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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullari

1. Dergi, T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi, Etlik Veteri-
ner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi Mudiirliigi’ntin hakemli,
bilimsel yayin organi olup, yilda iki defa yayimlanir. Derginin ki-
saltilmis ad1 “Etlik Vet Mikrobiyol Derg” dir.

2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde veteriner hekimlik
alaninda yapilan, baska bir yerde yayimlanmamis olan orijinal bi-
limsel arastirmalar, giincel derleme, gozlem, kisa bilimsel ¢aligma-
lar ve enstitiiden haberler yayimlanir. Derleme seklindeki yazilar;
orijinal olmasi, en son yenilikleri igermesi, klasik bilgilerin tekrari
olmamasi durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazirlayan yazarin, o
konuda ulusal ya da uluslararasi diizeyde orijinal yaymn ve aragtir-
malar yapmis olmasi kosulu aranir.

3. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 punto Times
New Roman yazi karakterinde, diiz metin olarak, cift aralikli ve
kenarlarda 30 mm bosluk birakilarak, A4 formundaki beyaz kagida
yazilmalidir. Yazilarin tamamu, sekil ve tablolar dahil olmak tizere
orijinal bilimsel arastirmalarda 16, derlemelerde 10, gozlemlerde 6
ve kisa bilimsel ¢aligmalarda 4 sayfay1 gegmemelidir.
4.Microsoft Word formatindakimetinileenaz300 dpi¢6ziiniirliikteki
JPEG formatindaki resim/lerin tamam etlikvetmikrobiyolderg@
gmail.com e-posta adresine gonderilmelidir.

5. Tiirkge orijinal caligmalar konu bashg, yazar/yazarlarin adlari,
adresleri, Tiirkce dzet ve anahtar sozciikler, Ingilizce bashk, Ingi-
lizce 6zet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar sirasi ile hazirlanmalidir.
Ingilizce orijinal calismalar konu baslig1, yazar/yazarlarm adlari,
adresleri, Ingilizce 6zet ve anahtar sozciikler, Tiirkce baslik, Tiirk-
¢e Ozet ve anahtar sozciikler, girig, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar seklinde hazirlanmalidir.
Kisa bilimsel ¢alismalarin ve derlemelerin baslik ve 6zet boliimleri
orijinal caligma formatinda, bundan sonraki boliimleri ise, derleme-
lerde; girig, metin ve kaynaklar seklinde, kisa bilimsel ¢aligmalarda
ise bolimlendirme yapilmadan hazirlanmalidir.

6. Orijinal ¢aligmalar ve gozlemler asagidaki siraya gore diizenle-
nerek yazilmalidir.

Bashk, kisa, konu hakkinda bilgi verici olmali ve kiigiik harflerle
yazilmalidir.

Yazar(lar)in, ad(lar)1 kiigiik, soyad(lar)1 biiyiik harflerle yazilmali
ve unvan belirtilmemelidir.

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

Anahtar kelimeler, alfabetik siraya gore yazilmali ve 5 sozciigii
ge¢memelidir.

Giris, konu ile ilgili kisa literatiir bilgisi igermeli, son paragrafinda
¢alismanin amaci vurgulanmali ve iki sayfayi gegmemelidir.
Materyal ve Metot, ayrintiya girmeden, anlagilir bigimde yazilma-
lidir. Basliklar kalin, alt basliklar italik yaz1 tipiyle belirtilmelidir.
Bulgular béliimiinde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir sekilde
belirtilmelidir. Tablo bagliklar1 tablonun stiinde, sekil basliklart
ise seklin altinda belirtilmelidir.

Tartisma ve Sonug boliimiinde, arastirmanin sonucunda elde edi-
len bulgular, diger arastiricilarin bulgulart ile karsilagtirilmali ve
literatiire olan katkisi kisaca belirtilmelidir.

Tesekkiir boliimii, gerekli goriiliiyorsa kaynaklardan hemen once
belirtilmelidir.

Kaynaklar bolimiinde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik
olarak siralanmali ve numaralanmalidir. Metin igerisindeki kaynak,
yazar soyadi yazilip sira numarasi ile; cimle sonunda ise sadece
sira numarast ile parantez icerisinde yazilmalidir. Ciimle sonunda
birden ¢ok kaynak belirtilecek ise kaynak numaralari kiigiikten bii-
yiige dogru siralanmalidir. Metin igerisinde ikiden ¢ok yazarli kay-

nak kullanimlarinda ilk yazarin soyadi yazilmali diger yazarlar ise
“ve ark.” (Ingilizce metinlerde “et al.”) kisaltmast ile belirtilmeli-
dir. Dergi adlarinin kisaltilmasinda “Periodical Title Abbreviations:
By Abbreviation” son baskis1 esas alinmalidir. Kaynaklar listesinde
yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yaymi varsa, yayin tarihinin
yanina “a” ve “b” seklinde belirtilmelidir.

Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;

Stireli Yayin:

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

Yazarl Kitap:

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

Editorli Kitap:

Balows A, Hausler WJ, Herramann Ki, eds., (1990). Manual of
Clinical Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press,
p-37.

Editorli Kitapta Bolim:

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

Kongre Bildirileri:

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

Tezler:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebasi hastaliginin histolojik ve immuno-
peroksidaz yontemle tanist iizerine ¢alismalar. Doktora Tezi, AU
Saglik Bilimleri Enstitiisti, Ankara.

Anonim:

Anonim, (2009). Contagious equine metritis. Erisim adresi: http://
www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, Erisim tarihi: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erisim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erisim tarihi: 14.11.2009.
Yazisma adresi, ¢ok yazarli ¢alismalarda yazigsma adresi olarak
yazarlardan sadece birinin adi/soyadi, adresi ve e-posta adresi ¢a-
lismanin sonunda belirtilmelidir.

7. Latince cins ve tiir isimleri italik yaz tipi ile yazilmahdir. Tiim
Olgiiler SI (Systeme Internationale)’ye gore verilmelidir.

8. Dergide yayimlanmak iizere gonderilen makaleler tiim yazarlar
tarafindan imzalanan “Yaym Hakki Devri Sozlesmesi” ve bagvu-
ruya iliskin bir dilekge ile birlikte gonderilmelidir. Yayimlanmast
uygun goriilen ¢alismalar, istendiginde Yayim Komitesi’nin basima
iliskin karari, yazar(lar)ina bildirilir.

9. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayimlanacak olan,
hayvan deneylerine dayali bilimsel ¢alismalarda “Etik Kurul Onay1
Almmistir” ifadesi aranir.

10. Gonderilen yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne gore ya-
pildigindan, yazilarin her tiirlii sorumlulugu yazarlara aittir.

11. Uriinlerin ticari adlar ile karsilastiriimalarina yonelik aragtir-
malar derginin ilgi kapsami digindadir.

12. Arastirmaya konu olan maddelerin ve iiriinlerin ticari adlar1
kullanilmamalidir.

13. Sayet varsa arastirmanin desteklendigi kurum adi ve proje nu-
marast belirtilmelidir.

14. Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayimlanir.

15. Yayimlanmayan yazilar, yazarina iade edilmez.
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Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

1. The Journal is a refereed, scientific publication of Turkish Re-
public of the Ministry of Food, Agriculture and Livestock, Direc-
torate of Etlik Veterinary Control Central Research Institute and is
published two issues in a year. The abbreviation of the journal is “J
Etlik Vet Microbiol”.

2. In the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, original research
articles, actual reviews, case reports, short communications on the
issue of veterinary medicine whose one part or whole have not been
published in any other place before, and news from the institute
are published. The review articles will be accepted only if they are
original, actual and not repeating the classical knowledge. The au-
thor of the review is asked to possess original publications or re-
searches on the subject at national or international levels.

3. Manuscripts that will be prepared in Turkish and English should
be typed as a full text, on A4 paper with 12 pt, in Times New Ro-
man typing character, double-spaced and with 30 mm space in both
sides of the paper. Manuscripts including figures and tables should
not exceed 16 pages for original research articles, 10 pages for re-
views, 6 pages for case reports and 4 pages for short communica-
tions.

4. Manuscript written in Microsoft Word format and figures in
JPEG format at minimum 300 dpi resolution should be submitted
to etlikvetmikrobiyolderg@gmail.com

5. Original research articles and case reports should include in fol-
lowing rank: title, name(s) of the author(s), their addresses, abstract
and key words in English, title, abstract and key words in Turkish,
introduction, material and method, findings, discussion and conclu-
sion, acknowledgements and references. In short communications
and reviews, divisions except summaries should be omitted.

6. Original research articles and case reports should be arranged
and composed as in the following.

Title should be brief, explanatory and written in small caps.
Explanation(s) about the study should be written as footnotes.
Author(s) should be mentioned by their names and surnames; their
surnames should be written in capital letters and author(s) title
should not be mentioned.

Summary should be in Turkish and English, single paragraph and
composed of at most about 500 words.

Key Words should be written in alphabetical order and should not
exceed 5 words.

Introduction not exceeding two pages should include a short re-
view of the literature related with the subject and in the end para-
graph; the aim of the study should be mentioned.

Material and Method should be written in an essential and com-
prehensible manner without getting into details. Subtopics should
be mentioned first in bold and after in italic type.

Findings should be shortly explained and data should not be re-
peated within the text. Legends should be indicated at the top of
each table, whereas should be indicated at the bottom of each figure
and print. Vertical lines are not allowed in tables.

Discussion and Conclusion must include the evaluation and com-
parison of results with other researchers’ findings. The study’s
contributions to the existing literature should also be explained
briefly.

Acknowledgements must be indicated before references if neces-
sary.

References should be listed alphabetically and chronologically by
numbers. In the body of text, reference must be shown by author’s
surname and list number or only by list number within parenthe-
sis. If there is more than one reference that refers to the same is-
sue, these should be arranged by smallest to biggest reference list
numbers at the end of sentence. If the reference is more than two

authors, the surname of the first author should be written and other
authors should be mentioned with the abbreviation of “et al.”. For
the abbreviation of journals, the latest edition of the “Periodical
Title Abbreviations: By Abbreviation” should be taken as basis. 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”
in the list of references.

The writing of the references and their alignment should be as in
the following examples.

For articles:

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

For books:

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

For edited books:

Balows A, Hausler WJ, Herramann Ki, eds., (1990). Manual of
Clinical Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press,
p-37.

For chapter in edited books:

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

For congress papers:

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.

For dissertations:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebasi hastaliginin histolojik ve Immuno-
peroksidaz yontemle tanisi iizerine ¢aligsmalar. PhD Thesis, Ankara
University Institute of Health Sciences, Ankara.

Corresponding address, in multiple-author studies, as a corre-
spondence address, only one of the authors’ name/surname, address
and e-mail should be mentioned at the end.

7. Genus and species names in Latin should be written in italic. All
measures should be given according to the SI (Systeme Interna-
tionale) units.

8. The articles that are sent to be published in the journal should be
sent with a covering letter and “Publication Rights Transfer Agree-
ment” signed by all of the authors. The selected articles for the
publication, and if asked for, the decision of the editorial commit-
tee concerning the publication, are declared to the article’s author/
authors.

9. The wording of “Ethical Commission Permission is obtained”
should appear in scientific studies based on animal experiments,
which will be published in the Journal of Etlik Veterinary Micro-
biology.

10. As the edition of the sent articles are done in accordance with
the original text, all responsibility of the articles bear on the au-
thors.

11. Researches that aim at comparisons of the products with their
commercial names are out of the journal’s theme scope.

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

13. If the research is supported by a foundation, name of the foun-
dation and project number must be mentioned.

14. The articles that are sent to the journal are published in line with
their coming date.

15. Unpublished papers are not returned to their author.
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Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum infeksiyonunun polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile teshisi

Seyda CENGIZ', Orkun BABACANZ Gokcen DINC3, Mehmet AKAN?

!Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Erzurum
2Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
3Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri

Gelis Tarihi / Received: 20.05.2011, Kabul Tarihi / Accepted: 07.09.2011

Ozet: Mycoplasma gallisepticum tavuklarda onemli ekonomik kayiplara neden olarak, vertikal ve horizontal yayilim
gosterir. Bu etkenin teshisi icin pek ¢cok metod kullanilmasina ragmen PCR temelli teshis metodlar ile izolasyona
gerek kalmadan infeksiyon izlenebilir, yiiksek duyarlilikta hizli sonug alinabilir. Incelenen 26 kiimesin 14 (%53,8)
M.gallisepticum yoniinden pozitif bulundu. Materyal orijini dikkate alindiginda 14 broyler kiimesten alinan trachea 6r-
neklerinin 28 adetinden pozitif sonug alinirken bu kiimeslere ait tracheal svab orneklerinden sadece 5 (%19,2) kiimese
ait olanlarda M.gallisepticum spesifik DNA varlig1 saptandi. Bu bulgu 6zellikle 6rnekleme asamasinda mikoplazma in-
feksiyonu siipheli kiimeslerden hem trachea hem de svab 6rneklerinin alinmasinin yararl oldugunu gosterdi. Bu sonug-
lar PCR metodunun kullanilmast ile M.gallisepticum infeksiyonlarinin daha kisa siirede ve daha spesifik olarak teshis
edilebilecegini ve trachea drneklerinin tracheal svab drneklerine gore daha fazla pozitiflik sagladigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Mycoplasma gallisepticum, PCR, Tavuk.

Diagnosis of Mycoplasma gallisepticum infection in chickens by polymerase chain reaction
(PCR)

Summary: Mycoplasma gallisepticum causes important economic losses and it spreads vertically and horizontally in
chickens. Although a lot of methods are used for detection of this bacterium, agents can be obtained and sensitive and
rapid result can be achieved by PCR based diagnosis method regardless of isolation. In this study, trachea and tracheal
swab samples collected from various broiler flocks were evaluated. 14 of 26 investigated flocks (%53,8) were found to
be M.gallisepticum positive. 28 of all trachea samples from 14 flocks and tracheal swabs which were taken 5 (%19,2)
flocks considered to be positive. This result showed that M.gallisepticum infections can be diagnosed rapidly and more

Arastirma Makalesi / Research Article

specifically and more positive results can be achieved in tracheal organ samples than tracheal swabs.

Key words: Chicken, Mycoplasma gallisepticum, PCR.

Giris

Mycoplasma gallisepticum tavuklarda solunum sis-
temi infeksiyonu ile seyreden klinik bulgularin ya-
ninda, broylerde karkas agirliginin diismesine, yu-
murtact hayvanlarda yumurta veriminin azalmasina
neden olan, gen¢ hayvanlarda hareket ve canliligin
kaybolmasi, artritis, tenosynovitis ile seyreden bir
infeksiyondur (6, 11, 12).

Hayvanlarda konjuktivitis, 0ksiiriik, sinuslarda
sisme, burun akintisi, gdzyasi akimtist gibi klinik
bulgular ile seyreder. Infeksiyon yumurta yolu ile
vertikal bulagma gostermesinin yaninda, hayvanlar
arasinda temas yolu ile lateral bulasma da meydana
gelir. Newcastle, Infeksiyoz Bronsitis gibi viral in-

feksiyonlar ya da E.coli gibi bakteriyel infeksiyon-
lar ile komplike oldugunda klinik bulgular agirlasir.
Nekropside burun, trachea ve akcigerlerde mukus
birikimi, hava keselerinde matlasma, kalinlasma
goriiliir. Deneysel infeksiyonlarda 6-21 giin siiren
bir inkiibasyon siiresi bulunurken, dogal infeksi-
yonlarda hayvanin immun sistemi iyi ise hayvanlar
herhangi bir stresle karsilasincaya kadar asempto-
matik tasiyici olarak kalirlar (2, 4-6, 12).

Infeksiyonun teshisi icin kiiltiir ve seroloji
yontemlerinin yaninda PCR temelli metodlar da
kullanilmaktadir. Ozellikle infeksiyonun vertikal
yolla bulagmasi1 bu etkenin erken dénemde teshisini
gerektirir. Bu amagla kullanilan kiiltlir ve serolojik
metodlarda problemler goriilebilmektedir. Etke-
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nin kiiltiire edilmesi asamasinda kiiltiir metodunun
uzun siirmesi ayn1 zamanda kontaminasyon riskinin
bulunmasi, serolojik testlerde ise hatali negatif ya
da pozitif sonuglarin alinmasi, kros reaksiyonlarin
olmas1 infeksiyonun teshisi asamasinda PCR taban-
l1 teshis metodlarini daha kullanisli hale getirmekte-
dir. (1, 5, 8, 13, 15).

PCR temelli teshis metodlarinin kullanimi ile
etken izolasyonuna gerek kalmadan etkenin izlen-
mesi, yiiksek duyarlilik ve hizli teshis ile sonucun
alinmasi saglanir. Kanatl endiistrisinde avian pato-
jenik mikoplazmalarin birden fazla tiirde olmalar
ve bazi durumlarda miks infeksiyon olusturmalar
PCR amplifikasyonu gibi yontemlerin uygulanma-
si1 onemli hale getirir (9, 11, 16).

Hastaligin teshisi i¢in infeksiyonun goriildigi
hayvanlardan doku ve organlar alinirken, solunum
yolu eksudatlarindan da svab oOrneklemesi yapil-
maktadir. Ornekler canli hayvanlardan alinabilecegi
gibi yeni 6lmiis hayvanlardan ya da oldiikten son-
ra hemen dondurulmus hayvanlardan alinmaktadir.
Farinks, kloaka, trachea, sinus ve 6zefagusdan svab
orneklemeleri yapilabilir (5, 12, 15, 18).

PCR i¢in en sik kullanilan 6rnekleme metodu
ise tracheal svab 6rneklemesidir. Bunun i¢in 6rnek-
ler alindiktan sonra buzdolabinda saklanarak DNA
lizisi engellenmelidir (16).

Bu calismada broyler kiimeslerden alinan tra-
chea ve tracheal svap drneklerinde PCR metodu ile
M.gallisepticum varlig1 arastirildi.

Materyal ve Metot

Bu calismada Bolu-Adapazari illerindeki kesim
asamasina (40-45 giinliik) gelmis solunum sistemi
problemi olan 26 adet broyler kiimesinden 52 trac-
hea 6rnegi ve 141 adet transport mediumsuz trache-
al svab ornegi alindi. Kiimesten alinan iki adet trac-
heal 6rnegi bir materyal olarak degerlendirildi. Aynmi
sekilde her kiimesten alinan tracheal svab ornekleri
de birlestirilerek incelendi. Materyaller, OIE’nin
M.gallisepticum i¢in hazirladigt DNA esktraksiyon
metodu ve PCR protokoliine gore incelendi (14).
Kontrol susu olarak Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Ko-
leksiyonundan saglanan M.gallisepticum susu kul-
lanildi. PCR iglemi sonucunda 185 bp biiyiikligiin-
de bandlarin goriilmesi, materyalde M.gallisepticum
varligim gosterdi.

