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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 Enstitiisii Midiirliigi’niin 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 aragtirmalar, giincel derleme, gozlem, kisa bilimsel ¢aligma-
lar ve enstitiiden haberler yayimlanir. Derleme seklindeki yazilar;
orijinal olmasi, en son yenilikleri igermesi, klasik bilgilerin tekrar1
olmamasi durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazirlayan yazarin, o
konuda ulusal ya da uluslararasi diizeyde orijinal yayin ve aragtir-
malar yapmig olmasi kosulu aranir.

3. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 punto Times
New Roman yaz1 karakterinde, diiz metin olarak, cift aralikli ve
kenarlarda 30 mm bosluk birakilarak, A4 formundaki beyaz kagida
yazilmalidir. Yazilarin tamamu, sekil ve tablolar dahil olmak {izere
orijinal bilimsel aragtirmalarda 16, derlemelerde 10, gozlemlerde 6
ve kisa bilimsel ¢aligmalarda 4 sayfay1 gegmemelidir.
4.Microsoft Word formatindakimetinileenaz300 dpi¢oziiniirliikteki
JPEG formatindaki resim/lerin tamam etlikvetmikrobiyolderg@
gmail.com e-posta adresine gonderilmelidir.

5. Tiirkge orijinal galigmalar konu basligi, yazar/yazarlarin adlari,
adresleri, Tiirkce Ozet 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 galigmalar konu basligi, yazar/yazarlarin 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 ¢aligmalarin ve derlemelerin baglik ve 6zet boliimleri
orijinal caligma formatinda, bundan sonraki boliimleri ise, derleme-
lerde; girig, metin ve kaynaklar seklinde, kisa bilimsel ¢aligmalarda
ise boliimlendirme yapilmadan hazirlanmalidir.

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

Bashk, kisa, konu hakkinda bilgi verici olmal1 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 olmalidr.

Anahtar kelimeler, alfabetik siraya gore yazilmali ve 5 sozciigi
gecmemelidir.

Giris, konu ile ilgili kisa literatiir bilgisi igermeli, son paragrafinda
calismanin amaci vurgulanmali ve iki sayfayir gegmemelidir.
Materyal ve Metot, ayrintiya girmeden, anlasilir bicimde yazilma-
lidir. Bagliklar kalin, alt bagliklar italik yaz tipiyle belirtilmelidir.
Bulgular béliimiinde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir sekilde
belirtilmelidir. Tablo bagliklar1 tablonun stiinde, sekil bagliklart
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 boliimiinde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik
olarak siralanmali ve numaralanmalidir. Metin igerisindeki kaynak,
yazar soyadi yazilip sira numarasi ile; ciimle 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.”) kisaltmasi ile belirtilmeli-
dir. Dergi adlarmin kisaltilmasinda “Periodical Title Abbreviations:
By Abbreviation” son baskisi esas alinmalidir. Kaynaklar listesinde
yazar(lar)in ayn1 yila ait birden fazla yayini varsa, yayin tarihinin
yanina “a” ve “b” seklinde belirtilmelidir.

Kaynak yazimi ve siralamasi agagidaki gibi yapilmalidir;

Siireli 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, 709-713.

Yazarl Kitap:

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

Editorlii 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). Sigwr Vebasi hastaliginin histolojik ve immuno-
peroksidaz yontemle tamist iizerine calismalar. Doktora Tezi, AU
Saglik Bilimleri Enstitiisii, 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 ¢aligmalarda yazigma adresi olarak
yazarlardan sadece birinin adi/soyadi, adresi ve e-posta adresi ca-
lismanin sonunda belirtilmelidir.

7. Latince cins ve tiir isimleri italik yazi tipi ile yazilmalidir. Tiim
olgiiler SI (Systeme Internationale)’ye gore verilmelidir.

8. Dergide yayimlanmak iizere gonderilen makaleler tiim yazarlar
tarafindan imzalanan “Yaym Hakki Devri Sozlesmesi” ve basvu-
ruya iliskin bir dilekge ile birlikte gonderilmelidir. Yayimlanmasi
uygun goriilen ¢aligmalar, istendiginde Yayim Komitesi’nin basima
iliskin karar1, yazar(lar)ina bildirilir.

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

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

11. Uriinlerin ticari adlan ile karsilastirilmalarina yénelik aragtir-
malar derginin ilgi kapsami digindadir.

12. Arastirmaya konu olan maddelerin ve iriinlerin ticari adlar
kullanilmamalidir.

13. Sayet varsa aragtirmanin desteklendigi kurum adi ve proje nu-
marasi 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 Republic of
Turkey Ministry of Food, Agriculture and Livestock, Directorate 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, 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 Vebast 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 trademarks 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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Laboratuvar fare, sican ve kobaylarinda diski bakisi ile helmintlerin
arastirilmasi

Yunus Emre BEYHAN!, Aysegiil Taylan OZKAN?Z, Tayfun iDE?

! Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu Ulusal Parazitoloji Referans Merkez Laboratuvari, Ankara
2 Hitit Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Corum
3 Giilhane Askeri Tip Akademisi Arastirma Gelistirme Merkezi Baskanligi, Ankara

Gelis Tarihi / Received: 24.06.2013, Kabul Tarihi / Accepted: 28.11.2013

Ozet: Laboratuvar fare, sigan ve kobaylarinda helmint enfeksiyonlarinin yayginligimi tespit etmek amaciyla diski 6rnek-
leri yiizdiirme yontemiyle incelenmistir. Calisma 536 Sprag-Dawley, 265 Wistar Albino, 48 Long-Evans olmak iizere
toplam 849 sigan (Rattus norvegicus), 283 Balb/c fare (Mus musculus) ve 74 kobay (Cavia porcellus) tizerinde yiirii-
tiilmiistiir. Sigan kafeslerinin %87,10’u ve fare kafeslerin %100’i enfekte bulunurken kobaylarda herhangi bir parazite
rastlanmamustir. Sicanlarda Aspiculuris tetraptera, Syphacia muris, Hymenolepis nana ve Trichosomoides crassicauda,
farelerde de A.tetraptera, Syphacia obvelata ve H.nana bulunmustur. Erkek sican kafeslerinde genel enfeksiyon orant
%79.,41 (54/68) bulunurken disi kafeslerinde %93,10 (81/87) olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligma Tiirkiye’de Long-
Evans sicanlarda yapilan ilk parazitolojik arastirmadir.

