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Kiiltiri yapilan Gokkusag: Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykKiss)
Bakteriyel Bobrek Hastaligi (BKD)’nin teshisi

Dr. Sibel 0ZKOK!', Selahattin SEN', Hikmet UN?

'Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Su Uriinleri Hastaliklar Arastirma ve Teshis Laboratuari, Ankara, Tiirkiye
?Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Kuduz Teshis Laboratuari, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Bu projede Renibacterium salmoninarum izolasyon ve identifikasyonu icin, 2005-2007 yillar1 arasinda, Kesikkoprii Baraj
Goleti’nde yer alan 5 adet alabalik isletmesinden toplam 360 adet; Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletmesinden 120 adet 6-12
aylik alabaliklardan bobrek 6rnekleri aseptik kosullarda alindi. Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletmesinde 120 adet olgun di-
si baliklardan ovaryum sivis1 uygun kosullarda alindi. Toplanan 6rneklerden izolasyon igin KDM-2 medium kullanildi. Toplam 600
adet 6rnekten hi¢ R.salmoninarum izolasyonu olmadi. Aym &rneklerden DFAT ve nested-PCR testleri yapildi. Orneklerin hicbirinde
etkene rastlanilamadi.

Sonug olarak Ankara ve Safranbolu’da Bakteriyel Bobrek Hastaligi saptanamamustir. Laboratuarimizda alabaliklarda konvansi-
yonel izolasyon ve identifikasyon yaninda DFAT ve nested-PCR gibi testlerle Bakteriyel Bobrek Hastaligi kisa siirede teshis edilebi-
lir hale gelmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel Bobrek Hastaligi, DFAT, Gokkusagi alabaligi, Nested-PCR, Renibacterium salmoninarum.

The diagnosis of Bacterial Kidney Disease (BKD) from cultured rainbow trout
(Oncorhynchus myKiss)

Summary: In this project, totally 360 samples from 5 rainbow trout farms on Kesikkdprii barrage lake and aseptically 120 kid-
ney tissues about 6-12 months rainbow trout from one rainbow trout farm from 2005 to 2007 were collected for isolation and identi-
fication of R.salmoninarum;. Ovarian (coelemic) fluids were collected from 120 mature females of fish farming on Safranbolu.
KDM-2 medium was used for isolation from samples. R.salmoninarum was not isolated on totally 600 samples. DFAT and nested-

PCR results of all samples were negative.

As a result Bacterial Kindey Disease was not detected in Ankara and Safranbolu. In our laboratories, Bacterial Kindey Discase
could be diagnosed rapidly by conventional isolation and identification with DFAT and nested-PCR on rainbow trout.
Key words: Bacterial Kidney Disease, DFAT, Nested-PCR, Rainbow trout, Renibacterium salmoninarum.

Giris

Ulkemizde balik yetistiriciligine 1960’larin so-
nunda tathh su baliklarinda, deniz baliklarinda ise
1986 yilinda baglanmistir. Halen iilkemizde 2001
yili itibariyle 1769 adet onayli balik ¢iftligi bulun-
makta ve bunlarin 1423’1 i¢ sularda, 346’s1 denizle-
rimizde faaliyet gostermektedir. Bu ¢iftliklerin yan1
sira ¢iftliklerin yavru ihtiyacini temin i¢in 20 adet
kuluckahane bulunmaktadir. Tath sularimizda gok-
kusag1 alabalig: tiretimi oldukg¢a yaygin olarak de-
vam etmektedir. Tiirkiye’de alabalik tiretimi 1990
yilinda 3 212 ton iken 1999 yilinda 38 570 ton ve
2000 yilinda ise 44 533 tona ¢ikmistir. Bu rakam-
lardan da anlasilacag: iizere iilkemizde su iiriinleri
yetistiriciligi giderek hizla artmakta ve buna paralel
olarak da olumsuz gevre sartlari, kalitesiz yem ve
hastaliklardan ileri gelen bir takim problemler de ar-

Ayni baglikli TAGEM Projesi’nden alinmistir.
Gelis Tarihi/Received: 03.12.2008

tis gostermektedir. Hastaliklar baliklarda 6liime ne-
den olmalari, ihracati olumsuz yonde etkilemeleri,
tedavi masraflari, uygun kullanilmayan ilaglarin
rezidii sorunu yaratmalari, ¢evre kirliligi olusturma-
lar1, bakteriyel dirence neden olmalar1 ve is ve za-
man kaybina yol agmalar1 nedeniyle iilke ekonomi-
sine biiyiik zararlar vermektedir.

Balik yetistiricilerimizin biiyiik ¢cogunlugu ihti-
yag¢ duyduklan yavru baliklar ya kendi kuluckaha-
nelerinde yetistirmekte ya da mevcut olan kulugka-
hanelerden temin etmektedirler. Kuluckahanelerde
var olan enfeksiyonlar bir¢ok balik isletmesinden
tasinmakta ve oradan dogal kaynaklara yayilma ih-
timali de her zaman mevcut olmaktadir.

OIE standartlarina ve AB’nin 91/67/EEC ve
93/53/EEC sayili direktifleri ¢ercevesinde hastalikli
ve hastaliktan ari zonlarin, igletmelerin ve kulugka-

Kabul Tarihi/Accepted: 05.01.2009
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hanelerin belirlenmesi, haritalanmasi, onaylanmasi,
duyurulmasi, takibi, iyilestirilmesine yonelik tedbir-
lerin alinmasi, sertifikalanmasi, gerek i¢ piyasaya
gerekse ihracata yonelik {irlinlerin yetistirildigi sular
ve taginmasina yonelik tedbirlerin alinmasi gerek-
mektedir. Kulugkahane ve isletmelerin periyodik
araliklarla kontrollerinin yapilmasi ve bu kontroller
sonucunda hastalik riski tasiyan kulugkahanelerin
gozlem altina alinmasi saglanmalidir.

Bakteriyel Bobrek Hastalig1 (BKD)
salmonidlerde yiiksek mortalite ile seyreden siste-
mik bir enfeksiyondur. Hastalik genellikle kronik
olarak seyreder, ancak ozellikle diisiik 1silarda (13-
18°C) akut hale gecip salginlar halinde goriilebilir.
Salgmlar ilk defa Iskogya’da Atlantik salmonlarda
bildirilmistir. Daha sonra ABD’de 1935 yilinda has-

talik  bildirimi  yapilmigtir (BULLOCK  ve
HERMAN, 1980).
Etken kiiciik, hareketsiz, gram pozitif,

diplokoklardir. Ik defa Ordal ve Earp (1956), izole
etmeyi basarmislar ve Corynebacterium olarak
klasifiye etmislerdir. Sanders ve Fryer (1980), etke-
nin biyokimyasal oOzelliklerini dikkate olarak
Renibacterium salmoninarum olarak isimlendirmis-
lerdir (BULLOCK ve HERMAN, 1980). Bullock ve
Stuckey (1975), oldukga hizli olan direkt ve indirek
FAT ile subklinik ve klinik enfekte hayvanlar1 sap-
tayabilmiglerdir (BULLOCK ve HERMAN, 1980).

R.salmoninarum’un 1990 ve 2002 yilllan ara-
sinda yapilan izleme programinda Iskogya sularinda
Atlantik salmon ve gokkusagi alabaliklarinda birgok
salginlar yaptig1 tespit edilmistir. Teshis i¢in kiiltiir,
bakteriyoskopi ve ELISA kullanilmistir (BRUNO,
2004).

Bakteri yabani stoklardan yumurta yolu ile
hatcherilere taginmaktadir. Rutin olarak balik {iriin-
leri pastorizasyona tabi oldugu halde stoklardan
BKD elemine edilememistir. Hayli yiiksek patojen
olan bu etkenin kontrolii i¢in hizli ve duyarli test
metotlar1 kullanilmasi olduk¢a avantaj saglamakta-
dir. Bunlara ragmen BKD halen dogal ve Kkiiltiir
alabalik¢iliginda ciddi bir problem olarak karsimiza
¢ikmaktadir (FRYER ve LANNAN, 1993).

Bakteriyel Bobrek Hastaligi ilk olarak 1930 y1-
linda Ingiltere’de Atlantik Salmonlarda tanimlan-
mis. 1935 yilinda ABD’de alabalik yavrularinda or-
taya ¢ikmistir. Ancak etken izolasyonu 1950°li yil-
larda yapilmistir. 1995 yilinda ABD’de yapilan bir

caligmada yavru alabaliklarda tespit edilen Bakteri-
yel Bobrek Hastaligr i¢in kullanilan teshis yontem-
leri karsilastirilmistir. Yine 1995 yilinda Finlandi-
ya’da baliklarda BKD f{izerinde calisilmistir. Kana-
da’da 1995 yilinda Atlantic salmon ve Salmo salar
kulugkahanelerindeki yavru baliklarda
R.salmoninarum IFAT testi ile arastirilmis, 424 adet
baligin % 13.7’sinde hastalik tespit edilmistir. 1992
yilinda Ispanya’da ilk R.salmoninarum izolasyonu
bildirilmistir. 1994 yilinda ise Polonya’da, 1993 y1-
linda’da Ingiltere’de alabaliklarda bu hastalik arasti-
rilmigtir. 1987 yilinda Norveg’te yapilan bir ¢alig-
mada 11 isletmede BKD tespit edilmistir.

Chase ve Pascho (1998), yaptiklar bir ¢aligma-
da Salmonid’lerin viicut sivilarindan ve dokularinda
niikleik asid bazli testlerle R.salmoninarum teshis
etmislerdir. Nested-PCR yontemini kullanmislar,
bobreklerden konvansiyonel PCR yonteminden da-
ha ¢ok etken saptamislardir. Nested-PCR’1in yanlig
pozitif reaksiyonlar veren ELISA ve FAT teknikle-
rinden daha hassas oldugunu saptamislardir. 74 adet
dogal enfekte chinook salmonda yaptiklar1 ¢alisma-
da Nested-PCR, ELISA ve FAT oranlarint %61, 47
ve 43 olarak bulmuslardir.

Pascho ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢calismada do-
gal enfekte 103 adet chinook salmon ovaryum sivi-
lar1 tizerinde calismiglar; ELISA ile % 39’unu ,
nested-PCR ile de hasta olanlarin % 100’lni sap-
tamuslardir.

Miriam ve ark. (1997), yaptiklar1 bir ¢aligma
sonucunda enfekte ovaryum sivisinda ¢ok diisiik
orandaki R.salmoninarum’un da saptanabildigini ve
kiiltiirii yapilamayan veya 6len bakterilerin saptan-
masinda bu yontemin giivenle kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

White ve ark. (1995), calismalarinda kiiltiir,
ELISA ve FAT Kkarsilastirmislar; yiiksek dozla
enfekte dokularda ELISA ve FAT daha hassas ol-
dugu halde diisiik dozla enfekte dokularda bakteri-
yolojik kiiltiirden daha diisiik hassasiyette oldugunu
saptamislardir.

Magnusson ve ark. (1994), yaptiklar1 bir diger
caligmada dogal enfekte baliklardan alinan 6zellikle
ovaryum sivilarinda reverse transcription ve nested-
PCR bazli yontemlerde 1-10 bakteriye kadar etke-
nin saptanabildigini ve 1-2 giin i¢inde sonug alina-
bildigini bildirmislerdir.
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Jansson (2002), Sueciae’de yaptig1 tez ¢alisma-
sinda 400 adet salmonid balik bdbrekleri iizerine
ELISA ve Kkiltir yoOntemlerini  kullanarak
R.salmoninarum tespit etmeye ¢aligmig, ancak BKD
yOniinden hepsini negatif bulmustur.

Tiirkiye’de ilk olarak 1977 yilinda G. Halici, E.
Istanbulluoglu ve M. Arda tarafindan Bayindir Ba-
raji alabalik yetistirme istasyonunda goriilen bakte-
riyel bobrek hastaligi ve sagaltimi tizerinde ¢alisil-
mistir.

M. Sarieyyiipoglu, A. Muz ve Y. Ozdemir tara-
findan 1985 yilinda yapilan bir ¢alismada Ovacik-
Tunceli alabalik yetistirme istasyonunda 10 adet
alabalikda R.salmoninarum tespit edilmistir.

Bu bilgiler 1s181inda 3285 sayili Hayvan Saglig:
ve Zabitas1 Kanunu’nun 4. maddesine gére Ihbar
Mecburi Hastaliklar Hakkindaki No: 2007/132 ve
08.05.2007 tarih ve 26580 sayili Resmi Gazete’de
Ihbari Mecburi Hastaliklar grubunda yer alan
Bacterial Kidney Disease (Bakteriyel Bobrek Hasta-
lig1, BKD) iizerine bir ¢alisma yapilmasi ve bu dog-
rultuda hastaligin alabalik igletmeleri ve kulugkaha-
nelerinde yayginligi amaclanmistir. Bu calismada
R.salmoninarum’un kiiltirii yapilan alabaliklardan
izolasyon ve identifikasyonu, DFAT ve PCR testleri
ile tespiti ve antibiyogrami amaglanmistir.
R.salmoninarum ile ilgili olarak daha evvel Tiirki-
ye’de DFAT ve PCR testleri ile yapilan bir ¢aligma

Tablo 1. Alabalik igletmelerinden alinan numune sayisi.

bulunmamaktadir. Bu aragtirmada OIE’nin 6nerdigi
R.salmoninarum’un konvansiyonel yontemlerle izo-
lasyon ve identifikasyonu ile birlikte hizli ve etkili
teshis yontemleri olan DFAT ve nested-PCR testleri
de kullanilmastir.

Materyal ve Metot

Orneklerin Toplanmasi: Bu proje planlanir-
ken her bir isletmeden 2 yil siiresince 2 kez 30’ar
adet numune toplanilmasina karar verildi. Ancak
global su sorunu nedeni ile Biiyiik Kizilirmak Pro-
jesinden dolay1 Kesikkoprii Baraj Goleti’'nden An-
kara’ya su temin edilmesi ¢aligmalar1 sonucu alaba-
lik isletmelerinin bir kismi kapandi, bir kismi da
iiretimi durdurdu. Bu nedenle hedeflenen sayiya
ulagilamadi. Ancak Kesikkopriide kapanan igletme-
lere ilaveten Safranbolu’dan bir adet alabalik islet-
mesi ve bir adet de damizlik isletmesi projeye dahil
edildi. Asagi verilen tabloda hangi isletmelerden ne
kadar numune toplandigi belirtilmistir (Tablo 1). Bu
Projede R.salmoninarum izolasyon ve
identifikasyonu i¢in, Kesikkoprii Baraj Goleti’nde
yer alan 5 adet alabalik isletmesinden toplam 360
adet; Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletme-
sinden 120 adet 6-12 aylik alabaliklardan bobrek
ornekleri aseptik kosullarda alindi. Safranbolu’da
yer alan 1 adet alabalik igletmesinde 120 adet olgun
disi baliklardan ovaryum sivisi uygun kosullarda
alind1.

Kesikkoprii Baraj Goleti’nde Yer Alan Isletmelerden Alman Numune Sayisi
Lyl 2.y1l Toplam
1. Dénem 2. Dénem 3. Dénem 4. Dénem

1.Isletme (bdbrek) 30 30 30 30 120
2. Isletme (bobrek) 30 30 30 - 90
3. Isletme (b&brek) 30 30 - - 60
4. Isletme (bobrek) 30 30 - - 60
5. Isletme (bobrek) 30 - - - 30
Safranboluda Yer Alan Isletmeler

1.Isletme (b&brek) 30 30 30 30 120
Damuzlik (Ovaryum s1vist) 30 30 30 30 120
Toplam 210 180 120 90 600

Besi yeri: Izolasyon icin OIE’nin &ngordiigii
besi yerlerinden % 5-10 fotal sigir serumu bulunan

KDM-2 medium kullanildi (OIE. Manual, 2006).

Strip: Identifikasyonu igin OIE’nin 6nerdigi
API-Zym kullanildi (OIE. Manual, 2006).

Konjugate: Isaretli antikor olarak “fluorescein

labeled

affinity

purified

antibody

to
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R.salmoninarum, Maryland, 20879 USA” kullanildi
(OIE. Manual, 2006).

Primerler: ilk etapta 75-93 (5’-AGC-TTC-
GCA-TGA-G-3’;P3) ve reverse 438-458 (5’-GCA-
ACA-GGT-TTA-TTT-GCC-GGG-3;M21)
primerleri,

e ikincisinde 95-119 (5’-ATT-CTT-CCA-CTT-
CAA-CAG-TAC-AAG-G-3°;P4) ve reverse 394-
415 (5’-CAT-TAT-CGT-TAC-ACC-CGA-AAC-C-
3’; M38) primerleri kullanildi (OIE. Manual, 2006).

Izolasyon: izolasyon igin OIE’nin 6ngordiigii
besi yerlerinden % 5-10 fotal sigir serumu bulunan
KDM-2 medium kullanildi. Ortalama 3 hafta (8-16
hafta) 15°C’de inkiibe edildi. R.salmoninarum kii-
cik, (0.3-1.5 x 0.1-1 pm) Gram pozitif, PAS pozitif,
hareketsiz, siklikla ¢ift, kisa c¢omak veya
pleomorfik, “Cin yazisina” benzer formdadir.
Katalaz pozitif, oksidaz negatiftir (OIE. Manual,
20006).

Identifikasyon: izole edilen bakteriler oksidaz
ve katalaz testlerine tabii tutulur. Katalaz pozitif ve
oksidaz negatif olan identifikasyonu i¢in OIE’nin
onerdigi API-Zym kullanild1 (OIE. Manual, 2006;
AUSTIN ve AUSTIN, 1999). R.salmoninarum um
API Zym’deki profili su sekildedir.: -+-+-+--+-++--
—+--+/-- (AUSTIN ve AUSTIN, 1999).

DFAT: Enfekte dokularda R.salmoninarum’un
tespiti i¢in direkt immunofluoresans testi (DFAT)
kullanildi. DFAT testi R.salmoninarum’un tespitin-
de kullanilan oldukca yaygin bir testtir. Bu testte 3
boliim yer almaktadir. Bobrek ve ovaryum sivilari
lama fikze edildi, isaretli antikorla boyandi, deger-
lendirildi. DFAT testi sonuglar1 OIE Manual
2006°da belirtilen standart kriterler baz alinarak ya-
pildi.

a)Bobrek ornekleri ve ovaryum sivilari: Bobrek
dokularindan ve ovaryum sivilarindan frotiler hazir-
landi, kurutuldu ve methanol ile yaklasik 5-10 daki-
ka tespit edildi.

b) Pozitif ve negatif kontrol: DFAT ’inde pozitif
kontrol olarak R.salmoninarum (ATCC 33209) susu
kullanildi.

c)Preparatlar karanlik ve nemli ortamda muha-
faza edildi. Her preparata bir damla (100uL) spesi-
fik FITC-konjugate ilave edildi.

d) Oda 1s1sinda 60 dakika inkiibe edildi.
e) Preparatlar PBS (pH=7.1) ile yikandi.

f) Havada kurutulup ve bir damla mounting
medium ilave edilip, lamel ile kapatildi.

g) Okuma ve yorum: Preparatlar floresan
mikraskopta x1000 biiyiitmede okundu. Once pozi-
tif ve negatif kontrole bakild1 (OIE. Manual, 2006).

PCR testi: Doku 6rneklerinden ve ovaryum si-
vilarindan nested-PCR  yapildi. Nested-PCR’da
Chase D.M. ve Pascho R.J. (1998), Pascho R.J,,
Chase D. ve McKibben C.L. (1998)’de belirtilen
metod baz alindi (OIE. Manual, 2006).

a) Primer dizayni: Bu metoda gore testte iki
adet oligoniikleotid primer kullanildi. Primerler
R.salmoninarum’un p57 protein sekansina gore di-
zayn ettirilmistir.

e ilk asama PCR’da forward 75-93 (5’-AGC-
TTC-GCA-TGA-G-3’;P3) ve reverse 438-458 (5°-
GCA-ACA-GGT-TTA-TTT-GCC-GGG-3;M21)
primerleri kullanilda.

e ikinci asama PCR’da (nested) forward 95-
119 (5’-ATT-CTT-CCA-CTT-CAA-CAG-TAC-
AAG-G-3’;P4) ve reverse 394-415 (5’-CAT-TAT-
CGT-TAC-ACC-CGA-AAC-C-3’; M38) primerleri
kullanildz.

b) DNA ekstraksiyonu ve purifikasyonu igin
DNA ekstraksiyon Kit’i kullanildi (DNeasy Tissue
Kit, Qiagen). Elde edilen DNA’lar
spektrofotometrede 6l¢iildii (Nanodrop, ND-1000).

e Bobrek Dokusu: Bobreklerden yaklasik 25-
50 mg doku 6rnekleri 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiip-
lerine alind1.

e Ovaryum sivilari: 25 ml ovaryum sivisi 1.5
ml’lik santrifiij tiiplerine alindi.

o R.salmoninarum:

¢) Niikleik asit Orneklerinin saflik kontrolii:
DNA ornekleri 260 ve 280 nm absorbance hacimde,
molekiiler biyolojik kalite su konsantrasyonu 0.01
ve 0.1 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. Saf DNA
orani A260/A280°de 1.8-2.0 oraninda olmasina
dikkat edildi.

d) Birinci basamak PCR protokolii:

PCR reaksiyon miksinin hazirlanmasi:

e Toplam hacim 50 pl olmali: 10 ul niikleik
asit ve 40 pl reaksiyon miksi olmali. Reaksiyon
miksi icerisinde 0.2 mM her bir niikleotid, 50 mM
KCL, 10 mM Tris/HCI, pH 8.3, 1.5 mM MgCIl2, 0.2
mM her bir primer (P3 ve M21) ve Taq polymerase.
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e Template DNA hari¢ tiim reagentlar “Master
Mix” tiipiine yerlestirilir.

e PCR tiiplerine 10 pl DNA ekstraksiyonlari
ilave edilir.

o PCR tiipleri termal cyclera yerlestirilir.

e Termal cycler programi su sekilde olur: 30
kez denaturasyon 94°C 30 saniye; anneling 60°C 30
saniye; extending 72°C 1 dakika.

e) Ikinci basamak PCR protokolii:

Toplam hacim 50 pl olmali: 1 pl ilk basamakta
elde edilen amplifiye DNA ve 49 pl reaksiyon mixi
olmali. Master mix igerisinde 0.2 mM her bir niik-
leotid, 50 mM KCL, 10 mM Tris/HCI, pH 8.3, 1.5
mM MgCI2, 0.2 mM her bir primer (P4 ve M38) ve
Taq polymerase.

e Amplifiye DNA harig tiim reagentlar “Master
Mix” tliptine yerlestirilir.

e PCR tiiplerine 1 pl ilk basamak PCR iiriinii
ilave edilir.

o PCR tiipleri termal cyclera yerlestirilir.

e Termal cycler programi su sekilde olur: 30
kez denaturasyon 94°C 30 saniye; anneling 60°C 30
saniye; extending 72°C 1 dakika.

f) Amplifiye DNA’nin goriiniir hale getirilmesi:

e Yaklasik 10 pl PCR iirlinii jel elektroforezde
(% 2 agaroz jel) yiiriitiiliir. Her elektroforezde 1 kb
DNA ladder (marker)’da olmalidir.

e Jel boyanmasi
bromide kullanilir.

icin 5 mg/ml ethidium
e Jel UV transillumination altinda degerlendiri-

lir. R.salmoninarum 320 baz ¢ifti olarak tespit edilir
(OIE. Manual, 2006).

Antibiyogram: Izole  edilen  suslarm
antibiyogram duyarlilik testi ATB-Vet ile yapildi
(OIE. Manual, 2006).

Bulgular

Bu projede R.salmoninarum izolasyon ve
identifikasyonu i¢in, Kesikkoprii Baraj Goleti’nde
yer alan 5 adet alabalik isletmesinden toplam 360
adet; Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletme-
sinden 120 adet 6-12 aylik alabaliklardan bobrek
ornekleri aseptik kosullarda alindi. Safranbolu’da
yer alan 1 adet alabalik isletmesinde 120 adet olgun
disi baliklardan ovaryum sivisi uygun kosullarda
alindi. Toplam 600 adet numune toplandi.

Toplanan 6rneklerden R.salmoninarum izolas-
yonu i¢in KDM-2 medium kullanildi. Toplam 600
adet numuneden KDM-2 mediuma aseptik kosul-
larda ekimler yapildi ve 15°C’de 4-6 hafta inkiibe
edildi. Kontrol igin standart R.salmoninarum’da ay-
n1 kosullarda inkiibe edildi. Toplam 600 adet bobrek
ve ovaryum sivilarindan yapilan higbir ekimde
R.salmoninarum izolasyonu olmadi.
R.salmoninarum standart susu ise 48 saat sonra
iremeye basladi. APl Zym ile yapilan

identifikasyonda OIE. Manual 2006’da belirtilen
profilin aynist saptand1 (Sekil 1).

Sekil 1. R.salmoninarum kiigiik, (0.3-1.5 x 0.1-1 um) Gram po-
zitif, siklikla ¢ift, kisa gomak veya pleomorfik, “Cin yazisina”
benzer formda mikroskopik goriintiisii.

Bu projede toplanan 600 adet numune isaretli
antikorla (fluorescein labeled Affinity purified
antibody to  Renibacterium  salmoninarum,
Maryland, 20879 USA) DFAT yapildi. Numunele-
rin hi¢birinde etkene rastlanilamadi. Pozitif kontrol-
de ise olduk¢a kuvvetli fluoresans veren
R.salmoninarum oldukg¢a yogun goriildii (Sekil 2).

Sekil 2. R.salmoninarum standart susun DFAT ile boyanmis,
fluoresans mikroskoptaki gériintiisii.
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Niikleik asit drneklerinin saflik kontrolii: DNA
ornekleri 260 ve 280 nm absorbance hacimde, mo-
lekiiler biyolojik kalite su konsantrasyonu 0.01 ve
0.1 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen
DNA’lar spektrofotometrede 6l¢iildii (Nanodrop,
ND-1000). Saf DNA oram1 A260/A280’de 1.9 ora-
ninda bulundu.

Bobreklerden ve ovaryum sivilarindan nested-
PCR yapildi. Nested PCR’da Chase D.M. ve Pascho
R.J. (1998), Pascho R.J., Chase D. ve McKibben
C.L. (1998)’de belirtilen metod baz alindi (OIE.
Manual, 2006). DNA ektraksiyonu ve purifikasyonu
icin DNA ektraksiyon Kit’i kullanildi (DNeasy
Tissue Kit, Qiagen) (OIE. Manual, 2006).

PCR iiriinlerinin 10 pl’si % 2’lik agaroz jelde
yiritiilerek ethidium bromide ile boyanip, UV
transsilliminatdrde spesifik bantlarin varlig1 izlendi.

PCR testinin sensitivite 6l¢limii i¢in igerisinde
1.5X10* bakteri/ml bulunan pozitif kontroliin -1’den
-7’ye kadar 10 katli dilusyonlar1 hazirlandi ve hepsi
ayr1 ayri PCR islemine tabii tutuldu. Son diliisyon
basamaginda (-7) dahi pozitifligin saptandig: tespit
edildi. Testin sonucunda 150 bakteri/ml’den 15 bak-
teri/ul’ye kadar etken PCR ile saptanabilmistir (Se-
kil 3).

12 3 456 7 8

M:Marker, 1:107, 2:107, 3:107, 4:10, 5:107, 6:10°%, 7:107 (15
bakteri/ul), 8: Saf pozitif kontrol (0.5 Mac Farland: 1.5x10?
bakteri/ml), 9: Negatif kontrol
Sekil 3. PCR testinin sensitivitesini 6l¢mek i¢in yapilan Pozitif
kiiltiir ve 10 katlt dilusyonlarin PCR sonuglari.

Toplam 600 adet numune nested-PCR’a tabii
tutuldu. Orneklerin hi¢birinde 320 baz gifti sapta-
namadi (Sekil 4).

8 9 10 11 12

M:Marker, 10 adet alabalik bobrek 6rnegi, 11: Pozitif kontrol,
12: Negatif kontrol.

Sekil 4. Nested-PCR yapilan bazi numunelerin ve pozitif kont-
roliin olusturdugu bantlar.

Bu projede Ankara ve Safranbolu’dan toplanan
toplam 480 adet bobrek ve 120 adet ovaryum sivi-
sinda konvansiyonel izolasyon, DFAT ve nested-
PCR testleri ile R.salmoninarum tespit edilememis-
tir. Bu bolgede Bakteriyel Bobrek Hastaligi’nin ol-
madig1 goriilmiistiir.

Tartisma ve Sonug¢

Bu etkenin teshisi icin DFAT ve Nested-PCR
konvansiyonel izolasyon ve identifikasyona gore
daha uygun testlerdir. Konvansiyonel izolasyon
yonteminde inkiibasyon siiresi ¢ok uzundur; bu
uzun inkiibasyon siiresi boyunca kontaminasyon
riski oldukca artmaktadir. Ayrica R.salmoninarum
besi yerinde diger bilindik bakterilerden farkl tarz-
da iiremektedir. DFAT ve PCR testi oldukca kisa
stirede sonug¢ verebilmekte ve konvansiyonel yon-
teme gore daha giivenilirdir.

Magnusson ve ark. (1994), yaptiklar1 bir diger
calismada, dogal enfekte baliklardan alinan 6zellik-
le ovaryum sivilarinda reverse transcription ve
nested-PCR bazl1 yontemlerde 1-10 bakteriye kadar
etkenin saptanabildigini ve 1-2 giin i¢inde sonug
alinabildigini bildirmislerdir. Bu projede PCR testi-
nin spesivitesini 6lgmek i¢in yapilan diluslardan el-
de edilen PCR sonucunda 15 bakteri/ul’de saptaya-
bildigi goriilmiistiir. Bu da oldukga diisiik bir oran-
dir. Nested-PCR, R.salmoninarum’un tespitinde ol-
dukca duyarli bir metotdur.

White ve ark. (1995), calismalarinda Kkiiltiir,

ELISA ve FAT karsilastirmislar. Yiksek dozla
enfekte dokularda ELISA ve FAT daha hassas ol-
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dugu halde diisiik dozla enfekte dokularda bakteri-
yolojik kiiltiirden daha diisiik hassasiyette oldugunu
saptamiglardir.

Miriam ve ark. (1997), yaptiklar1 bir ¢alisma
sonucunda enfekte ovaryum sivisinda ¢ok diisiik
orandaki R.salmoninarum’un da saptanabildigini ve
kiltiirii yapilamayan veya 6len bakterilerin saptan-
masinda bu yontemin giivenle kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Chase ve Pascho (1998), yaptiklar1 bir ¢aligma-
da Salmonid’lerin viicut sivilarindan ve dokularinda
niikleik asid bazli testlerle R.salmoninarum teshis
etmislerdir. Nested-PCR yontemini kullanmiglar,
bobreklerden konvansiyonel PCR yonteminden da-
ha ¢ok etken saptamislardir. Nested-PCR’in yanlig
pozitif reaksiyonlar veren ELISA ve FAT teknikle-
rinden daha hassas oldugunu saptamislardir. 74 adet
dogal enfekte chinook salmonda yaptiklar1 ¢alisma-
da nested-PCR, ELISA ve FAT oranlarmi % 61, 47
ve 43 olarak bulmuslardir. Bu projede herhangi bir
izolasyon olmadigi igin testler arasinda bir karsilag-
tirllma yapilamamustir.

Pascho ve ark. (1998), yaptiklar1 ¢alismada do-
gal enfekte 103 adet chinook salmon ovaryum sivi-
lar1 iizerinde calismiglar; ELISA ile % 39’unu ,
nested-PCR ile de hasta olanlarin % 100’ini sap-
tamiglardir.

Jansson (2002), Sueciae’de yaptig1 tez calisma-
sinda 400 adet salmonid balik bobrekleri iizerine
ELISA ve  Kiltir yontemlerini  kullanarak
R.salmoninarum tespit etmeye ¢aligmis, ancak BKD
yoniinden hepsini negatif bulmustur.

Sonug olarak bu projede Ankara ve Safranbo-
lu’da Bakteriyel Bobrek Hastaligi saptanamamustir.
Vertikal ve horizontal bulasan R.salmoninarum’un
neden oldugu bu hastaligin teshisi yoniinden labora-
tuarimiz alt yapist uygun hale getirilmis; konvansi-
yonel izolasyon ve identifikasyon yaninda DFAT ve
nested-PCR gibi testlerle alabaliklarda Bakteriyel
Bobrek Hastaligr kisa siirede teshis edilebilir hale
gelmistir. Thbari mecburi hastaliklar arasinda yer
alan bu hastalik yoniinden alabalik isletmelerinin 6
ay araliklarla yilda iki kez taramalar1 yapilmasi ge-
rekmektedir. Bu proje ileride yapilabilecek ¢aligma-
lara da bu anlamda 151k tutmaktadir.