Bulgular

Calisma kapsaminda alinan 26 kiimesin trachea
orneklerinden 14 (%53.8) kiimese ait olan mater-
yallerde spesifik bandlar saptanirken (Sekil 1), tra-
cheal svab orneklerinde ise yalnizeca 5 (%19.2) kii-
mese ait materyallerde M.gallisepticum yOniinden
pozitiflik bulundu (Sekil 2). Bu bulgu, tavuklarda
M.gallisepticum infeksiyonlarmin saptanmasinda
tracheal orneklerin svab 6rneklerine gore daha uy-
gun oldugunu gosterdi.
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500 bp

Sekil.1. Tracheal 6rneklerde M.gallisepticum arastiril-
masinda PCR iglemi sonucunda jel elektroforezde 6rnek
goriintii M: Marker (100 bp Fermentase), 1: Pozitif Kon-
trol, 2: Negatif Kontrol, 3-10: Trachea Ornekleri.

M 1 2 3 - 5 6 17 B 10

500 bp

Sekil.2. Tracheal svab orneklerinde M.gallisepticum
arastirllmasinda PCR iglemi sonucunda jel elektrofo-
rezde o6rnek goriintii M: Marker (100 bp Fermentase) 1:
Pozitif Kontrol, 2: Negatif Kontrol, 3-10: Tracheal Svab
Ornekleri.

Tartisma ve Sonug¢

Mikoplazma infeksiyonlar1 kanatl hayvanlarda ve-
rim disiikliigiiniin yaninda vertikal yolla bulagma
gostermesi nedeniyle eradikasyon gerektiren bir
problemdir. Bu infeksiyonun en kisa siirede tespit
edilmesi siirii bazinda yetistiriciligin yapildig: ta-
vukguluk sektoriinde olduk¢a 6nemlidir. Bu amag-
la kiiltiir ve serolojik taramalarin uzun siire alma-
s1, serolojik taramalarda hatali sonuglarin alinmasi
gibi problemleri ortadan kaldirmak ve kisa siirede
daha spesifik sonuglarin alinmasini saglamak ama-
ciyla PCR tabanli teshis metodlar1 kullanilmaktadir.
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M.gallisepticum infeksiyonunun teshisinde PCR
metodunu kullanarak yapilan g¢alismalarda farkli
bulgular elde edilmistir.

Urdiin’de Gharaibeh ve Roussan tarafindan ya-
pilan ¢aligmada, arastiricilar, 76 ticari broyler kiime-
sden yapilan 6rneklemede 24 adet M.gallisepticum
izolat1 elde etmislerdir (9).

Roussan ve ark. (17), 115 kiimes de yaptiklari
MG taramasinda PCR ile 25 kiimesde infeksiyon
belirlemislerdir. Benbahan ve ark. (4), ise PCR tek-
niginin kullanarak 100 trachea 6rnegini MG yoniin-
den degerlendirmisler ve 55 adet drnekte pozitiflik
saptamislardir. Buim ve ark. (5), 33 ticari kanath
ciftliginden topladiklar1 1046 ornekte Multiplex
PCR metodu ile 21 adet hayvanda M.gallisepticum
icin pozitiflik belirlerken, 36 adet hayvanda
M.gallisepticum F susu bulmuslar, 33 ciftlikten 4
adedinde siirli pozitifligine rastlamiglardir. Evans
ve ark. (7), Mikoplazma infeksiyonunun teshisi i¢in
yaptiklan kiiltiir ve PCR teshis yonteminde kiiltiir
ile 30 ornekte 14 adet pozitiflik bulurken, PCR ile
11 adet pozitiflik belirlemislerdir. Bagcigil (3), 96
adet tavukta M.gallisepticum igin yaptig1 PCR tes-
hisinde 47 adet hayvana ait trachea 6rneginde etke-
ne spesifik DNA bildirmis, etkenin kiiltiire edilme-
sinin uzun zaman almasi nedeniyle PCR metodunun
kisa siirede ve spesifik sonu¢ vermesi bakimindan
giivenilir oldugunu belirtmistir. Bu sonu¢ da PCR
temelli molekiiler tekniklerin MG siipheli kiimes-
lerde hizli ve kullanish bir teshis metodu oldugunu
gostermektedir.

Levisohn ve Kleven (14), 6zellikle antibiyotik
kullanim durumlarinda kiiltiir ile tespit edilemeyen
etkenlerin molekiiler teshis metodlar ile kolaylikla
saptanabilecegini belirlemislerdir. Ayrica arastirici-
lar molekiiler metodlarin 6zellikle kontaminasyon
ya da sekonder bakteriyel infeksiyonlarin varligin-
da degerinin daha fazla arttigin1 da bildirmislerdir.
Kahya ve ark. (10), yaptiklari realtime PCR islemin-
de ise 646 tracheal svap 6rneginde 73 adet pozitiflik
saptamiglar ve bu metodun tavuk kiimeslerindeki
MG infeksiyonlariin teshisinde kullanilabilirligini
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada da 26 kiimesten alinan toplam 52
trachea orneginde 14 (%53,8) kiimese ait pozitiflik
bulunurken, 141 tracheal svab 6rneginde 5 (%19,2)
kiimese ait 6rneklerde pozitiflik bulundu. Bu bulgu-
lar aragtiricilarin molekiiler bulgular ile paralellik
gostermektedir.

Svap orneklemesi i¢in Zain ve ark. (18), tara-
findan yapilan ¢alismada kuru ve 1slak svablar ile
tracheal Ornekleme yapilarak, M.gallisepticum’a
PCR ile bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore
1islak svablarla yapilan 6rneklemelerde pozitif bu-
lunan 6rnek sayisi, kuru svablarla yapilan 6rnek-
lemelerdeki pozitiflikten daha fazla bulunmustur.
M.gallisepticum’un kuru svablarda hayatta kalma
siiresinin oda 1s1sinda veya +4°C’de 24 saatten daha
kisa oldugu, 1slak svablarda ise bu siirenin en az 24
saat oldugu belirlenmistir.

Levisohn ve Kleven (14), ise trachea drnekle-
mesinin M.gallisepticum’un teshisinde diger organ-
lara gore daha sik tercih edilen 6rnekleme olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar 6zellikle infeksiyonun
akut fazinda M.gallisepticum’un en yiiksek seviye-
de oldugunu, humoral veya lokal bagisiklik durum-
larinda da infeksiyonun persiste halde tracheada be-
lirlenebildigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada yapilan 6rneklemede ise trachea
ile tracheal svab Orneklemeleri karsilastirilmis ve
trachea orneklerindeki pozitifligin daha fazla ol-
dugu gortilmiistiir. Bu bulgu trachea orneklerinin
M.gallisepticum’un teshisinde uygun bir materyal
oldugu bulgular1 ile uyumludur.

Sonug olarak yapilan degerlendirmelerde, PCR
metodunun kullanilmasi ile M.gallisepticum infek-
siyonlarinin daha kisa siirede ve daha spesifik olarak
teshis edilebilecegini, tavuklarda M.gallisepticum
infeksiyonlarimin PCR ile teshisinde tracheal 6rnek-
lerin tracheal svab 6rneklerine gore daha uygun bir
materyal oldugu belirlendi.
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Summary: The applicability of DNA sequencing of the Cytochrome b (encoded by mitochondrial DNA) gene was
tested for species delineation and species identification in three bat species (Miniopterus schreibersii, Myotis blythii and
Myotis myotis) sampled from Turkey as a geographic region. Morphologically identified species have also identified
genetically. This study showed that DNA markers are valuable molecular methods for biodiversity monitoring programs
in Turkey. Sequencing-based comparisons could provide more flexibility in large-scale studies for Turkish bat species.

Key words: Bats in Turkey, Cytochrome b, molecular differentiation, phylogenetic analyses, species identification.

Tiirkiye’de bulunan ii¢ yarasa tiirii arasindaki filogenetik iliskiler

Ozet: Tiirkiye’nin farkli iki ilinden 6rneklenen {ig yarasa tiiriiniin (Miniopterus schreibersii, Myotis blythii and Myotis
myotis) tarif ve tanimlanmasida mitokondrial Cytochrome b geninin kullanilabilirligi test edildi. Morfolojik olarak
tanimlanmis olan tiirler genetik olarak da tanimlandi. Bu ¢alisma, Tiirkiye’de biyolojik ¢esitliligin izlenmesi program-
larinda DNA isaretleyicilerin, degerlendirilebilir molekiiler metotlar oldugunu gosterdi. Dizin analizi tabanli karsilag-
tirmalarin, Tiirk yarasa tiirleri ile yapilacak genis dl¢ekli ¢alismalarda daha fazla esneklik saglayabilecegi sonucuna
varild.

Anahtar kelimeler: Tirkiye’de yarasalar, Cytochrome b, molekiiler ayrimlastirma, filogenetik analiz, tiir tanimlama.

Arastirma Makalesi / Research Article

Introduction

Up to now, 38 bat species have been recorded by
various authors from Turkey (8, 26, 10). Of the 38
Turkish bats, one feeds on fruit while the others
feed insects (10).

These species show variation with respect to
their ecological, biological, karyological and mo-
lecular properties (1-3, 6, 7, 9, 13, 20). Morphologi-
cal keys are available to assist the species identi-
fication allowing for the majority of species to be
identified from external and cranial characters (1,
2, 15). However, molecular studies are also reliable
and rapid tools for identifying even morphologi-
cally very similar species (23). Recently, molecu-
lar studies have enabled the determination of some
specimens that were previously unconfirmed, as a
new species (11, 14, 20-25).

Mitochondrial DNA (mtDNA) has long been
treated as an ideal marker because of its conve-
nience for reconstruction of gene genealogy and
population history inference (16).

In this study, we tested the applicability of DNA
sequencing of the Cytochrome b (encoded by mito-
chondrial DNA) gene for species delineation and
species identification in three bat species sampled
from Turkey. Cytochrome b gene is commonly used
for species identification studies and phylogenetic
analysis as a DNA marker (18, 19). This study is
only a preliminary study for our future expectations
and the sequence divergence estimation for Turkish
bat species. We have just chosen three different spe-
cies and analyzed cytochrome b gene of this species
to show this study is feasible or not.
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Materials and Methods

Sample collection and preparation: Different
places visited to collect samples around Turkey
(Fig. 1). A 3 mm biopsy from the wing membrane,
blood and swab samples were taken from bats. A
total of 55 specimens were collected from 9 differ-
ent bat species but only three of them were used for
in this study (Table 1). The species were Miniopter-

us schreibersii, Myotis blythii and Myotis myotis.
M. schreibersii (Y7) sampled from Trabzon and
M.blythii (Y17) and M.myotis (Y31) sampled from
Balikesir. Fieldworks were undertaken to avoid dis-
turbing the colonies. Biopsy of specimens was ap-
plied as described by Worthington and Barratt (28).
The 3 mm holes in wings are known to knit in four
or five weeks.

TURKEY

mw37875 15 225 3
e Kilometers

Figure 1. The number of samples according to provinces.

Table 1. Samples collecting localities, their sizes
and coordinates.

The Number of Decimal Coordinates

Province
Samples LAT. LONG.

Trabzon 4 40,980000 39,770000
Gilimiigshane 7 40,450000 39,430000
Balikesir 17 39,650000 27,870000
Ankara 8 39,950000 32,850000
Kirikkale 11 39,870000 33,620000
Hatay 36,220000 36,150000
Adana 7 37,000000 35,330000

Morphological criteria for species identification:
Identification of bat species is achieved by using ex-
ternal, cranial measurements and baculum structure
(1, 2, 4, 6, 15). Morphologically, three species were
identified as M.myotis, M.blythii and M.schreibersii.
Y31,Y17 and Y7 code numbers were given to each
species, respectively.

Nucleic Acid Preparation: Total DNA was isolated
from samples using the DNeasy Tissue Kit (Qiagen,
Germany), following the ‘Purification of Total DNA
from Animal Tissue’ protocol. Briefly, samples were
lysed overnight using proteinase K after which the
lysate was loaded onto a DNA Mini spin column.
The DNA was then selectively bound to the column
membrane by centrifugation and stored in elution
buffer of kit (-20°C).

Sequence amplification: Previously published
primers were used (18). BarbF1 (5’-CCT CAA ATA
TTT CAT CAT GAT G-3’) and BarbR2 (5’-GTC
CTC CAA TTC ATG TTA GG-3’) primer pairs
were used to amplify cytochrome b.

Super Script III One-Step RT-PCR with Plati-
num Taq was used for PCR amplification (Invitro-
gen, USA). PCR mastermixes were prepared ac-
cording to manufacturer instructions as follows:
17,8 pl of HPLC H20, 25 pl of 2XBuffer, 1 pl of
forward primer (Barb F1) (0.2 uM), 1 pl of reverse
primer (Barb R2) (0.2 uM) and 0.20 pl of Platinum
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Taq DNA Polymerase (0.5 U/ml). Template DNA
(5 ul at 100 ng/ul) was added to the aliquot (45 ul)
of mastermix. Thermocycling conditions included
an initial denaturation at 95°C (15 min), followed
by 37 cycles at 94°C (50 s), 45.6-56.5°C (50 s) and
72°C (60 s) with a final 10 min extension at 72 °C
using a PTC 100 machine (MJ Research, USA).

Amplified products were separated in a 1%
agarose gel and visualised under ultraviolet illu-
mination following ethidium bromide staining. All
successfully amplified products were purified using
the QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany). Sequencing reactions on puri-
fied PCR products included primer pairs used for
initial amplification (at 0.5 initial concentration),
and the ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, USA) was used according to the manufactur-
er’s instruction. Sequenced products were cleaned
with DyeEx 2.0 Nucleospin nucleotide removal kit

(Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Automated flu-
orescence sequencing was performed with an ABI
PRISM® 310 Genetic Analyser (Applied Biosys-
tems, Foster City, USA).

Sequence Analysis: The sequences were edited
and aligned using CLC Main Workbench software
(22). Multiple sequence alignments were generated
using CLC Main Workbench program (22). Cyto-
chrome b gene haplotype consensus sequences were
generated for each species (811 bases) covering the
142-952 base nucleotide region of the cytochrome b
gene, with an out group (GenBank Accession num-
ber is EU751000) also aligned. Additional bat spe-
cies sequences (GU817369, GU817368, EU153108,
AF376830, AF376841, AF376840) were obtained
from the National Centre for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) and used for comparison. Phyloge-
netical tree was built by Neighbor-Joining method
(Fig. 2). Reliability of clades was checked with
bootstrap analysis with 1000 replications (18).

HMO011053 (Y31)
GU817369
HMO011052 (Y17)

AF376841
GUS817368
AF376840
OEU153108
9 5270 HM011051 (Y7)
306D YS
(0] 80‘{ Y16
—©AF376830
O EU751000
) 0,100 J

Figure 2. Phylogenetic relationships of three different bat species. Y8 and Y16 are used for additional data. Bat spe-
cies sequences (GU817369, GU817368, EU153108, AF376830, AF376841, AF376840) were obtained from NCBI

and used for comparison.

Findings

Cytochrome b sequences were obtained from three
species, the sequence length 811 bases. These se-
quences have been deposited to GenBank with
the accession numbers HMO011051, HMO011052

and HMO11053. A sample of Eptesicus serotinus
(EU751000) from Azerbaijan (27) was included in
the analysis as an outgroup. The species consensus
sequences (811bases) were built using nucleotide
region of the cytochrome b gene. This consensus
demonstrated that they aligned across 811 bases,
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with no sites of insertion or deletion. The neighbor
joining tree was generated and given in figure 2. Our
analyses, based on the mitochondrial genes cyto-
chrome b (a common species-level marker), suggest
that this kind of markers are capable of discriminat-
ing bat species with high accuracy. Morphologically
identified species have also identified genetically in
this study.

Discussion and Conclusion

Up to now, 38 bat species were recorded from Tur-
key (10). Predominantly, researchers from Turkey
prefer morphological studies about bats and they
published their findings. Morphological character-
ization of bat species should be applied as an essen-
tial protocol (5). But, identification of bat species
using molecular tools will also be possible in con-
junction with bat characterization of morphological
features. Especially, samples are damaged or identi-
fication from morphological criteria is not possible
or if the specimen is degraded or visual inspection
is not possible or the morphological expertise is not
available or large-scale studies are needed.

The rapid and accurate identification of species
is a critical component of large-scale biodiversity
monitoring programs (17). Substantial sequence
divergence suggests an unexpected high number of
undiscovered species (24).

The phylogenetic studies were done for two bat
species by different research groups in recent years
in Turkey. Only, M.schreibersii, M.capaccinii and
Plecotus kolombatovici have been studied (12, 13,
20). Therefore we need more molecular works and
comparative studies on all bat species.

Three different species were chosen and ana-
lyzed cytochrome b gene of this species to show
for future expectation. Study showed that DNA
markers are valuable molecular methods for biodi-
versity monitoring programs in Turkey. Therefore,
sequencing-based comparisons could provide more
flexibility in large-scale studies for Turkish bat spe-
cies. Also, results gave us an idea about sequence
divergence estimation in bat population in Turkey,
because there is no completed similar study.

The cytochrome b gene sequences for the three
Turkish bat species in this study were compared
with sequences available from GenBank. All of the
sequences are highly similar to those of published

specimens. The sequence similarity is ranging be-
tween 86% and 99%.

We present a framework for future character-
ization of the impact of sequence detection, mor-
phological characterization and building a DNA li-
brary for Turkish bat species.
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Summary: The aim of this study was to investigate the prevalence, vancomycin resistance and slime factor production
of Enterococcus spp. in chicken carcasses consumed in Samsun province, north of the Turkey. For this purpose, 123
chicken carcasses were analyzed by direct culture technique on Slanetz and Bartley Medium and, a total of 92 Entero-
cocci spp. were isolated from 41 (33.3%) out of the 123 samples and identified phenotypically. All enterococci isolates
were confirmed at the genus level by a single PCR targeted tuf gene using Enterococcus specific primers. To identify
these enterococci as either being E.faecalis or E.faecium and to detect vancomycin resistance, a multiplex PCR based
on the amplification of ddl and van (van A, B, C1/2, D, E and G) genes were performed. While 39 (42.4%) and none
of these isolates were identified as E.faecalis and E.faecium, respectively, and the remaining 53 isolates (57.6%) were
identified as Enterococcus spp. except from E.faecalis and E. faecium. vanA, vanB, C1/2, vanD, vanE, vanG genes were
not detected in any of the isolates by this multiplex PCR. To detect slime factor production, Congo Red Agar Method
was used and slime factor production was not detected in any of the isolates. In conclusion, E.faecalis isolates from
chicken carcasses in Samsun Province of Turkey do not constitute a potential risk to the public health for vancomycin
resistance and slime factor production.

Key words: Chicken carcass, Enterococci, PCR, slime factor production, vancomycin resistance.