Anahtar kelimeler: Aspiculuris, Hymenolepis, Laboratuvar hayvanlari, Syphacia, Trichosomoides.

Investigation of helminths in laboratory mice, rat and guinea pigs by stool examination

Summary: Stool samples were examined by flotation method for determining the prevelance of helmint infections
in laboratory mice, rats and guinea pigs. Study was carried out on 536 Sprag-Dawley, 265 Wistar Albino, 48 Long-
Evans a total of 849 rats (Rattus norvegicus), 283 Balb/c mice (Mus musculus) and 74 guinea pigs (Cavia porcellus).
While 87.10 %of rat cages and 100% of mice cages were found infected, any parasites weren’t observed in guinea
pigs. Aspiculuris tetraptera, Syphacia muris, Hymenolepis nana and Trichosomoides crassicauda were found in rats,
A.tetraptera, Syphacia obvelata and H.nana in mice as well. The infection rate was 79.95% (295/369) in male rats and
92.92% in females (446/480). This study is the first parasitological research, which is done in Long-Evans rats in Turkey.

Arastirma Makalesi / Research Article

Key words: Aspiculuris, Hymenolepis, Laboratory animals, Syphacia, Trichosomoides.

Giris

Tip, veteriner ve biyoloji alanlarinda yapilan bilim-
sel aragtirmalarda ¢ogunlukla fare, sigan, kobay ve
tavsan gibi laboratuvar hayvanlar kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alisma sonuglarinin giivenirliligi, bu hay-
vanlarin bakim, beslenme ve yasam kosullariyla
oldugu kadar saglik durumlartyla da yakindan ilig-
kilidir [12].

Parazitle enfekte hayvanlarin immiinolojik ve
fizyolojik durumu degisebilmekte, ayrica bazi pa-
razitler zoonoz karakter gosterdiklerinden arastir-
mac1 ve hayvan bakicilari i¢in risk olusturmaktadir
[7,9,14]. Yaygin goriilen bazi parazitlerin saglikli
hayvanlarda bulunmasinin 6nemli bir etki yapmadi-
&1, ancak bir tiirle olugan agir enfeksiyonlarda veya
birkag tiirden ileri gelen karisik enfeksiyonlarda de-

ney sonuglarmin etkilenebilecegi belirtilmektedir
Bu yiizden deneysel ¢alismalarda kullanilacak labo-
ratuvar hayvanlarinin parazit tasitmamasi istenmek-
tedir [1,2,13-15].

Laboratuvar hayvanlarinin kendilerine 6zgii
parazitleri bulunmaktadir. Bu hayvanlarda birgok
parazit tliri bulunmasma karsin Aspiculuris tet-
raptera, Syphacia obvelata, S.muris, Hymenolepis
nana, H.diminuta ve Trichosomoides crassicauda
daha yaygin olarak goriilmektedir. Bu parazitler ge-
nel olarak klinik belirti gdstermemekte ancak diisiik
hijyen sartlarinda, diger enfeksiyonlarla birlikte ya
da sayica fazla olduklarinda semptomlar ortaya ¢ik-
maktadir [1,2,12,13].

Bu ¢aligmada Giilhane Askeri Tip Akademisi
Deney Hayvanlar1 Kismi laboratuvar fare, sican ve
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kobaylarinda bulunan paraziter etkenler ve yaygin-
liklar aragtirilmastir.

Materyal ve Metot

Bu calisma Ekim 2011-Haziran 2012 tarihleri
arasinda Giilhane Askeri Tip Akademisi Deney
Hayvanlart Kismi’nda yapilmistir. Konvansiyonel
iiretimi yapilan hayvanlar kafeslerde farkli sayilar-
da gruplar halinde barindirildig1 igin toplam 155 si-
can (91 Sprag-Dawley, 53 Wistar Albino, 11 Long-
Evans), 17 Balb/c fare ve 16 kobay kafesinden digki
ornegi alinmistir. Arastirma 536 Sprag-Dawley, 265
Wistar Albino, 48 Long-Evans olmak tizere toplam
849 sican (Rattus norvegicus), 283 Balb/c fare (Mus
musculus) ve 74 kobay (Cavia porcellus) iizerin-
de yapilmustir. Bunlarin 704 (%58,37)1 disi, 502
(%41,63)’si erkektir (Tablo 1).

Tablo 1. Calismaya alinan toplam hayvan sayis1 ve cin-
siyet durumlart

Hayvan Erkek Disi Toplam
Sprag-Dawley 254 282 536
Wistar Albino 95 170 265
Long-Evans 28 20 48
Fare 91 192 283
Kobay 34 40 74
Toplam 502 (%41,63) 704 (%58,37) 1206

Kafesin her bolgesinden esit miktarda digk:
Ornegi temiz bir pens yardimiyla kaplara alinarak

lizerine gruba ait bilgiler ve numarasi1 yazilmistir.
Alinan digki ornekleri bekletilmeden Fiilleborn
doymus tuzlu su yiizdiirme yontemiyle incelenmis
ve bulunan parazit yumurtalar1 ilgili literatiirlere
gore teshis edilmistir [1,2,6,12].

