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Tiirkiye’de ¢ig siitlerde bazi organik fosforlu insektisit kalintilarinin incelenmesi*

F. ipek KESKIN', Sezai KAYA’

"Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Doping Kontrol Laboratuvari, Ankara; Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Bu calisma Tiirkiye’de iiretilen ¢ig siitlerde bazi organik fosforlu (OF) insektisit kalintilarinin belirlenmesi igin
yontem uyarlamasi yapilmasi, bu yontemle kalintilarin belirlenmesi, sonuglarin gida giivenligi ve halk saglig: acisin-
dan degerlendirilmesi amaciyla yapilmistir. Calismada Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Koruma ve Kontrol Genel Mii-
diirliigii tarafindan yiiriitiilen Ulusal Kalint1 izleme Plam kapsaminda 2005 yilinda 15, 2006 yilinda 54, 2007 yilinda
ise 55 ¢ig siit numunesi Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nde diazinon, diklorvos, dimetoat,
klorprifos, koumafos, malatiyon ve metidatiyon’u igeren 7 OF insektisit yoniinden Di Muccio ve arkadaslari tarafin-
dan yapilan ¢alismadan uyarlanarak analiz edilmistir. Yontemin duyarliligi, giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi belir-
lendikten sonra, Tiirkiye’de 41 ilden gelen 124 siit 6rneginde 7 farkli OF insektisit kalintis1 elektron yakalayict detek-
tér (ECD) ve alev fotometrik detektoér (FPD) ile donatilmig gaz kromatografi cihazi ile incelenmistir. Calismada OF
insektisit standartlar1 gaz kromatografi cihazina tanitilmus, ¢ikis siireleri belirlenmis, her bir standardin kalibrasyon eg-
risi ¢izilmis, tanimlama ve hesaplama alt sinirlari tespit edilmis ve standartlar insektisit igermeyen siit drneklerine kati-
larak geri alim yiizdeleri belirlenmistir. ECD’de insektisit standartlarinin tanimlama alt sinirlart ¢ok yiiksek oldugun-
dan siitlerin analizinde FPD kullanilmistir. Calismada analizi yapilan hicbir siit 6rneginde OF insektisit kalintisina
rastlanmamuigtir.

Anahtar sézciikler: Cig siit, gaz kromatografi, kalinti, organik fosforlu insektisit

Investigation of some organophosphorus insecticide residues in raw milk in Turkey

Summary: This study was carried out to investigate some of organophosphorous (OF) insecticide residues for
adapted the method, determined the residues and to evaluate the results according with food safety and public health
in milk produced in Turkey. In the study within the National Residue Monitoring Plan carried out by Ministry of Ag-
riculture and Rural Affairs General Directorate of Protection and Control in 2005 15, in 2006 54 and in 2007 55 raw
milk samples were evaluated according 7 different OF insecticides including diazinon, dichlorvos, dimethoate, chlor-
pyrifos, coumaphos, malathion and methidathion in Etlik Central Veterinary Control and Research Institute by adapt-
ing the study made by Di Muccio and his colleagues. After determination of the sensitivity, stability and repeatability
of the method, the residue of 7 different OF insecticide residues in 124 milk samples came from 41 cities in Turkey
was investigated by means of gas chromatography equipped with electron capture detector (ECD) and flame photo-
metric detector (FPD). In the study the insecticide standards was introduced to gas chromatography, the retention time
was obtained, curve of calibration of every standard was drawn, limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ) was detected and recovery percentages was detected by adding standards to the milk samples that do not con-
tain insecticide. FPD was used in analyzing milk because of LOD of insecticide standards were very high in ECD. In
the study the residue of OF insecticides were not detected in none of the analyzed milk samples.

Keywords: Gas chromatography, organophosphorus insecticide, raw milk, residue

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Pest (hasere) ad1 verilen zararli canlilar1 6ldiirmek
icin kullanilan maddelere pestisit denir. Genel bir
ifade ile, insan, hayvan, bitki ve cansiz cisimlerin
iizerinde ya da g¢evresinde bulunan veya yasayan
ve besin maddelerinin {iretimi, islenmesi, hazir-

*25.07.2008 tarihinde kabul edilen ayni isimli doktora
tezinden ozetlenmistir.

lanmasi, depolanmasi, tiikketimi ve taginmasi sira-
sinda onlarin besin degerini azaltan veya hasara
ugratan bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak
kurdu gibi hastalik ve zararli etmenlerini 6ldiir-
mek, gelismelerini veya iiremelerini engellemek
icin kullanilan biyolojik aktiviteye sahip madde-
lerdir. Evcil hayvanlarin viicut yilizeyinde veya bit-



2 F. Ipek Keskin, Sezai Kaya

kiler ve cansiz cisimler iizerinde yasayan parazit
insektleri (eklem bacakli hayvanlar1) o6ldiirmek
amaciyla kullanilan ilaglara ise insektisit denir
(KUTER, 1994; SANLI, 1999; KAYA, 2002;
KAYA, 2007).

Gidalarda kirlenmeye yol acan ¢ok cesitli ya-
pida ve sayida madde vardir. Bunlardan bazilar
bitkilerin ve dolayisiyla gida maddelerinin yapi-
sinda dogal olarak vardir; bazilar1 biyolojik veya
kimyasal kirletici olarak bulunurlar; bazilar1 da gi-
da maddelerinin korunmasi ve benzeri amaglarla
isteyerek katilirlar. Pestisitler gidalarda kimyasal
kirletici olarak bulunurlar (KAYA, 2002).

Bir veya birden fazla siit hayvanindan elde
edilen, igerisine herhangi bir madde ilave edilme-
mis veya igerisinden herhangi bir madde alinma-
mis, sivi halde tiiketime hazir olan ya da ileri gida
iiretim islemine sunulacak olan normal meme bezi
salgisina siit denir. 40°C’nin {lizerine 1sitilmamis
veya esdeger etkiye sahip herhangi bir islem gor-
memis kolostrum digindaki meme bezi salgisina ise
¢ig siit denir (ANON, 2000b; ANON, 2002).

Tarim zararlilart ve hastalik tagiyict hasereler-
le savag amaciyla dogrudan ¢evreye uygulanan ve
hayvan dis parazitlerinin yok edilmesi i¢in kullani-
lan insektisit artiklartyla sagilan hayvanlarin bu-
lasma riski olduke¢a yiiksektir. Siite gecebilen bu
maddeler siit ve siit tirlinlerinin halk saglig1 yoniin-
den tehlikeli olmasina yol acarlar (SANLI, 1999;
KAYA, 2002).

OF pestisitlerin direng ve kaliciliklarimin az
olmasina ragmen siite bir¢cok yolla gegerler. Bunlar
hasat sonrasi uygulama ya da kirlenme ile fazla
miktarda OF pestisit kalintis1 iceren hububat, kuru
ot, saman ve diger iriinlerin hayvan yemi olarak
kullanilmasi, biiylime sezonu boyunca pestisitle
muamele edilen bitkiler ile hazirlanan yem madde-
lerinin hayvan beslenmesinde kullanilmasi, hay-
vanlarda i¢ ve dig parazitlerinin kontrolii amaci ile
insektisitlerin direkt olarak hayvanlar iizerine sprey
ya da daldirma seklinde uygulanmasi, siit isleme
fabrikalarinda hamambdcekleri ve diger boceklere
kars1 miicadele uygulamalari, sineklere karsi hay-
van  barinaklarinda  ilaglama  amaci ile
insektisitlerin kullanilmasi, hem tarimsal alanlarda
hem de tarimsal alanlarin disinda kullanilan
pestisitlerin hayvanlarin igme sularma karigmasi,
cevresel kirlilik, bulagik meralar, ilaglanmis alan-

lardaki havay1 hayvanlarin solumasidir (LINO ve
SILVERIA, 1992; KUTER, 1994; TOEWS ve
MCEWEN, 1994; MUCCIO ve ark., 1996;
SALAS ve ark., 2003; RODRIGUEZ ve ark.,
2005; ZHANG ve ark., 2005; PAGLIUCA ve ark.,
20006).

Avrupa Birligi Komisyonunca yayinlanan
96/23/EC sayili direktifi esas alinarak Tarim ve
Koyisleri Bakanlig1 tarafindan 19.01.2005 tarih ve
25705 sayili Resmi Gazete’de yaymlanan “Canli
Hayvanlar ve Hayvansal Uriinlerde Belirli Madde-
ler ile Bunlarm Kalintilarinin Izlenmesi igin Alina-
cak Onlemler Yoénetmeliginde” OF bilesikler gida-
larda kalintis1 aranacak maddeler iginde (Ek II)
B3b’de yer almaktadir. Bu yonetmelik ¢ercevesin-
de ¢ig siit numuneleri siit ¢iftliklerindeki toplama
tanklarindan ve siit tesislerinde tankerler bosaltil-
madan Once alinmaktadir. Numuneler en az 300
adet olmak tlizere yillik siit {iretiminin her bir
15.000 tonu i¢in bir numune alinmasi ile belirlen-
mektedir. Numunelerin %15’i B3’de yer alan ka-
lintilar i¢in test edilmektedir (ANON, 1996;
ANON, 2000a; ANON, 2005a).

Calismanin temel amaci Ulusal Kalint1 izleme
Plan1 kapsaminda siitlerde OF insektisit kalintilari-
nin Ol¢lilmesinde kullanilacak bir yontem uyarla-
mast yapmak, bunu laboratuvar analizleri i¢in giin-
cel kullanima sokmak; bu yontemle de gesitli iller-
den {iiretim kapasitesine gore gonderilen siitlerde
bazi OF bilesiklerin kalint1 analizlerini yapmaktir.
Bu calismada Ulkesel Kalint1 Izleme Plami gerge-
vesinde analizi yapilacak ¢ig siitlerde OF insektisit
kalintilarinin belirlenmesi i¢in duyarl, giivenilir,
tekrarlanabilir bir yontem uyarlamasi yapildi; bu
yontemle de siitlerde diazinon, diklorvos, dimetoat,
klorprifos, koumafos, malatiyon ve metidatiyon
kalintilar1 belirlendi. Sonuglar, Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi ve ilgili diger mevzuat kapsaminda
siitlerde bulunmasina izin verilen OF insektisit ka-
lintilart ile halk sagligi ve gida giivenligi yoniinden
degerlendirildi.

Materyal ve Metot

Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Etlik Merkez Vete-
riner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Toksikoloji
Laboratuvarma Ekim 2005-Aralik 2007 yillar1 ara-
sinda 41 farkli ilden gelen 124 ¢ig siit numunesi
analiz edilmistir. Siit numuneleri analiz edilinceye
kadar 4°C’de tutulmustur. Numuneler ayn1 giin ve-
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ya ertesi giin analiz edilmigtir. Siit numunelerinin
gelmis oldugu iller ve sayilar1 Tablo 1’de gosteril-
mistir.

Siitlerin analizinde, insektisitlerin siitlerden
oOziitlenmesinde ve gaz kromatografi cihazina uy-
gulanmasinda daha 6nceden 6n ¢aligmalarla kulla-
nilmasi secilen Muccio ve ark. (1996) tarafindan
bildirilen kalint1 analiz yonteminden yararlanilmis-
tir. Gaz kromatografi cihazinda insektisitlerin be-
lirlenmesinde iki detektor ¢esidi (ECD, FPD) kul-
lanilmig; duyarlilik yoniinden aralarinda fark olup
olmadig ortaya konulmustur.

Insektisit standart soliisyonlarimin hazirlanip
gaz kromatografi cihazina tamitilmasi: Kullani-
lan insektisit standart soliisyonlarinin ana stoklari-
nin her birinin yogunlugu 10 ng/pl’dir. OF
insektisitlerden diazinon, diklorvos, dimetoat,

Tablo 1. Siit numunelerinin gonderildigi iller ve sayilari.

klorprifos, koumafos, malatiyon ve metidatiyon
siklohekzan ile karistirilarak 20 ng/ml, 50 ng/ml,
100 ng/ml yogunlukta insektisit standart soliisyon-
lar1 hazirlanmastir.

Elde edilen 20 ng/ml, 50 ng/ml ve 100 ng/ml
yogunlugundaki insektisit standart soliisyonlar1 gaz
kromatografi ECD ve FPD’ye 3 kez uygulanmis ve
kromatogramlari alinmistir. Tanimlama ve hesap-
lama alt smirlar tespiti i¢in gaz kromatografi ciha-
zinda her bir insektisit standardi i¢in Signal to
Noise (S/N) degeri hesaplanmustir.

Diazinon, diklorvos ve malatiyon karisim
standardi ve dimetoat, klorprifos, koumafos ve
metidatiyon karigim standardi 1 ng/pl, 0.5 ng/pl,
0.1 ng/ul ve 0.01 ng/pl 4 farkli yogunlukta hazirla-
narak gaz kromatografi cihazina uygulanmis ve ka-
librasyon egrileri ¢izdirilmistir.

il Numune sayist il Numune sayist il Numune sayist
Adana 5 Eskisehir 2 Manisa 2
Afyonkarahisar 1 Edirne 3 Mersin 1
Ankara 5 Elazig 3 Mugla 1
Antalya 5 Erzincan 1 Osmaniye 4
Ardahan 1 Erzurum 1 Sakarya 3
Aydin 2 Istanbul 4 Samsun 2
Balikesir 7 [zmir 11 Sivas 2
Bilecik 1 Kahramanmaras 3 Sanlurfa 2
Burdur 2 Kars 3 Tekirdag 2
Bursa 5 Kastamonu 1 Tokat 3
Bolu 1 Kayseri 3 Trabzon 1
Canakkale 7 Kirklareli 6 Usak 1
Diyarbakir 5 Kocaeli 1 Van 4
Denizli 1 Konya 6

Toplam 48 48 28
Genel Toplam 124
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Geri alm ¢alismalar icin pozitif siit numunele-
rinin hazirlanmasi: Oziitleme islemi yapilarak
gaz kromatografi cihazina uygulanan ve OF
insektisit kalintis1 icermedigi tespit edilen siit nu-
munelerine 6ziitleme isleminde etanol yerine 20
ng/ml, 50 ng/ml ve 100 ng/ml yogunlukta hazirla-
nan diazinon, diklorvos ve malatiyon karigim stan-
dart soliisyonu ve dimetoat, klorprifos, koumafos
ve metidatiyon karisim standart soliisyonu eklene-
rek pozitif numuneler hazirlanmistir.

Hazirlanan pozitif numuneler homojenizasyon
asamasindan sonra oda sicakliginda 3-4 saat bekle-
tilmis, sonra ECD ve FPD detektorli gaz
kromatografi cihazina uygulanmistir. Onceden ci-
haza tanitilan standartlardan g¢izilen kalibrasyon
egrileri ile miktar hesabina gore insektisit standart-
larinin siitten geri alim yiizdeleri asagidaki formiile
gore belirlenmistir.

Insektisitlerin siitlerden oziitlenmesi: Analizde
kullanilacak santrifijj tiipleri, Ultra-Turrax bigakla-
r1, balon jojeler su ve deterjanla yikanip kurutul-
duktan sonra herhangi bir insektisit kalintis1 bu-

lagmasi ihtimaline karsilik asetonitrilden gegirile-
rek kullanima hazir hale getirilmistir.

Santifiij tiipiine sarjli pipetdér yardimiyla cam
pipetle 5 ml siit alinmistir. Uzerine sarjli pipetdr
yardimiyla cam pipetle 5 ml asetonitril ve 1 ml
etanol eklenmistir. Uc¢ dakika Ultra-Turrax’da
9500 devir/dk homojenize edilmistir. Bu karisim
Exrelut NT-20 kartustan gecirilmistir. Petroleter-
asetonitril-etanol karisimi (100:25:5) hazirlanmis-
tir. Bu soliisyonun iist fazindan 10 ml NT-20 kar-
tustan gecirilmistir. NT-20 kartusun kurumasi i¢in
10 dakika beklenmistir. NT-20 kartusun altina ba-
lon joje yerlestirilmistir. Petroleter-asetonitril-
etanol karisimi tst fazindan 9x10 ml NT-20 kar-
tustan gegirilmis ve eluat toplanmistir. Toplanan
eluat 40°C diisiik basingta Rotary Evoporatérde
ucurularak kurumaya yakina kadar hacmi azaltil-
mig, sonra oda sicakliginda kuruyana kadar bekle-
tilmistir. Kalint1 1 ml izooktan:aseton (8:2) ile ¢6-
zilmiistiir. Elde edilen soliisyon sise i¢i cam tiip
bulunan vida kapakli siselere alinarak gaz
kromatografi cihazina 1 pl uygulanmstir.

Geri Alim (%) =

Standart Eklenmis Pik Alani- Kalintisiz Siit Alani

Standart Pik alan

x 100

ECD ve FPD detektorlii gaz kromatografi cihaz sartlari:

Firin sicaklik kademeleri:

3. 250°C’de 10 dk beklenmistir.

Inlet Mod: splitless, Giris sicakligi: 240°C

Kolon Kolon tipi: kapiller kolon, Kolon &lgiileri: 30 mx0.25 mm (uzunlukxg¢ap), Film tabakasi kalin-
lig1: 0.5 pm (ECD), 0.25 um (FPD), Tastyic1 gaz tipi: helyum, Tastyici gaz akis tipi: sabit akis,
Tastyic1 gaz akis hacmi: 1.5 ml/dk

Firin Giris sicaklhigt: 60°C, Giriste bekleme siiresi: 2 dk

1. 60°C baslangig sicakligindan dk’da 10°C artarak 10 dk’da 160°C’ye ulasmuistir.
2. 160°C’de beklenilmeksizin dk’da 2°C artarak 45 dk’da 250°C’ye ulagilmistir.

Analiz siiresi 67 dk

Detektor ECD: Detektor sicakligi: 300°C

FPD: Detektor sicakligi: baslangi¢ sicakligi: 250°C-FPD sicakligi: 150°C, hidrojen akis hacmi:
90 ml/dk, kuru hava akis hacmi: 105 ml/dk, Mod: fosfor modu
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Bulgular

Metodun duyarliligi, giivenilirligi ve tekrarlanabi-
lirligi belirlendikten sonra Tirkiye’de 41 ilden ge-
len 124 ¢ig siit 6rneginde yapilan analizler sonu-
cunda OF insektisit kalintisina rastlanmamustir.

Gaz kromatografi cihazina uygulanan OF bile-
siklerin ECD ve FPD’de ¢ikis siireleri Tablo 2’de
gosterilmistir.

Gaz kromatografi cihazina uygulanan OF bile-
siklerin FPD’de tanimlama ve hesaplama alt sinir-
lar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Calismada kullanilan NT-20 kartuslarin emme
ozelligi ve eluat1 elde etmede kullanilan diisiik po-
laritedeki soliisyon, polar, suda ¢0ziinen ve
karbomil grubu igeren dimetoatin geri alimi igin
uygun olmadigindan geri alim c¢alismalarinda
dimetoat tespit edilememistir. Ayrica, diklorvos
icin geri alim yeterli bulunamamistir (%40-62.5).
Insektisit icermeyen siit drneklerine katilan OF bi-
lesiklerin FPD’de geri alim yiizdeleri Tablo 4’de
gosterilmistir.

Sekil 1’de 100 ng/ml yogunluktaki diazinon,
diklorvos ve malatiyon karisim standardinin FPD
kromatogrami, Sekil 2’de 100 ng/ml yogunluktaki
dimetoat, klorprifos, koumafos ve metidatiyon ka-
risim standardiin FPD kromatogrami gosterilmig-
tir.

Tablo 2. OF bilesiklerin ECD ve FPD’de ¢ikis siireleri.

Tablo 3. OF bilesiklerin FPD’de tanimlama ve hesap-
lama alt sinirlari.

Bilesik Tanimlama alt sinir1  Hesaplama alt sinirt

(ng/ml) (ng/ml)
Diazinon 5 25
Diklorvos 20 50
Dimetoat 20 50
Klorprifos 10 20
Koumafos 20 50
Malatiyon 35 100
Metidatiyon 10 20

Tablo 4. OF bilesiklerin FPD’de siitlerden geri alimlari.

Geri alim (%)

Bilesik 100 50 20 Ortalama

ng/ml  ng/ml  ng/ml
Diazinon 82.60  78.50 70 77.03
Diklorvos 40.66  62.50 40 47.72
Dimetoat - - - -
Klorprifos 79.13  76.70  82.86 79.50
Koumafos 101.56 109 94.16 101.50
Malatiyon 79.60  88.50 76 81.30
Metidatiyon  102.20 100  106.56 102.90

Bilesik Cikus stiresi (dk)
ECD FPD

Diazinon 27.798-28.150 21.115-21.487
Diklorvos 12.163-12.332 11.035-11.122
Dimetoat 26.792-26.852 24.735-24.783
Klorprifos 36.840-36.895 27.927-28.005
Koumafos 51.147-51.195 61.088-61.238
Malatiyon 35.528-35.963 29.388-29.773

Metidatiyon

43.052-43.115

35.377-35.443
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kromatogrami.
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Tartisma ve Sonuc¢

Calismanin ilk amaglarindan birisi duyarl, tekrar-
lanabilir ve giivenilir bir yontem uyarlamasi yap-
maktir. Siit numunelerine OF insektisitlerden
(diazinon,  diklorvos,  dimetoat, klorprifos,
koumafos, malatiyon, metidatiyon) 20 ng/ml, 50
ng/ml ve 100 ng/ml miktarlarinda katilmasiyla ya-
pilan geri alim denemelerinde, OF insektisitlerin
stitlerden %47.72-102.90 arasinda geriye alindigi
ortaya konulmustur; insektisit ¢esidine gore geri
alim en yiiksek metidatiyon (%102.90), en diisiik
olarak da diklorvosda (%47.72) belirlenmistir. Ca-
ligmada elde edilen bulgular benzer numune, me-
todoloji ve cihazlar kullanilarak yapilan g¢alisma-
larla kiyaslandiginda, Ciscato ve ark. (2002) geri
alim diklorvos i¢in %82, diazinon i¢in %109 ve
klorprifos ig¢in %112; Salas ve ark. (2003)
malatiyon i¢in %47, diklorvos i¢in %63, dimetoat
icin %81, diazinon i¢in %83 ve klorprifos igin
%94; Bolles ve ark. (1999) klorprifos i¢in %79-
101; Battu ve ark. (2004) klorprifos ve malatiyon
icin %93-95 olarak bulmuslardir. Buna gore, ince-
lenen OF insektisitler i¢in kalint1 analizinde kulla-
nilan yontemin geri alim orani diklorvos harig, bi-
lesik ¢esidine gore farkli olmakla beraber, diger
arastiricilar tarafindan yapilan ¢aligmalardan elde
edilen verilerle kiyaslanabilir 6l¢giide yiiksek ve ye-
terli oldugu sonucuna varilmistir.