Tavuk karkaslarinda Enterococcus spp. prevalansi ile vankomisin direncliligi ve slime
faktor iiretme yeteneklerinin arastirilmasi

Ozet: Bu galisma, Samsun [li’nde titketime sunulan tavuk karkaslarindaki Enterococcus spp.’nin prevalansi, vankomi-
sin direngliligi ve slime faktor olusturma yeteneklerini belirlemek amaciyla yapildi. Bu amagla, Slanetz ve Bartley besi-
yerinde direkt kiiltiir teknigi ile 123 adet tavuk karkasi analiz edildi. Bu &rneklerin 41’inden (%33.3) izole edilen toplam
92 adet sus fenotipik olarak Enterococcus spp. olarak identifiye edildi. Tim Enterococcus spp. izolatlari, tuf genini
hedefleyen PCR ile cins diizeyinde dogrulandi. Bu izolatlarin E.faecalis veya E.faecium olup olmadigini ve vankomisin
direngliliklerini belirlemek iizere, ddl ve van (van A, B, C1/2, D, E ve G) genlerinin amplifikasyonuna dayali multipleks
PCR gergeklestirildi. Suslardan 39 (%42.4) adedi E.faecalis olarak dogrulanirken, hig bir sus E.faecium olarak identifiye
edilmedi. Geri kalan 53 (%57.6) izolat ise E.faecalis ve E.faecium disindaki Enterokok tiirleri olarak degerlendirildi.
van A, B, C1/2, D, E ve G genleri, higbir izolatta belirlenmedi. Slime faktor tiretimini belirlemek iizere Kongo Kirmizist
iceren Agar yontemi kullanildi ve higbir izolatta slime faktor {iretimi belirlenmedi. Sonug olarak, Samsun ili’nde tavuk
karkaslarindan izole edilen E.faecalis izolatlarinin, vankomisin direngliligi ve slime factor olusturmalar1 yoniinden halk
saglig1 i¢in potansiyel bir risk olusturmadigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Enterokok, slime factor tiretimi, PCR, tavuk karkasi, vankomisin direnci.

Arastirma Makalesi / Research Article

Introduction

Enterococci are Gram-positive, facultative anaero-
bic bacteria that live as part of the natural flora in
the intestinal tract of animals as well as humans
(15). Therefore, for a long time, enterococci were
considered to be unimportant from the medical
point of view and also for food industry, but later
the bacteria have emerged as important nosocomial

pathogens of concern, causing a variety of infec-
tions. Therefore, the enterococci are not regarded as
primary pathogens but due to their ability to acquire
high-level resistance to multiple antibiotics includ-
ing aminoglycosides, ampicillin, tetracyclines,
macrolides, chloramphenicol and vancomycin they
have emerged as nosocomial pathogens worldwide.
Among the antibiotic resistances, vancomycin re-
sistance is of particular concern because of treat-
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ment difficulties and the potential for this plasmid-
mediated resistance trait to be transferred to other
microorganisms. Of the 24 enterococcal species
identified up to now, especially E.faecalis (85-90%
of isolates) and E.faecium (5-10% of isolates) are
the most important ones for nosocomial infections
in humans (15) and the most prevalent species in
foods (6, 14, 17).

Due to the heavy use of growth-promoting
drugs in food animals, the antibiotic resistance
in enterococci of animal origin has increased and
also resistant enterococci have spread in the human
population (5). This resistance can be both intrin-
sic that present in almost all the strains of entero-
cocci or acquired. Cross resistances exist in related
antibiotics therapeutically used in human or animal
medicine such as avoparcin (similar to vancomycin,
teicoplanin), virginiamycin (similar to quinupristin/
dalfopristin), spiramycin, tylocin (similar to eryth-
romycin) and avilamycin (similar to evernimisin)
(23). Vancomycin, a glycopeptide antimicrobial
agent has been used to treat Gram positive infec-
tions in humans. Up to date six glycopeptide resis-
tance phenotypes; VanA, VanB, VanC, VanD, VanE
and VanG, have been described in enterococci. It
has been reported that they could be distinguished
on the basis of the level, inducibility, and transfer-
ability of resistance to vancomycin and teicoplanin
as well as associated resistance genes such as vanA,
vanB, vanC, vanD, vanE, and vanG (23). Generally,
the vancomycin resistance is related to inhibition of
cell wall synthesis by binding to peptidoglycan pre-
cursor and inhibition of following transglycosilation
modified traget of glycopeptid. The vanA genotype
is the clinically most important one and widespread
in enterococci. VanA resistance has been character-
ized as high-level, inducible and transferable. The
second important genotype is vanB (23). The vanB
resistance is inducible low-level vancomycin re-
sistance. VanA resistance is usually plasmid borne
but is now known to be encoded on a transposon
(Tn1546) that may pass to the chromosome. VanB
resistance is usually chromosomal and is occasion-
ally transferable from chromosome to chromosome
on a transposon (29). Both VanA and VanB resis-
tance are seen most commonly in E.faecium and
E.faecalis. VanD, VanE, and VanG have been re-
ported to detect in single isolates of E.faecium and
E.faecalis, respectively, until now. A constitutive
low-level vancomycin resistance type, vanC geno-

type has been seen in some FE.gallinarum strains
(26). In the late 1980s, vancomycin-resistant entero-
cocci (VRE) were first detected in humans as specif-
ic pathogens (35). Later, molecular evidences have
indicated that in Europe and other countries around
the world, food-producing animals are the likely
reservoir of one type of VRE, namely Enterococcus
faecium strains with the vanA antibiotic-resistance
gene (25, 27, 38). This case could be associated
with the use of the vancomycin-related glycopep-
tide (vancomycin and teicoplanin), avoparcin (an
analogue of the glycopeptides) as prophylactic or
growth promoter in animal production (2, 38). The
ability of VRE to transmit to humans via the food
chain have led to the decision of banning avoparcin
in the European Union since 1997 (38) and Turkey
since 1999 (1). Decreases in the prevalence of VRE
in animals, meat products and humans have been
observed after a relatively short period of time from
the banning of avoparcin use in several European
countries (10, 22).

Slime factor variously termed as biofilm, cap-
sule or glycocalyx is an extracellular polymeric sub-
stance (EPS) produced by the some microorganism
and play an important role in the attachment and
colonization of organ or food-contact surfaces (24).
The EPS also supports cell to cell bacterial contacts
by means of a multilayered biofilm. Essentially, bio-
film formation is a dynamic process and different
mechanisms are involved in their attachment and
growth. Bacteria in biofilms are generally more re-
sistant to environmental stresses than their free-liv-
ing bacteria. Therefore, EPS appear to be significant
virulence factors for some bacteria such as entero-
cocci. Like other Gram-positive microorganisms,
enterococci are able to produce biofilms on abiotic
surfaces and increasing their high innate resistance
to antibiotics. The initial step in the colonization of
surface and biofilm formation is bacterial adherence
to the biomaterial. It has been reported that biofilm
formation ability of enterococci is highly and sig-
nificantly associated with the presence of esp gene
(32).

The widespread and indiscriminate use of an-
tibiotics in human and veterinary medicine and in
livestock breeding has lead to a spread of antibiotic
resistance (AR) among both pathogenic and com-
mensal microorganisms. The same AR genes have
been also isolated from human and food strains.
Therefore, antimicrobial resistance constitutes
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a major threat to public health in many countries
due to the persistent circulation of resistant bacte-
ria in the environment and the possible contamina-
tion of water and food such as poultry meats (30).
Biofilm production has been also reported in some
enterococcal infections. However, there are limited
reports about the prevalence of vancomycin resis-
tance and biofilm production of enterococci isolated
from poultry in Turkey.

Therefore, the aim of this study was to in-
vestigate the occurence, vancomycine resistance
and slime factor produciton of Enterococcus spp.
namely clinically important species, E.faecalis and
E.faecium, in chicken carcasses consumed in Sam-
sun province, Turkey.

Materials and Methods

Sample collection: A total of 123 chicken carcasses
were collected from different markets and butcher
shops in the Samsun Province in North of the Tur-
key, between 2008 and 2009. These samples were
analyzed immediately after procurement.

Table 1. The oligonucleotide primers used in the study

Enterococcus spp. isolation and identification:
For the isolation, the whole carcass was transferred
into a sterile polyethylene stomacher bag and rinsed
with 225 ml 0.1% (wt/vol) of peptone water (Bacte-
riological peptone, Oxoid, Basingstoke, England) for
1-2 min (rinse method). Following, the carcass was
removed aseptically and the remaining rinsate in the
bag was cultured for microbiological analysis after
10-fold serial dilutions (up to 10-5) for each sample
in sterile peptone water (PW). Subsequently, each
of these dilutions was inoculaed onto Slanetz and
Bartley Medium (Oxoid CM 377) by spread plating
technique (100 pl) and, the plates were incubated
aerobically at 37°C for 24-48 h. (31). Enterococcus
spp. colonies (bright red coloured colonies or pale
colonies with bright red coloured centre) were se-
lected and subcultured onto Triptone Soy Agar (CM
131, Basingstoke, England) plates to identify the
isolates at the genus level using biochemical tests
(10).

DNA extraction: In this study, the DNAs used for
PCR analysis were extracted using boiling method.

Target gene Primer names Oligonucleotide sequences Amplicon size (bp)
DDI13 F 5-CACCTGAAGAAACAGGC-3’

ddl E. faecalis 476
DD3-2 R 5-ATGGCTACTTCAATTTCACG-3’
FACI1-1 F 5-GAGTAAATCACTGAACG-3’

ddl E. faecium 1091
FAC2-1 R 5-CGCTGATGGTATCGATTCAT-3’
ENT1 F 5 -TACTGACAAACCATTCATGATG-3’

tuf Enterococcus spp. 112

’ ENT2 R 5-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3’

EA1 F 5-GGGAAAACGACAATTGC -3’

vanA VAN A 732
EA2 R 5- GTACAATGCGGCCGTTA -3’
EB3 F 5-ACGGAATGGGAAGCCGA -3’

vanB VAN B 647
EB4 R 5-TGCACCCGATTTCGTTC -3°
EC5 F 5-ATGGATTGGTAYTKGTAT-3"*

vanC1/2 VAN C 815/827
ECS8 R 5-TAGCGGGAGTGMCYMGTAA -3°*
EDI1 F  5-TGTGGGATGCGATATTCAA -3’

vanD VAN D 500
ED2 R 5-TGCAGCCAAGTATCCGGTAA -3’
EE1 F 5 -TGTGGTATCGGAGCTGCAG -3’

vank VAN E 430
EE2 R 5-ATAGTTTAGCTGGTAAC -3’

vanG EGI F 5-CGGCATCCGCTGTTTTTGA -3’ VAN G 941
EG2 R 5- GAACGATAGACCAATGCCTT -3°
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Confirmation of the Enterococcus spp. by PCR
analysis: For determination of Enterococcus spp. at
genus level, extracted DNA was PCR-amplified us-
ing primers that target the tuf gene (elongation fac-
tor EF-Tu). For this purpose, Entl and Ent2 primers
were used and amplification procedures were per-
formed according to (20) (Table 1). E.faecalis ATCC
29212 and S.aureus ATCC 29213 were used as posi-
tive and negative control strains, respectively.

Species specific identification and determina-
tion of vancomycin resistance by multiplex PCR
analysis: A multiplex PCR was performed to iden-
tify E.faecium and E.faecalis and detect the pres-
ence of van genes in these species. The primers for
the amplification of species-specific D-Ala:D-Ala
ligase genes (ddl genes) and van genes (vanA, van
B, vanC1/2, van D, van E and van G) are presented
in Table 1. These primers were selected and ampli-
fication was conducted as described by Depardieu et
al. (9), after amplification, the DNA fragments were
separated by agarose gel electrophoresis and visual-
ized under ultraviolet (UV) light. E.faecalis ATCC
29212 and E.faecium ATCC 19434 were used as
control strains.

Slime production: Slime production assay was per-
formed by cultivation of Enterococcus spp. isolates
on Congo Red agar (CRA) plates containing 0.8 g/l
of Congo red dye and 50 g/l of saccharose (16). Iso-
lates were streaked on the CRA plates and incubated
at 37°C for 24-48 hrs. Slime production was evalu-
ated observing the rough black (slime positive) or
red (slime negative) colonies on CRA.

Results

In the present study, a total of 92 Enterococcus
spp. were isolated from 41 (33.3%) out of the 123
samples by direct culture on Slanetz and Bartley
agar and verified by single PCR targeted tuf gene
(Figure 1). Specifity was confirmed on positive and
negative control strains. As expected, no band was
observed for the negative control strain (S.aureus
ATCC 29213) but the expected size of PCR prod-
ucts (476 bp) was observed for the positive control
strain (E.faecalis ATCC 29212).

In multiplex PCR performed to identify entero-
cocci either being E.faecalis or E.faecium and to
detect vancomycin resistance, the ddl gene specific
for E.faecalis was detected in thirty-nine of 92 iso-

lates (42.3%) and they were identified as E.faecalis,
but no band was found specific for E.faecium (Fig-
ure 2). The remaining isolates (57.6%) were evalu-
ated as Enterococcus spp. except from E.faecalis
and E.faecium. vanA, vanB, vanC1/2, vanD, vanE,
vanG genes were also not detected in any of the iso-
lates. None of the isolates was found slime positive
on CRA.

500 bp

200 bp

s s 112 Dbp

100 bp

Figure 1. The single PCR results targeted tuf gene for the
detection of Enterococcus species M: Marker; lanes1-2:
Enterococcus species isolated from chicken carcasses

fgene (1091 bp)

ddigene (476 bp)

Figure 2. The multiplex PCR results targeted ddl
genes for the detection E.faecalis and E.faecium and
vanA,B,C1/2,D,E and G for the detection vancomy-
cine resistant Enterococcus species M: Marker; lane 2:
ddl gene (476 bp) for the detection of E.faecalis ATCC
29212; lane 3: ddl gene (1091 bp) for the detection of
E faecium ATCC 19434
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Discussion

Enterococci have been considered as low patho-
genic bacteria that infect persons with special pre-
dispositions such as immunocompromised patients.
However they have been reported to be able to
cause different infections, even life-threatening in-
fections such as bacteremia or endocarditis. The En-
terococcus genus comprises more than 20 species
and E.faecalis and E.faecium are the most common
species in foods (6, 14, 17, 23). Similiarly in several
studies, different predominances of Enterococcus
species, especially E.faecalis and E.faecium isolat-
ed from various poultry sources have been reported.
Similar to later reports, in the present study, Entero-
coccus spp. was isolated from 33.3% of chicken
carcasses and FE.faecalis was found as the most
prevalent species (42.3%). However E.faecium did
not detected in any of the samples. The remaining
isolates (57.6%) were evaluated as Enterococcus
spp. except from E.faecalis and E.faecium. These
differences in the predominance of E.faecalis and
E.faecium in the poultry sources from the different
areas in the world could be due to several factors
such as geographic area, numbers of the analyzed
sample and isolation methods.

It has been reported that enterococci including
also the isolates from foods had a broad spectrum of
natural or acquired antibiotic resistance. Two pre-
requisites for acquired antibiotic resistance are 1)
the genetic potential by bacteria (mutations or ac-
quisition of resistance genes from donor cells) and
2) the antibiotic selective pressure. Vancomycin, a
glycopeptide antibiotic, is an important alternative
for treatment of infections caused by multiple re-
sistant enterococci as well as other Gram positive
bacteria. The acquisition of resistance against this
antibiotic and other glycopeptides results in dramat-
ical decrease of the therapeutic possibilities in en-
terococcal infections. Thus, when considered in the
medical point of view, acquired resistance against
glycopeptides has a special concern (23).

Vancomycin resistant enterococci (VRE) had
been first reported in UK by Uttley et al. (33), in
Turkey, the first VRE isolation had been reported by
Vural et al. (36), in Antalya province. Following the
first isolation of VRE outside the healthcare settings,
from sewage treatment plants in 1993 (4), VRE has
been isolated from livestock feces and uncooked
chicken samples purchased from retail outlets (5).

VRE have also recovered from manure samples
from pig and poultry farms in Germany (21) and
(11) have found VRE in the feces or intestines of
other farm animals and pets, including horses and
dogs. After these findings, it has been suggested
that there was a relationship between the recovery
of these organisms and the use of avoparcin, a gly-
copeptide antimicrobial drug used as a livestock
feed additive in many European countries (21), in
an epidemiological study (2), it has been document-
ed that there was an association between the use
of glycopeptides in animal production as feed ad-
ditives and the occurrence of vancomycin resistant
Enterococci especially E.faecium and E.feacalis
species with high level resistance to vancomycin in
farm animals included poultry and pigs. This asso-
ciation has been most thoroughly investigated for
avoparcin-VRE association. The resistant bacteria
have spread between animals in the farm environ-
ment after the selection of resistant bacteria in food-
animals by the antibiotic growth promoters (AGPs).
As a consequence of the AGPs use the propagation
of food animal reservoir of resistant bacteria which
constitute a potential risk for spreading to humans
by food intake and animal contact has occurred.
Both the spreading of the resistant bacteria from
animals to environment and the presence of these
bacteria in food chain have been considered as key
determinants for spreading to humans (37). Because
the vancomycin resistance gene clusters have been
found as similar or identical in enterococci of hu-
man and animal origin (38), VRE and vancomycin
resistant determinants have been considered to be
able to spred from animals to humans (37). After the
revealing of the avoparcin-vancomycin resistance
association, the use of all AGPs including avopar-
cin and the classes used also in human medicine has
been banned in 1997 by European Union. In Turkey,
the use of avoparcin and some other feed additives
has also been banned by government in 1999 (1).
Denmark and Germany had already forbidden the
use of avoparcin in 1995 and 1996, respectively.
After the ban, the prevalence of VRE in poultry
decreased from >80% in 1995 to <5% in 1998 in
Denmark, from 100% in 1995 to 25% of samples
tested by 1997 in Germany. The prevalance of VRE
has also been decreased in faecal samples of healthy
persons, from 12% in 1994 to 3% in 1997 (3, 22).
Pantosti et al. (28), have reported that the preva-
lence of VRE in poultry meats decreased from 15%
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to 8% in Italy after the avoparcin ban. Lemcke and
Biilte (27), have reported the percentage of vanA-
VRE isolates from poultry in Germany, Netherlands
and France as 14%, 13% and 9%, respectively. Lau-
derdale et al. (25), have isolated 39 VRE from 28 of
30 chicken carcasses in Taiwan. In Turkey, VRE has
been found 13-14% by Celik (7), in various animal
sources. In the results of another study performed in
2005, the isolation percent of VRE from poultry has
been reported as 0.25% (34). Kasimoglu-Dogru et
al. (19), have reported that no Enterococcus isolates
from Ankara province in Turkey detected as VRE
phenotypically and vanA and vanB genes could not
be found in any of these isolates. Similarly, in this
study, no VRE was found among the isolates from
chicken carcasses and meat samples by multiplex-
PCR. This case may associated with the effects of
avoparcin (and/or other feed additives) ban. Al-
though the studies have showed that the termination
of AGP use resulted in dramatic reduction in occur-
rence of VRE in food animals, it has been reported
that these reductions have not led to disappearance
of the strains completely and the resistant strains
might be still present in the farm environment, food
animals and even in the foodstuffs in low level (37).
Thus, although the results of this study in Turkey
show the absence of VRE in chicken carcasses, it
should not be considered that VRE are not appeared
or isolated from various poultry sources anymore.