Hayvanlarin cinsiyeti ve genel enfeksiyon ora-
n1 arasindaki iligkinin istatiksel analizi igin ki kare
testi kullanilmistir.

Bulgular

Diski bakist yapilan 155 sican kafesinin 135
(%87,10)’inde, 17 fare kafesinin ise tamaminda
(%100) bir veya birden fazla parazit tiirii tespit edil-
mistir (Tablo2-3). Kobay kafeslerinde ise herhangi
bir paraziter etkene rastlanmamustir.

Wistar Albino’larim %88,68 (47/53)’i, Sprag-
Dawley’lerin %87,91 (80/91)’i ve Long-Evans’larin
%72,73 (8/11)’1 enfekte bulunmustur. Bu sican ka-
feslerinin 55 (%35,48)’inde A.tetraptera ve S.muris
birlikte, 37 (%23,87)’sinde yalniz S.muris, 35
(%22,58)’inde yalmz A.tetraptera, 5 (%3,23)’inde
A.tetraptera, S.muris ve H.nana, 2 (%1,29)’sinde
A.tetraptera ve T.crassicauda, 1 (%0,65)’inde ise
S.muris ve H.nana birlikte gorilmiistiir.

Erkek sicanlarda genel enfeksiyon oran1 %79,41
(54/68) bulunurken disilerde %93,10 (81/87) olarak
tespit edilmistir (Tablo 2). Ki kare testi ile si¢anlarin
cinsiyeti ve genel enfeksiyon orani arasinda anlaml
fark bulunmus (p<0.05), disilerde parazitlere daha
fazla rastlanilmistur.

Tablo 2. Sicanlarda kafeslere

giire tespit edilen helmintler Parazit Erkek Kafesi Disi Kafesi Toplam

ve cinsiyete gore dagilimi A.tetraptera + S.muris 24 31 55 (%35,48)
S.muris 15 22 37 (%23,87)
A.tetraptera 12 23 35 (%22,58)
A.tetraptera + S.muris + H.nana 2 3 5 (%3,23)
A.tetraptera + T.crassicauda - 2 2 (%1,29)
S.muris + H.nana 1 - 1 (%0,65)
Negatif (-) 14 6 20 (%12,90)
Toplam 68 87 155

Incelenen disi ve erkek fare kafeslerinin tamami  A.tetraptera  ve  S.obvelata, %11,77’sinde

(%100) enfekte bulunurken bunlarn %82,35’inde

A.tetraptera, S.obvelata ve H.nana, %5,88’inde ise
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yalniz A.tetraptera gorilmiistiir. S.muris enfeksiyo-
nuna ise rastlanilmamistir (Tablo 3). Ki kare testi ile

farelerin cinsiyeti ve enfeksiyon arasinda anlaml
bir fark bulunmamustir (p>0.05).

Tablo 3. Fare kafeslerinde

. . ; Parazit Erkek Kafesi Disi Kafesi Toplam
tespit edilen helmintler ve
cinsiyete gore dagilimi. A.tetraptera + S.obvelata 3 11 14 (%82,35)
A.tetraptera + S.obvelata + H.nana 2 - 2 (%I11,77)
A.tetraptera - 1 1 (%5,88)
Toplam 6 11 17

Tartisma ve Sonug¢

Yapilan deneysel arastirma sonuglarindan dogru
veriler alinmasinin parametrelerinden biri de kul-
lanilan deney hayvanlariin saglikli olmasidir. Bu
ylizden deneysel ¢alismalarda kullanilacak labora-
tuvar hayvanlarmin parazit tagimamasi istenmekte-
dir [2,7,15].

Paraziter hastaliklar genelde belirgin klinik be-
lirtiler olusturmazken, diisiik hijyen sartlarinda ve
diger enfeksiyonlarla birlikte olduklarinda semp-
tomlar ortaya ¢ikmaktadir. Bagka bir ifadeyle para-
zitlerle enfekte hayvanlarin diger enfeksiyonlart da
tagidigindan stiphelenilir [13,14].

Tiirkiye’de [4-6,15] ve farkli {lkelerde
[3,8,10,11] deney hayvanlarinin paraziter hastalik-
lariyla ilgili bazi arastirmalar bulunmakla birlikte
alman sonuglar birbirinden farklilik géstermektedir.

Farelerde yapilan g¢alismalarda Samsun’da
[4] S.muris %100, S.obvelata %46,4 oraninda bu-
lunurken, Bursa’da [15] S.obvelata %10,72 ora-
ninda tespit edilmis ve S.muris’e rastlanmamistir.
Brezilya’da 116 fare iizerinde yapilan arastirmada
S.obvelata yaygmligt %91,5 oraninda tespit edil-
mistir [3]. Bu calismada da Bazzano ve ark. [3]'nin
calismalarina paralel olarak S.obvelata farelerin
biliyiik bir kisminda (%94,12) goriilmiig, ayrica
S.muris’e de rastlanilmamistir. Bizim bulgularimiz
Burgu ve ark. [2]’nin S.obvelata farelerin, S.muris
ise siganlarin paraziti oldugu diisiincesini destekle-
mektedir. Beyhan ve ark. [4] farelerde cestodlardan
yalnizca H.diminuta’y1 (%17,9), Senlik ve ark. [15]
ise yalmiz H.nana’y1 (%15,45) tespit etmislerdir.
Bu calismada da Senlik ve ark. [15] nin tespit ettigi
gibi cestodlardan yalmz H.nana’ya (%11,77) rast-
lanmistir. Farelerde A.tetraptera’y1 Beyhan ve ark.
[4] %53,6; Senlik ve ark. [15] %79,18, Cheng ve
Xinmei [8] %21,9 ve Gudissa ve ark. [10] %27,15

oraninda bulmuslardir. Bu c¢alismada ise farelerin
tiimiinde A.fetraptera’ya (%100) rastlanilmasi, pa-
razitin bu hayvanlarda S.obvelata kadar yaygin ol-
dugunu gostermektedir.

