated from 6 (1.29%) of 463 foetuses. All isolated Campylobacter spp. were identified as a

Campylobacter fetus subsp.fetus.

The distributions of the results in the years were compared with the retrospective study which was performed between 1993-
1997 for gathering the latest information about the agents which cause abortion.

Key words: Sheep, abortus, blood sera, serology, fetus, bacteriology,

Giris

Ulkemiz, 2004 yili istatistiksel verilerine gore
25 milyon basin iizerinde koyun populasyonuna sa-
hiptir. Koyun yetistiriciligi, yurt ekonomisine 60 bin
ton lizerinde et iiretimi ile katki saglasa da halen is-
tenilen diizeye gelememistir (DIE, 2004). Bunun
baslica nedenleri arasinda koyun irklarinin 1slah
edilmemis olmasi, halkimizin sosyo-ekonomik du-
rumu, koyun hastaliklar1 ve hastaliklardan korunma
hakkindaki bilgilerin iireticiye yeterince verilmemis
olmas1 sayilabilir. Koyun yetistiriciligini olumsuz
yonde etkileyen infeksiydz karakterdeki yavru at-
malar diger hastaliklar igerisinde ekonomik agidan
onemli bir yer tutmaktadir. Yapilacak retrospektif
nitelikteki ¢aligmalar, bu hastaliklarin {ilkemizdeki
seyrinin anlagilmasinda ve alinacak koruyucu oOn-
lemlerin nitelik ve niceliginin belirlenmesinde yar-
dimci olacagi anlagilmistir.

Gelis Tarihi/Received: 16.01.2008

Koyunlarda yavru atmalara sebep olan etkenle-
rin ¢ogu bakteriyel orijinlidir. Bunun yaninda viral,
paraziter, mantar ve diger faktdrlere bagli olarak da
yavru  atmalar  goriilmektedir. ~ Brucellosis,
Campylobacteriosis, Salmonellosis ve Chlamydiosis
koyunlarda en cok tespit edilen atik etkenlerinden-
dir (Karaman ve Kiigiikayan, 2000).

Koyunlarda Brucellosis, testis, meme, uterus
gibi genital organlara yerleserek aborta ve
infertiliteye neden olan bulasici bir hastaliktir. Yav-
ru atmalar sonucu biiylik ekonomik kayiplara yol
acar. Koyun ve kegilerde enfeksiyona neden olan
Brucella etkenleri B.melitensis ve B.abortus,
Brucella suis ve Koglarda Brucella ovis dir.
Brucella tiirleri, Gram negatif, hareketsiz,
mikroaerofilik mikroorganizmalardir. Atik materya-
li, siit ve siit Uriinleri ile insanlara bulasarak
zoonotik enfeksiyonlara neden olur. Yurdumuzda

Kabul Tarihi/Accepted: 24.01.2008
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B.melitensis en yaygin tiir olup halen bu hastalikla
miicadele kampanyasi siirdiiriilmektedir (Arda ve
ark., 1992; Karaman ve Kiiciikayan, 2000).

Campylobacteriosis, sigir ve koyunlarda yavru
attmi ve infertilite ile karakterize, bulasict ve
zoonotik bir diger enfeksiyondur. Koyunlarda hasta-
liga C.fetus (C.fetus subsp. veneralis ve C.fetus
subsp. fetus), C.jejuni ve C.coli neden olmaktadir.
Etken Gram negatif, hareketli ve mikroaerofiliktir.
Hastalik ilk ¢iktiginda siirtide %60-70 oraninda atik
vakasi goriiliir. Atiklar gebeligi takiben 4-5’inci ay-
larda goriilmektedir (Arda ve ark., 1992; Karaman
ve Kiigiikayan, 2000).

Chlamydiosis, koyunlarda placentitis, abortus,
poliartritis ve konjuktivitis’lere sebep olan bulasici
zoonotik bir hastaliktir. Koyunlarda enzootik
abortuslara neden olan etken Chlamydiophila
abortus’'tur. Etken Gram negatif, hareketsiz olup
cogalmasi i¢in canli ortamlara (kobay, doku kiiltiirii
ve embriyolu tavuk yumurtasi) gereksinim duyar
(Karaman ve Kiigiikayan, 2000).

Salmonellosis, sigir ve koyunlarda metritis ve
yavru atmalarla karakterize bulasici bakteriyel,
zoonotik bir hastaliktir. koyunlarda Salmonella
abortus ovis hastaligin primer etkenidir. Etken ¢o-
mak seklinde, sporsuz, kapsiilsiiz, Gram negatif ha-
reketli ve aerobik bir bakteridir. Hastaligin teshisi
mikrobiyolojik ve serolojik olarak yapilmaktadir
(Arda ve ark., 1992; Karaman ve Kiigiikayan 2000).

Bu atik etkenleri igerisinde Brucella, 6zellikle
Akdeniz, Ortadogu, Orta Asya, Arap korfez tilkeleri
ve bazi Orta Amerika iilkeleri basta olmak iizere
diinyada en yaygin olan zoonotik etkendir
(Anon,2007). Diger iilkelerde oldugu gibi iilkemiz-
de de ozellikle Brucella eradikasyon programlari
yiriitilmektedir. Bu eradikasyon programlarinin
basarisinin izlenebilmesi ve hastalikla ilgili giincel
durumun anlagilabilmesi i¢in retrospektif ve tarama
caligmalarmin yapilmasi gerekmektedir.

Ornegin Konya bdlgesinde yapilan bir galigma-
da 303 aborte koyun fetusundan % 4.1 B.melitensis,
%7.5 C. fetus, % 3.6 Sabortus ovis izole edildigi
bildirilmistir. Ayn1 aragtirmada 1022 koyun kan se-
rumunun %22.2°s1 Brucellosis, %12.7’s1
Campylobacteriosis, %4.7’si Chlamydiosis yoniin-
den pozitif bulunmustur (Kenar ve ark.,1990).

Yapilan bu ¢aligmada elde edilen verilerin de
karsilagtirilacagi, boliimiimiiz tarafindan yapilan ve

1993-1997 yillarin1 kapsayan bir retrospektif ¢alis-
mada ise 297 koyun fetusunun mikrobiyolojik mua-
yenesi sonucu 100 adet (%33.7) Brucella spp., 2
adet (%0.7) Salmonella spp. ve 4 adet (%]1.3)
Campylobacter spp. izolasyonu yapilmistir. Ayni
calismada atik yapmis koyunlara ait 12199 adet se-
rum serolojik olarak incelenmis ve 1909 (%15.6)
adedi Brucellosis yoniinden pozitif bulunmustur.
Campylobacteriosis yoniinden test edilen 4017 se-
rumdan 264’1 (%6.6), Chlamydiosis yoniinden test
edilen 4890 serumdan 88’1 (%1.8) ve Salmonellosis
yoniinden test edilen 6877 serumdan 117 (%1.7)’si
ise yine ayni ¢alismada pozitif bulunmustur (Kara-
man ve Kii¢iikayan, 2000).

Bu ¢alismada ise 2003-2007 yillar1 arasinda
degisik illerden enstitiimiize gonderilen koyun kan
serumlarinin serolojik yonden ve aborte fotiislerin
bakteriyolojik yonden incelenerek infeksiy6z
abortlarin yillara goére dagilimmin degerlendirilmesi
ve ¢ikan sonuglarin daha 6nce boliimiimiiz tarafin-
dan yapilmis olan, 1993-1997 yillarim1 kapsayan
retrospektif ¢alisma ile karsilagtirilarak iilkemizdeki
bu infeksiyonlara bagl abortlarin yillar igerisindeki
seyrinin incelenmesi amaglanmstir.

Materyal ve Metot

Bu caligmada 2003-2007 yillar1 arasinda bolii-
miimiize gonderilen atik yapmis koyunlara ait 8053
adet kan serumu c¢esitli serolojik testler ile
Brucellosis, Campylobacteriosis, Salmonellosis ve
Chlamydiosis yoniinden, 463 adet aborte fetus ise
Brucellosis, Campylobacteriosis ve Salmonellosis
yoniinden bakteriyolojik olarak incelendi.

Elde edilen verilerin yil icerisindeki degisimle-
rinin ve Brucella spp. izolasyon oranlarinin aylara
gore degisiminin istatistiki agidan Onemleri ile
1993-1997 yillan arasinda yapilan diger ¢alismadan
elde edilen verilerle bu ¢alismadaki verilerin karsi-
lastirilmas istatistiksel olarak Kikare testi ile deger-
lendirildi (Rosner, 2006).

Bakteriyolojik Muayeneler

Bakteriyoskopi; atik fetuslara ait mide igerigi
ve kotiledonlardan hazirlanan preparatlar Gram ve
Stamp boyama ydntemleriyle boyanarak 1sik mik-
roskobunda incelendi.

Kiiltiir; atik fetuslarin mide igerigi, dalak, ka-
raciger ve kotiledonlarindan bakteriyel etkenlerin
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izolasyonlar1 igin ¢esitli selektif ve spesifik besi
yerlerine ekimler yapildi.

Brucella tiirlerinin izolasyonlar1 i¢in atik fetusa
ait mide icerigi, dalak ve karacigerden Serum-
Dekstroz agara ekim yapilarak besiyerleri, %10
CO, etiivde ve normal aerobik ortamda 37°C’de 4-7
giin inkubasyona birakildi (Alton ve Ark.,1988;
Nielsen ve Duncan, 1986).

Campylobacter  tiirlerinin  izolasyon ve
identifikasyonu igin Skirrow selektif besi yerine ve
%7 defibrine koyun kanli agara ekim yapilarak besi
yerlerinin bir kismi, %10 CO, etiive, bir kism1 da
icinde Gas-pack (Oxoid) bulunan anaerobik jara
konularak 37°C’de 3-5 giin inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonucu iireyen koloniler Gram boyama
ile boyandi. Gram negatif, virgiil veya S sekilli
olanlara hareket muayenesi yapilarak hareketli olan-
lara Identifikasyon testleri yapildi. Identifikasyon
icin oksidaz ve katalaz testi, H,S olusumu, hippurat
hidroliz testi, 25°C ve 42°C’de iireme, Nalidiksik
Asit ve Cephalothin Duyarlilik testleri yapildi
(Anon, 2000; Cowan, 1981)

Salmonella tiirlerinin izolasyon ve
identifikasyonu i¢inse atik fetusa ait mide igerigi ve
karacigerinden MacConkey agar ve %S5-7 koyun
kanli agara ekim yapilarak 37°C’de 3-5 giin
inkubasyona birakildi (Karaman ve Kiigiikayan,
2000; Muz ve ark.,1999).

Serolojik Muayeneler

Brucellosis: Brucellosis’in serolojik teshisinde
Rose Bengal Plate Test, serum aglutinasyon testi,
komplement fikzasyon testleri uygulandi. Bunun
icin, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Ensti-
tisiinden  saglanan lam  aglutinasyon, tiip
aglutinasyon ve komplement fikzasyon test antijen-
leri  kullanildi.  Aglutinasyon testinde  1:20
dilusyonda (++)’lik, Komplement fikzasyon testin-
de 1:10 dilusyonda (++)’lik deger pozitif olarak de-
gerlendirildi (Anon,1990).

Campylobacteriosis: Laboratuar stok (C.fetus
subsp. fetus) susundan diyaliz yontemi ile
Campylobacter antijeni  hazirlandi.  Serumlar
komplement fikzasyon test metoduyla islendi. 1:4
dilusyonda (++)’lik sonug pozitif olarak degerlendi-
rildi (Ullman, 1981).

Salmonellosis: Pasteur Enstitiisiinden saglanan
Salmonella abortus ovis susundan hazirlanan anti-
jen, tiip aglutinasyon testi i¢in kullanildi. Serum

1/200 dilusyonunda (++)’lik reaksiyon pozitif ola-
rak kabul edildi (Aksoycan,1974; Arda ve
ark.,1992).

Chlamydiosis: Serion firmasi tarafindan getiri-
len Chlamydia psittaci antijeni komplement
fikzasyon testlerinde kullanildi. 1:32 dilusyonda
(++)’lik  sonug¢ pozitif olarak degerlendirildi
(Treharne ve ark., 1983).

Bulgular
Mikrobiyolojik Muayene Sonug¢lari

463 adet koyun fetusunun mikrobiyolojik yon-
den incelenmesi sonucu 139’unda Brucella spp.,
6’sinda Campylobacter spp. izole edildi. izole edi-
len Campylobacterlerin hepsinin de yapilan
identifikasyonu sonucu Campylobacter fetus subsp.
fetus oldugu tespit edildi. izole edilen Brucella
suslarindan goénderilen 61’inin Pendik Veteriner
Kontrol ve Arastirma enstitiisinde yapilan
biyotiplendirilmeleri sonucunda 57’sinde Brucella
melitensis Biyotip 3, 3’linde Brucella melitensis
Biyotip 1 ve 1’inde Brucella melitensis Biyotip 3
Rev-1 susu olarak saptanmigtir. Bu donemde
Salmonella spp. izole edilemedi. Elde edilen verile-
rin 2003-2007 yillar1 arasindaki dagilimlar1 Tablo
2’de, 1993—-1997 yillar arasindaki dagilimlar1 Tablo
1’de gosterilmistir. Istatistiki acidan her iki calis-
madaki biitin yillara ait toplam Brucella spp. ve
Campylobacter spp. izolasyon sonuglar1 karsilasti-
rildiginda aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur
(p>0.05). Ancak 2006 yilindan itibaren Brucella
Spp. izolasyonundaki azalma istatistiki agidan
onemli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 1: 1993-1997 yillar1 arasinda aborte fetuslardan
izole edilen bakteri tirleri dagilimi (Karaman ve
Kii¢iikayan, 2000)

Brucella | Campylobacter | Salmonella
Y1l |Fetus| SPP- SPp- SPp-

+ | % + % + %

1993 | 51 | 25 149,001 - - - -

1994 | 65 | 13 120,00 - - - -

1995 | 70 | 29 |41,40| - - - -

1996 | 63 | 24 |38,10| 4 6,35 | 2| 3.17

1997 | 48 | 9 |18,75| - - - -

Toplam| 297 [100(33,70| 4 1,30. | 2 | 0.70
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Tablo 2: 2003-2007 yillar1 arasinda aborte fetuslardan
izole edilen bakteri tiirlerinin dagilimi

Vil Fetus Brucella spp. | Campylobacter spp.
+ % + %
2003 60 23 38,33 1 1,66
2004 113 42 37,16 1 0,88
2005 129 47 | 36,43 1 0,77
2006 89 13 14.61 - -
2007 72 14 | 21.21 3 -
Toplam | 463 139 | 30.02 6 1,29

Serolojik Muayene Sonuclari

2003-2007 yillar1 arasinda enstitiimiize gonde-
rilen atik yapmis koyunlara ait 2635 kan serumu

Ugur Kiiciikayan, Asiye Dakman, Ufuk Ulker, Kaan Miistak

Brucellosis, 1746 kan serumu Campylobacteriosis,
2376 kan serumu Chlamydiosis ve 1296 kan serumu
ise Salmonellosis yoniinden c¢esitli serolojik testlerle
incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 4’de gosteril-
mistir. Tablo 3’de de gosterildigi gibi 1993-1997
yillarindaki serolojik muayene sonuglar1 karsilasti-
rildiginda  biitiin - yillarin  toplam  Brucella ve
Salmonella sonuclar1 arasindaki fark istatistiki agi-
dan 6nemli bulunmus ancak bu sonug test edilen se-
rum sayilarindaki farklilik nedeniyle dikkate alin-
mamistir (p>0.05). Bu farklilik incelendiginde ens-
titimiize 1993—-1997 yillarina gére 2003-2007 yilla-
rinda daha az abort yapmis koyun serumunun gon-
derildigi anlagilmistir.