Slime production and biofilm formation also
determined in both E.fecalis and E.faecium which
are the most common enterococci species have been
suggested as virulence determinants of clinical iso-
lates (12). Slime factor plays an important role for
adhesion and colonization of organ surfaces or food-
contact surfaces. If the microorganisms from food-
contact surfaces are not completely removed, they
may lead to biofilm formation and also increase the
biotransfer potential. Also, biofilm formation may
lead to food spoilage, contamination and significant
economic losses. For these reason, biofilms are an
important reservoir of microbial contamination. In
addition, if the biofilm bacteria are pathogens, then
biofilms pose a serious public health risk (24). It has
been reported that enterococci in biofilms are more
resistant to antibiotics than planktonically growing
enterococci. Therefore, this factor has a great im-
portance for food industry as well as clinical im-
portance.

Ciftci et al. (8), have reported that 60% of En-
terococcus strains were found as slime positive and
13.43% vancomycin resistant enterococci were
obtained from chicken artritis. They also reported
that slime factor productions of enterococci were
found as 59.7%. In another study (13), the produc-
tion of biofilm (slime) has been observed mainly in
E.faecalis isolates from various clinical sources but
only non-numerous strains has formed strong bio-
film. However, Gomes et al. (18), have reported that
none of the different food isolates presented moder-
ate or strong ability to form biofilm on abiotic sur-
faces. Similarly, in this study, none of the enterococ-
ciisolated from chicken carcasses and meat samples
had not ability to form biofilm.

In conclusion, for the moment, Enterococci iso-
lated in this study in Samsun province do not consti-
tute a potential risk for the concern of vancomycin
resistant enterococcal infections in humans. Simi-
larly, the slime factor in enterococci isolated from
chicken carcasses and meat samples in this study
do not pose a hazard for the public health and food
industry including poultry slaughterhouse. How-
ever, because the completely eliminating of VRE
among farm animals including animal origin foods
needs for a long time, chicken materials should be
screened regularly for especially E.faecalis and
E.faecium which may have a potential vancomycin
resistance risk.

References

1. Anonym, 7.C. Ministry of Agriculture and Rural Affairs, publis-
hed in the official gazette date: 9.07.1999/14428.

2. Bager F, Madsen M, Christensen J, Aarestrup FM, (1997).
Avoparcin used as a growth promoter is associated with the
occurrence of vancomycin-resistant Enterococcus faecium on
Danish poultry and pig farms. Prev Vet Med. 31, 95-112.

3. Bager F, Aarestrup FM, Madsen M, Wegener HC, (1999).
Glycopeptide resistance in Enterococcus faecium from broi-
lers and pigs following discontinued use of avoparcin. Microb
Drug Resist. 5, 53-56.

4. Bates J, Jordens JZ, Selkon JB, (1993). Evidence for an ani-
mal origin of vancomycin-resistant enterococci (letter). Lan-
cet. 342, 490-1.

5. Bates J, Jordens JZ, Griffiths DT, (1994). Farm animals as a
putative reservoir for vancomycin-resistant enterococcal infe-
ction in man. J Antimicrob Chemoth. 20,191-196.

6. Chingwaru W, Mpuchane SF, Gashe BA, (2003). Entero-
coccus faecalis and Enterococcus faecium isolates from milk,

beef, and chicken and their antibiotic resistance. J Food Pro-
tect. 66, 931-936.



60

Siriken B ve ark. Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 22, 54-60, 2011

7. Celik S, (2001) Virulence factors of Enterococci isolated from

animal sources. PhD Thesis, Ankara University Institute of
Health Sciences, Ankara.

8. Ciftci A, Findik A, ica T, Bas B, Onuk EE, Giingordii S,

(2009). Slime production and antibiotic resistance of Entero-
coccus faecalis isolated from arthritis in chickens. J Vet Med.
71, 849-853

9. Depardieu F, Perichon B, Courvalin P, (2004). Detection of

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

the van alphabet and identification of enterococci and staphy-
lococci at the species level by multiplex PCR. J Clin Microbi-
ol. 42, 5857-5860.

Del Grosso M, Caprioli A, Chinzari P, Fontana MC, Pez-
zotti G, Manfrin A, Giannatale ED, Goffredo E, Pantosti
A, (2000). Detection and characterization of vancomycin-re-
sistant enterococci in farm animals and raw meat products in
Italy. Microb Drug Resist. 6, 313-318.

Devriese LA, Ieven M, Goosens H, Vandamme P, Pot B,
Hommez J, Haesebrouck F, (1996). Presence of vancomy-
cin-resistant enterococci in farm and pet animals. Antimicrob
Agents Chemother. 40, 2285-2287.

Donelli G, Paoletti C, Baldassarri L, Guaglianone E, Di
Rosa R, Magi G, Spinaci C, Facinelli B, (2004). Sex phe-
romone response, clumping, and slime production in Ente-
rococcal Strains isolated from occluded biliary stents. J Clin
Microbiol. 42, 3419-3427.

Dworniczek E, Wojciech U, Sobieszczanska B, Seniuk A,
(2005). Virulence of enterococcus isolates collected in Lower
Silesia (Poland). Scand J Infect Dis. 37, 630-636.

Eaton TJ, Gasson MJ, (2001). Molecular screening of En-
terococcus virulence determinants and potential for genetic
exchange between food and medical isolates. Appl Environ
Microb. 67, 1628-1635.

Facklam RR, Carvalho MDS, Teixeira LM, (2002). History,
taxonomy, biochemical characteristics, and antibiotic sus-
ceptibility testing of enterococci. In: GilmoreMS, editor. The
enterococci: pathogenesis, molecular biology, and antibiotic
resistance. Washington, DC: American Society for Microbi-
ology. p. 1-39.

Freeman DJ, Falkiner FR, Keane CT, (1989). New method
for detecting slime production by coagulase negative staphy-
lococci. J Clin Pathol. 42, 872-874.

Giraffa G, (2002). Enterococci from foods. FEMS Microbiol
Rev. 26, 163-171.

Gomes BC, Esteves CT, Palazzo CV, Darini ALC, Felis GE,
Sechi LA, Franco BDGM, Martinis ECP, (2008). Prevalen-
ce and chatracterization of Enterococcus spp. isolated from
Brazilian foods. Food Microbiol. 25, 668-675.
Kasimoglu-Dogru A, Gencay YE, Ayaz ND, (2010). Preva-
lence and antibiotic resistance profiles of Enterococcus spe-
cies in chicken at slaughter level; absence of vanA and vanB
genes in E. faecalis and E. Faecium. Res Vet Sci. 2, 153-158
Ke D, Picard FJ, Martineau F, Ménard C, Roy PH, Ouel-
lette M, Bergeron MG, (1999). Development of a PCR assay
for rapid detection of enterococci. J Clin Microbiol. 37, 3497-
3503.

Klare I, Heier H, Claus H, Witte W, (1995). VanA-mediated
high-level glycopeptide resistance in Enterococcus faecium
from animal husbandry. FEMS Microbiol Lett. 125, 165-72.
Klare I, Badstubner D, Konstabel C, Bohme G, Claus H,
Witte W, (1999). Decreased incidence of VanA-type vancomy-

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

3s.

36.

37.

38.

cin-resistant enterococci isolated from poultry meat and from
fecal samples of humans in the community after discontinua-
tion of avoparcin usage in animal husbandry. Microb Drug
Resist. 5, 45— 52.

Klare I, Konstabel C, Badstiibner D, Werner G, Witte W,
(2003). Occurrence and spread of antibiotic resistances in En-
terococcus faecium. Int J Food Microbiol. 88, 269— 290.

Kumar CG, Anand SK, (1998). Significance of microbial bi-
ofilms in food industry: a review. Int J Food Microbiol. 42,
9-27.

Lauderdale TL, McDonald LC, Shiau YR, Chen PC, Wang
HY, Lai JF, Ho M, (2002). Vancomycin-resistant enterococci
from humans and retail chickens in Taiwan with unique VanB

phenotype-vanA genotype incongruence. Antimicrob Agents
Ch. 46, 525-527.

Leclerq R, Dutka-Malen S, Duval J, Courvalin P, (1992).
Vancomycin resistance gene vanC is specific to Enterococcus
gallinarum. Antimicrob Agents Chemother. 36, 2005-2008.

Lemcke R, Biilte M, (2000). Occurrence of the vancomycin-
resistant genes vanA, vanB, vanCl, vanC2 and vanC3 in En-
terococcus strains isolated from poultry and pork. Int J Food
Microbiol. 60, 185-194.

Pantosti A, DelGrosso M, Tagliabue S, Nacri A, Caprioli
A, (1999). Decreased of vancomycin-resistant enterococci in
poultry meat after avoparcin ban. Lancet. 354, 741-742.

Quintiliani RJr, Evers S, Courvalin P, (1993). The vanB
gene confers various levels of self-transferable resistance to
vancomycin in enterococci. J Infect Dis. 167,1220-1223.

Silbergeld EK, Graham J, Price LB, (2008). Industrial Food
Animal Production, Antimicrobial Resistance, and Human
Health. Annu Rev Publ Health. 29, 151-169.

Slanetz LW, Bartley CH, (1957). Numbers of enterococci in
water, sewage, and feces determined by the membrane filter
technique with an improved medium. J Bact. 74, 591-595.

Toledo-Arana A, Valle J, Solano C, Arrizubieta MJ, Cuca-
rella C, Lamata M, Amorena B, Leiva J, Penadés JR, Lasa
I, (2001). The enterococcal surface protein, Esp, is involved in
Enterococcus faecalis biofilm formation. Appl Environ Mic-
rob. 67, 4538-4545.

Uttley AHC, Collins CH, Naidoo J, George RC, (1988).
Vancomycin-resistant enterococci. Lancet. 1, 57-58.

Unal N, Dilik Z, Yaildirim M, (2010). Isolation of a vanA posi-
tive Enterococcus faecium from commercial broiler farms in
Turkey. Kafkas Univ Vet Fak Derg. 16, 127-129.

Van den Braak A, Van Belkum A, Van Keulen M, Vliegen-
thart J, Verbrugh HA, Endz HP, (1998). Molecular charac-
terizations of vancomycin-resistant enterococci from hospital-
ised patients and poultry in the Netherlands. J Clin Microbiol.
36, 1927-1932.

Vural T, Sekercioglu AO, ()giinc; D, Giiltekin M, Colak D,
Yesilipek A, Kocagoz S, Unal S, Mutlu G, (1998). Vankomi-
sine direngli Enterococcus casselifavus susu. Ankem Dergisi.
12, 113.

Wegener HC, (2003). Antibiotics in animal feed and their role
in resistance development. Curr Opin Microbiol. 6, 439-445.
Wegener HC, Aarestrup FM, Jensen LB, Hammerum AM,
Bager F, (1999). Use of antimicrobial growth promoters in
food animals and Enterococcus faecium resistance to thera-

peutic antimicrobial drugs in Europe. Emerg Infect Dis. 5,
329-336.



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 22, 61-67, 2011

Arastirma Makalesi / Research Article

Ankara, Konya ve Bolu illerinden toplanan ruminant ve kanath yemlerinde
toplam aflatoksin, aflatoksin B1 ve okratoksin A kalintilarinin arastirilmasi

Levent ALTINTAS', Hiisamettin EKiCi%, Ender YARSAN!, Serkan CAKIR?,
Mehmet Fatih EVRENSELY, Berat Selim TOKGOZ?

!Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara
2Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Kirikkale
SAbant Izzet Baysal Universitesi Mudurnu Siireyya Astarct Meslek Yiiksekokulu, Bolu
‘Bolu Tarim Il Miidiirliigii, Bolu
SAdana Veteriner Kontrol Enstitiisii, Adana

Gelis Tarihi / Received: 10.10.2011, Kabul Tarihi / Accepted: 14.12.2011

Ozet: Bu arastirmada Ankara, Konya ve Bolu illerinden toplanan ruminant ve kanatli yemlerinde toplam aflatoksin
(AfTotal), aflatoksin B1 (AfB1) ve okratoksin A (OA) diizeylerinin ELISA yontemi kullanilarak belirlenmesi amag-
land1. ELISA yontemi kullanilarak toplam 150 adet hayvan yemi 6rneginde AfB1, AfTotal ve 56 adet 6rnekte de OA
analizleri yapildi. Numunelerin %90,2’sinde (138 adet) AfB1, %90,2’sinde (138 adet) AfTotal ve %91,07’sinde (51
adet) OA farkli diizeylerde saptandi. Analiz edilen yemlerin %5,07’sindeki AfB1 diizeylerinin (7 adet yem) yemlerde
bulunmasina izin verilen degerlerin iizerinde oldugu tespit edildi. Benzer sekilde yemlerin %3,92’sindeki (2 adet) OA
degerlerinin yemlerde bulunmasina izin verilen degerlerin iizerinde oldugu bulundu. Sonug olarak, analizleri yapilan
yemlerin biiyiik bir boliimiiniin mikotoksinler yoniinden bulagik olmasina ragmen, saptanan bu miktarlarin érneklerin
biiyiik bir boliimiinde yemlerde bulunmasina izin verilen sinirlar icerisinde oldugu gézlendi.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin B1, ELISA, Okratoksin A, Toplam Aflatoksin.

Investigation of the total aflatoxin, aflatoxin B1 and ocratoxin A residues in the ruminant
and poultry feeds obtaiend from Ankara, Konya and Bolu

Summary: It was aimed to determine the levels of Total Aflatoxin (AfTotal), Aflatoxin B1 (AfB1) and Ocratoxin A
(OA) in the ruminant and poultry feed samples collected from Ankara, Konya and Bolu province using ELISA test
by the present study. AfB1 and AfTotal analysis in the 150 feed samples and OA analysis in the 56 feed samples were
done using ELISA test. AfB1 in the 90,2% of feeds (138 feeds), AfTotal in the 90,2% of feeds (138 feeds) and OA in
the 91,07% of feeds (51 feeds) were determined in the different levels. AfB1 levels in the 5,07% of feeds analysed (7
feeds) were determined to be higher than the values permitted in the feeds. Similarly OA values in the 3,92% of feeds (2
feeds) were found to be higher than the the values permitted in the feeds. Although most of the feeds were contamined
with mycotoxins, nearly all of the present values were seen in the limitations permitted in the notification for Maximum
Contaminant Limits in Food Materials and in Feed Regulation.

Key words: Aflatoxin B1, ELISA, Ocratoxin A, Total Aflatoxin.

Giris

Hayvansal liretimin arttirilabilmesi i¢in hayvanlarin
en iist diizeyde ve iyi kaliteli yemlerle beslenmesi
gereklidir. Bunun icin rasyondaki besin maddele-
rinin igeriginin hayvanin gereksinimini karsilaya-
bilecek diizeyde ve zararli mikroorganizmalardan
da armmis bir halde olmasi sarttir. Mikotoksinler,
¢esitli mantar tiirleri tarafindan sentezlenen ve ma-
ruziyete bagli olarak insan ve hayvanlarda olumsuz
etkiler meydana getiren, kiifler tarafindan salgilanan

ikincil metabolitler olup, gida ve yemlerde bulun-
duklarinda insan ve hayvan sagligini tehdit edecek
derecede 6nemli patolojik veya istenmeyen fizyolo-
jik degisikliklere neden olurlar. Mikotoksin terimi
mantar anlamina gelen “myco” ve zehir anlamina
gelen “toxin” kelimelerinin birlesmesinden tiiretil-
mistir. Mikotoksikozis ise mikotoksinlerle konta-
mine olmus gida ve yemlerin tiiketilmesiyle ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Yem ve yem hammaddelerinde
mikotoksin kirliliginin bilinmesi bu yoniiyle 6nem-
lidir. Bu amagla farkli analiz yontemleri kullanila-
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rak siirekli sekilde belirli donemlerde saha tarama-
lar1 gergeklestirilmelidir (2, 6, 10, 13-16, 26, 29).

Mikotoksinler, iiretici mantar ¢esidine, kimya-
sal yapilarina ve oncelikle etkidikleri organ, doku ve
sisteme gore siniflandirilirlar. Mikotoksinler i¢inde
onem yoniinden ilk siray1 aflatoksinler alir. Afla-
toksin, genellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus
parasiticus tiirlerine ait kiif mantarlar tarafindan
meydana getirilen bir grup toksik kiif metabolitinin
genel ismidir. Aflatoksin terimi genellikle AfB1,
AfB2, AfG1, AfG2, AfM1 ve AfM2 diye bilinen 6
ana bilesigi karsilar. Kanatlilarin duyarliligi ve ali-
nan toksinin miktarima bagh olarak, aflatoksinler
akut, subakut ve kronik nitelikte zehirlenmelere yol
acarlar (2, 4, 7, 11, 14, 15, 17, 18, 25, 29, 31, 32).

Onemli mikotoksinlerden bir digeri de okra-
toksinlerdir. Okratoksinler viicutta protein, DNA
ve RNA sentezini etkiler. Okratoksinler hayvan-
larda akut, subakut ve kronik nitelikte zehirlenme-
lere sebep olurlar; ayrica, teratojenik, mutajenik
ve karsinojenik etkileri de vardir. Okratoksinler,
basta A.ochraceus (A.alutacus diye de bilinir) ve
Pviridicatum olmak iizere, bu iki cinse bagli ¢ok sa-
yida tiir tarafindan hazirlanan bir grup mikotoksin-
dir; en 6nemlileri Okratoksin A (OA), Okratoksin B
(OB), Okratoksin C (OC), OA’nin metil ve OB’nin
metil ve etil esterleridir. Bunlardan OA ve seyrek
olarak da OB’ye yem ve yem hammaddelerinde kir-
letici olarak rastlanir (10, 12-14, 18, 25, 28, 29).

Bu calismayla Ankara, Konya ve Bolu ille-
rindeki yem satis bayilerinden toplanan kiigiikbas,
biiyiikbas ve kanatli yemlerinde AfTotal, AfB1 ve
OA kalintilarinin bulunup bulunmadiginin ELISA
yontemi ile arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Toplanan yem numunelerinde AfTotal, AfB1 ve OA
yoniinden analizler, ELISA yontemini esas alan RI-
DASCREEN® test kitine gore yapildi.

Ekstraksiyon islemleri: AfTotal i¢in; ikiser gram
ornek alindi ve tizerlerine 10 ml metanol/distile su
(70/30; v/v) eklendi. Numuneler homojen olacak
sekilde 10 dk. siire ile oda 1sisinda calkalandi. Bu
islem sonra kagit filtreden siiziilen numuneden 100
ul alinip, tizerine 600 pl distile su eklendi ve bu si-
vidan 50 pl test agamasinda kullanildi. Ekstraksiyon
sonrasinda orneklerde mikotoksin varligr kit igeri-
sindeki standartla karsilastirilarak yapildi. Olgiimler

fotometrik olarak gerceklestirildi ve sonuglar absor-
bans degeri seklinde alindi.