Tiirkiye’de siganlarda yapilan c¢alismalarin
¢ogunda [4-6] oldugu gibi (%25-100) S.muris bu
calismada da olduk¢a yaygin (%63,49) olarak bu-
lunmus, S.obvelata’ya da rastlanilmamistir. Yine
bir ¢ok c¢alismanin [4,6,10,16] verilerine paralel
olarak H.nana ile az miktarda (%3,88) karsilasil-
mis, Beyhan ve ark. [4] ve Burgu ve ark. [6]'nin
aksine H.diminuta’ya rastlanilmamistir. Bununla
birlikte Banglades’te yapilan bir ¢calismada sican-
larda H.nana ve H.diminuta enfeksiyonlar sira-
styla %56,25 ve %065,11 oranlarinda bulunmustur
[11]. Bir¢ok calismada [4,5,11,15,16] sicanlarda
A.tetraptera tespit edilmemis fakat bu calismada
parazite yiiksek oranda (%62,88) rastlaniimistir.
Bulunan oranlardaki farkliliklar, yapilan caligma-
larin sayica az olmasindan ve hijyen kosullarinda-
ki degisiklikten kaynaklandigi diisiinilmektedir.
T crassicauda idrar kesesinde yasamakta ve yumur-
talarimi idrarla disar1 atmaktadir. Laboratuvar hay-
vanlarmin idrar1 kafeslerdeki digkiya karistigindan
diskida da bu parazitin yumurtalarina rastlanmakta-
dir. Sicanlarda T crassicauda enfeksiyonunu Burgu
ve ark. [6] Ankara’da %2,3-31,4 oranlarinda tespit
etmislerdir. Parazite bu calismadan (%1,29) daha
yiliksek oranda rastlanmasi calismanin hem digki
bakis1 hem de otopsi sonuglarini igermesinden kay-
naklandig1 diigiiniilmektedir.

Bu c¢alismada laboratuvar hayvanlarinda para-
ziter etkenlerin yaygin olarak bulundugu goriilmiis-
tiir. Bilimsel arastirmalarda kullanilacak deney hay-
vanlarmin bagirsak parazitleri yoniinden incelen-
mesi, hem arastirma yonteminin duyarliligi hem de
aragtirmacinin sagligi agisindan dnemlidir. Enfekte
oldugu tespit edilen hayvanlar deneyi etkilemeye-
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cek durumdaysa tedavi edilmelidir. Aksi takdirde
bu tip hayvanlar calisma grubundan ¢ikarilmalidir.
Laboratuvar hayvanlarin yetistirildigi alanlarda hij-
yen kosullarina dikkat edilmeli ve belirli araliklarla
parazitolojik muayeneleri yapilmalidir. Bu arastir-
manin bitimiyle birlikte uygun antiparaziterler ile
periyodik ilaglamalara baglanmustir.
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Investigation of blood and milk lactoferrin concentrations in lactating ewes
with subclinical mastitis
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Summary: The aim of the present study was to determine the availability of blood and milk lactoferrin concentrations
in the diagnosis of subclinical mastitis in lactating Karayaka ewes. The milk samples obtained from 43 mid-lactating
Karayaka ewes, aged between 2 and 3, were examined by California Mastitis Test (CMT) and somatic cell count (SCC)
methods. Animals (n=23) had positive CMT score and SCC between 300.000-1.000.000 cells/ml were defined as sub-
clinical mastitis group, whereas ewes with CMT negative and SCC between 100.000-200.000 cells/ml were described
as control (healthy) group. The serum were obtained from blood and milk samples of ewes and ELISA was performed to
detect blood and milk lactoferrin concentrations. The mean blood lactoferrin concentrations in subclinical mastitis group
and control group were 0.90+0.08 pg/ml and 0.85+0.08 pg/ml, respectively, however the difference was not significant
(p>0.05). The mean milk lactoferrin concentrations in ewes with subclinical mastitis and healthy ewes was 23.98+3.45
pg/ml and 16.84+1.29 pg/ml, respectively (p<0.01). Consequently, it is suggested that the concentration of milk lacto-
ferrin might be a useful marker in the diagnosis of ewes with subclinical mastitis.

Key words: Lactoferrin, mid-lactation, milk, ewe, subclinical mastitis.

Laktasyon periyodundaki subklinik mastitisli koyunlarda kan ve siit laktoferrin
konsantrasyonlarinin arastirilmasi

Ozet: Bu galigmada, laktasyon periyodundaki subklinik mastitisli ve saglikli Karayaka 1rk1 koyunlarda siit ve kan se-
rumlarinda laktoferrin konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaglandi. Arastirmada, ortalama 2-3 yaslarinda ve laktas-
yonlarinin orta doneminde bulunan Karayaka irki koyunlar, Kaliforniya mastitis test ve siitte somatik hiicre sayimi1
yontemleri ile subklinik mastitis yoniinden incelendi. Siitleri Kaliforniya mastitis test pozitif ve somatik hiicre sayimi
300.000-1.000.000 olan 23 adet koyun subklinik mastitis grubunu, Kaliforniya mastitis test negatif ve somatik hiicre
sayim1 <300.000 olan 20 adet koyun ise kontrol grubunu olusturdu. Ineklerden kan ve siit drnekleri almarak serumla-
11 ¢ikarildi. Koyunlarin kan ve siit serumlarinda laktoferrin 6l¢iimleri ELISA test kitleri kullanilarak gerceklestirildi.
Subklinik mastitisli ve saglikli koyunlarin serum laktoferrin degisimleri sirasiyla ile 0.90+0.08 pg/ml ve 0.85+0.08 pg/
ml olarak tespit edildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunamadi (p>0.05). Siit serumu laktofer-
rin konsantrasyonlar1 subklinik mastitisli ve kontrol gruplarinda sirastyla 23.98+3.45 pg/ml ve 16.84+1.29 pg/ml olarak
bulundu. Subklinik mastitisli grubun siit serumu laktoferrin diizeylerinin kontrol grubununkine gore istatistiksel olarak
yiiksek oldugu belirlendi (p<0.01). Sonug olarak, koyunlarda siit serumu laktoferrin konsantrasyonunun subklinik mas-
titisin teshisinde faydali bir belirteg olarak kullanilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Koyun, Laktasyon, Laktoferrin, Subklinik mastitis, Siit.