OF insektisitlerin siit numunelerine 20 ng/ml,
50 ng/ml ve 100 ng/ml miktarlarinda katilmasiyla
yapilan duyarlilik denemelerinde yontemle siitlerde
5 ng/ml miktarda diazinon, 10 ng/ml miktarda
klorprifos ve metidatiyon, 20 ng/ml miktarda
diklorvos, dimetoat, koumafos, 35 ng/ml miktarda
malatiyon kalintisinin Slgiilebilecegi anlagilmstir.
Siitlerde bulunmasina izin verilen OF insektisit ka-
lintist miktarlar1 dikkate alindiginda, yontemle da-
ha diisiik miktarlardaki OF insektisit kalintilarinin
Olgiilebilecegi goriilecektir. Uyarlanan yo6ntemin
duyarliliginin benzer yontemlerle kiyaslanabilir 61-
clide iyi oldugu soylenebilir. Soyle ki, Ciscato ve
ark. (2002) siitlerde 20 ng/ml miktarda klorprifos,
40 ng/ml miktarda diazinon ve diklorvos; Bolles ve
ark. (1999) 6 ng/ml klorprifos; Salas ve ark. (2003)
9-19 ng/ml miktarlarda diazinon, diklorvos,
dimetoat, klorprifos ve malatiyon; Fechner ve ark.
(1971b) 2 ng/ml miktarda diklorvos ve 5 ng/ml
miktarda triklorfon kalintis1 6l¢iilebilecegini ortaya

koymuglardir. Dimetoat ve bir dl¢iide de diklorvos
hari¢, OF insektisit kalintilarinin dl¢iilmesinde kul-
lanilan yontemin duyarliliginin ve tekrarlanabilirli-
ginin yeterli oldugu; dolayisiyla giivenilir bir yon-
tem oldugu sonucuna varilmigtir. Dimetoat kalinti-
larinin yontemle Olgiilememesinin fiziko-kimyasal
ozelligi ile ilgili olabilecegi anlagilmigtir.

Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Koruma ve
Kontrol Genel Miidiirliigii tarafindan yiiriitiilen
“Ulusal Kalint1 Izleme Plan1” cercevesinde siitler-
de 2000 yilindan beri kalint1 izlemesi yapilmakta-
dir; bu kapsamda yapilan kalint1 izleme c¢aligmala-
rinda 2003 yilinda 158, 2004 yilinda 189, 2005 y1-
linda 53, 2006 yilinda 54 ve 2007 yilinda 60 ¢ig
siit numunesi triklorfon, malatiyon ve diazinon yo-
niinden analiz edilmis ve Orneklerin hicbirisinde
kalintiya rastlanmamistir (ANON, 2004; ANON,
2005b; ANON, 2006a; ANON, 2006b; ANON,
2008).

Subat 1999-Aralik 2001 arasinda Ludhiana,
Hindistan’da siit toplama merkezlerinden alian 70
siit 6rnegi, 2000 yilinda mahalli saticilardan alinan
22 siit ornegi OF bilesikler (monokrotofos,
metilparation, malatiyon, klorprifos, kuinalfos,
triazofos) yoniinden gaz-sivi kromatografi kullani-
larak incelenmistir. Analiz edilen higbir Ornekte
0.01 mg/kg tespit limitinde kirlenme bulunmamig-
tir (BATTU ve ark., 2004).

Ciscato ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢a-
lismada siit toplama tanklarindan alinan 38 ¢ig siit
ornegi, marketlerden alinan 94 pastorize siit drnegi
pestisit kalintilar1 yoniinden ECD, NPD (nitro-
jen/fosfor detektorii) ve FPD ile donatilmis gaz
kromatografi ile incelenmistir. Calismada 70’den
fazla insektisit kalintisina bakilmistir. Calismada
higbir siit Orneginde OF, karbamat, piretroid,
herbisid ve fungisid kalintisina rastlanmamustir.

Ege Bolgesinde Bagarasi (Soke), Germencik,
Nazilli, Odemis Siit Toplama Merkezlerinden ayda
iki kez alinan toplam 96 siit Orneginin 7’sinde
diklorvos, 23’iinde diazinon, 18’inde klorprifos
alev fotometrik detektor ile donatilmis gaz
kromatografi ile saptamistir. Diklorvos miktarlar
iz miktar ile 0.011 ppm, diazinon 0.0001 ppm ile
0.038 ppm, klorprifos-etil iz miktar-0.087 ppm
arasinda degismektedir. Incelemeye alinan &rnek-
lerin %8.3%iinde diklorvos, %23.9’unda diazinon,
%18.75’inde klorprifos tespit etmistir. En ¢ok ka-
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lint1 miktar1 Mart, Nisan, Mayis ve Haziran ayla-
rinda alinan siit 6rneklerinde tespit edilmistir. Siit
orneklerinin higbirisinde malatiyon bulunmamasi
bu pestisitlerin kan yolu ile karacigere ulastiktan
sonra karisik fonksiyonlu oksidazlar, esterazlar ve
karboksiesterazlar  tarafindan  hizla  oksijen
analoglar1 olan okson, siilfoksit ve siilfon gibi
oksidasyon metabolitlerine doniigmeleri ve kendi-
lerinden 1000 defa daha fazla zehirli olan
malaoksona ¢evrilmesine baglanabilir (KUTER,
1994).

Bu ¢aligma sadece bir iiriinii ve aragtirmaya
konu olan 7 OF insektisiti kapsamaktadir. Diger
OF insektisitler, karbamatli ve OK insektisitler,
herbisitler ve ¢ok sayida fungisitlerden bir ya da
bir kaginin bu 6rneklerde olup olmadig1 bilinme-
mektedir.

“Ulusal Kalint1 izleme Plan1” kapsaminda ana-
liz edilen siit numunelerinde OF insektisit kalinti-
sina rastlanmamasinin bir¢ok sebebinin oldugu ve
bunlarin baslicalarmin sunlar oldugu sdylenebilir;
program kapsaminda incelenen OF insektisit sayisi
azdir, program kapsaminda incelenen siit numunesi
sayis1 asgari seviyededir, Kalnti izleme Plani
programli ve diizenli sekilde yiiriitiilmektedir, hay-
van sahipleri konunun onemini kavramiglardir;
herhangi bir kalint1 ortaya ¢iktiginda yaptiriminin
ne olabilecegini bilmektedirler, Bakanlik Kalinti
Izleme Plam kapsaminda cift¢i egitimine 6nem
vermektedir.

Gerek dogrudan insan sagligina olan olumsuz
etkileri, gerek gida hijyeni agisindan olusturdugu
problemler, gerekse de gidalara mekanik zararlar
vererek ekonomik agidan Onemli zararlara neden
olmas1 hagere miicadelesinin temel dayanak nokta-
sin1 olusturmaktadir. Ancak, bu miicadelenin de
dikkatli ve bilingli bir sekilde yapilmasi gerekmek-
tedir. Pestisit kullanimindan vazge¢mek s6z konu-
su olmadigina gore, bunlarin zararli etkilerinden
kaginmak yetkili kurum tarafindan yiiriitiilen kont-
rol programlan ve ciftciler tarafindan uygulanan
ilag tiiketiminin azaltilmasi, hijyen, ilag¢ kullanilir-
ken elde edilen siitlerin tiiketime sunulmamasi gibi
pratik islemler ile siitlerdeki kirlenmeyi azaltmak
bir dereceye kadar olasidir.
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Aspergillus parasiticus NRRL 2999 susu ile kiiflendirilmis yemlerle beslenen
kaz palazlarinda (4Anser Anser domesticus) goriilen patolojik bulgular*

Mehmet TUZCU', Abdullah DOGAN?, Nevin TUZCU®, Dogan AKCA*

Arastirma Makalesi / Research Article

! Adana Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Adana; *Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji

AD, Kars; 3Cukurova flce Tarim Miidiirliigii, Adana; 4Kaﬂcas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji AD, Kars, Tiirkiye

Ozet: Bu calismada, her bir grupta 20 hayvan bulunan toplam 60 adet 1 giinliik kaz palazlar1 kullamldi. Bu guruplar-
dan birinci ve ikinci gruba sirastyla 2.5 ppm ve 5 ppm total aflatoksin iceren yem verildi. Ugiincii kontrol grubundaki
palazlar ise aflatoksin icermeyen yemle beslendi. Calismanin 30’uncu giinii biitiin gruplarda kalan kaz palazlar Gte-
nazi edilerek sistemik nekropsileri yapildi. Nekropsi sonrasi alinan karaciger, bobrek, barsak, dalak, bursa fabricius,
akciger, kalp, beyin ve beyincik 6rneklerinin yapilan makroskobik muayenesinden sonra, bu drnekler %10’luk tam-
ponlu formaldehit soliisyonunda tespit edilerek rutin doku takip islemleri tamamlandiktan sonra mikroskobik olarak
incelendi. Makroskobik olarak karaciger ve bobreklerin soluklastigi ve biiytidiigti dikkati ¢ekerken, mikroskobik ince-
lemelerde karacigerde hidropikten yaglanmaya kadar degisen dejenerasyon ve safra kanal hiperplazileri ile bobrekte
tubuler epitelyumda dejenerasyon gozlendi. Sonug olarak aflatoksinlerin kaz palazlarinda diisiik dozlarda bile karaci-
ger ve bobrek hasarina sebep olan siddetli toksik etkiye sahip olduklari ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: Aflatoksin, kaz palazi, patoloji

The pathological findings in young goose (Anser Anser domesticus) fed with moulded with
Aspergillus parasiticus NRRL 2999

Summary: Sixty goose chicks, one day old, were randomly divided into 3 groups, each consisting of 20 animals: first
group (2.5 ppm aflatoxin); second (5 ppm aflatoxin) and control (normal diet). At the thirtieth day of the study, tissue
samples from kidney, liver, lung, heart, bursa of fabricius, intestine and brain were collected after the systemic ne-
cropsy and fixed in 10% formalin solution. Grossly, livers and kidneys of animals were pale and enlarged. In histopa-
thological examinations, some degenerative changes from hidropic to lipidosis and bile duct hyperplasia on liver sec-
tions, tubular epithelial degenerations on kidney sections were detected. It is concluded that aflatoxins cause to severe

toxic effects in goose chicks in different doses.

Keywords: Aflatoxin, goose chicks, pathology

Giris

Aflatoksinler besinlerle birlikte alman
mikotoksinlerin bugiine kadar en fazla incelenen
gurubunu  olusturmaktadir.  Bunun  sebebi

aflatoksinlerin akut veya kronik zehirlenmeler
olusturarak toplu &liimlere neden olmalaridir. Bu-
nun yani sira diisiikk dozlarda uzun siire alinmalari
durumunda; canli agirlik kazancinda azalma, dollii-
liik oraninda diismeye yol agmalari ve bilinen glig-
li  dogal karsinojenlerden  birisi  olmalar
aflatoksinlerin Onemini artirmaktadir
(ORTATATLI ve ark., 2002; KARAMAN ve ark.,
2005; CITIL ve ark., 2007).

* Bu arastirma Kafkas Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Yonetim Kurulu Baskanliginca, 2001 yilinda,
VF-03 no’lu proje ile desteklenmistir.

Yemlerle birlikte diisiik dozlarda ve uzun siire
aflatoksin alimmma bagl olarak gelisen kronik
aflatoksikozis olgularinda goriilen klinik bulgular
genellikle gézden kagar. Bununla birlikte genel
olarak hayvanlarda canli agirlik artisinda ve yem
aliminda azalma, killarda diizensizlik, anemi, dep-
resyon, hafif derecede sarilik ve siiriide 6liim oran-
larinin  artmas1 gibi klinik belirtiler goriiliir
(HAMILTON, 1982; MILLER ve ark., 1984;
ROBB, 1993).

Akut ve kronik aflatoksikozis olaylarinda en
belli bash patolojik bulgunun karacigerde oldugu
kaydedilmektedir (RAO ve ark., 1970; SHANK ve
ark., 1971; SLOWIK ve ark., 1985). Akut
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toksikasyonun ilk donemlerinde karacigerin biiyii-
diigl, kapstilasinin gerginlestigi, kenarlarmin kiit,
kirmiz1 sar1 mozaik goriiniim aldig, ileri sathala-
rinda ise cam macunu rengi alarak, safra kesesi
duvarinin kalin jelatini goriiniiste ve 6demli oldugu

bildirilmektedir (MOORTHY ve ark., 1985;
NiZAMLIOGLU ve GOZUN, 1996).
Uzun  sire disik  konsantrasyonlarda

aflatoksin alinmasi halinde yalnizca karaciger
hacminde hafif derecede artis gézlenmektedir. Bii-
ylimenin kismen dokudaki yag birikiminden kay-
naklandig1 disiiniilmektedir (MOLLENHAUER,
1989). Diyetle alinan aflatoksin miktar arttiginda,
karacigerde solgunluk veya sarilik, karacigerin ki-
vaminda artis ile birlikte safra kesesinde 6dem ge-
listigi bildirilmektedir (JONES ve HUNT, 1983;
MOORTHY ve ark., 1985; ESPADA ve ark.,
1992).

Mikroskobik  olarak akut ve  kronik
aflatoksikozis olaylarinda tanitici lezyonun safra
kanali proliferasyonu oldugu kaydedilmektedir
(SHANK ve ark.,, 1971; STOLOFF, 1977;
RICHARD ve ark., 1983; SLOWIK ve ark., 1985;
BILGIC, 1992). Histolojik olarak hepatositler ile
cekirdeklerinde biiylime ve fokal nekrozlar gorii-
lir. Karaciger hiicrelerindeki parankim ve yag de-
jenerasyonlarinin, toksikasyonun ileri donemlerin-
de 25-30 hiicreden ibaret yag odaklarina doniisebi-
lecegi  bildirilmektedir ~ (STOLOFF, 1977,
RICHARD ve ark., 1983; SLOWIK ve ark., 1985;
BILGIC 1992).

Deneysel aflatoksikozis calismalarinda
makroskobik olarak bobreklerin  biliylimiis ve
konjesyone durumda oldugu, yer yer kiiciik capta
kanamalara rastlandig1 cesitli aragtirmacilar tara-
findan kaydedilmektedir (BILGIC, 1992; KIRAN
ve ark., 1996; NIZAMLIOGLU ve GOZUN, 1996;
TUZCU ve CIFTCI, 2002). Mikroskobik olarak
toksikasyonun ilk  donemlerinde  proksimal
tubuluslarin epitel hiicrelerinde dejeneratif degisik-
liklerin gozlendigi, daha ileri donemlerde ise bu
degisikliklerin nekrotik olaylara doniistiigli gdste-
rilmigtir. Glomeruluslarda mezangial hiicrelerdeki
hiperplaziden dolay1 seliilaritenin arttig1 ve buna
bagl olarak glomeruluslarin biiylidiigii, glomerulus
bazal membranlarmin kalinlagtigi ve glomerulus
endotel hiicrelerinde sisme goriildiigl, rapor edil-
mektedir (BILGIC, 1992; CITIL ve ark., 2007).

Aflatoksikozis olaylarinda dalagin konjesyone
oldugu mikroskobik olarak lenfoid atrofi ile birlik-
te retikiiler hiperplazinin goriildiigli kaydedilmek-
tedir (KRISHNA ve ark., 1991; ESPADA ve ark.,
1992). Yine benzer c¢alismalarda beyinde,
konjesyon, orta derecede gliozis ile birlikte miyelin
dejenerasyonu ve kromatolizis, goriildiigii rapor
edilmektedir (KRISHNA ve ark.,1991; SAHOO ve
ark., 1991).

Bu caligmada aflatoksin irettigi bilinen,
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 susu ile kiif-
lendirilmis yemlerle beslenen, kaz palazlarinda go-
riillen aflatoksikozise iligkin patolojik bulgular
doz/zaman  iliskisi  igerisinde  incelenerek,
aflatoksikozisin kaz palazlarinda ortaya c¢ikardigi
patolojik bulgular ortaya konulmustur.

Materyal ve Metot

Aflatoksin iiretimi: Aflatoksin iiretimi Shotwell
ve ark. (1966)’nin bildirdigi metot kullanilarak ya-
pildi. Bu amagla USDA’dan (Agricultural
Research Service, Peoria, IL) temin edilen
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 susu kullanildi.

Deney gruplari ve yemleme: Kars ilinin merkez
ve koylerinden temin edilen 140 adet dolli kaz
yumurtasinin Kars Meslek Yiiksekokulu Arastirma
Labratuvarinda bulunan kulugcka makinasinda
inkiibe edilmesiyle elde edilen 60 adet kaz palazi
caligmanin materyalini olusturdu. Palazlar, canli
agirlik ortalamalar1 benzer olan ve her grupta 20
kaz palazi olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Bu grup-
lardan 1’inci ve 2’inci gruplar aflatoksin gruplari,
3’lUncl grup ise kontrol grubu olarak belirlendi.
Kontrol grubu palazlara aflatoksin icermedigi be-
lirlenen karma yem verildi. Aflatoksin grubu pa-
lazlara aflatoksin bulunmadig: tespit edilen karma
yem ile aflatoksin iiretilen piringler 2.5 ppm ve 5
ppm total aflatoksin olacak sekilde karistirilarak
caligma siiresince biitiin gruplara adlibitum olarak
verildi.

Patolojik incelemeler: Calismanm 30’uncu giinii
biitiin palazlarin canli agirliklart tartilarak eter
anestezisi altinda servikal dekapitasyon ile 0tenazi
edildi. Makroskobik olarak incelenen hayvanlarin
karaciger, dalak, bobrek, beyin ve bursa
fabricius’larindan doku oOrnekleri alinip %10’luk
tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
Alinan dokular, daha sonra rutin laboratuvar islem-
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lerinden gegirilerek parafin bloklar1 hazirlandi. Pa-
rafin bloklardan 6 mikrometre kalinliginda kesitler
almarak Hematoksilen & Eozin ile boyanarak mik-
roskobik lezyonlar degerlendirildi.

Hepatositlerdeki yaglanmay1 ortaya koyabil-
mek i¢in kalsiyum-formolde tespit edilen dokular-
dan dondurma mikrotomu ile 10 mikrometre kalin-
liginda kesitler alinarak Sudan Black ile boyandi
(DEMIR, 2001).

Bulgular

Aflatoksin iiretilmesi: Aspergillus parasiticus
NRRL 2999 susu ile kiiflendirilen piringlerde 1.T.K
ile yapilan Olgiimlerde toplam 62 ppm total
aflatoksin iiredigi, iireyen total aflatoksinin yakla-
stk %45’ini AF B1, %13°nii AF B2, %24’iinii AF
G1, %18’ini AF G2 oldugu belirlendi.

Canh agirhik artis ve 6liim oranlari: Kontrol ve
deney gruplarinin giinlere goére canl agirlik orta-
lamalar1 ile standart hatalar1 ve canli agirlik kayip
oranlar1 Tablo 1°de verilmistir.

Klinik bulgular: Aflatoksin verilen gruplarda yem
tiikketiminin azalmasi ile 10’uncu giinden sonra be-
lirginlesen biiylime geriligi ve olim oranlarinin
artmis olmasi dikkat ¢eken en 6nemli klinik bulgu
idi. Aflatoksin verilen biitiin palazlarda tiiyler dii-
zensizlesmis ve arkalar1 koyu renkli gaita ile kir-
lenmigti. Caligmanin son haftasi igerisinde daha da
belirginlesen yliriime giicliigii, kanatlarda diisme,
felgler ve viicudun gergin tutulusu ile boynun geri-
ye dogru biikiili tutulmasi da dikkat ¢eken diger
klinik bulgulardi.

Karaciger agirhklari: Kontrol grubu ve deneme
grubu palazlarin deney sonunda Gtenazi edildikten
sonraki karaciger agirliklar1 ve bunlarin palazlarin
canli agirliklarina oranlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kontrol grubu ve deneme gurubu palazlarin
karaciger agirliklari ile canli agirliklarina oranlari.

Karaciger Karaciger agirlik
Gruplar n agirhiklan ort. ort./canli agirlik ort.
(gr) (%)
Kontrol 19 32.8+0.9 5.85
25ppm 14 242407 9.29
5 ppm 9 18.8+0.7 9.90
Makroskobik bulgular: Calismanin sonunda

aflatoksin verilen gruplardaki palazlarin karaciger-
lerinin tamaminin keskin kenarlarinin kiitlestigi,
biiyiik ¢ogunlugunun renginin solgun veya sarimti-
rak oldugu, (Resim 1B-1C) ve bazi olgularda ise
petesiel kanamalarin bulundugu dikkati ¢ekti (Re-
sim 1C).

Aflatoksin verilen gruplardaki bdbreklerin biiyii-
miis oldugu kesit yiizliniin tagkinca ve 1slak goriin-
diigli ve tamaminin solgun renkte oldugu belirlen-
di. Yine bursa fabricius’larin tamaminin kontrol
grubuna kiyasla kiigiik oldugu (Resim 1D ve 1E)
ve her iki guruptan birer olguda da kanamali oldu-
gu dikkati cekti.

Tablo 1. Calisma gruplarinin giinlere gore 6liim oranlari, canli agirlik artis ortalamalari ile canli agirlik kayip oran-

lar1.
Gruplar n l.gin(gry n 10.gin(gr) n  30.gin(gr) Oliim oram Kontrole gore
P -Bunis -Sun s -gun s canl agirlik kayb1 (%)
Kontrol 20 958+15 19 3203+321 19 5602+522 1/20 100
2.5 ppm 20 962+09 16 218.6+21.6 14 260.4+24.6 6/20 35.35
5 ppm 20 96.8+2.0 13 1585+208 9 189.8+28.8 11720 20.02
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Mikroskobik bulgular: Calismada aflatoksin veri-
len biitiin palazlarin karacigerlerinde belirgin bir
hipereminin gelistigi ve hepatositlerin sitoplazma-
larinin bulaniklagtig1 goriildii. Dejeneratif degisik-
likler ile birlikte 6zellikle intermedier bolgede daha
yogun olmak iizere lobcugun her yerinde iri
vakuollere rastlandi. Ayrica karaciger paransimine
dagilmis olarak goriilen multifokal nekrozlarda be-
lirlendi (Resim 2). Hepatositlerin sitoplazmasinda
iri yag vakuollerin bulundugu, yer yer de bir kag
vakuoliin birleserek kiiciik yaglanma alanlarn yap-
tiklar1 dikkati ¢ekti. Yapilan Sudan Black boyama-
larda bu vakuollerin yag vakuolleri oldugu belir-
lendi (Resim 2). Bu degisikliklerle ilgili olarak
lobcuklardaki Remark kordonlarinin dizilisi de bo-
zulmustu. Ozellikle 2.5 ppm aflatoksin alan gurup-
ta olmak tizere her iki aflatoksin grubundaki palaz-
larin karacigerlerinde bazofilik sitoplazmali, daha
kiigiik ¢ekirdekli rejenere hepatositlere de rastlan-
di. Yine bu grupta safra kanallarinin genisledigi,
safra  kanallarmin  sayisinda artis  oldugu,
epitellerinde hiperplazi gelistigi dikkati ¢ekti. Bu
bulgulara ilave olarak ¢ogunlukla V. sentralislerin
etrafinda olmak tiizere karaciger paransimine ya-
yilmis olarak izlenen fokal mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 da belirlendi.

Aflatoksin verilen biitlin palazlarin bobrek
tubuluslarinin liimenlerinin eozinofilik homojen bir

materyal ile dolu oldugu, tubuluslari ddseyen
epitellerin siskin ve sitoplazmasinin bulanik goriil-
diigii c¢ekirdeklerinin yogun boyandig1 ve farklh
biiyiikliikkte  olduklar1  belirlendi. Bes ppm
aflatoksin alan gruptaki palazlarda daha siddetli
olmak lizere glomeruluslarda mezangiyal hiicreler-
de artis ve Bowman kapsiiliiniin parietal yapraginin
kalinlagtig1 dikkati cekti. Yine her iki gruptaki bazi
palazlarda intertubuler bdlgelerde kanamalarm bu-
lundugu goriildii. 2.5 ppm aflatoksin alan palazlar-
dan biri hari¢ diger biitiin ¢calisma gurubu palazla-
rin bobreklerinde bazi tubuluslarin yassi epitelle
doseli oldugu ve bununla ilgili olarak liimenlerinin
degisen derecelerde genisledigi dikkati ¢ekti.