AfB1 icin; beser gram 6rnek alind1 ve tizerleri-
ne 25 ml %70’lik metanol eklendi. Numuneler 3 er
dk. karigtirildi ve Whatman No.1 siizgec kagidindan
stiziildii. 1 ml siiziintii tizerine 1 ml deiyonize su ek-
lendi ve bu sividan 50 pl test agamasinda kullanil-
di. Ekstraksiyon sonrasinda 6rneklerde mikotoksin
varligr kit icerisindeki standartla karsilastirilarak
yapildi. Olgiimler fotometrik olarak gergeklestirildi
ve sonuglar absorbans degeri seklinde alindi.

OA ig¢in; ikiger gram drnek alindi ve lizerlerine
5 ml 1 N HCL eklendi. 5 er dk. karistirildi. 10 ml
diklorometan eklendi, karistirildi ve 15 dk santri-
fiij (3500 rpm) yapildi. Olusan pastanin iistiindeki
stvi alindi, geri kalan kisimlar tamamiyla stiziildi.
Stiziintii miktar1 kadar 0.13 M sodyum hidrojen
karbonat buffer eklendi, karistirildi ve 15 dk santri-
fiij (3500 rpm) yapild1. Ust kissmdan 100 pl alarak
ephendorf tiiplerine kondu. Uzerine 400 pl 0.13 M
sodyum hidrojen karbonat buffer eklendi ve bu sivi-
dan 50 pl test asamasinda kullanildi. Ekstraksiyon
sonrasinda orneklerde mikotoksin varlig1 kit igeri-
sindeki standartla karsilastirilarak yapildi. Olgiimler
fotometrik olarak gerceklestirildi ve sonuglar absor-
bans degeri seklinde alindi.

Test islemleri: AfTotal icin; mikropleytteki ilk 6
kuyucuga standartlardan, sonraki kuyucuklara ise
numunelerin her birinden 50 pl konuldu. Uzerlerine
50 pl sulandirilmis enzim konjugat ve 50 pl anti-
body soliisyonu eklenip karistirildi. 30 dk karanlik
ortamda ve oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra 250
ul yikama soliisyonu ile yikandi. Yikama iglemi 2
kez tekrarlandi ve islem sonucunda iyice kurulandi.
Uzerlerine 100 pl substrat/kromojen eklenip karis-
tirild1 ve 15 dk karanlik ortamda, oda 1sisinda bek-
letildi. Siire sonunda 100 pl stop soliisyonu eklenip
karistirildi. 30 dakika igerisinde 450 nm’de ELISA
Reader’da okundu.

AfBI1 i¢in; mikropleytteki ilk 6 kuyucuga stan-
dartlardan, sonraki kuyucuklara ise numunelerin
her birinden 50 ul konuldu. Uzerlerine 50 pl sulan-
dirtlmis enzim konjugat ve 50 pl anti-aflatoksin an-
tibody soliisyonu eklenip karistirildi. 30 dk karanlik
ortamda ve oda 1s1sinda bekletildi. Daha sonra 250
ul yikama soliisyonu ile yikandi. Yikama iglemi 2
kez tekrarland1 ve islem sonucunda iyice kurulandi.
Uzerlerine 100 pl substrat/kromojen eklenip karis-
tirilld1 ve 15 dk karanlik ortamda, oda 1sisinda bek-
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letildi. Siire sonunda 100 pl stop soliisyonu eklenip
karistirildi. 15 dakika igerisinde 450 nm’de ELISA
Reader’da okundu.

OA i¢in; mikropleytteki ilk 6 kuyucuga stan-
dartlardan, sonraki kuyucuklara ise numunelerin
her birinden 50 ul konuldu. Uzerlerine 50 pl sulan-
dirllmis enzim konjugat eklenip karistirildi. 30 dk
karanlik ortamda ve oda 1sisinda bekletildi. Daha
sonra 250 pl yikama soliisyonu ile yikandi. Yikama
islemi 2 kez tekrarlandi ve islem sonucunda iyice
kuruland. Uzerlerine 100 pl substrat/kromojen ek-
lendi ve 15 dk karanlik ortamda, oda 1s1sinda bekle-
tildi. Siire sonunda 100 pl stop soliisyonu eklendi.
30 dakika igerisinde 450 nm’de ELISA Reader’da
okundu.

Analiz yontemleri: Elde edilen bu degerler Ridasoft
Win® Paket programma girildi. Kantitatif deger-
lendirme ise ¢izilecek standart egriye gore yapildi
ve hesaplanan degerler “26.07.2010 tarih ve 27653
sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Yemlerde Is-
tenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligde Degisiklik
Yapilmasina Dair Teblig; Teblig No: 2010/33” ve
©29.09.2010 tarih ve 27714 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan Yemlerde Istenmeyen Maddeler Hak-
kinda Tebligde Degisiklik Yapilmasina Dair Teblig;
Teblig No: 2010/46”ya gore izin verilen degerlere
uygunlugu acisindan degerlendirildi.

Bulgular

Toplam 150 adet hayvan yemi Orneginde ELISA
yontemi kullanilarak AfB1, AfTotal ve 56 adet
ornekte de OA analizleri yapildi ve numunelerin
%90,2’sinde (138 adet) AfB1, %90,2’sinde (138
adet) AfTotal (Tablo 1) ve %91,07’inde (51 adet)
OA farkli diizeylerde saptandi (Sekil 1).

160
M Toplam 6rnek
140 SaYIS
M Mikotoksin Tespit edilen
120 A ornek sayisi
» Sinir deger Gzerinde
100 bulunan érnek sayisi
80 -
60 -
40 -4
20 +
0 - 1

AfBl

AfTotal OA

Sekil. 1. Analizler sonucunda AfTotal, AfB1 ve OA var-
1181 tespit edilen yem 6rnegi sayilari.

Analiz edilen yemlerin %5.07’sindeki AfB1
diizeylerinin (7 adet yem) (26.07.2010 tarih ve
27653 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Yemler-
de Istenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligde Degi-
siklik Yapilmasina Dair Teblig; Teblig No: 2010/33)
yemlerde bulunmasina izin verilen degerlerin {ize-
rinde oldugu tespit edilmistir (Tablo 2). Benzer se-
kilde yemlerin %3,92’sindeki OA diizeylerinin (2
adet yem) (29.09.2010 tarih ve 27714 sayili Resmi
Gazete’de yayimlanan Yemlerde Istenmeyen Mad-
deler Hakkinda Tebligde Degisiklik Yapilmasina
Dair Teblig; Teblig No: 2010/46) yemlerde bulun-
masina izin verilen degerlerin iizerinde oldugu bu-
lunmustur (Tablo 3).

Tablo 1. Analizi gergeklestirilen yemlerdeki AfTotal diizeyleri.

Il Yem Cesidi Adedi 0-5 ppb 5-10 ppb 10-20 ppb 20 ppb tizeri
Kanatli (Civciv) 6 4 2 - -
Kanatli (Yetiskin) 4 4 - - -
Kuzu Yemi 6 6 - - -
Ankara Koyun—Keg¢i Yemi 12 8 4 - -
Buzagi Yemi 6 4 2 - -
Stit S181r1 11 11 - - -

Sigir Yemi 11 10
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TOPLAM 56 47 8 1 -
Kanatli (Civciv) 8 4 1 3 -
Kanath (Yetiskin) 12 3 4 5 -
Kuzu Yemi 6 3 3 - -
Bolu Koyun—Keg¢i Yemi 4 3 1 - -
Buzag1 Yemi 6 4 1 - 1
Stit S181r1 6 1 4 1 -
Sigir Yemi 7 4 - 1
TOPLAM 49 22 16 9 2
Kanatl (Civciv) 5 2 3 - -
Kanatl (Yetigkin) 7 - 5 2 -
Kuzu Yemi 6 3 2 1 -
Konya Koyun—Keci Yemi 5 1 3 1 -
Buzagi Yemi 5 3 2 - -
Siit Sigirt 8 3 3 1 1
Sigir Yemi 9 2 3 2 2
TOPLAM 45 14 21 7 3

Tablo 2. Analizi gerceklestirilen yemlerdeki AfB, diizeyleri ve 26.07.2010 tarih ve 27653 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan Yemlerde istenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligde Degisiklik Yapilmasmna Dair Teblig; Teblig No:
2010/33’e gore uygunluklari.

il Yem Cesidi Adedi 0-5ppb 5-10ppb 10-20 ppb 20 ppb iizeri  Yemlerin Uygunlugu
Kanatli (Civeiv) 6 6 - - - %100
Kanatl (Yetiskin) 4 4 - - - %100
Kuzu Yemi 6 6 - - - %100
Ankara Koyun—Ke¢i Yemi 12 8 4 - - %100
Buzagi Yemi 6 6 - - - %100
Stit Si8ir1 11 11 - - - %100
Sigir Yemi 11 10 1 - - %100
TOPLAM 56 51 5 - - %100
Kanatl (Civciv) 8 5 3 - - %100
Kanatli (Yetiskin) 12 3 6 3 - %100
Kuzu Yemi 6 3 3 - - %100
Bolu Koyun—Keci Yemi 4 3 1 - - %100
Buzag1 Yemi 6 4 1 1* - %83,33
Siit Sigirt 6 4 2% - - %66,66
Sigir Yemi 7 6 - 1 - %100
TOPLAM 49 28 16 5 %93,87
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Kanatli (Civciv) 5 4 1
Kanatl (Yetiskin) 7 3 4
Kuzu Yemi 6 3 3
Konya Koyun—Ke¢i Yemi 5 3 2
Buzagi Yemi 5 4 1
Stit Sigir 8 5 1*
Si1g1r Yemi 9 4 2
TOPLAM 45 26 14

%100
%100
%100
%100
%100
%62,5
%88,88
%091,11

1* 1*
2 1*

* : Uygun olmayan ornekler.

Tablo 3. Analizi gergeklestirilen yemlerdeki OA diizeyleri ve 29.09.2010 tarih ve 27714 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan Yemlerde Istenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligde Degisiklik Yapilmasma Dair Teblig; Teblig No:

2010/46’ya gore uygunluklart.

il Yem Cesidi Adedi 0-2ppb 2-3ppb 3-5ppb Sppbiizeri  Yemlerin Uygunlugu
Kanatl (Civciv) 6 3 3 - - %100
Kanatl (Yetiskin) 4 2 2 - - %100
Kuzu Yemi 6 2 4 - - %100
Ankara Koyun—Keg¢i Yemi 12 8 4 - - %100
Buzagi Yemi 6 3 3 - - %100
Stit S1gir1 11 5 5 1* - %90,90
Sigir Yemi 11 4 6 1* - %90,90
TOPLAM 56 27 27 2 - %96,42

*: Uygun olmayan ornekler.

Tartisma ve Sonug¢

Aflatoksin ve okratoksin, uygun sartlar olustugu
takdirde hizla iireyerek mikotoksin iiretebilen man-
tarlar tarafindan olusturulan zehirlerdir. Bunlarin
arasinda da en tehlikelisi aflatoksinler i¢cin AfB1 ve
okratoksin i¢in ise OA’dir. Bu sebeple yemlerde ge-
rek AfB1 gerekse OA bulunmasi ve bunlarin mikta-
r1, yemin kalitesi ve yemdeki toplam aflatoksin ya
da okratoksin miktarini géstermesi agisindan da son
derece onemlidir. Aflatoksin ve okratoksinin zehirli
etkileri sebebiyle hayvan yemlerinde belirli diizeyin
altinda bulunmalar1 gerekir. Bu sebeple yemde bu-
lunmasi gereken miktarlar1 birgok iilkede sinirlan-
dirlmistir. Ulkemizde Tarim, Gida ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan yayinlanan tebligde (2005/3)
yem ve yem hammaddelerinde bulunmasina izin
verilen AfB1 miktarlari; yetigkin sigir, koyun, keci,
kanatli ve domuz tam ve tamamlayici yemleri i¢in
20 ppb, geng hayvan tam yemleri i¢in 10 ppb, siit

s1gir1 tam yemleri ve diger tamamlayici yemler i¢in
ise 5 ppb olarak belirlenmistir. Ayrica Tiirk Gida
Kodeksi Yonetmeligine gore OA i¢in de islenme-
mis tahil tanelerinde 5 ppb, tahillardan elde edilen
tiim tirtinler i¢in de 3 ppb sinir deger olarak belirlen-
mistir. Bu degerler tilkelere gore farklilik gosterdigi
gibi zamanla da giincellenebilir degerlerdir (9, 15,
21, 22).

Yemlerde mikotoksin tayini i¢in ELISA testi-
nin kullanilmasi testin tekrarligi, uygulanabilirligi,
dogrulugu, zamandan tasarruf saglanmasi, duyar-
liliginin yiiksek olmasi gibi uygulayictya pek ¢ok
avantaj saglar (6, 9).

Gerek yurtdisinda gerekse yurtiginde daha
once mikotoksin kalintisi taramasi {izerine pek ¢ok
caligma yapilmistir. Almanya’da 1982 yilinda yapi-
lan bir aragtirmada yem &rneklerinin %10,2’sinde
AfB1 kalintisi tespit edilmistir. Amerika’da yapilan
iki farkli aragtirmada ise; 1964-1972 yillan arasin-
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da analizi yapilan 6rneklerin %6,03’iinde degisik
diizeylerde AfB1 tespit edilirken, 1976-1980 yilla-
r1 arasinda ise 6rneklerin %45,7’sinin 1000 ppb’ye
kadar AfB1 igerdigi tespit edilmistir. Sungur ve
Pamuk (27) tarafindan yapilan bir calismada ana-
liz edilen misir Orneklerinin %54,2’sinde aflatok-
sin kirliligi tespit edilmistir. Ozkazang ve ark. (20)
tarafindan 1986-1989 yillar1 arasinda yem ve yem
hammaddeleri iizerinde yapilan mikotoksin kirlili-
ginin arastirilmasinda bu kirlilik oranlari sirastyla
%30,6; %21,7; %26,6 ve %24,1 olarak tespit edil-
mistir. Nizamlioglu (19) tarafindan yapilan bir ¢a-
lismada ise 1993-1995 yillar1 arasinda analiz edilen
yem ve yem hammaddelerinin yillara gore aflatok-
sin yoniinden kirlilikleri sirastyla 9%66,3; %39,6 ve
%19,4 olarak tespit edilmistir. Dogan ve Bayezit (9)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada da analizi yapilan
orneklerin %92’sinin aflatoksin yoniinden hayvan-
lar tarafindan tiiketilmesinde sakinca olmadigini
tespit etmislerdir. Araguas ve ark. (1) tarafindan
yapilan bir arastirmada, 72 farkli tahil kékenli {iriin
OA yoniiden analiz edilmis, bunlardan %79’unda
OA kirliligi saptanmasina ragmen sadece 2 Orne-
gin izin verilen sinir degerlerin lizerinde oldugunu
bildirmislerdir. Aycigek ve ark. (5) tarafindan ya-
pilan bir ¢aligsmada ise 91 adet findik kdkenli gida
ornegi AfB1 kirliligi acisindan arastirilmis ve bu
orneklerin %94,83’iinde AfB1 tespit edilmis; ancak
bunlardan sadece 2 adedinin yasal sinirlarin disinda
oldugu bildirilmistir. Dashti ve ark. (8) ise 84 adet
hayvan yemi numunesini AfTotal yoniinden analiz-
lerini gerceklestirmisler ve bu o6reklerin %79,8’inde
AfTotal kirliligini saptamislar ve bu Orneklerden
de sadece 1 tanesinin yasal sinirlar disinda AfTotal
icerdigini tespit etmislerdir. Vega ve ark. (30) tara-
findan yapilan diger bir ¢calismada ise 91 adet tahil
iiriiniinden yalnizca 1 adedinin izin verilen degerle-
rin disinda OA igerdigini tespit etmislerdir. Arslan
ve Essiz (3) silajlardaki AfB1 ve total aflatoksin dii-
zeylerini genelde kabul edilebilir sinirlarin tizerinde
bulmuslardir.

Yapilan bu ¢alismada ise analizi yapilan numu-
nelerin %90,2’sinde (138 adet) AfB1, %90,2’sinde
(138 adet) AfTotal ve %91,07’sinde (51 adet) OA
farkli diizeylerde saptanmasina ragmen; analiz edi-
len yemlerin %35,07’sindeki AfB1 diizeylerinin (7
adet yem) (26.07.2010 tarih ve 27653 sayili Resmi
Gazete’de yayimlanan Yemlerde Istenmeyen Mad-
deler Hakkinda Tebligde Degisiklik Yapilmasina
Dair Teblig; Teblig No: 2010/33) yemlerde bulun-

masina izin verilen degerlerin iizerinde oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde yemlerin %3,92’sindeki
(2 adet) OA degerlerinin (29.09.2010 tarih ve 27714
sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Yemlerde Is-
tenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligde Degisiklik
Yapilmasina Dair Teblig; Teblig No: 2010/46) yem-
lerde bulunmasina izin verilen degerlerin tlizerinde
oldugu saptanmastir.

Sonug olarak analizi gergeklestirilen numune-
lerin biiyiik bir kisminda tespit edilen gerek AfTotal
ve AfB1 gerekse OA miktarlar1 hayvanlarin sagli-
gin1 ve verimini olumsuz yonde etkileyebilecek dii-
zeylerde olmadig tespit edilmistir. Ayrica yine bu
orneklerin tamamina yakininin (AfB1 i¢in %94,93,
OA i¢in %96,42) yemlerde bulunmasina izin verilen
miktarlar dahilinde aflatoksin ve okratoksin igerdik-
leri saptanmigtir. Yemlerin mikotoksinler yoniinden
kontrollerinin devamli olarak belirli periyotlarda
yapilmasi gereklidir. Bu sebeple bu tiir mikotoksin
tarama ¢aligmalarinin siirekli giincellenmesinde fay-
da olacagi da asikardir. Yapilan bu ¢aligma sonugla-
rima gore yemlerin biiyiik bir boliimiinde AfTotal,
AfB1 ve OA miktarlarinin kabul edilebilir sinirlar
icerisinde olmasi da ayrica dnemli bir sonug olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.
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Nevsehir ilindeki kopeklerde Listeriosis ve Toxoplasmosis’in
seroprevalansinin arastirilmasi
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Ozet: Bu arastirma Nevsehir ilindeki askeri kopeklerde listeriosis ve toxoplasmosisin seroprevalansinim belirlenmesi
amactyla yapildi. Bu amagla toplam 140 adet kdpekten serum 6rnegi toplandi. Serum 6rneklerinde Listeria monocyto-
genes antikorlar1 Osebold Agliitinasyon testi, Toxoplasma gondii antikorlar1 ise Sabin-Feldman boya testi ile arastiril-
di. Serum 6rneklerinin %28.57’sinde (40/140) L.monocytogenes, %57.86’sinda (81/140) T.gondii'ye kars1 sekillenen
antikorlara rastlandi. L.monocytogenes seropozitifligi disilerde %33.76 (26/77) erkeklerde ise %22.22 (14/63) olarak
tespit edildi (p>0.05). Toxoplasma gondii seropozitifligi ise disilerde %62.34 (48/77) erkeklerde %52.38 (33/63) olarak
belirlendi (p>0.05). Toxoplasma gondii seropozitifligi 3 yagindan biiyiik olanlarda %75.00 (33/44) ve 3 yasindan kiiciik
olanlarda % 50,00 (48/96) oraninda saptandi (p<0.05). Bu ¢aligma ile Nevsehir ilinde askeri birliklerde kullanilan ko-
peklerde L.monocytogenes ve T.gondii 'nin yiiksek seroprevalansa sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Halk sagligt agisindan
ciddi risk olusturmasi nedeni ile bu enfeksiyonlarin dnlenmesine yonelik gerekli tedbirler alinmalidir.