Tablo 3: 1993-1997 yillar1 arasinda abort yapmis koyunlarin kan serumlarindan elde edilen Sonuglar (Karaman ve

Kiiciikayan , 2000)

Yil Brucella Campylobacter Chlamydia Salmonella
Serum | Pozitif | % Serum | Pozitif % Serum | Pozitif | % Serum | Pozitif | %
1993 905 113 | 12.48 | 438 38 8.67 823 14 1.7 705 9 1.1
1994 1055 145 | 13.74 | 267 70 26.21 261 6 22 209 4 1.9
1995 2062 239 | 11.59 | 917 45 5.00 974 8 0.8 1070 18 1.7
1996 5488 853 | 15.54 | 1561 63 4.00 1255 26 2.0 2887 58 2.0
1997 2689 559 | 2142 | 834 48 5.70 1577 34 2.1 2006 29 1.4
Toplam | 12199 | 1909 | 15.60 | 4017 | 264 6.60 4890 88 1.8 6877 117 1.7
Tablo 4: 2003—2007 yillar1 arasinda abort yapmis koyunlarin kan serumlarindan elde edilen sonuglar
Brucella Campylobacter Chlamydia Salmonella

i Serum | Pozitif % Serum | Pozitif | % | Serum | Pozitif | % | Serum | Pozitif | %

2003 647 66 10,20 385 31 8,05 | 419 29 6,92 | 193 - -

2004 336 115 34,22 517 51 9,86 | 764 13 1,70 | 307 - -

2005 567 106 18,69 544 32 5,88 | 945 1 0,10 | 410 - -
2006 154 64 41,55 199 12 6,03 | 150 - - 119 3 0,88

2007 931 44 4,72 101 4 4,00 98 - - 267 - -
Toplam | 2635 395 1499 | 1746 130 | 7,44 | 2376 43 1,81 | 1296 3 0,23
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Tartisma ve Sonug

Ulke hayvanciliginda 6nemli bir yere sahip
olan koyun yetistiriciliginde yavru atimlart dnemli
bir sorundur. Abortus, sadece bir yavru kayb1 olma-
yip siit veriminde azalmaya, damizlik degerinin
diismesine ve bazi durumlarda infertiliteye neden
olmasi ile 6nemli ekonomik kayiplara yol agmakta-
dir. Atiklar {izerine bir¢cok caligma bulunmaktadir
(Y1lmaz,1987; Karaman ve Kiigiikayan, 2000; Ke-
nar ve ark., 1990; Muz ve ark., 1999). Bu ¢alismada
2003-2007 yillar1 arasinda enstitiimiize gonderilen
8053 adet atik yapmis koyuna ait serum serolojik
olarak, 463 adet aborte fotiis ise bakteriyolojik ola-
rak koyunlarda yavru atimina neden olan hastaliklar
yoniinden incelenmistir.

Koyun atiklarmin mikrobiyolojik yonden ince-
lendigi c¢aligmalardan, Yilmaz (1987) 1982-1986
yillar1 arasinda Ankara bdlgesinde yaptiklar bir ¢a-
lismada koyun ve kegi fetus materyallerinin
%18.52’sinde Brucella spp., %4’iinde
Campylobacter spp., %1.6’sinda Salmonella spp.
izole ettiklerini bildirmislerdir. Ayn1 bdlgede yapi-
lan bir bagka ¢aligmada ise Karaman ve ark. (1993)
1989-1992 willar1 arasinda koyun fetuslarinin
%21.79’undan B.melitensis, %0.64’iinde C.fetus
izole ve identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Boliimiimiizde yapilan ve 1993 ile 1997 yillari-
n1 i¢ine alan benzer bir ¢alismada ise incelenen 297
aborte koyun fetusundan %33.70 Brucella spp.,
%1.30 Campylobacter spp. ve %0.70 Salmonella
Spp. izole edilerek incelenen 12199 atik yapmis ko-
yun kan serumunun 1909°u (%15.6) Brucellosis yo-
niinden pozitif bulunurken, Campylobacteriosis yo-
niinden incelenen 4017 kan serumunun 264°i
(%6.6), Chlamydiosis yoniinden incelenen 4890 se-
rumun 88’1 (%1.8), Salmonellosis yoniinden incele-
nen 6877 serumun 117’si (%1.7) pozitif olarak tes-
pit edilmistir (Karaman ve Kiicilikayan, 2000).

Koyunlarda atik etkenlerinin arastirildig: bir ¢a-
lismada ise Muz ve ark. (1999), inceledikleri 110
attk fetustan 22 (%?20)’sinde Brucella spp., 5
(%4.5)’inde Campylobacter spp., 4 (%3.6)’sinda
Salmonella spp. izole etmislerdir. Ayni1 ¢aligmada
650 koyun ve keci serum Orneginin 77
(%11.8)’sinde Brucella, 13 (%2)’sinde
Campylobacter ve 13 (%?2)’sinde Salmonella’ya
kars1 antikor varlig1 serolojik testlerle ortaya kon-
mustur.

2003-2007 willarmi1 kapsayan bu calismada
Brucella spp. %30,02 ve Campylobacter spp. %1.29
oraninda izole edilmistir. Izole edilen
Campylobacter spp.’lerin hepsi C.Fetus subsp. fetus
olarak identifiye edilmistir. Bu donemde Salmonella
Spp. izole edilememistir. Tespit edilen Brucella ve
Campylobacter’in izolasyon oranlari ile 1993-1997
yillar1 (Karaman ve Kiigiikayan, 2000) arasinda bu-
lunan sonuglar arasinda bir fark gériilmemistir.

Bu calismada Enstitiimiize gonderilen Koyun
kan serumlarmin  %14.99’undan Brucellosis’e,
%7.44tinden Campylobacteriosis’e, %0.23’linden
Salmonellosis’e ve %1.81’inden ise Chlamydiosis’e
kars1 antikor saptanmigtir. Alinan sonuglar ile 1993-
1997 yillan arasinda yapilan ¢alismadaki (Karaman
ve Kiigiikayan, 2000) sonuglar benzer bulunmustur.

Yapilan bu calismada elde edilen veriler geg-
mis ¢alismalarin devami niteliginde olup elde edilen
bulgularin diger ¢caligmalar ile benzerlik tasidig1 or-
taya konmustur. Bu veriler 1s1ginda Brucella’nin ha-
len koyunlarda en 6nemli bakteriyel atik etkeni ol-
dugu anlagilmigtir. Calismamizda belirtilen 2006 y1-
lindaki bakteriyel izolasyon sonuglarindaki ve
serolojik test sonuclarindaki diistislerin,
Brucella’nin halen 6nemli ve yaygin bir enfeksiyon
oldugu gercegini degistirmemistir. Bunun nedeninin
gonderilen numune sayisindaki farkliliklar oldugu
anlagilmig, ilkemizdeki koyun atik etkenlerinin son
durumu hakkinda bilgi edinmek i¢in iilke ¢apinda
serolojik ve tarama testlerinin yapilmasinin gerekli
oldugu anlagilmistir.
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Kiymada mikroskopik muayene ile yabanci doku tesbiti tizerine deneysel
calisma

Yildiz AYAZ', Ertan ORUC?, Yavuz ULUSOY', Yusuf Ziya KAPLAN', Mihriban AKSOY',
Adnan OZTURK', Orhan DUDAKLI
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Ozet: Calismada kas, karaciger, akciger, dalak, bobrek, tavuk derisi ve tavuk tashgindan hazirlanmis kiyma 6rneklerinden ali-
nan kriyostat kesitleri incelenerek, sdz konusu organ kiymalarinin mikroskobik 6zellikleri arastirilmistir. Hem sadece etten yapilan
kiymada hem de i¢ organlardan hazirlanan kiymalarda, bu organlarin normal histolojilerine benzer yapilar gdzlenmistir. Sonug ola-
rak; kiymadan hazirlanmig kriyostat kesitlerin mikroskobik incelemesinin, karisik kiymalarin tespitinde kullanilabilir bir yontem ola-

bilecegi kanisina varilmustir.

Anahtar sozciikler: histoloji, kiyma, kriyostat, mikroskopi, sakatat

Experimental study on tissue detection by microscopical examination in minced meat

Summary: Microscopical features of those tissues were investigated by examining of cryostat sections prepared from meat,
liver, lung, spleen, kidney, chicken skine and gizzard. Similar structures to normal histological appearance were observed in both
minced meat and viscera. It is concluded that microscopical examination of cryostat sections prepared from minced meat and viscera
would be appilicable method in the diagnosis of different tissues in minced meat.

Key words: histology, cryostat, microscopy, minced meat, offal

Giris
Son yillarda hazir kiymalarin sakatat, tavuk de-
risi ve tavuk i¢ organlarn ya da farkl et tiirleri gibi
cesitli iiriinlerle karigtirilarak tiiketime sunuldugu
bildirilmekte ve bu konuda tiiketicilerin dikkati ¢e-
kilmektedir (Anonim,2008., Ayaz ve ark,2006; Erer
ve ark,2000; Yiicel, S,2005).

Calismada karaciger, akciger, dalak, bobrek,
kas, tavuk deri ve tavuk tagligindan hazirlanmis
kiymalardan alinan kriyostat kesitleri incelenerek, i¢
organ katilmis olabilecegi siiphe edilen kiyma 0r-
neklerinde yabanci doku tayini amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alismada Ankara piyasasindaki et ve tavuk
iriinleri satis noktalarindan temin edilen her biri
500’er gram tavuk tashigi, tavuk derisi, sigir eti ile
sigir bobrek, akciger, karaciger ve dalak ornekleri
deneysel materyal hazirlanmasinda kullanilmak
tizere soguk zincir altinda Etlik Merkez Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Gida Kontrol Labo-
ratuarina ulagtirildi. Tavuk taghgi-tavuk derisi-sigir
eti karisimi (karistm orani=%33.33) ,Tavuk tagligi
ve si1gir eti karisimi (%50 oraninda), Tavuk derisi ve
sigir eti karigimi (karigim oranmi %50), kiyma maki-
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nesinde ¢ekilerek kiyma haline getirildi. Sigir bob-
rek, akciger, karaciger, dalak ve sigir eti ornekleri
kusbas1 biiyiikliigiinde dogranarak ayri ayr1 kiyma
makinesinde ¢ekildi. Kiyma makinesi her islemden
sonra hatali karigimlara engel olmak amaciyla yika-
narak temizlendi.

Hazirlanan kiyma ornekleri homojenize edildi.
Yaklasik 5 gram agirliginda homojen karisima Cell-
Freezer (Sigma, katalog no: C6295) eklenerek or-
nekler bulamag haline getirildi. Bu karigimlara, yak-
lagik 1x1x5 cm ebatinda dikddrtgen prizma sekli
verilerek, bir gece siireyle derin dondurucuda (-18
°C) bekletildi. Dondurulmus ornekler ¢oziinmeden
Icm3 liikk pargalar halinde kesilerek histolojik kesit-
ler almak igin kriyostat cihazinin (Reichert-Jung,
2800 frigcult E) obje dondurma aparatina yerlesti-
rildi ve yapismasi igin birka¢ damla Cell-Freezer
damlatildi. Cihaz -30°C’ye ayarlandi. Dondurma is-
leminden sonra (3-4 saat), hazirlanan kiyma kari-
simlart doku parcalarindan once trimleme islemi
yapilarak kesit yilizeyinin diizgiin hale gelmesi sag-
land1. Trimleme isleminden sonra 6rneklerden 5 um
kalimhiginda kesitler alindi. Her 6rnek i¢in 10’ ar
adet preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar
hematoksilen- eosin (H-E) (Giingen, U ve ark,
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2006) ile boyanarak mikroskobik incelemeleri ya-
pild1 ve uygun goriilen preparatlardan mikroskobik
fotograflar ¢ekildi.

Bulgular

Karaciger kiyma: Karaciger kesitlerinde ol-
duke¢a yogun hiicresel artis gozlenirken, karacigerin
normal lobiiler yapisini kaybettigi gozlendi (Sekill).
Hepatositlerin sitoplazmik sinirlar1 genelde kay-
bolmugken, bazi bolgelerde sitoplazmik sinirlarini
korumus hepatositler dikkati ¢ekti. Cekirdekler iri,
vezikiiler yapida olup ¢cogunlukla histolojik yapisin
korumustur. Portal bdlge oldugu tahmin edilen alan-
larda zaman zaman saglam kalmig safra kanallar
goriilebilmektedir (Sekill). S6z konusu bolgede
hiicre yogunlugunun diger bdlgelere oranla daha
fazla oldugu dikkati cekti. (Sekil 1).

Akciger kiyma: Akciger kesitlerinde, akcige-
rin tipik mikroskobik alanlarindan olan alveol yapi-
lar1 kaybolmustur. Ancak bronsioler yapilar hemen
dikkati cekmektedir. Incelenen kesitlerde bronsiol
epitelinin kiibik prizmatik yapisin1 muhafaza ettigi,
hatta en dista fibromuskiiler tabakasini da kaybet-
medigi dikkati ¢cekmektedir (Sekil 2). Diger alanla-
rin ise diizensiz bir sekilde cesitli hiicreler tarafin-
dan dolduruldugu gdzlenmistir.

Dalak kiyma: Dalak kesitlerinde diiz kas ve
bag dokudan olusan trabekiil yapist belirgin olup,
diger kisimlarin cekirdeklerden oldukca yogun bir
yap1 gosterdigi gozlendi (Sekil 3). Kirmizi ve beyaz
pulpaya ait yapilar belirgin olmayip daha ¢ok hiicre-
lerin karisimi1  seklindedir. Daha belirgin olan
trabekiiler parcalarin ise ince uzun fibriler yapilar
sekline ve mekik tarzda ¢ekirdeklere sahip oldugu
dikkati ¢ekti.

Bobrek kiyma: Bobrek kiymalarindan hazirla-
nan kesitlerde; normal bdbrek yapilarinda goriilen
glomeruler ve tubuler yapilar hemen dikkati ¢ek-
mekteydi (Sekil 4). Glomeruler yapilarin kii¢tildiigii
ve g¢ekirdeklerinin parcalanarak dagildigi gozlendi.
Tubuluslar ise, genelde lumenlerin daralarak kay-
bolmasiyla epitelyal bir hiicre kiimesini andirmakta
idi. Hem tubuluslarin hem de glomeruluslarin sinir-
larinin genelde fark edildigi dikkati ¢ekti.

Kas doku kiyma: kirmizi et kiymalarindan ha-
zirlanan preparatlarda diger organlara oranla daha
homojen bir yapi ile karsilasildi (Sekil 5). Enine ya
da uzunlamasina ¢ikmig kesitlerde; sitoplazmalarin
siskin, homojen renkte boyanarak, mekik sekilli ¢e-

kirdeklerin ise periferde konumlandig1 goézlendi.
Zaman zaman goriilen damar benzeri yapilarda erit-
rositlere hi¢ rastlanmadi.

Tavuk tashk kiyma: Tavuk tasliktan hazir-
lanmis kesitlerin incelemesinde hiicresiz ve sekilsiz
keratinize yapilar mineralize alanlar benzeri bir yap1
gostermekte idi (Sekil 6). Komsu bolgelerde ise, yi-
ne sitoplazmik sinirlart belirgin olmayan, sekilsiz
dokusal yapilar gozlendi.