Aflatoksin alan palazlarin dalaklarinda kirmizi
pulpanin normal histolojik yapisim1 korudugu, an-
cak beyaz pulpadaki periarterioler lenfoid dokunun
bosalmis oldugu mikroskobik olarak belirlendi.

Bursa fabricius’larda lenf folikiillerinde bo-
salma (Resim 3), lenfosit sayisinda azalma ve
interfolliikiiler epitelde dokiilme belirlendi.

Aflatoksin igeren diyetle beslenen palazlarin
beyinlerinin mikroskobik incelemesinde biitiin pa-
lazlarda dikkati ¢eken en Onemli bulgunun

hiperemi ve 6dem oldugu ayrica bazi beyinlerin
incelenmesinde de noronlarda dejenerasyonlarin
varlig1 dikkati ¢ekti.

Resim 1. Kontrol grubundan bir palazin karacigeri (A) karacigerde solgun renk 2.5 ppm aflatoksin verilen grup (B),
karacigerde solgun renk ve ekimotik kanamalar (oklar) 5 ppm aflatoksin verilen grup (C), 5 ppm aflatoksin verilen
grup, bursa fabriciusda atrofi (yildiz) (D) 2.5 ppm aflatoksin verilen grup, bursa fabriciusda atrofi (yildiz) (E).
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Resim 2. 5 ppm aflatoksin verilen kaz palazlarinin karacigerlerinde multifokal nekroz alanlar1 (siyah oklar),
hepatositlerde yag vakuolleri (Beyaz oklar) Hematoksilen&Eozin x 300, Hepatositlerde yag vakuolleri (kiigiik re-
sim), Sudan Black x 420.

R >
-

Resim 3. 5 ppm aflatoksin verilen grup bursa fabriciuslarinda follikiillerde bosalma (y1ldiz) Hematoksilen&Eozin x 300.
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Tartisma ve Sonu¢

Yemlerinde 2.5 ppm ile 3.5 ppm arasinda
aflatoksin bulunan broiler civcivlerin canlt agirlik
artislarinda %12-57 arasinda degisen diisiislerin
oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir
(CAMPBELL ve ark., 1983; KIRAN ve ark.,
1996). Yapilan bu calismada da kaydedilen canli
agirhik artis oranlar, arastiricilarin (CAMPBELL
ve ark., 1983; KIRAN ve ark., 1996) belirttigi
aflatoksinlerin canli agirlik artigini azalttig1 yoniin-
deki goriislerini acik bir sekilde desteklemektedir.

Aflatoksin alan palazlarin karaciger agirlikla-
rinin kontrol grubu palazlarin karaciger agirliklar
ile karsilastirllmasinda aflatoksin alan gruplar ile
kontrol grubu palazlarin karaciger agirliklar1 ara-
sinda %99.9 giiven smirinda istatistiki olarak fark
bulunmasi, Bilgi¢ (1992)’in bildirdigi, yemle bir-
likte 2.5 ppm’in {lizerinde alinan aflatoksinin kara-
ciger agirliklar {lizerine etkili oldugu kanisini1 dog-
rulamaktadir. Caligmada karaciger agirliklarinin
viicut agirliklarina orami karaciger agirligi lehine
degismis olmasi aflatoksin miktarnin besi perfor-
mansini negatif yonde etkilemesi ile izah edilebilir.

Deneysel aflatoksikozis olusturulan calisma-
larda otopsi bulgusu olarak karacigerin biiylidiigii,
kenarlariin kiitlestigi, renginin solgunlastigi veya
cam macunu renginde goriildiigi belirtilmektedir
(MOORTHY ve ark., 1985; BILGIC, 1992). Yiik-
sek dozda aflatoksin yedirilerek yapilan caligma-
larda biiylime ve solgunlagmaya ek olarak karaci-
ger yiizeyindeki petesiel ve/veya ekimotik kanama-
lara da dikkat ¢ekilmektedir (MOORTHY ve ark.,
1985; KIRAN ve ark, 1996; TUZCU ve CIFTCI,
2002). Calismada aflatoksin yedirilen biitiin grup-
lardaki  palazlarin  karacigerlerinde = goriilen
makroskobik bulgular aragtirmacilarin
(MOORTHY ve ark., 1985; KIRAN ve ark., 1996)
kaydettikleri ile benzer bulgulardir.

Farkli hayvanlarda olusturulan deneysel
aflatoksikozis olgularinin bir¢ogunda aragstiricilar,
(HALDEREN ve ark., 1989; SULIMAN ve ark.,
1987; SAHOO ve ark., 1991) bobreklerin biiytidii-
giinii ve kesit yiizlerinin kanamali gdriiniimde ol-
dugunu bildirmiglerdir. Yapilan bu caligmada da
bobreklerin sigkin ve biliyiimiis olusu ve solgun
renkte goOriinimil aragtirmacilarin bildirdigi bulgu-
larla uyumludur.

Suliman ve ark. (1987), 6rdek hepatositlerinde
aflatoksin B2 ile hiicresel makromolekiiller arasin-
da olusan kovalent baglarin ratlardan daha fazla
oldugunu bildirmektedir. Bu durum hiicresel
makromolekiiller ile aflatoksinler arasinda olusan
baglarin sayilari ile toksisite ve karsinojenik etkiler
arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu seklinde
yorumlanabilir. Calismada elde edilen patolojik
bulgularin 6rdeklerin akut aflatoksikozis olaylarin-
da ortaya c¢ikan bulgular kadar siddetli olmasi
(SLOWIK ve ark., 1985) ordeklerle benzer hayat
ortamina ve benzer anatomik dzelliklere sahip kaz
palazlariin ordekler gibi aflatoksikozise yiiksek
seviyede duyarli olan gurup i¢ine dahil edilebile-
cegini gostermektedir.

Aflatoksinlerin toksik etkilerinin 6zellikle de
aflatoksin B1’in intraseliller makromolekiillere
kars1 olan asin ilgisinden dolay1 niikleer DNA'ya
baglanmak suretiyle oncelikle RNA ve daha sonra
da enzim ve protein sentezini inhibe ederek ortaya
ciktig1 kaydedilmektedir (HAMILTON, 1982). As-
linda aflatoksin Bl’in sitotoksik ve karsinojenik et-
kilerinin 6zgiin molekiilden degil, 2-3 epoksit sekli
ile muhtemelen de aflatoksin Q1, P1, MI ve
aflatoksikolun 2-3 epoksit metabolitlerinden kay-
naklandig1 diisiiniilmektedir (ZACHARY ve ark.,
1980). Epoksit seklindeki etkin metabolitlerin 6zel-
likle hepatik mikrozomal stokrom P450’ye bagiml
karisik islevli oksijenaz sistemi (MFO) etkinligi ile
0zgiin aflatoksinlerden sentezlendigi saptanmistir
(OGUZ, 1997). Bu nedenle aflatoksinlerin 6zellik-
le hepatositlerde lezyona neden oldugu kaydedil-
mektedir (MOORTHY ve ark., 1985; DAFALLA
ve ark., 1987). Bu verilere uygun olarak ¢aligmada,
aflatoksin alan palazlarin karacigerlerinde belirle-
nen patolojik degisiklikler diger organlara oranla
daha belirgin olarak gorildi.

Cesitli arastiricilar (SAHOO ve ark., 1993;
DAFALLA ve ark., 1987; BILGIC 1992) tarafin-
dan aflatoksikozis olaylarinda hepatosit ¢ekirdekle-
rinin blyiidiigi, cekirdek¢igin belirginlestigi, mar-
jinal hiperkromazi goriildiigii, ¢ekirdegin kroma-
tinden fakir i¢i bos ve seffaf goriiniimde oldugu yer
yer de ¢ift ¢ekirdekli hepatositlerin goriildiigii bil-
dirilmistir. Caligmada da genel olarak aflatoksin
verilen gruplarda benzer sekilde marjinal
hiperkromazili, cekirdekicigi  belirgin iri
hepatositlere rastlanilmigtir. Slowik ve ark. (1985),
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ordek yavrularina 1.5 miligram aflatoksin Bl1'i
peros yolla vererek yaptiklar1 ¢calismada safra ka-
nallarinda proliferasyon belirlediklerini, Yakigik
(1992), 5 mikrogram/giin aflatoksin B1 dozunun
civcivlerde 60’mc1 giinde safra kanallarinda
proliferasyon ve epitellerinde hiperplaziye sebep
oldugunu bildirmektedir. Calismada belirlenen saf-
ra kanali epitellerindeki hiperplazi ve safra kanali
sayisinin artisi literatiirle uyum gostermektedir.

Aflatoksin verilen biitiin gruplarin bobrekle-
rinde gozlenen tubul epitellerindeki dejeneratif de-
gisiklikler ile glomeruluslarda seliilaritenin artmasi
ve Bowman kapsiiliinlin parietal yapragindaki ka-
linlagmalar ile intertubuler kanamalar gibi patolo-
jik degisiklikler diger arastiricilarin (SAHOO ve
ark., 1991; ESPADA ve ark, 1992; KIRAN ve ark.,
1996; NIZAMLIOGLU ve GOZUN, 1996) kaydet-
tiklerine benzer bulgulardir.

Aflatoksin alan gruplarda dalakta
periarterioler lenfoid dokunun bosalmasi ile bursa
fabricius’da lenfoid tiikenmenin goriilmesi daha
once, Espada ve ark. (1992)’nin 3 ppm aflatoksin
ile, Kiran ve ark. (1998)’nin 2.5 ppm aflatoksin ile,
Okoye ve ark. (1988)’'nin 2.4 ppm aflatoksinle,
kontamine yemle beslenen broilerler ile yaptiklar
caligmalarda elde edilen bulgularla benzerdir.

Sahoo ve ark. (1991), bu calismada gdzlenen
palazlarda beyin ve beyincikte goriilen hiperemi,
neuronlarda dejeneratif degisiklikler ve gliozis gibi
patolojik degisiklikleri tavsanlarda bildirmislerdir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile Kars ve yoresinde
onemli bir hayvancilik kolu olan ve ¢ogunlukla ar-
tik gidalarla beslenen kazlarda 6nemli bir risk olan
aflatoksikozisin teshisinde olduk¢a énemli olan pa-
tolojik bulgular ortaya konulmustur.
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Investigation of Taylorella equigenitalis from thoroughbred stallion genital
swabs by direct polymerase chain reaction and culture method

H. Kaan MUSTAK', Elcin GUNAYDIN?, Asiye DAKMAN?, Ugur KUCUKAYAN'

!Breeding Disease Laboratory; *Poultry Diseases Research and Diagnosis Laboratory, Central Veterinary Control and Research
Institute, Ankara, Turkey

Summary: In this study, classical culture method and a direct polymerase chain reaction (direct-PCR) assay was ap-

plied to urethral fossa and sinus swabs taken from 25 thoroughbred stallion racehorses to detect Taylorella equigeni-

talis responsible for contagious equine metritis (CEM). 7. equigenitalis was not isolated from any of the samples and

was not detected by direct-PCR.

Keywords: Culture, direct-PCR, stallion, Taylorella equigenitalis

Safkan yaris aygirlarindan alinan genital svaplarda direkt polimeraz zincir reaksiyonu ve kiiltiir
yontemi ile Taylorella equigenitalis’in arastirilmasi

Ozet: Bu calismada 25 safkan yaris aygirindan alian uretral fossa ve sinus svaplarinda, direkt polimeraz zincir reak-
siyonu (direkt-PCR) ve klasik kiiltiir yontemleri ile kontagiydz equine metritis (CEM)’in etkeni olan Taylorella
equigenitalis varligl aranmistir. Alinan 6rneklerden 7. equigenitalis izole edilemedigi gibi direkt-PCR yontemi ile de

tespit edilememistir.

Anahtar sozciikler: Aygir, direkt-PCR, kiiltiir, Taylorella equigenitalis

Introduction

Contagious equine metritis (CEM) is a highly con-
tagious venereal non-systemic infection of horses.
Clinical signs are seen only in mares with a slight
to copious mucopurulent vaginal discharge and a
variable cervicitis, endometritis and vaginitis find-
ings following temporary infertility which lead to
economic loss in horse breeding. Unlike the mares,
stallions exposed to CEM do not develop clinical
signs but they carry the infection and pass it to the
mares during mating (OIE, 2008).

The causative agent of CEM, T. equigenitalis,
is a Gram negative, microaerophilic, non-motile
organism that needs fastidious growth require-
ments. Bacteriological, serological and recently
developed molecular techniques can be used in di-
agnosis of CEM but definitive diagnosis is isola-
tion of the agent from swab samples taken from
urogenital membranes of mares and stallions.
Swabs must be sent to the laboratory at 4°C in 48
hours with a transport medium (Amies medium)
that includes active charcoal (WATSON, 1997).

These time and temperature settings must be
obeyed in order not to decline the number of T.
equigenitalis on swab samples. The urogenital
membranes of stallions or mares are colonized by
genital flora bacteria and fungi that inhibits the
growth of T. equigenitalis on culture agar plates.
Amphotericin B, clindamycin and trimethoprim is
added to the culture medium to prevent contamina-
tion with these commensal microorganisms. After
culturing the organism, daily inspection is needed
during the incubation period which requires 72
hours to 14 days (OIE, 2008).

Jang et al. (2001) reported a second species,
Taylorella asinigenitalis within the genus Taylor-
ella which they isolated from genital tracts of don-
keys. The new species has not been associated with
naturally occurring disease. Differentiation through
bacterial isolation of these two species is difficult
because of the similar colonial appearance and
identical biochemical test results.

To overcome the difficulties in isolation and
identification of T. equigenitalis and its differentia-
tion from T. asinigenitalis, several PCR assays
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were developed and used in many countries. As
well as acutely infected mares, PCR assays can
also be used to identify carrier stallions. It was re-
ported that PCR has a much higher rate of detec-
tion than bacteriological culture methods and can
detect small numbers of T. equigenitalis through
commensal bacteria from urogenital tract of horses
(ANZAI et al., 1999; BLEUMINK-PLUYM et al.,
1994; DUQUESNE et al., 2007). PCR is a rapid,
specific and sensitive method for identification of
T. equigenitalis. PCR was also used in the eradica-
tion of CEM in Japan and successful results were
obtained (ANZAI et al., 2002). In this study, we
aimed to identify 7. equigenitalis from thor-
oughbred stallion genital swabs by direct-PCR as-
say.

Material and Method

Isolation and identification: Urethral fossa and
sinus swab samples with Amies medium taken
from 25 stallions sent to our department in cold
chain and cultured immediately. Eugon agar with
5-10% lysed horse blood was used for bacterio-
logical culture. Each swab sample inoculated on
agar plates with 3 different compositions includ-
ing; 1, amphotericin-B (5 mg/l); 2, amphotericin-B
(5 mg/l), streptomycin (200 pg/ml); 3, ampho-
tericin-B (5§ mg/l), clindamycin (5 mg/l),
trimethoprim (1 mg/l) respectively and incubated
at 37°C in 5-10% (v/v) CO; in air. Plates were in-
spected daily for 14 days. Colonies became visible
in 72 hours were not take into consideration. Sus-
pected colonies were Gram stained and examined
with catalase, phosphatase and oxidase tests. T.
equigenitalis Kentucky 188 (K-188) strain was
used as a positive control to check the accuracy of
culture method. Cultured swab samples were
stored at 4°C for further examination with direct-
PCR.

Direct polymerase chain reaction (Direct-PCR):
A swab sample taken from urethral fossa of a stal-
lion was dipped in an ependorf, containing T.
equigenitalis K-188 strain which was suspended

with 500 ul sterile distilled water in order to test
the direct-PCR with an experimental positive con-
trol. After being stored at 4°C in Amies transport
medium for 24 hours, the positive control swab
was suspended in 500 ul sterile distilled water at
37°C for 10 minutes. Other 25 swab samples were
suspended and incubated like the positive control
swab. DNA was extracted from these cell suspen-
sions using DNeasy Blood & Tissue Kit® of
Qiagen (product number: 69506) according to the
manufacturer directives. Extracted DNA was
stored at -20°C.

Tel:CAGCATAAGGAGAGCTTGCTTTTCT
and Te2:GTCCATGGTATTAACACAAAC prim-
ers were used to amplify a 413-bp 16S rDNA se-
quence by PCR (DUQUESNE et al., 2007). PCR
reaction was performed by using Fermentas Taq
DNA Polymerase (recombinant) Kit (product
number: EP0402). The 25 pl reaction solution con-
tained 2.5 pl 10 x PCR buffer with KCI, 1.5 pl 25
mM MgCl,, 0.5 ul 10 mM dNTP (Qiagen), 0.5 pl
Taqg DNA Polymerase (5 U/ul), 1 pl of each
primer (20 pmol/ pl), 16 pl deionized water and 2
ul template DNA. PCR incubations were per-
formed in Sensequest thermal cycler with an initial
denaturation at 95°C for 2 min, followed by 35 cy-
cles with denaturation at 95°C for 30 s, annealing
at 55°C for 30 s, extension at 72°C for 30 s. Final
extension was done at 72°C for 5 min at the end of
last cycle. The amplified products were analyzed
by 1.5% agarose gel electrophoresis and visualized
with ethidium bromide under UV transluminator.

Findings

T. equigenitalis was not isolated from swab sam-
ples taken from urethral fossa and sinus of 25 stal-
lions in bacteriological culture. DNA extracted
from culture and experimental swab sample of T.
equigenitalis K-188 strain produced a 413-bp am-
plification fragment at agarose gel electrophoresis.
On the other hand, urethral fossa and sinus swab
samples taken from 25 stallions were found to be
negative in direct-PCR (Figure).
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Figure. PCR amplification results. Lane 1: Positive control with 7. equigenitalis K-188 strain genomic DNA (413-
bp); lane 2: Experimental positive control swab sample; lane 3-19: Negative results belong to swab samples taken
from urethral fossa and sinus of stallions; lane 20: 100 bp DNA ladder (Fermentas, Latvia).

Discussion and Conclusion

CEM was first described in the United Kingdom in
1977 (CROWHURST, 1977), after which it was
spread through a number of countries worldwide.
In Turkey; the agent of CEM, T. equigenitalis, was
first described in 2001 by Ozgur et al. (2001b)
from clitoral fossa swabs of 2 mares by bacterio-
logical culture of 81 intrauterine and 39 clitoral
fossa swab samples of 120 thoroughbred mares
which had either endometritis or an infertility
problem.

Although it has many disadvantages, bacterio-
logical culture is the main tool for definitive diag-
nosis of 7. equigenitalis. Several PCR assays have
already been developed with advantages of rapid
and definitive diagnosis of 7. eguigenitalis and its
discrimination from 7. asinigenitalis. In this study,
we chose the method and primers that Duquesne et
al. (2007) used, because, these primers distinguish
T. equigenitalis from T. asinigenitalis, and do not
amplify DNA’s of equine urogenital tract com-
mensal bacteria (Streptococcus zooepidemicus,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Serratia liquefaciens and Escherichia coli). Also
authors found the sensitivity of PCR assay as 10
CFU which can not be detected by bacteriological
methods.

In Turkey, the presence of T. equigenitalis was
well demonstrated by former studies in which sero-
logical tests (OZGUR et al., 2001a; ERDEGER et
al., 2002) and bacteriological culture methods
(OZGUR et al., 2001b) were used, but this is the
first study that PCR assay was used for investiga-

tion of CEM in Turkey. In this study, we aimed to
compare bacteriological culture and direct-PCR re-
sults and test the usefulness of method in order to
use in our laboratory for routine diagnosis.

We could not detect T. equigenitalis with both
culture and direct-PCR, but it is understood that
the result we obtained is due to the swab material
which was low in number and taken from healthy
thoroughbred stallions. In order to get valid results
and increase the probability of getting positive re-
sults we have to plan an extensive study using
swab materials taken from suspected carrier stal-
lions and mares which have endometritis or infer-
tility problem. Nevertheless, results obtained from
positive controls showed that direct-PCR assay
used in this study was successful and it is useful in
routine diagnosis of CEM.
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Prevalence of Neospora caninum in cows with stillbirth and abortion

F. Cigdem PiSKiN', Armagan Erdem UTUK'

! Parasitology and Bee Diseases Laboratory, Central Veterinary Control and Research Institute, Ankara, Turkey

Summary: The aim of this study was to determine the prevalence of Neospora caninum in cows with stillbirth and
abortion. For this aim a total of 134 sera was collected and divided into two groups under abortion and stillborn which
were tested for antibodies against N. caninum using a commercially available competitive enzyme-linked immunosor-
bent assay (c-ELISA) kit (VMRD, USA). Abortion group was divided into 90-150, 150-210, 210-260 day groups.
Cows expulsing their fetus after 260 days of gestation were accepted as stillbirth group. Antibodies against N. can-
inum were detected as 47 out of 134 (35.07%) sera. Mean prevalences of abortion and stillbirth group were 24.44%
and 56.81%, respectively. In the abortion group, prevalences were detected as 23.07% for 90-150 day group, 18.51%
for 150-210 day group and 29.72% for 210-260 day group.

Keywords: Abortion, Neospora caninum, prevalence, stillbirth

Olii dogum ve abort yapan ineklerde Neospora caninum prevalansi

Ozet: Bu galigma abort ve 6lii dogum yapan ineklerde Neospora caninum™un prevalansini belirlemek amaciyla yapil-
di. Bu amagla iki gruba (abort ve 6lii dogum) ayrilmis toplam 134 serum, ticari kompetatif ELISA kiti (c-ELISA) ile
N. caninum’a kars1 olusmus antikorlar yoniinden test edildi. Abort yapan grup 90-150, 150-210, 210-260 giin olmak
iizere 3 gruba ayrildi. Gebeligin 260. giiniinden sonra yavru atan inekler 6lii dogum grubu olarak kabul edildi. 134 se-
rumun 47’sinde (%35.07) N. caninum’a kars1 antikorlar tespit edildi. Abort ve 6lii dogum gruplarinin ortalama
prevalansi sirayla %24.44 ve %>56.81 olarak belirlendi. Abort grubunun prevalanslari ise 90-150 giin igin %23.07,
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150-210 giin i¢in %18.51 ve 210-260 giin grubu i¢in %29.72 olarak tespit edildi.

Anahtar sozciikler: Abort, Neospora caninum, 6lii dogum, prevalans

Introduction

Neospora caninum is a coccidian parasite and an
important cause of abortion in cattle worldwide. It
was first identified in dogs with encephalomyelitis
and myositis in 1984 and was described as a new
genus and species in 1988. Domestic dog is defini-
tive host while cattle, sheep, goats, horses, deer are
intermediate hosts. Dogs can acquire infection by
ingestion of infected tissues; and intermediate
hosts can be infected either by horizontal postnatal
infection or by vertical transmission during preg-
nancy. There is no cow to cow transmission
(ANDERSON et al., 2000; DUBEY, 2003).

In Neospora infection, cows can abort; fetuses
may die in utero, be resorbed, mummified,
autolyzed, stillborn, born alive with clinical sings
or born normally but persistently infected. More-
over, infection may cause premature culling, di-
minished milk production and repeat breeder prob-

lems in herds (DUBEY, 2006; SIMSEK et al.,
2008; THURMOND and HIETALA, 1996, 1997).