10.

11.

12.
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Sanhurfa Bahkhgol Sazanlarinda Dactylogyrus sp. ve Trichodina sp. Olgusu
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Ozet: Rutin kontrol amaci ile laboratuvarimiza gonderilen dért sazan baligimin incelenmesi neticesinde baliklarn ikisinde

Dactylogyrus sp. ve Trichodina sp. tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Sazan, Dactylogyrus sp., Trichodina sp.

Dactylogyrus sp. and Trichodina sp. cases in carps of Sanliurfa Balikligol

Summary: Following the parasitological examination of four carps sent to our laboratory for routine control purpose Dactylo-

gyrus sp. and Trichodina sp. are diagnosed in two of them.

Key words: Carp, Dactylogyrus sp., Trichodina sp.

Giris

Dactylogyrus tirleri genellikle baliklarin so-
lungaglarina daha az olarak da derilerine yerlesen
monogenik trematodlardir. Az sayida bulundukla-
rinda fazla patojen olmayan bu tiirler solungaclara
yerlestikleri yogun enfeksiyonlarda hipoksi, anemi
ve Oliimlere sebebiyet vermektedirler. Deride ise til-
serlere, mukus artisina ve yamali bir goriiniime ne-
den olurlar. Sekonder bakteri ve mantar enfeksiyon-
larmin sekillenmesi ile tablo daha da ciddilesir.
Trichodina tiirleri ise baliklarin deri ve solungacla-
rina yerlesen protozooonlardir. Agir enfeksiyonlar-
da istahsizlik, zayiflama, solunga¢ lamellerinde
sisme, yapisma, normal goriiniimiin bozulmasi, so-
lunum giicliigii ve 6liim goriilebilmektedir. Her iki
tiirde deniz baliklarinda ve tath su baliklarinda en-
feksiyona neden olabilmektedir (LUCKY ve
HOFFMAN, 1977; NOGA, 2000; OGE, 1999).

Ulkemizde tatli su baliklar1 ve akvaryum balik-
larinin parazitleri {izerine yapilan ¢aligmalar sonu-
cunda bulunan ¢ok sayida tiir, Tiirkiye parazit fau-
nasina bliytik katki saglamistir. Dactylogyrus tiirleri
akvaryum baliklarinda, sazanlarda (Cyprinus
carpio), kadife baliklarinda (7inca tinca), yaym ba-
liklarinda  (Silurus glanis), havuz baliklarinda
(Carassius  carassius), karabaliklarda (Vimba
vimba),  kizilkanat  baliklarinda  (Scardinus
erythopthalmus), alabaliklarda (Salmo gairdneri),
gokkusagi alabaliklarinda (Salmo trutta), turna ba-
liklarinda (Esox lucius), giimiis-inci baliklarinda
(Alburnus sp.) ¢apak baliklarinda (Abramis brama),

Gelis Tarihi/Received: 15.12.2008

Alburnus spp.°’de, Varicorhinus sp.’de, Barbus
sp.’de ve Chondrostoma sp.’de, Trichodina tiirleri
ise akvaryum baliklarinda, sazanlarda (Cyprinus
carpio), ot sazanlarinda (Ctenopharyngodon idella),
glimiis-inci baliklarinda (Alburnus sp.), kadife ba-
liklarinda  (Tinca tinca), alabaliklarda (Salmo
gairdneri), yayin baliklarinda (Silurus glanis), turna
baliklarinda (Esox lucius), Varicorhinus sp.’de,
Barbus sp.’de bulunmustur (AYDOGDU ve ark,
1997; BURGU ve ark., 1988; CANTORAY ve
OZCAN, 1975; DOGANAY ve ark, 1989;
EKINGEN, 1975, 1976; KARATOY ve SOYLU,
2006; KIR ve ark., 2004; KIR ve OZAN, 2007;
KOYUNCU ve CENGIZLER, 2002; OGUZ ve
OZTURK, 1993; OGUZ ve ark., 1996; OGE ve
AYDIN, 1995; OZAN ve KIR, 2005; OZTURK,
2005; OZTURK ve ALTUNEL, 1995; OZTURK ve
ark., 2001; SELVER ve AYDOGDU, 2006;
TURKMEN ve TUZER, 1990; UZBILIK ve
YILDIZ, 2002; UZUNAY ve SOYLU, 2006;
YILDIRIM ve ark., 2006).

Bu c¢alisma ile Sanlwrfa’nin simgesi olan
Balikligol’de bulunan sazan baliklarinda
Dactylogyrus sp. ve Trichodina sp. tespit edilmistir.

Materyal ve Metot
Rutin kontrol amaci ile laboratuvarimiza gon-
derilen dort sazan baligi arastirmamizin konusunu
olusturmustur. Ornekler gelir gelmez incelemeye
tabi tutulmustur. Baliklarin deri, ylizgeg, solungag
lamellerinden hazirlanan kazinti 6rnekleri ve i¢ or-
ganlar1 incelenmistir. Bulunan parazitler gegici pre-
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parat haline getirilerek cins tayinleri yapilmistir. Pa-
razitlerin aranmasi, tespiti, hazirlanmasi ve teshisi
ilgili kaynaklar 1s1gmmda yapilmistir (LUCKY ve
HOFFMAN, 1977, NOGA, 2000). Calismada
Olympus BX51 mikroskop ve Olymphus Camedia
C7070 dijital fotograf makinesi kullanilmgtir.

Bulgular
Laboratuvarimiza rutin kontrol amaci ile gon-
derilen dort sazan bali§inin incelenmesi sonucunda
baliklardan ikisinde Dactylogyrus sp. ve Trichodina
sp. belirlenmistir.

Sekil 2: Trichodina sp.

Tartisma ve Sonug¢

Ulkemizde tatli su baliklarmin parazit faunasini
belirlemek amaciyla Keban Golii, Cip Goli, Mun-
zur Cayi, Adiyaman Goélbasi Golii, iznik Goli,
Uluabat (Apolyont) Golii, Mogan G6lii, Eymir Go-
lii, Kurtbogazi, Hirfanli, Sariyer Baraj Golleri, Ki-
zilcahamam ve Nallthan Dereleri, Cankir1 ve
Giinerdigin Goletleri, Egirdir Golii, Manyas Golii,
Karacaoren I Baraj Golii, Eber Golii, Kovada Goli,
Sapanca Golii,, Durusu (Terkos) Golii, Kocadere
Deresi, Cifteler Sakaryabas1 Balik Uretim ve Aras-
tirma Istasyonu gibi i¢ sularda yasayan sazan
(Cyprinus carpio Linnaeus, 1758), akbalik (Rutilus
frisii), havuz balig1 (Carassius carassius Linnaeus,
1758), karabalik (Vimba vimba), kaya (Gobius
fluviatilis), sudak (Stizostedion lucioperca), kizilka-
nat (Scardinus erythopthalmus), ¢apak (Abramis
brama), gimis-inci baligr (Alburnus sp.), kadife
(Tinca tinca), alabalik (Salmo gairdneri), yayin
(Silurus glanis), turna (Esox lucius), Varicorhinus
sp., Barbus sp., Chondrostoma sp., Blicca bjoerkna
ve Aspius aspius gibi tath su baliklar1 ile akvaryum
baliklar1 tizerinde calismalar yapilmistir. Bu calis-
malarda tespit edilen ¢ok sayida protozoon,
trematod, cestod, nematod, acanthocephala, siiliikk
ve artropodlar ile Tiirkiye parazit faunas1 zenginlik
kazanmistir (AYDOGDU ve ark, 1997; BURGU ve
ark., 1988; CANTORAY ve OZCAN, 1975;
DOGANAY ve ark., 1989; EKINGEN, 1975, 1976;
KARATOY ve SOYLU, 2006; KIR ve ark., 2004;
KIR ve OZAN, 2007; KOYUNCU ve
CENGIZLER, 2002; OGUZ ve OZTURK, 1993;
OGUZ ve ark., 1996; OGE ve AYDIN, 1995;
OZAN ve KIR, 2005; OZTURK, 2005; OZTURK
ve ALTUNEL, 1995; OZTURK ve ark., 2001;
SELVER ve AYDOGDU, 2006; TURKMEN ve
TUZER, 1990; UZBILIK ve YILDIZ, 2002;
UZUNAY ve SOYLU, 2006; YILDIRIM ve ark.,
20006).

Bu c¢alisma ile halkimiz tarafindan kutsal sayi-
lan Sanlurfa Balikligdl sazanlarinda Dactylogyrus
sp. ve Trichodina sp. tespit edilmistir. Dactylogyrus
sp. ve Trichodina sp. diginda baska parazitlerinin
bulunup bulunmadiginin belirlenebilmesi ve {ilke-
mizin giizide bir ili olan Sanliurfa’nin simgesi hali-
ne gelmis bu baliklarin daha saglikli yasayabilmesi
icin daha detayli galismalarin yapilmasi gerektigi
kanaatine varilmstir.
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Tiirkiye'de tavuk yumurtalarinda organik klorlu pestisid ve poliklorlu
bifenil bilesik kalinti diizeylerinin arastirilmasi

Yasemin GUREL', Rauf AKKAYA', Yusuf YiGIT', Feride KOC?, Yavuz Kiirsad DAS’,
Aysin BASSATAN YORULMAZ', ilknur KAHVECI'

'Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstit?sii, Ankara; 2Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi F armakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali, Erzurum; *Ondokuz May1s Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji AD, Samsun.

Ozet: Halk sagligi, zirai miicadele ve veteriner hekimlikte zararlilarla miicadelede pestisidler siklikla kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda zamanla zararli ve kalici etkilerinin ortaya ¢tkmasi sonucu organik klor (OK)’lu pestisidlerin iiretimine son verilmis ve kul-
lanimlar1 yasaklanmigtir. Artik {iretilmiyor olsalar dahi hidrokarbonlarin klorlanmasi ile elde edilen poliklorlu bifenil bilesik
(PCB)’ler de ¢evrede uzun siire yapisin1 koruyan maddelerdir. Bu ¢aligmada organik klorlu pestisidlerden Alfa HCH, Heptaklor,
Hekzaklorobenzen (HCB), Beta-Hekzaklorosiklohekzan (B-HCH), Endrin, Aldrin, Heptaklorepoksit, Beta- Endosulfan (B-
Endosulfan), 4,4-DDE ve 4,4-DDT ile poliklorlu bifenil bilesiklerden PCB-28’in kalintis1 gaz kromatografi mikro elektron yakalama
dedektor (GC-uECD) cihazi ile incelenmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda incelenen bilesiklere ait geri alim degerleri Alfa-
Hekzaklorosiklohekzan (a-HCH) %86, Heptaklor %92, Hekzaklorobenzen (HCB) %71, Beta-Hekzaklorosiklohekzan (3-HCH) %73,
Endrin %80, Aldrin %75, Heptaklorepoksit %76, Beta-Endosulfan (B-Endosulfan) %70, 4,4-DDE %76, 4,4-DDT %86 ve PCB-28
icin %76 olarak hesaplanmustir. Yine ayni bilesiklerde tespit edilebilir kalint1 alt sinir1 (LOD) Alfa HCH 2.49 ppb, Heptaklor 2.67
ppb, Hekzaklorobenzen (HCB) 7.23 ppb, Beta-Hekzaklorosiklohekzan (B-HCH) 0.69 ppb, Endrin 7.89 ppb, Aldrin 3.76 ppb,
Heptaklorepoksit 1.08 ppb, Beta- Endosulfan (3-Endosulfan) 2.89 ppb, 4,4-DDE 2.01 ppb, 4,4-DDT 2.67 ppb ve PCB-28 i¢in 1.69
ppb olarak belirlenmistir. Tiirkiye’ nin alt1 ayr1 ilinden bir y1l icerisinde elde edilen 230 yumurta 6rneginde belirtilen organik klorlu
pestisidler ve PCB-28’in kalintisina rastlanilmamuigtir.

Anahtar sézciikler: Yumurta, Organik klorlu pestisid, PCB-28, kalint1

The Investigation of organochlorinated pesticides and polychlorinated biphenyls residue
levels in eggs of hens in Turkey

Summary: Pesticides are frequently used in public health, agricultural and veterinary area to control insects. In the course of
time, because of occurring harmful and permanent effects, organochlorine (OK) pesticides’s protection is stopped and banned. Al-
though their production is banned, polychlorinated biphenyls (PCBs), which are gained by chlorinating hydrocarbones, are highly
persistent organic pollutants. In this study, alpha-HCH, heptachlor, hexachlorobenzene (HCB), beta-hexachlorosiklohexan (3-HCH),
endrin, aldrin, heptachlor epoxide, beta-endosulfane, 4,4-DDE and 4,4-DDT from organochlorine pesticides and PCB-28 from po-
lychlorinated phenyls are studied with gas chromatography micro electron capture detector (GC-pECD) instrument. In these experi-
mental studies, the recoveries of studied compounds are calculated as; alpha-hexachlorobenzene: 86 %, heptachlor: 92 % hexachlo-
robenzene (HCB): 71 %, beta-hexachlorocyclohexane (B-HCH): 71 %, endrin: 80 %, aldrin: 75 %, heptachlor epoxide: 76 %, beta-
endosulfan(p-endosulfan): 70 %, 4,4-DDE: 76 %, 4,4 DDT: 86 % and PCB-28: 76 %. In these compounds limit of detection (LOD)
is determined as, alfa HCH: 2.49 ppb, heptachlor 2.67 ppb, hexachlorobenzene (HCB),:7.23 ppb, beta- hexachlorocylohexane ([3-
HCH): 0.69 ppb, endrin: 7.89 ppb, aldrin:3.76 ppb, heptachloro epoxide: 1.08 ppb, beta-endosulfane: 2.89 ppb, 4,4-DDE: 2.01 ppb,
4,4-DDT: 2.67 ppb and PCB-28: 1.69 ppb. There isn’t any defined organochlorine pesticides and PCB-28 residue in 230 egg samples
that are collected from six provinces of Turkey.

Key words: Egg, organochlorine pesticides, PCB-28, residue

Giris polibromobifeniller, metaller, bazi mantar ilaglar
Hayvanlar, bitkiler veya tarim iiriinleri ile bun- ~ son derece yavas ayrisip, bunlarda giderek artan
larin ¢evresinde kullanilan ilag ve kimyasal madde- miktarlarda birikirler ve bdylece besin zinciri yoluy-

lerin ¢ogu, uygulandiklar1 alan ve canl viicudunda  la son tiiketici olan insana ulasirlar (KAYA ve ark.,
kismen pargalanip, etkisiz hale gelirken, organik ~ 2002b). Kullanma amacinin disinda pestisidler in-
klorlu (OK) bilesikler, poliklorobifeniller (PCB),  san ve hayvanlarda akut, subakut ve kronik zehir-

Bu ¢alisma Tarim ve Koyisleri Bakanligit TAGEM tarafindan TAGEM/GY/04/11/01/108 nolu proje olarak desteklenmistir.
Gelis Tarihi/Received: 15.12.2008 Kabul Tarihi/Accepted: 05.01.2009
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lenmeler ile mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
etki meydana getirirler. Buna ek olarak genis boyut-
lu ¢evre ve besin kirlenmesine yol agarlar (KAYA
ve ark., 1996). Bu etkilerden kaginmak i¢in besin-
lerdeki ila¢ ve kimyasal madde kalmti diizeylerini
ortaya koymak amaci ile son derece duyarli ve gii-
venilir analiz yontemleri gelistirilmistir. Diinya Sag-
lik Orgiitii (DSO), Gida ve Tarim Orgiitii (GTO),
Avrupa Birligi’nin ilgili komisyonlari, ABD’deki
Besin ve Ilag Idaresi gibi kuruluslar (FDA), yaptik-
lar1 caligmalarla, tiiketici sagliginin korunmasi igin
ilag kalintilarinin yol agabilecekleri ekonomik ve
sosyal yonlii olumsuzluklarinin 6nlenmesi amaci ile
caligmakta, diger {iilkelerle birlikteligin saglanmasi
yoniinde ¢aba sarf etmektedirler (KAYA ve ark.,
2002b).

OK pestisidler 1940-1950°1i yillarda kesfedil-
mis ve zararli miicadelesi amac1 ile kullanilmaya
baslanmistir.  Bu  bilesikler arasinda DDT,
metoksiklor, klordan, heptaklor, aldrin, dieldrin,
endrin, toksafen, mireks ve lindan sayilabilir. OK
pestisidler sinir zehiri olup, sinirlerde iletimi engel-
leyerek akut toksisiteye sebep olurlar. DDT 1874
yilinda sentezlenmesine ragmen 1939 yilina kadar
pestisid olarak kullanmilmanustir. Isvecli bir kimya-
ger olan Dr. Paul Mueller DDT’nin pestisid etkisini
gostererek Nobel odiilii kazanmustir. II. Diinya sa-
vas1 siiresince tifiis ve sitma gibi bdcekler tarafin-
dan insanlara taginan hastaliklarin miicadelesinde
kullanilmigtir. Savag sonrasi zirai miicadele, halk
saglig1 ve ev kaynakl zararlilarin kontrolii amaci ile
yaygin olarak kullanilmigtir. Kalic1 etkisi ortaya ¢i-
kinca ABD’de 1972 yilinda yasaklanmistir (COPE
ve ark., 2004).

Poliklorlu bifenil (PCB) bilesikler Aromatik
maddelerin ¢esitli oranlarda klorlanmasi ile elde
edilmis sentetik bilesiklerdir. Isi, 151k gibi c¢evre
sartlarina son derece dayaniklidirlar. Ticari olarak
Araclor 1254, Phenoclor olarak bilinirler. Hava,
toprak ve su ekosistemlerine girip ¢evre ve besin
kirlenmesine yol agarlar. Solunum, deri ve sindirim
yolu ile viicuda girerler. Sindirimle kisa siirede emi-
lip dolasima karisirlar. Ozellikle yag doku olmak
lizere viicutta birikirler. Canlilar iizerine etkileri OK
pestisidlere benzer. Basta vahsi yasam olmak iizere
hayvanlara liremeyi bozarlar. Karacigerde ME’lerin
artisina neden olurlar. Tiimoral olusumlara neden
olurlar. Ostrojenik etki olustururlar. Porfiriye sebep
olurlar. Bagisiklik sistemini baskilarlar. Araclor

1254 kanath yemlerine 20 ppm katildiginda yumur-
ta veriminde diisme, civciv ¢ikma oraninin azalmasi
ve teratojenik etkilere yol acar. Baliklar PCB’lere
oldukca hassastirlar. Suda 20-50 ppb PCB’ye birkag
hafta siire ile maruz kalan turna baliklarinda &liim
goriilmistir (KAYA ve ark., 2002a).

Materyal ve Metot
Yumurta Ornekleri

Caligmada kullanilan 6rnekler Tirkiye’de yu-
murtaci tavuklarin yaygin olarak yetistirildigi Af-
yon, Ankara, Balikesir, Corum, Kayseri ve Konya
ilerinden laboratuvarimiza gonderilmistir. Yaz ve
kis aylarinda ayr1 olarak alman toplam 230 &rnekte
OK pestisid ve PCB-28 kalintis1 arastirilmastir.
Yumurta 6rneklerinin alindigi isletme ve alindiklar
mevsimler Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Orneklerin temin edildikleri isletme ve mevsim-
ler (2005-2006 yillar1 arasinda)

isletme Yaz | Kis
Corum Yumurta Tav. Ltd. Sti. 20 |20
Afyon Bagmakei Tav Ltd. Sti. 20 |20
Kayseri Kaytas Tav. Ltd. Sti. 20 |20
Bandirma Bozlar Tav. Ltd. Sti. 20 |20
Konya Ergiirbiiz Tav. Ltd. $ti. 20 |20
Ankara Tavukc¢uluk Arastirma Enstitiisii 30 |-

Orneklerin Hazirlanmasi

QuEChERS Metod orneklerin hazirlanmasinda
kullanilmigtir (ANASTASSIADES ve ark., 2003).
Belirtilen metoda gore, homojenizatorde (IKA T25)
bir 6rnek hale getirilen yumurta numunelerinden 0.5
g ornek alinmistir. Alinan 6rnegin iizerine 2 g Susuz
sodyum siilfat (Merck 1.06639) eklenmistir. Ornek
1 g florisil igeren hazir kartustan (Supelco 20280-u)
gecirilmistir. Ornegin kartustan gecirilmesi 6nce-
sinde sartlandirma uygulanmamistir. Florisil kartu-
sun ilk asamada OK pestisidler ve PCB bilesigi
(PCB-28)’ni biinyesinde tuttugu kabul edilmistir.
Bu asamada cihaz (GC) kolonunda kirlilik olustura-
bilecek maddelerin kartustan gecerek atilmasina
izin verilmistir. Florisil kartusta tutulan bilesikler 10
ml %1 Aseton (Merck 1.00012) eklenmis asetonitril
(Merck 1.00030) ile bir cam tiipe alinmistir. Alinan
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ornek soliisyonu azot altinda ugurma sisteminde
(VLM EVA IVIS) 50°C’de 0.5 ml kalincaya kadar
yogunlastirilmistir. 0.5 ml’lik kalintt GC-mikro-
ECD cihazina enjekte edilmistir.

Geri Alim (Recovery) Calismasi

Geri alim ¢alismasinda kullanilmak amaci ile
Ankara Tavuke¢uluk Arastirma Enstitlisiinden alinan
yumurtalar, OK pestisid ve PCB-28 yoniinden ana-
liz edilmistir. OK pestisid ve PCB-28 igermedigi
belirlenen yumurtlarin analiz kromatogramlar1 ne-
gatif kontrol olarak kullanilmigtir. Ayn1 zamanda bu
yumurtlardan 6’l1 gruplar olusturularak toplam 18
ornege 25 ppb, 50 ppb ve 100 ppb yogunlugunda
OK pestisid ve PCB-28 standardi (Dr. Ehrenstorfer)
eklenmistir. GC-mikro-ECD cihazinda OK pestisid
ve PCB-28 standartlarinin gelis zamanlar1 belirlen-
mistir. Dort ayr1 yogunlukta (100 ppb, 250 ppb, 500
ppb ve 1000 ppb) hazirlanan  standart
kromatogramlarindan kalibrasyon egrileri ¢izilerek
korelasyon katsay1 (R”) degerleri tespit edilmistir.
Geri alim caligmasi icin hazirlanan 6rnekler, hazir-
lama igleminden gegirilerek GC-mikro-ECD cihazi-
na enjekte edilmistir. Standart ile geri alim ¢aligsma-
sinin kromatogramlar1 karsilagtirilarak maddelerin

15

geri alim ylizde ortalama ve relatif standart sapma
(RSD) degerleri belirlenmistir.

Gaz Kromatografi-Mikro-ECD (GC-uECD)
Cihaz Sartlar

Orneklerden elde edilen final soliisyonlarin gaz
kromatografi mikro-ECD dedektor cihazinda analizi
icin Pelosi ve arkadaglarinin cihaz ydnteminden
faydalanilmistir (PELOSI ve ark., 2002). Belirtilen
yonteme gore, enjektor blogu sicakligi: 240°C; ko-
lon baslangig¢ sicakligi: 60°C’dir. Baslangi¢ sicakli-
ginda bekleme siiresi 2 dakikadir. Baslangi¢ sicak-
ligindan 20°C/dk hizla 250°C/dk final sicakligina
cikilmistir. Cihazda enjeksiyon modu splitless ola-
rak uygulanmistir. Enjeksiyon hacmi 1 pL; Tastyict
gaz (azot) akis hizi: 1 ml/dk’dir. Cihaz kolon tipi
HP -5, %5 metil silikon ve kolon boyutlar1 30 m x
0.25 mm x 0.25 pum’dir.

Bulgular
OK pestisidlere ait 1 ppm yogunlukta standart
kromatogrami Sekil 1’de gosterilmistir.

ECD1 A, (YUMURTA\STD00001.D)
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Sekil 1. OK pestisidlere ait standart kromatogrami.

100 ppb yogunlukta standart eklenmis drnegin geri alim kromatogrami Sekil 2’de gosterilmistir.
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Sekil 2. 100 ppb standart eklenmis rnegin geri alim kromatograma.
OK pestisid ve PCB-28 yoniinden temiz 6rnek kromatogrami Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3. OK insektisid ve PCB-28 kalintis1 igermeyen drnek kromatogrami.

Beta-endosiilfan standardina ait kalibrasyon grafigi 6rnek olarak Sekil 4’te gosterilmistir.

betaendosulfan, ECD1 A
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Sekil 4. Beta-endosiilfanin kalibrasyon grafigi.
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OK insektisidler (25 ppb) ve PCB-28 (100 ppb)’e ait % geri alim, relatif standart sapma, tespit limiti ve
korelasyon katsay1 (R?) degerleri Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. OK insektisidler (25 ppb) ve PCB-28 (100 ppb)’e ait % geri alim, relatif standart sapma, tespit limiti ve kore-

lasyon katsay1 (R”) degerleri.

Geri alim (%) RSD (%) LOD (ppb) (R?) (0.1-1 ng/ul)
Alfa HCH 86 3.86 2.49 0.999
Heptaklor 92 4.19 2.67 0.999
Hekzaklorobenzen 71 0.0015 7.23 0.999
Beta-HCH 73 1.65 0.69 0.999
Endrin 80 0.0012 7.89 0.999
Aldrin 75 0.0010 3.76 0.999
Heptaklorepoksit 76 3.70 1.08 0.999
- endosulfan 70 4.05 2.89 0.999
4,4-DDE 76 2.67 2.01 0.9998
4,4-DDT 86 3.70 2.67 0.99467
PCB-28 76 3.02 1.69 0.99996

Orneklerin analizinde tespit limitlerinin (LOD) iizerinde OK insektisid ve PCB-28’in kalintisina rast-

lanmamustir.

Tartisma ve Sonug¢
1986-1988 yillar1 boyunca Kanada ‘da toplam
602 hayvansal {iriin organik klorlu, organik fosforlu
ve endiistriyel organik kirleticiler agisindan analiz
edilmistir. Bunlarin 147 tanesi kiimes hayvani, 9 ta-
nesi de tavuk yumurtasi olarak belirlenmistir. Top-
lam 6rnegin %35’inde pentaklorofenole rastlanil-
mistir. DDE %21 ve digerleri ise %10°dan daha az
goriilmiistiir. Orneklerin %43’iinde kalitiya rast-
lanmamistir (FRANK ve ark., 1990).

1995 yilinda Hindistan’da beyaz Leghorn 1rki
tavuklarin yemlerine degisen dozlarda (6.25 ile 50
mg/kg) DDT katilarak 37 hafta boyunca yedirilmis-
tir. Uygulama siiresince en yiiksek kalinti yagda,
bunu takiben karaciger, kalp, yagh et, kan, dalak,
testis, beyin ve yumurta sarisinda tespit edilmistir
(GEORGE ve ark., 1995).

Kenya’da yapilan bir ¢aligmada tavuk yaglarin-
da organik klorlu pestisidler (Lindane, Dieldrin,
DDT) tespit edilmistir. Ulkenin 7 cografik bolge-
sinden 105 6rnek toplanmig ve sonuglar maksimum
kalint1 limitlerinin altinda bulunmustur. Kenya’da
kanath yumurtalar {izerinde yapilan bir ¢alismada
367 ornek incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda 10

ornekte  pestisid  kalintisina
(KAHUNYO ve ark., 1986).

Cin’de GC-ECD ile yapilan bir ¢alismada yu-
murtalarda p,p’-DDE, p,p’-DDT ve diisiik miktar-
larda (10 ng/g’den az) PCB’ler tespit edilmistir (AN
ve ark., 2002).

Ispanya’da Ulusal Donana Parkindaki 53 adet
Flamingo yumurtasinda yapilan ¢aligmalarda
p,p’DDT, p,p’DDE ve PCB’ler tespit edilmistir
(GUITART ve ark., 2005).

Bu caligmada pozitif 6rnekle karsilagilmamasi,
tavuklarin OK pestisidler ve PCB-28 yoniinden risk
altinda olmadig1 ve iilkemizde en ucuz hayvansal
protein olarak fazlaca tiiketilen yumurtanin belirti-
len maddeler yoniinden insanlar tarafindan giivenle
tiikketilebilecegi kanaatine varilmistir.

rastlanilmigtir

Bilindigi gibi iilkemiz Avrupa Birligine giris
siirecinde bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile tlilkemizde
tiketilen yumurtalarin giivenilirliginin belirlenme-
sinin yam sira, Avrupa Birligi ile yasanan kalnti
problemlerinin ¢6zliimiine katki saglayacagi disii-
niilmektedir. Ayrica iilkemizde bugiine kadar yu-
murtalarda boyle bir detayli ¢alisma yapilmadigi
goriilmektedir. Bu calisma ile birlikte iilkemizde
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yumurtada pestisid kalintilarina bakilabilecegi orta-
ya konulmustur.
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Evcil ve yabani kanathlardan izole edilen Newcastle Hastahigi viruslarinin
patotiplendirilmesi

Asiye DAKMAN', Metin GULEC', El¢in GUNAYDIN', Mustafa COSAR'

'Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Kanatl Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari, Ankara-Tiirkiye

Ozet: Kanath sektoriinde énemli ekonomik kayiplara neden olan Newcastle hastaliginin (ND) klinik seyri virusun patojenitesi
ile dogrudan ilgilidir. Velojenik suslar 6nemli klinik bulgular ve yiiksek mortaliteye sebep olurken, mezojenik ve lentojenik suslarin
meydana getirdigi hastalik nispeten daha hafif seyirli olmaktadir. Ayrica virusun patojenitesini belirlemek epidemiyolojik acidan da
biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu ¢aligmada 2007 yilinda Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde izole ve identifiye
edilen toplam 39 adet ND virusunun patojenitesi belirlendi. Virus izolasyon ve identifikasyonunda RT-PCR, Spesifik patojen free
(SPF) embriyolu tavuk yumurtasina ekim, Hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testi uygulandi. ND virusunun patotiplendirilmesinde
Intracerebral Pathogenicity Index (ICPI) yontemi kullanildi.

K&y tavuklarindan izole edilen 28 ND virusunun tamami velojenik olarak belirlendi. Evcil giivercinlerden izole edilen 4 adet
ND virusunun 3’iinlin mesojenik, 1’inin lentojenik oldugu tespit edildi. Yabani giivercinlerden izole edilen 5 adet NDV susunun
2’sinin velojenik, 3’{iniin ise mezojenik, yabani kumrulardan izole edilen 2 adet ND virusunun ise mezojenik oldugu tespit edildi.
Yabani giivercinlerden velojenik suslarin izole edilmesi {ilkemizde virusun sirkulasyonunda yabani kuslarin 6nemine dikkat ¢ekmek-
tedir.

Anahtar sozciikler: Newcastle Disease Virus, evcil kanatli, yabani kus, patotiplendirme.

Pathotyping of the Newcastle Disease virus strains isolated from the domestic and wild birds

Summary: The clinical symptoms of the Newcastle disease (ND) that cause considerable losses in poultry sector are directly
related to the pathogenity of the virus. When the velogenic strains cause severe clinical findings and higher mortality, disease caused
by mesogenic and the lentogenic strains is relatively in a moderate mode. Also, determination of the pathogenity of the virus
represents a great importance for the epidemiological meaning. In this study the pathogenity of the 39 ND viruses isolated and identi-
fied in Etlik Central Veterinary Control and Research Institute in 2007 was determined. For the isolation and identification of the vi-
rus, reverse transcription- polymerase chain reaction (RT-PCR), inoculation of the samples into the Specific Pathogen Free (SPF)
embryonated eggs, and haemagglutination inhibition (HI) test were performed. The Intracerebral Pathogenity Index (ICPI) test were
used for the pathotyping of the ND viruses.

All of the 28 ND viruses isolated from the backyard poultry were determined as velogenic. Three of the four ND viruses iso-
lated from the domestic pigeons were found be mesogenic, and the remaining one was lentogenic. Two of the five ND strains iso-
lated from the wild pigeons were determined as velogenic, and three of the five were determined as mesogenic. The virus isolated
from the two doves was found to be mesogenic. The isolation of the velogenic strains from the wild pigeons shows the importance of
the wild birds for the circulation of the ND viruses in Tukey.