Anahtar sozciikler: Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii, Kopek, Seroprevalans, Nevsehir

Investigation of the seroprevalence of Listeriosis and Toxoplasmosis in dogs in Nevsehir
province

Summary: The aim of this study was to detect seroprevalence of listeriosis and toxoplasmosis in military dogs in
Nevsehir province. A total of 140 dog sera were tested using Osebold Agglutination Test for Listeria monocytogenes
and Sabin-Feldman Dye Test for Toxoplasma gondii antibodies. 28.57% (40/140) were detected to be seroposivitive for
L.monocytogenes and 57.86% (81/140), for T.gondii. The seropositivity for L.monocytogenes was 22.22% (14/63) in
males and 33.76% (26/77) in female dogs (p>0.05). Toxoplasma gondii seropositivity was detected to be 52.38% (33/63)
in males and 62.34% (48/77) in female dogs (p>0.05). Toxoplasma gondii seropositivity was 75.00% (33/44) in dogs
over 3 years old and 50.00% (48/96) in those less than 3 years of age (p<0.05). In this study, the high seroprevalence of
L.monocytogenes and T.gondii in military dogs used by troops in Nevsehir province suggests that these infections are
prevalent. Prophylactic measures should be taken in order to prevent infections due to severe risks to public health.

Key words: Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii, Dog, Seroprevalence, Nevsehir

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris
Listeriosis ve toxoplasmosis insan ve hayvan sagli-

&1 yoniinden 6nemli olan ve diinyada yaygin olarak
gozlenen enfeksiy6z zoonozlardir (6, 7, 24).

Listeriosis, fakiiltatif intraseliiler patojenik bir
etken olan Listeria monocytogenes tarafindan olus-
turulan, genellikle sporadik, zaman zaman enzootik
olarak ortaya ¢ikan zoonotik bir enfeksiyondur (10,
14, 25). Etken insan ve hayvanlarin normal bagirsak
florasinda bulunmaktadir. Enfekte insan ve hayvan-
lar saglikli goriinseler de etkeni diskilart ile etrafa
sacabilmekte ve portor gorevi yapmaktadirlar (25).

Listeriosis kopeklerde genel septisemik enfek-
siyon seklinde ve subklinik sekilde seyreder (12).
Etken kopeklerde genclik hastaligi gibi primer fak-
torlerin varhiginda ciddi patojenik etki ortaya koya-
bilmektedir (5, 34).

Ulkemizin ¢esitli bolgelerinde  kdpekler-
de L.monocytogenes iizerine seroepidemiyolo-
jik aragtirmalar yapilmis (3, 7, 14, 19, 21), ayrica
kopeklerin  digkilarinda da kiiltiirel yontemlerle
L.monocytogenes izole edilmis ve kopeklerin fekal
tagiyict ve rezervuar oldugu net olarak gosterilmig-
tir (25).
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Toxoplasmosis, zorunlu hiicre i¢i bir protozo-
on olan Toxoplasma gondii tarafindan olusturulan,
zoonotik protozoer bir hastaliktir. Kesin konakgist
kedi ve kedigiller olan protozoon, insana, kedi ve
kedigillerin ookistli diskilariyla kontamine olmus
besinlerle, doku kisti tasiyan ¢ig veya az pismis
etlerin sindirim yoluyla alinmasiyla ve enfekte an-
neden fetiise plasenta ile bulagmaktadir. Ayrica kan
transfiizyonu ve organ transplantasyonu ile de bu-
lagma oldugu bilinmektedir (4, 16, 37).

Toxoplasma gondii ile insanlarin enfeksiyo-
nunda, insanlarin yasam alanlarinin hemen hemen
tamamini1 kullanan, kedi basta olmak {izere pek ¢ok
yabani hayvan ile de iliskileri olan kdpeklerin me-
kanik tastyiciliklart olduk¢a Onemli bir faktordiir
(16, 26, 36). Toxoplasma gondii kopeklerde entero-
epitelyal siklus gecirmemesine ragmen kedilerden
ziyade, kopeklerle temasi olan ¢ocuk ve genglerde
toxoplasmosisin daha ¢ok goriilmesi oldukg¢a 6nem-
senmesi gereken bir durumdur (35).

Toxoplasmosis kopeklerde genellikle asemp-
tomatik bir seyir izler. Siddetli olgularda, solunum
glicliigii, okstiriik, anemi, ishal, felg ve abort gibi
klinik bulgularin yan1 sira, beyin, akciger ve karaci-
gerde lokal nekrotik alanlarin bulunabilecegi bildi-
rilmistir (24, 35, 36).

Listeriosisin tanisinda etken izolasyonu ve
identifikasyonu temeldir (27, 28). Bunun yaninda
etken polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi mole-
kiiler teknikler (28) ve etkene karsi olugan antikor-
lar; agliitinasyon testi, immunopresipitasyon, pasif
immunohemolizis, komplement fikzasyon testi
(CFT), enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA) ve indirekt fluoresans antikor testi (IFAT) gibi
serolojik testlerle belirlenmektedir (27, 28). Toxop-
lasmosis tanisinda ise, CFT, IFAT, ELISA, indirekt
hemagliitinasyon testi (IHAT), latex agliitinasyon
testi (LAT) (11, 30, 38) ve siklikla Sabin-Feldman
Boya testi (SF) kullanilmaktadir (8, 9).

Bu arastirmada Nevsehir ilindeki klinik ola-
rak saglikli askeri kopeklerde cinsiyet ve yas grup-
larina gore Osebold Agliitinasyon testi (OAT) ile
L.monocytogenes ve SF yontemi ile 7.gondii’nin
seroprevalansinin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot
Orneklerin Toplanmasi: Arastirmanin materya-
lini Nevsehir ilindeki At ve Kopek Egitim Mer-
kezi Komutanliginda bulunan (bomba, mayin,

narkotik, devriye ve iz takip) ve yaslar1 6 ay ile 8
yas araliginda olan toplam 140 adet (63 erkek, 77
disi) kopek olusturdu. Kdpeklerin Vena cephalica
antebrachii’sinden antikoagiilantsiz tiiplere 10 ml
kan alindi. Laboratuara getirilen kan ornekleri oda
1s1sinda 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek se-
rumlari ayrildi ve serolojik testlerle ¢aligilana kadar
-20 oC'de muhafaza edildi.

Serolojik inceleme

Osebold Agliitinasyon Testi: Listeria monocyto-
genes antikorlari i¢in tim serumlara Osebold Aglii-
tinasyon Testi (OAT) uygulandi. OAT yonteminde
test antijenleri Refik Saydam Hifsizsihha Merkezi
Baskanligi (RSHM) Salgin Hastaliklar Arastirmalar
Midiirliigii (SHAM) Parazitoloji Laboratuarinda
hazirlandi. Oncelikle gapraz reaksiyonlarin 6nlen-
mesi amaci ile Staphylococcus aureus (S.aureus)
(ATCC 29213) susundan tiim hiicre antijenleri elde
edildi. L.monocytogenes 1/2a, 1/2b, 3c, 4ab, 4c ve
4d suslarindan ayri ayri antijenler hazirlanarak, bu
antijenlerin birlestirilmesi ile L.monocytogenes or-
tak antijen havuzu elde edildi (29). Serum Ornek-
lerinin S.aureus antijeniyle absorbsiyonunu taki-
ben L.monocytogenes antijeniyle agliitinasyon testi
yapildi. 1/100 ve tizerindeki titrelerde en az iki (+)
sonu¢ veren agliitinasyonlar pozitif olarak kabul
edildi (7).

Sabin-Feldman Boya Testi: Tiim serumlar Refik
Saydam Hifsizsthha Merkezi Baskanligi (RSHM)
Salgin Hastaliklar Arastirmalar Midiirligii (SHAM)
Parazitoloji Laboratuarinda SF yontemi (31) ile anti-
Toxoplasma gondii antikorlar1 yoniinden incelendi.
Serumlar 56 °C’de 30 dk inaktive edildikten sonra
1/16, 1/64, 1/256 ve 1/1024 titrelerde serum fizyo-
lojik ile sulandirildi ve ilgili prosediir takip edildi.
Bulgularm istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
SPSS (stirtim 11.5 Microsoft) istatistik programinda
Mann-Whitney testi kullanild.

Bulgular

Osebold Agliitinasyon testi ile incelenen kopek
serumlariin 40’inda (%28.57) L.monocytogenes
antikoru saptandi. Seropozitif serumlarin 32’sinde
(%80.00) 1/100 titrede, 8’inde (%20.00) 1/200 tit-
rede pozitiflik tespit edildi. L.monocytogenes sero-
pozitifligi saptanan kopeklerin cinsiyet ve yas grup-
larina gore dagilimi Tablo 1°de verildi. Tablo 1’den
anlasilacagl gibi L.monocytogenes seropozitifligi
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disilerde %33.76 (26/77) erkeklerde ise %22.22
(14/63) olarak tespit edildi. Cinsiyet ve yas gruplari

arasinda L.monocytogenes seropozitifliginin istatis-
tiki onemi (p>0.05) saptanmadi.

Tablo 1. Kopeklerde OAT ile saptanan L.monocytogenes seropozitifliginin ve antikor titrelerinin cinsiyet ve yasa gore

dagilimi
Cinsiyet/Yas ~ Serum sayisi  Pozitif 6rnek sayisi Pozitiflik yiizdesi (%) Antikor titreleri
1/100 1/200
Disi * 77 26 33.76 20 6
Erkek * 63 14 22.22 12 2
<3k 96 23 23.96 20 2
>3Hk 44 17 38.64 12 6
Total 140 40 28.57 32 8

:0.096%, p:0.060**

Sabin-Feldman boya testi ile incelenen kdpek
serumlarinin 81’inde (%57.86) T.gondii antikoru
belirlendi. Seropozitif bulunan serumlarin 47’sinde
(%58.02) 1/16 titrede, 25’inde (%30.86) 1/64 titre-
de, 8’inde (%9.88) 1/256 titrede ve 1’inde (%1.23)
1/1024 titrede pozitiflik saptandi. Toxoplasma gon-
dii yoniinden seropozitif bulunan kopeklerin cin-
siyet ve yas gruplarina gore dagilimi Tablo 2’de

sunuldu. Tablo 2’de goriildiigii gibi 7.gondii sero-
pozitifligi disilerde %62.34 (48/77) erkeklerde ise
9%52.38 (33/63) olarak belirlendi ve cinsiyet grupla-
r1 arasinda istatistiki bir fark (p>0.05) belirlenmedi.
Toxoplasma gondii seropozitifligi 3 yasindan biiyiik
olanlarda %75.00 (33/44) ve 3 yasindan kii¢iik olan-
larda %50.00 (48/96) oraninda saptandi ve bu du-
rum istatistiksel olarak énemli (p<<0.05) bulundu.

Tabloe 2. Kopeklerde SFDT ile saptanan 7.gondii seropozitifliginin ve antikor titrelerinin cinsiyet ve yasa gore dagi-

lim1

Cinsiyet/Yas Serum sayist Pozitif 6rnek sayis1  Pozitiflik yiizdesi (%) Antikor Titreleri

1/16 1/64  1/256 1/1024
Digi* 77 48 62.34 29 17 3 1
Erkek* 63 33 52.38 18 8 5 -
<3E* 96 48 50.00 34 10 4 -
>3H* 44 33 75.00 13 15 4 1
Total 140 81 57.86 47 25 8 1

p: 0.205%, p: 0.005**

Tartisma ve Sonug¢

Diinyada yaygin olarak kopeklerde ve insanlarda
gozlenen listeriosis (27, 34) ve toxoplasmosis (16,
36) dnemli zoonotik enfeksiyonlardir.

Listeria monocytogenes ile enfekte kopeklerde
ates, ishal ve kusma gibi klinik bulgularla karsilasil-
maktadir. Listeriosisin tanisinda CFT, IFAT, ELISA
gibi serolojik testler kullanilmaktadir (27, 28). Liste-
ria monocytogenes’in farkli serotipleri ve bazi gram

negatif ve gram pozitif bakteriler (S.aureus, Strepto-
coccus fecalis, Corynobacterium pyogenes, Bacillus
sublitis ve Eschericihia coli K8) arasinda antijenik
iligki olmasi yanlis pozitif sonuglarin olusmasina ne-
den olabilmektedir (29, 32). Capraz reaksiyonlarin
onlenmesi ile elde edilen agliitinasyon sonuglaria
dayanan Osebold yontemi (27) listeriosisin tanisin-
da kullanilan yontemlerdendir. Tiirkiye’de yapilan
calismalarda L.monocytogenes’in seroprevalansinin
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%18.75 - %40.00 arasinda oldugu bildirilmistir (3,
7, 14,19, 21).

Nevsehir ve Tiirkiye’nin diger illerinde aske-
ri kopeklerde L.monocytogenes’in seroprevalansi
izerine yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde sokak ve barinak
kopekleri tizerinde ¢esitli serolojik ¢caligmalar yapil-
mistir (3,7, 14, 19, 21). Icen ve ark. (21) Diyarbakir
yoresi sokak kopeklerinde listeriosis seropozitifligi-
ni % 17, Babiir ve ark. (7) Sanlrfa yoresi sokak
kopeklerinde %18.75, Gicik ve ark. (19) Kars yoresi
sokak kopeklerinde %22.3, Aktas ve ark. (3) Erzu-
rum yoresi barinak kopeklerinde %26.3 ve Ceylan
ve ark. (14) ise Van yoresi sokak kopeklerinde bu
orani %40 olarak bildirmiglerdir. Sunulan arastirma-
da Nevsehir ilindeki 140 askeri kdpekten elde edi-
len serum Grneklerinde Osebold yontemi kullanila-
rak %28.57 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir.
Erzurum (3), Sanlurfa (7), Van (14), Kars (19) ve
Diyarbakir (21)’da yapilan ¢alismalarda oldugu gibi
sunulan bu ¢aligmada da yiiksek oranda seropozitif
sonuglarin elde edilmesi ayrica hastaligin zoonoz
ozellik tasimasi sebebiyle, halk sagligi agisindan
iilke genelinde konuyla ilgili kapsamli aragtirmala-
rin yapilmasi gerekli goriilmektedir.

Low ve Donachie (28), listeriosisin 1liman ve
soguk iklimlerde goriilen bir enfeksiyon oldugunu
bildirmektedirler. Nevsehir iline ait iklimin de 1li-
man ve soguk olmasi bu goriisii destekler nitelik-
tedir.

Low ve Donachie (28)’nin bildirdigine gore ve
Erzurum (3), Sanlurfa (7), Kars (19) ve Diyarbakir
(21) illerinde yapilan calismalarda, listeriosisin ge-
nellikle gen¢ hayvanlarda goriildiigii belirtilmekte-
dir. Sunulan ¢alismada ise bildirilenlerin aksine {i¢
yasindan biiyiik kopeklerde seropozitiflik yiiksek
oranda belirlenmis ancak yas gruplar1 arasindaki bu
farklilik istatistiksel olarak onemli bulunmamistir
(p>0.05).

Listeria monocytogenes seropozitifligi cinsiye-
te gore degerlendirildiginde, Erzurum (3), Sanliurfa
(7) ve Kars (19) illerinde seropozitifliginin digilerde
daha yiiksek, Diyarbakir (21) ydresinde ise erkek-
lerde daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Sunu-
lan ¢aligmada da seropozitifligin disilerdeki orani
erkeklerden daha yiiksek bulunmus ve bahsedilen
caligmalarla biiyiik capta paralellik arzettigi belir-
lenmistir.

Toxoplasma gondii insan ve hayvanlarda yay-
gin olarak gozlenen obligat hiicre i¢i zorunlu bir
protozoondur (16). Cesitli iilkelerde kdpeklerde
toxoplasmosisin seroepidemiyolojik olarak arastiril-
mas1 amactyla yapilan ¢calismalarda, 9%7.9 ile %76.4
arasinda degisen pozitiflik oranlar1 bildirilmistir (4,
23, 26, 37). Toxoplasma gondii Tiirkiye’de ilk kez
Akgay ve ark. (1) tarafindan histopatolojik olarak
tespit edilmistir. Toxoplasma gondii nin Tiirkiye’de
ilk izolasyonu ise, Ekmen ve Altintag (17) tarafin-
dan gerg¢eklestirilmistir. 7oxoplasma gondii’nin tes-
hisinde CFT, IFAT, LAT, ELISA gibi serolojik yon-
temler kullanilmaktadir (11, 30, 38). Bu arastirmada
ise SF boya testi kullanilmistir.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde SF boya testi
kullanilarak yapilan aragtirmalarda %58 ile %97.5
arasinda degisen oranlarda seropozitiflikler bildi-
rilmistir (2, 6-8, 19, 21, 24, 35). Sabin-Feldman
boya testinden farkli serolojik yontemlerle yapilan
caligmalarda ise %10 ile %85 arasinda degisen se-
ropozitifliklerin oldugu gosterilmistir (13, 15, 33).
Tiirkiye’de askeri birliklerde kullanilan kopekler
tizerinde yapilmig fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
Inci ve ark. (22) Gemlik askeri harasindaki kdpek-
lerde toxoplasmosisin seroprevalansini SF boya tes-
tiile %68.7, Handemir ve ark. (20) IFAT ile %16.67,
Ceylan ve ark. (13) Van ilindeki askeri kopeklerde
ELISA ile %10 olarak bildirmislerdir. Bu arastirma-
da Nevsehir ilindeki askeri kopeklerde toxoplasmo-
sisin seroprevalansi SF boya testi ile %57.86 olarak
belirlenmistir.