Abortion is defined as fetal death and expul-
sion between 42 and 260 days of gestation. If death
occurs at 1-2 month of gestation, it is usually
termed as “early embryonic death” whereas a calf
that is born death between 260 days and full term
is defined as “stillbirth” (HOVINGH, 2009;
PETER, 2009). In Neospora infection, abortion
can occur both in dairy and beef cattle at any stage
of pregnancy. However, most abortion occurs dur-
ing the fourth to sixth month of gestation. Aborted
cows can abort again (ANDERSON et al., 2000;
DUBEY, 2003). Neospora caninum is a major
cause of abortion in cattle in many countries. Sev-
eral studies indicate that 12 to 42% of aborted fe-
tuses from dairy cattle are infected with N. can-
inum. In some dairies up to 87% of cows found as
seropositive. Economic loss is estimated in mil-
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lions of dollars resulting from abortion, stillbirth,
rebreeding, reduced milk production and premature
culling (DUBEY, 2003).

In Turkey seroprevalence of N. caninum in
cows was determined as 13.96% (459/3287) in
Central Anatolia (VURAL et al., 2006), 8.02%
(22/274) in Thrace (BIYIKOGLU et al., 2003),
9.2% (10/92) in Sakarya (ONCEL and
BIYIKOGLU, 2003), 7.5% (23/305) in Sanliurfa
(SEVGILI and ALTAS, 2005), 7% (13/186) in
Kayseri (ICA et al., 2006) and 7.01% (36/513) in
Eastern Anatolia (AKTAS et al., 2005). Seropreva-
lence of N. caninum was found significantly higher
in dairy cows with repeat breeder (13.48%, 12/89)
than healthy pregnant (3.19%, 3/94) (SIMSEK et
al., 2008). In aborted cows, seroprevalence was de-
termined to be 23.61% (34/144) in Central Anato-
lia (VURAL et al., 2006), 3.12% (1/32) in Eastern
Anatolia (AKTAS et al., 2005), and 33.3% (3/9) in
Kayseri (ICA et al., 2006).

The aim of this study was to determine the
prevalence of N. caninum in cows at different
stages of gestation.

Material and Method

For this purpose a total of 134 cow sera that sent to
Central Veterinary Control and Research Institute,
Parasitology Laboratory without age and breed in-
formation were collected by farm veterinarians.
Sera samples were stored at —20°C until tested.
Based on the definition abortion and stillbirth, sera
were divided into two groups as abortion and still-
birth. Abortion group was further divided into 90-
150, 150-210, 210-260 day groups. Antibodies to
N. caninum were detected by using a commercially
available competitive enzyme-linked immunosor-
bent assay (c-ELISA) kit (VMRD, USA). The test
was done following the instructions of manufac-
turer. The mean optical density (OD) at 630 nm
was determined for all wells using a microplate
reader (ELx 800 UV, Universal Microplate Reader,
Bio-Tec Instruments, Inc). The percent inhibition
for each test sample was determined using the be-
low mentioned formula:

Sample O.D. x 100

Mean negative control O.D.

Inhibition (%) = 100-

The samples with values of >30% inhibition
were regarded as positive and those with the values
<30% inhibition were regarded as negative.

Findings

The overall prevalence of N. caninum was 35.07%
(47/134). Mean prevalences of abortion and still-
birth group were 24.44% and 56.81% respectively.
In abortion group, prevalences were 23.07% for
90-150 day group, 18.51% for 150-210 day group
and 29.72% for 210-260 day group. Results of the
study are also summarized in tables (Tablel and
2).

Table 1. Total prevalence of N. caninum in abortion and
stillbirth group.

Abortion  Stillbirth  Total
The number of 90 44 134
animal tested
The number of in-
fected animals 22 25 47
Prevalence (%) 24.44 56.81 35.07

Table 2. Prevalence of N. caninum in different stages of
gestation.

Abortion/

Days Stillbirth Infected  Prevalence (%)
90-150 26 6 23.07
150-210 27 18.51
210-260 37 11 29.72
> 260 44 25 56.81

Discussion and Conclusion

In this study, the prevalence of N. caninum was de-
termined in different stages of gestation and the
overall prevalence was found as 35.07%. This re-
sult was obviously higher than the prevalence find-
ings of randomly selected cows (AKTAS et al.,
2005; ICA et al., 2006; VURAL et al., 2006).
Higher prevalences were accumulated in stillbirth
(56.81%) and 210-260 day groups (29.72%) while
lower prevalences were detected in 150-210
(18.51%) and 90-150 (23.07%) day groups. Al-
though most abortion occurs during the fourth to
sixth months (ANDERSON et al., 2000), this study
indicated that abortion and stillbirth ratios were
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higher after 210 days. Nevertheless, high sero-
prevalences were observed at every stages of ges-
tation in cows with abortion and stillbirth. Except
Eastern Anatolia, results showed that seropreva-
lences increase in aborted cows (AKTAS et al.,
2005; ICA et al., 2006; VURAL et al., 2006).

Seroprevalence data about dog neosporosis are
limited in Turkey (COSKUN, 2000; YILDIZ et al.,
2007). Coskun et al. (2000), found 10% seroposi-
tivity in 150 dogs by indirect fluorescent antibody
test (IFAT) in two provinces of Turkey. Yildiz et
al. (2007), examined 117 dogs with IFAT in Kirik-
kale province and reported 26.5% seropositivity.
High or low prevalences in aborted cows may be
associated with the prevalence ratios of N. caninum
in dogs.

There are only three studies about aborted
cows however there is no seroprevalence data re-
lated with abortion and stillbirth dates. These stud-
ies are especially focused on the general seropreva-
lence of the parasite (AKTAS et al., 2005; ICA et
al., 2006; VURAL et al., 2006). Our study is the
first detailed study about the seroprevalence of M.
caninum at different stages of gestation in Turkey.
We think that further studies are required to deter-
mine the prevalence of N. caninum in definitive
and intermediate hosts for a clear understanding of
disease’s epidemiology. Additionally, for attaching
necessary importance to the disease, economic ef-
fects of N. caninum should be surveyed in detail.

In conclusion, current study illustrated that V.
caninum may cause abortion in any stage of preg-
nancy and has a high prevalence in cows with still-
birth.
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Damzlik tavuk isletmelerinde tespit edilen mikoplazma infeksiyonlar:

Asiye DAKMAN', Elgin GUNAYDIN', Mehmet Ali TURKYILMAZ?, Metin GULEC',
Mustafa COSAR', Umit OZDEMIR?

'Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Kanatli Hastaliklar: Teshis Laboratuvari, Ankara; ’Pendik Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisti, Mikoplazma Teghis Laboratuvar, Istanbul, Tiirkiye

Ozet: Kanath hayvanlarda hastaliga neden olan farkli mikoplazma etkenleri bulunmaktadir. Bu etkenlerden
Mycoplasma gallisepticum (M. gallisepticum) ve Mycoplasma synoviae (M. synoviae) en 6nemli tiirler olup OIE liste-
sinde yer almaktadir. M. gallisepticum ve M. synoviae vertikal bulagmasi nedeniyle damizlik siiriilerde ayr1 bir 6neme
sahiptir. Ozellikle de vertikal bulasmanin sekillenmesi ve damizliklarin bu infeksiyonlar yoniinden ari olmas: gerektigi
icin, bu iki infeksiyon etkeninin hizli, giivenilir bir testle teshisi neticesinde acil koruma ve kontrol 6nlemlerinin alin-
masi sarttir. Bu ¢aligmada 2009 yilinda Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Kanatli Hastaliklar1 Teshis
Laboratuvari tarafindan denetimi yapilan damizlik isletmelerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve etken izolas-
yonu ile tespit edilen mikoplazma infeksiyonlar1 ortaya konmustur. Enstitiimiize bagli illerde bulunan damizlik islet-
melerden aliman kan serumu 6rnekleri M. gallisepticum ve M. synoviae yoniinden serum pleyt aglutinasyon test
(SPAT) ve ELISA ile test edildikten sonra, seroloji ile M. synoviae pozitif bulunan damizlik isletmelerden aliman
trakeal svap ornekleri PZR ve etken izolasyonu ve identifikasyonu yapilarak incelenmistir. Damizlik isletmelerin ta-
mam M. gallisepticum yoniinden negatif bulunmustur. Isletmelerin %8.5°i SPAT, ELISA ve PZR ile M. synoviae po-
zitif bulunurken ancak %2.5’inden etken izolasyonu yapilabilmistir. PZR ve etken izolasyonu karsilastirildiginda ise;
PZR ile pozitif bulunan isletmelerin sadece %33.4’linde etken izolasyonu yapilabilmistir. M. gallisepticum ve M.
synoviae’nin teshisinde PZR tamamen konvansiyonel kiiltiirel yontemlerin yerini alamamasina ragmen, bakteriyoloji
ile desteklendiginde erken ve kesin teshis agisindan damizlik siiriilerde basta olmak iizere kanatl endiistrisine faydal
olacaktir.

Anahtar sozciikler: Bakteriyoloji, damizlik siirii, ELISA, Mycoplasma synoviae, PZR, SPAT

Mpycoplasma infections detected in breeder holdings

Summary: Various Mycoplasma species which causes illness at poultry exist. Of the all Mycoplasma spp. My-
coplasma gallisepticum (M. gallisepticum) and Mycoplasma synoviae (M. synoviae) are the most important species
and take place in the OIE list. Due to vertical transmission of M. gallisepticum and M. synoviae, they do have an im-
portance at breeder flocks. Urgent protection and control measurements have to be applied according to the results of
the diagnosis of rapid and reliable test due to the vertical transmission and Mycoplasma-free required breeder flocks.
In this study, Mycoplasma infections diagnosed by polymerase chain reaction (PCR) and agent isolation at the breeder
flocks which are controlled by Poultry Diagnosis Laboratory of Central Veterinary Control and Research Institute
were introduced. After the serum samples which had been taken from the breeder flocks in the provinces under the re-
sponsibility of our institute were tested for M. gallisepticum and M. synoviae by SPAT, ELISA, tracheal swap samples
taken from M. synoviae positive breeder flocks were examined by PCR, agent isolation and identification. All the
breeder flocks were found to be M. gallisepticum negative by SPAT and ELISA. Of the holdings, while 8.5% were
found to be M. synoviae positive by SPAT, ELISA and PCR, agent identification was achieved from 2.5%. Compari-
son of PCR and bacteriology, agent isolation was done 33.4% solely from the holdings which are found to be M.
synoviae positive by PCR. Although PCR can not replace the conventional cultural methods totally for the diagnosis
of Mycoplasma spp. it will be useful for poultry industry, especially, poultry breeders, if it is supported by conven-
tional cultural methods in order to rapid and definite diagnosis of Mycoplasma spp.

Keywords: Bacteriology, breeder flock, ELISA, Mycolasma synoviae, PCR, SPAT
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Giris

Kanathi hayvanlarda hastali§a neden olan farkli
mikoplazma etkenleri bulunmaktadir. Bu etkenler-
den Mycoplasma  gallisepticum  (MG) ve
Mycoplasma synoviae (MS) en 6nemli tiirler olup
OIE listesinde yer almaktadir (ANON., 2008). M.
gallisepticum yaygin olarak tavuklarda kronik so-
lunum yolu hastaligina (CRD) sebep olur. CRD,
nazal akinti, solunum gii¢liigii, konjuktivitis, et-tipi
kanathlarda karkas agirliginin diismesi, yumurtaci
kanathilarda yumurta veriminin azalmasina neden
olan bulasic1 bir hastaliktir (ANON., 2008; LEY,
2003). M. synoviae infeksiyonlar1 genellikle
subklinik iist solunum yolu infeksiyonlar1 seklinde
gozikir. M. synoviae tavuklarda sinoviyal
membranlarin yangilanmasi ile karakterize eklem
lezyonlari, topallik ve bunlar1 takip eden siirecte
biiyiimede  gecikme ile iliskilendirilmistir
(KLEVEN, 2003). M. synoviae ve M.
gallisepticum enfeksiyonlarinda diger viral ve bak-
teriyel etkenlerle komplike olan vakalarda ekono-
mik kayiplar ve 6lim orami ciddi diizeyde artar
(ANON, 2008; KLEVEN, 2003).

M. gallisepticum ve M. synoviae vertikal bu-
lagsmasi nedeniyle damizlik siiriilerde ayr1 bir dne-
me sahiptir (ANON., 2008). Hastalikta en onemli
kayip mikoplazma ile enfekte damizliklardan elde
edilen civcivlerde performans kaybidir (AKAN ve
ark., 2008). Ozellikle de vertikal bulasmanin sekil-
lenmesi ve damizliklarin bu infeksiyonlar yoniin-
den ari olmasi gerektigi i¢in bu iki infeksiyon et-
keninin hizli, glivenilir bir testle teshisi neticesinde
acil koruma ve kontrol 6nlemlerinin alinmasi sart-
tir (ESENDAL, 2002).

Tiirkiye’de tavuklarda mikoplazma yayginligi
ile ilgili calismalar sinirh diizeydedir. Akan ve ark.
(2008), yapmis olduklar1 serolojik ve molekiiler
incelemede 43 broyler damizlik isletmesinin %
16.3’linli MG pozitif, %20.9 MS pozitif olarak sap-
tamiglardir. Bunun disinda hastaligir direkt ve
indirekt yontemlerle varligimi saptayan calismalar
da bulunmaktadir (CARLI ve EYIGOR, 2003).

Mikoplazmalarin kontroliinde diinyaca Oneri-
len sistemlerde ortak hedef grand parent
stock’larda eradike edip, parent stock seviyesinde
ise iyi bir biyogiivenlik sistemi ile hastaliktan ari
yaptytr korumaya c¢alismaktir (ANON., 1990;
ANON., 1996; GOKCELIK, 2008).

Ulkemizde ayni amagla 1989 yilindan beri
“Kuluckahane ve Damuzlik Isletmelerinin Saglik
ve Kontrol Yoénetmeligi” yiiriirliige girmis son ola-
rak 2007 yilinda yonetmelik giincellenmistir
(ANON., 2007a; ANON., 2007b). Bu yonetmelik
kapsaminda damizlik siiriilerin kontrolleri 16 haf-
taliktan itibaren baslar ve en az yilda iki kez kont-
rolleri devam eder. Mikoplazma y6niinden yapilan
kontrollerde ¢abuk lam aglutinasyon, serum plak
dilusyon, tiip aglutinasyon testi gibi tarama testleri
ile taranir pozitif bulunan siiriilerde sonug nispeten
spesifitesi daha yiiksek ELISA ve
Hemaglutinasyon inhibisyon (HI) gibi ikinci bir
serolojik testle dogrulanir. Mikoplazma antikorlari
yoniinden pozitif bulunan siiriilerde pozitif ya da
siipheli bulgularin kiiltiir ve/veya PZR ile dogru-
lanmas1 gerekir.

Mikoplazmalarin olduke¢a zor iireyen mikroor-
ganizmalar olmalar1 ve pasajlarla birlikte yaklasik
3-4 hafta gibi uzun bir inkubasyon siiresine ihtiyag
duymalari, kanath siirilerinde gegirilen diger
infeksiyonlara karst kullanilan antibiyotiklerin
mikoplazma etkenlerinin {iremesini baskilamasi
gibi olumsuzluklar, teshis konuldugunda siiriiniin
sagaltimmi ve etkili koruyucu 6nlemlerin alinma-

sin1 engellenmektedir (FREY ve ark., 1968;
ESENDAL, 2002).
Kanatlilarda mikoplazma infeksiyonlariin

teshisinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), kon-
vansiyonel bakteriyolojik ve serolojik testlerdeki
olumsuzluklart asabilen, spesifite ve sensitivitesi
yiksek, hizli ve glivenilir bir yontemdir (AKAN ve
ark., 2008; CARLI ve EYIGOR, 2003; MAROIS
ve ark., 2005).

M. gallisepticum ve M. synoviae’nin teshisi
icin ¢ok sayida konvansiyonel PZR (GARCIA ve
ark., 1995; KLEVEN, 1997, MAROIS ve ark.,
2005) ve real-time PZR teknigi (CARLI ve ark.,
2003; MEKKES ve ark., 2005) kullanilmakta ve
bu calismalarda adi gegen mikroorganizmalarin
teshisi i¢in 16S rRNA genini (KEMPF, 1998;
GARCIA ve ark., 2005); ylizey yapigma proteinle-
rini (pvpA, gapA, mge-2, LP, mspcl) (GARCIA ve
ark., 2005; MAROIS ve ark., 2005) kodlayan gen-
leri ve hemaglutinin proteinlerini kodlayan
(pPMGA, vlhA) (NOORMOHAMMADI ve ark.,
2000; BEN ABDELMOUMEN ve ark., 2005) gen-
leri ¢ogaltan ¢ok sayida primer ¢ifti kullanilmistir.
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Bu calismada 2009 yilinda Merkez Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Kanatli Hastalikla-
r1 Teshis Laboratuar tarafindan denetimi yapilan
damizlik isletmelerinde, M. gallisepticum ve M.
synoviae infeksiyonlari serolojik, bakteriyolojik ve
molekiiler tekniklerle arastirilmigtir.

Materyal ve Metot

Standart suslar: Standart M. gallisepticum S6 ve
M. synoviae WU1853 suslar1 Pendik Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Mikoplazma Refe-
rans Teshis Laboratuvarindan temin edildi.

Test edilen o6rnekler: Damizlik isletmelerden
5000 kapasiteye kadar %5, bunun iizerindeki her
kiimesten 300 kan serum Ornegi alinmig ve SPAT
ile MG ve MS yoniinden test edilmistir. MG ya da
MS pozitif bulunan her kiimesten 23’er adet serum
ELISA ile test edilmistir. ELISA ile pozitiflik sap-
tanan kiimeslerden 30’ar adet trakeal svap Ornegi
alinarak PZR yapilmis ve etken izolasyonuna gi-
dilmistir.

2009 yillinda laboratuvarimizin rutin olarak
her alt1 ayda bir denetimlerini yaptig1 Eskisehir,
Bolu, Ankara, Kayseri ve Kirikkale illerindeki 37
damizlik isletmeden toplam 134760 adet serum or-
negi (Tablo 1) ve serolojik testlerle Mycoplasma
spp yoniinden pozitiflik saptanan 3 igletmeden de
270 adet trakeal svap 6rnegi bakteriyolojik kiiltiir
ve PZR ile test edilmistir (Tablo 2).

Tablo 1. Ornek alman il, isletme ve toplam serum say1-
S1.

Ornek alinan
isletme sayis1

Ornek alinan
il say1s1

Toplam serum
sayisl

Yili

2009 5 37 134760

Tablo 2. Serolojik olarak Mycoplasma spp. pozitif is-
letmelerden alinan 6rnekler.

Isletme No Kan serumu Svap 6rnegi
0601 1200 120
3801 1200 120
3802 300 30
Toplam 2700 270

Trakeal svap ornekleri Frey’s medium igine
alinarak 24 saat igerisinde soguk =zincirle
laboratuvara ulastirilmis ve bunu takiben, 6rnek-
lerden 5’erli havuzlar yapilip, her 5 oOrnek,
vorteksleme igleminden sonra svaplar tiiplerin ¢e-
perlerine rotasyon hareketleriyle emdikleri trakeal
eksudati birakacak sekilde gezdirilip atilmuistir.
Toplanan eksudatin bir kismi konvansiyonel kiiltii-
rel yontemle bakteriyolojik izolasyon bir kismi da
DNA ekstraksiyonu amaciyla kullanilmistir.

PZR pozitif bulunan kiimeslerden alinan
trakeal svap Ornekleri ayn1 zamanda ulusal
mikoplazma referans teshis laboratuarmna da gon-
derilerek etken izolasyonu caligmasi ve tiplendir-
mesi saglandi.

Damizlik tavuk isletmelerinin M. galliseptum
ve M. synoviae infeksiyonlar1 yoniinden kontrolii
20.03.2007 tarih ve 26468 sayili Kuluckahane ve
Damizlik Isletmeleri Y&netmeligi ile 30.10.2007
tarih ve 43 sayili Kuluckahane ve Damizlik islet-
meleri Yonetmeligi Uygulama Talimati’na gore
gergeklestirildi.

Serum pleyt aglutinasyon testi (SPAT): OIE’de
(ANON., 2008) bildirildigi  sekilde, M.
gallisepticum ve M. synoviae SPAT antijeni (Pen-
dik) kullanilarak yapildi.

ELISA: M. synoviae igin gelistirilmis ticari bir kit
kullanilarak (Idexx; 06728-GE652) firmanin 6ner-
digi prosediire gore yapildi.

Etken izolasyon ve identifikasyonu: Frey’s broth
ve Frey’s agar kullanilarak OIE maniielde tanimla-
nan mikoplazma izolasyon prosediiriine gore ger-
ceklestirildi (FREY, 1968; ANON., 2008). izole
edilen mikoplazma kiiltiirleri, ulusal mikoplazma
referans teshis laboratuvarina gonderilerek isim-
lendirildi.

PZR: Marois ve ark. (2005), bildirdikleri yontem
modifiye edilerek yapildi. Trakeal svap o6rneklerin-
den ticari bir kit kullanilarak (Roche; High Pure
PCR Template Preparation Kit, 11796828001)
DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA’dan 2
ul kullanildi. PZR asamast PZR kiti (Fermentas,
E402) kullanilarak yapildi. M. synoviae PZR’da
reaksiyon hacimleri su sekildedir: 2.5 pl 10xPCR
buffer (MgCl,), 3 ul MgCl, (25 mM) 0.5 pl ANTP
(10 mM), 1’er pl MS-Primer F (20 pmol/ul) ve
MS-Primer R (20 pmol/ul), 0.5 pl Taq DNA
Polymerase, 13.5 pl deiyonize su (PCR grade), 2
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ul templeyt olmak iizere total reaksiyon hacmi 25
ul’dir. Thermal cycler’da uygulanan 1s1 dongiileri:
95°C’de 2 dk 6n denaturasyon, 35 siklus; 94°C’de
30 sn denaturasyon, 55°C’de 30 sn hibridizasyon,
72°C’de 30 sn ekstensiyon ve 72°C’de 10 dk final
ekstensiyon  seklindedir. Reaksiyon sonunda
%1.5’luk agaroz jelde (Seakem LE agarose,
50004L), 1000 V’da 30 dk siirityle DNA iiriinleri-
nin go¢li saglandi ve olusan bantlar UV
transilliminator (Utra-violet products/UVP) ve jel
dokiimantasyon sistemi (Biotech Image Master-
VDS+Fujifilm Termal Imagine System FTI-500)
yardimi ile goriintiilendi. Olugan PZR {iriinlerinin
biiyiikliigili yaklasik 400 bp olarak belirlendi.

Primerler: Calismada kullanilan M. synoviae
primerlerinin baz dizilimi su sekildedir:

Ms-pcl5: 5-TCA TTC AGC GCC AGC TGG
TTC-3’ ve Ms-pcl4: 5°-GCT TGA GTC TCC ATT
AACTTGTTG TTC-3".

Bulgular

Calismada 2009 yilinda kontrolleri yapilan 37 da-
mizlik isletmesinin 3 (%8.1)’{inde M. synoviae po-
zitif bulunmustur (Tablo 3). Bu isletmelerden 1°i
Ankara, 2’si Kayseri ilinde bulunan damizlik is-
letmelerdir. MS pozitif bulunan kiimeslerden ali-
nan kan serumu ve trakeal svap Orneklerinin
SPAT, ELISA, PZR ve bakteriyel kiiltiir yontemi
ile etken izolasyonu sonuglari sirasiyla Tablo 4, 5
ve 6’da yer almaktadir.

Calismada biitiin isletmelerden alinan serum-
lar M. gallisepticum yoniinden de test edilmis an-
cak negatif bulunmalar1 nedeniyle sonuglar ayrinti-

It verilmemistir. Ayrica bakteriyolojik kiiltiir yon-
temleri ile hem M. gallisepticun hem de M.
synovia yoniinden ekimler yapilmis sadece 1
(%2.5) isletmenin 2 kiimesinden M. synoviae izo-
lasyonu gerceklesmistir.