Key words: Newcastle Disease Virus, Poultry, Wild Bird, pathotypical characterization

Giris (ALEXANDER, 2003; ANONIM, 2008). Tiirki-

Paramyxoviridae  familyasinin  Avulavirus ye’de ilk ND salgmin 1946 yilinda tanimlanmasin-

genusunda yer alan Avian Paramyxoviruslar (PMV) dan sonra ha“stahk glinimiizde de Varhglgl siirdiir-

1-9’a alt gruba ayrilmistir. Newcastle hastaligi (ND) mektedir (CQVEN ve CARLIL, 1997; COVEN ve
Avian PMV-1 tarafindan olusturulan ¢ok bulasict ve  ark.,, 2004; OZDEMIR, 1992).

oldiiriicii seyreden, kanatlilarda solunum sindirim Newecastle hastaligindan korunmada canli ve

ve sinir sist@mi bozukluklar ile karakterize viral bir inaktif asilar 1930’Iu yillardan beri kullanilmaktadir
hastaliktir. Ilk kez 1926 yilinda tanimlanan ND gii- (ALEXANDER, 2003; Jordan, 1996). Ulkemizde
niimiizde tim diinyada yaygin olarak gorilmekte ve  de ND agilar1 hastaliktan korunmada etkin bir sekil-
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir de uygulanmaktadir. Ancak hastaligin ¢cevrede dagi-

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6zetlenmistir.
Gelis Tarihi/Received: 16.12.2008 Kabul Tarihi/Accepted: 05.01.2009
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lim1, maternal antikor diizeyi, hayvanlarin yetistir-
me yOnii, asilama zamani, asilama yontemi, segilen
as1 susu gibi faktorler bagisiklik diizeyini ve etkin-
ligini dogrudan etkilemektedir (AKAN ve ark.,,
1999).

Hastaliga tavuklar basta olmak iizere aralarinda
giivercin ve kumrularin da bulundugu 250’nin {ize-
rinde kus tirlinlin duyarli oldugu saptanmistir
(JORDAN, 1996; ALDOUS ve ALEXANDER,
2001). Hastalik tavuklarda oldugu gibi giivercinler-
de de oldukca akut seyretmektedir. Giivercinlerde
goriilen vakalarin ¢ogunun tavuklarda sekillenen
ND salginlan sirasinda giivercinlerin infekte tavuk-
larla temasi sonucu gerceklestigi saptanmistir
(ANONIM, 1986). Gerek diinyada (ALDOUS ve
ark., 2004; MEULEMANS ve ark., 2002) gereckse
iilkemizde ND hastaliginin giivercinlerdeki duru-
munu arastiran yayimlar mevcuttur (ONCEL ve ark.,
1997; COVEN ve ark., 1999; MUTLU,1997).

Newcastle viruslar: infekte hayvanlarda hasta-
ligin klinik seyrine gére 5 gruba ayrilmaktadirlar
(ALEXANDER, 2003).

1.Visserotropik velojenik: Hemorajik sindirim
sistemi lezyonlar1 goriilen yiiksek patojen form

2. Neurotropik velojenik: Sinirsel ve solunum
sistemi bozukluklar1 goriilen 6liim orani yiiksek
form

3.Mesojenik: Solunum bozukluklari ve nadiren
sinirsel bozukluklarin goriildiigli 6liim oram diisiik
form

4.Lentojenik: Orta siddette veya subklinik so-
lunum sistemi enfeksiyonunun bulundugu form

5.Asemptomatik enterik: Genellikle subklinik
sindirim bozukluklarinin goriildiigii form

Virusun patotiplendirmesinde ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Avrupa Birligi Konseyi Direktifi
(EU Council Directive) 92/66/EEC’e gore izole edi-
len ND viruslarinin Intracerebral Patojenite indek-
sinin (ICPI) belirlenmesi gerekmektedir. Glinlimiiz-
de ‘gene sequencing’ yoOntemi ile etkenin
patojenitesini belirlemek kabul edilen gecerli diger
bir yoéntemdir (ANONIM, 2008). Hastalizin ND
olarak bildirilmesi i¢in; Avian PMV-1 olarak tiplen-
dirilmesi ve izole edilen virusun ICPI sonucu 0.7 ve
{izerinde olmas1 gerekmektedir (ANONIM, 1992).

Bu calismada Etlik Merkez Veteriner Kontrol
ve  Arastirma  Enstitisii =~ Kanath ~ Teshis

Laboratuvarinda 2007 yilinda ¢esitli kanatli hayvan-
lardan izole edilen ve teyit amaciyla diger enstitii-
lerden gonderilen toplam 39 adet ND virusunun
ICPI testi ile patotiplendirilmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Test edilen 6rnekler: Laboratuvara gelen hasta
veya Olii kanatli hayvanlardan nekropsi sirasinda
alinan i¢ organlardan hazirlanan inokulum ikiye bo-
limerek  bir kismi  Reverse- Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), diger kismi
ise etken izolasyonu i¢in kullanildi. Ayrica teyit
amaci ile diger enstitiilerden gelen allantoik sividaki
virus ornekleri ¢aligmada kullanildi.

RT-PCR: Aldous ve ark. (2003)’nin bildirdik-
leri yontem modifiye edilerek yapildi. Siipheli ma-
razi maddeden ve allantoik sividan ticari kit kullani-
larak (Qiagen; QIAamp Viral RNA Mini Kit,
52906) RNA izolasyonu yapildi. PCR asamasi
OneStep RT-PCR kiti (Qiagen; OneStep RT-PCR
kit, 210212) kullanilarak yapildi. RT-PCR islemin-
de kullanilan reaksiyon hacimleri su sekildedir: 12.5
pul 2x Rxn mix (her dNTP’den 0.4 mM, 3.2 mM
MgSO, i¢ermektedir) (Invitrogen; SuperScript™ III
One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA
Polymerase, 12574-026), 7,5 pl deionize su, 1 ul
Taq Mix (Invitrogen; Superscript' " III RT/Paltinum
Taq Mix), ’er pl primerler (20 pmol/ pl), 2 pl
templeyt olmak {izere toplam reaksiyon hacmi 25
ul’dir. Termal cycler’da uygulanan 1s1 dongiileri su
sekildedir: RT; 50°C 30 dk, 95°C 15 dk, 40 siklus;
94°C 1 dk, 55°C 30 sn, 72°C 30 sn, Final uzama;
72°C 5 dk. Reaksiyon sonunda % 2 ‘lik agaroz jelde
(Seakem; Seakem LE agarose, 50004L), 90V’da 30
dk stiriiyle DNA iirtinlerinin go¢ii saglandi ve olu-
san Dbantlar UV transilliminatér (Utra-violet
products/UVP) ve jel dokiimantasyon sistemi
(Biotech Image Master-VDS+ Fuifilm Termal
Imagine System FTI-500) yardimu ile goriintiilendi.
Olusan PCR iiriinlerinin biytkligi yaklasik 700 bp
olarak belirlendi.

Tablo 1: PZR’ de kullanilan primer dizinleri ve elde edi-
len iiriin biiytikliikleri.

Kullanilan primerler Uriin Biiyiikliigii
(MSF1)5’- GACCGCTGACCACGAGGTTA-3* | 700 bp

(Aldous ve ark.,
(#2) 5’-AGTCGGAGGATGTTGGCAGC-3’ 2003)
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Virus Izolasyonu: Office International
Epizootics (OIE) Manual’de bidirililen yonteme go-
re yapildi (Anonim, 2008). Laboratuvara gelen
Avian Influenza (AI) ve/veya ND siipheli kanatlila-
ra ait i¢ organlardan hazirlanan inokulumdan 0.1-
0.2 ml 9-11 giinlik embriyolu Spesifik Patogen
Free (SPF) tavuk yumurtasinin allantoik bosluguna
inokule edildi. Yumurtalar 5 giin 37°C’de inkube
edildi ve embriyo dliimleri takip edildi. Olen embri-
yolarin allantoik sivilan toplandi. Virusun varligi
Hemaglutinasyon (HA) testi ile degerlendirildi.
Embriyo oliimlerinin sekillenmedigi yumurtalarin
ise en az 2 kez pasajlar1 yapildi. Pasajlarin sonunda
6lim olmadig: takdirde ornekler negatif olarak de-
gerlendirildi.

Hemaglutinasyon Inhibisyon Testi (HI): OIE
Manual’de bildirilen yonteme gore yapildi
(ANONIM, 2008). HA pozitif oldugu belirlenen
allantoik sivilar Avian influenza H5, H7 ve NDV
(PMV-1) spesifik standart antiserumlart (VLA-
Weybridge) ile test edildi.

Intracerebral Pathogenicity index (ICPI)
Testi: OIE Manual’de bildirilen yonteme gore ya-
pildi (ANONIM, 2008). En az 16 HAU gosteren
ND viruslar1 1/10 sulandirildi ve 0.1 ml/civeiv ol-
mak tizere 10 adet 1 giinlik SPF civcive
intracerebral olarak inokule edildi. Kontrol grubuna
ise 0,1 ml PBS inokule edilerek hayvanlar izolator-
lerde 8 giin siire ile gdzlem altinda tutuldu. Her giin
diizenli olarak kontrol edilen hayvanlarin durumu
normal: 0, hasta:1 ve 6lii:2 olmak tizere skorlandi.
Index sonucu 0,7’den kii¢iik olanlar lentojenik, 0.7-
1.5 aras1 mesojenik ve 1.5’in {izeri velojenik olarak
belirlendi (ALLAN ve ark., 1978).

Resim.1. ICPI testinin uygulanmasi.

Resim 2. ICPI testinde kullanilan izolatér.

Bulgular
RT-PCR: Bu calismada 14 ilden gelen 75 ka-
natlidan alman marazi maddelerden hazirlan
inokulumlara RT-PCR uygulandi. 75 Ornegin 26
(%34.66) adeti RT-PCR ile ND (PMV-1) pozitif
olarak saptandi. Ayrica teyit amach gonderilen ND
stipheli 12 adet izolatin tamami yapilan RT-PCR

sonucunda ND pozitif bulundu.

Virus izolasyonu: 9-11 giinlik ETY a yapilan
ekimler sonucu 75 drnegin 29’unda embriyonun dl-
diigii ve toplanan CAS’larin HA pozitif oldugu go-
rildii. Ayrica teyit amagh gonderilen 12 adet ND
stipheli izolatin da ETY’a yapilan ekimleri sonra-
sinda, tamaminin embriyoyu oldiirdiigii ve HA po-
zitif oldugu tespit edildi.

Hemaglutinasyon inhibisyon Testi (HI): HA
pozitif bulunan 29 izolat standart PMV-1
antiserumu kullanilarak HI ile test edildi ve 27
(%93.1)’i ND pozitif bulundu. Ayrica teyit amach
gonderilen ND siipheli 12 izolatin tamami HI ile
ND pozitif bulundu.

Intracerebral Pathogenicity Index (ICPI)
Testi: Bu calismada izole ve identifiye edilen 27
adet ve diger enstitiilerde izole edilip teyit amaci ile
gonderilen 12 adet olmak iizere toplam 39 adet ND
virusu tiplendirildi. Kdy tavuklarindan izole edilen
28 ND virusunun tamamu velojenik olarak belirlen-
di. Evcil giivercinlerden izole edilen 5 adet ND
virusunun 4’iiniin mesojenik, 1’inin lentojenik ol-
dugu tespit edildi. Yabani giivercinlerden izole edi-
len 5 adet NDV susunun 2’sinin velojenik, 3’{inlin
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ise mezojenik, yabani kumrulardan izole edilen 2
adet ND virusunun ise mezojenik oldugu belirlendi.

Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisiine bagli illerden Al ve ND stiiphesi ile ge-
len 75 adet kanathh orneginin 27 (%36)’sinden
ND(PMV-1) izole ve identifiye edildi. Bu bolgede
2007 yilinda goriilen ND vakalarmin 16’s1 (%
59.25) koy tavuklarma ait iken geri kalan ND
viruslariin 5’1 (% 18.51) evcil giivercin, 5’si (%)

yabani giivercin ve 2’si (% 7.4) ise kumrudan izole
edildi. Diger Enstitiilerden gonderilen 12 ND
virusunun tamami koy tavugu kokenlidir.

Enstitiiye bagli bolgedeki kdy tavuklarina ait
laboratuvar sonuglar1 Tablo-2, evcil giivercinlere ait
sonuglar Tablo.3 ve yabani kuglara ait laboratuar
sonuglar1 Tablo 4’de verilmistir. Ayrica diger ensti-
tillerden teyit amagli gonderilen izolatlara ait labo-
ratuar sonuclar1 Tablo 5’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Koy tavuklarindan izole edilen ND viruslarinin laboratuvar sonuglar.

N izolat Kodu® Kanath Marazi RT- HI™ ICPI
Tiirii Madde Orijini PZR

1 ND/Chicken/TR/37/Kiire-1/01.07 Tavuk Kastamonu + 27 1,8250
2 ND/Chicken/ TR/ 74/Merkez-1/02.07 Tavuk Bartin + 28 1,8600
3 ND/Chicken/ TR/ 67/Caycuma-1/02.07 Tavuk Zonguldak + 28 1,8620
4 ND/Chicken/ TR/ 37/Senpazar-1/02.07 Tavuk Kastamonu + 28 1,8750
5 ND/Chicken/ TR/ 37/Tagkoprii-1/02.07 Tavuk Kastamonu + 2’ 1,9300
6 ND/Chicken/ TR/ 74/Ulus-1/02.07 Tavuk Bartin + 28 1,8870
7 ND/Chicken/ TR/37/Doganyurt-1/02.07 Tavuk Kastamonu + 2° 1,9700
8 ND/Chicken/ TR/ 67/Caycuma-2/02.07 Tavuk Zonguldak + 28 1,7750
9 ND/Chicken/ TR/ 06/Haymana-1/03.07 Tavuk Ankara + 2! 1,8870
10 | ND/Chicken/ TR/ 06/Mamak-1/03.07 Tavuk | Ankara + 2" 1,7500
11 ND/Chicken/ TR/ 50/Avanos-1/03.07 Tavuk Nevsehir + 27 1,8750
12 | ND/Chicken/ TR/ 06/Kalecik-2/04.07 Tavuk | Ankara + 2" 1,8750
13 | ND/Chicken/ TR/ 37/Senpazar-2//02.07 Tavuk Kastamonu + 28 1,8750
14 | ND/Chicken/ TR/ 53/Ardesen-1/04.07 Tavuk Rize + 210 1,8870
15 ND/ Chicken / TR/ 06/Cubuk-1/06.07 Tavuk Ankara + 28 1,8750
16 ND/Chicken/ TR/ 74/ Merkez-2/07.07 Tavuk Bartin + 2° 1,9620

*: Suslarin Uluslararas1 Referens laboratuarinda kayitli kodlari

**]:Suslarin HI titresi Avian PMV-1 antiserumu ile Log, 2’ye gore hesaplanmuistir.

Tablo 3. Evcil giivercinlerden izole edilen ND viruslarinin laboratuvar sonuglari
Izolat Kodu Kus Tiirti Marazi mad- | RT- | HI** ICPI

denin Orijini | PZR

ND/Domestic pigeon/TR/06/Y.Mahalle-2/04.07 Giivercin Ankara + 28 0,5370
ND/Domestic pigeon/TR/06/Cankaya-1/05.07 Giivercin Ankara + 2’ 1,0125
ND/ Domestic pigeon/TR/18/Merkez-1/06.07 Giivercin Cankirt + 28 0,8250
ND/ Domestic pigeon /TR/06/Altindag-1/07.07 Giivercin Ankara - 2° 1,0120

*: Suslarin Uluslar aras1 Referens laboratuarinda kayitl kodlari

**]:Suslarin HI titresii Avian PMV-1 antiserumu ile Log, 2’ye gore hesaplanmistir
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Tablo 4. Yabani kuslardan izole edilen ND viruslarinin laboratuvar sonuglari

Izolat Kodu Kus Tiirti | Marazi maddenin Orijini | RT-PZR | HI** | ICPI
ND/Dove/TR/ 06/Kalecik-1//02.07 Kumru Ankara + 27 1,4000
ND/ Dove/TR/ 06/Etimesgut-1//02.07 Kumru Ankara + 2° 1,3870
ND/Wild pigeon/TR/40/Mucur-1//02.07 Giivercin | Kirsehir + 2° 1,4750
ND/ Wild pigeon / TR/06/Sincan-1//02.07 Giivercin | Ankara + 28 1,4250
ND/Wild pigeon/TR/06/Y .Mahalle-1/04.07 | Giivercin | Ankara + 28 1,9000
ND/Wild pigeon /TR/06/Altindag-2/07.07 Giivercin | Ankara + 27 1,9750
ND/Wild pigeon/TR/06/Y .Mahalle-3/09.07 | Giivercin | Ankara + 2° 1,1750

*: Suslarin Uluslar aras1 Referens laboratuarinda kayitl kodlari

**]:Suslarin HI titresi Avian PMV-1 antiserumu ile Log, 2’ye gore hesaplanmuistir.

Tablo 5. Diger enstitiilerden teyit amagli gonderilen ND viruslarinin laboratuvar sonuglari
N izolat Kodu® Kanath Marazi RT- HI™ ICPI

Tiirii Madde Orijini PZR

1 ND/Chicken/ TR/ 21/Cermik-1/02.07 Tavuk Diyarbakir + 27 1,8700
2 ND/Chicken/ TR/ 72/Kozluk-1/03.07 Tavuk Batman + 2° 1,8870
3 ND/Chicken/ TR/ 73/Merkez-1/03.07 Tavuk Sirnak + 27 1,6870
4 ND/Chicken/ TR/ 21/Dicle-1/03.07 Tavuk Diyarbakir + 27 1,8870
5 ND/Chicken/ TR/ 21/Dicle-2/03.07 Tavuk Diyarbakir + 27 1,9120
6 ND/Chicken/ TR/ 21/Dicle-3/03.07 Tavuk Diyarbakir + 2’ 1,8750
7 ND/Chicken/TR/24/Kemaliye-1/03.07 Tavuk Erzincan + 28 1,8750
8 ND/Chicken/ TR/ 29/Kelkit-1/03.07 Tavuk Gilimiigshane + 2° 1,8750
9 ND/Chicken/ TR/ 76/Merkez-1/04.07 Tavuk Igdir + 2" 1,5620
10 | ND/Chicken/ TR/ 73/Merkez-2/04.07 Tavuk | Sirnak + 2" 1,7370
11 ND/Chicken/ TR/ 30/Merkez-1/06.07 Tavuk Hakkari + 2° 1,7750
12 | ND/Chicken/ TR/ 13/Merkez-1/07.07 Tavuk | Bitlis + 2! 1,8750

*: Suslarin Uluslar aras1 Referens laboratuarinda kayitl kodlari

**]:Suslarin HI titresi Avian PMV-1 antiserumu ile Log, 2’ye gore hesaplanmuistir.

Tartisma ve Sonug
Ulkemizde 1940’11 yillardan beri varhigini siir-
diiren Newcastle hastaligi tavuklarda yapilan siste-
matik asilama programlarina ragmen zaman zaman
salginlar halinde ortaya ¢ikmakta ve énemli ekono-
mik kayiplara neden olmaktadir.

ND teshisinde virus izolasyonu halen biiyiik
Oonem tagimaktadir. Ancak molekiiler tekniklerin ge-
lismesiyle beraber virusu iiretmeden varligini ortaya
koymak miimkiin olmaktadir. Bu da hastalik teshi-
sinin ¢ok kisa siirede yapilmasma olanak saglar.
Ozellikle ND gibi pek ¢ok salgin hastaligm ¢abuk
ve giivenilir yontemlerle teshis edilmesi hastalikla

miicadelede basar1 oranini artirmaktadir. Bu ¢alis-
mada virus izolasyon yontemi ile 39 ND pozitif so-
nug almirken RT-PCR yo6ntemi ile 38 6rnek ND po-
zitif bulunmustur. Cogu organ ve dokularda RNA
inhibitorlerinin bulunmasi zaman zaman yanlisg ne-
gatif sonuglara yol a¢maktadir (WILDE ve ark.,
1990). Ayrica enfeksiyondan uzun bir siire sonra
gelisen antikorlarin virusu nétralize etmesi nedeniy-
le etken izolasyonunun miimkiin olmadigr durum-
larda da RT-PCR ile teshis yapilabilecegi bildiril-
mektedir (GOHM ve ark., 2000). Ancak RT-PCR
ile alinan sonuglarin virus izolasyonu ile dogrulan-
mas1 teshisin gilivenilirligini artirmaktadir. Ayrica
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ICPI testi ile virusu tiplendirebilmek i¢in etken
izalosyonunun yapilmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismada bir yillik dénemde izole edilen
ND virusu sayis1 dikkat ¢ekicidir. Ancak iilkemizde
ilk kez 2005 yili sonunda goriilen Avian influenza
salgimi ile beraber siipheli her tiirlii vakanin kisa sii-
rede ilgili makamlara bildirilmesi ve laboatuvarlara
ulastirilmasi, bu vakalarin belirlenmesinde etkili bir
faktor olarak diisiiniilebilir. 2007 yilinda NDV izo-
lasyonu gergeklestirilen tavuk siiriileri arasinda tica-
ri isletme bulunmamaktadir. izolasyonlar koy ta-
vuklarindan gergeklestirilmistir. Ticari isletmelerde
yogun ve diizenli as1 programlar1 uygulanmakta ve
tavuk yetistiriciliginin genellikle kapali sistemlerde
yapilarak yabani kuglarla temas asgari diizeyde tu-
tulmaya ¢alisiimaktadir. Ancak koy tavuklarinda
diizenli asilamalar, etkin bir koruma ve kontrol uy-
gulamas1 bulunmamaktadir. Bu nedenle hastaligin
kdy tavuklarinda ticari isletmelere gore daha yiiksek
diizeyde ortaya ¢ikmasi beklenen bir sonugtur ve bu
caligmada elde edilen sonuglar bu goriisii destekler
niteliktedir.

Bu c¢alismada koy tavuklarindan izole edilen
viruslarin tamami velojenik NDV olarak tespit
edilmistir. Bu calismaya paralel olarak; Oncel ve
ark. (1997), yapmis olduklar1 bir ¢calismada Giiney
Marmara bolgesindeki koy tavuklarindan izole et-
tikleri ND viruslarinin da velojenik oldugunu bil-
dirmislerdir.

Bu ¢alismada evcil ve yabani giivercinlerdeki 9
vakada NDV izole edilmis ve yabani giivercinlerden
izole edilen 2 NDV izolatinin velojenik oldugu be-
lirlenmistir. Ulkemizde yapilan gesitli ¢alismalarda
giivercinlerde hastaligin varlig1 ortaya konulmustur
(COVEN ve ark., 1999, MUTLU, 1997,
OZDEMIR, 1992). Ulkemizde yapilan baz1i calis-
malarda giivercinlerden izole edilen ND viruslarinin
patotiplendirmesi yapilmis ve velojenik olduklari
bildirilmistir (ONCEL ve ark., 1997; OZDEMIR,
1992; BARUT, 2005), yapmis oldugu calismada
Tiirkiye’den izole edilen suslarin ingiltere ve Cin
gibi uzak iilkelerden izole edilen suslarla yakinligin
tespit etmis, hastaligin yayilmasinda uluslar arasi
kanath ve kanath iriinleri ile kafes kuslar1 ve gii-
vercin ticaretinin Onemli yer tuttugu fikrini
(ALDOUS ve ark., 2003) destekler mahiyette so-
nuglar almistir. Tirkiye’den izole edilen suglarin
Cin’de kazlardan izole edilen susla benzer bulun-
masi, hastalik etkenini viicutlarinda barindirmakla

beraber klinik belirti géstermeyen su kuslarinin ge-
rek gogleri gerekse ithalat ve ihracatlar sirasinda
Newcastle hastaliginin farkli bolgelerdeki kanath
hayvanlara bulastirilmasinda 6nem arz ettigini ve
yabani kuslar iizerinde yapilacak kontrollerin &ne-
mini vurgulamaktadir (BARUT, 2005). Giivercinle-
rin hastaligin yayilmasinda 6nemli rolleri oldugu bi-
linmektedir (ALEXANDER, 2003). Giivercinlerde
ND salgini ilk kez 1970°1i yillarda Orta Asya’da or-
taya ¢ikmis, 1981°de Avrupa’da goriildiikten sonra
hizla diinyaya yayilmistir (KALETA ve ark., 1985;
ALEXANDER ve ark., 2003). Hastalik pek cok iil-
kedeki evcil giivercinlerde enzootik olarak bulun-
makta, yabani giivecinler ve kumrulara yayilmakta-
dir. Bu nedenle hastalik, kiimes hayvanlarini tehdit
etmeye devam etmektedir. Yapilan bu galigmada
kumrulardan da ND virusu izole edilmistir. Céven
ve ark. 1999, yilinda yapmis olduklari galigmada
kumrulardan NDV izole ettiklerini bildirmislerdir.

Sonug olarak; iilkemizde Newcastle hastaligi
koy tavuklarinda onemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Yabani giivercinlerden velojenik ND
virusunun izole edilmesi hastaligin yayilmasinda
onemli risk teskil etmektedir. Yabani kuslarda has-
taligin bulunmasi, kdy tavuklarn kadar ticari islet-
meler icinde 6nemli bir tehdit unsurudur. Ulkemiz-
de yabani kuglarda hastaligin durumunun arastiril-
mast ve bu calismada izole edilen suslarin
filogenetik analizlerinin yapilmasi gerek iilkemizde
gerekse diinyada hastaligin epidemiyolojik durumu-
nun belirlenmesine onemli katkilar saglayacaktir.
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Genetic analysis of highly pathogenic Avian Influenza A (HPAI) HSN1
viruses isolated from Turkey between 2005 and 2008

Hikmet UN

Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii, Kuduz Teshis Laboratuari, Ankara, Tiirkiye

Summary: An outbreak of Highly Pathogenic Avian Influenza A (HPAI) HSN1 infection was first reported on 07 October
2005 in Turkey. There was a single outbreak in free range turkeys in the west side of the country on the Aegean coast in Kiziksa
Village of Manyas District of Balikesir Province. Following this outbreak, there were new outbreaks in different regions of Turkey
respectively in December 2005, 2006, 2007 and 2008.

This study provides a characterization of HPAI H5NT1 viruses isolated from Turkey that caused between 2005 and 2008. A

phylogenetic analysis of the hemagglutinin gene showed that the Turkish HPAI H5N1 isolates were genetically closely related to the
Asian lineage.

Key words: Avian Influenza Viruses, HSN1, diagnosis, Turkey

Tiirkiye’de 2005-2008 yillar: arasinda izole edilen kus gribi viruslarinin genetik analizi

Ozet: Tiirkiye’de Yiiksek Patojen Kus Gribi HSN1 enfeksiyonu ilk olarak 07 Ekim 2005 tarihinde rapor edildi. Hastalik
Balikesir ili Manyas ilgesi Kiziksa Koyiinde bir hindi ¢iftliginde tek bir vaka olarak sekillendi. Bu vakay: takiben 2005, 2006, 2007
ve 2008 yillarinda Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde yeni vakalar sekillendi.

Bu calismada 2005 ve 2008 yillar1 arasinda Tirkiye’de izole edilen Yiiksek Patojen Kus Gribi H5NI1 viruslarmin
karakterizasyonlari yapilmistir. Bu izolatlarin Haemagglutinin geninin kismi filogenetik analizi genetik olarak Asya’da bulunanlar ile
yakin iliskide oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Kus Gribi Viruslari, HSN1, Teshis, Tiirkiye

Introduction (www.who.int/csr/disease/avian_influenza/Timeline
HPAI (H5N1) virus infection was announced in ~ _08 12 08.pdf).
1996 ln Chlna HPAI (HSNI) Vll'us IS lsolated fI‘OIn The dlsease was ﬁrst reported on 07 October

a farmed goose in Guangdong Province, China in 2005 in Turkey. There was a single outbreak in free
1996. Human infections with HPAI (H5N1) are  range turkeys in the west side of the country on the
reported in Hong Kong in 1997. Research on Aegean coast in Kiziksa Village of Manyas District
viruses isolated from dead birds in Qinghai Lake in of Balikesir Province. The outbreak was
2005 demonstrates transmission of the virus among successfully controlled without any local or long-
migratory geese and suggests that the virus may be  distance spread. This isolate (DQ407519) was

carried along winter migratory routes. Disease sequenced and analysed by VLA Weybridge
spread out to everywhere year to year and some  (BROWN, 2006).
human cases occurred (Table 1)

Table 1. Distribution of human cases of HPAI (H5N1) between December 2003 and April 2006 (WHO, 2006).

Country Onset of first reported case | Onset of last reported case | Number of cases | Number of deaths
Viet Nam December 2003 November 2005 91 42
Thailand January 2004 November 2005 22 14
Cambodia January 2005 March 2006 6 6
Indonesia July 2005 March 2006 32 24

China October 2005 April 2006 18 12

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6zetlenmistir.
Gelis Tarihi/Received: 16.12.2008 Kabul Tarihi/Accepted: 05.01.2009
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Turkey December 2005 January 2006 12 4
Iraq January 2006 January 2006 2 2
Azerbaijan | February 2006 March 2006 5
Egypt March 2006 April 2006 12 4
Total 203 113

Following the initial outbreak, a second
outbreak was confirmed in domestic poultry on 25
December 2005, in the east of the country, Aralik
that is in the district of Igdir Province. Between the
dates of 25 December 2005 and 31 March 2006,
Turkey had 230 confirmed cases of Avian
Influenza, 229 of which were of HPAI (H5N1)
virus and 1 of which was of Low Pathogenic Avian
Influenza (LPAI) H7N1 virus. Amongst these
outbreaks, 200 outbreaks had occurred in domestic
poultry and 30 cases were in wildbirds. Also, some
human avian influenza infection occurred in 2006;
this human case was one of the first confirmed
reports of outside Asia and Africa.

Table 2. HPAI detection in Europe (Brown, 2006).

Similar outbreaks occured in neighboring
countries of Turkey and Europe (Table 2)
(www.who.int/csr/disease/avian_influenza/Timeline
_08 12 08.pdf.).

Outbreaks of HPAI H5N1 have been reported
for wildlife and poultry in Turkey and neighbouring
countries since 2005. A phylogenetic analysis of the
hemagglutinin gene showed that the HPAI H5N1
isolates from Turkey were of avian origin and
contained the hemagglutinin gene of the Asian
lineage. The virus isolates in the EU and the
neighbouring countries appear to be genetically
closely related to the Asian lineage of the virus that
has been isolated in China (Qinghai Lake), Russia
(Southern Siberia) and Mongolia.

Country (estimated 1st report) Wild birds | Poultry
Turkey (Oct 2005) + +
Romania (Oct 2005) + +
Croatia (Oct 2005) + -
Ukraine (Dec 2005) ?

Azerbaijan (Jan 2006) + +
Bulgaria (Jan 2006) + -
Greece (Jan 2006) + -
Italy, Austria, Slovenia, Bosnia- H, Hungary, Poland, Slovakia, Sweden, N m
Switzerland, Denmark, Albania, Serbia-Montenegro, Slovenia, UK (to April 2006)

France, Germany + +

They are distinguishable from the apparently
chicken-adapted strains infecting domestic poultry
in Turkey. This situation is also supported by wild
bird immigration routes (SABIROVIC et al., 2006).
The reports of the virus finding in dead migratory
waterbirds raised concerns on the potential role of

these birds in the rapid dissemination of the virus
over large geographic distances. Migratory
waterbirds have been thought of a potential for the
introduction of HPAI H5N1 virus to the countries
(Figure 1).
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Figure 1. Waterfowl immigration routes (Sabirovic et al., 2006).
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Material and Method

Viruses. Total 173 virus isolates were used in
this study (Table 3). The virus isolates analyzed in
this study were isolated from domestic backyard
and wild birds from the infected premises in
Turkey. Viruses were detected by virus isolation in
embryonating chicken eggs (ECEs). The isolates
were typed as HPAI H5N1 viruses by
hemagglutinin inhibition (HI) and neuraminidase
inhibition tests with a panel of reference antisera
(OIE, 2008). Viruses were received by the
Veterinary Control and Research Instituties in
Turkey (Bornova / Izmir, Pendik / istanbul and
Etlik Central / Ankara) in the form of tissue or
allantoic fluid from 9-10 day-old SPF embryonated
chicken eggs or RNA extract.

RNA Extraction and Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction: RNA was extracted

Waterfowl Migration In Europe o
and western Asia win

using QIAamp RNA extraction kits (QIAGEN,
Germany) according to the manufacturer’s
instruction. Primers were selected to recognise
regions of hemagglutinin gene of the Avian
Influenza A Virus as described by WHO
(www.who.int/csr/diseases/ai). Amplification was
performed with the forward primer H5F (5’- GCC
ATT CCA CAA CAT ACA CCC -3’) and reverse
primer H5R (5’- CTC CCC TGC TCA TTG CTA
TG -3°). All reactions were performed using
SuperScript III One-Step RT-PCR System with
Platinum Taq DNA according to the manufacturer’s
instruction (Invitrogen, USA). The PCR amplicons
were visualised by Ethidium bromide staining after
electrophoresis through 2% agarose gel (Sigma-
Aldrich, Germany). The PCR products were
separated in an agarose gel by electrophoresis and
purified using QIAquick gel extraction Kkits
(QIAGEN, Germany).
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Table 3. HPAI (HS5N1) viruses used in this study and GenBank accession numbers.