Toxoplasma gondii seropozitifligi cinsiyet
gruplaria gore degerlendirildiginde, Gemlik askeri
harasindaki kopeklerde yapilan iki ayri ¢alismada
seropozitiflik erkeklerde disilerden daha yiiksek
oranda saptanmistir (20, 22). Yine iilkemizin ¢esitli
illerinde sokak kopeklerinde yapilan ¢aligmalarda,
Erzurum’da (9), erkeklerde disilerden daha yiik-
sek, Van (8) ve Aydin’da (18), disilerde erkeklerden
daha yiiksek, Elaz1g (2) ve Ankara’da (15) ise er-
kek ve disilerde seropozitifligin esit oranda oldugu
belirlenmistir. Sunulan calismada ise disilerdeki
seropozitifligin erkeklere gore daha yiiksek oranda
bulunmus ancak cinsiyetler arasindaki bu farklili-
gin istatistiki olarak 6nemsiz oldugu (p>0.05) tespit
edilmistir.

Toxoplasmosis ile yas arasindaki iliskiye bakil-
diginda; Gemlik askeri harasinda farkli zamanlarda
farkli serolojik testlerle yapilan iki ayr1 ¢alismada,
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Inci ve ark. (22), SF boya testi ile en yiiksek seropo-
zitifligin 3 ay ile 1 yas grubunda oldugunu, Hande-
mir ve ark. (20) ise IFAT ile en yiiksek seropozitifli-
gin 5 yas iistii kopeklerde oldugunu bildirmislerdir.
Sokak kopeklerinde ise, Ankara (6), Van (8), Erzu-
rum (9), Kars (19) ve Diyarbakir (21) illerinde yap1-
lan calismalarda seropozitifligin ilerleyen yasa bagl
yukseldigi, Sanliurfa yoresinde (7) ise yas ilerledik-
ce seropozitifligin azaldig bildirilmistir. Sunulan
caligmada ise 3 yas iistii kdpeklerde seropozitifligin
yiksek oldugu bulunmus ve yas gruplar arasinda-
ki bu farkliligin istatistiki yonden 6nemli oldugu
(p<0.05) belirlenmistir. Yine sunulan ¢calismada yu-
karidaki bildirimlerle biiyiik oranda paralel olarak
seropozitifligin yas ilerledikg¢e arttig1 tespit edilmis-
tir. ilerleyen yasla beraber seroprevalansin artmasi,
kopeklerin daha uzun siire ¢evresel kontaminasyona
maruz kalmalarina baglanmistir.

Sonug olarak, bu galigsma ile Nevsehir ilinde
askeri birliklerde kullanilan kdpeklerde, listeriosis
ve toxoplasmosis seroprevalansinin yiiksek oranda
oldugu ortaya konmustur. Bu enfeksiyonlarin 6zel-
likle halk saglig1 acisindan ciddi risk olusturmasi
bakimindan hastaliklarin dnlenmesine yonelik ge-
rekli tedbirlerin alinmasi kanaatine varilmustir.
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Ozet: Kopeklerde babesiosis, kenelerle bulasan Babesia canis ve Babesia gibsoni’nin sebep oldugu protozoer bir hasta-
liktir. Parazitler eritrositleri enfekte eder ve tipik olarak hemolitik anemi yaparlar. B.canis bilyiik babesialar grubundan
olup B.canis canis, B.canis rossi ve B.canis vogeli olmak tizere ¢ alt tiirii vardir. Morfolojik olarak ayni gériinmelerine
ragmen, vektorleri, (sirasiyla Dermacentor reticulatus, Haemaphysalis laechi ve Rhipicephalus sanguineus), cografik
yayilislar, antijenik yapilart ve kopeklerde patojeniteleri farklidir. B.gibsoni enfeksiyonlari genel olarak B.canis’ den
daha siddetli klinik semptomlara ve organ yetmezliklerine sebep olurlar. Son yillarda yapilan molekiiler ¢alismalar ile
kopeklerin bityiik ve kiigiik Babesia etkenlerinin kabul edildiginden daha fazla oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Babesiosis, kopek.

Canine Babesiosis

Summary: Canine babesiosis is a tick-borne disease caused by the protozoal parasites Babesia gibsoni and Babesia
canis. These parasites infect the red blood cells of dogs and typically cause hemolytic anemia. B.canis belongs to large
babesias and is classified in three subspecies B.canis canis, B.canis rossi and B.canis vogeli. Although they share a simi-
lar morphology, they have different vector specificity (Dermacentor reticulatus, Haemaphysalis laechi and Rhipicepha-
lus sanguineus respectively), geographical distribution, antigenicity and pathogenicity to dogs. Infection with B.gibsoni
generally results in more severe clinical manifestations than infection with B.canis, and may cause multiple organ dys-

Derleme / Review

functions. In recent years molecular studies it was found small and large babesias in dogs are more than adopted.

Key words: Babesiosis, dog.

Giris

Babesiosis, Babesia cinsindeki protozoonlar tara-
findan evcil ve yabani omurgali hayvanlarda olus-
turulan, yiiksek ates, intravaskiiler hemoliz, hemoli-
tik anemi ve hemoglobinuri ile karakterize, perakut,
akut veya subklinik seyirli kenelerle bulasan bir
enfeksiyondur (8). Bu protozoonlar siniflandirmada
Apikompleksa subesi, Piroplasmida dizisinde yer
alirlar. Evcil ve yabani hayvanlarda bilinen 100’den
fazla Babesia tiirinden Babesia canis ve B.gibsoni
(25), B.conradae (23) ve B.microti-like (Theileria
annae veya Ispanya izolatr) (41) kopeklerde enfek-
siyon olusturmaktadir. Babesiosis kopekler arasin-
da Ixodidae ailesine bagh kene tiirleri ile nakledil-
mektedir (25) . Bununla birlikte B.gibsoni’nin kan
transfiizyonu ve kopeklerin birbirlerini 1sirmast ile
de bulagtig1 bildirilmistir (7).

Babesia canis morfolojik olarak 3-5 pm bii-
yiikliglinde olup biiyiik Babesia’ lar grubundadir.
Ancak B.canis cografik, patojenite, antijenik yap1

ve vektor farkliliklarinin yaninda son yillarda or-
taya konan genetik yapilarindaki farkliliklarindan
dolay1 B.canis canis, B.canis vogeli, B.canis rossi
olmak tizere ¢ farkl alt tiire ayrilmistir (11,37,40).
Ayrica Kuzey Karolina’da klinik olarak babesiosis
semptomlar1 gosteren bir kdpekte mikroskobik in-
celemede biiyiik Babesia etkenlerine rastlanmig, an-
cak mikroskoptaki bu parazitlerin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile degerlendirilmesinde bilinen
Babesia etkenlerinden farkli bir genetik yapiya sa-
hip oldugu bildirilmistir. Heniiz isimlendirilmemis
son bulunan bu Babesia ile birlikte kdpeklerde dort
biiylik Babesia etkeni bulundugu kabul edilmekte-
dir (6).

Babesia gibsoni morfolojik olarak 1-3 um bii-
yiikliigiinde olup kiiciik Babesia’lar grubundadir.
Babesia gibsoni mikroskobik incelemede morfo-
lojik olarak kopeklerin tek kiigiik Babesia etkeni
olarak bilinmekteydi. Ancak son yillarda yapilan
molekiiler calismalar B.gibsoni (Asya izolat1) (12),
B.conradae (23), B.microti-like (41) (T. annae veya
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Ispanya izolat1) olmak iizere kdpeklerde klinik ve
genetik olarak farkli ii¢ kiiciik Babesia oldugunu
gostermistir. Normalde tek tirnaklilarin kiigiik pi-
roplazmi olan B.equi (T equi) de molekiiler olarak
kopeklerde bulunmustur. Ancak kopeklerdeki ya-
sam ¢emberi, klinik bulgulari, intra ve extraeritrosi-
tik durumlar1 belirlenmemis olup, bunun bir labora-
tuar kontaminasyonundan kaynaklanip kaynaklan-
madig1 heniiz netlik kazanmamustir (13).

Kopeklerde babesiosis etkenlerinin diinya-
da yayilis1 vektor kenelerin yayilisina bagl olarak
tropik, subtropik ve iliman iklim kusagidir (33).
Babesia canis canis, Dermacentor cinsi kenelerle
bulagmakta ve Avrupa’da yayilis gostermektedir.
Babesia canis vogeli, Rhipicephalus sanguineus

ile bulasmakta ve Tiirkiye’nin de i¢cinde bulundugu
Akdeniz havzasi, tropik ve subtropik iklim kusagin-
da goriilmektedir. Babesia canis. rossi ise Haemap-
hysalis elliptica (H.leachi) ile bulasir ve Afrika’da
gorilmektedir. Babesia gibsoni, Haemaphysalis
spp. ve R.sanguineus ile tasinmakta olup Kuzey
Amerika, Asya ve Avrupa’nin bazi bolgelerinde go-
riilmektedir (Tablo 1) (20). Babesia gibsoni, son on
yildir Asya izolat1 disinda diger iilkelerde de var-
l1g1 bildirilmis, 6zellikle Amerikan Pit Bull Terrier
gibi kavgaci kopeklerde siklikla goriilmiistiir. En-
fekte kopekler digerleri i¢in bolgede vektor keneler
olmasa bile tastyict durumundadirlar ve gelecekte
ozellikle yasal olmayan kopek doviisleri yapilan iil-
kelerde artacag diistiniilmektedir (29).

Tablo 1: Kopeklerde bulunan Babesia tiirleri, vektorleri ve yayilislar

Biiyiiklik ~ Tiir

Vektor

Cografik yayilis

Biiyiik Babesia canis vogeli
Babesia canis canis

Babesia canis rossi

Isimlendirilmemis biiyiik Babesia sp.
Kuzey Karolina izolati

Kiigiik Babesia gibsoni Asya izolati
Babesia microti-benzeri Ispanya izolati

Babesia equi/Theileria equi

Babesia conradae

Rhipicephalus sanguineus

Dermacentor spp.

Haemaphysalis leachi
Bilinmiyor

Haemaphysalis longicornis
Rhipicephalus sanguineus

Ixodes hexagonus
Bilinmiyor

Bilinmiyor

Tropik, subtropik ve
Akdeniz Havzasi

Avrupa

Afrika, Giiney Afrika
Kuzey Karolina
Asya

Ispanya, Portekiz

Afrika, Avrupa, Asya

Bati Amerika

Tiirkiye’de kopek babesiosisi ile ilgili ilk ¢a-
lisma ise, Merdivenci’ye (31) gore, Ankara’da Pi-
roplasma canis’in mikroskopik olarak bulundugunu
bildiren Goren ve Yetkin (17) tarafindan yapilmis-
tir. 1961 yilinda Ankara’da bir kopekte (32) ve 2003
yilinda Aydin ilinde iki kdpekte B.canis’in varligi
mikroskobik olarak bildirilmistir (38). Daha sonra
Aydin ilinde klinik babesiosis semptomlar1 bulunan
7 kopekte B.canis PCR ile saptanmistir (39). Ege
bolgesinde PCR ile yapilan bir ¢alismada, 383 ko-
pegin 40°mda B.c.vogeli bulunmustur (22). Istanbul
ilinde ti¢ kopekte mikroskobik olarak goriilen biiyiik
Babesia etkenleri PCR-RFLP yontemi ile B.c.vogeli
olarak tanmimlanmistir (18). Istanbul ilinde 483 ko-
pek tlizerinde PCR-RLB ile yapilan bir bagka calis-
mada ise 19 kdpekte B.c.vogeli bulunmustur (3).

Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
I¢c Hastalilar1 klinigine yiiksek ates ve halsizlik si-
kayetleri ile getirilen Staffordshire Terrier cinsi 3,5
yash erkek bir kopegin kaninin mikroskobik ince-
lenmesinde eritrositler i¢indeki kii¢iik piroplasmlar
PCR ile incelenmesi sonucu B.gibsoni olarak teshis
edilmistir (4).

Kopeklerde babesiosisin teshisinde mikrosko-
pik, serolojik ve molekiiler metotlar kullanilmak-
tadir. Mikroskobik teshis, kliniklerde hala en basit
ve en giivenilir yontem olarak kullanilmakta olup
hastaligin akut doneminde Giemsa veya Wright’s
boyama teknikleri ile eritrosit igindeki protozoonlar
X1000 biiyiitmede goriilebilmektedir (35). Biiylik
ve kiigiik Babesia etkenleri mikroskobik olarak bii-
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yukliiklerinin farkli olmasindan dolay1 ayirt edile-
bilmekte ancak mikroskobik teshis ile alt tiir tayini
yapilamamaktadir. Mikroskobik teshiste incele-
necek kanin kulak veya kuyruk ucundan alinmasi
veya alinan kandan buffycoat tabakasi ayrilarak in-
celenmesi protozoonlarin goriilmesi sansini artira-
bilmektedir (19). Kronik olarak enfekte veya tasiyi-
c1 kopeklerde parasiteminin diisiik olmasi ve klinik
bulgularin belirgin olmamasindan dolay1 mikrosko-
bik teshis zordur. Babesia gibsoni’nin olusturdugu
enfeksiyonlarinda kdpek sahiplerine kopegin 4-8
hafta i¢inde baska bir kdpek tarafindan 1sirilip 1siril-
madig1 sorulmalidir (7).

PCR, yiiksek sensitivite ve spesifitesinden do-
lay1 epidemiyolojik ve filogenetik ¢aligmalarda yay-
gin olarak kullanilmasia ragmen hala sinirli sayida
laboratuarda rutin olarak klinik babesiosisin teshi-
sinde kullanilmaktadir. PCR ile tan1 ¢alismalari ribo-
zomal RNA genlerinden 188, 5.8S, 28S ve ITS geni
ve ayrica pl18/BgTRAP gibi diger gen bolgelerinden
secilen spesifik primerler kullanilarak yapilmistir
(6,14,20,40). Képek Babesia’larmin tiir tayinlerinin
yapilmasinda PCR-RFLP ve nested PCR da kulla-
mlmaktadir (5, 21, 40) . Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) B.gibsoni’nin teshisinde gii-
venilir ve hizli molekiiler teshis olarak bildirilmistir
(20). Reverse Line Blotting (RLB) hibridizasyon ise
kenelerle bulasan kan protozoonlarinin epidemiyo-
lojik ¢aligmalarinda kullanilmaktadir ve kopeklerde
babesiosis etkenlerinin ayriminda da kullanilmistir
(3, 15, 28). Quantitative PCR (qPCR) deneysel ola-
rak B.gibsoni ile enfekte {i¢ kopekte uygulanmis, ast
ve tedavi caligmalarinda immunolojik yanitin izlen-
mesi i¢in kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir (29).

Mikroskobik teshis ile %0.001 parazitemili
(yaklasik 60 parazit/ul) kopeklerde etkenler gorii-
lebilirken, bu oran PCR ile 0,05-9 parazit/ pl kan
(5,29) tespitine kadar ¢ikabilmektedir. PCR, yiiksek
sensitivitesine ragmen alinan Orneklerden parazit
DNAs1 izole edilemezse enfeksiyonu tespit edeme-
mektedir. Polimeraz zincir reaksiyonunun belirleme
diizeyi (detection limit)’den daha diisiik parazitemi-
ler, 6zellikle kan verici kopekler bakimindan biiyiik
handikaplar olusturmaktadir (6). Indirect floresan
antibody test (IFAT) otuz yildir kdpeklerde babesi-
sosisin teshisinde tiim diinyada yaygin olarak kulla-
nilmaktadir (2, 26). Ancak Babesia’larin hem kendi
arasindaki, hem de diger Apikompleksa subesindeki
diger parazitler ve hatta konak hiicreleri ile aralarin-

da olusabilen capraz bagisikliktan dolay1 sensitivi-
tesi oldukca disiiktiir (1). ELISA testi Japonya’da
gelecekteki asi caligmalarinda kullanilmak tizere
ozellikle B.gibsoni’nin teshisinde siklikla kullanil-
maktadir. ELISA testinde en ¢cok rBgP50,rBgSAI1,
rBgP32 ve BgTRAP rekombinat antijenleri kulla-
nilmaktadir (16, 24).

Kopeklerde babesiosisin patogenezinin siddeti
subklinik enfeksiyondan, orta siddette anemi ve or-
gan yetmezlikleri sonucu dliime kadar degisebilmek-
tedir. Patogenezdeki bu degisiklik basta parazitin
tiirii olmak tizere konagin yasi, bagisiklik durumu,
es zamanli olusan enfeksiyonlara baghdir. Képek-
lerdeki kiigiik ve biiytik biitiin Babesia tiirleri ates,
anoreksi, splenomegali, anemi ve trombositopeniye
sebep olabilirler. Parazitler direk olarak eritrositleri
yikimlayabildikleri gibi enfekte eritrositlerin gegir-
genligini artirarak, oxidative ve sekonder bagigikli-
ga bagl eritrositlerin yikimlanmasi sonucu intra ve
ekstravaskiiler hemoliz olusturlar (27). Kopeklerin
biiyiik Babesia’ lar1 iginde en az patojen olan alt tiir
B.c.vogeli, en patojen alt tiir ise Afrika’da goriilen
B.c.rossi dir (19, 36). Babesia canis rossi ile enfek-
te kopeklerde, hepatopati ve hemolize baglh bozuk-
luklar sonucu bazi komplikasyonlar geligsebilmekte,
komplikasyonlarin tedavisi ancak erken donemde
teshis ile miimkiin olabilmektedir (9). Babesia canis
vogeli cogunlukla subklinik seyreder ve ¢ogunlukla
herhangi bir tedavi uygulanmadan iyilesmekte an-
cak 3-4 aylik kopek yavrularinda 6ldiriicii olabil-
mektedir. Babesia canis vogeli gogunlukla immun
sistemi baskilayici tedavi uygulanan kdpeklerde ve
diger enfeksiyonlarla birlikte seyreder. Babesia ca-
nis canis, B.gibsoni, T. annae ve B.conradae ile olu-
san enfeksiyonlarin siddeti ise ¢cogunlukla konagin
bireysel 6zelliklerine bagl olarak degiskenlik gos-
termektedir (27). Babesia conradae, B.gibsoni’den
daha patojenik olup, B. conradae’den ileri gelen
enfeksiyonlarinda daha fazla parazitemi ve daha
siddetli anemi gozlemlenir (23). T.annae enfeksi-
yonlarinda ise siddetli anemi ile birlikte azotemi
gozlemlenmistir (10).

Kopeklerde babesiosisin tedavisinde en ¢ok
Imidocarb dipropionate ve Diminazine aceturate
kullanilmasina ragmen Quinuronium sulphate, Try-
pane blue, Pentamidine, Phenamidine ve Parvaquo-
ne ile yapilan tedavilerde de klinik bulgularin azal-
dig1 ve hastada iyilesme gozlemlendigi bildirilmistir
(30). Babesia gibsoni enfeksiyonlarinda ¢ogunlukla
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Clindamycin ve Metronidazole kombinasyonlari
kullanilmaktadir. Babesia gibsoni ile olusan enfek-
siyonlarin tedavisinde ilaglara daha ge¢ cevap alin-
maktadir (21). Antibabesial ilaglar, biiyiik Babesia
tiirlerinin eliminasyonunu kolayca saglarken kiigiik
Babesia’lara kars1 (B.gibsoni) her ne kadar klinik
iyilesme saglasalar da parazitleri tam olarak elimine
edemezler. Bu nedenle B.gibsoni enfeksiyonlarinda
niiksler gozlenmektedir (30).