Tavuk deri kiyma: Tavuk derisinin kriyostat
kesitlerinde epidermise ait yapilar agik-koyu mor bo-
yanmig bir bant seklinde gdzlenmistir. Bu kisma
komsu ve hemen altinda ise genis ve daha gevsek bir
yap1t gozlenirken, en altta bazal tabakayi andiran
prizmatik hiicre sirasi kendini belli etmistir (Sekil 7).

Tavuk derisi kanstirllmis kiyma: Bu prepa-
ratlarda deriye ait doku dzellikleri ve epitelyal yapi-
lar hemen kendini gdstermektedir (Sekil 8). Prepa-
rata oldukga sinirli yansimis kas yapilari, s6z konu-
su epitelyal yapilar tarafindan kapatilmisti.

Sekil 1. Karaciger kiymasi. Sigir. Sitoplazmik sinirlarini koru-
mus hepatositler (kisa ok) ve safra kanali (uzun ok). H-E.X400

——

Sekil 2. Akciger kiymast. Sigir. Saglam bir bronsiol. H-E. X400
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Sekil 3. Dalak kiymasi. Sigir. Ortada bag doku agirlikli Sekil 6. Tashk kiymasi. Tavuk. Cekirdeklerini kaybetmis
trabekiiler yap1. H-E.X400 kornifiye yapilar. H-E.X200

Sekil 4. Bobrek kiymasi. Sigir. Seliilaritesini kaybetmis Sekil 7. Deri kiymasi. Tavuk. Epidermal kitleler. H-E.X200
glomeriiller ve bazal membranlart belirgin, lumenleri daralmis
tubuluslar (ok). H-E. X400

Sekil 8. Tavuk derisi ve taglik karigtirilmis kiyma. Epidermal

Sekil 5. Kas kiymast. Sigir. Cekirdekleri periferik yerlesimli ti- yapilar arsinda kaybolmus kas dokuya ait parcalar. H-E.X200

pik miyofibriller ve hyalini gériiniimleri. H-E. X400
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Tartisma ve Sonug

Gilinlimiizde gida maddelerine hile karigtirila-
rak, tliketiciler diisiik kaliteli gida tiiketimine maruz
kalmaktadir. Boyle olunca gida kontrolii her gegcen
giin daha da 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada ce-
sitli i¢ organlardan hazirlanan kiymalardan kriyostat
ile hazirlanan preparatlarda, s6z konusu organlarin
literatiirce bilinen doku 6zellikleri (Luna L.G. 1968;
Saglam M, 1993)’nin mikroskobik aranmasi ile
kiymada yapilabilecek sakatat ve tavuk derisi katil-
mast hilelerinin ortaya ¢ikartilmasi amag¢lanmustir.

Kirmizi etten hazirlanmis kiyma preparatlarin-
da, kas tellerinin uzunlamasina kesitlerinde tipik si-
lindirik yap1 gosterdigi ve ¢ok sayida mekik sekilli
cekirdeklerin ise sitoplazmanin periferinde yerlese-
rek klasik kas dokusunu yansittifi gozlenmistir.
Preparatlarda kan damari benzeri olusumlar disinda
farkli 6zellikte, hiicresel ya da dokusal yapilarin bu-
lunmamasinin, bu preparatlarin taninmasini kolay-
lastiracagi diistiniilmiistiir. Normal kas tellerinin ak-
sine ise, bu kesitlerde enine ¢izgilenmelerin kaybol-
dugu ve sitoplazmanin homojen bir boyanma gos-
terdigi gbzlenmis ve bu haliyle patolojik bir dejene-
rasyon sekli olan hyalin dejenerasyonu (Ayaz ve
ark, 2006) benzeri bir goriiniim aldig1 dikkati ¢ek-
mistir.

Benzer sekilde karaciger, akciger, dalak, bob-
rek, tavuk taslik ve tavuk derilerinden hazirlanan
kiymalarin kriyostat kesitlerinde de s6z konusu or-
ganlara ait histolojik yap1 parcalar tespit edilmistir.

Karaciger kiyma kesitlerinde safra kanal yapilari-
nin, akciger kiyma kesitlerinde bronsioler yapilarin,
dalakda trabekiiler pargalarin, bobrekte glomeruler
ve tubuler yapilar ile tavuk deri ve taghiginda ise
keratinize ve epitelyal yapilarin goriilmesi bu organ-
lara ait pargalarin taninmasi bakimindan Onemli
ipuglar1 olarak degerlendirilmistir.
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Metil Parathion’un sicanlarin ince bagirsak dokusu tuizerine etkisi ve
vitamin C ve E’nin koruyucu roli
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Ozet: Organofosfatl: bir insektisit olan metil parathion zirai miicadelede siklikla kullanilmakta ve zehirlenmelere neden olmak-
tadir. Bu ¢alismada, metil parathion (0.28 mg/kg giin), vitamin C (200 mg/kg giin)+vitamin E (200 mg/kg giin), vitamin C (200
mg/kg giin)+vitamin E (200 mg/kg giin)+metil parathion (0.28 mg/kg giin) erkek sicanlara oral gavaj yoluyla verildi. Muameleden 4
hafta ve 7 hafta sonra sicanlarin ince bagirsaklarindaki histopatolojik degisiklikler 151k mikroskobuyla incelendi. Metil parathion mu-
amelesinden 4 ve 7 hafta sonra ince bagirsaklardaki villuslarda genisleme tespit edildi. Buna ilaveten 7. hafta sonunda bazi bolgeler-
de infiltrasyon goézlendi. Vitamin C+vitamin E+metil parathion muamemeli grupta da 4 ve 7 hafta sonra siganlarin ince bagirsakla-
rinda villuslarin yapisinin bozuldugu gozlendi.

Sonug olarak diisiik doz metil parathion siganlarin ince bagirsaklarinda histopatolojik degisikliklere neden olmaktadir. Vitamin
C ve vitamin E’nin, metil parathionun ince bagirsaklarda meydana getirdigi patolojik degisiklikleri 6nleyemedigi tespit edildi.

Anahtar sézciikler: Metil parathion, pestisit, histopatoloji, vitamin C, vitamin E, ince bagirsak

Effect of Methyl Parathion on the Rat Small Intestine Tissue and Protective Role of Vitamin C and E
Summary: Methyl parathion, an organophosphorous insecticide, is widely used in agricultural control and causes poisoning. In
the present study, methyl parathion (0.28 mg/kg day), vitamin C (200mg/kg day)+vitamin E(200 mg/kg day), vitamin C (200mg/kg
day)+vitamin E (200 mg/kg day)+methyl parathion (0.28 mg/kg day) were given to male rats through gavage. Histopathological
changes were investigated using light microscope 4 and 7 weeks after administration. After 4 and 7 weeks of methyl parathion
exposure, dilatation was observed in intestinal villi. Addition to this, infiltration in some area was observed 7 weeks after. After 4 and
7 weeks of vitamins C+vitamin E+methyl parathion exposure, degenerative changes were detected in the intestinal villi.

As a result, lower doses of methyl parathion caused histopathological changes in the rat small intestine. It’s determined that vi-
tamin C and vitamin E haven’t prevented the pathological changes caused by methyl parathion in small intestine.

Key Words: Methyl parathion, pesticides, histopathology, vitamin C, vitamin E, small intestine

Giris organofosforlu bir pestisittir. Metil parathion tarim

Pestisitler, ziraatta istenmeyen boceklerin yok  ve bahgecilikte pamuk, musir, lahana, patates, bug-
edilmesini saglayarak besin iiretimini yiikseltmek  day, soya fasiilyesi gibi iiriinlerdeki istenmeyen bo-

ve hastalik yapici vektorleri kontrol etmek igin y1l-  ceklerin kontroliinde diinyada yaygin ve etkili ola-
lardir kullanilmaktadir (Prakasam ve ark., 2001).  rak kullanilmaktadir. .Metﬂ. parath1ona. maruziyet
Yaygin pestisitler arasinda olan organofosforlu bile- sonucu erkek treme sisteminde (Uzunhisarcikli ve

sikler ziraatta, tipta ve endiistride kullanilmaktadir ark., 2007) ve bobreklerde (Kalender ve ark., 2007)
(Storm ve ark., 2000). Organofosfath pestisitler he-  olumsuz etkiler ortaya ¢ikmistir.
def dokularda asetilkolinesteraz ve pseudokolines- Pestisit toksisitesini igeren deneysel ¢alismalarda
terazi inhibe etmektedirler (John ve ark., 2001; Ka-  vitamin C ve vitamin E kullanilmaktadir (Kalender
lender ve ark., 2006). Organofosforlu bilesikler ve ark., 2007; Uzunhisarcikli ve ark., 2007).
pankreas (Yurumez ve ark., 2007), karaciger (Ka- Insektisitlerin cogu hidrofobik molekiillerdir ve biyo-
lender ve ark., 2005), kalp (Ogutcu ve ark., 2006) lojik membranlarin 6zellikle fosfolipid tabakalarina
gibi organlarda toksisiteye sebep olabilmektedir. baglanirlar (Lee ve ark., 1991). Vitamin E lipofilik
Metil parathion (C8HIONOSPS), (O, O- ozelliktedir, ¢cok giiclii bir antioksidan olan vitamin E
dimethyl O-4- nitrophenyl phosphorothioate) hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu
asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini inhibe eden doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden
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koruyucu savunma elemanidir. Vitamin E siiperoksit,
hidroksil, singlet oksijen ve lipid peroksil radikalleri-
ni temizler. Lipid peroksidasyonunu inhibe eder
(John ve ark., 2001). Vitamin C hidrofilik &zellikte-
dir ve ekstraselliiler sividaki serbest radikalleri ve si-
v1 fazdaki radikalleri temizler ve biyomembranlari
peroksidatif hasardan korumak iizere hareket eder
(Yavuz ve ark., 2004; Sulak ve ark., 2005).
Siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca reaksi-
yona girerek onlar1 temizler. Ayni1 zamanda vitamin
C membrandaki tokoferoksil radikalinin tokoferole
rediiklenmesini saglar (Lunec ve Blake 1990).

Bu ¢aligmanin amaci metil parathion muamele-
sinden 4 ve 7 hafta sonra siganlarin ince bagirsak
dokusunda meydana gelen histopatolojik degisiklik-
leri incelemek ve ayni zamanda metil parathionun
ince bagirsak dokusunda sebep oldugu patolojik de-
gisiklikler tlizerine vitamin C ve vitamin E’nin ko-
ruyucu etkisini aragtirmaktir.

Matertal ve Metot

Hayvanlar: Deneyde 320-340 g agirliginda er-
kek Wistar sicanlar kullanmldi. Refik Saydam
Hifzisihha Enstitiisii’nden temin edilen siganlar 6zel
besleme kafesleri i¢inde, her kafeste 6 sican olacak
sekilde yerlestirildi. Sicanlar standart laboratuvar
diyeti ve su ile beslendi. Siganlara 18-22°C oda si-
cakliginda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlk
fotoperiyodu uygulandi. Siganlar uygulama yapil-
madan 10 giin 6nce karantina altina alindu.

Kimyasallar: %99 saflikta metil parathion,
Ankara Zirai Miicadele Merkezi’'nden saglandi. Vi-
tamin E (DL-a-tokoferol) (Merck) ve vitamin C (L-
askorbik asit) (Carlo Erba), Dizdarer firmasindan
saglandi.

Hayvanlara uygulama plani: Siganlar kontrol
grubu (n=12) ve uygulama grubu (n=36) olmak iize-
re iki gruba ayrildi. Uygulama grubu da kendi i¢in-
de ii¢ gruba ayrildi, metil parathion uygulanan grup
(n=12), vitamin C+vitamin E uygulanan grup (vi-
taminli grup) (n=12), metil parathiontvitamin
C+vitamin E uygulanan grup (n=12). Her gruptan 6
sigan uygulamadan 4 ve 7 hafta sonra disekte edildi
ve ince bagirsak dokular 151k mikroskobu inceleme-
leri igin alindh.

Kontrol grubu: Her bir sigana giinliikk 1 ml/kg
dozda musir yag1 oral olarak gavaj yolu ile verildi.

Vitamin C+vitamin E muameleli grup: Her bir
sicana giinliik 200 mg/kg vitamin C (L-askorbik asit)

oral gavaj yolu ile verildi. Daha sonra ayni siganlara
200 mg/kg vitamin E (DL-a-tokoferol) oral gavaj yo-
lu ile verildi. Vitamin C su i¢inde (1ml/kg)ve vitamin
E musir yagi (1ml/kg) i¢inde ¢oziildii.

Metil parathion muameleli grup: Her bir si-
cana giinliik 0.28 mg/kg (1/50 LD50) dozunda metil
parathion misir yagi iginde ¢oziilerek oral gavaj yo-
lu ile uygulandi.

Metil parathion+vitamin C+vitamin E mu-
ameleli grup: Her bir sicana giinlik 200 mg/kg
dozda vitamin E (DL-a-tokoferol) misir yagi i¢inde
¢oOziilerek oral gavaj yoluyla verildi. Yine ayni si-
canlara 200 mg/kg dozda vitamin C (L-askorbik
asit) distile su i¢inde ¢oziilerek yine oral gavaj yo-
luyla verildi. Aym siganlara giinlik 0.28 mg/kg
(1/50 LD50) dozunda metil parathion misir yagi
iginde ¢oziilerek oral gavaj yoluyla uygulandi. Si-
canlara metil parathion uygulamasi vitaminler uy-
gulandiktan 30 dakika sonra yapildi.

Isik mikroskobu incelemeleri: Histopatolojik
incelemeler icin, ince bagirsak dokular1 disekte
edildi ve doku 6rnekleri Bouin solusyonu i¢inde 14-
18 saat tespit edildi, dereceli alkol serilerinden gegi-
rilerek dehidre olan dokular parafin ortaminda
bloklandi. Parafin bloklardan 6-7 pum kalinliginda
ince kesitler alind1 ve alinan kesitler 151k mikrosko-
bu incelemeleri i¢in hematoksilin eozin ile boyandi.
Kesitler fotograf makinesi (Olympus C-5050,
Olympus Optical Co. Ltd., Japan) atagmanli 151k
mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Japan) in-
celendi ve fotograflar cekildi.

Bulgular

Kontrol grubu ve vitamin C+vitamin E muame-
leli siganlarm ince bagirsaklarina ait histolojik kesit-
lerde herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi.
Ince bagirsag: astarlayan villuslar ve bu yapilarin
iizerinde bulunan epitel hiicreleri normal yapida go-
rilmektedir (Resim 1, Resim 2). Metil parathion ve-
rildikten 4 hafta sonra si¢anlarin ince bagirsaklarin-
daki villuslarda genisleme tespit edildi (Resim 3).
Vitamin C+vitamin E+metil parathion muamelesin-
den 4 hafta sonra siganlarin ince bagirsaklarindaki
bazi villuslarda dejenerasyon ve graniilasyon goz-
lendi (Resim 4). Metil parathion verildikten 7 hafta
sonra si¢anlarin ince bagirsaklarindaki villuslarda
genislemenin yani sira asirt derecede graniilasyon
tespit edildi (Resim 5). Buna ilaveten bazi bolgeler-
de hiicre infiltrasyonu gozlendi (Resim 5). Vitamin
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C+vitamin E+metil parathion muamelesinden 7 haf-
ta sonra siganlarin ince bagirsaklarinda villus yapi-
smin bozuldugu gézlendi (Resim 6).