Sequence ID Specific Host | Collection Date | GenBank Accesion Number
HPAI (H5N1) viruses in Turkey in 2006

A/WildDuck/Turkey/06/Beypazari/33/2006 WildDuck 2006 EU542733
A/Chicken/Turkey/56/Pervari/684/2006 Chicken 2006 EU542734
A/Chicken/Turkey/56/Merkez/683/2006 Chicken 2006 EUS542735
A/Chicken/Turkey/56/Kurtalan/1458/2006 Chicken 2006 EU542736
A/Chicken/Turkey/06/Bala/1675/2006 Chicken 2006 EU542737
A/Chicken/TR/06/cubuk/1680/2006 Chicken 2006 EUS542738
A/Turkey/TR/37/Merkez/1696/2006 Turkey 2006 EU542739
A/WildDuck/TR/37/Abana/1703/2006 WildDuck 2006 EU542740
A/Chicken/TR/36/Merkez/1542/2006 Chicken 2006 EU542741
A/Chicken/TR/55/Terme/17/2006 Chicken 2006 EU542742
A/Chicken/TR/60/Niksar/26/2006 Chicken 2006 EUS542743
A/Duck/TR/61/Merkez/36/2006 Duck 2006 EU542744
A/Chicken/TR/55/Bafra47/2006 Chicken 2006 EU542745
A/Owl/TR/60/Niksar/187/2006 Owl 2006 EU542746
A/WildSwan/TR/74/Amasra/2005/2006 WildSwan 2006 EU542747
A/Pigeon/TR/21/Merkez/1334/2006 Pigeon 2006 EU542748
A/Turkey/TR/21/Merkez/1340/2006 Turkey 2006 EU542749
A/Chicken/TR/21/Merkez/1338/2006 Chicken 2006 EU542750
A/Turkey/TR/36/Merkez/1598/2006 Turkey 2006 EU542751
A/Sparrow/TR/55/Bafra/1095/2006 Sparrow 2006 EU542752
A/Chicken/TR/25/Merkez/1584/2006 Chicken 2006 EU542753
A/Chicken/TR/57/Boyabat/1081/2006 Chicken 2006 EU542754
A/Chicken/TR/55/Vezirkopru/1082/2006 Chicken 2006 EU542755
A/Chicken/TR/53/Cayeli/1085/2006 Chicken 2006 EU542756
A/WildSwan/TR/55/Merkez/929/2006 WildSwan 2006 EU542757
A/Turkey/TR/72/Merkez/1282/2006 Turkey 2006 EU542758
A/Duck/TR/21/Silvan/1201/2006 Duck 2006 EUS542759
A/Turkey/TR/21/Silvan/1209/2006 Turkey 2006 EU542760
A/Chicken/TR/21/Silvan/1212/2006 Chicken 2006 EUS542761
A/Duck/TR/21/Bismil/1219/2006 Duck 2006 EUS542762
A/Chicken/TR/73/Silopi/1329/2006 Chicken 2006 EU542763
A/Chicken/TR/23/Merkez/1331/2006 Chicken 2006 EU542764
A/Chicken/TR/62/Cemisgezek/1336/2006 Chicken 2006 EU542765
A/Chicken/TR/21/Cermik/996/2006 Chicken 2006 EU542766
A/Chicken/TR/55/Merkez/10/2006 Chicken 2006 EU542767
A/Duck/TR/61/Merkez/35/2006 Duck 2006 EU542768
A/WildBird/TR/55/Bafra/29/2006 WildBird 2006 EU542769
A/Chicken/TR/60/Y esilyurt/939/2006 Chicken 2006 EUS542770
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A/Chicken/TR/55/Tekkekoy/1014/2006 Chicken 2006 EU542771
A/Chicken/TR/55/Tekkekoy/1068/2006 Chicken 2006 EUS542772
A/Chicken/TR/55/19Mayis/1072/2006 Chicken 2006 EU542773
A/Goose/TR/66/Akdagmadeni/1543/2006 Goose 2006 EU542774
A/Goose/TR/36/Selim/1547/2006 Goose 2006 EU542775
A/Chicken/TR/55/Atakum/1083/2006 Chicken 2006 EU542776
A/Chicken/TR/55/Carsamba/1076/2006 Chicken 2006 EUS542777
A/Chicken/TR/55/Terme/1075/2006 Chicken 2006 EU542778
A/Chicken/TR/55/Terme/1041/2006 Chicken 2006 EU542779
A/Chicken/TR/55/Bafra/1040/2006 Chicken 2006 EU542780
A/Chicken/TR/55/Carsamba/1037/2006 Chicken 2006 EU542781
A/Sparrow/TR/55/Bafra/1096/2006 Sparrow 2006 EU542782
A/Chicken/TR/55/Tekkekoy/1015/2006 Chicken 2006 EU542783
A/Chicken/TR/05/Merkez/1058/2006 Chicken 2006 EU542784
A/Chicken/TR/55/Bafra/1062/2006 Chicken 2006 EU542785
A/Chicken/TR/55/Terme/1065/2006 Chicken 2006 EU542786
A/Chicken/TR/55/Merkez/1067/2006 Chicken 2006 EU542787
A/Chicken/TR/55/Terme/1069/2006 Chicken 2006 EU542788
A/Chicken/TR/55/Terme/1071/2006 Chicken 2006 EU542789
A/Chicken/TR/55/Terme/1070/2006 Chicken 2006 EU542790
A/Chicken/TR/55/Terme/1073/2006 Chicken 2006 EU542791
A/Chicken/TR/55/Tekkekoy/1074/2006 Chicken 2006 EU542792
A/Chicken/TR/53/Merkez/1078/2006 Chicken 2006 EU542793
A/Chicken/TR/55/carsamba/1080/2006 Chicken 2006 EU542794
A/Chicken/TR/55/Asarcik/1084/2006 Chicken 2006 EUS542795
A/Chicken/TR/57/Turkeli/1086/2006 Chicken 2006 EUS542796
A/Chicken/TR/55/Tekkekoy/1087/2006 Chicken 2006 EU542797
A/Pigeon/TR/05/Merkez/1090/2006 Pigeon 2006 EU542798
A/Chicken/TR/55/Bafra/1091/2006 Chicken 2006 EU542799
A/Chicken/TR/57/Merkez/1092/2006 Chicken 2006 EU542800
A/Chicken/TR/60/Zile/1093/2006 Chicken 2006 EU542801
A/Duck/TR/60/Y esilyurt/1094/2006 Duck 2006 EU542802
A/Chicken/TR/55/Alacam/1097/2006 Chicken 2006 EUS542803
A/WildBird/TR/55/Bafra/ist1/2006 WildBird 2006 EU542804
A/Pigeon/TR/55/Samsun/ist2/2006 Pigeon 2006 EU542805
A/Chicken/TR/58/Sarkisla/ist3/2006 Chicken 2006 EU542806
A/Chicken/TR/53/Limankoy/ist4/2006 Chicken 2006 EU542807
A/Chicken/TR/57/Lalakoy/ist5/2006 Chicken 2006 EU542808
A/WildBird/TR/52/Unye/ist6/2006 WildBird 2006 EU542809
A/Chicken/TR/57/Kabali/ist7/2006 Chicken 2006 EU542810
A/Chicken/TR/60/Niksar/ist8/2006 Chicken 2006 EU542811
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A/Chicken/TR/55/Bafra/ist9/2006 Chicken 2006 EU542812
A/Chicken/TR/60/Tokat/ist10/2006 Chicken 2006 EUS542813
A/Chicken/TR/52/Aydintepe/ist11/2006 Chicken 2006 EU542814
A/Chicken/TR/55/Y aylacati/ist12/2006 Chicken 2006 EU542815
A/Chicken/TR/60/Cikrik/ist13/2006 Chicken 2006 EUS542816
A/Chicken/TR/55/Taflan/ist15/2006 Chicken 2006 EU542817
A/WildBird/TR/55/Samsun/ist16/2006 WildBird 2006 EU542818
A/Chicken/TR/55/Hurriyet/ist17/2006 Chicken 2006 EU542819
A/Chicken/TR/55/Sirinkoy/ist18/2006 Chicken 2006 EU542820
A/Chicken/TR/55/1lica/ist19/2006 Chicken 2006 EU542821
A/Chicken/TR/55/Ucpinar/ist20/2006 Chicken 2006 EU542822
A/Chicken/TR/53/Baskoy/ist21/2006 Chicken 2006 EU542823
A/Turkey/TR/55/Cetinkaya/ist22/2006 Turkey 2006 EU542824
A/Chicken/TR/55/Kaygusuz/ist23/2006 Chicken 2006 EU542825
A/Chicken/TR/53/Derbent/ist24/2006 Chicken 2006 EU542826
A/Chicken/TR/55/Koruluk/ist25/2006 Chicken 2006 EU542827
A/Chicken/TR/55/Y aylacati/ist26/2006 Chicken 2006 EU542828
A/WildBird/TR/55/Kurupelit/ist27/2006 WildBird 2006 EU542829
A/Chicken/TR/57/Cakildak/ist28/2006 Chicken 2006 EU542830
A/HouseSparrow/TR/55/Ladik/ist29/2006 HouseSparrow | 2006 EU542831
A/Chicken/TR/55/Camalan/ist30/2006 Chicken 2006 EU542832
A/Chicken/TR/53/Pazar/ist31/2006 Chicken 2006 EU542833
A/Chicken/TR/57/Doguca/ist32/2006 Chicken 2006 EU542834
A/WildBird/TR/55/Engiz/ist33/2006 WildBird 2006 EU542835
A/Chicken/TR/55/Kuscular/ist34/2006 Chicken 2006 EUS542836
A/Chicken/TR/53/Komurculer/ist35/2006 Chicken 2006 EU542837
A/Chicken/TR/53/Ocak/ist36/2006 Chicken 2006 EU542838
A/Chicken/TR/55/Ucpinar/ist37/2006 Chicken 2006 EU542839
A/Chicken/TR/55/Koseli/ist38/2006 Chicken 2006 EU542840
A/WildBird/TR/55/Carsamba/ist39/2006 WildBird 2006 EU542841
A/WildBird/TR/55/Bafra/ist40/2006 WildBird 2006 EU542842
A/Chicken/TR/55/Bafra/ist42/2006 Chicken 2006 EU542843
A/Chicken/TR/55/Belalcin/ist53/2006 Chicken 2006 EU542844
A/Chicken/TR/55/Samsun/ist54/2006 Chicken 2006 EU542845
A/Chicken/TR/59/Begendik/ist918/2006 Chicken 2006 EU542846
A/Chicken/TR/22/Enez/ist929/2006 Chicken 2006 EU542847
A/Chicken/TR/34/Baklali/ist955/2006 Chicken 2006 EU542848
A/Chicken/TR/34/Silivri/ist962/2006 Chicken 2006 EU542849
A/Chicken/TR/34/B.Cekmece/ist980/2006 Chicken 2006 EU542850
A/Chicken/TR/41/Goncaaydin/ist982/2006 Chicken 2006 EU542851
A/Chicken/TR/22/Esetce/ist986/2006 Chicken 2006 EU542852
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A/Chicken/TR/57/Y alikoy/ist81/2006 Chicken 2006 EU542853
A/Chicken/TR/34/Sirapinar/ist706/2006 Chicken 2006 EU542854
A/Chicken/TR/59/Misinli/ist582/2006 Chicken 2006 EU542855
A/Chicken/TR/34/K.Cekmece/ist55/2006 Chicken 2006 EU542856
A/Chicken/TR/34/GOP/ist56/2006 Chicken 2006 EU542857
A/Chicken/TR/63/Hilvan/ist271/2006 Chicken 2006 EU542858
A/Chicken/TR/56/Siirt/Bor399/2006 Chicken 2006 EU542859
A/Chicken/TR/15/Burdur/Bor453-1/2006 Chicken 2006 EU542860
A/Chicken/TR/49/Bulanik/Bor463/2006 Chicken 2006 EU542861
A/Chicken/TR/72/Batman/Bor543/2006 Chicken 2006 EU542862
A/Chicken/TR/21/Diyarbakir/Bor544/2006 Chicken 2006 EU542863
A/Chicken/TR/72/Kozluk/Bor545/2006 Chicken 2006 EU542864
A/Chicken/TR/72/Kozluk/Bor546/2006 Chicken 2006 EU542865
A/Quail/TR/72/Batman/Bor547/2006 Quail 2006 EU542866
A/Chicken/TR/21/Diyarbakir/Bor548/2006 Chicken 2006 EU542867
A/Chicken/TR/72/Kozluk/Bor549/2006 Chicken 2006 EU542868
A/Chicken/TR/21/Diyarbakir/Bor550/2006 Chicken 2006 EU542869
A/Chicken/TR/21/Ergani/Bor551/2006 Chicken 2006 EUS542870
A/Chicken/TR/44/Kale/Bor552/2006 Chicken 2006 EU542871
A/Chicken/TR/65/0zalp/Bor553/2006 Chicken 2006 EU542872
A/Chicken/TR/63/Viransehir/Bor577-1/2006 Chicken 2006 EU542873
A/Chicken/TR/42/Aksehir/Bor623/2006 Chicken 2006 EU542874
A/Chicken/TR/68/Aksaray/Bor624/2006 Chicken 2006 EUS542875
A/Chicken/TR/42/Karatay/Bor625/2006 Chicken 2006 EU542876
A/Chicken/TR/23/Palu/Bor653/2006 Chicken 2006 EU542877
A/Chicken/TR/23/Elazig/Bor654/2006 Chicken 2006 EU542878
A/Chicken/TR/44/Malatya/Bor655/2006 Chicken 2006 EU542879
A/Chicken/TR/44/Malatya/Bor656/2006 Chicken 2006 EU542880
HPAI (H5N1) viruses in Turkey in 2007

A/Chicken/Turkey/72/Gercus/329/2007 Chicken 2007 EU542881
A/Chicken/Turkey/21/Silvan/386/2007 Chicken 2007 EU542882
A/Chicken/Turkey/72/Merkez/367/2007 Chicken 2007 EU542883
A/Chicken/Turkey/72/Merkez/439/2007 Chicken 2007 EU542884
A/Goose/Turkey/21/Bismil/446/2007 Goose 2007 EU542885
A/Chicken/Turkey/21/Bismil/447/2007 Chicken 2007 EU542886
A/Chicken/Turkey/72/Merkez/449/2007 Chicken 2007 EU542887
A/Chicken/Turkey/72/Besiri/450/2007 Chicken 2007 EU542888
A/Chicken/Turkey/72/Merkez/451/2007 Chicken 2007 EU542889
A/Turkey/Turkey/21/Bismil/452/2007 Turkey 2007 EU542890
A/Chicken/Turkey/21/Bismil/453/2007 Chicken 2007 EU542891
A/Chicken/Turkey/21/Silvan/455/2007 Chicken 2007 EU542892
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A/Chicken/Turkey/72/Merkez/481/2007 Chicken 2007 EU542893
A/Chicken/Turkey/72/Merkez/494/2007 Chicken 2007 EU542894
A/Sparrow/Turkey/72/Merkez/495/2007 Sparrow 2007 EU542895
A/Chicken/Turkey/21/Silvan/543/2007 Chicken 2007 EU542896
A/Chicken/Turkey/72/Merkez/562/2007 Chicken 2007 EU542897
A/Turkey/Turkey/72/Kozluk/606/2007 Turkey 2007 EU542898
A/Chicken/Turkey/72/Kozluk/607/2007 Chicken 2007 EU542899
A/Chicken/Turkey/72/Besiri/608/2007 Chicken 2007 EU542900
A/Turkey/Turkey/72/Kozluk/609/2007 Turkey 2007 EU542901
HPAI (H5N1) viruses in Turkey in 2008

A/Chicken/Turkey/67/Caycuma/1027/2008 Chicken 2008 EU542902
A/Chicken/Turkey/67/Caycuma/1212/2008 Chicken 2008 EU542903
A/Chicken/Turkey/55/Samsun/1750/2008 Chicken 2008 EU542904
A/Chicken/Turkey/55/Samsun/1751/2008 Chicken 2008 EU542905

Sequence Analysis: The products of positive
PCR  amplification  were  sequenced by
cyclesequencing reactions using ABI BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit chemistry
with template, H5F (3.2 pmoles) or primer H5R
(3.2 pmoles) and BigDye® Ready Reaction Mix
according to the manufacturer’s instruction.
Sequenced products were cleaned with a DyeEx 2.0
Nucleospin nucleotide removal kit (QIAGEN,
Germany). Automated fluorescence sequencing was
performed with an ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA).

Phylogenetic Analysis: The sequences were
edited and aligned using CLC COMBINEDWRB3

software (CLC, 2007). Further sequences of HPAI
H5N1 isolate from Turkey and neighbouring
countries were obtained from GenBank (Table 4).
Additional Asian-like H5N1 sequences, used for
comparison, were obtained from the National
Centre for Biotechnology Information (NCBI)
(Table 4). The phylogenetic tree (Figure 2) was
generated using CLC COMBINEDWB3 software.
Phylogenetical analysis was done by using HA
partial gene sequences. Phylogenetical tree was
built by Neighbor-Joining method; matrix of
distances was counted with p-distance algorithm.
Reliability of clades was checked with bootstrap
analysis with 100 replications.
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Figure 2. Phylogeny of HA gene of HPAI (H5N1).

s 17000
- 3

s, Liarszo0n
]
-
-}
o}
)
o}
o
]
b Ar 2
. 10T Z000
,
]
o}
o}
]
o
persmO o0
imn AT ab
—_— 10D B000
. - AnETE
o
of i
ot suazara
ofisezac
o}
]
o
o}
o]
o]
)
)
o
o}
]
o}
=t e
§# 1oswez0on
v
e v
e
“§ 2onms a0
“} b zann
o e
e
3 v
«f e
f o
o} imsz 12000
33 imaz 72000
e 3/ 2unare
[T,

g Ve A Z O

H

15999499438

SEILERBERRELEYGGANAR LRI NLY

o L T

= 1212200
L aozvzaon

FRALanesT
T

O R
EreranT AL




36 Hikmet Un

Nucleotide sequence accession numbers. The
sequences reported in this paper have been
deposited in the GenBank database under accession
numbers indicated that table 3. The other sequences
that used for comparison were reached from
GenBank and these indicated table 4.

Table 4. Additional sequences used for comparison.

Accession Numbers References
DQ407519 Brown and others, 2006
EF619998 Lin, 2007
EF619990 Lin, 2007
EF619989 Lin, 2007
EF619982 Lin, 2007
EF205160 Lipatov and others 2007
FM160637 Owoade and others, 2008
EF614305 Turcitu and others, 2006
DQ435201 Yingst and others, 2006
Findings
All viruses were diagnosed as Highly

Pathogenic Avian Influenza A (H5N1) viruses by
RT-PCR. Partial-HA gene characterisation of all
isolates revealed that the Turkish H5NI1 viruses
were highly similar to Asian and European H5N1
isolates in all genes from the same time period
(Figure 2). The HA cleavage site
(PQGERRRKKRGLF and PQGERRRKKRGLF)
identified the all H5N1 viruses isolated between
2005 and 2008 (Table 5). WHO recommended
primer set were used and this primer set has given
us partial Haemagglutinin (HA) gene sequencing
(220 bp) of isolates. The Kiziksa Village/Manyas
isolate (DQ507519) was used as a referens outgroup
for phylogeny (Figure 2). Also sequence of this
isolate was same with Romanian isolate
(EF614305). 2006, 2007 and 2008 isolates show
close relationship with eachother and other
European and Asian isolates (Figure 2).

Table 5. Protein structure of HA cleavage site

Years of isolates |Protein structure of HA cleavage site
2005 PQGERRRKKRGLF
2006 PQGERRRKKRGLF
2007 PQEERRRKKRGLF
2008 PQGERRRKKRGLF

Discussion and Conclusion
The present study provides molecular
properties of the Turkish HPAI isolates. The
information in the present study will be valuable for
understanding HPAI isolates from different
countries affected by the HPAI outbreak in around
Turkey.

Genetic analysis of the all isolates shows that
Turkish, European and Asian HPAI H5NI1 viruses
were highly similar (Figure 2). There was a level of
relationship between different outbreaks in Europe,
Turkey and Asia. Varying host specificity can be
discussed. Turkish HPAI H5N1 virus isolates are
almost identical to the virus isolated in wild birds in
Central Asia during this time. These data were also
confirmed by VLA Weybridge. The European
isolates of the Asian HPAI H5N1 type of virus
could be classified in closely related clades
(BROWN et al., 2006). These clades include virus
isolates that have been obtained from various
village poultry in Turkey and have clearly been
circulating in direct poultry-poultry infections
(SABIROVIC et al., 2006). Results suggested that
there were direct relation between the affected areas
in China (Qinghai lake), in Russia, in southern
Siberia (Novosibirsk), in the Europe, in Iraq and in
Africa (Figure 2).

This study includes only partial
Haemagglutinin (HA) gene sequencing (220 bp) of
Turkish isolates. But country needs full HA partial
gene sequencing result of the some indicative
isolates.  This is necassary to  prepare
epidemiological analyses and to conflict of disease.
There are only few isolates that sequenced full HA
gene by VLA Weybridge (BROWN et al., 2006)
and WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Influenza (LIN, 2007). It is important
to collect standard core set of data from all
outbreaks. Continuing HPAI H5N1 outbreaks in
Asia, Europe and the Middle East emphasize the
importance of full genetic characterizations of
different viruses from different countries and of
pathogenesis studies using different animal species.

The questions that remain regarding the
Turkish HPAI HSN1 2006 outbreak are where the
virus originated and how this virus spread to at least
all country. It is possible that wild birds may have
played a role in introducing the viruses into
different regions of country in 2006. The wide
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prevalence of HPAI HS5NI1 viruses throughout
Turkey in 2006 suggests that viruses may have
spread to different regions by the introduction of
infected wild animals. But It is unknown at present
whether HPAI H5N1 infection will persist in wild
bird populations throughout the year in the absence
of further introductions. For this reason,
epidemiological studies are required in Turkey in
the areas where infection has been found in wild
birds to identify the domestic poultry flocks that
could be regarded as at risk.

As a result, this study provides a
characterization of recent HPAI HS5NI1 viruses
isolated from Turkey that caused between 2005 and
2008, which has a relationship with HPAI H5N1
outbreak in neighboring countries. To avoid future
outbreaks, we need a clear understanding of how
this unprecedented epidemic began. Therefore,
further characterization of the HPAI H5N1 viruses
is urgently needed.
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Kirikkale’de endiistri bolgesi civarinda toprak, yem, su ve bu yorede
yetistirilen koyunlar ile parazitlerinde bazi agir metallerin
(Cd, Cu, Pb, Zn) belirlenmesi

Atilla BESKAYA', Kader YILDIZ?, Mehmet BASALAN®, M. Faruk US'

T K.B. Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii, Biyokimya Laboratuari, 06020 Etlik/Ankara, ZKirikkale Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, 71450 Yahsihan/Kirikkale, *Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Besleme ve Beslenme Hastaliklari Anabilim Dali, 71450 Yahsihan/Kirikkale

Ozet: Bu calisma Kirikkale’de petrol rafineri ve silah fabrikalar1 cevresinde yetistirilen koyunlarin cesitli dokularinda, bu ko-
yunlarda bulunan parazitte (kist hidatik), yem, su ve toprakta baz1 agir metal diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir. Endiistri bol-
gesindeki bitki, toprak ve sudaki kadmiyum diizeyi ortalamalar1 arasinda anlamli fark tespit edilmemistir. Degisik mesafelerden 6r-
neklenen yesil vejetasyonda bakir diizeyleri ortalamalar1 benzerlik gosterirken bu ortalamanin kuru vejetasyon yemlerinde ve toprak-
ta endiistri bolgesinin 20.km deki mesafede en yiiksek seviyede, 5. ve 3. km ise en diisiik seviyede oldugu gozlenmistir. Sudaki bakir
diizeyi ise tespit edilebilir sinirlarin (LoD) altinda bulunmustur. Endiistri bolgesine en yakin olan yerdeki yesil vejetasyon drnekleri-
nin kursun diizeyleri diger 6rnekleme bolgelerden elde edilenlere kiyasla yaklasik 2 kat yiiksek ¢ikmig ancak istatistiksel anlamlilik
tespit edilmemistir. Toprakta kursun birikiminin endiistri bolgesinde kontrol 6rneklerinden anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Endiistri bolgesindeki vejetasyon orneklerinde ¢inko diizeyleri benzer bulunmustur. Ancak endiistri bolgesine en
yakin ve en uzak mesafedeki toprak orneklerinde ¢inko diizeyi orta mesafedekilerden istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Analiz edilen verilere gore kist hidatik ile konak dokular1 arasinda agir metal birikimi bakimindan Cu, Pb ve Zn’da anlaml
iliski gozlenmistir.

Anahtar sozciikler: Agir Metal, Koyun, Helmint, Yem, Su, Toprak.

Determination of some heavy metals (Cd, Cu, Pb, Zn) in breeding sheep tissues with
parasitisms, soil, water and feedstuffs of around environment industry in Kirikkale
Summary: With this project, it was aimed to determine the effects of industrial pollution on sheep tissues, their parasites (cyst
hydatic) and their feedstuffs, soil and water samples. No differences were detected in the dry vegetation, soil and water cadmium le-
vels among the locations. Average level of Copper (Cu) in dry vegetation and soil samples collected in the areas 20 km far from in-
dustrial region was found to be higher when compared with the samples collected from 5. ve 3. km far from industrial areas. Howev-
er, Cu level was found to be under detectable limits in the water. Mean lead concentrations of the green vegetation samples collected
from the closest location was twice as high as those of samples collected from other areas, however, there was no significant differ-
ence. It was determined that accumulation of lead in soils collected from 3 consecutive areas close by the plants were significantly
higher than that of control area (p<0,05). Zinc concentrations in vegetation samples in industrialized area were similar. In contrast,
zinc levels of soil samples in the closest and farest area were significantly higher than those in the middle (p<0,05). In response to the
analysed data, it was determined that Cu, Pb and Zn concentrations in tissue and cyst hydatic were significantly related.

Key words: Heavy Metal, Sheep, Helmint, Feed, Water, Soil.

Giris

Cevrenin hava, su ve toprak gibi unsurlari {ize-
rinde ortaya ¢ikan ve canli 6gelerin hayati aktivite-
lerini olumsuz yonde etkileyen sorunlar ¢evre kirli-
ligi adiyla degerlendirilmektedir. Cevre sorunlarinin
baslica kaynaklar1 arasinda hava kirliligi, giibre ve
zirai miicadelede kullanilan ilaglar, endiistriyel ar-
tiklar, ¢op, dogal bitki ortiisiiniin ve ormanlarin tah-
ribi bulunmaktadir. Toprak kirliliginin gevre sagligi
acisindan en Onemli etkisi, topraktaki kirleticilerin

bitki biinyesine gegerek bunu ya dogrudan ya da bu
bitkilerle beslenen hayvanlarin besin olarak tiike-
tilmesi sonucu insan biinyesine ge¢mesidir.

Agir metal, yogunlugu 5 g/cm3’ten yiiksek olan
veya atom agirlig1 50 ve daha biiyiik olan element-
lere denir. Fe, Cu, Zn, Mn, Mo, Se, Co Ni, Fl ve I
gibi elementler bitki ve hayvanlar i¢in gerekli mikro
besin 6geleri veya iz elementleri olarak adlandiril-
maktadir. Mineraller insan ve hayvanlar tarafindan

Bu proje T.K.B. EMVKAE ve TAGEM-GYD/06-11-08-109 proje kodu ve 174 genel yayin numarasi ile desteklenmistir.
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yiiksek diizeylerde alinmasi zehirlenmeye neden
olmaktadir.

Bu metallerin viicuda alinmasinda yenilen gi-
danin hangi ¢evre, toprak ve suda yetistigi 6nem ta-
stmaktadir. Endiistriyel kirliligin ve trafigin yogun
oldugu topraklarda yetisen bitkisel iiriinlerde ve
yemlerle beslenen hayvanlarm karaciger, bobrek ve
beyin gibi biyolojik doku ve viicut sivilarinda bi-
rikmesi sonucunda doku hasar1 ve hatta Oliimler
meydana gelmektedir (KARAGUL ve ark., 2000;
ERGUN, 2001).

Bakir basta karaciger olmak iizere kalp, bobrek,
beyin ve killarda depolanir. Ulusal Bilimler Aka-
demisi verilerine gore toksik diizeyler atlar i¢in 800
ppm, tavuklar i¢in 300 ppm, domuzlar i¢in 250
ppm, sigirlar i¢in 100 ppm ve koyunlar i¢in de 25
ppm’dir. Ayrica bakir ve ¢inko insan ve hayvanlarin
yasamsal fonksiyonlar1 i¢in disaridan alinmasi zo-
runlu mikro elemenler olup, yiliksek oranda alindik-
lar takdirde ise (karacigerde Cu 700 ppm, Zn bitki-
lerde 400 ppm, hayvanlarda 500-1000 ppm ve Fe
ise 1000 ppm fiizerine ¢ikmasi halinde) zararli etki-
lere sebep olan inorganik bilesikler olarak degerlen-
dirilmistir (KARAGUL ve ark., 2000; ERGUN,
2001).

Yapilan arastirmalarda; uzun siireli maruziyete
kalan bobrekte biriken kadmiyum konsantrasyonu
(wet wght.) 200 mg/kg'a ulagsmast durumunda, bob-
rek fonksiyonlarinda bozulma oldugu tespit edilmis
ve bobrekte olusan hasarin diizelmedigi bildirilmis-
tir (ERGUN, 2001).

Halk saglig1 agisindan bir ergin insanin diyetle
alabilecegi haftalik maksimum Cd miktar1 400-500
mikro gram iken, WHO, canli agirlik {izerinden
giinliik maksimum 1,0 ppb diizeyinde alinabilecegi-
ni bildirmistir. Cu ylizeysel sularda 0,01-0,5 ppm
bulunurken, WHO alinmasi Onerilen maksimum
miktar1 1,0 ppm olarak bildirmektedir (SURES,
2001; KALAY ve ark., 2004).

Kursun yer kabugunda 12.5 g/t miktar siklig1
ile bulunan ve petrolden elde edilen tetraetil
(CH3CH2)4Pb) eklenerek oktan sayisi arttirilan
yakitlarla yanmali motorlardan ¢ikan gazlarla diinya
atmosferine bosaltilarak, hava kirliligine neden ol-
maktadir (MORGAN, 1994). Petrol bilesiklerindeki
toksik maddelerin baslicalarinin C4-C12 alifatik ve
aromatik hidrokarbonlar, naftalin, parafin ve
alkalenlerin yan1 sira tetraetil kursun oldugu ve bu-

nunda karacigerdeki yar1 Omriiniin 3-5 giin olan
trietil kursuna doniistiigii bildirilmistir. Trietil kur-
sunun yar1 0mri beyin dokusunda 500 giine ¢ikabi-
lecegi ve ndrotoksik oldugu yine ayni makalede be-
lirtilmigtir .Kentsel alanlarda yasayan insanlarda
kan serumu kursun konsantrasyonunun 0.1 pg/ml
oldugu ,diger insanlarda 0.04-0.06 pg/ml oldugu
bildirilmistir (CAIRNEY ve ark., 2002).

Pil fabrikasi atik sularinda 5,66 mg/L, asidik
maden drenajlarinda 0,02-2,5 mg/L, tetraetil kursun
iireten fabrika atik sularinda 125-150 mg/L organik,
66-85 mg/L inorganik kursun kirliligine rastlanmis-
tir. Gidalarin 6nde gelen metalik kirleticilerinden
biri kursun olup, saglikli erigkin bir kisinin kirli
cevre nedeniyle besinlerle giinde 70 mikrogram ci-
varinda kursun aldiklar1 bildirilmigtir (SURES ve
ark., 2000; CAIRNEY ve ark., 2002).

Kursun i¢in 1999’da WHO’ nun verdigi maksi-
mum deger icilen sularda 50 pg/L olarak bildirilir-
ken, ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA)nin
(2003)’te 15 pg/L limit degerinin asilmamasini
Onermesi {izerine nisan 2003’te Japonya 20 pg/L
AB ve lilkemizde 2005°te TS-266 standardi ile igme
sularinda kursun limitini 10 pug/L (ppb)’ye indirmis-
tir.