Tablo 3. Mycoplasma spp. pozitif isletmelerin illere go-
re dagilimi.

Mycoplasma spp. yoniinden

Dalehk . kontrol sonuglart
isletmelerin — -
bulundugu iller Pozitif isletme Negatif
say1s1 isletme sayis1
Ankara 1 12
Bolu - 12
Eskisehir - 7
Kayseri 2 -
Kirikkale - 1

Ankara’daki 1 damuzlik isletmesine (Isletme
kodu: 0601) ait 4 kiimesten alinan toplam 1200 se-
rum Orneginin %81°1 SPAT ile, her kiimesten 23 er
adet olmak tizere toplam 92 adet serumun %88’i
ELISA ile M. synoviae yoniinden pozitif sonug
almmustir. Her kiimesten 30’ar olmak iizere toplam
120 trakeal svap drneginden 114’1 (%95) PZR ile
pozitif bulunmustur. Etken izolasyonu c¢aligsmasin-
da ise sadece 4 no’lu kiimesten alinan 30 (%25)
ornekten Mycoplasma spp. izole edilmis ve ulusal
mikoplazma referans teshis laboratuvarinda M.
synoviae olarak isimlendirilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. 0601 no’lu damizlik isletmesinden alinan serum ve trakeal svap 6rneklerinin test sonuglart.

Ankara

SPAT ELISA PZR Etken izolasyonu
0601 no’lu
damizhik MS MS MS MS
isletmesi + - + - + - + -
1. kiimes 210 90 15 8 24 6 - 30
2. kiimes 267 33 23 - 30 - - 30
3. kiimes 255 45 23 - 30 - - 30
4. kiimes 240 60 20 3 30 - 30 -
Toplam % 972 %81 228 %19 81 %88 11 %l2 114 %95 6 %5 30 %25 90 %75
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Kayseri’de bulunan 3801 no’lu damizlik ig-
letmesine ait 4 kiimesten toplam 1200 adet serum
ornegi alinmis ve bunlarin tamami MS yoniinden
SPAT ile pozitif bulunmustur. MS yoniinden yapi-
lan ELISA testi ile kiimeslerin tamami ve test edi-
len Orneklerin  %97.8°’1 pozitif bulunmustur.
Trakeal Orneklerden yapilan PZR da kiimeslerin
tamami ve alman Orneklerin %87.5’inin MS yo-
niinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Ancak ayni1
trakeal Orneklerden yapilan bakteriyolojik kiiltiir
yontemi ile Orneklerin hig¢birinden mikoplazma
izolasyonu yapilamamistir (Tablo 5). Kayseri’de
bulunan diger damizlik isletmesinde (3802 no’lu
isletme) ise tek bir kiimeste bulunan damizlik ta-
vuklardan alinan 300 kan serum Orneginin tamami
SPAT ile MS pozitif bulunmus bunlardan 23’iine
ELISA yapilarak yine tamaminin MS pozitif oldu-
gu belirlenmistir. Alinan 30 trakeal 6rnegin tama-
mi1 PZR ile pozitif bulunurken, bu trakeal Srnekle-
rin higbirinden Mycoplasma spp. izole edilememis-
tir (Tablo 6).

31

Tartisma ve Sonuc¢

Bu calismada SPAT ile Mycoplasma spp. yoniin-
den kontrolleri yapilan 37 isletmenin 3’ (%38.5)
M. synoviae yoniinden pozitif bulunmustur. 0601
no’lu isletmede test edilen serumlarin %81°1, 3801
ve 3802 no’lu isletmelerde ise tamami pozitif bu-
lunmustur. SPA testi ¢abuk ucuz ve duyarliligt
(sensitivite) yiiksek olmasi sebebiyle siirii izleme
programlarinda bir tarama testi olarak yaygin bir
bigimde kullanilmaktadir (ANON.,1996; KLEVEN
ve LEVISOHN, 1996; KLEVEN, 1998). Bununla
birlikte hemolizli ve kontamine serumlar, yakin
zamanda diger hastaliklar i¢in inaktif ag1 uygula-
malar1 nonspesifik reaksiyonlara sebep olabilir
(CULLEN ve TIMMS, 1972; GLISSON ve ark.,
1984; YODER, 1989). Ayrica Robert ve Olesuik
(1967), doku reaksiyonunun situmule ettigi
rematoid faktériin bulunmasimin M. synovia ile
kros reaksiyona sebep oldugunu bildirmislerdir.
SPA ile test edilen kan serumlarinda yiiksek pozi-
tiflik nonspesifik reaksiyonlara bagl olabilir. An-
cak aynmi serum Orneklerinin M. gallisepticum yo-
niinden negatif bulunmasi yanlis pozitiflik ihtima-
linin disiik oldugunu goéstermektedir.

Tablo 5. 3801 no’lu damizlik isletmesinden alinan serum ve trakeal svap 6rneklerinin test sonuglart.

Kayseri SPAT ELISA PZR Etken izolasyonu
3801 no’lu

damizlik MS MS MS MS
isletmesi + - + - + - + -

1. kiimes 300 - 23 - 30 - - 30

2. kiimes 300 - 22 1 15 15 - 30

3. kiimes 300 - 23 - 30 - - 30

4. kiimes 300 - 22 1 30 - - 30
Toplam % 1200 %100 - 90 %97.8 2%2.2 105%87.5 15%12.5 - 120 %100

Tablo 6. 3802 no’lu damizlik isletmesinden alinan serum ve trakeal svap drneklerinin test sonuglart.

Kayseri SPAT ELISA PZR Etken izolasyonu
3802 no’lu

damizlik MS MS MS MS
isletmesi + - + - + - + -
Tek kiimes 300 - 23 - 30 - - 30
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Calismada 0601 no’lu isletmeden alinan serum
orneklerinin %81°1 SPAT ile MS pozitif bulunmus-
tur. SPA ile pozitif bulunan serumlarin 92’si
ELISA yapilmis ve %88’inin pozitif oldugu tespit
edilmistir. 3801 no’lu isletmede SPAT ile pozitif
bulunan 92 serum 6rneginin %97.8’1 ve 3802 no’lu
isletmede ise SPA ile MS pozitif 23 serumun ta-
mami ELISA ile de pozitif bulunmustur. Ewing ve
ark. (1996), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada 71 adet
ticari tavuk kiimesinden 3’iinii (%4.2) seropozitif
olarak identifiye etmis, bu siiriilerden alinan serum
orneklerinin %74’ SPA ile pozitif bulunmustur.
SPA ile pozitif bulunan serum Orneklerinin
%98.6’s1 ELISA ile de pozitif sonu¢ vermistir. Ca-
lismada enfeksiyonun erken sathasinda SPA ve HI
testlerinin basarisiz oldugu ancak ELISA ve PZR
ile yeni baslamis enfeksiyonlar1 yakalayabildikle-
rini bildirmisler ELISA’y1 tarama testi PZR’yi
konfirmasyon testi olarak kullanilmasini 6nermis-
lerdir. Bu ¢alismada kontrolii yapilan damizlik sii-
rlilerinde enfeksiyonun hangi sathasinda oldugu bi-
linmemektedir.

Bu c¢alismada sonuglarla ortiisiir sekilde;
Marois ve ark. (2000) deneysel ve dogal infekte
kanatlilarin yem, igme suyu, tily ve kiimes tozla-
rindan aldiklar1 svap érneklerinden bakteriyoloji ve
PZR ile yaptiklar1 M. synoviae taramasinda; ince-
ledikleri 96 adet deneysel infekte kanatlilarda bak-
teriyoloji ile 10/96, PZR ile 46/96 M. synoviae po-
zitiflik tespit ederken, dogal infekte kanathilarda
bakteriyoloji ve PZR ile sirasiyla, 7/28 ve 17/28
oraninda M. synoviae tespit ettiklerini bildirmisler-
dir. Heidelberg ve ark. (1997) bakteriyoloji ile dii-
siik pozitivitenin tespit edilmesini Mycoplasma
spp.’nin nazli iireyen mikroorganizma olmasina
veya svap Orneklerinde canli fakat kiiltiirleri yapi-
lamayan bir durumda bulunmalarina dayandirmig-
lardir. Ayrica kanath siiriilerinde gecirilen diger
infeksiyonlara karsi kullanilan antibiyotiklerin
mikoplazma etkenlerinin {iremesini baskilamasi,
etken izolasyonunu engelleyen faktorlerden biridir
(FREY ve ark., 1968). Ankara ilindeki 1 adet is-
letmenin toplam 4 adet kiimesinin sadece birinde
bakteriyoloji ile pozitiflik tespit edilirken, Kayseri
ilindeki her iki damizlik isletmede kiiltiir ile pozi-
tiflik tespit edilememistir. Buna karsin seroloji ile
pozitiflik tespit edilen 3 damizlik isletmenin ta-
mami1 PZR ile M. synoviae pozitif bulunmustur.

PZR ile M. synoviae teshisi 1-2 giin i¢cinde tamam-
lanirken, etken izolasyonu 3-4 haftalik bir zaman
dilimini gerektirmektedir.

Sonug olarak, PZR mikoplazmalarin rutin tes-
hisinde, SPAT, ELISA gibi primer tanm testlerinin
konfirmasyonunda bakteriyoloji ile birlikte yiirii-
tilldiigii takdirde, hizli ve glivenilir bir test metodu
olarak acil koruma ve kontrol 6nlemlerinin alinma-
sina fayda sagladig1 ortaya konulmustur.
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Kisa Bilimsel Calisma / Short Communication

Atik fetus mide iceriklerinden konvansiyonel kiiltiirel yontem ve polimeraz
zincir reaksiyonu ile Brucella spp.’nin teshisi

H. Kaan MUSTAK', Elcin GUNAYDIN?, Ugur KUCUKAYAN/, Asiye DAKMAN?

Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, ' Yetistirme Hastaliklar: Laboratuvari; *Kanath Hastaliklar: Arastirma ve
Teshis Laboratuvari, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Brusellosis, Brucella tiirlerinin neden oldugu oldukea bulasici, zoonotik bir enfeksiyondur. Brusellozisin teshi-
sinde, serolojik ve konvansiyonel kiiltiirel yontemlerin yani sira farkli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamala-
r1 da kullanilmaktadir. Bu calismada 31 adet sigir, 8 adet koyun ve 1 adet kegi fotal atik mide igeriginden bakteriyolo-
jik kiiltir ve PZR ile Brucella spp.’nin belirlenmesi ve her iki teshis yonteminin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Ca-
lisma sonunda her iki yontemle de benzer pozitif ve negatif sonuglar elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Brucella spp., fetus, konvansiyonel kiiltiirel yontem, mide icerigi, PZR

Diagnosis of Brucella spp. by conventional cultural method and polymerase chain reaction in
stomach contents of aborted fetuses

Summary: Brucellosis is a contagious, zoonotic infection caused by Brucella species. Beside the serological and con-
ventional cultural methods, different polymerase chain reaction (PCR) applications can be used in diagnosis of brucel-
losis. The aim of this study was to compare bacteriological culture and PCR methods used for the detection of
Brucella spp. in stomach contents of the 31 bovine, 8 ovine and 1 caprine aborted fetuses. At the end of the study,
same positive and negative results were obtained from both methods.

Keywords: Brucella spp., conventional cultural method, fetus, PCR, stomach content

Brusellozis diinyada ve iilkemizde ¢iftlik hayvanla-
r1 agisindan ekonomik dnem arz eden, insan sagligi
acgisindan da tehdit unsuru olusturan, olduk¢a yay-
gin zoonotik bir infeksiyondur (AYDIN ve
PARACIKOGLU, 2006). Bu  nedenle,
infeksiyonun hizli ve giivenilir bir sekilde teshisi-
nin yapilabilmesi, iilke hayvanciligi ve insan sagli-
&1 acisindan olduk¢a 6nemlidir.

Sigir ve koyunlarda brusellozis, Brucella
genusu igerisinde bulunan, B. abortus, B.
melitensis, B. ovis ve B. suis gibi farkli Brucella
tiirleri tarafindan olusturulur. Brusellozisin rutin
teshisinde, serolojik ve bakteriyolojik testler gibi
konvansiyonel yontemlerden (HESTERBERG ve
ark., 2008) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
gibi molekiiler tekniklerden faydalanilmaktadir
(HINIC ve ark., 2009).

Konvansiyonel yontemlerden bakteriyolojik
kiiltiir ile brusellozisin teshisi her zaman miimkiin
olmamaktadir. Bunun nedenleri; Brucella’nin zor
iireyen bir bakteri olmast, izolasyon i¢in zenginles-

tirilmis besi yerleri ve 6zel inkubasyon kosullarina
gereksinim gostermesi, identifikasyon siirecinin
uzun zaman almasi, marazi maddelerin zamaninda
ve uygun sartlarda laboratuvara ulastirillamamasi
olarak siralanabilir. Serolojik metotlar ise, numune
(kan serumu, siit serumu vb.) alimmin kolayligi,
rahat uygulanabilirligi, kisa siirede sonug¢ alinabil-
mesi, sensitivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle
brusellozisin teshisinde daha ¢ok kullanilmaktadir.
Ancak siirii igerisindeki tiim hayvanlar teshis edi-
lebilir diizeyde antikor yanit1 olusturmamakta, asili
ve dogal enfekte hayvanlarin ayrimi yapilamamak-
ta ve mikroorganizmanin diger bakterilerle ¢apraz
reaksiyon vermesi yanlis pozitif sonuglarin alinma-
styla neticelenebilmektedir. Bu sebeplerden dolay1
enfeksiyonun serolojik teshisinde en az iki testin
birlikte uygulamas1 gerekmektedir (ALTON ve
ark., 1988).

1987°den beri Brucella spp.’nin teshisi icin
¢ok sayida farkli primer cifti kullanilmis ve sayisiz
PZR teknigi gelistirilmistir. Brucella spp.’nin tes-
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hisinde kullanilan ilk PZR tabanli testlerde cins-
spesifik bolgenin identifikasyonu amaglanmistir
(FEKETE ve ark., 1990). Bu amagcla, IS711 olarak
tanmimlanan insersiyon sekansi (BRICKER ve
HALLING, 1994), 16S rRNA geni (HERMAN ve
DE RIDDER, 1992), 16S-23S rRNA operonu
(ROMERO ve ark., 1995), 31 kDA dis membran
proteini (MAYFIELD ve ark., 1988), 43 kDA dis
membran proteini (FEKETE ve ark., 1990), omp-2
dis membran proteini (LEAL-KLEVEZAS ve ark.,
1995) PZR c¢alismalarinda kullanilmigtir. Daha
sonralari, Brucella tiirlerinin ve/veya
biyovarlarinin ayrimi i¢in ¢esitli PZR teknikleri ge-
ligtirilmistir (ADONE ve ark., 2001). Konvansiyo-
nel PZR teknikleri disinda son yillarda gergek za-
manli PZR (Real-Time PCR) kullanimi da
laboratuvarlarda yerini almaktadir (HINIC ve ark.,
2009). PZR ile Brucella spp.’nin teshisi ilk zaman-
lar izolatlardan elde edilen purifiye DNA’lardan
gergeklestirilmistir. Daha sonraki yillarda fotal
atiklar ve maternal dokular (CETINKAYA ve ark.,
1999), kan (GUARINO ve ark., 2000), siit
(ROMERO ve LOPEZ-GONI, 1999), nazal sekret
(SREEVATSAN ve ark., 2000), semenden (AMIN
ve ark., 2001) elde edilen DNA’larla da PZR uygu-
lamalar1 yapilmistir.

Bu calismada, brusellozis siiphesiyle, 2008-
2009 yillar1 arasinda, soguk zincirde Merkez Vete-
riner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Yetistirme
Hastaliklar1 Laboratuvarina gonderilen 31 adet si-
gir, 8 adet koyun ve 1 adet keci fotal atigina ait
mide iceriginden kiiltiir ve Brucella abortus’un
16S rRNA seckansindan elde edilen cins-spesifik
primerler kullanilarak yapilan PZR (ROMERO ve
ark., 1995) ile Brucella spp.’nin teshisi gerceklesti-
rildi.

Brucella tirlerinin izolasyonlar1 igin atik
fetuslara ait mide iceriklerinin izolasyon c¢aligmasi,
Serum-Dekstroz agarda gerceklestirildi. Daha son-
ra agar pleytler, %10 CO;’li etiivde, 37°C’de, 4-7
giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
siipheli koloniler, koloni morfolojisi, Gram boya-
ma, oksidaz, katalaz, iireaz ve nitrat rediiksiyon gi-
bi biyokimyasal ozellikler dikkate alinarak
Brucella spp. yoniinden incelendi (ALTON ve
ark., 1988).

Bakteriyoloji ve PZR’de pozitif kontrol olarak
atik fetus mide iceriklerinden izole edilen ve Pen-
dik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisii’nde
tiplendirilen B. abortus ve B. melitensis suslar kul-
lanild1.

Ekstraksiyon oncesi fotal atiklarin mide igerik-
leri 1 saat boyunca 65°C’de inaktive edildi.
Inaktivasyon sonrasi ticari bir DNA ekstraksiyon
kiti ile iiretici firmanin 6nerdigi sekilde (Qiagen
Blood Tissue Kit, Qiagen; 69506) ckstraksiyon
gerceklestirildi.

Daha 6nce Romero ve ark. (1995) tarafindan
kullanilan Brucella abortus 16S rRNA sekansin-
dan elde edilen cins-spesifik F4, R2 primerleri kul-
lanild1 (Tablo 1).

PZR i¢in Romero ve ark. (1995)’nin bildirdik-
leri yontem modifiye edilerek uygulandi. PZR re-
aksiyonu Fermentas Taq DNA Polymerase
(rekombinant) Kit (Uriin No: EP0402) ile gercek-
lestirildi. PZR’de kullanilan reaksiyon hacimleri su
sekildedir: 2.5 pl PCR buffer (MgCl, ihtiva etme-
mektedir), 0.5 ul ANTP (10 mM), 1.5 pl MgCl, (25
mM), her primerden 1 pl (20 pmol/ul), 2 pul
templeyt, 16 pl deiyonize su olmak iizere toplam
reaksiyon hacmi 25 pl’dir. PZR reaksiyonu para-
metreleri sirastyla su sekildedir: 95°C’de 2 dk 6n
denaturasyonu takiben 35 siklus boyunca 95°C’de
30 sn denaturasyon, 55°C’de hibridizasyon,
72°C’de 30 sn ekstensiyon ve ardindan 72°C’de 10
dk final ekstensiyon.

10 pl PZR {irlind, ethidium bromide ile boya-
nan %1.5’luk agaroz jelde (Seakem; Seakem LE
agarose, 50004L) 30 dk boyunca 100 V’da ylirii-
tildi. DNA  bantlar1 UV  transluminator
(Ultraviolet Products/UVP) ve jel dokiimantasyon
sistemi (Bitech Image Master-VDS Fujilim Termal
Imagine System FTI-500) yardimu ile goriintiilendi.
Olugan PZR iirlinlerinin biyilikligi yaklasik 905
bp olarak belirlendi.

Tablo 1. Calismada kullanilan primerler.

Primer Sekanslar (5°-3%) Lokalizasyon
F4 TCG AGC GCC CGC AAG GGG 63-79
R2 AAC CAT AGT GTC TCC ACT AA 947-966
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Tablo 2. PZR ve konvansiyonel kiiltiir yontemi ile elde edilen sonuglarin hayvan tiirlerine gére dagilimu.

Pozitif 6rnek sayist / %

Negatif 6rnek sayis1 / %

Hayvan tiirii Mide igerigi

Bakteriyoloji PZR Bakteriyoloji PZR
Sigir 31 15/48.4 15/48.4 16/51.6 16/51.6
Koyun 8 3/37.5 3/375 5/62.5 5/62.5
Kegi 1 - - 1/100 1/100

Soguk zincirde gonderilen 31 adet sig1r, 8 adet
koyun ve 1 adet kegi olmak iizere toplam 40 adet
fotal atik mide iceriginden yapilan bakteriyolojik
kiiltiir ve PZR sonucunda; sigir érneklerinin 15’1
(%48.4) ve koyun 6rneklerinin 3’i (%37.5) her iki
yontemle de pozitif bulunmustur. Ke¢i 6rneginden
yapilan incelemede ise her iki yoOntemle de
pozitiviteye rastlanmamistir (Tablo 2) (Sekil 1).

o] T ]
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Sekil 1. PZR ile elde edilen bazi pozitif ve negatif so-
nuglar. M: 100 bp marker (Fermentas, Letonya); P: Po-
zitif kontrol; N: Negatif kontrol; 1, 6, 8, 10, 12, 15, 16:
Pozitif 6rnekler (905 bp); 2, 3,4,5,7,9, 11, 13, 14: Ne-
gatif 6rnekler.

Buna gore, her iki yontemle de toplam 18 adet
pozitif ve 22 adet negatif sonu¢ elde edilmistir.
Bakteriyolojik  kiiltiir ile  karsilagtirildiginda
PZR’nin sensitivite ve spesifitesi %100 olarak bu-
lunmustur.

Brucellozisin teshisinde sperma, kan, fotal ig
organlar gibi materyaller kullanilarak konvansiyo-
nel kiiltiirel yontem ve farkli PZR uygulamalarinin
karsilastirildig1 ¢calismalar yapilmistir. Ancak fotal
mide iceriginden PZR ile Brucella spp.’nin teshisi
ve konvansiyonel kiiltiirel yontem ile karsilastiril-
masina iligskin az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Giler ve ark. (2003)’nin koyun atik fetus mide
igeriklerinden brusellozisin teshisinde, bakteriyolo-
jik Kkiiltiir ve PZR yontemini karsilastirdiklart bir
caligmada bakteriyolojik kiiltiir ile pozitif sonug
alman 39 mide igeriginin 38’inde PZR ile pozitif
sonu¢ elde ederek, PZR’nin spesifite ve
sensitivitesini %97.4 olarak tespit etmislerdir. Aym

caligmada bakteriyolojik kiiltiir ile negatif sonug
alman mide igeriklerinden yapilan PZR ile de ayn1
sayida negatif sonu¢ alinmig ve PZR’nin spesifite
ve sensitivitesi negatif drnekler i¢cin %100 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu spesifite ve sensitivite
degerleri bizim g¢alismamizdaki deger ile benzer
bulunmus ve PZR’nin, brusellozisin teshisinde ru-
tin olarak kullanilabilecegi fikri desteklenmistir.
Konvansiyonel kiiltiire gére mide igeriklerinden di-
rekt yapilan PZR’nin daha kisa zamanda sonug
vermesi brusellozisin teshisinde énemli bir avantaj
olarak belirlenmistir.

Ulkemizin brusellozis hastaligi i¢in endemik
bolge oldugu bilinmektedir. Bu nedenle farkli hay-
van tiirlerinde ve daha fazla Ornek sayisiyla
Brucella spp.’nin tiir diizeyinde teshisi, bununla
beraber serolojik olarak belirlenmesinde sikintilar-
la karsilagilan asili ve asisiz hayvanlarin ayriminin
yapilabilmesi ig¢in bundan sonraki ¢aligmalarda
farkli molekiiler tekniklerin kullanildigi ¢alismalar
hedeflenmektedir.
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Olgu Sunumu / Case Report

Kinal kekliklerde (Alectoris chukar) Eimeria tenella ve Eimeria kofoidi’nin
neden oldugu koksidiyozis olgusu

Armagan Erdem UTUK', F. Cigdem PiSKIiN'

'Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Parazitoloji ve Ar1 Hastaliklar: Laboratuvari, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Laboratuvarimiza gonderilen ii¢ kinali kekligin (4lectoris chukar) incelenmesi neticesinde kekliklerde Eimeria
sp. ookistleri tespit edilmigtir. Tiir tayinlerini yapmak amaciyla ookistler uygun kosullarda sporlandiriimistir. Caligma
sonucunda ii¢ kekligin de Eimeria tenella ve E. kofoidi ile enfekte oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Alectoris chukar, E. kofoidi, E. tenella, kinal keklik

Coccidiosis in chukar partridges (Alectoris chukar) caused by Eimeria tenella and Eimeria kofoidi

Summary: As a result of the examination of three chukar partridges sent to our laboratory, Eimeria sp. oocysts were

detected. With the aim of defining their species, oocysts were sporulated in suitable conditions. The results of the

study indicated that all three partridges were infected with Eimeria tenella and E. kofoidi.