Korunmada esas kopeklerin kenelerden korun-
masidir. Bu amagcla, 6zellikle yaz aylarinda topikal
uzun etkili akarisit uygulamalar (fipronil, selamec-
tin veya bunlarin permethrin veya IGR preparatlari
ile kombinasyonlar1) veya kene tasmalar1 (amit-
raz, propoxur deltamethrin veya permethrin ige-
ren) kullanilmalidir (30). Ayrica Fransa’da inaktif
B.c.canis’den hazirlanan bir as1 Pirodox® adi ile
piyasaya siiriilmiistiir ancak heniiz tilkemizde kulla-
nilmamaktadir. Bu as1 enfeksiyon olusmasini engel-
lemese de klinik semptomlar1 6nlemektedir. Ancak
asinin B.canis’in diger alt tiirlerine ve B.gibsoni’ye
kars1 koruyucu etkisi yoktur (30). Hollanda’da No-
bivac piro® adi ile piyasaya siiriilen bir as1 da ko-
peklerde B.c.canis ve B.c.rossi SPA’larinin kombi-
nasyonlar1 ile daha kapsamli bir korunma saglamay1
amag edinmistir (34).

Sonuc¢

Sonug olarak biiyiik Babesia’lardan B.canis, kiigiik
Babesia’lardan B.gibsoni esas olarak kopeklerde
babesiosise neden olurken son yillarda yapilan ca-
lismalarla bu etkenlerin kendi aralarinda da alt grup-
lara ayrildiklari, ayrica yeni biiylik ve kiiciik Babe-
sia tirleri de bildirilmistir. Tiirkiye’de ise biiyiik
Babesia’larindan B.c.vogeli, kiiglik Babesia’lardan
ise B.gibsoni (Asya izolat1) kdpeklerde bulunmus-
tur.
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Ozet: Patojenite adalar1 iizerinde lokalize olan virulens genleri, Salmonella enterica infeksiyonlarinin patogenezisinde,
cok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu patojenite adalarinin yapisi, fonksiyonu, Sa/monella serovarlari arasindaki dagili-
mu, belirgin bir farklilik gosterse de, Salmonella patojenite adalar arasinda birgok ortak motif vardir. Giintimiize kadar
identifiye edilen toplam 16 adet Salmonella patojenite adast mevcuttur. Bu derlemede, bunlardan sadece 10 patojenite

adasina deginilmektedir.

Anahtar sozciikler: Sa/monella, patojenite adasi

Salmonella pathogenicity islands (1-10)

Summary: Virulence genes located on pathogenicity islands play a crucial role in the pathogenesis of Salmonella
enterica infections. Altough the structure, function and distribution of these pathogenicity islands among Salmonella
serovars show markedly difference, several common motifs are peresent among Sal/monella pathogenicity islands. Cur-
rently, identified total 16 Salmonella pathogenicity islands are peresent. In this review, of them all, 10 pathogenicity

islands are mentioned.

Key words: Sa/monella, pathogenicity islands

Giris

Salmonella infeksiyonlar1 kompleks bir patogenezis
sergilerler. Salmonella genellikle kontamine gidala-
rin tilketimi ile viicuda alinir. Cesitli fimbrial adhe-
zinler, Salmonella spp.’nin konak hiicre ile temasini
baslatir. Bakteri-konak hiicresinin ilk etkilesimi,
intestinal mukozanin epiteliyal hiicreleri gibi, non-
fagositik hiicrelere invazyondur. Salmonella enteri-
ca, ayn1 zamanda fagositoza kars1 direnen, infekte
hiicrede fagolizozom igerisinde prolifere olabilen,
fakiiltatif intraselliiler bir patojendir.

Patojenite adalari, cok sayida patojenin kromo-
zomu lizerinde bulunan genetik elementlerdir (1) ve
bakteriyel evrimde ‘kuantum sigramasi’ olarak kabul
edilmektedirler (2). Patojenite adalarinin horizontal
gen transferi ile kazanimi, bakterinin diger tiirler-
den hizli bir sekilde, kompleks virulens fonksiyonu
kazanmasini olanakli hale getirir. Patojenite adalari,
yapilarinda ve fonksiyonlarinda farklilik gosterse
de, birgok ortak 6zellikleri de mevcuttur. Patojenite
adalarmin alt kiimeleri genetik olarak stabil degildir
ve integraz, transpozon, direkt tekrarlar, bakteriyo-
faj genleri gibi DNA mobilitesi ile alakali sekanslar
patojenite adalari igerisinde tespit edilebilir.

Salmonella enterica’nin bir¢ok virulens feno-
tipi, patojenite adalari lizerindeki genler tarafin-
dan kodlanir. Salmonella patojenite adalari, konak
hiicrelerine invazyon, intraselliiler patogenezis gibi
bir¢ok géze garpan virulens fenotipini barindirirlar.
Giliniimiizde karakterize ve identifiye edilen toplam
17 adet Salmonella patojenite adasinin varligi bil-
dirilmistir. Baz1 Salmonella patojenite adalari, tim
Salmonella genusunda mevcutken, bazilar da sade-
ce belirli serovarlar i¢in spesifiktir.

Bu derlemede, 16 Sal/monella patojenite adasi-
nin, ilk 10’unun 6zellikleri, evrimsel durumlari, se-
rovarlar arasinda dagilimi ve patogenezis iizerinde
rolleri konusunda bilgiler verilmektedir.

Salmonella Patojenite Adasi-1 (SPA-1): Salmo-
nella patojenite adalar1 i¢inde en iyi karakterize edi-
len patojenite adasidir. Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium (Salmonella Typhi-
murium) kromozomunun iizerinde 63. sentisomda
lokalize olan SPA-1, 42 kb biiyiikliigiindedir. G+C
icerigi %42’°dir (3, 4). Tip III Sekresyon Sisteminin
cesitli komponentleri, regiilator proteinleri ve salgi-
sal efektdr proteinleri kodlayan en az 29 gen igerir
(5). SPA-1’in, Salmonella Typhimurium’un intesti-
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nal epitele penetre olmasini olanakli hale getirdigi,
SPA-1 mutantlarinin farelere oral inokule edildigin-
de atteniie olmasi, fakat sistemik olarak atteniias-
yona ugramamasi ile kanitlanmistir (3). Bu sonug;
Salmonella enterica evriminin erken donemlerinde
kazanilan roliiniin barsak kolonizasyonu ile sinirl
kaldigin1 ve diger virulens determinanatlarinin sis-
temik infeksiyonlarin gelismesini olanakli hale ge-
tirmek i¢in sonradan kazanildigin1 gostermektedir
(3, 6).

SPA-1’in etkisini gostermesi 3 faktore bagli-
dir:

1. intestinal epitelin nonfagositik hiicrelerine
invazyon

2. Makrofajlarin apoptosisi

3. Invazyonu takiben epitelyum hiicrelerinde
erken zamanda hizli replikasyon

Ancak bu 3 sartin kombine olmasi durumun-
da Salmonella spp. infekte hayvanlarin barsaginda
kendi boslugunu yaratip etkili olabilir. Adhezinler
tarafindan intestinal ylizeyin taninmas1 Sa/monella
serovarlarinin konaga adaptasyonuna yardimecidir.
Konaga adaptasyonda nonfimbrial adhezinler gérev
yapar. Nonfimbrial adhezinleri invH kodlar. invH
geni, Salmonella enterica’da SPA-1 iginde bulunan
bir gendir. SPA-1"de kodlanan ve Tip III Sekresyon
Sisteminin bir parcasi olan 2 gen; invA ve invE in-
vazyonda gorevlidir (7). SPA-1’de sekresyonu re-
giile eden ana faktdor, kiiltlir ortaminin pH’sinin asit-
ten alkaliye degismesidir. Oral sindirimden sonra
bakteri asidik ortam olan mideden alkali ortam olan
barsaga gecince infeksiyona neden olur. invazyonu
baslatan Sal/monella spp.’de transloke olan efektor
proteinlerdir; invA, orgA, sptP, sipA, sipB, sipC ve
sopE (3, 8, 9).

Salmonella Patojenite Adasi-2 (SPA-2): Bu pato-
jenite adasi, va/V tRNA geninin bitisigine sokulmus
40 kb’lik bir lokustur (10). SPA-2, en az 2 farkh
elemandan olusmustur (11). Sadece Salmonella
enterica’dabulunan 25 kb’lik ve toplam G+C igerigi
%43 olan kisim, sistemik patogenezisten sorumlu-
dur. Bu kisim, Salmonella enterica’da, intraselliiler
bakteri tarafindan aktive edilen, Tip III Sekresyon
Sistemini kodlar. SPA-2’nin bir diger boliimii, 15 kb
bliytikliiglindedir ve hem Salmonella bongori hem
de Salmonella enterica’da tespit edilmistir. G+C
icerigi %54 olan bu bolim, sistemik virulensten
sorumlu olmanin yani sira anaerobik respirasyonda

onemli olan tetrathionate reductase enzimini kodlar
(12). SPA-2, Salmonella Gallinarum ve Salmonella
Pullorum’un patogenezisinde 6nemli bir virulens
faktoriidiir. Ozellikle makrofajlar iginde hayatta
kalma, dalak ve karacigerde iiremeden sorumludur.
Hiicreler arasi aligverisi, Salmonella spp. igeren
makrofajlarda fagolizozom olusumunu engeller.
Reaktif oksijen radikallerini notralize eder, bakte-
rinin fagozom igerisinde yagamasina olanak saglar
(3, 4, 13).

Salmonella Patojenite Adasi-3 (SPA-3): SPA-3,
toplam G+C igerigi %47,5 olan 17 kb’lik Salmo-
nella-spesifik bir insersiyondur (14). Salmonella
kromozomunun G+C igeriginin %52 oldugu goz
oniinde bulunduruldugunda, bu adanin horizontal
gen transferi sonucunda kazanildigi anlasilmakta-
dir. SPA-3’lin G+C igeriginin analizleri, adanin mo-
zaik bir yapiya sahip oldugu ve ¢ok basamakli bir
islemden sonra yavas yavas gelistigini gostermekte-
dir (3). SPA-3’1in virulens determinantlari; MgtB ve
MgtC’dir. Bu ada, makrofajlar i¢inde bakterinin ha-
yatta kalmasi, iiremesi, infeksiyonun sistemik fazi
ve Mg transportu i¢in gereklidir (15).

Salmonella Patojenite Adasi-4 (SPA-4): SPA-4,
27 kb biiyiikligiinde bir ada olup, tRNA benzeri ssb
genine bitigik vaziyette lokalize olmustur. SPA-3
gibi SPA-4’te mozaik yapiya sahiptir (16). Genler
arasi bolgelerde G+C igerigi daha yiiksekken, Open
Reading Frame (ORF)’ler Salmonella kromozomu
ile karsilastirildiginda daha disiik G+C igerigine
sahiptir. SPA-4’te tahmini 18 ORF vardir. Yapilan
sekans analizlerinden anlasildig: lizere, bu ada, Es-
cherichia coli (E. coli) hemolizin sekresyonu ile
cok benzer, toksin sekresyonuna aracilik eden Tip
I Seksresyon Sistemini kodlar. Bakteriden izole
edilen toksin immun hiicrede apoptosisi indiikler.
SPA-4, sitotoksin sekresyonunda rol alir ve hiicreyi
apoptosise gotiirtir. SPA-4’teki bir lokusun, makro-
fajlar i¢inde hayatta kalabilmek i¢in gerekli oldugu
bildirilmistir (3, 17).

Salmonella Patojenite Adasi-5 (SPA-5): tRNA
serT"nin igerisine sokulmus 7,6 kb’lik kiigiik bir lo-
kustur. Tiim G+C igerigi, %43,6 olup, mozaik bir
yapiya sahiptir. SPA-5; SPA-1 ve SPA-2 tarafindan
kodlanan Tip III Sekresyon Sisteminin, her iki efek-
tor proteini; sopB ve sigD’yi kodlar. SPA-5, asil
enteropatogenezis ile iliskili olup, inflamasyon ve
hastaligin enterik fazi ile alakali klorid sekresyonu
icin gereklidir (3, 4).
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Salmonella Patojenite Adasi-6 (SPA-6) veya Sal-
monella Kromozomal Adasi1 (SKA): Salmonella
Typhi genom sekansinda 59 kb’lik lokus, SPI-6
(18) ve ardindan Salmonella Typhimurium igin
de Salmonella Kromozomal Adasi (19) olarak ad-
landirilmistir. SPA-6, asplV tRNA geni igerisine
sokulmustur ve fimbrialar i¢in saf gen kiimesini
ve invasini kodlayan pagN’yi igerir. Salmonella
Typhimurium’da, Sa/monella kromozomal adasinin
delesyonu, sistemik patogenezis lizerinde herhangi
bir etki yapmazken, hiicre kiiltiirlerinde invazyon-
da azalisa neden olmustur (19). SPA-6 homologlari,
E.coli, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve
Yersinia pestis genom sekanslarinda da tespit edil-
mistir, fakat fonksiyonu bilinmemektedir (4).

Salmonella Patojenite Adasi-7 (SPA-7): SPA-7,
Salmonella Typhi, Salmonella Dublin, ve Salmo-
nella Paratyphi C igin spesifik bir lokustur. Bu lo-
kus ayni zamanda Sal/monella Typhi igin Biiylik
Patojenite Adas1 (BPA; Major Pathogenicity Island;
MPI) olarak adlandirilmaktadir (20). SPA-7, tRNA
pheU’ya bitisik, 133 kb biiyiikliigiinde bir adadir
(21). SPA-7 tarafindan kodlanan en 6nemli viru-
lens faktorii, bir kapsiiler eksopolisakkarit olan Vi
antijenidir (22). SPA-7 iginde, SPA-1’in kodladig1
Tip I Sekresyon Sisteminin, sopE efektdr prote-
inini kodlayan sopE faji mevcuttur. Diger taklitgi
virulens faktorii (putative virulence factors), pil gen
kiimesi tarafindan kodlanan tip IVB pilus’tur. SPA-
7’nin genetik organizasyonu, olduk¢a komplekstir
ve bu da, bu lokusun horizontal olarak kazanilan
farkli elementlerden olustugunu isaret etmektedir.
Pil, tra, ve sam genleri, SPA-7’nin konjugatif bir
plasmid veya konjugatif bir transpozondan orijin al-
digini isaret etmektedir. Pickard ve ark. (2003)’nin
yaptig1 calisma, SPA-7’nin porsiyonlarinin, bitki
patojeni Xanthomonas axonopodis pathovar citri ve
P. aeruginosa SG17M’yi de igine alan diger birgok
bakteride de bulundugunu ortaya koymustur (23).
Ayrica, Salmonella Typhi izolatlarinda gozlemlenen
Vi kapsiil fenotipinin kaybi, SPA-7 lokusunun sta-
bil olmadigini géstermektedir. Bitki patojeni, Pseu-
domonas ve Salmonella enterica arasindaki SPA-7
benzerligi, bu lokusun Salmonella ve diger gevresel
bakteriler arasindaki kontakla kazanildigini goster-
mektedir (4, 23).

Salmonella Patojenite Adasi-8 (SPA-8): SPA-§,
Salmonella Typhi’nin genom sekansinda, daha son-
ralar1 identifiye edilen bir adadir. Bu lokus, 6.8 kb

biyiikliigiinde ve pheV tRNA genine bitisiktir (18).
Taklit¢i virulens faktorleri, bakteriyosin genleridir
fakat heniiz bununla ilgili fonksiyonel bir veri mev-
cut degildir. integraz1 kodlayan genin varligi, SPA-
8’in mobilitesine isaret etmektedir. Hensel ve ark.
(2004) (4), SPI-8’in Salmonella Typhi i¢in spesifik
oldugunu bildirirken, Saroj ve ark. (2008) (24)’nin
yaptiklar1 ¢alismada; Salmonella Washington, Sal-
monella Enteritidis, Salmonella Paratyphi A ve Sal-
monella Typhimurium’da SPA-8’1 tespit edildigi or-
taya konmustur. Diger serovarlar arasinda yayilimi
heniiz agikliga kavugsmamistir (4).

Salmonella Patojenite Adasi-9 (SPA-9): 16,281
bp’lik bu lokus, Salmonella Typhi kromozomunda
lizojenik bir bakteriyofaja bitisik olarak lokalize
olmustur (18). SPI-9 tarafindan kodlanan taklitgi
virulens faktorleri; Tip I Sekresyon Sistemi ve R7TX-
benzeri proteindir. Bu lokus ayni1 zamanda Salmo-
nella Typhimurium kromozomunda da mevcuttur,
fakat RTX-benzeri toksinin ORF’si bir pseudogen
olarak goziikmektedir. SPA-9’un boliimleri ve bi-
tisik bakteriyofaj genomunun diger serovarlar ve
Salmonella bongori tamamlanmamis genom sekan-
sinda bulunmasi, bu adanin korunmus dagilimini
gostermektedir (4).

Salmonella Patojenite Adas1-10 (SPA-10): SPA-
10, tRNA [euX’ta lokalize olan 32.8 kb’lik bir in-
sersiyondur. Ada igerisinde, ayni zamanda kriptik
bir bakteriyofaj mevcuttur (18). SPA-10 tarafindan
kodlanan bilinen virulens faktorleri sef fimbrialardir.
Sef fimbrialariin yayiliminin, Salmonella Typhi ve
Salmonella Enteritidis serovarlari ile sinirli olmasi,
konak spesifitesini belirleyen bir faktdr olarak kabul
gormiistiir (25). Ayrica Saroj ve ark. (2008) (24),
inceledikleri 42 Salmonella Typhimurium izolati-
nin 3’tinde SPA-10"u tespit etmislerdir. SPA-10un
dagiliminda bakteriyofajin rolil ise heniiz acikliga
kavusmamuistir (4).

Sonug¢

SPA’larin patogenezise katkisi oldukea farkli olma-
sina ragmen, SPA’lar arasinda pek ¢ok ortak mo-
tif mevcuttur. Sonug olarak, ¢ok sayida patojenite
adasinin kazanimi, mikroorganizmanin infeksiyon
olusturmada oldukca basarili patojen 6zellige ulas-
mastyla, Salmonella enterica evriminde oyun kuru-
cu (pivot) vazifesi gormektedir. Salmonella patoje-
nite adalarinin fonksiyonlarinin agikliga kavugmasi
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ve diger mobil elementlerle etkilesimi, Salmonella
enterica’nin virulensinin molekiiler mekanizmasini
giin ve giin daha fazla anlamamiza yol acacaktir.
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