Cinkonun ¢esme sularinda 0,01-1,0 ppm diize-
yinde olup, yer {istii sularinda WHO izin verdigi {ist
deger ise 5,0 ppm’dir. Cinko yer kabugunda yakla-
sik 70-130 ppm arasinda bulunurken; normal toprak
50 ppm Zn igerir. Cinko degerleri kuru madde ba-
zinda kaba yem maddelerinde 17-160 ppm, tahil
danelerinde 20-30 ppm, yagl tohum kiispelerinde
50-70 ppm ve hayvansal protein kaynaklarinda 90-
100 ppm arasindadir. Memeli dokularin ¢ogunda Zn
konsantrasyonu tiirlere gore 30-250 mg/g arasinda
degisir (GEORGIEVSKI, 1982; WHO, 1994; NRC,
2001). Degisik bitki tiirlerine gore saman ve
slajlarda 60 ppm, tahil danelerinde 20-30 ppm, so-
ya, susam, pamuk tohumu gibi bitkisel proteinlerde
50-70 ppm arasinda degisir. Zn genis bir giivenlik
sinirina sahip oldugu igin kismen toksik olmayan
bir element olarak kabul edilir. Yem Zn igeriginin
40 ppm den disiik olmasi yetersizlik yoniinden
onemli bir indikatér olarak kabul edilir
(GEORGIEVSKI, 1982).

Son yillarda endiistrilesme ve hizli niifus artisi-
na bagl olarak sucul ortamda hizla artan agir metal
seviyesi burada yasayan canlilar iizerine toksik et-
kiye neden olmustur. Suda yasayan canlilar dogal
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ortamlarinda diisiik yogunluklardaki toksik madde-
lere bile uzun siire maruz kalmaktadir. Ayrica yo-
gunlugu artan agir metaller besin zinciri aracilig ile
diger canlilara taginmaktadir (SURES, 2001).

Parazitler bulunduklar1 konak i¢in zararli canli-
lar olarak kabul edilirler (SYMTH, 1994). Ancak
bazi helmintlerin i¢inde yasadiklari konaklarmin
dokularma ¢evreden alinan agir metallerin birikme-
sine engel oldugu belirlenmistir (SURES and
SIDDALL, 1999). Ozellikle sucul ortamda agir me-
tal kirliliginin bu yolla izlenebilecegi ileri siirlilmiis-
tiir (Sures, 2001). Sucul habitatta metal yogunlugu-
nun izlenmesinde balik parazitlerinin potansiyel ro-
lii hakkinda bilgi bulunmakla birlikte karada yasa-
yan ¢iftlik hayvanlarindaki parazitlerin ¢evre kirlili-
ginin izlenmesindeki rolii hakkinda oldukga sinirh
bilgi bulunmaktadir (BARUS et al., 2000; SURES
et al., 2000a, b).

Bu calisma ile Kirikkale ilinde mevcut silah
fabrikalar1 ve mithimmat yan sanayi ile petrol rafi-
nerinin meydana getirdigi endiistriyel Kkirliliginin
kaynag1 sayilan agir metallerin, bu ydrede yetistiri-
len hayvanlarda ve hayvan yemi olarak kullanilan
bitki ortiisii, su ve topragin iizerine etkileri ile yore-
de yetistirilen koyunlarin ¢esitli dokularindaki agir
metal birikim diizeylerine ve parazitlerin birikimde-
ki rolii iizerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu calisma Mart 2006 - Subat 2007 tarihleri
arasinda Kirikkale’de petrol rafineri ile silah ve
mithimmat fabrikalar civarinda yetistirilen 20 adet
koyun ile adi gegen endiistri bdlgesi yakininda ye-
tistirilen kaba hayvan yemleri (yesil ve kuru) iize-
rinde yiritiilmiistiir. Bu amagla bolgede yetistirilen
koyunlarin kesimi takiben 10’unun karaciger, bagir-
sak, bobrek, akciger ve larvalarin germinal
membranlarindan 6rnekler alinmis, organlari parazit
yoniinden muayene edilmistir. Kontrol bolgesinde
yetisen koyunlara (n:10) ait doku &rnekleri de alin-
mistir. Ayni yorede yetistirilen hayvanlarin tiikettigi
mera bitkilerinde ¢aligsma siiresince endiistri bolge-
sinin 0.5, 3.0, 5.0 ve 20 km uzagindan toprak ytlize-
yinin 1 cm yukarisindan kesilerek 6rnekler her ay
toplanmistir. Endiistri bolgesinin 20 km uzag1 kont-
rol olarak belirlenmistir. Bu bdlgeden de aym sekil-
de toprak (n=48), yesil ve kuru hayvan kaba yemleri
(n=48) ayrica sudan da (n=36) deneme grubu ile es
zamanl olarak ornekler alinmigtir. Ayni zamanda
Kizilirmak nehri hem ydrede yetistirilen hayvanla-

rin igme suyu kaynagi olmasi bakimindan hem de
hayvan yemi hammaddelerinin {iretildigi arazilerin
sulanmasinda kullanilmasi bakimindan degerlendi-
rilmis ve nehrin endiistri bolgesine 3.0, 5.0 ve 20
km mesafelerine yakin yilizeyinden su ornekleri
alinmustir.

Her bir numune mikro dalga firmminda yakma
islemlerinden gecirildikten sonra  Atomik
Absorbsiyon Spektrometre ile Flame teknigi
(FAAS) kullanilarak Zn ve Cu, Graphite firin tekni-
gi (GFAAS) ile de Pb ve Cd diizeyleri belirlenmistir
(A.0.A.C,, 1990; JORHEM, 1993; ANON, 2000;
FOOD QUALITY SERVICES, 2002; TGKY,
2005Db).

Endiistri bolgesinden toplanan her bir 6rnek
grubu blok deneme desenine oturtulmus ve incele-
nen metal konsantrasyonlari her bir 6rnek grubunda
endiistri bolgesine olan uzakliga karsi regresyona
tabi tutulmustur. Genel diizlemsel modelde 6rnek
grubu ile mesafe interaksiyonunun anlamli (p<<0.05)
oldugu durumlarda ikili karsilagtirmalar, en az an-
laml1 farklar ile yapilmig ve istatistiki anlamlilik
(p<0.05) olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Calismada toplanilan 6rneklere ait veriler tablo-
lar halinde asagida sunulmustur. Orneklerin kadmi-
yum diizeyi ortalamalar1 her bir 6rnek grubunda
mesafeler arasinda anlamli fark tespit edilmemistir
(Tablo 1). Ancak kontrol grubu olarak sec¢ilen bol-
geden temin edilen yesil vejetasyon Orneklerinin
kadmiyum diizeyi ortalamas1 endiistri bolgesine ya-
kin bdlgeden temin edilenlerinkinden yaklasik 4 kat
daha diisiik bulunmustur (15,3 pg/kg). Kuru veje-
tasyon, toprak ve suda ise mesafeler arasinda fark
bulunmamustir.
Tablo 1. Endiistri Bolgesindeki Bitkilerde, Toprak ve
Sudaki Kadmiyum Diizeyleri (ng/kg).

Endiistri bolgesine uzaklik (km)
Ornek Grubu 0,5 3 5 20
Yesil Vejetasyon |61,2° [51,6° 166,6° |15,3°
Kuru Vejetasyon |44,1 60,9 58,8 57,6
Toprak 113,61 103,32 |121,61 |129,61
Su X 164,65 228,31 |183,32

Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan mesafeler arasindaki
fark 6nemlidir (p<0.001).

Tablo 2.’de 6rneklerin bakir diizeyleri ortalamala-
riin yesil vejetasyonda degisik mesafelerde benzerlik
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gosterdigi; ancak kuru vejetasyon yemlerinde ve top-
rakta endiistri bolgesinin 20.km deki mesafede Cu dii-
zeyi en yiiksek seviyede, 5. ve 3. km ise en diisiik se-
viyede oldugu gozlenmistir. Sudaki bakir diizeyi ise
tespit edilebilir sinirlarin (LoD) altinda bulunmustur.
Tablo 2. Endiistri Bolgesindeki Bitkilerde, Toprak ve
Sudaki Bakir Diizeyleri (mg/kg).

Endiistri bolgesine uzaklik (km)

Ornek Grubu 0,5 3 5 20
Yesil Vejetasyon |4,8 5,7 6,6 4.8
Kuru Vejetasyon (3,9  42° 18" |258°
Toprak 20,86 |13,43° |17,29" |33,58°
Su X X X X

Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan mesafeler arasindaki
fark 6nemlidir (p<0.001).

Endiistri bolgesine en yakin olan yerden toplanan
yesil vejetasyon Orneklerinin kursun diizeyleri diger
bolgelerden elde edilenlere kiyasla yaklagik 2 kat yiik-
sek ¢ikmis ve istatistik olarak fark tespit edilmemistir
(Tablo 3). Kuru vejetasyon ise 3 km mesafede diger
bolgelerden elde edilenlerden sayisal olarak yiiksek
cikmigtir. Toprakta kursun birikimi enddistri bolgesine
yakin {i¢ bolgede kontrol drneklerinden anlamli olarak
daha ytiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 3. Endiistri Bolgesindeki Bitkilerde, Toprak ve
Sudaki Kursun Diizeyleri (ug/kg).

Endiistri bolgesine uzaklik (km)

Ornek Grubu 075 3 5 20
Yesil Vejetasyon |1408,2° 750°  [713,4°  [785.4°
Kuru Vejetasyon [1378,2 |1805,7 |1417,8 |1470,9

Toprak 2501,04* [2161,79* 2778,12* |1785,82°

Su X 141,32 158,98 137,65

Tablo 5. Endiistri Bolgesinde Kesilen Koyun Dokulari ile

Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan mesafeler arasindaki
fark 6nemlidir (p<0.001).

Endiistri bolgesindeki bitkilerde, toprak ve sudaki
cinko diizeyleri Tablo 4’te goriilmektedir. Vejetasyon
orneklerinde ¢inko diizeyleri benzer bulunmustur. An-
cak endiistri bolgesine en yakin ve en uzak mesafedeki
toprak orneklerinde ¢inko diizeyi orta mesafedekiler-
den istatistiksel olarak daha yiliksek bulunmustur
(p<0.05).

Tablo 4. Endiistri Bolgesindeki Bitkilerde, Toprak ve
Sudaki Cinko Diizeyleri (mg/kg).

Endiistri bolgesine uzaklik (km)

Ornek Grubu 0,5 3 5 20

Yesil Vejetasyon | 39,0 39,9 47,1 342
Kuru Vejetasyon 22,5 24,0 31,2 25,2
Toprak 41,58" |32,58° [36,87° |54,30°
Su X 2,67 3,67 2,00

Ayni satirdaki farkli harfleri tasiyan mesafeler arasindaki
fark 6nemlidir (p<0.001).

Bolgede yetistirilen koyunlarda parazit olarak ka-
raciger ve akcigerlerinde kist hidatik’e rastlanmustir.
Capt 3 cm’den biiylk olan kistlerin germinal
membranlar1 analiz edilmistir. Kist hidatik ile konak
dokularinda Cu, Pb ve Zn birikimi bakimindan anlamli
iliski gozlenmistir. Parazitle enfekte koyunlarin akci-
ger, bobrek ve bagirsaklari ile bu hayvanlarda bulunan
kist hidatik’lerde Cu birikiminin benzer oldugu, fakat
koyun karacigerindeki bakir birikiminin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0.001). Kursunun koyun ka-
racigeri, bobregi ve kist hidatik’te daha yiiksek oranda
biriktigi belirlenmistir (p<0.001). Cinkonun koyunla-
rin karaciger ve kist hidatik’inde akciger ve bagirsaga
gore daha fazla biriktigi saptanmustir.

Kist Hidatik Agir Metal Diizeyleri.

Biyokimyasal Parazit Dokular
Parametreler Enfeksiyon Kist hidatik Karaciger Akciger Bobrek Bagirsak
_— + 28.8° 3406,8" 23.1° 547.8° 18,9°
(hg/ke) - 0.0 130.8° 37,5 2745 9,0°
+ 42,9° 123° 7,2° 12,3° 1,5°
C /k b b b 9
u (mg/ke) - 0.0 186° 9,3 18,6° 18°
Pb (el + 316,5° 255,9° 75,3° 370,2° 41,4°
(hg/ke) ; 0,0 90° 43¢ 187.8° 107,1°
+ 94,5° 105,6° 63,6° 89,4% 63°
Z /k 9 b b b
n (mg/ke) - 0.0 101,1% 83.1° 106,8° 54.3°
n 10/10 20 20 20 20 20

Ayni satirdaki farkli harfleri tagiyan parazit ve hayvan dokular arasindaki fark énemlidir (p<0.001).
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Tartisma ve Sonug

Hayvan yetistiriciligi ekonomik hayati yakin-
dan etkileyen, insanlarin giinliik yasantisinin her
safhasinda yeri olan genis bir faaliyet alanidir. Fark-
1 yollarla dogaya salinan agir metaller ve cesitli
kimyasallar ¢evre kirliligine sebep olmaktadir. Bu
kirliligin canli hayati1 tehdit ettigi goriilmektedir.
Polislerin silah egitimi yaptiklar1 yerdeki yiiksek Pb
diizeyinin civarda yasayan yabani hayvanlarda kit-
lesel 6liime sebep oldugu belirlenmistir (LEVIS et
al., 2001).

Boston ve Ontario’da  Veteriner Tam
Laboratuvart verileri incelendiginde agir metal
toksisitesi verilerinin yillara, tiirlere ve cografi bol-
gelere gore dagiliminda anlamli farkliliklar bulun-
mustur (HOFF et al., 1998; MORGAN, 1994). Cev-
redeki agir metallerin besin zinciri araciligi ile insan
ve hayvan dokularinda biriktigi bilinmektedir.
Dwivedi et al. (2001), ¢inko madeni igletmelerinin
yakininda yasayan sigir ve mandalarin cesitli doku-
larinda kursun ve kadmiyum diizeylerinin yiiksek
oldugunu bildirmistir.

Kazakistan’da maden isleme tesislerinin bulun-
dugu bolgedeki sigir, koyun ve at etlerinde yiiksek
oranda agir metal birikimi belirlenmistir (FARMER
and FARMER, 2000). Bu calismada ise Kirikka-
le’de endiistri bolgesinde yetistirilen koyunlarin ka-
raciger, akciger, bobrek ve bagirsaklarinda Cu, Pb
ve Zn birikiminin kontrol bdlgesinde yasayan ko-
yunlara gore anlamh farkta oldugu gozlenmistir.

Kazakistan’in maden isleme tesislerinin bulun-
dugu bolgedeki mera otlarmin da toksik metallerle
kirlendigi belirlenmistir (FARMER and FARMER,
2000). Endiistriyel bolgeye yakin bir ¢iftlikte bulu-
nan sig1r siiriisiinde fertilite oraninin %90 dan % 42
ye diismesine, ayrica ayni siiriide Oliimlere sebep
olan hastaligin etiyolojisinde endiistri bolgesinden
yayilan Cu, Zn ve Pb nin etkili oldugu ortaya ko-
nulmustur (PARADA et al., 1987).

Bu c¢aligmada Kirikkale’de endiistri bdlgesi ci-
varindaki bitki, toprak ve suda kadmiyum diizeyi
ortalamalarinda anlamli bir fark bulunamamis, an-
cak kontrol grubunda yesil vejetasyon orneklerinde
endiistri bolgesindeki 6rneklere kiyasla yaklasik 4
kat daha diisiik bulunmustur.

Analiz edilen 6rneklerin bakir diizeyleri orta-
lamalarinin benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Endiistri bolgesine en yakin olan yerden topla-
nan yesil vejetasyon drneklerinin kursun diizeyleri
diger bolgelerden elde edilenlere kiyasla yaklasik 2
kat yiiksek ¢ikmis ve istatistik olarak fark tespit
edilmistir. Toprakta kursun birikiminin endiistri
bolgesinde kontrol 6rneklerine gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir.

TKB’nin Yemlerde Istenmeyen Maddeler Teb-
ligine (2005), gore yesil otlarda en fazla bulunmasi
gereken kursun diizeyleri 40 mg/kg kadmiyum ise
bitkisel yemlerde 1 mg/kg olarak bildirilmektedir.
Bu arastirmada elde edilen degerler dnerilen rakam-
lardan daha diisiik diizeydedir.

Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligine (2005a), go-
re sigir, koyun, domuz ve kanatlinin yenilebilir sa-
katatlarinda maksimum kursun limiti 0.5 mg/kg,
kadmiyum limiti ise aymi canlilarin karacigerinde
0.5 mg/kg, bobreginde 1.0 mg/kg olarak belirlen-
mistir. Bu calismada analiz edilen endiistri bolge-
sinde yetistirilmis koyunlarin karaciger, akciger ve
bobrek ve bagirsaklarinda kadmiyum diizeyi sira-
siyla 3406.8, 23.1 ve 547.8, 18.9 ug/kg olarak tespit
edilmistir. Kursun diizeyi ise ayn1 dokularda sirasiy-
la 255.9, 75.3, 370.2 ve 41.4 ng/kg diizeyinde belir-
lenmistir. Koyunlarin yenilebilir sakatatinda bulu-
nan her iki agir metal diizeyinin yonetmelikte belir-
lenen maksimum limitlerden yiiksek oldugu goz-
lenmistir.

Tiirk Gida Kodeksi verilerine gore Cd, Pb, Cu
ve Zn igin igme suyundaki tolerans degerleri sira-
styla 0.005 mg/kg, 0.01 mg/kg, 1.5 mg/kg ve 5.0
mg/kg’dir. Bu ¢alismada orneklenen Kizilirmak su-
yunda bakir diizeyi tespit edilebilir seviyeden diisiik
cikmistir. Kadmiyum diizeyi ise endiistri bolgesine
3, 5 ve 20 km mesafede sirasiyla 164.65, 228.31 ve
183.32 ug/kg diizeyinde oldugu belirlenmistir. Kur-
sun diizeyi ise Orneklenen 3 mesafede de birbirine
yakin 141.32, 158.98 ve 137.65 ug/kg oldugu goz-
lenmistir. Sudaki ¢inko diizeyinin ise oldukca diisiik
oldugu belirlenmistir. Boylece drnekleme yapilan
Kizilirmak suyunun Cd ve Pb bakimindan agir me-
tal diizeyleri TGK Tebligi tolerans verileri ile Su
Kirliligi Kontrolii Ydnetmeliginin “I., IL., II. ve IV.
su kalite siniflar’” nin tasnifi iistiinde oldugu tespit
edilmis, ancak Cu ve Zn bakimindan ise ¢ok yiiksek
olmadig1 belirlenmistir.

Bobrek ve bagirsagin memeli canlilarda metal
almimi ve birikimi ile ilgili 6nemli organlar oldugu
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bildirilmektedir (KARAGUL ve ark., 2000). Bagir-
sak kursun i¢in alim yeridir, bobrek ise kadmiyum
birikimi ve atilmasi i¢in 6nemli bir organdir. Bu ¢a-
lismada karacigerde ve bobrekte Cd ve Pb diizeyi-
nin en yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Zn ve
Cu’in en yogun diizeyde tespit edildigi organ ise ka-
raciger olmustur.

Kist hidatik, Taeniidae ailesine bagh
Echinococcus granulosus’un larva formudur. Para-
zitin son konagi1 kopek, arakonaklar1 ise koyun keci,
sigir, deve, at ve kemirgenler gibi ¢esitli hayvanlar
ile insan olmaktadir (SYMTH, 1994). Akdeniz iil-
keleri basta olmak iizere tiim diinyada bu parazit
hem kopeklerde hem de arakonak canlilarda yaygin
zoonoz parazittir (ROMIG et al., 2006). Tiirkiye’de
ciftlik hayvanlarinda bu parazit larvasmin yaygin
oldugu bilinmektedir (OGE ve ark., 1998; GICIK
ve ark., 2002). Kirikkale’de daha onceki c¢aligma-
larda hastalik koyun ve sigirlarda tespit edilmistir
(YILDIZ and GURCAN, 2003; YILDIZ ve
TUNCER, 2005). Bu calismada Kirikkale’de en-
diistri bolgesinden 6rneklenen koyunlarin karaciger
ve akcigerlerinde kist hidatik goriilmiis ve bu para-
zit larvasinin germinal membrani analiz edilmistir.

Hizli endiistrilesmenin deniz kiyilarinda olma-
styla denizlerdeki kopek baliklarinda civa birikimi-
nin tehlikeli boyutlara ulastigi (STORELLI et al.,
2002) bildirilmigtir. Sucul ortamdaki agir metal kir-
liliginin belirlenmesinde pek ¢ok balik-parazit mo-
deli kullanilmaktadir (SURES et al., 1994; SURES
et al., 1999). Bu konu ile ilgili memeli hayvanlarda
yapilan g¢aligmalarin oldukca smirli oldugu goriil-
mektedir. Italya’da, yerlesim birimlerine yakin bol-
gelerdeki metal depolarinda yakalanan yabani
ratlardaki kursun birikimi ¢evre kontaminasyonu
icin bir indikator olarak kullanilabilecegi ileri sii-
rilmiistir (CERUTI et al., 2002). Domuzlarda ya-
sayan bir parazit olan Macroacanthorhynchus
hirudinaceus ta domuzun kaslari, karacigeri, bobre-
g1 ve bagirsagina gore daha yiiksek Pb bulundugunu
gozlenmis, parazitteki Cd konsantrasyonunun ise
bobrege kiyasla 5, karacigere kiyasla ise 32 kez da-
ha yiiksek oldugu bildirilmistir (SURES et al,
2000a). Ayrica arastiricilar Ligula intestinalis ve
Mesocestoides perlatus gibi parazitlerle enfekte ce-
sitli kus tiirlerinin kas ve karacigerlerindeki Pb ve
Cd yogunlugunu kiyasladiklarinda belirgin farklilik
gozlemlemiglerdir (BARUS et al., 2000). Deneysel
calismalarda Moniliformis moniliformis ile enfekte

edilmis ratlara agizdan kursun verilmis, enfekte
ratlarin digkisindaki kursunun enfekte olmayanlara
gore daha diisiik miktarda bulundugu kaydedilmis-
tir. Kursun, parazitte konagin karaciger, bagirsak,
bobrek renal korteks ve medullasiyla kiyasla daha
yiiksek diizeyde saptanmistir (SURES et al.,
2000b). Bu calismada koyunlarin ¢esitli organlarin-
da yerlesen kist hidatik’teki agir metal birikimi
arastirllmigtir. Analiz edilen parazit orneklerinde
tespit edilen Cd, Pb, Cu ve Zn diizeyleri konaklari-
nin dokularindaki metal diizeyi ile kiyaslandiginda
literatiirde bildirilen gibi yiiksek oranda birikime
rastlanmamuistir.

Toksik metal baglama yetenegi olan mikroor-
ganizmalar, algler, mantarlar ve  bitkisel
biyomasslar denenmis ve ekonomik olmamalarina
ragmen faydali bulunmuslardir (SCHNEEGURT et
al., 2001). Deneysel calismalarda parazitle enfekte
ve enfekte olmayan baliklara kursun verilmis, yapi-
lan otopsi sonucunda baliklarin bagirsak duvarinda
saptanan kursun miktarinin kontrol grubu baliklarda
enfekte baliklara gore iki kat daha fazla oldugu tes-
pit edilmistir (SURES ve SIDDALL, 1999).

Sonu¢ olarak bu galismada, petrol rafineri ve
silah fabrikalar ile yan sanayisinin bulundugu en-
diistri yoresinden en uzak mesafede (20.km) yetisti-
rilen yesil bitki 6rnek grubunda Cd degeri en diisiik,
toprak ve kuru bitki 6rneklerinde ise Cu degeri en
yiksek bulunmustur. Pb miktari, toprak 6rneklerin-
de en yakin mesafede (0,5.km) en diisiik seviyede,
yesil bitki 6rneklerinde ise en yiiksek diizeyde tespit
edilmistir. Su 6rneklerinde ise Cu tespit edilebilir
limitin altinda, Zn ise tolerans edilebilir limitlerin
altinda, Cd ve Pb degerleri TGK, AB, ABD ve
WHO standartlarin referans degerlerinin iistiinde
oldugu tespit edilmistir.

Ayrica bir sestod larvasi olan kist hidatik’in
koyun dokularina agir metal birikimine etkileri aras-
tiritlmig, sucul ortamda bildirilen anlamlr iliski ko-
yun paraziti (kist hidatik) ve dokular1 arasinda goz-
lenmemistir. Bu ¢aligmada kist hidatik’in analiz edi-
len metallere bagli c¢evre kirliliginin izlenmesinde
uygun bir parazit modeli olmadig1 anlasilmistir. So-
nuglar 1s1¢inda bolgenin kirlilik agisindan stirekli
gbzlem altinda tutulmas: yetistiricilik ve halk sagli-
g1 bakimindan uygun olacagi kanaatine varilmustir.
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Dichlorvos’un ratlarin ince bagirsak dokusu iizerine etkisi ve vitamin C ve
E’nin koruyucu rolii

Aysenur CETIN', Yavuz ULUSOY?, Ayse OGUTCU', Fatma Gok¢e UZUN', Filiz DEMIR'

'Gazi Univ. Fen Edebiyat Fak., Biyoloji AD, Ankara, 2Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Patoloji Lab. Ankara

Ozet: Organofosforlu bir pestisit olan dichlorvos zirai zararlilarin kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu galismada vi-
tamin C (200mg/kg)+vitamin E (200mg/kg), dichlorvos (1,6mg/kg) ve vitamin C (200mg/kg)+vitamin E (200mg/kg)+dichlorvos er-
kek ratlara oral olarak 7 hafta siire ile uygulandi. Muameleden 24 saat, 4 hafta ve 7 hafta sonra ratlarin ince bagirsak dokularindaki
histopatolojik degisiklikler 151k mikroskobu kullanilarak, kontrol grubu ile mukayeseli olarak incelendi. Dichlorvos uygulandiktan 4
ve 7 hafta sonra ince bagirsakta villuslarda kisalma ve genisleme tespit edildi. Vitamin C+vitamin E+dichlorvos uygulanan ratlarin
ince bagirsak dokularinda da benzer patolojik degisiklikler gdzlendi.

Sonug olarak diisiik doz dichlorvos ratlarin ince bagirsak dokularinda patolojik degisikliklerin olugmasina yol agmaktadir. Vi-
tamin C ve vitamin E’nin, dichlorvosun ince bagirsak dokusunda meydana getirdigi patolojik degisiklikleri dnleyemedigi tespit edil-
di.

Anahtar sézciikler: Dichlorvos, pestisit; histopatoloji, ince bagirsak, vitamin C, vitamin E.

Effects of dichlorvos in small intestine tissue of rats and protective role of vitamins C and E
Summary: Dichlorvos, an organophosphorus pesticide, is widely used in agricultural control. In the present study, vitamin C
(200mg/kg)+vitamin E (200mg/kg), dichlorvos (1,6mg/kg) and vitamin C (200mg/kg)+vitamin E (200mg/kg)+dichlorvos were given
to male rats orally for 7 weeks. Histopathological changes in the small intestine tissues were investigated using light microscope at
the end of 24h, 4th and 7™ weeks comparatively with control group. After 4 and 7 weeks of dichlorvos exposure shortening and dila-
tation were observed in intestinal villi. Same histopathological changes in the small intestine tissues were observed at the end of 24h,
4th and 7" weeks.

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

Key words: Dichlorvos, pesticides, histopathology, small intestine, vitamin C, vitamin E.

Giris organofosforlu metil parathionun da ince bagirsak
Organofosforlu (OP) bilesikler tarim zararhla- ~ dokusu iizerinde patolojik etkiye sebep oldugu goz-

rin ve hastalik yapici vektorlerin kontroliinde yay-  lenmistir (OGUTCU ve ark., 2007).
gin olarak kullanilan bir pestisit grubudur (Maitra Dichlorvos (2,2  dichlorovinyl — dimethyl

ve Mitra, 2008). Organofosforlu insektisitler, etkile-  phosphate, ~DDVP)  depolanmis iiriinlerin,
rini asetilkolini yikan asetilkolinesterazi (AChE) mahsiillerin korunmasi i¢in diinyada yaygmn olarak
inhibe ederek gésterirler. AChE’1n inhibe olmasi ile kullanilan Organofosforlu bir pestisit Olup ayni za-
sinaptik asetilkolin seviyesinde ciddi bir sekilde  manda halk saghgmnda kullanilan bir insektisittir
yikselme meydana gelir (CARR ve ark., 2002). (CHOUDHARY ve GILL, 2001). Dichlorvos sera-
Organofosforlu  pestisitler ~ aym ~ zamanda  Jarda, meyve ve sebze iiriinlerindeki mantar sinekle-
pseudokolinesteraz aktivitesinin de inhibe olmasina ri, afidler, riimcek keneleri, tirtillar ve beyaz sinek-
sebep olmaktadirlar (KALENDER ve ark., 2006).  [ere karsi etkilidir (YARSAN ve CAKIR, 2006).
Bunun yani sira organofosforlu bilesikler karaciger Dichlorvos akciger, mide ve deri yolu ile hizli bir
(ULUSOY ve ark., 2004, KALENDER ve ark., sekilde viicut i¢ine alinir (RAHEJA ve GILL,
2005a; OGUTCU ve ark., 2008), kalp (OGUTCU 2002). Dichlorvosa akut maruz kalmay1 takiben or-
ve ark., 2006), bobrek (KALENDER ve ark., 2007),  taya gikan baslica toksik etki kolinerjik iletim igin
testis (UZUNHISARCIKLI ve ark., 2007) gibi or- can alict bir enzim olan asetilkolinesterazin

ganlarda toksik etkiye sebep olabilmektedir. Ayrica  inhibisyonudur (SARIN ve GILL, 1999). Yapilan
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calismalarda dichlorvosun lireme sistemi
(OKAMURA ve ark., 2005) ve karaciger dokusu
(OGUTCU ve ark., 2008) tizerinde olumsuz etkilere
sebep oldugu belirlenmistir.

Pestisit zehirlenmeleri ile ilgili ¢calismalarda vi-
tamin C ve vitamin E  kullanilmaktadir
(KALENDER ve ark., 2007; UZUNHISARCIKLI
ve ark., 2007; OGUTCU ve ark., 2008) Vitamin C
suda ¢Oziinebilen, vitamin E ise yagda ¢ozlinebilen
bilesiklerdir (YOUNG ve WOODSIDE, 2001). Vi-
tamin E’nin serbest radikal olusumunu onleyebile-
cegi (KALENDER ve ark., 2004; KALENDER ve
ark., 2005b) ve biyolojik sistemlerde lipid
peroksidasyonunu etkili sekilde azaltabilecegi gos-
terilmigtir (KALENDER ve ark., 2002). Vitamin
E’nin esas fonksiyonu hiicre zarlarinda ve
lipoproteinlerde peroksil radikallerini toplayarak
lipid peksidasyonun zincir reaksiyonunu kirmaktir
(YOUNG ve WOODSIDE, 2001). Vitamin C
stiperoksit, hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hid-
roksil ve peroksil radikallerini temizler (SENTHIL
KUMAR ve ark.,, 2004). Aynmi zamanda o-
tokoferoliin aracilik ettigi pro-oksidasyon vitamin C
tarafindan sonlandirilabilir (SENTHIL KUMAR ve
ark., 2004).

Bu ¢aligmanin amaci dichlorvos uygulandiktan
24 saat, 4 hafta ve 7 hafta sonra ratlarin ince bagir-
sak dokularinda meydana gelen histopatolojik degi-
siklikleri incelemek, bunun yani sira dichlorvosun
ince bagirsak dokusunda sebep oldugu patolojik de-
gisiklikler {izerine vitamin C ve vitamin E kombi-
nasyonunun koruyucu roliinii incelemektir.

Materyal ve Metot

Hayvanlar: Etik kurallara uyularak yapilan bu
aragtirmada 310-340 g agirliginda erkek Wistar si-
canlar kullanildi. Refik Saydam Hifzisthha Enstitii-
sti’'nden temin edilen ratlar 6zel besleme kafesleri
icinde, her kafeste 6 rat olacak sekilde yerlestirildi.
Ratlar standart laboratuvar diyeti ve su ile beslendi.
Ratlara 18-22 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik fotoperiyodu uygulandi. Ratlar uy-
gulama yapilmadan 10 giin 6nce karantina altina
alind1.

Kimyasallar: %98 saflikta dichlorvos, Ankara
Zirai Miicadele Merkezi’nden saglandi. Vitamin E
(DL-a-tokoferol) (Merck) ve vitamin C (L-askorbik
asit) (Carlo Erba), Dizdarer firmasindan saglandi.

Hayvanlara Uygulama Plani: Ratlar kontrol
grubu (n=18) ve uygulama grubu (n=54) olmak iize-
re iki gruba ayrildi. Uygulama grubu da kendi i¢in-
de iic gruba ayrldi, Dichlorvos uygulanan grup
(n=18), vitamin C+vitamin E uygulanan grup (vi-
tamin grubu) (n=18), vitamin C+vitamin
E+dichlorvos uygulanan grup (n=18). Her gruptan 6
rat uygulamadan 24 saat, 4 hafta ve 7 hafta sonra
disekte edildi ve ince bagirsak dokular1 151k mikros-
kobu incelemeleri i¢in alind.