119 4 }.‘ ol . A

* J 5

Sekil 1: Kontrol grubu ratlarin ince bagirsaklarinin histolojik
yapisi. L: Liimen, 6: Villus, I: Kas, X200

S .

Sekil 2: VitaminC+vitamin E uygulanmis ratlarin ince bagir-
saklarmin histolojik yapist. L: Liimen, 6: Villus, I: Kas, X200

EEeh

Sekil 3. Metil parathion muamelesinden 4 hafta sonra ratlarin
ince bagirsaklarinda villuslarda genisleme (6) . I: Kas, X200

Sekil 4. Vitamin C+vitamin E+metil parathion muamelesinden
4 hafta sonra ratlarin ince bagirsaklarinda villuslarda dejeneras-
yon (0).I: Kas, X200

A : 4

Sekil 5. Metil parathion muamelesinden 7 hafta sonra ratlarin
ince bagirsaklarinda villuslarda genisleme (6) ve graniilasyon
(A), I: Kas, X200

Sekil 6. Vitamin C+vitamin E+metil parathion muamelesinden
7 hafta sonra ratlarin ince bagirsaklarinda villuslarda dejeneras-
yon (6),I: Kas, X200
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Tartisma ve Sonug

Akut ve kronik caligmalar metil parathionun
memelilere ¢ok toksik oldugunu gdstermistir. Me-
meliler metil parathiona oral, dermal ve inhalasyon
yoluyla maruz kalmaktadir (Garcia ve ark., 2003).
Metil parathion yalniz memelilere degil ayni za-
manda baliklara, kuslara ve hedef olmayan diger
omurgasizlara da toksik etki gostermektedir
(Solecki ve ark., 1996; Fanta ve ark., 2003). Metil
parathionun oral LDs, dozu erkek ratlarda 14
mg/kg, disi ratlarda ise 24 mg/kg olarak tespit edil-
mistir (Gains, 1960). 0.218 mg/kg ve 0.872 mg/kg
metil parathion ratlara oral yolla uyguladiktan sonra
ratlarda norotoksik ve immiinotoksik degisiklikler
oldugunu ifade edilmistir (Institoris ve ark., 2004).
Bu ¢alismada da metil parathion 1/50 LDs, oraninda
erkek ratlara verildi ve muameleden 4 ve 7 hafta
sonra ince bagirsakta patolojik degisiklikler gézlen-
di. Fakat deney siireci boyunca 6liim gozlenmedi.

Bu ¢alismada metil parathionun subakut (4 haf-
ta) ve subkronik (7 hafta) etkisi arastirildi. Metil
parathionun akut toksisitesi asetilkolinesterazin
inhibisyonu sonucu ortaya cikar. Bu calismada
asetilkolin esteraz Olgiimii yapilmadi. Ancak metil
parathionun da diger organofosfatli insektisitler gibi
asetilkolin esterazi inhibe ettigi Dbilinmektedir
(Abou-Donia, 1994; Abu-Qare ve Abou-Donia
2001).

Pestisitler memelilerde ve diger canli dokula-
rinda histopatolojik ve sitopatolojik degisikliklere
neden olmaktadir (Kalender ve ark., 2005; Sulak ve
ark., 2005; Tos-Luty ve ark., 2001; Tos-Luty ve
ark., 2003). Metil parathion uygulandigi sicanlarin
testis dokularinda nekroz ve 6deme sebep olurken,
bobreklerinde de nekroz, 6dem, glomerular atrofi ve
infiltrasyona yol a¢mistir (Uzunhisarcikli ve ark.,
2007; Kalender ve ark., 2007). Bu ¢alismada metil
parathion muamelesinden 4 ve 7 hafta sonra ratlarin
ince bagirsaklarinda patolojik degisiklikler gozlen-
di. Ayrica metil parathion muamelesinden 7 hafta
sonra hiicre infiltrasyonu tespit edildi. Mononiikleer
hiicre infiltrasyonu ince bagirsakta O6dem ve
inflamasyon oldugunun bir gdstergesidir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda vitamin C
ve vitamin E’nin toksik maddelerin sebep oldugu
hasar1 6nledigi ya da azalttig1 gosterilmistir (Kalen-
der ve ark., 2004; Kalender ve ark., 2005; Kalender
ve ark., 2007; Yavuz ve ark., 2004). Vitamin E bi-
yolojik zarlarda bulunan potansiyel bir antioksidan

maddedir. Vitamin C indirgeyici aktivitesiyle gii¢li
bir antioksidandir. Her iki vitamin de hiicrelerde
meydana gelen ve hasara neden olan serbest radi-
kalleri yok eden antioksidanlardir. Bu ¢alismada vi-
tamin C+vitamin E+metil parathion uygulanmis
ratlarin ince bagirsaklarinda da histopatolojik degi-
siklikler gozlendi.

Sonug olarak metil parathion ince bagirsakta
ciddi patolojik degisikliklere sebep oldu. Vitamin C
ve vitamin E, metil parathionla beraber verildikle-
rinde de ince bagirsaklarda patolojik degisiklikler
izlenmistir. Sonug¢ olarak vitamin C ve vitamin
E’nin, ince bagirsakta metil parathionun sebep ol-
dugu hasar1 koruyamadigini sdylemek miimkiindiir.
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Antifriz Proteinler

Gizem Isil BEKTAS', Arif ALTINTAS?

! T.K.B. Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Etlik, Ankara-Tiirkiye; 2 Prof. Dr. Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya AD, 06110-Ankara-Tiirkiye

Ozet: Tlk kez Antartik sularda yasayan Notothenioid’lerde varligi gosterilen Antifriz proteinler (AFGP ve AFP) her biri iic
amino asitlik bir peptid zincirinin {i¢lincii amino asidine kovalan baglarla baglanmis bir disakkarit molekiiliinden olusan birimlerin
(alanin-alanin-threonin-galaktozil-N-asetilgalaktozamin)n tekrarlanmasi ile meydana gelen bir glikopeptid yapidadir. Bu
glikopeptidler baligin derisinden viicuda giren ufacik buz kristallerine hidroksil gruplar1 (-OH), diger polar gruplari ve amino asit
zincirlerindeki karbonil (=C=0) gruplari ile tutunup, kristallerin biiyiimesini 6nleyerek canliy1 donmaya kars1 korumaktadir. Antifriz
proteinlerin tripsinojen genin birtakim ¢ogalmalar1 sonucunda olustugu ve karaciger ve deri kaynakli olabilecegi, antifriz protein aile-
sinin bitki ve bdcek tipine ek olarak 5 tip proteini kapsadigi saptanmistir. Gliniimiizde bu proteinler tip, gida ve endiistri alanlarinda
etkin bigimde kullanilmaktadir.

Anahtar sézciiklerler: Antifriz protein, Balik antifriz proteinleri, Buz sekillendirici proteinler.

Antifreeze Proteins
Summary: Antifreeze proteins first found in the Notothenioid in Antartic ocean. The protein consist of a repeated
glycopeptide, Ala-Ala-Thr-galactosyl-N-acetyl galactosamine. These glycopeptides made bond with hydroxyl (-OH) and carbonyl
(=C=0) groups to the ice crystal to prevent freezing. While ice crystal was entering the skin antifreeze proteins bind to ice crystal, by
this way crystal growth can be stopped. Evolution of antifreeze glycoprotein gene from a trypsinogen gene and origin from skin or
liver. Antifreeze proteins family has 5 type of protein, plant and insect form. Nowadays antifreeze proteins are common used in

foods, medical and industrial area.

Key words: Antifreeze Protein, Fish Antifreeze Proteins, Ice Structuring Proteins.

Giris

Diinya {iizerindeki pek ¢ok organizma toplulu-
gu, degisen ekolojik kosullara basariyla adapte ol-
malarini saglayan degisimler gostermistir. Bu degi-
simler, yasanan ortamin fiziksel ve kimyasal kosul-
larina bagl oldugu gibi gog, iireme davraniglar ve
beslenme aligkanliklar1 gibi farkli biyolojik faktor-
lerin etkisinde kalir. Kazanilan bu adaptasyonlardan
giincel gelisime en iyi 6rnek buzullarda yasayan ba-
liklardir. Antartik Okyanusu soguyup buzullarla
kaplandiginda balik tiirlerinin ¢ogu yok olmustur.
Buna karsin, bir alt takima (Notothenioidei) ait ba-
liklar giicliiklerin iistesinden gelebilmiglerdir. Bu-
zullarda yasamaya adapte olmus bu baliklarin soguk
okyanuslarda basariyla yasamlari siirdiirebilmele-
rinin sebebi glikoprotein yapida antifriz molekiiller
(AFGP) salgilamalaridir.

Antartika sularindaki buz, baliklar i¢in ciddi
tehlikedir. Ciinkii baligin solungaglarindan ve deri-
sinden kolayca sizabilmektedir. Sogukkanli hayvan-
lar olan ve temelde cevreleriyle ayni 1siya sahip

olan baliklar, kanlar1 dengedeki donma noktasinin
1°C altina kadar sogudugunda bile yagamlarimi stir-
diirebilirler; bu buz kristallerinin olustugu 1sidir.
Ancak baliklarin asir1 sogumaya dayanabilmeleri ve
viicut sivilariin akiciligini korumalar1 bedenlerine
buz girmedigi silirece miimkiin olmaktadir. Isis1
dengedeki donma noktasinin 0,1°C altina diismiis
baligin cevresindeki buz, baligin derisinden igeri
hizla sizarak viicut sivilarin1 dondurur. Cogu tropik
ve 1liman iklim baliklari, ¢evrelerindeki suda buz
oldugu takdirde viicut 1sis1 -0,8°C civarina diistii-
glinde donarlar. Fakat Antartika Notothenioidlerinin
donmast icin 1smin -2,2°C’ye diismesi gerekir
(Eastman ve DeVries, 1986).

Antartik baliklarin diisen donma noktasini1 den-
gelemeleri ve hayatta kalabilmeleri, viicut sivilarin-
da bulunan sekiz antifriz molekiilii ile miimkiin ol-
mustur. Bu molekiiller takimi idrar ve goz sivilari
disindaki viicut sivilarinda ve hiicre stoplazmasinda
bulunur (Eastman ve DeVries, 1986).

Ayni baglik altinda sunulan seminer (2007) ¢alismasindan derlenmistir.
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Antifriz  glikoprotein  (AFGP) ilk kez
Antartika’da  yasayan bir balik tiri olan
Notothenioid’lerde bulunmustur (Crevel ve ark,
2002). Antifriz molekiillerinin varligi daha sonra
Nototheniidae, Artedidraconidae, Batydracanydae,
Channichthyidae, Muraenolepididae, Liparididae,
Zoarcidae ve Myctophydae ailelerine ait toplam 37
tiirde tespit edilmistir (Sidell, 2000).

Antifriz proteinler giiniimiizde tip, gida ve en-
diistri alanlarinda kullanilmaya baslanmis ve énemli
bir hale gelmistir. Bu nedenle derlemede, antifriz
proteinlerin bazi1 6zellikleri ile ilgili bilgi verilmesi
ve tanitilmas1 amaglanmistir.

Antifriz proteinlerin yapisi ve gorevleri

Antifriz molekiilleri glikopeptid yapidadir
(alanin-alanin-threonin-galaktozil-N-asetil
galaktozamin)n. Her biri ii¢ amino asitlik bir peptid
zincirinin Ui¢lincii amino asidine kovalan baglarla
baglanmis bir disakkarit molekiiliinden olusan bi-
rimlerin tekrarlanmasiyla meydana gelir (Crevel ve
ark., 2002) (Sekil 1).

Ala Ala Thr

Sekil 1. Antifriz proteinlerde ortak monomer yap1

Glikopeptidler olarak bilinen bu antifriz mole-
kiilleri kendini tekrarlayan alt birimlerden olusur ve
molekiil agirliklarina gére numaralandirilir: En agirt
33 700 daltonluk molekiil olup No.1; en hafifi ise 2
600 daltonluk molekiil olup No 8 olarak numarala-
nir. Bir’den bes’e kadar olan glikopeptidlerde tek-
rarlanan amino asit dizisi alanin-alanin-threonin’dir.
Alti-sekiz no’lu glikopeptidlerde ise alaninlerin ba-
zilar1 prolin ile yer degistirmistir (Crevel ve ark,
2002).

Bilesiklerin molekiil agirliklar arttikca, antifriz
etkileri de artar ve goriiniirde sekiz molekiil de is-
levlerini benzer sekilde yiiritiir (Sidell, 2000).

Notothenioid antifrizlerinin sivinin donma nok-
tasini nasil diigiirdiglinii anlayabilmek i¢in, bunlarin

etkinlik bi¢imlerini viicut stvilarinda ¢oziinmiis gli-
koz ve sodyum kloriir gibi daha tipik maddelerin et-
kinlikleriyle karsilagtirmak gerekir. Cogu ¢ozeltile-
rin donma noktasi, bu ¢ozeltinin baglasik 6zellikle-
rine, yani i¢indeki ¢6ziinmiis pargaciklarin sayisina
baglidir. Ne kadar ¢ok pargacik varsa, su molekiille-
rinin kiimeleserek buz kristali olusturma olasiligi o
denli azdir. Sodyum kloriir, su igerisinde sodyum ve
kloriir iyonlarina ayristigi icin, sodyum kloriiriin
suyun donma noktasini diisiiriicii etkisi, tek basina
parcacik etkisinin yaratabileceginden 200-300 kat
daha fazladir (DeVries ve ark, 1970).

Glikopeptid antifrizlerin ufacik buz kristalleri-
ne tutunup, onlarin biiylimelerini engellemek sure-
tiyle Antartik baliklarini donmaya karsit korudugu
gosterilmistir. Buzun ylizeyine tutunmus
glikopeptidler kristal biiylimesini engeller. Bir buz
kristali ¢evresindeki sivinin i¢indeki su molekiille-
rinin kristalin yatay diizlemine basamaklar halinde
eklenmesiyle biiyiimektedir. Fakat, glikopeptid an-
tifrizleriyle karsilasan basamaklar egilmektedir (Se-
kil 2). Bu durum, ¢evredeki sivinin sicakligi diis-
medigi stlirece kristallerin biiylimesini durdurur
(Eastman ve DeVries, 1986).

Notothenioid’ler buz igermeyen su i¢ine konul-
duklarinda, 1silar1 -6°C’ye diisene kadar donmamak-
tadir. Viicut i¢ine disaridan buz sizmadigi siirece
igeride buz kristalleri olugsmamaktadir.
Notothenioid’lerin soguga karsi dayanabilme yete-
neklerine yonelik asil tehlike digsaridaki buzdur ve
antifriz proteinlerin asil rolii de buzun deriden igeri
sizmasini onlemektir. Pullart alinmis derinin i¢ yii-
zeyi antifriz molekiilleri igeren tuz ¢ozeltisine bati-
rildiginda, deri disardan buz girmesini Onleyen bir
engel olarak is gormektedir; suya antifriz molekiil-
leri eklenmemisse buz kristalleri deriden kolayca
sizmaktadir (Eastman ve DeVries, 1986).

Antifriz molekiillerinin buza nasil baglandigi
tam olarak bilinmemekle beraber antifrizlerin hid-
roksil gruplar (-OH) ve diger polar gruplart amino
asit zincirlerindeki karbonil (=CO-) gruplar ile bu-
za baglandigi tahmin edilmektedir (Eastman ve
DeVries, 1986).