Arastirma Makalesi / Research Article

Introduction

Lactoferrin (LF) is an iron-binding glycoprotein
of the transferrin family present in most biologi-
cal secretions in the organism and it plays a key
role immunity [22]. LF is synthesized from geni-
tal tract and mammary tissue [32] or from neutro-
phils by cell differentiation. It is also secreted by
epithelial cells and can be found in exocrine fluids
(saliva, pancreas, bile juice, gastric juice, lacrima,

semen, bronchial and nasal mucus) as apolactofer-
rin [22,36]. Transferrin is a glycoprotein and found
in plasma for an iron transporter [14].

It is also characterized as a metalloprotein with mo-
lecular mass of 80 kDa [21]. It is well known that
iron binding areas of lactoferrin and transferrin have
the same composition and geometry but have dif-
ferences in molecular structure [5,26]. Lactoferrin’s
capability of binding iron is two times higher than

Yazisma adresi / Correspondence: Cevat Nisbet, Department of Biochemistry, Faculty of Veterinary Medicine, University of
Ondokuz Mayis, Samsun Turkey — E-posta: cevatnisbet@gmail.com



38 Nisbet C et al. Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 24, 37-40, 2013

that of transferrin [1]. The ability to keep iron bound
even at low pH (pH~2) is important, especially at
sites of infection and inflammation where, due to the
metabolic activity of bacteria, the pH may fall under
4.5. In such a situation lactoferrin also binds iron
released from transferrin, which prevents its further
usage for bacterial proliferation [34]. Transferrin
releases its iron at pH 5 [25]. Transferrin releases
iron in low pH environment due to infection and
lactoferrin binds transferrin to prevent bacterial
proliferation [8]. Therefore, lactoferrin concentra-
tion increases during inflammation [17]. It has been
stated that measurement of lactoferrin concentra-
tion in fluids, such as milk, is to be important in the
investigation of mammary gland infections [10].
Since lactoferrin has antimicrobial [21], antifungal,
antiparasitic [34], antiviral [22], immun-modulator
and antineoplastic activities, evaluation of its con-
centrations in pathological conditions was proved to
be an important tool in the diagnosis of the presence
of infection [32, 35]. It is well known that mastitis is
one of the main diseases that causes economic loss
in dairy industries, as it alters physical and chemi-
cal composition of milk [23, 33]. Moreover, it is
already described that the incidence of clinical mas-
titis was 5%, while subclinical mastitis was 5-30%
in small ruminants [7,13] hence, early diagnosis of
subclinical mastitis is of particular importance to
preclude contamination and economic loss [15,30].
Therefore, the study was designed to blood and/or
milk lactoferrin concentrations as an indicator in di-
agnosis of subclinical mastitis in lactating Karayaka
ewes.

Material and Method

A total of 43 Karayaka ewes in mid-lactation pe-
riod, aged between 2 and 3 were used in the study.
One hundred fifty ewes were investigated in private
farms in Tekkekoy, Samsun province, Turkey. Milk
samples from each quarter were tested by California
mastitis test (CMT) [29]. For this purpose, fresh
milk sample obtained from each quarter was mixed
with CMT reagent in the CMT test plate and gen-
tly rotated, gel formation and differentiation of the
colour were investigated. CMT results were scored
as negative (0), weak positive (+1), distinct posi-
tive (+2) and strong positive (+3). CMT positive
or negative udder halves of ewes were recorded. In
order to confirm CMT results microscopic meth-

od of somatic cell count (SCC) was performed.
After SCC analysis [19], 20 ewes with negative
CMT results and SCC between 100.000-200.000
cell/ml were included in the control group and 23
ewes with CMT positive results and SCC between
300.000-1.000.000 were included in subclinical
mastitis group. Blood samples were collected from
the jugular vein of each ewe into vaccunated tubes
and centrifuged at 3000 rpm to separate serum. Ten
ml quarter milk samples were centrifuged at 14.000
rpm for 15 minutes. After removal of lipid layer
and sediment, casein was precipitated by acetic
acid (0.1 M) reducing pH into 4.5 using pH meter.
The extract centrifuged at 25.000 rpm, +2°C for 30
minutes to remove casein completely and to obtain
approximately 2 ml of clear milk serum [37]. Blood
and milk LF were measured by Bovine Lactoferrin
ELISA test kits (Alpha Diagnostic International,
8090, USA) using ELISA reader (Digital and an-
alog systems, Das, 2004, ITALY). In the present
study bovine ELISA kit was used since amino acid
composition of both ovine and bovine lactoferrins
show that %80 of homology [9]. All steps were per-
formed at room temperature. After each reagent ad-
dition, the plate was gently tapped to mix the well
contents prior to beginning incubation. 100 ul of
standards, samples and controls were added each to
pre-determined wells. The plate was tapped gently
to mix reagents and incubated for 60 min. The plate
was washed four times and pat dry on fresh paper
towels. 100 pl of diluted anti-bovine lactoferrin-
HRP conjugate were added to each well and incu-
bated for 30 min. The plate was washed five times.
100 pl tetramethylbenzidine (TMB) liquid substrate
was added to each well and incubated for 15 min in
the dark place. 100 pl of stop solution was added to
each well. Absorbance of the entire plate was read
at 450 nm using a single wavelength within 30 min
after addition of stop solution. Significances of dif-
ferences were analysed by Student t test [28]. Data
of the groups are presented as meant+StD. A value
of p<0.05 was considered as statistically significant
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Findings