Keywords: Alectoris chukar, chukar partridge, E. kofoidi, E. tenella

Giris

Keklikler biyolojik siniflandirmada Galliformes
(Tavugumsular) takiminin Phasinadae (Siiliingil-
ler) ailesinde bulunmaktadir. Avcilik, et iiretimi ve
yumurtasi i¢in yetistirilmektedir. Farkli cinslere ait
bircok tiirii ve alt tiirii bulunmaktadir. Ulkemizde
en yaygin olarak bulunan ve ticari liretime en iyi
adapte olan tiir ise kinali kekliktir (4. chukar)
(INANC, 2001).

Keklik ve siiliin gibi av kuslarinin ticari amagl
olarak yogun bir sekilde yetistirildigi siiriilerde
paraziter hastaliklarin yayilimi artabilmektedir.
Koksidiyozisin tavuk ciftliklerinde oldugu gibi, av
kuslarinin yetistirildigi ciftliklerde de yaygin oldu-
gu bildirilmektedir (BOLOGNESI ve ark., 2006).
Ancak hastaligin av kuslar arasindaki yayginligi
ve hastaliga neden olan tiirler hakkinda pek fazla
literatiir bulunmamaktadir.

Diinyada ve Tiirkiye’de yapilan galigmalar so-
nucunda kekliklerde E. tenella, E. caucasia, E.
kofoidi, E. alectoreae, E. gonzalezi, E. coturnicis,
E. ruri, E. procera, E. teetari ve E. legionensis
tirleri tespit edilmistir (BHATIA ve ark., 1966;
BOLOGNESI ve ark.,, 2006; DUMANLI ve
OZER, 1985; KOROGLU ve TASAN, 1995;
ZAPRIANOV, 1976).

Bu calismada; Cankir1 bolgesindeki bir kinali
keklik isletmesinde koksidiyozise neden olan tiirle-
rin tespiti amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Calismanin materyalini 2009 yilinin Mayis ayinda
Cankir bolgesinden Merkez Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiitiisii, Parazitoloji Laboratuvarina
gonderilen ii¢ kinali keklige ait bagirsaklar olus-
turmustur. Alinan anamnezde siiriide 400 kekligin
bulundugu, 100’iiniin hastalandig1 ve ti¢liniin 61dii-
gii, hasta hayvanlarda istahsizlik, durgunluk, kam-
bur durus ve ishal gibi klinik semptomlarin goriil-
digi belirtilmistir.

Laboratuvara gonderilen bagirsaklar usuliine
uygun olarak acilmig ve yeterli miktarda digki ali-
narak ¢inko siilfat (ZnSQ,) flotasyon metodu ile
incelenmistir. Inceleme sonucunda kekliklerin dis-
kisinda Eimeria sp. ookistleri tespit edilmistir.

Eimeria sp. ookistleri saptanan digki 6rnekleri
serum fizyolojik ile karistirildiktan sonra siiziil-
miis, %2.5’luk potasyum dikromat (K,Cr,0,) ice-
ren petrilere ince bir tabaka halinde yayilmis ve
25-27°C’de sporlanmaya birakilmistir. Ornekler
cam bagetle giinde birkag kez karistirilmig ve
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petrilerde potasyum dikromat azaldik¢a ilave edil-
mistir.

Ayni tlirden sporlanmis ookistlerin 15 tanesi
sekil, biiyiikliik, ookist artig1, stieda cisimcigi, po-
lar graniil, mikropil, kep ve refraktil globiillerin
mevcut olup olmadigr ydniinden incelenmis ve
morfolojik 6zellikleri belirlenerek ilgili literatiirler
1s1ginda teshisleri yapilmistir (BOLOGNESI ve
ark., 2006; CAMPILLO ve HERNANDEZ, 1966;
DUMANLI ve OZER, 1985; KOROGLU ve
TASAN, 1995; MORGAN ve HAWKINS, 1949).

Bulgular

Yapilan incelemeler sonucunda kekliklerde F.
tenella ve E. kofoidi’nin neden oldugu miks-
enfeksiyon tespit edilmistir.

Eimeria tenella ookistlerinin oval sekilli, bo-
yutlarimin 23-25x16-18 (ortalama 23.7x17.4) um,
boy/en oraninin 1.36 pm oldugu, ookist artigi,
mikropil ve kepe sahip olmadigi, polar graniile sa-
hip oldugu, sporokistlerinin boyutlarinin 10-12x6-
8 (ortalama 11.6x7) um, boy/en oraninin 1.65 pm
oldugu, stieda cismi ve refraktil globiile sahip ol-
dugu tespit edilmistir.

Eimeria kofoidi ookistlerinin yuvarlak sekilli,
boyutlarmin 18-22x15-19 (ortalama 20.4x17.3)
um, boy/en oraninin 1.18 pm oldugu, ookist artigi,
mikropil ve kepe sahip olmadigi, polar graniile sa-
hip oldugu, sporokistlerinin boyutlarinin 10-11x6-
7 (ortalama 10.5%6.9) pum, boy/en oraninin 1.51
um oldugu, stieda cismi ve refraktil globiile sahip
oldugu tespit edilmistir.

B
Sekil. Sporlanmis ookistler, A: E. tenella, B: E. kofoidi.

Tartisma ve Sonuc¢

Dumanli ve Ozer (1985), Elaz1§ bolgesinde aveilar
tarafindan vurulan 60 keklikten (Alectoris graeca)
elde ettikleri digki materyalini incelemis, keklik-

lerden 9’unun E. caucasia, 15’inin E. kofoidi ve
147{iniin her iki tiirle enfekte oldugunu tespit et-
mistir.

Koroglu ve Tasan (1995), Elazig ve Tunceli
yorelerinde 50 keklik (4. graeca) iizerinde yaptik-
lar1 inceleme sonucunda, kekliklerin 9’unda E.
alectoreae, 19’unda E. caucasia, 2’sinde E.
coturnicis, 2’sinde E. gonzalezi ve 38’inde E.
kofoidi tiirlerini tespit etmistir.

Tiirkiye’de keklikler {izerinde yapilan ¢aligma-
lar sonucunda (DUMANLI ve OZER, 1985;
KOROGLU ve TASAN, 1995) 5 farkli Eimeria tii-
ri tespit edilmistir. Bu calisma Cankir1 bolgesin-
den laboratuvarimiza gonderilen ii¢ kinali keklik
(4. chukar) Uzerinde yiiritilmiis olup, kekliklerde
Tiirkiye’de belirtilen tiirlerden farkli olarak F.
tenella tespit edilmistir.

Caligma sonucunda; Tirkiye’nin farkli bolge-
lerinde bulunan evcil ve yabani kekliklerin
paraziter hastaliklar yoniinden incelenmesi gerek-
tigine, koksidiyozisin keklik yetistirilen isletmeler-
de 6nemli kayiplara neden olabilecegine ve yetisti-
ricilerin bu konuda bilinglendirilmesi gerektigi ka-
naatine varilmistir.
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Bat1 Nil Virus enfeksiyonu

Arife ERTURK', M. Fatih BARUT', Sirin G. CIZMECI"
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Ozet: Bat1 Nil Virus’u; insanlar, atlar, kuslar ve vahsi hayvanlarda gesitli norolojik semptomlara neden olan ve vek-
torlerle (artropodlarla) bulasan Flaviviridae ailesine mensup zoonoz bir arbovirusdur. Afrika, Asya ve Giiney Avru-
pa’da uzun siiredir bilinen hastalik, son zamanlarda insanlarda ve tek tirnaklilarda ensefalit vakasi ile seyreden hasta-
lik tablosuna sebep olmaktadir. Kiiresel 1sinma sonucu olusan iklim degisiklikleri ile bu virusun tasiyicisi olan vektor-
lerin de yasam alanlar1 degismis ve yayginliklar1 artmustir. Bu derlemede; virusun etiyolojisi, diinyadaki yayginligs,
patogenezi, belirtileri, tan1 yontemleri ve miicadelesi ile ilgili konular ele alimustir.

Anahtar sozciikler: Bat1 Nil Virus, ensefalitis, sivrisinek

West Nile Virus infection

Summary: West Nile Virus; is a zoonosis arbovirus which belongs to Flaviviridae family and causes different neuro-
logical symptoms in humans, horses, birds and wild animals and spreads via arthropods. As a known disease in Africa,
Asia and South Europe for a while, West Nile causes encephalitis in equids and humans recently. In consequence of
climate changes which is a result of global warming, living area of vectors are changed and prevalence of vectors is
increased. In this article, etiology, prevalence, pathogenesis, symptoms and diagnostic techniques of the virus and

Derleme / Review

combating are discussed.

Keywords: Encephalitis, mosquito, West Nile Virus

Giris

Afrika, Asya ve Giiney Avrupa’da uzun siiredir bi-
linen hastalik son yillarda Kuzey Amerika ve Av-
rupa’nin 1liman bolgelerinde, insanlarda ve tek tir-
naklilarda artan ensefalit vakasi ile seyreden sal-
ginlara sebep olmaktadir (BURKE ve ark., 2001).
Virus ilk defa 1937 yilinda Uganda’nin Bat1 Nil
bolgesinde atesli hastalik gegiren bir kadindan izo-
le edilmistir. Kisa bir siire sonra da Afrika, Orta
Dogu ve Giliney Avrupa’da insanlar, kuslar ve siv-
risineklerde yaygin olan flaviviruslar arasina gir-
mistir. Bu bolgelerde Bati Nil Virusu (BNV) en-
feksiyonu genellikle hafif ve subklinik seyirli ola-
rak goriilmiisse de, 1990’larin basindan itibaren
enfeksiyonun insanlardaki siklig1 ve ciddiyeti art-
mistir. Enfeksiyon daha oOnceleri etkilenmemis
bolgelerde de goriilmeye baglamistir. Buna en car-
pict O6rnek olarak virusun 1999 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nin New York sehrinde goriil-
mesi ve bunu takip eden 3 yil igerisinde Kuzey
Amerika’da ki hayvanlar ve insanlarda yayilmasi
verilebilir (CDC, 2003).

Etiyoloji ve Epidemiyoloji

Batil Nil Virusu, taksonomik olarak Flaviviridae
familyasinin ~ Flavivirus  cinsinde yer alir
(MONARTH ve HEINZ, 1996;
SAMPATHKUMAR, 2003). Etken ayn1 zamanda
Japon Ensefalit Virusu (JEV), St. Louis Ensefalit
Virusu (SLEV), Murray Vadisi Ensefalit Virusu
(MVEV) ve Kunjin Virusu’nun da i¢inde bulundu-
gu JE serokompleksi i¢inde yer almaktadir.

Virus, ikozahedral simetrili, zarfli, pozitif po-
lariteli, tek iplik¢ikli bir RNA virusudur. Genom
yaklasik 12000 niikleotid uzunluktadir
(MONARTH ve HEINZ, 1996; PETERSEN ve
ROEHRING, 2001). Virion ¢ap1 45-50 nm biiyiik-
liglindedir (SAMPATHKUMAR, 2003;
MCMINN, 1997). Dis ortamlara dayanikli olma-
yan BN virusu, 1s1, lipit ¢oziiciiler veya deterjan
iceren dezenfektanlar icinde siiratle inaktive olur
(SAMPATHKUMAR, 2003; DIAMOND, 2003).
BNV izolatlari, filogenetik olarak iki hat iizerinde
gruplanmaktadir. Birinci hat, Kuzey ve Orta Afti-
ka, Israil, Avrupa, Hindistan, Avustralya (Kunjin
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virus), Kuzey ve Orta Amerika ve Giiney Amerika
da Kolombiya ve Arjantin'de gOriilmiistiir
(MORALES ve ark., 2006). Ikinci hat, Orta ve
Giliney Afrika ve Madagaskar'da endemik olarak
hastaliga neden olmustur. Her iki hattin da Orta
Afrika'da birlikte sirkiilasyon ig¢inde bulundugu ra-
por edilmistir (BERTHET ve ark., 1997; BURT ve
ark., 2002). Son zamanlarda Macaristan'da hat 2
bildirilmistir. Insan ve atlarda meydana gelen son
salginlar birinci hattan kaynaklansa da her iki hat
da insan ve hayvanlarda hastaliga neden olmakta-
dir.

BNV, 20’nci ylizyiln ilk yarisinda Afrika'da
insan patojeni olarak tanimlanmistir. Her ne kadar
daha 6nce BNV salginlar1 tanimlansa da 1996'dan
once insanlarda BNV sonucu meydana gelen
ensefalit ile nadiren karsilasilmigtir. Bu tarihten
sonra Romanya, Rusya, Israil, Kuzey Amerika,
Fransa ve Tunus'ta BNV ensefalit salginlar1 bildi-
rilmigtir (BIN ve ark., 2001; DEL GIUDICE ve

ark., 2004; HAYES, 2001; HUBALEK ve
HALOUZKA, 1999; ZELLER ve
(i International

~ Animal Disease

Monitoring

SCHUFFENECKER, 2004). 1960'lar boyunca Mi-
sir ve Fransa'dan atlarda BNV ensefaliti rapor
edilmistir (PANTHIER ve ark., 1966; SCHMIDT
ve EL MANSOURY, 1963). 1998'den itibaren
Fransa, italya, Kanada, Amerika, Israil ve Ceza-
yir'de hastalik goriilmiistir (CANTILE ve ark.,
2000; HAYES ve ark., 2005; MURGUE ve ark.,
2001; OSTLUND ve ark., 2000). Bat1 yarimkiirede
virus yayilim alani, New York'un dogu kiyisi bo-
yunca ayrilmig bir bolge seklinde gozle goriiliir se-
kilde genislemis ve Amerika Birlesik Devletleri'nin
eyaletlerini, Kanada, Meksika, Karayip Adalari,
Orta  Amerika, Arjantin, Kolombiya ve
Venezuela'y1 i¢ine almistir (DAVIS ve ark., 2005;
MORALES ve ark., 2006; OSTLUND ve ark.,
2000; USDA, 2006). USA ve Kanada disinda, Bati
Nil Virusu’nun bati yanimkiireye girisi biiyiik sal-
ginlar veya belirgin 6liimler ile karakterize edil-
memistir, muhtemelen bu durum bu bolgelerde ye-
rel (endojen) flaviviruslarin bulunup, sirkiile olma-
larindan kaynaklanmaktadir. BNV nin diinyadaki
dagilimi Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. BNV’ nin 2008 yilinda diinyadaki dagilimi (Defra’dan alinmistir).
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Gogmen kuglar virus yayiliminda, hastaligin
endemik oldugu boélgelerden sporodik salginlarin
ciktig1 bolgelere virusu tagimalari da dahil olmak
iizere birincil rolii dstlenirler (BURKE ve
MONATH, 2001). BNV sivrisinek-kus-sivrisinek
taginma dongiisiinde varligini siirdiiriirken insan ve
atlar son konake1 (dead-end) olarak degerlendirilir-
ler.

Virus, dogal vektor olarak sivrisinek, kene gi-
bi artropodlar ile kanatli hayvanlar kullanir. Genel
olarak Culex, Aedes cinsi sivrisineklerle, yabani ve
evcil kuslar arasindaki sirkulasyon infeksiyonu
yaymaktadir. Argus ve Hyolomma cinsi keneler de
virus ile enfekte olmaktadir (DIAMOND, 2003).

Enfeksiyon spektrumunda insanlar basta ol-
mak tizere Ozellikle atlar, kdpekler, vahsi ve evcil
kanath hayvanlar, koyunlar, develer ile deney hay-
vanlar1 yer almaktadir. BNV enfeksiyonunda ya-
yilma, artropod-infekte kuslar-artropod siklusu
seklindedir. Insanlara bulasma, o6zellikle infekte
Culex cinsi sivrisineklerin 1sirmasi yolu ile olur.
Keneler kanlarinda yogun virus olan enfekte kus-
lardan beslendikleri zaman enfekte hale gelirler.
Enfekte sinek ve keneler konak¢idan beslenirken,
BNV’nin yayilmasinda onemli rol oynayabilir
(MCMINN, 1997). BNV’nin bulastirilmasinda rol
oynayan vektorlerin bulagtirma siklusu Sekil 2°de
ozetlenmistir (KILPATRICK ve ark., 2008).

Ho Hansmission
o
)
Sekil 2. BNV’nin  epidemiyolojik
(KILPATRICK ve ark., 2008).

dongiisii

BNV kus popiilasyonu ile uyum halinde yasa-
yan bir virustur. Kus kaninda yeterince iireyebile-
cek imkani1 bulan virus, sivrisineklerin enfekte kus-

tan kan emmesi ile sinegi bulastirir ve sinege zarar
vermeden tiikiiriik bezlerinde iireyerek ¢ogalir. Si-
negin bagka bir kusu 1sirmasi sirasinda bu kez kusa
bulasir. Infekte bir kustan kan emerek hastaligi
alan sivrisinek, tesadiifen memeli bir hayvani veya
insani 1sirarak hastaligi ona gegirebilir (KILIC ve
DOGANCI, 2003). BNV’nin konakgilar arasinda
bulagma yollar1 Sekil 3’de verilmistir.

',

.!"’-—
Tesadufi inleksiyon

T

’ Sivriinek tagmcs

Ban Ban
Nil virus Nil vires

Yiv

Sekil 3. BNV’nin konakgilar arasinda bulagma yollar
(KILIC ve DOGANCI 2003).

Transovarian bulagma (yumurtadan gegis), s6z
konusu olup yumurtlayacak disi sivrisinek tarafin-
dan yumurtalarina gegirebilir.

Asya ve Afrika'da virus ile infekte keneler bu-
lunmustur bununla birlikte kenelerin hastaligin ta-
stnisindaki yeri tartigmalidir. New York salgininda
keneler bulagsma ile iliskilendirilmemis olmasina
ragmen bazi kaynaklarda kenelerin de bulagmada
rol oynadig1 kaydedilmektedir (OIE, 2009).

BNV bulasici degildir. Insandan insana 6pme,
dokunma vb. yollarla ge¢mez. Insanlar virus igin
son konake¢1 (dead-end) olarak adlandirilir. Bagi-
siklik sistemleri virusun yeterli miktarda iireyip
¢ogalmasina miisaade etmedigi i¢in sivrisinek 1si-
rigi ile virusu bagka bir konakgiya bulastirmazlar
(OIE TERRESTRIAL MANUAL, 2008).

Virusun, 6li veya canli infekte kuslar1 tutmak
veya bunlarla temas yolu ile bulagtigina dair kesin
bir bilgi yoktur. Bununla birlikte bu tiir hayvanlarla
deri temasindan kagimmmalidir. Virus, kan ve organ
nakli ile bir bireyden digerine aktarildig1 gibi gebe-
lerde intrauterin olarak cocuga da gecer (OIE,
2009).
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Patogenez ve Patoloji

BNV ensefalitinin inkiibasyon siiresi sivrisinek
isirmasindan sonra yaklasik 3-15 giindiir. Klinik
bulgularin ortaya ¢ikmasindan dnce diisiik titreli ve
kisa siiren bir viremi devresi yasanir (BUNNING
ve ark., 2002; SCHMIDT ve EL MANSOURY,
1963). BN viral ensefaliti ancak az miktarda atta
goriiliir. Hasta atlarm biiyiik ¢ogunlugu klinik bul-
gu gostermez (OSTLUND ve ark., 2000). Atlarda-
ki hastalik siklikla hafiften siddetliye degisen
ataksi ile karakterizedir. Ayrica atlar zayiflik, kas
¢ekmesi ve bas sinirlerinde fonksiyon bozuklugu
gosterebilir (CANTILE ve ark., 2000; OSTLUND
ve ark., 2000; OSTLUND ve ark., 2001; SNOOK
ve ark., 2001). Ates her zaman goriilmeyen bir
bulgudur. Hastalik belirtileri ortadan kalkabilir ve-
ya hayvanin boylu boyunca uzanmas ile sonlana-
bilir. Oliim oran1 yaklasik olarak klinik olarak etki-
lenen ii¢ attan biri seklindedir.

Birgok kus tiirii BNV ile infekte olabilir. Fakat
hastaligin klinik olarak ortaya ¢ikmasi degiskendir.
Tavuklar ve hindiler hastaliga direnglidir. Oliimciil
sinirsel hastalik salginlar1 USA'da hayvanat bahge-
si kuslarinda, Israil ve Kanada'da evcil kazlarda
(AUSTIN ve ark., 2004; STEELE ve ark., 2000;
ZELLER ve SCHUFFENECKER, 2004) bildiril-
mistir. BNV, lokal viral aktivitenin yogun oldugu
zamanlarda diger bazi hayvan tiirlerinde de
sporadik hastalik ile iligkili bulunmustur, bunlarin
arasinda sincap, yarasa, kopek, kedi, geyik, ren ge-
yigi, koyun, alpaka, timsah ve liman ayibaliklar
bulunmaktadir. Bir¢ok insanin enfeksiyonu sivrisi-
nekten dogal yolla almasi yaninda laboratuvar en-
feksiyonlar1 da bildirilmistir. Klinik stipheli du-
rumlarda, tiim hayvanlardan alman teshis &rnekle-
ri, 0zellikle kuglardan alinan &rnekler, 3’lincii de-
rece biyogiivenlik diizeyindeki laboratuvarlarda,
uygun laboratuvar yontemleri kullanilarak test
edilmelidir (RICHMOND ve MCKINNEY, 1999).
BNV'in insanlara kan nakli, organ nakli ve em-
zirme yolu ile gectigi dogrulanmstir.