Antifriz  glikoproteinler (AFGP) ilk kez
Antartik  Notothenioid’lerde  bulunmustur. Bu
antartik baliklarda farkli gorevlere sahip iki gen bu-
lunmaktadir. Birincisi pankreasta iiretilen bir enzim
olan tripsinojen i¢in ikincisi ise baliklar1 donmaya
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kars1 koruyan antifriz glikoprotein i¢indir. Antifriz
genin, triposinojen genden bir takim gen ¢ogalmasi
(duplikasyonlar1) sonucunda olustugu kabul edil-
mektedir (Sekil 2). Bu gen c¢ogalmasi; ¢ikarma
(deletion), ekleme (insertion), ¢ogalma
(duplication), ve ardigik kiigiik parcalara uzama
(amplification) ve gecis mutasyonlarindan olugmak-
tadir (Chen L, 1997).

Ancestral trypsinogen gene
SP

DELETION Ter
11 -

L acag CC.
ThrAlagla GlyAspSar--
il fraiine ghift
Duplication -(",-‘;’T,,
+ gggtgactcc...
sp E2
! I Thr Ala AlaThr AlaAlaThrAla Ala f == 3'
ldld'lliunll Spacer
intran uence
sequence > ‘__—»;L:.lqianmn:
AFGP AMPLIFICATION
gene Ter
o SB 1  [wE2 ¥ |
5= I I I H 0k
atly AFGP polyprotein coding sequence

-1.7kbp

Sekil 2. Antifriz proteinlerin kdkeni (Chen L, 1997).

Antifriz proteinler karaciger ve deriden kaynak-
lanabilir. Antartik kis kopekdili baliginda (winter

flounder) yapilan bir calismada (Fletcher ve ark,
2001), deri cDNA’sin1 inceleme sirasinda iki tip an-
tifriz proteinin var oldugu goriilmiistiir (deri for-
mu=wf{sAFP ve karaciger formu=wflAFP). Karaci-
ger AFP cDNA klonlamasinda, karaciger
mRNA’sinda preprotein olarak kodlanir. Baliklarda;
Ekim ayinda karacigerde AFP mRNA’nin artis gos-
termeye basladigi, yaklasik bir ay igerisinde de
plazma AFP degerinde artis goriildiigli ve bu mikta-
rin Mart, Nisan aylarinda diismeye basladig1 goste-
rilmistir (Fletcher ve ark, 2001). Kis aylarinda kara-
cigerdeki AFP mRNA ve plazma AFP degerleri pik
yapmaktadir. Antartik kemikli baliklarda, biiylime
hormonunun (GH) hipofiz bezinden salinimi ve
insiilin benzeri biiylime faktoriiniin (IGF-1) sentezi
karaciger tarafindan yapilmaktadir. Biiyime hor-
monu AFP genin transkripsiyonunu baski altinda tu-
tarak, biitiin sene boyunca plazma AFP seviyesini
diizenlemektedir (Tablo 1).

Deri formu AFP’nin karaciger formu AFP’den
farki pre- ve pro- yapilarin eksik olmasidir. Deri
AFP’nin  pre yapisinin  eksikligi  proteinin
intraseliiler olarak calistigini gostermektedir (Tablo
1) (Fletcher ve ark, 2001).

Tablo 1. Karaciger ve deri formu AFP’lerinin 6zellikleri (Fletcher ve ark, 2001).

Karaciger

Deri

Doku ve hiicre yerlesimi lenir. ekstraseliiler salgi proteini

Karacigere 6zgii; prepro AFP olarak sentez-|Periferal dokulara dagilmistir; Intraseliiler AFP

olarak sentezlenir.

Gen yapist ve organi-|40 kopya, ikili tekrarlar seklinde; 2A-7b,|40 kopya, bagh fakat diizensiz yerlesimli; F2,

zasyonu gen yapisinda ki ekzon ve bir intron igerir. |11-3 yapisinda iki ekzon bir intron igerir.
MeYSImsel/Hormonal GH tarafindan inhibe edilir. GH’dan etkilenmemektedir.
regiilasyon

Intron  karacigere  ozgii

Transkripsiyon kontrolii

gelistirilmis
C/EBPo* ve AEP** igin DNA motifi igerir.

Intron heryerde bulunmaktadir, AEP ve diger
DNA baglayici yapilar icerir. C/EBPa alan1 TA
eklemesinde yok olur.

" C/EBPa: CCAAT/enhancer-binding protein o (CCAAT baglanmayi arttirict protein)
™ AEP: Antifreeze Enhancer-binding Protein ( Antifriz baglanmay arttirici protein)

Antifriz proteinlerin tiimiiniin donmay1 degil de
buz kristallerinin olusumunu engellediginin anla-
silmasi iizerine gorevlerinin daha dogru ifade edil-
mesi geregi hissedilmis ve antifriz proteinler ile
otomotiv sektoriinde kullanilan antifriz (etilen gli-
kol) arasindaki farkin daha iyi anlagilmasinin sag-
lanmast i¢in admin “Buz Sekillendirici Protein”
(ISP, Ice Structuring Protein) olarak yeniden adlan-
dirtlmasmin daha dogru olacagi oOnerilmektedir
(Clarke ve ark, 2002).

Antifriz protein tiirleri

Antifriz proteinleri bircok organizmayi donma
etkisine kars1 korumaktadir. Bu proteinler baliklarda
oldugu gibi bazi bakteri, bitki ve bocek tiirlerinde
de bulunmaktadir. Giinlimiizde bes tip balik antifriz
proteini  bilinmektedir (Tablo 2). Antifriz
glikoprotein (AFGP) ve Tip 1 AFP, Tip 2 AFP, Tip
3 AFP, Tip 4 AFP. Bu proteinlerin yapisal degisik-
liklerine ragmen, gorevleri ve buz kristaline bag-
lanma 6zellikleri benzerdir (Fletcher ve ark, 1999).
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Tablo 2. Antifriz Proteinlerin baglica 6zellikleri ve dogal kaynaklari (Fletcher ve ark, 1999).

. AFP
Ozellik AFGP - - -
Tip I Tip II Tip 11T
Molekiil agirligi, Da |2,600-33,000 3,300-4,500 11,000-24,000 6,500
S (alanin-alanin-threonin), [Alanin zengin toplam 11 amino|Sistin zengin,
Birincil Yapt disakkarit asit tekrar disulfid baglh |0l
. Yok (Camuka’da
Karbonhidrat Var Yok <3% karbonhidrat) Yok
Ikincil yapi Genisletilmis et-Sarmal amfifilik [-Tabaka B-Sandvich
Ugiinciil yap1 Tanimlanmamis %100 sarmal Tanimlanmamis Elzi;nmlanma—
Biyosentez Multiprotein Prepro AFP Prepro AFP (deniz Pro AFP
aslani)
Protein igerigi 8 7 2-6 12
Gen Kopyast Tanimlanmamis 80-100 15 30-150
y Antartik Notothenioidler,[Sag ~ Gozlii  Derepisisi ~ (Kis Deniz Aslant, Okyanus_So-
Dogal kaynaklar I o . ’|Camuka,  Ringa/murtkan Bali-
Kuzey kryilan Kopekdili), Kisaboynuzlu Sculpin Bah &

Tip 1 Antifriz protein: Tip 1 AFP’leri, kis
kopekdili (kemikli baliklar takimmin yan yiizergil-
ler ailesinden) ve kisaboynuzlu Sculpin’lerde bu-
lunmaktadir. Tk kez bu baliklarda AFP’nin ii¢ bo-
yutlu yapist agiklanmistir (Duman ve DeVries,
1976).

Sekil 3. Tip 1 AFP’in o-Sarmal yapisi (Duman ve DeVries,
1976)

Tip 1 AFP’in birincil yapis1 kararli sarmal ya-
pidadir. Alanin’ce zengin birbirini tekrarlayan top-
lam 11 aminoasitten olusmustur. Ikincil yaps, basit,
uzun, amfipatik alfa sarmaldir (Sekil 3). Yaklagik
3.3-4.5 kDa molekiil agirigidadir. Ugiinciil yapi-
nin tamami sarmaldir. Tip 1 AFP’nin {i¢ boyutlu
yapisinda ii¢ adet yiiz (hidrofobik, hidrofilik ve Thr-

Asx) bulunmaktadir (Sekil 4) (Duman ve DeVries,
1976)

Hidrofobik
Yiz

Hidrofobik
Yiz

Thr - Asx - Ylz

Sekil 4. Tip 1 AFP’nin gevresiyle iligkiye girebilecek yiizleri
(Duman ve DeVries, 1976)

Tip 1 hiperaktif AFP baz1 Saggozli
Derepisisi’nde (kemikli balik yan ylizergiller ailesi)
bulunmaktadir. Yaklasik 32 kDa agirhigindadir
(17kDa’luk iki monomer, bir dimerik molekiil). Bu
AFP donma 1s1s1 diisiik sularda bulunan baliklarda
oldukg¢a ¢ok bulunmaktadir (Scotter, 2006). Tip 1
Antifriz proteinin buza tutunmasinda hidrojen bag-
larmin biiyiik rol oynadigi, buza baglanmada 1siyla
ilgili en biiylik yardimi da protein ile buz arasindaki
Van der Waals etkisinin olusturdugu diisiiniilmek-
tedir (Sicheri ve Yang, 1995).

Tip 2 Antifriz protein: Deniz Aslani’nda,
Camuka’da ve Ringa Baligi’nda bulunmakta olup
yapisi tam olarak bilinmemektedir. Sistin’ce zengin
bir globuler protein olup bes disiilfid bag1 i¢ermek-
tedir (Ng ve Hew, 1992). Molekiil agirligr 11,000-
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24,000 Da olup ikincil yapis1 Tabaka yapidan zen-
gindir (Sekil 5), {igiinciil yapisi ise heniiz bilinme-
mektedir (Fletcher ve ark, 1999).

Sekil 5. Tip 2 AFP’nin ikincil yapisi (Anonim,1999)

Tip 3 Antifriz protein: Antartik Yilan Bali-
g1’nda bulunan Tip 3 AFP’in molekiil agirlig1 yak-
lagik 6 kDa’dur. Buza baglanma ylizeyinde goster-
digi hidrofob 6zelligi Tip 1 AFP ile aynidir (Crevel
ve ark, 2002). Tip 3 AFP’in birincil yapisi genel an-
tifriz proteini yapisindadir. Tip 1 AFP’e benzer
ozelliktedir. ikincil yapisi -Sandwich modelde olup
(Sekil 6), tgiinciil yapist bilinmemektedir (Fletcher
ve ark, 1999).

Sekil 6. Tip 3 AFP’in B-Sandwich modeli (Anonim,1999)

Tip 4 Antifriz protein: Tip 4 AFP Uzun Boy-
nuzlu Sculpin plazmasinda tespit edilmis, alfa sar-
mal yapida ve glutamat ve gulutaminden zengin bir
glikoproteindir (Deng ve ark, 1997). Diger yapilar
tam olarak bilinmemektedir (Fletcher ve ark, 1999).

Bocek antifriz proteini: Hiperaktif (yliksek
termal histerez degerlerde) Antifriz protein olarak
boceklerde bulunmus bu protein Tip 5 Antifriz Pro-
tein olarak da adlandirilabilir (Graham, 1997).

Tenebrio ve Dendroides Antifriz Proteinleri diger
bocek ailelerinde bulunmaktadir ve yapilar1 birbirle-
rine oldukca benzemektedir. Bu Antifriz proteinle-
rin molekdil agirliklar yaklagik 8.3-12.5 kDa olup
aminoasit dizisi boyunca, en az her altida bir sistin
rezidusli yer alir (Duman, 2001). Kar Piresi’ndeki
(Hypogastrura harveyi) AFP’lerin buza baglanma-
sinin diger AFP’lere gore daha farkli oldugu kesfe-
dilmistir (Graham ve Davies, 2005). Biitiin AFP’ler
donma sirasinda buza baglanarak buz kristalinin
biiylimesini engellemektedir. Bu olay; kin kanath
boceklerde ve giivede, buza threonin bdlgesinden,
kar piresinde ise glisin bolgesinden baglanmak sure-
tiyle gerceklesmektedir. Glisin, protein yapisindaki
esneklik ile iligkilidir. Kin kanatlilarda (Denroides
canadensis, DcAFP) tekrar eden disiilfid bagh 12-
rezidii (TCTxSxxCxxAx) halkada Thr-Cys-Thr ige-
ren bir buza baglanma demeti igerir (Graham ve
Davies, 2005).

Bitki antifriz proteini: AFP’lerin smiflandi-
rilmas1 Bitki AFP’in kesfi ile daha karmasik hale
gelmistir  (Griffith, 1992). Bitki AFP’leri diger
AFP’lerden bazi yonlerden farklilik gostermektedir.
Bunlar; diger AFP’lere gore daha zayif termal
histerez (doga olaylarinin gelismesindeki gecikme)
aktiviteye sahiptir. Diger AFP’lerin fizyolojik gore-
vi buz olusumunu 6nlemek iken Bitki AFP’leri tek-
rar kristal olusumunu engellemektedir. Bitki
AFP’lerinin ¢ogu patogenez iligkili proteinlerdir.
Bazen antifungal aktiviteye de sahip olabilir
(Griffith ve Yaish, 2004). Bitki AFP’in {i¢ boyutlu
yapisi, 118-rezidiilii -sarmal yapida 8 halkadan olu-
san 14-15 aminoasitten ibarettir (Kuiper ve ark,
2001).
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Sekil 7. Bitki Antifriz Proteinin f-Sarmal yapisi ve buz kristali-
ne baglanmasi (Kuiper ve ark, 2001)
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Yagh karacayir bitkisinin protein yapisinin
onemli boliimiinii AFP olusturmaktadir. Sekil 7’de
Bitki AFP’in -sarmal yapis1 teorik olarak gosteril-
mektedir. Birbirine paralel iki -tabaka bdlgesinde
sar1 renkle gdsterilen buza baglanma alanlar1 bu-
lunmaktadir. Bu protein, ayni hizaya geldigi varsa-
yilan iki prizma yiizeyi arasinda (mavi bolge) buzun
igeri girmesini Onleyen, ara ylizey zamki gibi gorev
alir ve tekrar kristallesmeyi onler (Kuiper ve ark,
2001).

Sonuc ve Oneriler

Antifriz proteinler (alanin-alanin-threonin)n-
galaktozil-N-asetil galaktozamin monomerlerinden
olusan polimerler olup buz kristaline baglanarak
kristalin biiylimesini engellemek suretiyle canlilari
donmaya kars1 korurlar. Karaciger ve deri kaynakli
olan AFP’ler Tip, Gida ve Endiistri alanlarinda et-
kin bi¢cimde kullanilmaktadirlar. Dokularin dondu-
rularak korunmasinda, kisin sert gectigi bolgelerde-
ki ekinlerin donma noktasinin diisiiriilmesinde, s1-
cak su baliklarinin daha serin sularda iiretilmesini
ve adaptasyonunu saglamada, dondurulmus gidala-
rin raf omriinii uzatmada, dondurma cerrahisinin
(Kriyocerrahi’nin) gelismesinde, tipta transplanti
veya transflizyonu yapilacak dokularin daha iyi sak-
lanmasinda ve hipotermi tedavisinde olmak iizere
farkli alanlarda yararlanilmaktadir. AFP’in buz kris-
tallerinin olusumunu engellemesi {izerine adinin
“Buz Sekillendirici Protein” olarak yeniden adlandi-
rilmasi dnerilmektedir.
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Toll benzeri reseptorler
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Ozet: Kalip tamima reseptorleri bakteriyel komponentlerin varligimi saptar ve invaze mikroorganizmalarm eleminasyonu icin
olusan yanita aracilik eder. Bu ¢ok eski evrimsel bakteriyel tanima sistemi Drosophila immun sisteminde de saptanmis ve Toll sinyal
yolu olarak adlandirilmistir. Yapilan ¢aligmalar Drosophila Toll’unun homologu olan memeli Toll Benzeri Reseptorleri’nin yangisal

cevabin uyartlmasinda anahtar molekiiller olduklarini gdstermistir.