Tim maddeler sabah saatlerinde (09:00-10:00
arasinda) ve a¢ olmayan ratlara uygulanmistir. Uy-
gulamanin ilk yapildig1 giin deneyin 0. giinii olarak
kabul edilmigtir.

Kontrol grubu: Her bir rata giinliikk 1 ml/kg
dozda misir yagi oral olarak gavaj yolu ile verildi.

Vitamin C+vitamin E muameleli grup: Her
bir rata giinliitk 200 mg/kg vitamin C (L-askorbik
asit) oral gavaj yolu ile verildi. Daha sonra ayni
hayvanlara 200 mg/kg vitamin E (DL-a-tokoferol)
oral gavaj yolu ile verildi. Vitamin C su iginde
(1ml/kg)ve vitamin E misir yag1 (1ml/kg) i¢inde ¢o-
zuldi.

Dichlorvos muameleli grup: Her bir rata giin-
lik 1,6 mg/kg (1/50 LDsy) dozunda dichlorvos misir
yag1 i¢inde ¢dziilerek oral gavaj yolu ile verildi.

Vitamin C+vitamin E+dichlorvos muameleli
grup: Her bir rata giinlilk 200 mg/kg dozda vitamin
E (DL-a-tokoferol) misir yagi i¢inde ¢oziilerek oral
gavaj yolu ile verildi. Yine ayni hayvanlara 200
mg/kg dozda vitamin C (L-askorbik asit) distile su
icinde coziilerek yine oral gavaj yolu ile verildi.
Ayni hayvanlara giinliik 1,6 mg/kg (1/50 LDsg) do-
zunda dichlorvos musir yagi ig¢inde g¢oziilerek oral
gavaj yolu ile uygulandi. Ratlara dichlorvos uygu-
lamasi vitaminler uygulandiktan 30 dakika sonra
yapild1.

Isik Mikroskobu Incelemeleri: Histopatolojik
incelemeler igin, ince bagirsak dokular1 disekte
edildi ve doku ornekleri formaldehit solusyonu
icinde 24 saat tespit edildi, dereceli alkol serilerin-
den gegirilerek dehidre olan dokular parafin orta-
minda bloklandi. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinli-
ginda ince kesitler alind1 ve alinan kesitler 151k mik-
roskobu incelemeleri i¢in hematoksilin-eozin ile
boyandi. Kesitler fotograf makinesi atagmanli 11k
mikroskobunda (Olympus DP70) incelendi ve fo-
tograflart ¢ekildi.
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Bulgular

Kontrol grubu ve vitamin C+vitamin E uygu-
lamal1 ratlarin ince bagirsak dokularindaki villuslar
ve villuslar iizerindeki epitelyum hiicreleri normal
yapida gozlendi (Sekil 1, Sekil 2). Dichlorvos ve vi-
tamin+dichlorvos uygulanan ratlarda 24 saat sonra
herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi (Sekil 3,
Sekil 4). Dichlorvos muamelesinden 4 hafta sonra
ince bagirsak dokusundaki villuslarda kisalma ve
enine kalinlasma izlendi (Sekil 5). Vitamin
C+vitamin E+dichlorvos muameleli ratlarin ince
bagirsak dokusunda yiizey epitelinde dokiilme goz-
lendi (Sekil 6). Dichlorvos muamelesinden 7 hafta
sonra ince bagisak dokusunda villuslarda kisalma ve
enine genisleme gorildi (Sekil 7). 7 hafta sonunda
vitamin C+vitamin E+dichlorvos muameleli ratlarin
ince bagirsak dokusunun yiizey epitelinde dokiilme-
ler gozlendi (Sekil 8).

. VI =
Sekil 1. Kontrol grubu ratlarin ince bagirsaklarmin histolojik
yapist. X200.

Sekil 2. Vitamin C+vitamin E uygulanmis ratlarin ince
bagirsaklarinin histolojik yapisi. X200.

Sekil 3. Dichlorvos muamelesinden 24 saat sonra ratlarin ince
bagirsaklarinin histolojik yapist. X200.

Sekil 4. Vitamin C+vitamin E+dichlorvos muamelesinden 24
saat sonra ratlarin ince bagirsaklarinin histolojik yapisi. X200.

Sekil 5. Dichlorvos muamelesinden 4 hafta sonra ratlarin ince
bagirsaklarinda villuslarda kisalma ve enine genigleme. X200.
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Sekil 6. Vitamin C+vitamin E+dichlorvos muamelesinden 4
hafta sonra ratlarin ince bagirsaklarinda yiizey epitelinde
dokiilme. X200.

Sekil 7. Dichlorvos muamelesinden 7 hafta sonra ratlarin ince
bagirsaklarinda villuslarda kisalma ve enine genigleme. X200.

Sekil 8. Vitamin C+vitamin E+dichlorvos muamelesinden 7
hafta sonra ratlarin ince bagirsaklarinda yiizey epitelinde
dokiilme. X200.

Tartisma ve Sonug¢

Dichlorvosun da dahil oldugu organofosforlu
bilesiklerin deri, sindirim kanali ve 6zellikle akci-
gerlerden hizli bir sekilde absorbe olabildigi deney-
sel ve epidemiyolojik ¢aligmalar ile gosterilmistir
(DESI ve NAGYMAIJTENYI, 1999). Dichlorvosun
erkek ratlar i¢in akut oral LDs, degeri 80mg/kg’dir
(OKAMURA ve ark., 2005). Dichlorvos yalnizca
memeli canlilar iizerinde toksik etki gostermez ayni1
zamanda baliklar, kuslar, bal arilar1 ve hedef olma-
yan omurgasizlar lizerinde de toksik etkilere sebep
olabilmektedir (URAL ve KOPRUCU, 2006).

Ratlara subkutan yoldan uygulanan 1mg/kg ve
4 mg/kg dichlorvosun sperm motilitesinde azalmaya
sebep oldugu ifade edilmistir (OKAMURA ve ark.,
2005). 1,6 mg/kg dichlorvosun oral yoldan uygu-
landig1 ratlarda hepatotoksik hasar gozlenmistir
(OGUTCU ve ark., 2008). Bu c¢alismada da
dichlorvos 1/50 LDs, oraninda erkek ratlara uygu-
land1 ve uygulamadan 4 ve 7 hafta sonra ratlarm in-
ce bagirsak dokularinda patolojik bulgulara rastlan-
di. Deneysel periyot boyunca ratlarda 6liim meyda-
na gelmedi.

Pestisitler ¢esitli dokularda histopatolojik ve
sitopatolojik  degisikliklere neden olmaktadir
(KALENDER ve ark., 2004; KALENDER ve ark.,
2005a; OGUTCU ve ark., 2006;
UZUNHISARCIKLI ve ark., 2007; OGUTCU ve
ark., 2008). Organofosforlu bir pestisit olan metil
parathionun uygulandigi si¢anlarin ince bagirsak
dokularinda villuslarda dejenerasyon, graniilasyon,
genigleme ve bazi bolgelerde hiicre infiltrasyonu
tespit edilmistir (OGUTCU ve ark., 2007). Bu ¢a-
ligmada dichlorvos muamelesinden 4 ve 7 hafta
sonra villuslarda dejenerasyon tespit edildi.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda vitamin C ve
E kombinasyonunun pestisitlerin sebep oldugu ha-
sar1 Onledigi ya da azalttigi bildirilmistir
(UZUNHISARCIKLI ve ark., 2007; KALENDER
ve ark., 2007; OGUTCU ve ark., 2008). Vitamin E
biyolojik membranlarda bulunan lipidde ¢6ziinebi-
len, potansiyel bir antioksidandir. Vitamin C
ekstraselliilar alandaki serbest radikalleri toplar ve
tokoferoksil ~ radikalini  tokoferole  rediikler
(SENTHIL KUMAR ve ark., 2004). Bu ¢alismada
vitamin C+vitamin E+dichlorvos uygulanmis
ratlarin ince bagirsaklarinda histopatolojik degisik-
likler gozlendi
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Sonug olarak dichlorvos ratlarin ince bagirsak
dokularinda histopatolojik degisikliklere sebep ol-
du. Vitamin C ve E kombinasyonu dichlorvos ile
birlikte verildiginde de ince bagirsakta patolojik de-
gisiklikler gozlendi. Vitamin C ve E kombinasyo-
nunun ince bagirsakta dichlorvosun sebep oldugu
hasar1 6nleyemedigini sdylemek miimkiindiir.
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Arbovirus enfeksiyonlari
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Ozet: Arbovirus enfeksiyonlar tiim diinyada eklem bacaklilar tarafindan omurgalilara bulastirilan ve son zamanlarda nemi gi-
derek artan viral enfeksiyonlardir. Diinyadaki iklim degisikliklerinin artmasiyla birlikte bu viruslarin tagtyicilar olan eklem bacakli-
larinda yasam alanlar1 degigsmekte ve genislemektedir. Bunun sonucunda arboviruslar da yeni yasam stratejileri gelistirebilmektedir-
ler. Son yillarda insanlarda ve diger evcil memelilerde bildirilen arbovirus enfeksiyonlarindaki ciddi artig bu stratejilerde bagarili ol-
duklarin1 géstermektedir. Bu derlemede arboviruslarin yasam ve yayilma stratejileri ve Tiirkiye’de goriilen ve goriilme riski ytliksek
olan baz1 6nemli Arbovirus enfeksiyonlari ele alinmistir.

Anahtar sozciikler: Arbovirus, ensefalit, kanamali ates.

Arboviral infections
Summary: Arboviral infections are emerging important infections transmitted by arthropods to vertebrates across the world. As
the climate of the world changes rapidly, habitats of the arthropod vector of these viruses change and increase. The consequences of
these changes are new survival strategies of Arboviruses. These strategies are seem to be succesfull since the number of reported ar-
boviral infections both in humans and in domestic animals have been significantly increased for the past years. This review aimes to
give information about Arbovirus survival and spread strategies in nature. Also information about some important arbovirus infec-

tions detected and having potential of beeing detected in Turkey are given.

Key Words: Arbovirus, encephalitis, haemorrhagic fever.

Giris

Tiim diinya hem insan hem de hayvan sagligini
tehdit eden Arboviral enfeksiyonlar, kan emen ek-
lem bacakl1 vektorler (¢ogunlukla sivrisinek ve ke-
neler) ile bulasan bir grup virus tarafindan olusturu-
lur. Arboviruslar, farkli filumlara (eklem bacaklilar
ve omurgalilar) ait tiirlerde basarili bir viral ¢ogal-
ma evresini gerceklestirebilme yetisine sahiptir. Bu
durumda dikkatler boyle karisik bir nakil dongiisii-
niin listesinden gelebilen Arboviruslarin genetik ya-
pist tizerine yogunlagmaktadir (KUNO ve CHANG,
2005). Arboviruslar, biiyiik ¢ogunlugu hata okuma
(proofreading) mekanizmasindan yoksun ve dolayi-
styla yiiksek mutasyon oranlarina sahip olan degisik
viriis ailelerine ait RNA viruslarini kapsayan hetero-
jen bir virlis grubudur. Arbovirus grubu
Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae,
Reoviridae, Arenaviridae, Rhabdoviridae ailelerin-
deki viruslardan olusur (GUBLER, 2002).

Togaviridae: Togaviridae ailesinde bulunan
Alfavirus grubunun tamami arbovirustur. Vektor
Aedes ve Culex cinsi sivrisineklerdir. Rezervuar ko-
naklar ise enfeksiyona bagli olarak degigsmekle bir-
likte kuslar, insan ve atlar olabilmektedir. Sebep ol-

Derleme
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dugu bazi arboviral enfeksiyonlar Veneziiella at
ensefaliti, Dogu at ensefaliti, Bat1 at ensefaliti ve
Chikungunya’ dir (GUBLER, 2002; FLINT ve ark.,
2004).

Flaviviridae: Son yillarda 6nemi giderek artan
enfeksiyonlar arasinda bulunan Bafi Nil (WN),
Deng Atesi, Sart Humma, Kene kaynakl
ensefalitler, Japon Ensefalit Virusu ve Louping ill,
Flavivirus genusunda bulunur. Bu genus vektor ola-
rak sivrisinek ve keneleri kullanir (FLINT ve ark.,

2004; FIGUEIREDO 2007).
Bunyaviridae: Bu ailedeki birgok farkli genus
(Bunyavirus, Nairovirus, Hantavirus ve

Phlebovirus) arboviral enfeksiyonlara sebep olur.
Insan ve hayvan saglig1 acisindan onem tasiyan Ki-
rim Kongo Kanamali Atesi, Rift Vadisi Atesi,
Akabane, Uukunieme ve La Crosse enfeksiyonlart
bu grup icerisinde yer alir (FLINT ve ark., 2004).

Reoviridae: Bu ailede yalnizca Orbivirus'lar
Arbovirus grubu iginde yer alirlar Vektorleri sivri-
sinek (Clulicoides spp.) ve kenelerdir. Mavidil,
Epizootik Hemorajik Hastalik, Afrika At Vebasi,
Colarado Kene Ategi reoviruslarin sebep oldugu ba-
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z1 arboviral enfeksiyonlardir (MURPHY ve ark.,
1999).

Rhabdoviridae: Ephemerovirus genusuna dahil
Bovine Ephemeral Ates ve Vesiculovirus genusu
icerisinde bulunan Vezikiiler Stomatitis
Rhabdoviridae ailesine ait arboviral enfeksiyonlar-
dir. Bu enfeksiyonlarin vektorii sivrisineklerdir
(FLINT ve ark., 2004).

Arboviral Enfeksiyonlarin Yayilimi: Enfeksi-
yonun naklinde  Arboviruslar, kan emen
artropodlarda (vektdr) meydana gelen viral cogalma
evresini takiben omurgali konaklar1 enfekte ederler.
Biyolojik  nakil olarak adlandirilan bu yol
arboviruslart hayvan viruslar1 arasinda benzersiz bir
konuma yerlestirir. Biyolojik nakilde {i¢ esansiyel
bilesen vardir; virus, vektdor ve omurgali konak.
Diinya Saglik Orgiitii’ niin (WHO) temel arbovirus
tanimlamasinda yer alan biyolojik nakile ek olarak
direkt nakil de viral yayilimda kullanilan diger bir
yol olarak tamimlanmaktadir (KUNO ve CHANG,
2005). Veneziiell at ensefaliti ve Dang atesi
viruslart omurgalilari aerosol yolla enfekte edebilir-
ler. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Bat1 Nil” in de
direk yolla bulastigt saptanmustir.  Vezikiiler
Stomatitis virusunun laboratuvar kosullarinda oral
yolla bulagabildigi gosterilmistir (KUNO ve
CHANG, 2005). Arboviruslarin naklinde diger bir
yol ise kan emen artropotlarin kontamine agiz
organelleri ile virusu bir konaktan diger konaga ta-
sidiklar1 mekanik nakildir (MEAD ve ark., 2000).

Vektorler bir kere enfekte olduktan sonra hayat
boyu enfekte olarak kalirlar. Kan emen sineklerin
aksine, kenelerde virus transstadial nakile bagl ola-
rak olgunlagma evrelerinde de varligimi devam etti-
rir. Vertikal bulagma arboviral persistensin dogada-
ki onemli bir mekanizmasidir. Vektorlerdeki viral
persistens ve vertikal bulasma, sadece virusun do-
gada varligini stirdiirmesinde degil ayrica biyolojik
naklinde de onemlidir. Diger bir viral persistens
mekanizmasi ise biyolojik nakilde en 6nemli ihti-
yaglardan biri olan viremidir. Kanda bulunan yiik-
sek miktarda virus ve uzun siireli viremi, vektoriin
omurgali konaktan virusu alimini ve virusun dogada
varligini  siirdiirme sansini  arttirir  (KUNO  ve
CHANG, 2005; GOULD ve ark., 2006). Arboviral
enfeksiyonlarin yayiliminda omurgali konaklar daha
cok kisa siireyle virusu barindirirken, vektorler ¢ok
daha uzun siirelerde virusu tagiyarak dogal rezervu-
ar gorevi goriir (KUNO ve CHANG, 2005).

Arboviruslar varliklarini siirdiirmek i¢in {i¢ ana
strateji  gelistirmiglerdir. Bu stratejilerden ilki,
enfekte vektorler vasitasiyla farkli yerlesim alanla-
rinda bulunan duyarli omurgali konaklara ulasabil-
me yoludur. Ikincisi, omurgali konak tercihini yiik-
sek lireme oranina sahip olanlar arasindan yapmak-
tir. Ugiincii strateji ise immun reaksiyonlardan kaga-
rak enfekte konakta wvarligini siirdiirebilmektir
(KUNO ve CHANG, 2005). Bunlara ek olarak
arboviruslarm yiiksek mutasyon kabiliyetleri ve ge-
nis konak¢1 spektrumlari degisen ¢evresel kosullara
¢ok hizli adapte olmalarini saglar. Bununla birlikte
yapilan calismalar, arboviruslarin dogada nispeten
stabil oldugunu gostermektedir (COFFREY ve ark.,
2008).

Arboviruslar, iklimsel degisikliler ve cevresel
kosullarla diger viruslara oranla daha ¢ok etkilesim
icindedirler. Ekolojik degisiklikler bu viruslarin
vektorlerini ve onlarin yagam sahalarini da degistir-
diginden bu ajanlarin konak sistemleri ve yayilma-
lar1 da degismektedir. Bu sekilde arboviruslar ol-
dukca uzak bolgelere ve iilkelere iklim kosullari
izin verdigi siirece yayilabilirler (FIGUEIREDO
2007). Orman alanlarinin yok edilmesi, ormanlik
alanlar ile yasam alanlarinin birlesmesi, tilkeler ara-
st hayvan ticareti, savaglar gibi modern yasantinin
olumlu ve olumsuz yonleri de bu viruslarin dogasini
etkilemektedir (GOULD ve ark., 2006).

Tiirkiye’de var olan ve potansiyel risk

olusturan baz arboviral enfeksiyonlar

Epizootik  Hemorajik Hastallk (EHH):
Epizootik Hemorajik Hastalik (EHH) bazi vahsi
gevisenlerin akut ve genellikle 6liimciil bir hastali-
gidir (MURPHY ve ark., 2006). Ancak son yillarda
yapilan ¢aligmalarda sigirlarinda enfekte oldugunu
gostermistir (GAYDO ve ark., 2004). Reovirus aile-
sine ait olan Epizootik hemorajik Hastalik virusu
(EHHV), mavidil virusu ile yakin antijenik iliskili-
dir. Ayrica EHHV, kapsid proteinlerindeki farklilik-
lara bagli olarak, 10 adet serotipe sahiptir
(MURPHY ve ark., 2006). Bu viruslar genellikle
Culicoides cinsine ait sivrisinekler ile nakledilir.
Enfeksiyon 6zellikle Agustos ayindan Ekim ayina
kadar olan dénemde kendini gostermektedir. Kuzey
Amerika, Avustralya, Asya ve Afrika’da EHH’ nin
varlig1 saptanmistir (OHASHI ve ark., 2002). Klinik
seyir Mavidil ile benzerlik gosterir. Yiiksek ates, so-
lunum gii¢liigii, bas ve boyunda ani gelisen 6demin
yani sira, agiz mukozasinda, dilde ve sindirim sis-
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temi mukozasinda erozyon ve iilserler gelisir. Du-
yarli konaklarda 6liim orani yiiksektir (GAYDO ve
ark., 2004). Su an i¢in enfeksiyona kars1 etkili bir
ast bulunmamaktadir.

Bovine Ephemeral Ates: Ug giin hastalig1 ola-
rak da bilinen Bovine Ephemeral Atesi (BEF), sigir-
larin ekonomik yonden oOnemli bir hastaligidir.
Ozellikle yiiksek verimli hayvanlarda &liimle seyre-
den siddetli bir enfeksiyon tablosu gelisebilir.
Bovine  Ephemeral Ates virusu (BEFV)
Ephemerovirus genusuna dahil bir Rhabdovirustur.
BEF’ in asil vektor tiirli tam olarak belirlenememis-
tir. Ancak virus farkli tiirlere ait Anopheline ve
Culicine sivrisinekleri ile nakledilebilmektedir. Af-
rika, Avustralya, Orta dogu ve Asya’ nin tropikal ve
subtropikal bolgelerinde endemiktir. Enfeksiyon,
belirli bir cografyada yerel salginlar ya da mevsim-
sel epizootiler seklinde ortaya c¢ikar (WALKER,
2005). Hastalik biyolojik nakil haricinde yakin te-
mas, viicut sivilart ve aerosol damlaciklar yolu ile
bulasmaz. Hastalik genellikle 3 giin siirer. ilk ates
fazinda siit miktarinda ani bir diislis meydana gelir.
Buna takip eden ikinci giinde depresyon, istahsizlik
bagslar, burun ve goz akintisi olusur ve kaslarda giic-
stizlik, topallik, eklemlerde sislik meydana gelir.
flerleyen vakalarda felg olusabilir, hayvanlar yerden
kalkamaz duruma gelir. Buna bagli olarak ruminal
stasis baslar ve bu durum 10-15 giin devam edebilir.
Hayvanlar hafif seyirli enfeksiyonlarda 3. giinden
itibaren iyilesme donemine girer (CHAN ve ark.,
2005). BEF’ den koruma amaciyla as1 ¢aligmalart
yapilmaktadir. Ancak bircok farkli canli atteniie,
inaktif ve rekombinant as1 formu bildirilmis ise de
etkinlik siiresi ve diizeyi ile ilgili sonuclar g¢esitlilik
gostermektedir (WALKER, 2005).

Mavidil: 1905 yilinda Giiney Afrika’ da
Mavidil adin1 alan bu enfkesiyon 1940’ lara kadar
sadece bu bolgede tanimlanirken, son yillarda daha
once bu enfeksiyondan ari oldugu bilinen Ingiltere
ve bir¢ok Avrupa iilkesinde de ciddi salginlar mey-
dana getirdigi rapor edilmistir (MERTENS ve ark.,
2007). Mavidil, ciftlik hayvanlarinin énemli bir en-
feksiyonudur. Mavidil virusu koyun, kegi, sigir ve
diger birgok ruminant tiiriinii de enfekte etmektedir.
Enfekte sigirlar, 12-14 haftaya kadar uzayabilen
viremi donemi ile mavidil epidemiyolojisinde
onemli rezervuarlardir (MELLOR ve WITTMANN,
2002). Mavidil virusu, koyunlarda 6zellikle de yiik-
sek verime sahip irklarda, yiliksek ates, nazal akinti

bas bolgesinde 6dem, oral mukozalarda hiperemi ve
iilserasyon, dilde siyanoz ve ayak leyonlari ile sey-
reden klinik tablo olusturur. Ayrica dol veriminde
azalma, abort ve konjenital anomalilere de neden
olmaktadir (MURPHY ve ark., 1999; MELLOR ve
WITTMANN, 2002). Hastalik duyarli bireyler ara-
sinda Culicoides cinsi sokucu sinekler tarafindan
nakledilmektedir. Enfeksiyon vektér popiilasyonu-
nun ortaya ¢ikti§1 yaz sonu ve sonbahar aylarinda
goriilmektedir (WITTMANN ve ark., 2001).
Mavidil virusunun aralarinda ¢apraz bagigiklik bu-
lunmayan 24 farkli serotipe sahip olmasi, hastalik
ile miicadelede en Onemli engeller arasindadir
(MERTENS ve ark., 2007).

Ulkemizde mavidil virusunun varhg ilk olarak
1944 yilinda Hatay bolgesinde bildirilmistir. Bunu
takiben 1978 ve 1979 yillar1 arasinda Yongug ve
ark. (1982) tarafindan ikinci bir mavidil salgini ra-
por edilmis ve etken serotip 4 olarak tanimlanmugtir.
Su an iilkemizde tip 4, 9 ve 16 olmak lizere 3 farkl
serotip bulunmaktadir (ERTURK ve ark., 2004).
Mavidil, 3285 sayili Hayvan Sagligi ve Zabitasi
Kanununun 4 {incii maddesine gore ihbar1t mecburi
hastaliklar arasindadir. Giiniimiizde Mavidil enfek-
siyonu ile miicadele atteniie canli ve inaktif asilar
ile gerceklestirilmektedir. Bu amagla iilkemizde
serotip 4’e kars1 iiretilen atteniie canli asilar kulla-
nilmaktadir. Ancak son yillardaki asil amag
rekombinant teknikler kullanilarak, virusun farkli
serotiplerine kars1 bagisik yanit olusturacak, giiveni-
lir ve agili ile agisiz hayvanlarin ayirt edilmesine
(DIVA) olanak saglayan asilarin iiretimidir. Canli
asilarin olas1 dezavantajlarina karsin son yillarda
Avrupa’ da belirli serotiplere karsi inaktif as1 {ire-
tilmekte ve kullanilmaktadir (SAVINI ve ark.,
2008; SCHWARTZ-CORNIL ve ark., 2008).

Vezikiiler Stomatitis: Sap ve Vezikiiler
Stomatitis (VS) enfeksiyonlar1 klinik olarak birbi-
rinden ayirt edilemez. Ancak atlarin da enfekte ol-
mast VS’ nin tanisi agisindan en 6nemli noktadir
(LETCHWORTH, 1999; RODRIGUEZ, 2002). Sap
enfeksiyonuna kiyasla daha zoonotik 6zelliktedir.
Klinik hastalik tablosunda dil, agiz mukozasinda,
dudak, burun kenarlarinda ve memelerde vezikiiller
ve takiben iilserler gelisir, bu durumda ciddi bir ve-
rim kaybi1 meydana getirir (LETCHWORTH, 1999).
Endemik bolgelerde hastaligin salginlar halinde or-
taya ¢ikist mevsimsel bir 6zellik gosterir. Virusu
nakleden birincil vektor tam olarak saptanamamis-
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tir, ancak Diptera, Phlebotomus ve Aedes gibi
artropodlar ile nakil 6nemli bir bulasma yoludur
(NOVELLA ve ark., 2007). Bununla birlikte VS sii-
riiye bir kere girdikten sonra direkt temas ile de ya-
yilmaya baslar. insanlarda ise enfeksiyon vezikiil
sivist yada salya ile temas sonucunda gelisir
(MEAD ve ark., 2000). Ozellikle Amerika kitasinda
s1g1r yetistiriciligi agisindan 6énemli bir siirii hastali-
g1 olan VS (RODRIGUEZ, 2002), iilkemizde
mavidil enfeksiyonu gibi ihbar1 mecburi hastaliklar
arasinda yer almaktadir. Koruma ve kontrol amaciy-
la ikincil enfeksiyonlara ve komplikasyonlara uy-
gun olarak destekleyici bir tedavi yapilir. Enfeksi-
yona kars1 Kolombiya ve Veneziiella’ da inaktif agi-
lar iiretilmektedir, ancak su an igin ticari bir as1
mevcut degildir.

Veneziiella at ensefaliti -Dogu at ensefaliti -
Bati at ensefaliti: Togavirus ailesine dahil Bati at
ensefaliti (EEE), Dogu at ensefaliti (WEE) ve Ve-
neziiella at ensefaliti (VEE), Amerika’ da atlarda ve
insanlarda yiiksek 6liim orani nedeniyle sivrisinekle
bulasan en &nemli hastaliklar arasinda yer alir. Ug
enfeksiyon da esas olarak kus popiilasyonu ve sivri-
sinekler arasinda sirkiile eder. EEE ve WEE’ de at-
lar ve insanlar bu enfeksiyonun rastlantisal konakla-
ridir, VEE’ de ise diger ikisinden farkli olarak
enzootik ve epizootik varyantlar bulunmaktadir.
Epizootik VEE, salginlar sirasinda atlarda ciddi dii-
zeyde viremi olusturur ve bu da enfeksiyonun de-
vaminda rol oynar (WAEVER ve BARRETT, 2004;
KUNO ve CHANG, 2005). Her ii¢ enfeksiyonun da
klinik seyri oldukca benzerdir. Ates, anoreksi ve
depresyon ile baslayan hastalik tablosu, ensefalit
gelisimi ile sonlanir. Buna ek olarak, bazi hayvan-
larda gastrointestinal sistem bulgularina da rastlanir.
Son yillarda her ne kadar asilamalar sonucunda
EEE ve WEE epidemilerine rastlanmasada, halen
kiigiik salginlar olusmaktadir. Ancak epizootik VEE
Giiney Amerika’ da insan ve at popiilasyonunda
varhiginmt siirdiirmektedir. Bunun 6tesinde epizootik
VEE biyoterdrizim silah1 potansiyeline sahip
viruslar arasinda yer almaktadir (WAEVER ve
BARRETT, 2004). Ayrica iilkemizde de ihban
mecburi hastaliklar arasindadir. Her ne kadar bu en-
feksiyonlar yaygin olarak Amerika kitasinda gortil-
mekteyse de 2008 yil igerisinde Ingiltere’ de ilk de-
fa EEE’ nin varlig1 rapor edilmistir (HAVALA ve
ark., 2008) . Bazi iilkelerde bu enfeksiyonlara karsi
asilar mevcuttur. Epizootileri dnlemede atteniie can-

I1 VEE agilari, multivalan inaktif asilardan daha et-
kilidir (PAESSLER ve ark., 2006).

Rift Vadisi Ategi: Rift vadisi Atesi (RVF)
virusu Bunyaviridae ailesinin 5 genusundan biri
olan Phlebovirus genusuna dahil zoonotik bir
arbovirustur. Epizootilerde en 6nemli bulgu artan
abort vakalaridir. Bu epizootilere, genellikle insan-
lardaki enfeksiyonlar eslik eder. RVF ruminantlart
(s1g1r, koyun, ke¢i, deve gibi), insanlari, nadiren de
kedi, kdpek ve atlar1 enfekte eder. Aedes spp. cinsi-
ne ait sivrisinekler ile nakledilen enfeksiyon, 1970’
ler den itibaren Afrika’da ve Arap yarim adasinda
rapor edilmistir (GEAR, 1982). Insanlarda enfeksi-
yon, enfekte sivrisinek tarafindan isirilarak, tibbi
uygulamalar sirasinda ya da enfekte hayvana ait kan
ve dokularla temas sonucunda geligir. Ayrica gebe-
lerde anneden fotusa vertikal geciste miimkiindiir
(ADAM ve KARSANY, 2008). Ancak insandan in-
sana gecis yoktur. Virus, ilk olarak enfekte ettigi sii-
riide epizootiye sebep olur. Hastaligin klinik seyri
hayvanin yasina, tiiriine ve irkina bagli olarak degi-
siklik gosterir. RVF ozellikle gen¢ hayvanlarda
yiiksek Olim orami (%10-70) ile seyreder ve gebe
ruminantlarda yiiksek oranda abortlara sebep olur.
Geng hayvanlarda ates, istahsizlik, depresyon ve
kanli ishal ile seyreder ve yiiksek bir dliim orani
vardir. Erigkin hayvanlardaki en 6nemli belirti gebe
hayvanlardaki yiiksek abort oranidir. Buna ek ola-
rak, ishal, kusma, g6z ve burun akintis1 gibi genel
semptomlar olusur. Iklimsel degisiklikler vektorel
yayilim agisindan olduk¢a onemlidir. Yapilan c¢a-
lismalarda teorik olarak vektorlerin diger kitalara
ulasarak enfeksiyonu yeni bdlgelere nakledebilecegi
sonucuna vartlmistir (GOULD ve HIGGS, 2008).
Hastaligi belirli bir tedavisi yoktur, hafif seyirli en-
feksiyonlarda destekleyici tedavi ile hasta hayvan
kendiliginden iyilesebilir. RVF’ye kars1 gelistirilmis
veteriner kulanim amagh canli atteniie ve inaktif
formda asilar mevcuttur. Ayrica askeri personel ve
laboratuvar ¢alisanlarini1 enfeksiyona karsi korumak
amaciyla 1980’ ler den itibaren Amerika’ da lisansh
RVF agilart kullanilmaktadir (PITTMAN ve ark.,
1999).