Virus replikasyonu ve yayilmasinda konakg1
ve vektor iliskisi onemli yer tutar ve vektorlerin
¢ogunda  patolojik  degisiklikler  goriilmez
(MONARTH ve HEINZ, 1996). Kan emen
artropodlar beslenmek amaciyla infekte konakgi-
dan kan emerler. Kan yolu ile alinan virus ilk ola-
rak kan emen artropodlarin mesenteronal epitel

hiicrelerini infekte eder ve ¢ogalir. Daha sonra tii-
kiiriik bezlerinde ¢ogalmaya devam ederek bura-
dan konakgiya 1sirma-sokma yolu ile subkutan ola-
rak girer (MONARTH ve HEINZ, 1996). ilk
replikasyon yeri subkutan Langerhans dendritik
hiicreleridir (DIAMOND, 2003; MCMINN 1997).
Dendritik hiicreler bolgesel lenf diigiimlerini
infekte ederken interferon tip-1 ve tip-2 salgilaya-
rak kontagiyoz yayilmay1 siirlandirir
(DIAMOND, 2003). infekte lenf diigiimlerinde
virus makrofajlar, B hiicreleri, folikuler dendritik
hiicrelerin yer aldig1 hiicrelerde replike olur. Daha
sonra infeksiy0z virus afferent kanallara ¢ikar ve
torasik kanal araciligiyla dolagima katilarak viremi
olusturur (DIAMOND, 2003; MCMINN, 1997).
Viremi esnasinda birgok ekstrandral doku
hematojen yolla virus tarafindan infekte edilir ve
bu dokulardan virusun salinimi viremiyi devam et-
tirir (MCMINN, 1997). Virus sinir sistemine ulas-
t1ig1 devrede hiicrelerde fonksiyon bozuklugu, eri-
meye, dokularda yangiya neden olur (MONARTH
ve HEINZ, 1996). Virusun beyne girisi, viremik
faz sirasindadir, ancak dogal infeksiyon siiresince
virus partikiillerinin kan-beyin bariyerini nasil geg-
tigi hala bilinmemektedir (MONARTH ve HEINZ,
1996; DIAMOND, 2003; MCMINN, 1997).
Oliimciil BNV infeksiyonunun patolojik bulgulari
beyinde yaygin bir yangi ve spinal kordonda kiigiik
hemorajilerle yaygin bir néronal dejenarasyondur
(SAMPATHKUMAR, 2003). BNV
infeksiyonunda sekillenen meningo-ensefalitten
Olen dort hastanin postmortem patolojik bulgulari-
nin perivaskiiler ve leptomeningial kronik bir yan-
g1, mikrogliyal nodiiller, oncellikle 6zellikle
temporal loblar ve beyin alt taraflarii igine alan
ndronofaji seklinde oldugu belirtilmistir. Bu bulgu-
larin polio benzeri paralize sahip hastalarin spinal
kordonlarinda da gbze c¢arptigi vurgulanmigtir
(GILADI ve ark., 2001).

Klinik Belirtiler ve Bulgular

Dogal olarak olusan infeksiyonlarda inkubasyon
periyodu 2-15 giin arasinda olup genel olarak 1-6
gindir (MONARTH ve HEINZ, 1996;
SAMPATHKUMAR, 2003; OIE TERRESTRIAL
MANUAL, 2008). BNV infeksiyonu bir ¢ok olgu-
da hafif siddetle seyreder. BNV oncelikle insanla-
rin, atlarin ve bazi kus tiirlerinin hastaligidir (OIE
TERRESTRIAL MANUAL, 2008).
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insanlarda: Hafif formunda; gribe benzer genel
bulgularla seyreder ve etkilenen bir¢ok insan ken-
diliginden iyilesebilir. Bu durumda; ates, bas agri-
s1, karm agris1, sirt agrisi, kas agrilar, bogazda
hassaslagsma, dokununca agrima, lenf yumrularinda
sisme, ishal, istahsizlik, bulanti ve kusma vardir.
Viicudun ¢esitli bolgelerinde kizarikliklar goriiliir.
Belirtiler 3-6 giin siirer.

Ensefalit ile seyreden agir durumlarda ise;
saglikli diistinme kabiliyetinde azalma ve zihin ka-
risikligi, biling kaybi, kiside zaman ve yer kavram-
larinin ortadan kalkmasi, bayilma, uyusukluk, ¢ev-
reden gelen uyarilara verilen tepkilerde azalma,
kaslarda zayiflik, boyun tutulmasi, boyunda sertlik,
titremeler, nadiren koma ve felg goriiliir.

Hastaliga yakalananlardan %]1'den azinda agir
tablo goriiliir, agir durumdaki hastalarda ise %3-
%15 arasinda degisen oranlarda 6liim vardir. Agir
tablo ve 6liim 55 yasin {izerindeki bireylerde daha
stk goriilmektedir. Heniiz bagisiklik sistemi yete-
rince gelismemis cocuklar da risk grubundadir.
HIV ve kemoterapi gibi bagisiklik sistemini zayif-
latacak durumlarda hastaligin agir seyretmesi s6z
konusudur. Organ nakli sirasinda organin reddini
onlemek i¢in uygulanan bagisiklik sistemi baskila-
yicilar da bu gruba girer. Hamilelik hastaligin agir
seyretmesinde baska bir risk faktoriidiir. Hastalik
sonucu kalic1 beyin hasar1 ve kalici kas zayifligi
gibi komplikasyonlar goriilebilir (WEST NILE
VIRUS KLINiK BULGULAR 1-2009, 2-2009).

Atlarda: BN viral ensefaliti atlarda nadiren gorii-
liir ve hasta atlarin biiyiik ¢cogunlugu klinik bulgu
gostermez (OSTLUND ve ark., 2000). Atlardaki
hastalik siklikla hafiften siddetliye degisen ataksi
ile karakterizedir. Ayrica atlar zayiflik, kas ¢cekme-
si ve bas sinirlerinde fonksiyon bozuklugu gostere-
bilir (OSTLUND ve ark., 2000; OSTLUND ve
ark., 2001; SNOOK ve ark., 2001; CANTILE ve
ark., 2000). Ates her zaman gdoriilmeyen bir bulgu-
dur. Tedavi destekleyicidir, belirtiler ortadan kal-
kabilir veya boylu boyunca uzanma ile sonlanabi-
lir. Oliim orani yaklasik olarak klinik olarak etkile-
nen ii¢ attan biri seklindedir. Virus ile infekte olan
ve klinik hastalik tablosu gosteren atlarda %35-40
oraninda 6lim sekillenir ya da hastaligin kompli-
kasyonlarindan dolay1 6tdnazi uygulanir. Iyilesme
goriilen atlarda kalici noérolojik semptomlar olusu-
labilir.

Kuslarda: Bircok kus tiiri hastaliga direnclidir.
Kazlar gibi duyarli kuslar, yatmadan baslayip, ka-
nat paralizine kadar degisen farkli derecede sinirsel
bulgular gosterirler. Bunlar, rahatsiz edildiklerinde
hareket etmek icin isteksizdirler veya hareket ede-
mezler, dengesiz hareket de edebilirler. Kazlarda
6lim oran1 %20-60 arasinda rapor edilmistir. Des-
tekleyici ¢oziimler disinda tedavisi yoktur (OIE,
2009)

Tani ve Ayiric1 Tani

Klinik bulgu gostermeyen BNV enfeksiyonlarinin
varligin1 ortaya koymak i¢in klinik degerlendirme
ve laboratuvar testlerinin yapilmasi gerekir.
Laboratuvar testleri direkt etkenin tespitine yonelik
ve/veya serolojik olarak yapilir.

Etkenin tespiti: Kus dokular1 genellikle at dokula-
rina gore daha yogun miktarda virus igerir. Beyin
ve omurilik atlardan virus izolasyonu i¢in tercih
edilen dokulardir. Kuslarda, bobrek, kalp, beyin,
karaciger veya barsaktan virus izolasyonu yapilabi-
lir. Hiicre kiiltiirleri (tavsan bobrek veya Vero hiic-
releri vb.) virus izolasyonu i¢in sik¢a kullanilir.
BNV duyarl hiicre kiiltlirlerinde cytopathic effect
(CPE) ile iirer. Viral niikleik asit ve viral antijenler,
hasta hayvanlarin dokularinda reverse-
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
ve immuno-histochemistry ile teshis edilebilir. Tek
tirnakli dokularmda BNV teshisinde en duyarh
yontem nested RT-PCR'dir (OIE TERRESTRIAL
MANUAL, 2008; LANCIOTTI ve ark., 2000).

Serolojik testler: At serumlarinda antikorlar, IgM
capture enzyme-linked immunosorbent assay (1gM
capture ELISA), haemagglutination inhibition
(HI), IgG ELISA veya plak rediiksiyon ndtralizas-
yon (PRN) ile teshis edilebilir. ELISA ve PRN me-
totlar1 kuslarda BN'V'ye karsi olusan antikorlar i¢in
en ¢ok kullanilan tekniklerdir. ELISA gibi baz1
serolojik tekniklerde St. Louis ensefalit virus, Ja-
pon ensefalit virusu veya tick-borne ensefalit
(TBE) gibi ilgili flaviviruslar ile antikor kros-
reaksiyonlar1 goriilebilir. Bu nedenle bu hastalik-
lardan ayirt edilmelidir ve WN virusu yoniinden
dogrulanmasi PRN testi ile yapilmalidir. Hayvan-
larda yapilan serolojik tan1 yontemleri insanlar igin
uygulananlar ile aynidir. Teknik olarak daha zor
olsa da PRNT ve HI testleri tiire bagimli olmama-
lar1  acisindan  daha  kullamisli  olabilirler
(LANCIOTTI ve ark., 2000; MARTIN ve ark.,
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2000; CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2003).

BNV ile ilgili ¢calismalar ve arastirmalar, gii-
venlik seviyesi 3 olan laboratuvar (Biosafety
Level-3) kosullarinda yapilmalidir (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2009). Birgok olguda, BNV’nin neden oldugu
ensefalitler, diger arboviral ensefalitlerden ayrila-
maz. Ayirici tam1 agisindan BNV  meninjitleri,
enteroviruslar, HSV-2, HIV nedenli meninjitler ile
sulfonamid ve non-steroid yangisal ajanlarin neden
oldugu meninjitlerden ve kuduzdan ayirmak énem-
lidir (SAMPATHA, 2003).

Ayirict teshiste atlarda goriilen diger arboviral
ensefalitler (eastern, western veya Venezuelan
equine encephalomyelitis, Japanese encephalitis),
equine protozoal myelitis (Sarcocystis neurona),
equine herpesvirus-1/4, Borna disease ve kuduz
g0z Oniinde bulundurulmalidir (OIE
TERRESTRIAL MANUAL 2008).

BNV Hastaliginin Tiirkiye’deki Durumu

Tirkiye’de BNV izolasyonu heniiz gergeklesme-
mis olsa da memeli tiirlerinde serolojik bulgularina
rastlanmustir (OZKUL ve ark., 2005; ERGUNAY
ve ark., 2007).

Tiirkiye’de BNV hastaliginda son konake1
olan atlarda da klinik konfirmasyonu yapilmis bir
vaka bulunmamaktadir. Bilim adamlari tarafindan
insanlarda hastalik ile ilgili biling olusturmak ama-
ciyla, cesitli derlemeler yapilmistir (KILIC ve
DOGANCI, 2003; YAZICI, 2005a; YAZICI,
2005Db).

Tedavi, Korunma ve Kontrol

BNV, OIE iiyesi iilkelerde varligi halinde OIE'ye
ihbar1 mecburi bir hastaliktir. BNV hastaliginin
yayilimmi Onlemede anahtar nokta sivrisinek
populasyonunun kontroliidiir. Atlar, sivrisinekler-
den korunmalidir. Ayni sekilde insanlar da sivrisi-
nek sokmasina maruz kalmaktan korunmalidir,
ozellikle sivrisineklerin en ¢ok aktif oldugu giin
batimi ve safak alacakaranliklarinda bocek kovu-
cular ve perdeler bu amagla kullanilabilir. Sivrisi-
neklerin tireme alanlart sinirlandiriimalidir (OIE,
2009).

BNV infeksiyonunun bilinen bir tedavisi yok-
tur (SHIMONI ve ark., 2001; LEYSSON ve ark.,
2000). Infeksiyonun tedavisi once destek tedavisi
seklinde olmalidir (HUHN ve ark., 2003). BNV
ensefaliti olan hastalar hastaneye yatirilmali ve
santral sinir sistemi lezyonlar1 ortadan kaldirilma-
lidir. Analjezikler ve antipiretikler hastaligin iliml
seyrettigi durumlarda yararli olabilir.

Sadece atlar (insan ve kuslar i¢in heniiz bir as1
gelistirilmemistir) i¢in gelistirilmis inaktif, canli ve
rekombinant asilar USA’da kullanilmaktadir. Has-
taligin yaygm goriildiigii bolgelerde etkili bir kont-
rol onlemi olarak agilama diisliniilmelidir. Doku
kiiltiiriinden elde edilen formol-inaktif BNV asisi,
canarypoxvirus vektorlii canli BNV asisi, BNV
DNA asisi ve genetik miihendislik iiriint
(chimeric) as1 atlarda kullanim ig¢in lisans almistir
(OIE TERRESTRIAL MANUAL, 2008).

Vahsi veya gozlenen kuslarda yapilacak
survey caligmalari, insan ve hayvanlarin korunma-
sinda uygun Onlemler almalari i¢in yararl bilgiler
saglayabilir. Kargalar hastaliga ¢ok duyarli oldugu
icin, survey caligmalarinda, karga Gliimlerinin bil-
dirilmesi ve oOlii kargalarin test edilmesi biiyiik
onem arz eder (OIE, 2009).

Korunmanin tamami sivrisineklerle miicadele
iizerine yogunlastirllmistir. Miicadele: sivrisinekle-
rin aktif oldugu giin batim1 ve safak vakitlerinde
disarida bulunmaktan kaginmak veya cildi kapatan
giysiler, sivrisinek kovucu (repellent) gibi 6nlemler
almak; ig¢ine sivrisineklerin yumurtlayabilecegi,
icinde su birikebilen eski tekerlek, teneke kutu,
kova, sise vb. seyleri ortandan kaldirmak; teras ve-
ya catilarda biriken suyun drenajini saglayan boru-
larin tikanikligini kontrol ederek buralarda su bi-
rikmesini engellemek; sarnig, lagim ¢ukuru, fos-
septik cukuru, ¢op kutular1 ve varillerin bir kapakla
sikica kapatilmasini saglamak; plastik havuzlarin
haftada bir bosaltilmasi veya kullanilmadiklar1 za-
manlarda igerde tutulmasi; saksi ve kus banyola-
rindaki suyun haftada bir degistirilmesi; kayiklarda
biriken yagmur suyunun giderilmesi; ev ¢evresinde
icinde su birikebilecek ¢ukurlarin giderilmesi, dre-
najin saglanmasi; agag¢ kokii ve kiitiikklerde bulunup
su tutabilecek deliklerin kapatilmasi, siis havuzla-
rinda golyan baligi, sivrisinek baligi, kirmizi balik
veya kiigiik renkli balik gibi sivrisinek yiyen balik-
larin bulundurulmasi; teras, pencere, kapilardaki
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tiil eleklerin tamiri olarak bildirilmektedir (WEST
NILE VIRUS 1, 2009).

Icinde DEET (N, N-diethyl-m-toluamide) bu-

lunan sinek kovucular (repellent) {izerinde yapilan
caligmalar bunlarin insan sagligi acisindan zararsiz
oldugunu gostermistir. Uzun koruma igin yiiksek
oranda DEET igeren repellentler kullanmalidir.
Halk, sivrisineklerin iireme yerleri ve korunma
yollar1 hakkinda bilgilendirilmelidir. Hastaliktan
Olen veya siipheli 6lii hayvanlarin (kuslarin) orta-
dan kaldirilmasi sirasinda eldiven ve ¢ift katl plas-
tik torba kullanilmalhidir (WEST NILE VIRUS 2,
2009).
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Kontagiyoz equine metritis

H. Kaan MUSTAK

Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Yetistirme Hastaliklar1 Laboratuvari, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Kontagiy6z equine metritis (CEM), Taylorella equigenitalis’in neden oldugu, atlarin olduk¢a bulasici, venereal
bir enfeksiyonudur. Hastalik bulgular sadece disi atlarda goriiliirken, erkek atlarda herhangi bir patolojik bulgu goz-

lenmez. CEM, endometritis, servisitis, vajinitis ve gecici infertilite sonucu at yetistiriciliginde 6nemli ekonomik ka-

yiplara neden olmaktadir.

Anahtar sozciikler: At, kontagiydz equine metritis, Taylorella equigenitalis

Contagious equine metritis

Summary: Contagious equine metritis (CEM) is a highly contagious, venereal infection of horses caused by Taylor-

ella equigenitalis. Symptoms of the disease are only seen in mares. Stallions do not exhibit any pathological findings.
CEM causes economic loss in horse breeding by endometritis, cervicitis, vaginitis and temporary infertility.

Keywords: Contagious equine metritis, horse, Taylorella equigenitalis

Giris

Kontagiy6z equine metritis (CEM), ilk defa 1976
yilinda Ricketts tarafindan Ingiltere’deki kisraklar-
da vajinitis ve servisitis bulgusu ile nedeni belirle-
nemeyen bir genital infeksiyon olarak tanimlan-
mistir. Hastalik 1977 yilinda Crowhurst tarafindan
yine Ingiltere’deki bir at giftliginde aym klinik tab-
lo ile rapor edilmistir. Ingiltere’de goriilen vaka-
lardan sonra 6nem kazanan CEM ile ilgili ¢esitli
caligmalar yapilmis (PLATT ve ark.,, 1977;
TIMONEY ve ark., 1977) ve hastaligin etkeni ilk
kez 1978 yilinda Taylor ve ark. tarafindan
Haemophilus equigenitalis olarak bildirilmistir.
Ingiltere’den sonra CEM, irlanda (TIMONEY ve
ark., 1977), Avustralya (HUGHES ve ark., 1978),
Fransa (POWELL ve ark., 1978), Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) (SWERCZEK, 1978), Almanya
(MUMME ve AHLSWEDE, 1979), Belcika
(CARTER, 1979) ve Japonya (SUGIMOTO ve
ark., 1980) gibi diinyanin birg¢ok iilkesinde bildi-
rilmistir.

Sugimoto ve ark. (1983) Haemophilus
equigenitalis ile yaptiklari DNA-DNA
hibridizasyon ve genom DNA G+C igerigi calis-
malar1 ile H. equigenitalis’i yeni bir genus olan
Taylorella genusu igerisine yerlestirmislerdir. Ta-

nimlanan bu yeni genus 1984 yilinda Uluslararasi
Sistematik Bakteriyoloji Komitesi tarafindan onay-
lanmigtir. Jang ve ark. (2001) ise yeni bir tiir olan
Taylorella asinigenitalis’i eseklerin genital yolun-
dan izole ederek Taylorella genusu igerisinde ikin-
ci bir tir olarak tanimlamislardir. Ancak T.
asinigenitalis atlarda ve eseklerde belirgin bir en-
feksiyona neden olmamaktadir. Giinlimiizde CEM
hastaliginin etkeni olan 7. equigenitalis, T.
asinigenitalis ile beraber Alcaligenaceae familyasi
igerisinde yer almaktadir (GARRITY ve ark.,
2005).

Etiyoloji

T. equigenitalis, Gram negatif, hareketsiz ve spor-
suz bir bakteri olup mikroskobide, boyutlar1 0.3-
0.7%0.7-1.8 pm arasinda degisen, pleomorfik, kisa
comakgeiklar ya da kokobasil seklinde goriilebil-
mektedir. Etkenin etrafinda kapsiil benzeri bir yap1
bulunabilmektedir (HITCHCOCK ve ark., 1985;
HOLT ve ark., 2000). T. equigenitalis’in strepto-
misine duyarli ve direngli olmak iizere iki biyotipi
bulunmaktadir (TIMONEY, 1996).

T. equigenitalis, optimum olarak 35-37°C’de,
mikroaerofilik (%5-10 CO,) ortamda, X- (hemin)
ve V-faktorine (NAD, nikotinamid adenin
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diniikleotid) gereksinim gdstermeden ¢ikolata agar
iizerinde iirer. Adi besi yerlerinde {iremez. Etken
katalaz, oksidaz, fosfataz ve fosfoamidaz pozitif
olup, indol, H,S, lizin ve ornitin dekaboksilaz,
arjinin dihidrolaz, lireaz, jelatinaz, lipaz ve DNase
negatiftir. Ayrica etken karbonhidratlardan asit
olusturamadigi gibi nitratlarida nitritlere indirge-
yememektedir (HOLT ve ark., 2000).

T. equigenitalis’in iiretilmesinde %35 oraninda
defibrine at kani igeren Eugon agarin 70-80°C’de,
12 dakika bekletilmesiyle hazirlanan gikolata agar
kullanilir. Hazirlanan besi yeri 45-50°C’ye sogutu-
larak igerisine amphoterisin-B (5 pg/ml),
clindamycin (5 pg/ml) ve trimethoprim (1 pg/ml)
eklenir. Pepton igeren besi yerlerinde bulunan
thymidine, trimethoprim’i inaktive eder. Ancak
thymidine phosphorylase iceren lize olmus
defibrine at kam thymidine’i inaktive ederek
trimethoprim’in selektif etkisini géstermesini sag-
lar. Bu besi yeri T. equigenitalis’in her iki
biyotipinin izolasyonu i¢in optimum besi yeri olup
diger kommensal bakterilerin liremesini baskilaya-
rak selektif etki gosterir (OIE, 2008).

T. equigenitalis suslarinin genom biiyikligi
yaklagik olarak 1.5x10° bp’dir. Bu hacim, genomik
DNA’nin Apal, Nael ve Notl enzimleriyle kesilen
pargalarinin  uzunluklarinin  crossed-field gel
electrophoresis (CFGE) ile ayrildiktan sonra top-
lanmasiyla elde edilmistir (GARRITY ve ark.,
2005). T. equigenitalis’in 16S rDNA sekansinin,
GenBank veritabanindaki girisler ile karsilastirildi-
ginda, Pelistega europaea (%95) (BAVERUD ve
ark., 2006), Alcaligenes xylosoxidans (%94.2) ve
Bordetella bronchiseptica (%93.5) ile yakin oldu-
gu anlasilmstir. iki farkli Taylorella susunun
DNA’s1 ile, Bordetella, Moraxella, Kingella,
Legionella, Haemophilus ve Brucella tiirlerinin
DNA’lan arasinda yapilan hibridizasyon calisma-
lar1 ise, bu tiirler ile, Taylorella arasinda belirgin
bir yakinlik olmadigin1 ortaya koymustur
(GARRITY ve ark., 2005).

Epidemiyoloji

CEM ilk kez 1970’li yillarda tespit edildikten son-
ra bircok iilkeye hizla yayilmistir. Enfeksiyonun
iilkeler arasinda yayilmasi ithal hayvanlar ve sper-
ma ile olmaktadir. Ortaya ¢ikabilecek epidemileri
onlemek i¢in bir¢ok iilkede safkan at ticaretiyle il-
gili kat1 ithalat kurallar1 uygulanmasina ragmen en-

feksiyon, CEM’in eradike edildigi ari iilkelerde bi-
le goriilebilmektedir. Bunun bir 6rnegi, 25 yil bo-
yunca CEM’den ari statiide bulunan ABD, enfek-
siyonun 2008 yilinda patlak vermesidir. Halen Ka-
nada, Avustralya, ABD ve baz1 Avrupa iilkelerin-
den eradike edilmesine ragmen CEM, sporadik
olarak diger iilkelerde goriilmekte ve bu durum
uluslararasi ticareti onemli Olgiide etkilemektedir
(ANON., 2009). Ulkemizde ise 1984 yilindan beri
incelenen 7. equigenitalis, ilk kez 2001 yilinda
Ozgiir ve ark. tarafindan endometritis ve infertilite
sorunu olan 120 safkan kisraga ait 81 intrauterin ve
39 klitoral fossa svap 0rneginin bakteriyolojik in-
celemesi sonucunda, 2 kisragin klitoral fossasindan
izole edilmistir.

T. equigenitalis’in dogal konakgisi atlardir.
Ozellikle safkan atlar enfeksiyona daha duyarlidir.
Esekler ve bazi laboratuvar kemiricileri deneysel
olarak enfekte edilmistir ancak sigir, domuz, koyun
ve kediler, deneysel ve dogal kosullarda hastalan-
mamaktadir (ANON., 2009).