Anahtar sozciikler: Toll, reseptor, Drosophila, immun yanit.

Toll like receptors
Summary: The pattern recognition receptors sense the presence of bacterial components and mediate responses for the

elimination of invading microorganisms. This evolutionary ancient bacterial recognition system is found even in the Drosophila

immune response, so called Toll signaling pathway. Recent studies revealed that mammalian Toll Like Reseptors, homologues of

Drosophila Toll, are key molecules for recognizing bacterial components to evoke inflammatory response.

Key words: Toll, receptor, Drosophila, immun response

Giris

Toll Benzeri Reseptorler (TBR), deri veya ba-
girsak mukozasi gibi dogal fiziksel engelleri agarak
viicuda girme sansi bulan mikroorganizmalar1 tani-
yabilen ve onlara kars1 bagisik bir konake¢1 yaniti
olusturma yeteneginde olan, tek membranli, non-
katalitik bir reseptdr grubudur. TBR’lerin insan ve
hayvanlardaki dogal bagisiklik sisteminde anahtar
bir rol tistlendikleri kabul edilmektedir. Dogal bagi-
siklik sistemi insan ve hayvan viicudunda
infeksiydz hastaliklara karst sekillenen ilk savunma
mekanizmasidir. Bu savunma mekanizmasinda ko-
nak¢r viicudunda meydana gelen ilk ve en temel
olay viicuda giren patojenin taninmasi ve en kisa sii-
rede bu patojene karsi hem yangisal hem de bagisik
bir konake¢1 yanitinin olusturulmasidir. Omurgali ve
omurgasiz tiim canlilarda Toll veya Toll Benzeri
Reseptorler olarak adlandirilan ve protein yapisinda
olan bu reseptor grubu, s6z konusu olayin sekillen-
mesinde temel rol oynar. Konak¢1 tarafindan pato-
jenin miimkiin olan en kisa siire i¢inde taninmasi ve
ona kars1 bagisik bir konake¢1 yanitinin olusturulma-
st infeksiyonun patogenezisinde ve hastaligin
prognozunda belirleyici olur.

Drosophila ve Toll
Toll ilk olarak Drosophila larvasinin dorsal-
ventral axisinin olugsumunu saglayan mekanizmanin

Gelis Tarihi/Received: 16.01.2008

esas komponenti olarak kesfedilmistir. Toll, tip-1
transmembran reseptorii olup; ekstraseliiler bolge-
sinde leusinden zengin tekrarlara sahiptir. Toll’un
sitoplazmik bolgesi ise memeli interleukin-1 resep-
toriiniin (IL-1R) sitoplazmik bolgesine benzemekte-
dir ve bu bolge Toll/IL-1R (TIR) homolog alani ola-
rak adlandirilmaktadir (14).

Drosophila ile yapilan genetik aragtirmalar,
Toll sinyal yolu i¢in gerekli olan sinyal molekiille-
rinin varligm ortaya koymustur. Bunlar adaptor
protein Tube ve serine /threonine kinase Pelle’dir.
Toll bir antifungal peptit olan drosomisinin eks-
presyonunu kontrol eder. Drosomisin geninin trans-
kripsiyonunda bu molekiillerin izledigi yol, memeli
IL-1R sinyal yolundaki molekiillerin izledigi yol ile
benzerlik gosterir (11).

Drosophila’da Toll ailesine ait 6 iiye tespit
edilmistir (7). Bunlardan 18-wheeler’m  bir
antibakteriyel peptit olan atasinin sentezini kontrol
ettigi bildirilmigtir. Ayrica Drosophila, farkli mik-
roorganizmalar1 farkli Toll sinyal yollar1 kullanarak
ayirt edebilir. Farkli sinyal yollarinin aktivasyonu
belirli tip patojenlere karst uygun antimikrobiyal
peptitlerin iiretimiyle sonuglanir (11).

Toll benzeri reseptor ailesi
1997°de Toll Benzeri Reseptorleri (TBR) ola-
rak adlandirilan Toll’un insan homologlar1 kesfe-
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dilmistir (11). Bunlar, halen insan TBR1 ve insan
TBR4 olarak isimlendirilmektedirler. Giinlimiize
kadar 10 insan ve 9 faregillere ait transmembran
proteininin memeli TBR ailesine ait oldugu saptan-
mistir (14).

TBR’nin yapisi

IL-1R’nin sitoplazmik porsiyonu ile
Drosophila Toll’unun sitoplazmik porsiyonu birbi-
rine benzerlik gosterir ve bu alana TIR alani denir.
Ancak IL-1R aile iiyeleri ekstraseliiler alanlarinda 3
immunoglobulin benzeri bolge igerirler (12). Toll
ailesinin biitlin liyeleri membran proteinleridir ve
ekstraseliiler alanlarinda ise leusinden zengin tek-
rarlara (LRR) sahiptirler. Toll ailesi proteinlerinin
ekstraseliiler kism1 genistir (550-980 aminoasit) ve
muhtemelen birden ¢ok baglayic1 bolgeye sahiptir
(3). Aynm1 zamanda bu ekstraseliiler alan kiigiik,
sistinden zengin bolgeleri de igerir. Ancak say1 ve
diizen acisindan bu sistinden zengin alanlar Toll ai-
lesi iiyeleri arasinda farklilik gosterir (4). LRR’ler
20-29 aminoasitlik kisa protein modiilleridir ve
TBR proteinlerine ek olarak cesitli protein grupla-
rinda (CD14, RP105, NOD) da bulunurlar (12).
Bunlardan RP105’in ekstraseliiler LRR alani insan
Toll’u ile benzerlik gdsterir. RP105’in ligand1 halen
bilinmemekle beraber RP105, ekspresyonu igin
MD-1 diye adlandirilan bagka bir molekiile ihtiyag
gosterdigi bilinmektedir (4). TBR’ler sitoplazmik
bolgelerinde yaklasik 200 aminoasitten olusan ve
IL-1R ile benzer TIR alanina sahiptirler (3). Bu TIR
alan1 ek olarak 2 protein tipinde daha bulunur: bi-
rincisi, bir sitoplazmik protein olan miyeloid
diferansiyasyon faktor 88 (MyD88), karboksi-
terminal TIR alanina ve amino-terminal bolgesine
sahiptir. ikincisi ise birkag bitki hastalik-direng pro-
teinini kapsar (6rn. RPP5)(4).

TBR ailesi iiyeleri

TBR1: Giiniimiize kadar TBR1’e 6zel direkt
bir ligand saptanamamasinin yaninda fonksiyonu da
halen agikliga kavusmamustir. Fareler ile yapilan ¢a-
lismalar TBR1’in TBR2 ile fonksiyonel olarak ilis-
kili oldugunu ve lipopeptidler arasindaki ¢ok ufak
farkliliklarin ayiriminda TBR1’in TBR2’ye yardim-
c1 oldugunu gostermistir (10).

TBR2: Lipoproteinler ve lipoteikoik asitler
(LTA), Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan peptidoglikan (PGN) tabakasina gomiili
vaziyette bulunurlar. TBR2 farkli mikrobiyal

komponentleri taniyabilir. Bunlar: Staphylococcus
aureus gibi Gram pozitif bakterilerin PGN tabakasi,
Gram negatif bakterilerden Borrelia burgdorferi ve
Mycoplasma  fermentans,  birgok  bakterinin
lipoproteinleri ve lipopeptitleri, Trypanasoma
cruzi’'nin glikofosfatidilinositol’li, Mycobacterium
tuberculosis’in lipoarabinomannani ve mayalarin
hiicre duvar1 komponenti olan zimosandir (1, 2).
Ayni zamanda leptospiral lipopolisakkaride (LPS)
kars1 TBR2’den yoksun farelerle yapilan ¢aligma-
larda hiicrelerde yangisal cevap olusmazken diger
LPS’ler bu hiicreleri normal olarak stimule edebilir-
ler. Yapilan c¢aligmalar, LPS-reseptor kompleksi
olusturmak iizere TBR2’nin CD14 ile etkilestigini
gostermistir (2, 13). Leptospiral LPS’ye cevap olus-
turamayan hiicrelerde yapilan son caligmalar hem
CD14’tin  hem de TBR2nin cevap igin
stimulasyonu saglamada gerekli olduklarini ortaya
koymustur.  Benzer  olarak  Porphyromonas
gingivalis’in LPS’si diger Gram negatif bakteriler-
den farklidir ancak bu da CD14 ve TBR2 tarafindan
taninmaktadir (13). Invitro galigmalar LTA nin, ve
bir ¢alismada da, Listeria monocytogenes’in TBR2
ile hiicreleri aktive ettigini gostermistir. Baz1 yazar-
lara gore, bu kadar birbirinden farkli ligandi bagla-
yan TBR2’nin bu yetenegini, diger TBR’lerle; 6zel-
likle TBR6 ve TBR1 ile olusturdugu
heterodimerlerden aldigina dayandirmiglardir (14).
TBR2 diger TBR’leri fonksiyonel heterodimer olus-
turarak spesifite repertuvarmi genigletir,. TBR2/6
heterodimerinin, PGN ve zimosan’t tanidig1 ortaya
konmus ancak TBR2’nin, bakteriyel lipoproteinleri
birlikte tanidig1 heterodimeri halen bulunamamistir
(2). Akira ve arkadaglar1 (15), mikoplazmadan elde
edilmis bir diasile lipoprotein olan MALP-2’nin ta-
ninmasinda TBR2 ve TBR6’ya mutlak gereksinim
oldugunu saptamiglardir (13).

TBR3: infekte hiicrelerde viral replikasyon,
immun sistem hiicrelerini stimule edebilen ¢ift sar-
malli RNA’nin (dsRNA) olusmasi ve tip 1 interfe-
ron’un indiiklenmesiyle sonuglanir. dSRNA konake1
hiicrenin 6gesi olmadigi igin patojen iliskili molekii-
ler kalip (PAMP) gibi disiiniilebilir. TBR3’den
yoksun farelerde yapilan calismalarda viral RNA
kopyasina karst olusan cevaplarin azalmasi,
TBR3’iin dsRNA’nin taninmasinda rol oynadigini
gostermistir. Ayrica protein kinaz R gibi diger mo-
lekiillerin dsRNA’nin neden oldugu interferon iire-
timine aracilik ettigi ileri stiriilmiistiir (2, 14).
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TBR4: LPS, Gram negatif bakterilerin dis
membranlarinda bulunan kuvvetli bir makrofaj
aktivatorii ve endotoksik sok olusturucu ajanidir (1).
Makrofajlarin LPS ile stimulasyonu TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-10, makrofaj inflamasyon protein-1a/p gibi
cesitli sitokinlerle; prostanoidler, 16kotrienler ve nit-
rik oksit gibi yangisal efektor substanslarin iireti-
miyle sonuglanir. Kan dolagimindaki LPS, karaci-
gerde yapilan ve akut faz proteinlerinden biri olan
LPS baglayici protein (LPB) tarafindan hemen ya-
kalanir (2). Bu protein spesifik lipid transfer protei-
nidir ve LPS’yi CD14’¢ teslim eder (1). Hiicre yii-
zeyinde yerlesen LPS/LPB/CD14 tiglii kompleksi
mitojen-aktive edici protein kinaz (MAPkinaz) aile-
sine ait bazi iiyelerin ve transkripsiyonel faktor NF-
kB’nin aktive olmasim saglar. CD14 hiicre yiizeyi
glikoproteinidir ve LPS i¢in baglayici reseptor ola-
rak gorev yapar. Fibroblastlar ve endoteliyal hiicre-
ler gibi CD14’ten yoksun hiicrelerde, serumda ¢o-
ziinmiis halde bulunan CD14 membrana bagli olan
CD14iin yerine gegerek fonksiyon gdosterebilir (2).
CD14 mononiikleer fagositlerin yiizeylerinde bulu-
nur (1). Ancak CD14 intrasitoplazmik bolgeye sa-
hip degildir (14). CD14’{in sinyal transdiiksiyonunu
gerceklestirememesine sebep olan bu durum diger
molekiillerin LPS sinyalinden sorumlu oldugunu
gosterir (1). Poltorak ve arkadaslar1 (16), LPS sin-
yalinin TBR4 tarafindan iletildigini bulmuslardir
(14). TBR4’iin bu fonksiyonu, farelerde LPS’nin
taninmasindan sorumlu olan genin pozisyonel klon-
lanmasiyla ortaya konmustur (12). CD14, TBR4 ve
bir ekstraseliiler aksesor protein olan MD-2 komp-
leksiyle birlesir. Bu kompleksteki her komponent
etkin bir LPS sinyal uyarim i¢in gereklidir. MD-
2’nin transmembran pargasi olmadigindan, hiicre ile
etkilesimi TBR4’iin ekstraseliiler pargasiyla kurar
(13).

LPS’nin diginda ¢esitli komponentlerin de
TBR4 ligand1 oldugu saptanmustir. Bir bitkiden elde
edilen ftaxol isimli antikanser ajani1 farelerde
LPS’nin hareketini taklit eder. Insanda béyle bir du-
rum s6z konusu degildir. Fare ve insan arasindaki
MD-2"deki farkliligin tiirlerdeki bu spesifiteyi belir-
leyen unsur oldugu anlagilmistir (12).

TBR4 tarafindan taninan diger bir yabanci yap1
Respiratory Syncytial Virus’un flizyon proteinidir
(F protein). F proteini, monositler ve makrofajlar ta-
rafindan kuvvetli sitokin iiretimine neden olur. Bu
durumun CD14 ve TBR4’ten yoksun farelerde

olusmamasi, CD14-TBR4 kompleksinin yanita ara-
cilik ettigini gosterir. MD-2’nin bu stimulustaki rolii
heniiz tam olarak ac¢ikliga kavusmamistir (13).

TBR4’iin endojen molekiilleri de bagladig: bil-
dirilmistir (14). Bunlardan bir tanesi TBR4 aracili-
giyla yangisal cevabi uyaran 1s1 sok protein 60
(HSP60)’dir. TBR4’ten yoksun fare hiicrelerinde,
HSP60’a kars1 olusan immun yanitta azalma goriil-
miistiir. Yanit alinamayan hiicrelerde MD-2’nin
TBR4 ile beraber eksprese edilmesi yeterli bir yani-
tin olusumunu saglar. Vabulas ve arkadaglar1 (17),
yanit olusturamayan hiicrelerde TBR2’nin ekspres-
yonu ile yeterli yanitin alindigim ortaya koymuslar-
dir. Bu durum her iki TBR’nin de HSP60°1 taniya-
bildigini ve farkli hiicre tiplerinin farkli reseptorleri
kullandigini ortaya koymustur.

Fibrinojen, bakteriyel fimbria ve teikuronik asit
gibi diger proteinlerinde TBR4 ile immun sistem
hiicrelerini aktive ettikleri saptanmistir. Ancak bun-
larin taninmasindaki TBR4’{in rolii heniiz agikliga
kavusmamistir (13).