Bati Nil Virus Enfeksiyonu: Bati Nil Virusu
(WNV), Afrika, Asya ve Giiney Avrupa’da uzun
siredir ~ bilinen, artropodlarla  bulasan  ve
Flaviviridae  ailesine mensup bir  virustur
(GODDARD ve ark 2002; GIRARD ve ark. 2004;
GOULD ve ark., 2006). Virus, son zamanlarda in-
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sanlarda ve tek tirnaklilarda artan sayida ensefalit
vakasi ile seyreden salginlara sebep olmaktadir.
Virus ilk defa Uganda’nin Bat1 Nil bolgesinde atesli
bir hastalik gegiren bir kadindan izole edilmistir.
Kisa bir siire sonra da Afrika, Orta Dogu ve Giliney
Avrupa’da insanlar, kuslar ve sivrisineklerde yaygin
olan Flaviviruslar arasina girmistir. Her ne kadar bu
bolgelerde enfeksiyonlar sik¢a goriilmiisse de son
zamanlara kadar genellikle hafif veya subklinik se-
yirli idi. Fakat 1990’larin basindan itibaren WNT
enfeksiyonunun insanlardaki sikligi ve ciddiyeti
artmistir (GOULD ve HIGGS, 2008) Dahasi, enfek-
siyon daha Onceleri etkilenmemis bolgelerde de go-
riilmeye baslamistir. Buna en ¢arpici 6rnek virusun
1999 yilinda Amerika Birlesik Devletleri New York
sehrinde goriilmesi ve bunu takip eden 3 yil igeri-
sinde Kuzey Amerika’da ki omurgalilar ve insan-
larda yayilmasidir (LANCIOTTI ve ark., 1999).

WNV, Flaviviridae ailesinde Flavivirus genusu
icerisinde yer alan Japon Ensefalit virus kompleksi
igerisinde yer alir (BUCKLEY ve ark., 2006). Bu
kompleksin diger iiyeleri Japon encephalit virusu,
Saint Louis encephalit virusu ve Murray Valley
encephalit virustur (WEAVER ve ark.,2004). Ge-
nom yapilarinin filogenetik analizi virusa ait iki hat-
tin varligin1 ortaya koymustur. Birinci hatta ait
viruslar Kuzey Dogu Amerika Birlesik Devletleri,
Israil, Afrika, Hindistan ve Rusya’dan izole edilmis
iken, ikinci hatta ait viruslar sadece Sahra Afrikasi
ve Madagaskar’dan izole edilmistir (PARREIRA ve
ark., 2007).

Diger Japon ensefalit virus grubundaki viruslar
gibi WNV de arthropod nakil siklusu ile varligini
sirdiiriir. Sivrisinekler ana vektorlerdir. Vahsi kus-
lar ise ana konakgidirlar.

Korunma amaciyla daha onceleri sadece sivri-
sineklerle miicadele yontemleri kullanilirken, gii-
niimiizde asilama calismalar1 kullanilmaktadir. Bu
amagla insanlarda ve diger omurgalilarda inaktif,
canli atteniie ve rekombinant as1 denemeleri yapil-
maktadir (LUSTING ve ark., 2000). Tirkiye’de
West Nile virusunun izolasyonu heniiz gergekles-
memis olsa da memeli tiirlerinde serolojik bulgula-
rma rastlanmistir (OZKUL ve ark., 2006).

Kene Kaynakli Ensefalit Virus: Kene Kaynakh
Ensefalit Virus (TBEV) Avrupa ve Asya’da insanla-
rin en tehlikeli noroenfeksiyonlarindan sorumlu
olan ajanlar arasindadir (MANDL, 2005).
Flaviviridae familyasiin Flavivirus genusuna da-

hildir (HEINZ ve ark., 2000). Yildan yila ve bolge-
den bolgeye degismekle birlikte, yilda ortalama
10000 civarinda hastane vakasi rapor edilmektedir.
Dogal kosullarda virus keneler (Ixodes ricinus ve
Ixodes persulcatus) ve bazi vahsi omurgalilarda
sirkiile olur fakat endemi meydana getirebilmesi
icin oOzellikle kene ve omurgalilar arasinda
horizontal nakil gereklidir (NUTTALL ve
LABUDA, 2003). TBE, insanlara genellikle yetis-
kin kenenin 1sirmasiyla geger. Bazen de nadir vaka-
larda kenelerin 1sirmasiyla viriisii barindiran ve
viremik faz sirasinda viriisii siite aktarabilen koyun
ve kegilerin pastorize edilmemis siitlerinin tliketil-
mesiyle bulasir (BURKE ve MONATH, 2001). In-
sanlar hastaligin son konakgisidir ve virusun dogada
sirkiile olmasinda rol almazlar.

TBE ile miicadele amaciyla formalin ile
inaktive edilmis virus asilar1 kullanilmaktadir ve
hastaliga kars1 oldukga yiiksek bir bagisiklik kazan-
dirmaktadir. Yilda ortalama 700 vakanin meydana
geldigi  Avusturya’da popiilasyonun neredeyse
%901 asilanmistir ve bu yogun asilama programi-
nin basglamasiyla vaka sayisinda belirgin diisiis goz-
lemlenmigtir (KUNZ, 2003).

Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii Enfeksi-
yonu: Kirim Kongo Kanamali Atesi Hastaligi
(KKKA), Afrika, Asya, Batt Avrupa ve Orta Do-
gu’da gorillen Olimcil bir virus enfeksiyonudur
(WATTS ve ark., 1988). KKKA’ nin tarihteki ilk
bahsine 12. yy. da bugiinkii Tacikistan bdlgesinde
rastlamaktayiz. Hastalik normalde karatavuklara pa-
razitlenen bir kene tarafindan olusturulan ve insan-
larda idrarda, rektumda, disetlerinde ve karin boslu-
gunda kanamalara yol acan hemorajik bir hastalik
olarak tarif edilmistir. Ayrica hastalik Ozbekis-
tan’da ylzyillardir degisik adlarla bilinmektedir
(HOOGSTRAAL, 1979).

Hastalik 1960’11 yillarin ortalarina kadar iki ay-
11 virus tarafindan olusturulan iki ayr1 hastalik ola-
rak diigiiniilmekteydi ve Kirim hemorajik atesi ve
Kongo hemorajik atesi adlariyla anilmaktaydi
(SIMPSON ve ark., 1967). Daha sonra bu bolgeden
(Kazakistan ve Ozbekistan) izole edilen viruslarla
(CASALS, 1969), Afrika’da Kongo ve Uganda’dan
izole edilen ve Kongo virusunun aslinda ayni
viruslar oldugu tespit edilmistir. Bu kesifle birlikte
hastalik son seklini almig ve Kirim-Kongo
Hemorajik Atesi olarak adlandirilmigtir (CASALS
ve ark., 1970).
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Hastaligin etkeni olan virus Bunyaviridae aile-
sine mensup Nairovirus genusunda yer alir ve in-
sanlarda %3-30 oraninda 6liim oranina sahip ciddi
hastalik tablolar1 meydana getirir (ERGONUL ve
ark., 2004). KKKAV’nin cografik dagilimi tibbi
acidan Oonemli kene kaynakli enfeksiyonlar iceri-
sinde en genis olanidir (Sekil 1).

.
i’ 8
ed
Sekil 1: KKKAV’ nin Diinya’daki Cografi Dagilimi

(ERGONTUL, 2006)
® Virus izole edilen bolgeler

[ Risk altinda olan bolgeler

KKKA enfeksiyonunun insanlara bulasmasinda
en Onemli yol virus tasiyicist olan Hyolomma
genusuna ait kenelerin i1sirmasidir. Bunun disinda
KKKA, enfeksiyonun akut fazinda olan hastalarla
direkt temas veya viremik donemde olan hayvanla-
rin kan veya organlariyla temas virusun bulagma-
sinda rol oynar (WHITEHOUSE, 2004). Evcil hay-
vanlarda hastalik tablosu ¢ok hafif veya subklinik
halde seyrederken insanlarda progresif hemoraji,
myalji ve atesle seyreden ciddi hastalik tablolar
meydana getirmektedir. Tirkiye’de son alti yilda
meydana gelen vakalarin sayisi dramatik bir sekilde
artmistir. Her ne kadar komsu iilkelerde hastaliga ait
epidemiler 1970’ lerden beri bildirilmekte ise de, ilk
KKKA vakasi tilkemizde 2002 yilinda bildirilmigtir
(KARTI ve ark., 2004). 2002 -2005 yillar1 arasinda
T.C. Saghk Bakanlig1 tarafindan 500 vaka rapor
edilmistir ve bunlarin 26’s1 (%5.2) 6liimle sonug-
lanmustir (T.C.Saglik Bakanligi, 2005).

Hastaligin  tedavisinde su anda sadece
semptomatik tedavi uygulanmaktadir. Ribavirin te-
davisinin faydali oldugu her ne kadar ¢ogu tlkede
onaylanmamissa da yapilan bir in-vitro ¢alisma

(WATTS ve ark.,1989) ribavirinin viral aktiviteyi
engelledigini bildirmistir. Giinliimiizde hastaliga
kars1 her hangi bir etkin as1 bulunmamaktadir, an-
cak caligmalar devam etmektedir.

Deng Ategi: Diinya’da her yil 100 kisiden biri
Deng virusun (DENV) 4 serotipinden birisiyle
enfekte olmaktadir. Virus Flaviviridae ailesi igerin-
de yer alan Filavivirus genusu igerinde yer alir.
Deng Atesi/Deng Hemorajik atesi/ Deng Sok Send-
romu (DF/DHF/DSS) epidemisi ilk kez 50 y1l 6nce
Giiney Dogu Asya’da ortaya ¢ikmigti Ancak hasta-
ligin Amerika’da goriilmesi 1981 yilinda, Giiney
Asya’da goriilmesi ise 1989 yilinda ger¢eklesmistir
(KYLE ve HARIS, 2008). DHF/DSS’nin ilk ortaya
¢iktigi 1950’lerden bu yana insidensi 500 kat art-
mistir ve diinyada neredeyse yiizii askin iilkede sal-
gin meydana getirmektedir (WHO, 2000). Hastali-
gin bulasmasinda Aedes cinsi (0zellikle aedes
aegypti ve aedes albopictus) sivrisinekler 6nemli rol
oynar. Klinik olarak en 6nemli belirtiler ates, bas
agrisi, retro-orbital agri, myalji, arthralji ve kasinti-
dir. DHF kendini damar permeabilitesinde artma,
trombositopeni ve hemorajilerde artma ile belli
ederken, DSS intersitisyal alanlara sivi akisi ve bu-
nun sonucunda meydana gelen hipovolemik sok ve
oliimlerle karakterizedir. DENV ‘ye bagh fark edi-
lebilen hastaliklarm miktar1 bir buzdagina benzetil-
mektedir. Tiim Deng virus enfeksiyonlarin yaklagik
%50-90"1 asemptomatik seyrederken
(BALMASEDA ve ark., 2006), klinik enfeksiyonla-
rin orant sadece %10 civarindadir (WHO, 2000)
(Sekil 2).

DSS—

Bl

—DHF

DF
(unreported)

Asymptomalic
DENY infections

Sekil 2: DENV enfeksiyonu piramidi: Tiim diinyada yilda yak-
lagik 100 milyon enfeksiyon meydana geldigi tahmin edilen en-
feksiyonun sadece %10 kadar1 semptomatik ve rapor edilen en-
feksiyonlardir (KYLE ve HARIS, 2008).
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Sonu¢

Son yillarda, tiim diinyada oldugu gibi iilke-
mizde de arbovirus enfeksiyonlarin goriilme sikligi
artmistir. Her gecen giin insanlarda rapor edilen va-
karlarin sayisi ¢ogalmaktadir. Buna ek olarak, hay-
vanlarda ciddi ekonomik kayiplara sebep olan en-
feksiyonlar meydana getirmekte ve bu durumun agir
sosyoekonomik yansimalar1 olmaktadir. Global ik-
lim degisiklikleri, virusun tagtyicisi olan eklem ba-
caklilarin yasam alanimi degistirmekte ve gelistir-
mektedir. Buna bagh olarak, arboviruslarin yayilimi
da tiim diinyada artan bir sekilde tehlike arz etmek-
tedir. Tehlikenin esas boyutu, bu hastaliklarin ¢ogu-
na kars1 etkili bir as1 veya tedavi gelistirilememesi,
son konaklar arasinda virus naklinin miimkiin olma-
s1 ve bazen insanlarda 6liimle sonuglanmasidir.

Arboviral enfeksiyonlar tiim diinyada “Tehlike
arz eden yeni viruslar” olarak tanimlanmaktadir.
Pek ¢ok iilke bu viruslarin sinirlarina giris yollarini
aragtirmakta, erken uyar sistemleri ile 6nlem alma-
ya c¢aligirken, bir yandan da etkili as1 ve tedavi ge-
listirme ¢aligmalar1 yapmaktadir. Ulkemizde mey-
dana gelen vakalarin, ekonomik kayiplarin ve 6liim-
lerin sayisinin artmamasi i¢in bu viruslarla ilgili da-
ha fazla arastirmaya ve bilince ihtiya¢ vardir.
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Kanath Salmonella Asilarina Farkh Perspektiften Bakis

El¢in GUNAYDIN'

! Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Ankara, Central Veterinary Control and Research Institute, Ankara

Ozet: Salmonella infeksiyonlarindan korunmada asilama oldukga giiclii bir aragtir. Daha etkili ve daha giivenli Salmonella asi-
larmin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Salmonella virulensinin genetigi hakkinda elde edilen bilgiler ve modern rekombinant
DNA teknolojisi; ¢oklu, belirlenmis, atteniie ve irreversible mutasyonlarin bakteri genomu igerisine dahil edilmesi gerekliligi iizerin-
de durmaktadir. Bu genler bakteriyel yapisal komponentlerin (Lipopolisakkarit; LPS, dis membran proteini; outer membran proteini,
OMP) veya temel metabolitlerin (aromatik aminoasit, purin, primidinhistidin) biyosentezinden sorumlu olan ‘house-keeping genes’
olarak adlandirilan genlerdir. Salmonella’nin konak iginde hayatta kalabilmesini saglayan ¢ok sayida gen identifiye edilmistir. Bu
genlerde meydana getirilen mutasyonlarla yeni ast suslart denenmistir.

Anahtar sozciikler: Salmonella, mutasyon, ast susu.

View at Poultry Salmonella Vaccines with Different Perspective

Abstract: Vaccination is a powerful tool for the protection of Salmonella infections. There is a need to develop more effective
and more reliable Salmonella vaccines. The knowledge achieved about the genetics of Salmonella virulence and modern recombinant
DNA technology dwell upon a subject of the necessity of inserting multiple, specified, attenued and irreversible mutations into the
bacterial genome. These genes, responsible for biosynthesis of bacterial basic structural components (Lipopolisaccharide; LPS, outer
membran protein; OMP) or basic metabolits (aromatic aminoasit, purin, primidinhistidin) are termed as house-keeping genes. Many
genes, eliciting survival of Salmonella into the host were identified. New vaccine strains were experienced by the mutations achieved

in the genes.

Key words: Salmonella, mutation, vaccine strain.

Giris

Kanatlilarda Salmonella infeksiyonlarina neden
olan Salmonella serovarlari konakgi-bagimli ve ko-
nake¢i-bagimsiz serovarlar olmak iizere 2 baslik al-
tinda degerlendirilir. Kanatlilarda, Salmonella
infeksiyonlarma kars1 etkili koruyucu onlemlerin
alinmas1 Oncelikle Salmonella salgilarinin izlerini
siirmekle basarilmstir. Ingiltere ve Kuzey Ameri-
ka’da Salmonella insidensinin rapor edildigi
dokiimanlar 1930’lu yillarda baslamaktadir. Ameri-
ka Birlesik Devletleri’nde 1935 yilinda Salmonella
enterica  subsp. enterica serovar  Pullorum
(Salmonella Pullorum) infeksiyon diizeyini azalt-
mak i¢in olusturulan ‘Ulusal Kanatli Koruma Prog-
ram1’ boyali antijenle aglutinasyon ve tam kan testi
kanatlh siiriilerinde istege bagimli olarak genis kap-
samli olarak kullamlmistir (BAUMLER ve ark.,
2000). Es zamanl olarak, kimi Avrupa iilkelerinde
de benzer koruma kontrol programlart uygulanmig-
tir. ‘Ulusal Kanatli koruma Programi 1954 yilinda
Kanatli Tifosu etkeni olan Salmonella Gallinarum’u
da icine alacak sekilde degistirilmistir. Bu iki
Salmonella biyotipi (Pullorum ve Gallinarum) ayni

Derleme
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serovara ait olduklar1 i¢in Salmonella Pullorum po-
zitif hayvanlarin imhasi tifo insidensini de etkin bir
bicimde diislirmiistiir. Boylelikle 1960-1970’1i yil-
larda Salmonella  Pullorum ve Salmonella
Gallinarum Ingiltere ve ABD’de ticari kanatli siirii-
lerinden elimine edilmistir. 1900’lerin basinda, in-
san Salmonella Enteritidis infeksiyonlar1 kanatlilar-
la iligkilendirilmemis, bu patojenin tek bilinen hay-
van rezervuarinin rodentler oldugu disiiniilmiistiir
(BAUMLER ve ark., 2000; WOLFGANG ve ark.,
2000). 1930’larda monitoring c¢aligmalar1 bagladi-
ginda etkenin ortaya konulamamasi ve kanatlilarin
1960’11 yillara dek bu mikroorganizma ile infekte
olmamasi, bu hipotezin ¢ok gegcmeden ¢iiriitiilmesi-
ne neden olmustur. Epidemiyolojik arastirmalarin
retrospektif analizlerinden ortaya c¢ikan sonuglar
Salmonella  Enteritidis’in - neden oldugu insan
salmonellosis epidemilerinin, avian Salmonella
Pullorum ve Salmonella Gallinarum’un bosalttig
ekolojik boslugu Salmonella Enteritidis’in doldur-

mast sonucu sekillendigini gostermistir
(BAUMLER ve ark., 2000; WOLFGANG ve ark.,
2000). Retrospektif  analizler ~ Salmonella
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Enteritidis’in kanatl siiriilerine girisinin 1960’larda
oldugunu ve bunun evcil kanathlarda konakgi-
bagimli Salmonella patojenlerinin eradikasyonu ile
cakistigini ortaya koymaktadir. Her {i¢ patojen ortak
immunodominant yiizey antijenini paylastig1 ve do-
layisiyla ayni serogrupta yer aldiklart icin iki ko-
nakg¢i-bagimli Salmonella serovarina karsi olusan
stirii immunitesi, gectigimiz ylizyilin ikinci yarisin-
da Salmonella Enteritidis’in kanatli siiriilerindeki
sirkiilasyonunu engellemistir. Bu nedenledir ki;
serogrup B’de yer alan Salmonella Typhimurium
uygulanan koruma ve kontrol programlarindan etki-
lenmemis ve stabil bir insidensle seyretmistir
(BAUMLER ve ark., 2000; WOLFGANG ve ark.,
2000).

Salmonella infeksiyonlarinin kontroliinde, etki-
li ve giivenilir Salmonella agilarmin kullanimi yo-
niinde duyulan ihtiyag, arastirmacilar1 farkli asi
suslar1 tizerinde ¢alismaya yoneltmektedir. Virulens
genlerinde olusturulan mutasyonlarla gelistirilen as1
suslartyla ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur
(MASTROENI ve ark., 2000). Burada halihazirda
kullanilan ve halen arastirmalari devam eden mu-
tasyona ugratilmis bazi as1 suslar1 hakkinda bilgi
verilecektir.

9 R Susu: Belirlenmemis mutant sus
Salmonella Gallinarum 9R’nin tavuklart virulent
Salmonella Gallinarum ve Salmonella Enteritidis’e
karst koruyabildigi bilinmektedir (SMITH 1956;
BARROW 1991). Fakat as1 bazi tavuk irklarinda
dalakta lezyonlara ve hepatitise yol agmakta ve
Salmonella Typhimurium’a karsi koruma saglama-
maktadir (SILVA ve ark., 1981). Salmonella
Gallinarum 9R susu 1950’lerden beri tavuklarda
canli as1 olarak kullanilmaktadir. 9R kanatli tifo asi-
s1, besinsel kalitesi diisiik bir besiyerinde pasajlar
yapilarak iiretilmis ve ergin tavuklarda sistemik
infeksiyona kars1 giiclii bir koruma saglamigtir. 9R
susu rough bir sus olup, direkt lipopolisakkarite kar-
st antikor Uretimini stimiile etmemektedir. Asi
susunun bu oOzelligi olduk¢a degerlidir. Ciinki
Salmonella  enfeksiyonunun tespitinde kullanilan
serotip-spesifik serum IgG varligina dayali serolojik
testlerle  interfere = olmamaktadir (ZHANG-
BARBER ve ark., 1999).

Dis membran proteini (Outer membran pro-
tein; Omp): OmpR regiilatér sistemin bir
komponentidir. OmpR temel outer membran prote-
inlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu regiile

eder. Bu operon, serbest yasam alanlarinda ve hay-
van barsaginda Salmonella’nin farkli gevresel ko-
sullara adaptasyonunu saglar (MASTROENI ve
ark., 2000). Salmonella Enteritidis’in infeksiyon
olusturabilmesi intestinal epitelliyal hiicrelere tu-
tunma, kolonizasyon ve invazyon yetenegine bagli-
dir. Tutunma patogenesisin birinci basamagidir.
Bakterinin tutunmasi kollektif olarak adhesin olarak
bilinen proteinler tarafindan gerceklestirilmektedir.
Bu sathanin blokaj1 bakteriyel infeksiyonu engelle-
menin en etkili stratejisidir (KHAN ve ark., 2003).
Salmonella Enteritidis’in outer membran proteinleri
adjuvant ile as1 olarak kullanildiklarinda, virulent
Salmonella suslarina maruz birakilan tavuklardan
alman kloakal svaplardan yapilan ol¢iimlerde digki
ile sagilimin engellendigi ve yiiksek antikor cevabi-
nin sekillendigi ortaya konmustur (MEENAKSHI
ve ark., 1999).

Galactose epimerase-less (galE) mutantlari:
Gal E mutantlari, uridine diphosphate-galactose
(UDP-Gal) epimerase (galE) enziminin eksikligin-
den dolayi, uridine-diphosphate-glucose (UDP-
Gul)’dan UDP-Gal’1 sentezleyemezler. Galaktoz,
Lipopolisakkaritin ve baz1 Salmonella serotiplerinde
O-polisakkarit yan zincirinin bir komponentidir.
Sonu¢ olarak, galE suglarn galaktoz yoklugunda
rough koloniler seklinde iirerler. Eksojen olarak
galaktoz saglandiginda; Salmonellalar,
galactokinase ve galactose 1-P uridyl transferase
enzimini kullanarak LPS molekiilii igcine seker dahil
ederek smooth LPS sentezleyebilirler ve bu sayede
son liriin UDP-Gal olustururlar. Fakat galE yoklugu,
azalan virulensle sonuglanan ve hiicreler i¢in toksik
olan Gal-1-P ve UDP-Gal birikimine neden olmak-
tadir (MASTROENI ve ark., 2000). Salmonella
Typhimurium’un canli galE mutantlar ile oral yolla
asilanan ve 14 giin sonra oral yolla Salmonella
Typhimurium’a maruz birakilan 1 giinliik civcivler-
de fekal sacilimin azaldigi, kiimeslerden ve kesim-
hanelerden alinan ¢evresel Orneklerde Salmonella
tastyicilik diizeyindeki diislisiin dikkate deger oldu-
gu bildirilmistir. Bu agmnin, tavuklarin canli agirlik
kazaniminda da 6nemli etkiye sahip oldugu bildi-
rilmigtir (WRAY ve ark., 1983).

Adenylate cyclase (Cya) ve cyclic AMP
reseptor (crp) mutantlari: Cya ve crp genleri;
hiicre ylizeyi OMP, flagella ve fimbriyanin ekspres-
yonunda, karbonhidrat ve aminoasitlerin transpor-
tunda ve kullaniminda gorev alan ¢ok sayida ve ce-
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sitlilikteki  genin  ekspresyonunu regiile eder
(MASTROENI ve ark.,, 2000). Salmonella
Tyhimurium susunun cya- crp mutantlar ile oral
immunizasyon, asili tavuklarda antikor yanitim
(IgA, IgG, IgM) ve hiicresel immun yaniti indiikle-
mektedir (MASTROENI ve ark., 2000). Canl
attenilie cya-crp mutantlar ile yapilan galigmalarda,
homolog ve heterelog suslarla tavuklar karsi kargiya
birakildiginda tavuklarin gastrointestinal sisteminde
visseral kolonizasyonun ve invazyonun azaldigini
ortaya konmustur. Ayrica bu as1 yumurta iiretimine
herhangi bir etki yapmaksizin en az 11 ay kadar
virulent homolog ve heterelog Salmonella suslarinin
intestinal, visseral, reprudiiktif ve yumurta
kolonizasyonuna karsi koruma saglamaktadir
(HASSAN ve CURTIS 1994, 1997).

Aromatik bagimh asilar: Salmonella aromatik
(aro) biyosentetik yolun final iiriiniinden para-
amino-benzoic-acid (PABA) ve 2,3-
dihydroxybenzoate (DHB) sentezler. Aro genlerin-
de mutasyon olusturulan Salmonellalar, kiiltiirleri
yapilan makrofajlarda, memeli dokularinda iireme
kabiliyetlerini yitirmistir ve birgok hayvan tiirli igin
etkili asilardir (HOISETH ve STOCKER, 1981;
FIELDS ve ark., 1986). Canli atteniie Salmonella
suslar;, neonatal civcivlerin normal barsak
mikroflorasi olmadigi i¢in, bu hayvanlarin alimentar
bolgesine kolonize olabilmektedir. Bu durum, ya-
samin ilk giinleri igerisinde virulent Salmonella
suslarmin kolonizasyonunu engellemektedir. Bu fe-
nomene kolonizasyon-inhibisyon adi verilmektedir
(BARROW ve ark., 1987; BERCHIERI ve
BARROW 1990). Bu inhibitér fenomenin test edi-
len tim Salmonella suslarinda gozlenmedigi rapor
edilmistir. Bir diger hipotez ise kullanilabilir karbon
kaynaklar1 ve elektron akseptdrlerinin olmamasi do-
layisiyla ikinci susun suprese olmasidir (ZHANG-
BARBER ve ark., 1997; VAN IMMERSEL ve ark.,
2002). Salmonella Enteritidis’in Aro mutantlar1 ku-
luckadan yeni ¢ikan civcivlerde ve ergin tavuklarda
oldukga giivenlidir. Kulugkadan yeni ¢ikan civcivle-
rin oral yolla agilanmasi sonucunda sekumda bakteri
sayisinda ¢ok fazla artis olmasmma ragmen,
immunizasyondan bir giin sonra herhangi bir yan
etkiye rastlanmadigi ve infeksiyona karsi direng
saglandig1 ortaya konmustur (COOPER ve ark.,
1992, 1994). Intramuskuler asilama yapmadan, sa-
dece oral agilama sonrasinda geng tavuklar virulent
susa oral ve intramuskuler olarak maruz birakildik-

larinda bakteriyel sagcilimin 6nemli 6l¢iide azaldig:
ve dalak, karaciger, ovaryum ve sekumda
kolonizasyonun kaydadeger bir sekilde geriledigi
gozlenmistir (COOPER ve ark., 1992, 1994). Oral
ve intramuskuler as1 kombinasyonunun uygulamasi
sonrasinda, gen¢ tavuklar oral yolla Salmonella
Enteritidis’e maruz birakildiginda ovaryumlarda ar-
tan bir korumanin saglandigi  bildirilmistir
(BARROW ve ark., 1990). Aym1 zamanda aro
mutantlari ile agilama, asili tavuklara infekte tavuk-
lardan wild-type salmonellalarin gegisini engelle-
mektedir (COOPER ve ark., 1993). Salmonella
Gallinarum aro mutant1 ile oral agilama yapmadan
sadece intramuskuler asilama, tavuklar1 virulent
susla oral maruz birakilisa karst korumaktadir.
Salmonella Enteritidis rough aro mutantlar ile
immunizasyon, oral yolla virulent Salmonella
Enteritidis’e maruz birakilan tavuklarda zayif ko-
ruma saglar. Bunun sebebi heniiz agikliga kavus-
mamakla birlikte rough as1 susunun anti-O antikor
olusturmadaki yetersizligi oldugu diistiniilmektedir
(VAN IMMERSEL ve ark., 2002).

DNA adenine methylase (Dam) mutantlari:
DNA metilasyonunun degistirilmesine dayali asilar,
kanatlilarda 6n Salmonella kontaminasyonunu azal-
tarak, insanlara gida ile bulasabilen bu patojenin po-
tansiyel tehdit olmasini engelleyebilmektedir. DNA
metilasyonu, Salmonellalar1 igine alan
proteobakterlerin gamma alt grubundaki ¢ok sayida
patojenin virulensinde rol alir. Virulenste DNA
metilasyonunun etkinligi ve koruyucu immun cevap
olusturmasi, gen ekspresyonunda global regiilator
olarak gdrev yapma kapasitesinin bir neticesidir
(HEITHOFF ve ark., 1999; LOW ve ark., 2001;
MAHAN ve LOW, 2001). DNA adenine methylase,
Escherichia coli (VAN DER WOUDE ve ark.,
1996) ve Salmonella spp.’de (NICHOLSON ve
LOW, 2000) ¢ok sayida adhezinin iiretimini ve
Salmonella infeksiyonun sekillenmesi igin gerekli
olan bir¢ok virulens geninin regiilasyonunu iistlen-
mektedir. Bu tarz ektopik gen ekspresyonlari, asili
hayvanlarda goriilen ve etkili immuniteyi sekillen-
diren ¢ok sayida ve gesitlilikte antijenin iiretimi ile
sonuglanabilmektedir (HEITHOFF ve ark., 1999,
2001). Bu nedenle dam aktivasyonunun denetim di-
s1 birakilmasinin, birgok hayvani infekte eden farkli
patojenlere kars1 koruyucu immun cevabi ortaya ¢i-
karmanin bir yolu oldugu bildirilmektedir (LOW ve
ark., 2001; MAHAN ve LOW, 2001). DUEGER ve
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ark., (2001) 15’1i gruplar halinde 30 adet kulugka-
dan yeni ¢ikan civcivle yaptiklari ¢alismada, Dam-
Salmonella Typhimurium UK-1’e maruz biraktikla-
1 I. Grubun yasadigini, II. Gruba ise Dam arti
Salmonella Typhimurium UK-1 verdiklerinde 15
civcivden 8’inin o6ldiigiinii bildirmislerdir. Bu ¢a-
lismanin sonucunda Dam’da olusturulan mutasyo-
nun Salmonella Typhimurium UK-1°1 atteniie ettigi
ortaya konmustur. Aymi arastirmacilar Dam-
Salmonella Typhimurium UK-1 ile asiladiklart civ-
civleri Salmonella Typhimurium F98’¢ maruz bi-
raktiklarinda, asili hayvanlarin dalak, karaciger,
bursa Fabricius, ileum, sekum ve diskilarindan yap-
tiklar1 incelemelerde Salmonella Typhimurium
F98’e rastlamadiklarini, asilanmayan hayvanlarda
ise bu organlarda etkeni izole ettiklerini bildirirken,
homolog susa karsi koruma saglandigim belgele-
mislerdir (DUEGER ve ark., 2001).

Putative NADH-ubiquinone oxidoreductase
(nuoG) mutantlar: Bu mutant susla atteniiasyonun
mekanizmasi tam olarak agiklaga kavusmamis ol-
masina ragmen; nuoG mutantlarinin tek karbon
kaynagi olan asetatta ¢cok zayif iiredikleri bilinmek-
tedir (ARCHER ve ark, 1996). NADH
dehydrogenase I kompleksi, elektron transport zin-
cirinin ilk komponentidir. Nuo mutantlarinin fer-
mente edilemeyen karbon kaynaklarindan enerji
ekstrakte etmede wild-type suslara gore daha az et-
kin olmalar atteniiasyonun bir sebebi olarak goste-
rilmektedir. NADH dehydrogenase-I’de nuoG mu-
tasyonu, sekumda kolonizasyonunun azalmasi, da-
lak ve karacigerde bakteri iiremesinin durmasiyla
virulent Salmonella Gallinarum susunu olduk¢a
attenlie eder. Canli nuoG mutanti ile tek doz oral
immunizasyon sonrasinda, virulent Salmonella
Gallinarum’a maruz birakilan 2 haftalik piliglerde
mortalitenin % 75’ten % 8’in altina diistigi bildi-
rilmistir (ZHANG-BARBER ve ark., 1998).

Sicaklik Duyarh (Temprature sensitive -Ts)
mutantlar: Fareler virulent Salmonella suslarina
oral veya intravendz maruz birakildiklarinda, Ts
Salmonella suslari ile immunizasyonun, Salmonella
antikorlar ve antikor salgilayan hiicrelerin sayila-
rinda artiga yol actig1 bildirilmistir. Ts mutantlari fa-
relerde subkutandz olarak lireyebilmekte ve septik
arthritise neden olabilmektedir. Bu bulgular; mutant
susun diigiik 1sinin bulundugu viicut alanlarinda po-
tansiyel iireme gosterebildiginin delili niteligindedir
(MASTROENI ve ark., 2000). Cerquetti ve

Gherardi (2000), tavuklar1 Salmonella Enteritidis
E/1/3/ Ts mutantinin multiple oral dozlarina maruz
biraktiklart ¢alismalarinda, herhangi bir hastalik
tablosuna rastlamamakla birlikte sekal
kolonizasyonda azalma oldugunu ve virulent
Salmonella Enteritidis ve Salmonella Gallinarum’a
kars1 korunmanin saglandigini ortaya koymuslardir.