CEM oldukga bulasic1 bir hastalik olup, ¢ift-
lesme en 6nemli bulasma yoludur. Ciftlesmenin
yani sira suni tohumlama sirasinda kullanilan
enfekte sperm ve veteriner hekimlere ait kontamine
malzemeler de dnemli bulagsma kaynaklaridir. En
onemli enfeksiyon kaynagi ise aygirlardir, ¢linki
bu hayvanlarda enfeksiyon sekillenmediginden, et-
ken fark edilmeden; uretral fossa ve sinus’da, distal
uretra’da, pre-ejakulator sivida, penis ve
prepisyum’da aylarca veya yillarca kalarak sagilim
gosterir. Kisraklar ise enfeksiyonu gecirdikten son-
ra, etkeni klitoris, klitoral sinus ve klitoral fossa’da
daha az olarak da uterusta asemptomatik olarak ta-
sirlar. 7. equigenitalis gebe kisraklara bulagirsa
yavru taylar kongenital infekte dogarlar veya do-
gum esnasinda enfekte olarak hastaliga yakalanir-
lar. Seksiiel olgunluga gelene kadar bu taylarin
eksternal genital organlarinda kolonize olan etken
diger atlara da bulasarak salginlara neden olur
(TIMONEY, 1996; AYDIN, 2006).

Patogenez

Etken kisraklarda uretra, serviks, klitoral sinus ve
klitoral fossa’ya; aygirlarda ise uretra, uretral fossa
ve penis kilifina yerleserek kolonize olur. En belir-
gin lezyonlar uterusta sekillenir. 7. equigenitalis
uterus epiteliyal hiicre silialarina tutunur ve
endometrium tiizerinde prolifere olarak epitel hiicre
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destruksiyonuna yol agar. Mikroskobide uterusun
lamina propriast ve epitelyumuna infiltre olan
notrofiller gozlemlenir (GARRITY, 2005).

Klinik Belirtiler

CEM hastalig1 6zellikle atlarda goriilen venereal
bir infeksiyon olup hastaligin inkiibasyon periyodu
2-12 giin arasinda degismektedir. Klinik belirtiler
genital organlar ile simirlidir. Enfeksiyon sadece
disi atlarda klinik belirti gosterir. Enfeksiyonu ge-
cirdikten sonra tekrar hastaliga yakalanan disi ve
erkek atlar ise herhangi bir belirti géstermeden et-
keni eksternal genital bolgelerinde tastyarak enfek-
siyonun yayilmasinda rol oynarlar (TIMONEY,
1996).

Disi atlarda goriilen en 6nemli bulgu gegici
infertilite ve metritis tablosudur. Akut infekte disi
atlarda gri-beyaz renkli vajinal akinti belirgindir.
Bu akintinin miktar1 enfeksiyonun siddetiyle dogru
orantili olarak artar ve yaklasik 2 hafta boyunca
azalarak sonlanir. Sekonder bakteriyel etkenlerin
de enfeksiyona karigmasiyla akintinin rengi griden
yesile donebilir. Spekulum ile yapilan vajinal mu-
ayenede, endometritis, servisitis ve vajinitis tablo-
lar1 gozlenebilir. Enfekte atlarin ¢ogunda birkag
hafta siiren gegici bir infertilite tablosu gelisir. Ge-
cici infertilite sekillenmeyen enfekte atlar gebe
kaldiginda ise yeni dogan yavru etkeni
asemptomatik olarak tagir. Abortus ¢ok nadir de
olsa goriilebilmektedir. Ikinci defa hastaliga yaka-
lanan atlarda ya hic belirti goriilmez ya da enfeksi-
yon ilkine oranla ¢ok daha az siddetli seyreder.
CEM sistemik bir enfeksiyon olmadigi i¢in enfekte
hayvanlarda o6lim goriilmez (ANON., 2009;
AYDIN, 2006; TIMONEY, 1996).

Teshis

CEM’in teshisinde klinik bulgular, diger genital
enfeksiyonlar ile karigabildiginden yeterli degildir.
Klinik bulgular1 CEM’i diisiindiiren enfeksiyonlar-
da mutlaka laboratuvar testlerinin yapilmasi ge-
rekmektedir.

CEM’in laboratuvar teshisi bakteriyolojik,
serolojik ve molekiiler yontemlerle yapilmaktadir.
Serolojik testlerden komplement fikzasyon, ¢abuk
lam aglutinasyon, ELISA, pasif hemaglutinasyon
ve agar-jel immunodifuzyon teknikleri kullanil-
maktadir. Ancak antikorlar akut infekte atlarda, en-

feksiyondan 7 giin sonra goriilmektedir. Hatta bazi
durumlarda bu sure 2 ile 3 hafta arasina ¢ikmakta-
dir. Antikorlar 6 ile 10 hafta kadar kanda gozlem-
lenebilir daha sonra belirlenemezler. Tasiyic1 kis-
raklar ve aygirlar seropozitiflik vermediginden
serolojik teshis bu hayvanlarda kullanilmamakta-
dir. Anlasilacagi iizere serolojik teshis CEM’in
teshisinde etkili bir yontem degildir (ANON.,
2009).

CEM’in teshisinde klasik kiiltiir yontemi altin
standart olarak kabul edilmektedir. Svap numunesi
alinacak bolgeler arasinda disi atlarda; vajina,
serviks, uterus, fossa klitoris, klitoral sinus, erkek
atlarda ise prepisyum, penis, fossa uretralis, uretra
ve pre-ejakulasyon sivisi sayilabilir. Bakteriyolojik
teshis i¢in aseptik kosullarda alinan svap 6rnekleri,
icerisinde aktif charcoal bulunan bir transport
medium (Amies medium) ile + 4°C’de, 48 saat ice-
risinde laboratuvara gonderilmelidir (WATSON,
1997). Bunun igin 6nceden hazirlanmis %5-10
defibrine at kan1 iceren Eugon agar kullanilmalidir.
Ancak ornek alinan bolgede, kommensal olarak
bulunan diger flora bakterileri ve mantarlarin iire-
mesini baskilamak icin besi yeri igerisine
amphoterisin-B (5 pg/ml), clindamycin (5 pg/ml),
trimethoprim (1 pg/ml) katilir. Ekimleri yapilan
petri kutular1 37°C’de %5-10 CO,’li ortamda
inkiibasyona birakilarak 14 giin boyunca giinliik
takipleri yapilir. Ilk 72 saatte sekillenen koloniler
degerlendirilmeye almmamalidir. Inkiibasyon so-
nunda S tipli, sarims1 gri, ¢aplar1 2-3 mm’den kii-
¢uik koloniler meydana gelir. T. equigenitalis Gram
negatif, hareketsiz, kokoid-kokobasil, katalaz,
oksidaz ve fosfataz pozitif olup kesin teshis icin
standart spesifik antiserum kullanilir (ANON.,
2009; AYDIN, 2006; OIE, 2008).

Izolasyon ve identifikasyondaki giicliiklerin
iistesinden gelmek i¢in polymerase chain reaction
(PCR) metodu gelistirilmis ve birgok iilkede uygu-
lanmaya baslanmigtir. PCR metoduyla akut infekte
atlari yani sira tasiyici kisrak ve aygirlar da belir-
lenebilmektedir. 7. equigenitalis’in T. asinige-
nitalis’ten ayiriminda da PCR kullanilarak basarili
sonuglar elde edilmistir. Kiiltiir yontemiyle karsi-
lagtirnildiginda PCR ydnteminin daha duyarli bir
test oldugu ve ¢ok az sayidaki T. equigenitalis’i at-
larn tirogenital florasindaki diger kommensal bak-
teriler arasindan tespit edebildigi ortaya konmustur
(BLEUMINK-PLUYM et al., 1994; ANZAI et al.,
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1999; DUQUESNE et al., 2007). PCR testi Japon-
ya’da CEM’in eradikasyonunda kullanilmig ve ba-
saril1 sonuglar elde edilmistir (ANZAI et al., 2002).

Tedavi

T. equigenitalis, penisilin, ampisilin, eritromisin,
kanamisin, tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi bir-
cok antibiyotige karsi duyarli olmasma ragmen
hicbir tedavi yontemi etkenin tastyici kisraklardan
eleminasyonunu garanti edememektedir. Bazi ol-
gularda proksimal genital bolgeden elemine edil-
dikten sonra bile etkenin klitoral bolgede varligini
sirdiirdiigii anlasilmistir. Bu sebeple ozellikle te-
davide kullanilacak ilag, uygulama yolu ve uygu-
lama siiresi cok dnemlidir (TIMONEY, 1996). On-
celikle her bakteriyel infeksiyonda oldugu gibi uy-
gun antibiyotigin segilmesinde etkene spesifik
antibiyogram testinin yapilmasi ¢ok Onemlidir.
Antibiyogram testinin sonucu beklenmeden hemen
tedaviye baglanmasi gerekiyorsa, tastyici kisrakla-
rin genital bolgesindeki bulagik vajinal akint1 gide-
rildikten sonra klitoral fossa ve sinuslar %4’lik
klorhekzidin glukonat soliisyonu ile iyice silinip
temizlenir. Daha sonra bdlgeye nitrofurazon
(%0.2) gibi bir antibiyotik pomad uygulanir. Bu
tedavi 5 giin siireyle uygulanir (AYDIN, 2006;
TIMONEY, 1996). Yapilan bir ¢alismada bu teda-
viye ek olarak 10 giin boyunca oral yolla antibiyo-
tik (Sulfamethoxazole Trimethoprim 30 mg/kg) te-
davisi de uygulanmis ve basarili sonuglar elde edil-
migstir (KRISTULA, 2004). Tedavi siiresi sonunda
atlardan kontrol amaciyla tekrar numune alinarak
laboratuvara gonderilmelidir. Laboratuvar muaye-
nesi sonucunda etken tekrar teshis edilirse tedavi
tekrarlanmalidir. Tedaviye yanit vermeyen kisrak-
larda klitoral sinuslarin cerrahi eksizyonu, diistinii-
lebilecek tedavi uygulamalarindandir (ANON.,
2009; TIMONEY, 1996).

Tedavide aygirlardan daha basarili sonuglar
almmaktadir. Bu amagla penis disar1 ¢ikartilarak
uretral fossa, uretral sinus, prepisyum, glans ve
korpus penis tizerindeki bulasik vajinal akint1 te-
mizlendikten sonra bolge %?2’lik klorhekzidin
glukonat soliisyonu ile yikanir. Daha sonra kisrak-
larda uygulanan nitrofurazon (%0,2) pomad genital
bolgeye siiriiliir. Bu tedavi de 5 giin siireyle uygu-
lanmahdir (TIMONEY, 1996).

Korunma ve Kontrol

CEM’den korunmak i¢in herhangi bir as1 uygula-
mas1 bulunmadigindan hastalik bulagsmasimi 6nle-
yici tedbirler alinmasi gerekmektedir. Bununla ilgi-
li olarak at yetistiriciligi yapan gelismis {ilkelerde
CEM kontrolii ile ilgili ulusal programlar hazir-
lanmakta ve kullanilmaktadir. Her ithal edilen at ve
spermast lilkeye girmeden Once karantinaya alinip
CEM yoniinden test edilmekte, miispet sonug ¢i-
kanlarin iilkeye girisi engellenmektedir. Ulke sinir-
lar1 icerisinde ise Ozellikle asim doneminden Once
hayvanlardan 6rnekler alinip laboratuvar muayene-
lerinin yapilmasi1 gerekmektedir. Bununla birlikte
hijyen kurallarina dikkat edilmeli ve etken ile bula-
stk ekipmanlar (vajinal spekiil, muayene eldiveni,
suni tohumlama ekipmani) kullanilmamalidir
(AYDIN, 2006; ANON., 2009).
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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi
Yayim Kosullan

1. Dergi, TC Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii’ niin hakemli, bilimsel yayin organi olup, yilda bir yayimlanir. Derginin kisaltilmig adi "Etlik
Vet. Mikrobiyol. Derg" dir.

2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde veteriner hekimlik alaninda yapilan tamami ya da bir
kismi1 daha 6nce baska bir yerde yayimlanmamig olan orijinal bilimsel aragtirmalar, giincel derleme, goz-
lem, kisa bilimsel ¢aligmalar ve enstitiiden haberler yayimlanir. Derleme seklindeki yazilarin, orijinal ol-
mast, en son yenilikleri icermesi, klasik bilgilerin tekrart olmamasi durumunda kabul edilir. Derlemeyi
hazirlayan yazarm, o konuda ulusal ya da uluslararas1 diizeyde orijinal yayn ve aragtirmalar yapmis ol-
mast kosulu aranir.

3. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler kolay okunabilir yazi karakterinde (Times New
Roman, Arial), diiz metin olarak, ¢ift aralikli (5 mm) ve kenarlarda yeterince bosluk (30 mm) birakilarak,
12 pt kullanilarak, A4 (210 x 297 mm) formundaki beyaz kagida yazilmalidir. Yazilarin tamamu, sekil ve
tablolar dahil olmak iizere orijinal bilimsel arastirmalarda 16, derlemelerde 10, gbzlemlerde 6 ve kisa bi-
limsel ¢alismalarda 4 sayfay1 gegmemelidir.

4.Yazilar, yaym kuruluna iki kopya seklinde génderilmelidir. ikinci kopya hakeme génderilecegin-
den yazar ad1 ve yazara ait bilgiler bulunmamalidir. Yazilar tercihen Microsoft Word formatinda olmali-
dir. Caligma ile ilgili fotograflar ayr bir dosyada JPG halinde CD ile gonderilmelidir.

5. Tiirkge orijinal ¢alismalar konu basligi, yazar/yazarlarin adlari, adresleri, Tiirk¢ce 6zet ve anahtar
sozciikler, ingilizce baslik, Ingilizce 6zet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular, tartisma
ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar sirast ile hazirlanmalidir. ingilizce orijinal ¢aligmalar konu bashgi, ya-
zar/yazarlarmn adlari, adresleri, Ingilizce 6zet ve anahtar sozciikler, Tiirkce baslik, Tiirkge dzet ve anahtar
sozciikler, girig, materyal ve metot, bulgular, tartisma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar seklinde hazirlan-
malidir. Kisa bilimsel ¢alismalarda, giris, materyal ve metot, bulgular, tartigsma ve sonug boliimlemesi ya-
pilmaz.

Konu basligi, kisa ve acik olmali ve kiigiik harflerle yazilmalidir. Calismaya iliskin agiklama dipnot
isareti ile gosterilmelidir.

Yazar/yazarlar, ad ve soyadlari ile belirtilmelidir; soyadlar1 biiyiik harflerle yazilmalidir.

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

Bashk

Makale bashgi (Tiirkce ve Ingilizce dil ile) kisa ve konu hakkinda bilgi verici olmalidir. Caligmaya
iliskin agiklama dipnot isareti ile gosterilmeli ve yazar adlarindan 6nce yazilmalidir.

Yazar(lar)in ad(lar)1 ve soyad(lar)1 (Yazar adlarinda ve alttaki agiklamalarda unvan kullanilmamali-
dir) yazilmalidir.

Yazarlarin agik is adresleri (Yazarlarin ¢aligtiklar1 kurumlar, adin sonuna konacak bir yildiz isareti ile
1. Sayfanin altina not seklinde yazilmalidir).

Birden ¢ok yazar1 olan bir yazida, yazarlar ayn1 kurumda calisiyorlarsa, adlar1 siralandiktan sonra ku-
rumun adi yalmz bir defa yazilir. Ayn yerlerde ¢alisan yazarlar s6z konusu ise, yazar adlarinin iizerine
konulacak agiklama isaretleri ile bu ayrim belirtilir. Eger yazar bu arastirmanin yapildigi yerden ayrilmus,
kurum degistirmigse, calisma i¢in en uzun siire gegirilen kurum yazilir. Ancak, o yazarin en son bulundu-
gu kurumun ismi de parantez i¢inde yazilmalidir.

Kisa Baslik, yazinin i¢ sayfalarmin iistiinde kullanilacak olan, makaleyi en iyi ve kisa sekilde ifade
eden bagliktir. Bu basligin yazarlar tarafindan se¢ilmesi daha uygun olur.
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Ozet

Her makalenin mutlaka Tiirkce ve Ingilizce dilde 6zeti olmalidir. Ozet, tek paragraf halinde Tiirkce
ve Ingilizce dilde en az 200 en fazla 500 sdzciik olmalidir. Her makalede Tiirkce 6zet sonunda Tiirkge,
Ingilizce 6zet sonunda, Ingilizce anahtar kelime verilmelidir. Anahtar kelimeler (key words) 5 kelimeyi
geememelidir. Tiirkge ve Ingilizce dilde anahtar sdzciikler, alfabetik siraya gore yazilmalidir. Uluslararast
ortamda ilgi ¢cekebilmesi i¢in, 6zet konuya hakim olmali ve makalenin 6nemli noktalarin (ne yapildigini,
nasil yapildigini ve amacini) vurgulamalidir.

Giris
Giris olanaklar oOlciisiinde kisa tutulmali ve konu ile ilgili bilgileri icermelidir. ¢alisma ile dogrudan

ilgili kisa literatiir bilgisi verildikten sonra, son paragrafta caligmanin amaci vurgulanmalidir. Bu bolim 2
sayfay1 gegcmemelidir.

Materyal ve Metot

Calismanin, bagka arastiricilar tarafindan tekrarlanabilmesine olanak saglamak i¢in, kullanilan metot-
lar (istatistiki analiz metotlar1 dahil) acikga tarif edilmeli, ancak, standart metotlar, kapsamli agiklamalara
girmeden kaynak verilerek gosterilmelidir. Materyal ve Metot, ayrintiya girilmeden, 6z ve anlagilir bi-
¢imde yazilmalidir.

Materyal ve Metot ile Bulgular boliimlerinde, alt basliklar 6nce kalin, sonra italik yazi tipiyle belir-
tilmelidir. Kalin alt baglik sol kenarda, italik alt baglik ise paragraf basinda yer almalidir.

Tablo ve sekil basliklari, Tiirkge ve Ingilizce yazilmalidir.
Bulgular

Bulgular bdliimiinde, veriler kisa bir sekilde agiklanmalidir. Tablolarda verilen bulgularin metinde
tekrarlanmasindan kaginilmalidir.

Veriler ¢alismanin amacimi vurgulayacak bir sekilde sunulmalidir (Bu boliimde literatiir bilgileri su-
nulmaz).

Bu boliimde sekil ve tablolarla anlatim metin ile anlatimdan daha anlasilir bir durumdaysa bulgular
sekil ve tablolarla verilmelidir. Tablo ve sekil basliklar1 Tiirkge ve Ingilizce yazilmalidir.

Calismada kullanilan tablo ve sekillerin boyu 16-20 cm den biiyiik, genisligi 8 cm den kii¢lik olma-
malidir. Tablo, sekil ve grafikler ayn bir sayfaya yapilmali, yazinin i¢ine gerekmiyorsa konulmamalidir.
Basim sirasinda yazi iginde tablo, sekil veya grafigin gelmesi istenen yere drnegin; "Tablo 1, (Sekil 1,
Grafik 1) buraya gelmeli" yazisi, altina ve istiine ¢izgi konularak yerlestirilmelidir. Tablonun agiklamasi-
n1 igeren yazi tablonun {istiine yazilmalidir. Metin i¢inde tablo, sekil veya grafikten mutlaka séz edilmeli-
dir.

Tartisma ve Sonuc¢

Caligsmada alinan sonuglarin daha dnceki ¢aligma verileriyle karsilastirildigi ve yorumlandigi bolim-
diir. Veriler literatiir bilgilerinin 1s181nda tartisilmali ve yorumlanmalidir. Bu béliimde bulgularin ve giris
boliimiinde verilen literatiir 6zetlerinin tekrarindan kaginilmalidir. Ayrica, yapilan ¢alismanin literatiire
olan katkis1 da kisaca agiklanmalidir.

Kaynaklar

Kaynak listesi alfabetik siraya gore diizenlenir. Metin igerisinde her kaynaga ait yazarin soyadi bii-
yuk olarak yazilmali ve yayinin tarihi belirtilmelidir. Kaynak ikiden ¢ok yazarli ise, ilk yazarin soyadi ya-
zilmali, 6teki yazarlar "ve ark." kisaltmasi ile belirtilmelidir. Metin igerisinde kaynak kullaniminda, ayn1
konuyu bildiren 1’den ¢ok kaynak varsa bunlar tarih siralamasina gore bildirilmelidir.
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Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;
¢ Yazar(lar)in soyad(lar) ile ad(lar)imnin ilk harfi biiyiik ve kalin yazilmaldir.

¢ Yayinin tarihi belirtilmeli, yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yayini varsa, yayn tarihinin yanina
a ve b seklinde belirtilmelidir.

¢ Makalenin adu Italik yazi karakteri ile yazilmalidir.

¢ Dergi adlarinin kisaltilmasinda "Periodical Title Abbreviations: By Abbreviation" son baskisi esas
alinmalidir.

¢+ Cilt ve sahife numaralar1 yer almalidir.
1. Siireli Yaymn

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 Kil, eds., (1990). Manual of Clinical Microbiology. Fifth edi-
tion. 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 Vebas: hastaliginin histolojik ve Immunoperoksidaz yontemle tanisi {izerine
calismalar. Doktora Tezi, AU Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

¢ Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayinlanir.

¢ Gonderilen yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne gore yapildigindan, yazilarin her tiirlii so-
rumlulugu yazarlara aittir.

¢ Diizeltilmesi i¢in geri gonderilen yazilarin en geg 15 giin igerisinde tekrar yaymn kuruluna ulastiril-
mast gereklidir.

¢ Yayinlanmayan yazilar, yazarina iade edilmez.
¢ Ayri basim istenmesi durumunda ticretleri yazarlar tarafindan 6denir.
¢ Tablo ve sekil bagliklari, Tiirk¢e ve yabanci dilde yazilmalidir.

¢ Kisaltmalar, semboller ve dlgiiler: Yazarlar her bir bilimsel kisaltmanin ag¢ilimini metinde ilk gegti-
gi yerde agiklamalidirlar.

¢ Latince cins ve tiir isimleri italik yazi tipi ile yazilmalidir. Tim o6lgiiler SI (Systeme
Internationale)’ye gore verilmelidir.

¢ Cok yazarli ¢alismalarda yazigma adresi olarak yazarlardan sadece birinin ad1 belirtilmelidir.
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¢ Dergide yayimlanmak {izere gonderilen makaleler tiim yazarlar tarafindan imzalanan “Yayin Hakk1
Devri Sozlesmesi” ile birlikte gonderilmelidir. Yayimlanmasi uygun goriilen ¢alismalar, istendiginde Ya-
yim Komitesi’nin basima iliskin karari, yazaria/yazarlarina bildirilir.

¢ Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayimlanacak olan, hayvan deneylerine dayali bilimsel
calismalarda "Etik Kurul Onay1 Alinmigtir" ifadesi aranir.

¢ Dergide yayinlanan her tiirlii makalenin sorumlulugu yazarlarina aittir.
¢ Uriinlerin ticari adlar1 ile karsilastirilmalarima yonelik arastirmalar derginin ilgi kapsami disindadir.

¢ Arastirmaya konu olan maddelerin ve {irlinlerin ticari adlar kullanilmamalidir.
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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 Vet-
erinary 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 pa-
pers 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 observa-
tions 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, mate-
rial 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 explana-
tions, 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 singled out. If the au-
thor 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 English keywords at the
end of the English abstract. Keywords should not exceed 5 words. The keywords in Turkish and English
should be written in alphabetical 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 review of the literature related with the subject, in the end para-
graph, 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. Material 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 Turkish 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 publication, 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 findings 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 writ-
ten 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 authors should be men-
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tioned with the abbreviation of “et all.” In the in text usage of reference, if there are more than one refer-
ence 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.

¢ There should be volume and page numbers.

1. Periodicals

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. Author Book

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