TBR5: TBR2, TBR4 ve TBR6 birden ¢ok bak-
teriyel iiriin araciliiyla stimiile edilirlerken; TBRS5
ve TBR9’un stimiilasyon igin yalniz bir mikrobiyal
hedefe gereksinim duyduklar1 anlasilmistir (13).
TBRS bakteriyel flagellanin 55kDa’luk monomeri
olan flagellini tanir (1). Flagellin ayn1 zamanda
kuvvetli bir pro-inflamasyon faktoriidiir (2).
TBR5’in flagellin tarafindan aktivasyonu TNF-a
gibi yangisal medyatorlerin iiretimini stimiile eder.
Bu durumda diger TBR’lerin de ortak olarak kul-
landig1 IRAK ve MyD88 gibi sinyal molekiilleri
kullanilir (13). TBRS intestinal epitelin basolateral
ylzeyinde eksprese edilir. Bu yiizden flagellinin
pro-inflamasyon gen ekspresyonunu aktive edebil-
mesi i¢in intestinal epiteli gec¢ip basolateral
membranla kontak kurmasi gerekmektedir (1).

TBR6: TBR6, TBR1 ve TBR2 ile yakindan
iligkilidir. Ozinsky ve arkadaglar1 (18), Cin hamster
ovaryum hiicrelerinde TBR2 ile TBR6’nin iligkili
oldugunu gostermislerdir. TBR6’dan  yoksun
makrofajlarda Staphylococcus aureus’un
peptidoglikanina kars1 belirgin TNF-o iiretimine
rastlanmistir. Buna karsin TBR6’dan  yoksun
makrofajlar mikoplazmal lipopeptit MALP-2’ye
karsi cevap olusturamazken, sentetik bakteri
lipopeptidine (BLP) karsi cevap olarak normal
sitokin tiretimi gosterirler. TBR2’den yoksun fareler
ise MALP-2’ye de BLP’ye de cevap veremezler.
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MALP-2 ve BLP aminoasit sekans farkliligi goste-
rir; BLP N-asil S-asil sistine sahipken MALP-2
diasile sistine sahiptir. TBR2 ve TBR6 MALP-2’yi
birlikte tanirlarken; TBR6, MALP-2 ve BLP arasin-
daki kiiglik yapisal farkliligin taninmasindan sorum-
ludur. TBR1 ve TBR10, TBR6 ile benzerlik goster-
diginden bunlar TBR2’nin partneri olmaya adaydir-
lar (12). Yapilan arastirmalar TBR2 ve TBR6’nin
inhibisyonunun mayalara (zimosan) ve Gram pozitif
bakterilere (peptidoglikan) karsi olusan makrofaj
yanitin1 bloke ettigini gostermistir. Bu durum bu
komponentlerin TBR2 ve TBR6 tarafindan tanindi-
gin1 gosterir (13).

TBR7: TBR7 imidazoquinoline ailesinin birkag
tipini tanir. /miquimod (Aldara, R837, S-26308 ola-
rak da bilinir) ve R-848 (resiquimod, S-28463 ola-
rak da bilinir) imidazoquinoline ailesinin diisiik mo-
lekiiller kiitleye sahip bilesikleridir. Ayn1 zamanda
kuvvetli antiviral ve antitimor 6zelliklerine sahip-
tirler. Imiquimod’un aktivitesi IFN-o ve IL-12 gibi
sitokinleri uyarma yetenegine dayanir. Topikal
imiquimod terapisi halen papilloma viruslarin neden
oldugu, eksternal genital ve perianal sigillerin teda-
visinde uygulanmaktadir. R-848 ise imiquimod’un
kuvvetli bir analogu olup halen gelistirilmektedir.
Bunlara ek olarak TBR7, loxoribine ve broprimine
gibi diger sentetik kimyasallar1 da tanidig1 gosteril-
mistir (1).

TBR8: TBRE, TBR7 ile beraber bir
imidazoquinolin bilesigi olan R-848’¢ karsi olusan
immun yanitta rol aldiklar1 ortaya konmustur. (6).

TBR9: TBRY, bakteriyel DNA (ve viral DNA)
ve anmetile CpG diniikleotidlerini (CpG-DNA) ice-
ren sentetik oligodeoksiniikleotidlerin taninmasi
icin gereklidir. Bu oligoniikleotidlerin B hiicreleri-
nin proliferasyonunu stimiile ettigi ve makrofajlar
ile dendritik hiicrelerin aktivasyonunu sagladigi
gosterilmistir. Optimal immunstimiilasyonu sagla-
yan CpG-DNA motifi fare ve insan arasinda farkli-
lik gosterir. Bu fark, insan ve fare TBR9’larinin
ekstraseliiler bolgelerindeki aminoasit sekans farkli-
ligindan kaynaklanir (1).

TBR10: TBR10 insan TBR ailesinin son iiyesi
olup fonksiyonu ve direkt ligandi halen bilinme-
mektedir (6).

TBR sinyal yolu
TBR’ler, ekstraselliiler kisimlarindaki
leusinden zengin tekrarlarin bulundugu alan ile ve

sitoplazmik kisimlarindaki, IL-1R’nin intraselliiler
kismina olan 6nemli benzerlikleriyle karekterizedir.
Bu gozlemler, benzer olan sitoplazmik alanlarin
sinyal i¢in ortak molekiiller kullanabilecegini gos-
termistir.

IL-1, niikleer faktor kB (NF-kB) gibi, sonradan
baz1 sitokin genlerinin transkripsiyonel indiiksiyo-
nunu saglayan farkli transkripsiyon faktorlerinin ak-
tivasyonunu uyarir. IL-1’e baglandiktan sonra, IL-
IR ve IL-1R aksesor protein (IL-1RacP) ¢ifti ve
bunlarin uygun sitoplazmik porsiyonlar1 aktif IL-1R
sinyal kompleksini olusturmak {izere biraraya gelir.
Bu kompleks, adaptér protein MyD88 ve IL-1R-
iligkili kinaz (IRAK) ve IRAK-2 olarak adlandirilan
iki Serin/Threonin kinazi kapsar. IL-1R ve IL-
1RacP’nin intraseliiler kisimlarindaki benzer alanlar
adaptor MyDS88 ile homofilik etkilesim kurarak
baglanirlar. MyD88 modiiler bir yapiya sahiptir:
TIR modiilii olarak adlandirilan ve IL-1R’ye bagla-
nan C-terminal alan1 ve 6lii-bdlge modiilii olarak bi-
linen N-terminal porsiyonu. MyD88’in o6lii-bdlge
modiilii, IRAK ve IRAK-2’yi IL-1R sinyal komp-
leksine dahil eder. Ileri basamaklarda IRAK ve
IRAK-2, adaptor molekiil tiimor nekrozis faktor re-
septor-iliskili faktor 6 (TRAF6) ile etkileserek, pro-
tein kinaz TAK1 (transforming growth factor-beta-
activated kinase) ve NIK (NF-kB-uyarici kinaz) ile
baglanir. NIK en son olarak inhibitér «B (IxB)
kinaz (IKK) kompleksini aktive eder. Bu kompleks
ise IxkBa’nin direkt fosforilasyonuna neden olur (9).

TBR’ler tarafindan aktive edilen intraseliiler
sinyal yollar1 IL-1R sinyali ile birgok ortak nokta
tagir. Bunun sebebi aralarindaki benzer TIR homo-
log alaninin varligidir. PAMP’1n bir TBR’ye bag-
lanmas1 TIR’1n aktivasyonuna neden olur (13). Sin-
yal, adaptér protein MyD88’den baslar. MyD88,
TBR’nin sitoplazmik kuyruguyla birlesir ve
MyDS88’in olii-bdlgesi IRAK ile homofilik etkile-
simle bulunarak bu molekiilii reseptore baglar (an-
cak IRAK? ile baglanmaz (8)). Aktive olan IRAK
reseptorden birakilir. IRAK, TRAF6’ya baglanarak
aktivasyonunu saglar (12). TRAF6, NIK (mitojen-
activated protein kinase kinase kinase (MAPKKK
veya MAP3K) aile iiyesi (4)) ile baglant1 kurarak,
IKK kompleksini stimule eder. Aktive olan IKK
kompleksi, IkB’yi fosforilize eder. Bdylece
proteazom-aracili IkB degradasyonu sekillenir.
IkB’nin degradasyonu, NF-kB’yi serbest birakarak
sitozolden niikleusa transloke olmasini ve pro-
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inflamasyon sitokinlerinin ekspresyonunu saglar
(12).

Bazi LPS-uyarimli cevaplarin MyD88’¢ ihtiyac
gostermedigi gdzlemlenmis ve buna dayanarak bas-
ka bir TBR sinyal yolunun var olabilecegi diisii-
niilmiigtir. MyD88’den yoksun hiicrelerde NF-«B
aktivasyonun gecikmis de olsa gozlemlenmesi, an-
cak TBR4’ten yoksun hiicrelerde NF-xB aktivasyo-
nun tamamen baskilanmis olmast MyD88-bagimsiz
bir yolun varligin1 ortaya koymustur. LPS-uyarimli
DC maturasyonu MyD88’e gereksinim gostermedi-
gi halde TBR4’e ihtiya¢ gosterir. Buna ek olarak
TBRY araciligiyla CpG DNA tarafindan uyarilan
DC maturasyonunun MyD88’den yoksun hiicreler-
de sekillenmemesi, diger TBR’lerin degil sadece
TBR4’iin sinyal molekiilleriyle etkilesim kurdugunu
gostermistir. Son zamanlarda iki fakli grubun yap-
mis oldugu caligmalar yeni bir molekiiliin varligin
ortaya koymustur. Bu molekiile TIR alam igeren
adaptor protein (TIRAP) veya MyD88 adaptor ben-
zeri (MAL) ismi verilmistir. Bu molekiiliin spesifik
olarak TBR4 ile etkilestigi ve MyD88 bagimsiz sin-
yal yolundan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.
Iki grubunda gerekgesi, TBR’lerin ve MyD88’in or-
tak TIR alanlar1 vasitasiyla etkilesmeleri ve bu
adaptor molekiiliinde ayni TIR alanina sahip olmast
nedeniyle ayni durumun s6z konusu olabilecegidir.
TIRAP/MAL, IRAK-2 ile direkt iliski kurarken
IRAK-1 ile iligki kuramaz ancak MyD88 her iki
kinazla da iliski kurabilmektedir (13). Bdylece
TIRAP/MAL, IRAK-2 ile iligki kurarak NF-xB ak-
tivasyonuna yol acar (14).

Son yapilan ¢aligmalar MyD88 bagimsiz yolun,
interferon (IFN) diizenleyici faktér 3 (IRF3)’iin ak-
tivasyonundan, IFN-B’nin ve IFN-uyarilabilir genle-
rinin indiiksiyonunundan sorumlu oldugunu ortaya
koymustur (1). MyD88’den yoksun farelerde LPS
uyarimiyla IRF3’{in niikleer translokasyonu, IRF3
aktivasyonunun MyD88 bagimsiz yolla iligkili ola-
bilecegini gostermistir (14). MyD88 bagimsiz yolla
IRF3 aktivasyonunda TIRAP/MAL’1n da rolii olabi-
lecegi arastirilmaktadir (2).

Yapilan aragtirmalara gore, TIRAP/MAL’in
MyD88 bagimsiz yolu kullanarak NF-kB aktivas-
yonunu yonettigi ve bunu da ¢ift iplik¢ikli RNA’ya
bagimli protein kinaz (PKR) ve TBR4 ile iliski ku-
rarak gerceklestirdigi saptanmistir (12).

Sonu¢  olarak, insan ve hayvanlarda
infeksiyonlara karsi viicutta sekillenen dogal bagi-
siklik mekanizmasinin 6nemli komponentlerinden
biri olan ve aym zamanda infeksiyonlarin
patogenezis ve prognozlarinda regiilator gorev iist-
lenen Toll Benzeri Reseptorlerin yapi, gorev ve
fonksiyonlarmin iyi bilinmesi yukarida sozii edilen
konulardaki soru isaretlerine yanit vererek
infeksiyon olgusundaki bilinmeyenlere agiklik ka-
zandiracaktir.
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Yazar/yazarlar, ad ve soyadlart ile belirtilmelidir; soyadlar biiyiik harflerle yazilmalidir.

6. Orijinal calismalar ve gozlemler asagidaki siraya gore diizenlenerek yazilmalidir.

Bashk

Makale baghg1 (Tiirkge ve Ingilizce dil ile kisa ve konu hakkinda bilgi verici olmalidir). Calismaya iliskin agiklama dipnot isareti ile gdsteril-
meli ve yazar adlarindan 6nce yazilmalidir.

Yazar(lar)in ad(lar)1 ve soyad(lar)1 (Yazar adlarinda ve alttaki agiklamalarda unvan kullanilmamalidir) yazilmalidir.

Yazarlarin agik is adresleri (Yazarlarin ¢aligtiklar kurumlar, adin sonuna konacak bir yildiz isareti ile 1. Sayfanin altina not seklinde yazilmali-
dir).

Birden ¢ok yazar1 olan bir yazida, yazarlar ayn1 kurumda ¢alistyorlarsa, adlar siralandiktan sonra kurumun ad1 yalniz bir defa yazilir. Ayn yer-
lerde ¢alisan yazarlar s6z konusu ise, yazar adlarmin iizerine konulacak agiklama isaretleri ile bu ayrim belirtilir. Eger yazar bu arastirmanin yapildig:
yerden ayrilmis, kurum degistirmisse, ¢aligma i¢in en uzun siire gegirilen kurum yazilir. Ancak, o yazarin en son bulundugu kurumun ismi de parantez
icinde yazilmalidir.

Kisa Baslik, yazinin i¢ sayfalarmnin iistiinde kullanilacak olan, makaleyi en iyi ve kisa sekilde ifade eden bagliktir. Bu basligin yazarlar tarafin-
dan secilmesi daha uygun olur.

Ozet

Her makalenin mutlaka Tiirk¢e ve Ingilizce dilde ézeti olmalidir. Ozet, tek paragraf halinde Tiirkge ve ingilizce dilde en az 200 en fazla 500
sozciik olmalidir. Her makalede Tiirkge 6zet sonunda Tiirkge, ingilizce 6zet sonunda, Ingilizce anahtar kelime verilmelidir. Anahtar kelimeler (key
words) 5 kelimeyi gegmemelidir. Tiirkge ve Ingilizce dilde anahtar sozciikler, alfabetik siraya gore yazilmalidir. Uluslararast ortamda ilgi cekebilmesi
icin, 6zet konuya hakim olmali ve makalenin 6nemli noktalarmni (ne yapildigini, nasil yapildigini ve amacini) vurgulamalidir.

Giris

Giris olanaklar 6l¢iisiinde kisa tutulmali ve konu ile ilgili bilgileri igermelidir. ¢alisma ile dogrudan ilgili kisa literatiir bilgisi verildikten sonra,
son paragrafta ¢aligmanin amacit vurgulanmalidir. Bu boliim 2 sayfay1 gegmemelidir.

Materyal ve Metot

Calismanin, baska arastiricilar tarafindan tekrarlanabilmesine olanak saglamak i¢in, kullanilan metotlar (istatistiki analiz metotlar1 dahil) agik¢a
tarif edilmeli, ancak, standart metotlar, kapsamli agiklamalara girmeden kaynak verilerek gosterilmelidir. Materyal ve Metot, ayrintiya girilmeden, 6z

ve anlagilir bigcimde yazilmalidir.
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Materyal ve Metot ile Bulgular boliimlerinde, alt basliklar 6nce kalin, sonra italik yazi tipiyle belirtilmelidir. Kalin alt baslik sol kenarda, italik
alt bashk ise paragraf basinda yer almalidir.