Sonug olarak, c¢oklu, belirlenmis, atteniie ve
irreversible mutasyonlarin bakteri genomu igerisine
dahil edilmesi sonucu gelistirilen as1 suglariyla ka-
natlilarda Salmonella infeksiyonlarindan korunma-
da anlamli sonuglar alinmakla beraber konuyla ilgili
aragtirmalar devam etmektedir.
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Staphylococcus aureus Ekzotoksinleri
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Ozet: Saphylococcus aureus, konakgilarinda kolonize olabilmek ve hastalik olusturabilmek igin ¢ok gesitli ekzotoksinlere sa-
hiptir. Bu ekzotoksinlerin esas gorevi konake¢1 dokularini, bakterinin gelismesine uygun hale getirmektir. Bu derlemede, Saureus ta-
rafindan salgilanan ekzotoksinlerin ve hemolizinlerin yapilarindan ve biyolojik fonksiyonlarindan bahsedilmistir.

Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus, ekzotoksin, hemolizin, yapi, biyolojik fonksiyon.

Exotoxins of Staphylococcus aureus

Summary:Staphylococcus aureus has a wide variety of exoproteins that contribute to its ability to colonize and cause disease in

its hosts. The main function of these proteins are to convert local tissues into suitable condition for bacterial development. This re-

view addresses the structure and biological functions of the exotoxins and hemolysins secreted by Saureus.

Key words: Staphylococcus aureus, exotoxin, hemolysin, stucture, biological function.

Giris

Saphylococcus aureus’un neredeyse biitiin
suslar1 bir grup enzim ve sitokin {iretir. Salgilanan
bu enzim ve sitokinler arasinda dort hemolizin (alfa,
beta, gamma, ve delta), niikleazlar, proteazlar,
lipazlar, hiyaluronidaz ve kollagenaz bulunmakta-
dir. Bu proteinlerin esas gorevi konakgi dokularini,
bakterinin gelismesine uygun hale getirmektir. Di-
ger bazi suslar da, toksik sok sendrom toksin-1
(TSST-1), stafilokokkal enterotoksinler (SEA, SEB,
SEC, SED, SEE, SEH ve SEI), eksfoliatif toksin ve
l16kosidin gibi ek ekzoproteinlere sahiptirler. Bun-
lardan hemolizinler ve 16kosidin, eksfoliatif toksin,
TSST-1, stafilokokkal enterotoksinler, S.aureus’un
toksinleridir. Bu toksinlerden, TSST-1 ve stafilokok
enterotoksinleri, pirojenik toksin siliperantijenleri
(PTSAg’ler) olarak da bilinirler (DINGES ve ark.,
2000).

1. Hemolizinler ve Lokosidin
S.aureus birgok sitotoksik molekiil iiretir. Bun-
lar kendi aralarinda dort gruba ayrilan hemolizinler
(alfa, beta, delta ve gama) ile Panton-Valentin 16ko-
sidin (PV-16kosidin)’dir (DINGES ve ark., 2000).

Alfa-Hemolizin (Alfa-Toksin)
Saureus suslarimin ¢ogu bu toksini lretir. Alfa
hemolizin memeli hiicrelerine; 6zellikle tavsan erit-
rositlerine karsi toksik olup, dermonekrotik ve
norotoksik ozellikleri de bulunmaktadir. Alfa toksi-
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nin 1 pg’1 tavsanlara intravendz verildiginde letal
etki gostermektedir (DINGES ve ark., 2000).

Alfa hemolizini kodlayan gen (hla), ilk defa
1984 yilinda Gray ve Kehoe tarafindan Saureus’un
kromozomundan klonlanmis ve dizin analizi yapil-
mistir. Olgun protein 33000 molekiiler agirliga sa-
hiptir. Yapisinda sistin bulunmamaktadir. Yapilan
calismalarla bazi suslarin hla genine sahip olmasina
ragmen alfa toksin liretemedikleri anlagilmistir.

Alfa toksinin belirleyici 6zelligi eritrositleri lize
etme kabiliyetidir. Ozellikle tavsan eritrositleri alfa
toksinle hemolize, diger memeli eritrositlerinden
yiiz kat, insan eritrositlerinden bin kat daha duyarh
hiicrelerdir. Alfa hemolizin monomerleri Saureus
tarafindan salgilanir. Daha sonra bu monomerler si-
lindirik heptamerler yapmak iizere hedef hiicrenin
membraniyla birlesir. iste bu oligomerik form
oOkaryotik hiicreleri lize etme 6zelligine sahiptir. Si-
lindirik heptamer formu membranda olusunca,
membranda 1 ya da 2 nm’lik porlar sekillenir. Tok-
sin monomeri hiicre membranina iki farkli yolla
baglanir. Bunlardan ilki alfa toksinin diisiik kon-
santrasyonlarinda sekillenir. Bu durumda yapis1 bi-
linmeyen 6zel bir hiicre yiizey reseptorii proteini
baglarken; alfa toksinin yiiksek konsantrasyonlarin-
da toksin non-spesifik olarak hiicre membranina
kendi baglanir. Monomer, lipid tabakasina penetre
olma kabiliyetine sahiptir. Monomerlerin lipid taba-
kasii gegmesi heptamerik porlarin olusumuyla so-
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nuglanir. Ancak bu porun olusumunun nasil sekil-
lendigine ait kesin bir bilgi yoktur. Ancak toksinin
N-terminal bolgesinin hemolitik porun olusumunda
onemli oldugu ortaya konmustur. Sonucta olusan
por, K" iyonlar1 ile diger kii¢iik molekiillerin hizla
efluksuna, Na“ ve Ca™ ile molekiiler agirhig
1000°den diisiik olan molekiillerin influksuna ve
sonucta olusan ozmotik basing sonucu eritrositlerin
rupturuna neden olur (DINGES ve ark., 2000).

Beta-Hemolizin (Sifingomiyelinaz C)

Saureus’un beta-hemolizini 1935 yilinda bu-
lunmus olup toksinin hemolitik aktivitesinin
37°C’de muamele ve 10°C’de inkiibasyondan sonra
daha ¢ok arttig1 anlagilmis ve buna bagli olarak tok-
sin “sicak-soguk” hemolizin olarak adlandirilmigtir
(DINGES ve ark., 2000).

Beta-hemolizin 35000 molekiiler agirliktadir.
Beta-hemolizin geni (hlb) kromozomal olarak 4-kb
Clal DNA fragmentinde lokalize halde bulunmak-
tadir ve 39000 molekiiler agirligindaki 330 aminoa-
sitlik polipeptidi kodlamaktadir. Toksin ile Bacillus
cereus’un sifingomiyelinazi arasinda 200 rezidiiliik
bir homoloji saptanmustir (%55.7 benzerlik).

1963’de beta-hemolizinin fosforilaz ¢ aktivite-
sine sahip oldugu bulunmustur. Bu aktivite icin
Mg iyonlarmin varhg ve belli oranda
sifingomiyelin ile lizo-fosfodilkolin varlig1 gerek-
mektedir. Eritrositlerin toksin duyarliliklarindaki
farklarin, eritrositlerdeki sifingomiyelin igerigi ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir (DINGES ve ark.,
2000).

Delta-Hemolizin (Delta-Lizin, Delta-Toksin)

Cesitli memeli hiicrelerinde membran hasarina
yol acan delta-toksin, 26 aminoasitten olusmustur.
Ortalama 3000 molekiiler agirlikta ve 26 rezidiiliik
uzunluga sahiptir.

Delta-hemolizin’in %97’si Saureus suslari ta-
rafindan iretilmektedir. Toksinin yiiksek oranda
sitotoksik etkisi olmasina ragmen, hastaliklarin eti-
yolojisindeki 6nemi halen tam olarak bilinmemek-
tedir. Toksinin yiiksek konsantrasyonlariyla yapilan
deneysel c¢aligmalarda, toksinin dermonekrotik ve
letal aktivitesinin varligt da ortaya konmustur
(DINGES ve ark., 2000).

Gamma-Hemolizin ve PV-Lokosidin

Gama-hemolizin neredeyse Saureus’un biitiin
suslar1 tarafindan f{iretilebilmektedir ancak PV-
l6kosidin, suslarin yalnizca %2-3’1 tarafindan iireti-
lebilir. Her iki toksin de iki komponentten olusmus-
tur. Bu komponentler S ve F komponentleri olarak
bilinir ve birbirleriyle iliskisi olmayan salgisal pro-
tein olarak iiretilir (DINGES ve ark., 2000). Prevost
ve ark., (1995), bu komponentlerin, Saureus’un ge-
nomundaki iki farkli bélgeden meydana geldigini ve
bunun sonucunda da toksinlerin olustugunu ortaya
koymuslardir. Her iki sitotoksini de igeren Saureus
suslarinda, ii¢ S komponenti (HlgA, HlgC ve LukS-
PV), iki F komponenti (HIgB ve LukF-PV) bulun-
maktadir.

Gama-hemolizin  genleri, 4,5 kb  Scal
kromozomal bdlgesindeki, tek bir lokustan
transkripte edilmektedirler. Bu genlerin acgik ifade-
leri sirasiyla higA, higC ve higB’dir. Bu {i¢ genin
kodladig1 proteinler birleserek olgun, salgisal toksi-
ni  olustururlar. HIgA  gama-hemolizinin 7,
komponenti olarak, HlgC ise y, komponenti olarak
tanimlanmigtir.  HIgB ve HIgC beraber gama-
hemolizini olustururlar. hlg lokusu, 16kosidin R’yi
kodlayan IUKR lokusu ile hemen hemen benzer ya-
piya sahiptir. Aralarinda sadece birkag niiklotid fak-
lilig1 mevceuttur (DINGES ve ark., 2000).

Prevost ve ark., (1995); PV-lokosidin’i kodla-
yan genleri de klonlamis ve dizin analizlerini yapa-
rak genleri (IJUKS-PV ve IUKF-PV) tanimlamiglardir.
Saureus’'un kromozomundaki 6,5 kb’lik ECORV
fragmenti luk-PV lokusunu tam olarak igermektedir.
Klondan ekstrakte edilen protein 16kotoksik 6zellik
gosterirken, hemolitik aktivite gdstermemektedir.
[UKS-PV geni, 28 rezidiilik sinyal sekansini igeren,
312-aminoasitlik polipeptidi kodlamaktadir. Genin
kodladigi LukS-PV olgun proteini, 32000 molekiiler
agirhiga sahiptir. I[UKF-PV geni ise benzer sekilde,
24 rezidiilik sinyal peptidini igeren, 325-
aminoasitlik, 34000 molekiiler agirligindaki olgun
LukF-PV polipeptidini kodlamaktadir.

Yukarida sozii edilen {i¢ S komponenti ve iki F
komponenti aralarinda birleserek alti farkli, gama-
hemolizin/PV-16kosidin  toksinlerini olustururlar
(DINGES ve ark., 2000). Konig ve ark., (1997), bu
alt lnitelerin tek baslarina hemolitik ve 16kotoksik
aktiviteye sahip olmadiklarini ortaya koymuslardir.
Oysaki ciftler halinde eritrositlere eklendiklerinde
farkl1 seviyelerde aktivasyonlara sahip olduklar
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saptanmigtir. Bunlardan; HIlgA-LukF-PV ve HlgC-
HlgB yiiksek hemolitik aktiviteye sahipken, HIgA-
HIgB cifti iclerinde en yiiksek hemolitik aktiviteye
sahip olanidir. Diger kombinasyonlarda daha diigiik
hemolitik aktivite gozlenmistir. Bununla birlikte bii-
tiin alt1 olast kombinasyon da 16kositleri lize etme
yetenegine sahiptir.

Bu iki komponentli toksinlerin yangisal olay-
lardaki rolleri de incelenmistir. PV-16kosidin’in,
polimorf niikleer lokositlerde graniil sekresyonunu
ve yangisal medyatorlerin salinmasini uyardig1 or-
taya konmus ancak gama-hemolizinin ayn1 yetenege
sahip olup olmadigi agikliga kavusturulamamustir.
Siqueira ve ark., (1997), toksin komponentlerindeki
biitiin kombinasyonlar1 incelemisler ve gama-
hemolizinin polimorf niikleer l6kositleri, PV-
lokosidin’e gore daha az uyardigini ortaya koymus-
lardir. Yapilan galigmalar sonucunda S alt {initesi-
nin, F alt {initesine gére immun yanitin sekillenme-
sinde daha 6nemli oldugu anlasilmustir.

2. Eksfoliatif Toksin
Onceleri, esas olarak faj litik grup 1I
Saureus’larin eksfoliatif toksin {iretiminden sorum-
lu olduklar diistiniilmekteydi ancak giiniimiizde bii-

tin faj gruplarinin eksfoliatif toksin liretebilecegi
anlagilmigtir (LADHANI, 2001).

Eksfoliatif toksinler, genis eksfoliasyonlardan
ufak su kabarciklarina kadar ¢ok genis bir yelpaze-
de hastalik olusturabilmektedirler. Bunlardan
dermatitis eksfoliativa, pemfigus neonatorum, Lyell
hastaligi ve Ritter hastaligi en iyi bilinenlerdir.
Eksfoliatif toksinin yapmis oldugu en yaygin hasta-
lik, Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSSS)
(Stafilokokkal Haslanmig Deri Sendromu) adi ile
anilan hastalik tablosudur. SSSS ¢ocuklarda nadi-
ren, biiyiiklerde ise ciddi hastalik tablolariyla bera-
ber seyrettiginde %50 oraninda mortaliteye neden
olabilir. Ancak toksinin yapis1 ve etkilerinin arasti-
rilmastyla hastaliga kars1 yeni tedavi yontemleri ge-
listirilmektedir (LADHANI, 2003).

1970 yilinda Melish ve Glasgow, Saureus’un
salgiladig1 bir ekzoproteinin yenidogan farelerde
eksfoliasyondan sorumlu oldugunu ortaya koyana
kadar, SSSS ile Saureus arasindaki iliski acikliga
kavusamamuistir. Bu toksin daha sonra izole edilmis,
sekans analizi yapilmis, karakterize edilmis ve bag-
ka bir bakteride (E. coli) klonlanmigtir (LADHANI,
2001).

Saureus antijenik olarak birbirinden farkli dort
adet toksin serotipi iretmektedir. Bunlardan
eksfoliatif toksin A (ETA) ve B (ETB) insanlarda
goriilen SSSS  vakalarindan sorumlu toksin
serotipleridir. Epidemiyolojik caligmalar, ETA’nin
Avrupa ve Amerika’da baskin serotip oldugu,
ETB’nin ise Japonya’da daha yaygin goriildiigiini
ortaya koymustur (LADHANI ve ark., 1999). ETA,
242 aminoasitlik, 26950 Da molekiiler kiitleye sa-
hip, 1s1ya direngli bir toksin olup ETA geni kromo-
zomlarda lokalize halde bulunmaktadir. ETB ise
246 aminoasitlik, 27274 Da molekiiler kiitleye sa-
hip, 1stya duyarli bir toksindir ve geni plazmid loka-
lizasyonuna sahiptir. Saureus, bunlarin yaninda
eksfoliatif toksin C (ETC) ve D (ETD) toksin tiple-
rini de sentezlemektedir. ETC, 27-kDa’luk, isiya
duyarli bir toksin olup, bir atta bulunan deri
infeksiyonundan izole edilmistir. Bunun yaninda
ETC’nin, yeni dogan farelerde ve civcivlerde
intraepidermal catlaklar olusturdugu gozlenmistir.
ETD ise ilk defa, klinik Saureus izolatlarina ait ge-
nomlarin, efa ve etb genleri i¢in problarla goériintii-
lenmesi sirasinda bulunmustur. ETD, 27-kDa’luk
bir protein olup, ETA ile %40, ETB ile %59 ve
ETC ile %13 oraninda bir benzerlik tasimaktadir.
Ancak arastirmacilar, ETD ile SSSS arasinda kuv-
vetli bir iligkinin olmadigini, ETD’nin daha ¢ok de-
rinin epiteliyal bariyerinin bozulmasi ve bakterinin
lokal dokulara bu sayede invaze olarak, rahatca iire-
yebilmesine olanak saglamasi konusunda yardim et-
tigini 6ne siirmektedirler. ETA ve ETB toksinleri
yapilarinda benzer olarak 2 bolgeye sahiptir (S1 ve
S2). Her bolge 6 iplikli B yumagma ve C-terminal
a-heliksine sahiptir. Toksinlerin S1 bdlgesinin N-
terminal kisminin ortasinda ise treonin ve histidin
aminoasitleri bulunmaktadir (LADHANTI, 2001).

Domuz yavrularinda yapilan arastirmalar so-
nunda Saphylococcus hyicus'un, Saureusun
eksfoliatif toksinine benzer bir grup toksin iirettigi
anlasilmig ve bu toksinlerin deri erozyonlari,
eksfoliasyon ve su kabarcigi formasyonuyla karak-
terize eksudatif epidermitis olusturdugu ortaya
konmustur (LADHANI, 2001).

Amagai ve ark., (2000), eksfoliatif toksinin
epidermal hedefi iizerine ¢caligmalar yaparken; SSSS
ile pemphigus foliaceus’un klinik ve histolojik ola-
rak benzer deri lezyonlarina sahip olduklarini ortaya
koymuslardir. Pemphigus foliaceus, desmoglein-
1’in otoantikorlar tarafindan ortadan kaldirilmasiyla
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sekillenen bir otoimmun deri bozuklugudur.
Desmoglein-1 ise chaderin gen siiperailesine dahil,
bir transmembran desmosomal glikoprotein olup,
stiperfisiyal epidermisteki keratinositlerin birbirle-
riyle olan adezyonlarmi korumaktadir (LADHANI,
2001).

3. PTSAg Ekzotoksin Ailesi

PTSAg’ler, Saureus ve  Sreptococcus
pyogenes tarafindan salgilanan ekzotoksin grubu-
dur. PTSAg ailesi TSST-1 ile birgok stafilokokkal
enterotoksini (SEA, SEB, SEC, SED, SEE ve SEH)
ve bir¢ok streptokokkal pirojenik ekzotoksini (SPE
A, B, C, F, G, H ve ] ile streptokokkal siiperantijen)
icermektedir. Bu ekzotoksinlerin her biri en az ii¢
biyolojik  oOzellik  gdstermektedir:  pirojenite,
siiperantijenite ve endotoksin letalitesinin kuvvet-
lendirilmesi. Baz1 PTSAg’ler ek 6zellikler de goste-
rebilmektedir. Ornegin; stafilokokkal
enterotoksinler (SE’ler) kuvvetli emetik ajanlardir
ancak diger PTSAg’lerin bdyle bir 6zelligi bulun-
mamaktadir. Bunun yaninda TSST-1 mukozal yii-
zeyleri gegme kabiliyetine sahiptir ve bakteriyel
hiicre duvari-uyarimli arthritisleri reaktive eden tek
ajandir.  PTSAg’lerin  en  Onemli  ozelligi
siiperantijenitedir. PTSAg’ler T lenfositlerinin
proliferasyonunu stimule ederler (DINGES ve ark.,
2000).

Fonksiyonel benzerliklerinin yaninda
stafilokokkal PTSAg’ler bir¢ok ortak genetik ve bi-
yokimyasal 6zellik de tagimaktadirlar. Toksinleri
kodlayan genler plazmidler, bakteriyofajlar ve
heterolog genetik elementler tarafindan taginirlar ve
bunlar patojenite adalariyla ilgilidir. Bunlarin eks-
presyonu ii¢ diizenleyici sistem tarafindan kontrol
edilmektedir. Bunlar; aksesor gen diizenleyici (agr),
stafilokokkal gen diizenleyici (sar), ve bir katabolit
baskilayict sistemdir (DINGES ve ark., 2000). Her
toksin amino-terminal sinyal sekansi igeren bir
prekiirsér protein igine transle olur. Olgun
PTSAg’ler, molekiiler agirliklar1 20000 ile 30000
arasinda olan kiiciik, nonglikoasile, polipeptid mo-
lekiilleridir. PTSAg’ler kimyasal inaktivasyona,
proteolizise ve 1siyla denaturasyona karsi kismen
dayaniklidir. PTSAg’lerin kendi aralarinda aminoa-
sit sekanslarinin karsilastirilmas: sonucu, %22 ile
%80 arasinda benzerlik saptanmigtir
(SCHLIEVERT ve ark., 1995).

Toksik Sok Sendrom Toksin 1

TSST-1; bakteriyel kromozomun, stafilokokkal
patojenite adasi 1 olarak bilinen 15.2 kb’lik mobil
genetik elementinde bulunan, tstH (H insan izolati
oldugunu ifade eder) tarafindan kodlanir. TSST-1,
234 aminoasitlik prekiirsor protein seklinde transle
olur ve amino-terminal kisminda bulunan 40 ami-
noasitlik sinyal dizini ayrildiktan sonra salgilanir.
Olgun protein, molekiiler agirligi 22000, izoelektrik
noktasit (pI) 7.2 olan tek polipeptid zincirinden
olusmaktadir. TSST-1 yiiksek oranda hidrofobik
aminoasit icermesine ragmen sudaki ¢oziiniirligi
olduk¢a yiiksektir. Toksin genelde 1s1 ve
proteolizise karst direnglidir. Ayni zamanda
tripsinle uzun siire muamele edildiginde yine yapi-
sinda bir bozulma sekillenmez (DINGES ve ark.,
2000).

TSST-1 birbirine yakin iki bolgeden olugmak-
tadir. A bolgesi merkezde, 5 iplikli B-yumagiyla
¢evrilmis, uzun bir a-heliks’e sahiptir. B bolgesi ise
pence seklinde 5 adet B-ipliginden olugmaktadir
(DINGES ve ark., 2000). TSST-1 mutantlartyla ya-
pilan calismalar, bu sentral a-heliks’in arka tarafin-
daki rezidiilerin, TSST-1"in siiperantijenik aktivitesi
icin  gerekli  oldugunu ortaya koymustur
(BONVENTRE ve ark., 1995).

TSST-1’in siiperantijenitesindeki diisiis, T hiic-
re reseptori (TCR) ne, MHC smif II molekiillerine
veya her ikisine birden baglanmadaki azalma sonu-
cu sekillenir. Yapilan ¢aligmalarla, TSST-1 {izerin-
deki TCR ve MHC smuf II molekiillerinin baglanma
bolgeleri tespit edilmis ve TSST-1"in siiperantijenik
aktivitesi i¢in kesinlikle, MHC simif II molekiiliine
baglanmasinin gerekli oldugu anlagilmigtir. MHC
sinif I[I-peptid kompleksi {izerindeki TCR baglanma
bolgeleri TSST-1 tarafindan kismen ya da tamamen
kapatilir. Bu sayede daha sonradan MHC sinif II
molekiilii ve TCR arasinda olusabilecek etkilesimler
engellenmis olur (DINGES ve ark., 2000).

Stafilokokkal Enterotoksinler

Stafilokokkal enterotoksin (SE)’ler, 5 temel
serolojik tipten olusan (SEA, SEB, SEC, SED,
SEE), 1s1ya dayanikli enterotoksinlerin olusturdugu
bir gruptur. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
SE’lerin yeni tiplerinin de var oldugu (SEG, SEH,
SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN ve SEO) bildiril-
mistir (DINGES ve ark., 2000).
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SE’ler tek zincirli basit proteinlerden olusan
toksinlerdir. 26-35 kDA (kilodalton) molekiil agirli-
gina sahiptirler. Yapilarinda yiiksek oranda lizin,
aspartik asit, glutamik asit ve tirozin bulunmaktadir.
Bunlarin yaninda iki adet yarim sistin rezidiisii ve
bir ya da iki adet triptofan bulunur (DINGES ve
ark., 2000).

SE’ler higroskobik 6zellik gostererek su ve tuz-
lu soliisyonlarda ¢6ziinebilme 6zelligine sahiptirler.
Enterotoksinler, pH ( 2’de pepsin hari¢ insan
intestinal sisteminin proteolitik enzimlerine direng-
lidirler. Ancak baz1 bakteriler (laktik asit bakterile-
ri) tarafindan iiretilen proteazlar SE’leri parcalaya-
bilirler (DINGES ve ark., 2000). Bunlarin yaninda
SE’lerin en 6nemli 6zelligi 1s1ya dayanikli olmalari-
dir. SE’lerin 1stya dayanikliliklar1 iizerine yapilan
bir calismada, 100°C’de SEA ve SEB’nin 90 daki-
kada, SEC’nin 180 dakikada, 120°C’de ise SEA ve
SEB’nin 30 dakika, SEC’nin de 60 dakikada tama-
men inaktive oldugu ortaya konmustur (TIBANA
ve ark., 1987). Toksinler kurumaya ve gama 1sinla-
rina da yiiksek direng gosterirler (DINGES ve ark.,
2000).

SE’ler kuvvetli gastrointestinal toksin olmala-
rimin yaninda kuvvetli siiperantijenik 6zellikleri ile
de non-spesifik olarak T-hiicre proliferasyonunu
stimiile ederler (HARIS ve ark., 1993).

Stafilokokkal Enterotoksin A (SEA): SEA,
stafilokokkal gida zehirlenmelerine sebep olan en
onemli toksindir. SEA geni (entA) 771 baz ¢iftinden
olusmustur ve bir bakteriyofaj tarafindan tagimir.
SEA’nin ii¢ farkl izoelektrik noktasina sahip {i¢
formu mevcuttur (BALABAN, 2000; DINGES ve
ark., 2000).

Stafilokokkal Enterotoksin B (SEB): SEB’yi
kodlayan gen (entB), yaklasik 900 niikleotid igerir.
SEB prekiirsor proteini 267 aminoasitten olusur ve
27 aminoasitlik N-terminal sinyal peptidini igerir.
Saureus’un gida zehirlenmelerinden sorumlu olan
klinik izolatlarinda entB geni kromozomal yapiday-
ken, diger bakteri suslarinda genin 750 kb’lik bir
plazmid  tarafindan  tasindigi  bildirilmistir
(BALABAN, 2000; DINGES ve ark., 2000).

Stafilokokkal Enterotoksin C (SEC):
Antijenik olarak SEC’nin SEC1, SEC2 ve SEC3
olmak iizere li¢ farkli alt tipi bulunmaktadir. entC3
geni 801 baz c¢iftlik (bp’lik) olup, 27 rezidiiliik sin-
yal peptidini iceren 267 aminoasitlik prekiirsor pro-

teini kodlar. entc2 geni 801 bp’lik olup 267 aminoa-
sitlik prekiirsor proteini kodlar. SEC’yi kodlayan
801 bp’lik entCl geni ise 266 aminoasitlik
prekiirsor proteini kodlar. entC3 ile entC1 arasinda
%098’lik niikleotid sekans benzerligi bulunmustur
(BALABAN, 2000).

Stafilokokkal Enterotoksin D (SED):
SED’nin gida zehirlenmelerinde karsilasilan diger
bir 6nemli toksin oldugu bildirilmistir. SED’yi kod-
layan gen (entD) pIB485 olarak bilinen 27,6
kilobaz’lik penisilinaz plazmidi {izerinde taginmak-
tadir. Bu gen 30 aminoasitlik sinyal peptidi geren
258 aminoasitlik prekiirsor proteini kodlar. 228
aminoasitlik olgun polipeptit diger SE’lerle sekans
benzerligi gostermektedir (BALABAN, 2000).

Stafilokokkal Enterotoksin E (SEE): SEE
geni (entE) 771 bp’lik olup 26 kDa’lik prekiirsor
proteini kodlar. Sekans analizleri SEE, SED ve
SEA’nin birbiriyle yaki iligkili oldugunu goster-
mistir (VAN DEN BUSSCHE, 1993; BALABAN,
2000).

Stafilokokkal Enterotoksin G (SEG): SEG
geni (entG) 777 niikleotid icerir ve 233 aminoasitlik
toksine doniigmesi i¢in 258 aminoasitlik prekiirsor
proteinini kodlar (BALABAN, 2000).

Stafilokokkal Enterotoksin H (SEH): SEH,
27300 Da molekiiler agirliga sahip, yeni bulunmus
bir enterotoksindir (BALABAN, 2000).

Stafilokokkal Enterotoksin I (SEI): SEI geni
(entl) 729 niikleotit icerir ve 242 aminoasitlik
prekiirsor proteini kodlar. Olgun toksin yapisinda

218 aminoasit barmdirir. SEI diger SE’lerle en az
benzerlige sahip toksindir (BALABAN, 2000).
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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi
Yayim Kosullar

1. Dergi, TC Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Miidiirligii” niin hakemli, bilimsel yayin or-
gani olup, yilda bir yayimlanir. Derginin kisaltilmis ad1 "Etlik Vet. Mikrobiyol. Derg" dir.

2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde Veteriner Hekimlik alaninda yapilan tamami ya da bir kismu daha 6nce bagka bir yerde yayimlan-
mamis olan orijinal bilimsel aragtirmalar, giincel derleme, gozlem, kisa bilimsel ¢alismalar ve Enstitiiden haberler yayimlanir. Derleme geklindeki ya-
zilarin, orijinal olmasi, en son yenilikleri icermesi, klasik bilgilerin tekrar1 olmamasi durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazirlayan yazarin, o konuda
ulusal ya da uluslararasi diizeyde orijinal yayin ve arastirmalar yapmis olmasi kosulu aranir.

3. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler kolay okunabilir yazi karakterinde (Times New Roman, Ariel), diiz metin olarak, gift aralik-
I1 (5 mm) ve kenarlarda yeterince bosluk (30 mm) birakilarak, 12 pt kullanilarak, A4 (210 x 297 mm) formundaki beyaz kagida yazilmaldir. Yazila-
rin tamamu, sekil ve tablolar dahil olmak iizere orijinal bilimsel aragtirmalarda 16, derlemelerde 10, gézlemlerde 6 ve kisa bilimsel ¢aligmalarda 4 say-
fay1 gegmemelidir.

4.Yazilar, yayin kuruluna iki kopya seklinde gdnderilmelidir. ikinci kopya hakeme génderileceginden yazar adi ve yazara ait bilgiler bulunma-
malidir. Yazilar tercihen Microsoft Word formatinda olmalidir. Caligma ile ilgili fotograflar ayri bir dosyada JPG halinde CD ile gonderilmelidir.

5. Tiirkge orijinal calismalar konu bashigi, yazar/yazarlarm adlari, adresleri, Tiirkge 6zet ve anahtar sozciikler, Ingilizce baslik, Ingilizce 6zet ve
anahtar sdzciikler, giris, materyal ve metot, bulgular, tartisma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar sirasi ile hazirlanmalidir. Ingilizce orijinal galigmalar
konu bashig1, yazar/yazarlarin adlari, adresleri, ingilizce 6zet ve anahtar sézciikler, Tiirkce baghk, Tiirkge 6zet ve anahtar sdzciikler, giris, materyal ve
metot, bulgular, tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar seklinde hazirlanmalidir. Kisa bilimsel ¢alismalarda, giris, materyal ve metot, bulgular, tar-
tigma ve sonug boliimlemesi yapilmaz.

Konu bagligi, kisa ve agik olmali ve kiigiik harflerle yazilmalidir. Calismaya iligkin agiklama dipnot isareti ile gosterilmelidir.

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 acik is adresleri (Yazarlarin ¢aligtiklart kurumlar, adin sonuna konacak bir yildiz isareti ile 1. Sayfanin altina not geklinde yazilmali-
dir).

Birden ¢ok yazar1 olan bir yazida, yazarlar ayn1 kurumda ¢alistyorlarsa, adlar siralandiktan sonra kurumun ad1 yalniz bir defa yazilir. Ay 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¢ sayfalarmin 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 6zeti olmalidir. Ozet, tek paragraf halinde Tiirkge ve ingilizce dilde en az 200 en fazla 500
sozciik olmalidir. Her makalede Tiirkge 6zet sonunda Tiirkge, Ingilizce zet 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 noktalarini (ne yapildigini, nasil yapildigini ve amacini) vurgulamalidir.

Giris

Giris olanaklar 6l¢iisiinde kisa tutulmali ve konu ile ilgili bilgileri igermelidir. ¢aligma ile dogrudan ilgili kisa literatiir bilgisi verildikten sonra,
son paragrafta ¢alismanin amaci vurgulanmalidir. Bu béliim 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 yazilmalidir.

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 yazilmalidr.
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. Mikrobiyol. 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-
€go.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.
4 The articles that are sent to the journal are published in line with their coming date.
4 As the edition of the sent articles are done in accordance with the original text, all responsibility of the articles bear on the authors.
4 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.

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

in the text.

4 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).

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

# 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.
4 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.
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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
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