The mean blood and milk lactoferrin concentrations
in healthy ewes (n=20) and ewes with subclinical
mastitis (n=23) are shown in Table 1. Accordingly,
the mean milk lactoferrin concentrations was
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16.84+1.29 pg/ml in control group, while it was
23.98+3.45 pg/ml in ewes with subclinical mastitis
(p<0.01). However, the mean blood lactoferrin con-

centrations in healthy ewes and ewes with subclini-
cal mastitis were 0.85+0.08 and 0.90+0.08 pg/ml,
respectively (p>0.05).

Table 1. The mean blood

Control group (n=20) Subclinical mastitis group (n=23) Significance

and milk lactoferrin con-
centrations (pg/ml) in
healthy ewes and ewes

Blood LF
Milk LF

0.85+0.08
16.84 £ 1.29

0.90 +0.08
23.98 £3.45

p>0.05
p<0.01

with subclinical mastitis
(mean+StD).

Discussion and Conclusion

Mastitis reduces not only the milk yield but also al-
ters the chemical composition of the milk, hence it
is a major problem for dairy industry. Clinical mas-
titis can be defined with the symptoms of the teat,
udder and macroscopic changes in milk composi-
tion, whereas laboratory analysis is needed to diag-
nose subclinical mastitis [20]. After the beginning
of inflamation in the mammary gland, polimorpho-
nuclear cells pass through the endothelial cells to
the inflammation site, therefore SCC, widely used
method, is a quick and effective method in the de-
termination of subclinical mastitis [2]. Moreover,
CMT is also a reliable method to detect subclini-
cal mastitis in ewes in veterinary practice [20]. In
the present study, the CMT score was negative in
healthy ewes and positive in ewes with subclinical
mastitis, respectively. SCC<300.000 was evalu-
ated as CMT negative in a healthy group and SCC
300.000 to 1.000.000 was evaluated as CMT+1 in a
subclinical mastitis group. These results are consis-
tent with the results of other studies [11,19].

LF is known to contribute to specific defense
mechanisms of mammary gland in subclinical mas-
titis [6]. Therefore, it has been indicated that the
measurement of milk lactoferrin concentration may
be a useful method in the diagnosis of subclinical
mastitis [12,31]. Moreover, a strong relationship has
been reported between milk LF levels and SCC [16].
It was detected that milk LF and somatic cell count
increased concurrently in both natural and experi-
mental mastitis of goats compared to healthy ones
[10]. The range of LF concentration is reported to
be wide that is between 31.78-485.63 mg in healthy
animals related to lactation periods and increases in
inflammation [12]. Blood and milk LF concentra-
tions were stated to be stable during lactation period

in the Ankara goat [4]. Kawai et al. [18] detected
that milk LF concentration was higher in cows with
clinical mastitis than cows with subclinical masti-
tis. In this study, the results revealed that milk LF
concentrations in ewes with subclinical mastitis
was higher than those in healthy ewes (p<0.01)
(Table 1). Similarly, Hagiwara et al. [16] reported
that cows with subclinical mastitis had higher milk
LF concentrations as compared to healthy cows
(2.23+0.39, 2.70+0.39). Al-Majali et al. [3] reported
that concentration of milk lactoferrin from mastitic
camels (3.8 £ 0.67) was significantly higher than
that in normal camels (2.65 + 0.88).

The circulating blood LF concentrations is nor-
mally very low; but it might increase due to LF se-
creted from the mammary gland endometrium and
decidua during the pregnancy [24,27] due to neu-
trophil activation [8,17]. Indeed, the similar blood
LF concentrations in both groups as shown in the
results of the study suggested that the concentra-
tions of blood LF might not be effected by the local
defense of mammary gland. Moreover, it is predict-
able that the subclinical mastitis does not lead to a
systemic infection, since it is a local inflammation
and blood LF concentration does not increase.

In conclusion, based on the findings of the
study, it is suggested that the determination of milk
LF concentration is more reliable than blood LF
concentration. Moreover, the milk LF concentration
might be used in the diagnosis of subclinical mas-
titis in ewe.
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Real-Time PCR teknigi ile cesitli et iiriinlerinde tavuk ve sigir eti oranlarinin