Tablo ve sekil baghiklari, Tiirkge ve Ingilizce yazilmahdir.

Bulgular

Bulgular bolimiinde, veriler kisa bir sekilde agiklanmalidir. Tablolarda verilen bulgularin metinde tekrarlanmasindan kaginilmalidir.
Veriler ¢alismanin amacini vurgulayacak bir sekilde sunulmalidir (Bu béliimde literatiir bilgileri sunulmaz).

Bu boliimde sekil ve tablolarla anlatim metin ile anlatimdan daha anlasilir bir durumdaysa bulgular sekil ve tablolarla verilmelidir. Tablo ve se-

kil basliklar1 Tiirkge ve Ingilizce yazilmahdir.

Calismada kullanilan tablo ve sekillerin boyu 16-20 cm den biiyiik, genisligi 8 cm den kiiglik olmamalidir. Tablo, sekil ve grafikler ayr1 bir say-
faya yapilmali, yazinin igine gerekmiyorsa konulmamalidir. Basim sirasinda yaz iginde tablo, sekil veya grafigin gelmesi istenen yere 6rnegin; "Tab-
lo 1, (Sekil 1, Grafik 1) buraya gelmeli" yazisi, altina ve iistiine ¢izgi konularak yerlestirilmelidir. Tablonun agiklamasini igeren yazi tablonun iistiine

yazilmalidir. Metin i¢inde tablo, sekil veya grafikten mutlaka s6z edilmelidir.
Tartisma ve Sonu¢

Caligmada alinan sonuglarin daha 6nceki ¢aligma verileriyle karsilastirildigi ve yorumlandigr bolimdir. Veriler literatiir bilgilerinin 1s18inda
tartisilmali ve yorumlanmalidir. Bu boliimde bulgularin ve giris boliimiinde verilen literatiir 6zetlerinin tekrarindan kaginilmalidir. Ayrica, yapilan ga-

lismanin literatiire olan katkis1 da kisaca agiklanmalidir.
Kaynaklar

Kaynak listesi alfabetik siraya gore diizenlenir. Metin igerisinde her kaynaga ait yazarin soyadi bilyiik olarak yazilmali ve yaymin tarihi belir-
tilmelidir. Kaynak ikiden ¢ok yazarli ise, ilk yazarin soyad: yazilmali, 6teki yazarlar "ve ark." kisaltmasi ile belirtilmelidir. Metin igerisinde kaynak

kullaniminda, ayni konuyu bildiren 1’den ¢ok kaynak varsa bunlar tarih siralamasia gore bildirilmelidir.
Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;
4 Yazar(lar)m soyad(lar) ile ad(lar)inn ilk harfi bityiik ve kalin yazilmalidir.
4 Yaymin tarihi belirtilmeli, yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yayn1 varsa, yayin tarihinin yanina a ve b seklinde belirtilmelidir.
¢ Makalenin ad1 Italik yazi karakteri ile yazilmalidur.
4 Dergi adlarinin kisaltilmasinda "Periodical Title Abbreviations: By Abbreviation" son baskisi esas alinmalidir.
4 Cilt ve sahife numaralar1 yer almalidir.
1. Siireli Yayin

Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK, (1992). Induced transplacental transmission of N.caninumin cattle. ] Am Vet
Med Ass. 201 (5), 709-713.

2. Yazarh Kitap

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

3. Editorlii Kitap

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

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

5. Kongre Bildirileri

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

6. Tezler

Aksoy E, (1997). Sigir Vebasi hastaliginin histolojik ve immunoperoksidaz yontemle tanisi iizerine galigmalar. Doktora Tezi, AU Saglik Bilim-

leri Enstitiisti, Ankara.
+ Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayinlanir.
# Gonderilen yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne gore yapildigindan, yazilarn her tiirli sorumlulugu yazarlara aittir.

+ Diizeltilmesi i¢in geri gonderilen yazilarin en geg 15 giin igerisinde tekrar yayin kuruluna ulagtirilmasi gereklidir.
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4 Yaymlanmayan yazilar, yazarina iade edilmez.

4 Ayri basim istenmesi durumunda ticretleri yazarlar tarafindan 6denir.

+ Tablo ve sekil basliklari, Tiirkge ve yabanci dilde yazilmalidir.

+ Kisaltmalar, semboller ve 6lgiiler: Yazarlar her bir bilimsel kisaltmanin agilimini metinde ilk gegtigi yerde agiklamalidirlar.

+ Latince cins ve tiir isimleri italik yazi tipi ile yazilmalidir. Ttim 6lgiiler SI (Systeme Internationale)’ye gére verilmelidir.

+ Cok yazarl calismalarda yazigsma adresi olarak yazarlardan sadece birinin ad1 belirtilmelidir.

4 Dergide yayimlanmak iizere gonderilen makaleler tiim yazarlar tarafindan imzalanan “Yayin Hakki Devri Sozlesmesi” ile birlikte gonderil-
melidir. Yayimlanmasi uygun goriilen ¢aligmalar, istendiginde Yayim Komitesi’nin basima iliskin karari, yazarina/yazarlarma bildirilir.

+ Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayimlanacak olan, hayvan deneylerine dayal bilimsel ¢aligmalarda "Etik Kurul Onay1 Alinmistir"
ifadesi aranir.

¢ Dergide yayinlanan her tiirlii makalenin sorumlulugu yazarlarina aittir.

¢ Uriinlerin ticari adlari ile karsilastirilmalarma yonelik arastirmalar derginin ilgi kapsami digindadar.

¢ Arastirmaya konu olan maddelerin ve tiriinlerin ticari adlar1 kullanilmamalidir.

Etlik Journal of Veterinary Microbiology
Publication Conditions

1. The Journal is a refereed, scientific publication of Turkish Republic of the Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Directorate of Etlik
Central Veterinary Control and Research Institute and is published annually. The short name of the journal is “Etlik Vet. Milrobiyol. Derg”.

2. In the Etlik Journal of Veterinary Microbiology, original scientific researches on the issue of Veterinary Medicine whose one part or whole
have not been published in any other place before, up-to-date editions, observations, short scientific studies and news from the Institute are published.
The edited papers will be accepted only if they are original, including latest happenings and not repeating the classical knowledge. The author who
prepares the edition is asked to possess original publications or researches at national or international levels.

3. The papers that will be prepared in the languages of Turkish and English should be typed in an easy-reading typing character (Times New
Roman, Ariel) at size of 12 pt, be composed as a full text, double- spaced (5 mm) and with enough space in both sides of the paper (30 mm) and by
using a white paper of A4 dimension (210x 297 mm). The whole of the paper should not exceed 16 pages for original scientific researches including
the figures and the tables, 10 pages for edited papers, 6 pages for observations and 4 pages for short scientific studies.

4. Two copies of the papers should be sent to the edition board. As the second copy will be sent to the referee, information about the author and
the author name should not appear on the paper. The articles are preferred to be written in Microsoft Word format. The photographs related with the
studies should be sent separately in the form of JPG with a CD.

5. The Turkish original studies should include in rank, title, name(s) of the author(s), their addresses, abstract in Turkish and keywords, title in
English, abstract in English and keywords, introduction, material and method, findings, discussion and conclusion, acknowledgements and reference.
In short scientific studies, the paper is not cut into sections like introduction, material and method, findings, discussion and conclusion.

Title should be short, open and be composed with small caps. The explanation about the study should be mentioned with a footnote sign.

Author/authors should be mentioned by their names and surnames; their surnames should be written in capital letters.

6. Original studies and observations should be arranged and composed as in the following.

Title

Title should be both in Turkish and English languages and should be short and informative about the issue at hand. General explanation about

the study should be provided with a footnote sign and be written on the line before the author names.
The names and surnames of the authors should be written (In author names and footnote explanations, one’s title should not be mentioned).

Open address of the authors should be written (authors’ institutions should be written at the end of the first page as a footnote signed out with a
sign of star put at the end of their name).

In an article with more than one author, if the authors work in the same institution, after citing their names, the institution’s name is mentioned
only for one time. If authors work in different places, with the help of explanation signs that are put on top of the author names, this difference is sin-
gled out. If the author does no more work in the institution where this research has been conducted, and has started to work in a different institution,
the name of the institution where the author has spent more time for this study is mentioned. However, the name of the latest institution of the author

should be written within parentheses.
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Short title that will be used on top of the inside pages of the text is the title that presents the article in the best and shortest ways. It is better that
the authors choose this title.

Summary

Each article should possess abstracts both in Turkish and English. Abstract should be in both of the languages at least about 200 words and at
most about 500 words, composed in a single paragraph. In each article, there should be Turkish keywords at the end of the Turkish abstract and Eng-
lish keywords at the end of the English abstract. Keywords should not exceed 5 words. The keywords in Turkish and English should be written in al-
phabetical order. The abstract should be mastering the subject and should point out the important points of the article (what is planned to be done,
how it is done and the objective) in order to draw attention at the international level.

Introduction

Introduction should be kept short within the limits of the possible and should contain information about the subject. After providing a short re-
view of the literature related with the subject, in the end paragraph, the aim of the study should be mentioned. This part should not exceed 2 pages.

Material and Method

The methods used (including the statistical analysis methods) during the study should be described in an open manner so that the study may be
repeated by other researchers, yet, the standard methods should be shown by giving reference without providing comprehensive explanations. Materi-
al and Method should be written in an essential and accessible manner without getting into details.

Under the section of Materials and Methods and Findings, subtopics should be mentioned first in bold and after in italic type. Bold sub-topic
should be on left side, and the italic sub-topic should take place at the beginning of the paragraph. Table and figure names should be written in Tur-
kish and English.

Findings

Under the section of findings, data should be shortly explained. The data that exist on the table should not be repeated within the text.

The data should be presented in a manner so as to highlight the objective of the study. (Under this section, literature information should not be
provided).

Under this section, if the language of the figures and tables is more comprehensible than the language of the text, data should be presented
through tables and figures. The headings of tables and figures should be written in Turkish and English.

The length of the tables and figures that are used in the study should not be more than 16-20 cm and their width should not be less than 8 cm.
Tables, figures and graphics should be drawn on a separate sheet, if it is not necessary, they should not be installed within the text. During the publi-
cation, the note of “Table 1, (Figure 1, Graphic 1) should be here” should be installed with a lining above and beneath within the text in the place
where the table, figure or graphics is desired to be seen. Within the text, figure or graphics should certainly be mentioned.

Discussion and Conclusion

This section is section under the scope of which the results of the study are compared with previous studies and where they are commented
upon. Data should be discussed under the light of literature knowledge. Under this section, repetitions of the introductory literature review and find-
ings should be avoided. Moreover, the study’s contributions to the existing literature should also be explained briefly.

References

The reference list is arranged in alphabetical order. Each reference author’s surname should be written in capital letters within the text and the
date of the publication should be mentioned. If the reference is more than two authors, the surname of the first author should be written and other au-
thors should be mentioned with the abbreviation of “et all.” In the in text usage of reference, if there are more than one reference that refer to the same
issue, these should be mentioned according to their date sequence.

The composition of the references and their sequence should be as in the following;

# The first letter of the names and surnames of the authors should be written in capital letters and in bold.

+ The date of the publication should be mentioned, if the author(s) have more than one publication within the same year, besides the publication
date, it should be mentioned as a and b.

¢ The article’s title should be written in Italic type.

+ For the abbreviation of journal names, the latest edition of the "Periodical Title Abbreviations: By Abbreviation" should be taken as basis.

4 There should be volume and page numbers.
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1. Periodicals

Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK, (1992). Induced transplacental transmission of N.caninum in cattle. ] Am Vet
Med Ass. 201 (5), 709-713.

2. Author Book

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

3. Edited Book

Balows A, Hausler WJ, Herramann KI, eds., (1990). Manual of Clinical Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
4. Chapter in Edited Book

Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes. Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
€go0.p.248-256.

5. Congress Papers

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

6. Thesis

Aksoy E, (1997). Sigir Vebast hastaliginin histolojik ve Immunoperoksidaz yontemle tanis1 {izerine ¢aligmalar. PhD Thesis, Ankara University

Institute of Health Sciences, Ankara.
# The articles that are sent to the journal are published in line with their coming date.
+ As the edition of the sent articles are done in accordance with the original text, all responsibility of the articles bear on the authors.
¢ The articles that are sent back for changes should reach the edition board within at most 15 days.
4 Unpublished papers are not returned to their author.
4 In case of extra publication requirement, authors pay for the costs.
4 Tables and figure names should be written both in Turkish and in foreign language.

4 Abbreviations, symbols and measurements: Authors should provide the explanation for each scientific explanation where it first appears with-

in the text.

+ The names of species and kinds in Latin should be written in italic. All measures should be given according to the SI (Systeme Internatio-

nale).
4 In multiple-author studies, as a correspondence address, only one of the authors’ names should be mentioned.

4 The articles that are sent to be published in the journal should be sent with “Publication Rights Transfer Agreement” signed by all of the au-
thors. The selected articles for the publication, and if asked for, the decision of the editorial committee concerning the publication, are declared to the

article’s author/authors.

4 The wording of “Ethical Commission Permission is obtained” should appear in scientific studies based on animal experiments, which will be

published in the Etlik Journal of Veterinary Microbiology.
+ The responsibility of each article that is published in the journal rests on the author.
# Researches that aim at comparisons of the products with their commercial names are out of the journal’s theme scope.

4. The trade marks of the articles and products that are subject of the research should not be mentioned.



44 Gizem Is1l Bektas, Arif Altintag

Yaymn Hakki Devri Sozlesmesi
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi - Ankara

Asagida baslig1 bulunan ve yazarlari belirtilen makalenin tiim sorumlulugu Etlik Veteriner Mikrobiyolo-
ji Dergisi Yayin Komisyonu Bagkanligina ulasincaya kadar yazar/larina aittir.

Asagida isim ve imzalar1 bulunan yazarlar; yaymlamak iizere gonderdikleri makalenin orijinal oldugunu,
daha once bagka bir dergiye yayinlanmak iizere gonderilmedigini ve kismen ya da tamamen yayinlanmadigi-
n1, gerekli diizeltmelerle birlikte her tiirlii yayin hakkinin, yazinin yayimlanmasindan sonra Etlik Veteriner
Mikrobiyoloji Dergisine devrettiklerini kabul ederler. Yayimlanmak iizere gonderilen bu makalenin tiim so-
rumlulugunu da yazar/lar iistlenmektedir.

Yukaridaki makalenin tiim haklar1 Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi'ne devredilmistir.

Yazar ad/lar Imza Tarih

Copyright Release
The Journal of Etlik Veterinary Microbiology Ankara - TURKEY
The undersigned authors release The Journal of Etlik Veterinary Microbiology from all responsibility
concerning the manuscript entitled;
THEIE OF PAPEL: ...ttt e ettt e e te e e s tb e e e bee e tbeessbaeesaeessseeessseesssaeansseesseesaseeanses

upon its submission to the publishing commission of the Journal of Etlik Veterinary Microbiology.

The undersigned author/s warrant that the article is original, is not under consideration by another jour-
nal, has not been previously published or that if has been published in whole or in part, any permission ne-
cessary to publish it in the above mentioned journal has been obtained and provided to the Journal of Etlik
Veterinary Microbiology. We sign for and accept responsibility for releasing this material.

Copyright to the above article is hereby transferred to the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, ef-
fective upon acceptance for publication.

To be signed by all author/s

Authors names Signature Date




	I-II.pdf
	III-IV
	1-4
	5-10
	11-16
	17-20
	21-26
	27-32
	33-38
	39-Yazim
	40-Sozlesme