kantitatif tayini*
Yildiz AYAZ', Naim Deniz AYAZ?, Mihriban AKSOY', Yusuf Ziya KAPLAN!
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Ozet: Et iiriinleri tiretiminde kullamilan et tiirlerinin tiir bazinda ve oransal olarak dogru belirlenmesi tiiketicinin alda-
tilmasinin 6nlenmesi, halk sagliginin korunmasi ve iireticiler arasi haksiz rekabetin 6nlenmesi agisindan biiyiik 6nem
tagimaktadir. Yapilan bu ¢alismada, hem tiir analizi hem de kantitatif analiz yapabildigi iiretici firma tarafindan ifade
edilen SureFood Animal QUANT Beef ve SureFood Animal QUANT Chicken real- time PCR kitleri kullanilmstir.
Caligmada deneysel olarak belirli oranlarda (%10 s181r eti + %90 tavuk eti, %20 si181r eti + %80 tavuk eti, %30 sig1r eti +
%70 tavuk eti, %50 s1g1r eti + %50 tavuk eti, %20 tavuk eti + %80 s181r eti, %30 tavuk eti + %70 si18ir eti olmak iizere)
sigir eti + tavuk eti karisimlarinin yani sira farkli oranlarda sigir ve tavuk etinden hazirlanmus et tiriinleri (salam, sosis ve
sucuk) test materyali olarak kullanilmigtir. Et karigimlarindan ve et iiriinlerinden DNA ekstraksiyon islemleri SureFood
Prep Animal DNA ekstraksiyon kiti (Congen S 1003, Berlin, Almanya) ile yapilmistir. DNA ekstraksiyonunu takiben
Real-Time PCR teknigi ile et oranlari tayin edilmeye ¢alisilmistir. PCR analizleri Light Cycler-2 (Roche) cihazinda ger-
ceklestirilmistir. Calisma sonuglaria gore, kullanilan SureFood Animal QUANT Beef and SureFood Animal QUANT
Chicken real-time PCR Kkitlerinin deneysel olarak farkli oranlarda sigir ve tavuk etinden hazirlanmis et karigimlari ile
yine ¢esitli sigir ve tavuk eti karisimlarindan yapilan salam, sosis ve sucuk orneklerinde sigir ve tavuk eti oranlarmi
kantitatif olarak dogru tespit edemedigi ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Et iiriinleri, et tiirleri, kantitatif analiz, Real-Time PCR.

Quantitative detection of chicken and beef meat from meat products by Real-Time PCR

Summary: Quantitative detection of meat species that are used in production of meat products has a great importance
for preventing consumers from adulteration, protection of public health and prevention of unfair competition between
producers. In this study, SureFood Animal QUANT Beef and SureFood Animal QUANT Chicken real-time PCR kits
were used to detect meat species quantitatively. For this purpose, various proportions (10% bovine + 90% chicken, 20%
bovine + 80% chicken, 30% bovine + 70% chicken, 50% bovine + 50% chicken, 80% bovine + 20% chicken, 70% bo-
vine + 30% chicken) of bovine and chicken meat mixtures and meat products (salami, sausage and sucuk from different
bovine + chicken meat) were experimentally prepared. After DNA extraction process of these meat mixtures and prod-
ucts, Real-Time PCR technique was used for the quantitative detection of meat species. SureFood Prep Animal DNA
extraction kit (Congen S 1003, Berlin, Germany) was used for the extraction of DNA from mixtures. PCR analyses were
carried out with Light Cycler-2 (Roche, Germany). According to the real-time PCR results, SureFood Animal QUANT
Beef and SureFood Animal QUANT Chicken kits were not able to detect the rates of meat species in meat mixtures (beef
and chicken) and meat products (salami, sausage and sucuk) accurately.

Key words: Meat products, meat species, quantitative detection. Real-Time PCR.

Giris

Cesitli et karisimlar ve et liriinlerinde kullanilan et
tiirleri (sig1r eti, at, esek eti, domuz eti, tavuk, hin-
di eti vb.) AGID, ELISA, RT PCR ve Real-Time
PCR metotlar1 ile teshis edilebilmektedir. Tiirk
Gida Kodeksi Et Uriinleri Tebligi madde 4/a) “Et;
sigir, manda, koyun, kegi gibi biiyiik ve kiiciikbag

hayvanlar; tavuk, hindi, kaz, rdek, be¢ tavugu gibi
evcil kanatli hayvanlar ile tavsan ve domuzdan elde
edilen, insan tiikketimine uygun olan tiim parcalar”
olarak tanimlanmistir. Kodeks 2000 yilina kadar sa-
lam, sosis, sucuk gibi et {irlinlerinde sigir eti ile ka-
risik olarak tavuk eti kullanimina izin vermemistir.
Ancak Tirk Gida Kodeksi 2000/4 no’lu tebliginde
et Uriinlerinde sigir eti + tavuk eti kullanimina izin

Yazisma adresi / Correspondence: Yildiz Ayaz, Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii, Gida Kontrol Laboratuari, Etlik,
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vermistir. Tlirk Gida Kodeksi 2000/4 tebligi madde
12/ b ye gore “Et iiriinlerinin elde edildigi et tiirii
karisim s6z konusu ise iirtin adinin hemen yanina
en az 12 puntoluk biiytikliikte {iretimde kullanilan
her et tiirliniin yiizdesi yazilacaktir.” kosulu getir-
mistir. Laboratuvarlarimizda kullanilan presipitan
serumlar, ELISA kitleri, primerler veya kalitatif kit-
ler degisik hayvan tiirlerinden elde edilen ve et kari-
simlarinda kullanilan etlerin oranlarini tespit etmek
icin yeterli degildir. Bu nedenle Kodekste sigir eti,
koyun eti vb. kullanimina izin verilen etlere tavuk
eti katilarak {iretilen et tirinlerinde tavuk eti oranini
saptamak olanaksizdir.

Yapilan bu ¢aligmada son yillarda yurt diginda
tiretilerek tanitimi yapilan, hem tiir analizi hem de
kantitatif analiz yapabilen Real-Time PCR kiti kul-
lanilarak bu sorun agilmaya calisilmistr.

Sigir eti ve tavuk eti karisimlarindan yapilan Et
Uriinlerinde (salam, sucuk, sosis vb.) tavuk etinin
yliksek oranda kullanilmasi {iriiniin maliyet fiyatini
disiiriirken raf dmriinde kisalmaya neden olmakta
iiriiniin tad, koku, aroma ve yap1 kalitesini bozmak-
tadir. Ayrica tavuk eti sigir etine oranla Salmonella
spp. yoniinden daha biiyiik bir risk tagimaktadir.
Et iirlinlerinde kullanilan et karigimlarinda et tiirti
oranlar etikette dogru olarak belirtilmedigi taktir-
de tiiketicinin kandirilmasinin yani sira iireticiler
arasinda da etik calisanlarin aleyhine olarak hak-
s1z rekabete neden olmaktadir. Laboratuvarlarda et
iiriinlerinde kullanilan et oranlarinin miktar tespit
edilmedigini bilen bir kisim iireticiler bu bosluktan
yararlanarak iiriin etiketinde sigir eti oranini oldu-
gundan yiiksek, tavuk eti oranin1 da oldugundan
daha diisiik gosterebilmektedir. Laboratuarlarda et
iiriinlerinde kullanilan hayvan tiirlerinin tiir bazinda
ve oransal olarak dogru belirlenmesi tiiketicinin al-
datilmasinin 6nlenmesi, halk sagliginin korunmasi
ve Ureticiler arasi haksiz rekabetin énlenmesi agi-
sindan biiylik nem tagimaktadir.

Et {irtinlerine diisiik degerli et tiirlerinin karigti-
rilmasi, ekonomik, dini ve saglik yoniinden énemli
oldugu kadar et ve et {liriinleri iiretiminde kullanilan
et tlirlerinin tespiti ve kantitasyonu tirliniin mevzu-
ata uygunlugunun kontrolii gida hijyeni, gida kont-
rolii, gida kodeksi ve veteriner adli tip agisindan
biiyiik 6neme sahiptir.

Bu galigma et iiriinlerinde sigir eti ve tavuk eti
oranlarin1 Real-Time PCR teknigi ile kantitatif ola-
rak test etmek amaci ile yapilmistir.

Kanatli eti ve sigir eti karisimindan yapilan et
iriinleri 6rnekleri:

Materyal ve Metot

Bu ¢alismada ¢esitli ulusal firmalar tarafindan iireti-
len, etiketlerinde tavuk eti ve sigir eti karisimindan
yapildig: belirtilen 30 sosis, 30 salam ve 30 sucuk
olmak tizere toplam 90 adet et iiriiniindeki sigir eti
ve tavuk eti oranlar1 Real-time PCR teknigi ile kan-
titatif olarak test edilmesi planlanmistir.

Metot validasyonu ig¢in belirli oranlarda:
%10 s1g1r eti + %90 tavuk eti
%20 s181r eti + %80 tavuk eti
%30 s1g1r eti + %70 tavuk eti
%50 s1g1r eti + %50 tavuk eti
%20 tavuk et i+ %80 s18ir eti,

%30 tavuk eti + %70 sigir eti karisimlart ha-
zirlanarak bu karigimlarda DNA ekstraksiyonu isle-
mini takiben Real-Time PCR teknigi ile et oranlari
tayin edilmeye calisilmistir

Deneme c¢alismalarinda kullanilmak amaciyla
0zel bir firmaya tavuk eti ve s1g1r eti karigimi orani

%50 Si1gir eti + %50 Tavuk eti
%70 Si1gir eti + %30 Tavuk eti

%80 Sigir eti + %30 Tavuk eti olan sosis, salam
ve sucuk ornekleri yaptirilmistir.

Calismada laboratuvarda hazirlanan, bilinen
orandaki sigir eti ve tavuk etinden olusan et kari-
stmlar1 ve belirli oranlarda sigir eti ve tavuk eti ka-
ristmindan yaptirilan sucuk, sosis ve salam iiriinle-
rinden toplam hayvansal et DNA orani ile sigir ve
tavuk eti DNA orani karsilagtirilarak iiriindeki sigir
eti ve tavuk eti oranini belirlemek amaciyla Real-
time PCR teknigi kullanilmistir. Analiz; 6rneklerin
hazirlanmasi, DNA ekstraksiyonu, Real-time PCR
reaksiyon karisimlarinin hazirlanmasi, cihaza yiik-
leme yapilmasi ve Real Time PCR iglemini takiben
sonuglarin bilgisayarda degerlendirilmesi agamala-
rindan olusmustur.

Calismalar Kurumumuz Kanatli Hastaliklar:
Teshis Laboratuvarinda bulunan Roche marka Light
Cycler-2 cihazinda gergeklestirilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi ve DNA ekstraksiyonu:
Et karigimlarindan ve et iriinlerinden DNA eks-
traksiyonu amaciyla SureFood Prep Animal DNA
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ekstraksiyon kiti (Congen S 1003, Berlin, Almanya)
kullanilmastur.

SureFood Prep Animal DNA ekstraksiyon kiti
manueline gore Orneklerden DNA ekstraksiyonu
yapildi. Mekanik olarak homojenize edilen et Or-
neginden 40 mg 1.5 ml’lik eppendorf tiipiinde tar-
tilarak alind1 ve iizerine 400 pl Lysis buffer (Kit
kod L) ve 40 pl Proteinaz K (Kit kod K) eklendi.
Vortekslenerek homojenize edilen 6rnek benmaride
calkalanarak ve sik sik vortexlenerek 52°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipler
12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve siiperna-
tant bagka bir 1.5 ml’lik eppendorf tiipline aktarildi.
Siipernatant 200 pl Binding buffer (Kit kod B) ile
siispanse edilerek vortekslendi. Karigim spin filtre-
den (Kit kod S) gegirilerek yeni bir tiipe (Kit kod
R) filtre edildikten sonra 1 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi ve 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Filtrat atild1 ve spin filtre tekrar bagka tiipe
yerlestirildi. Spin filtreden 550 pul yikama soliisyo-
nu (Kit kod W) gegirildi ve 12.000 rpm’de 2 dakika
santriflij edildi. Bu sekilde filtre yikama soliisyo-
nundan arindirildi. Ayni sekilde yikama islemi bir
kez daha tekrarlandi. Filtrat atildiktan sonra spin
filtre tekrar tiipe yerlestirildi ve kurutma islemi i¢in
12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij is-
leminin ardindan filtreler yeni bir tiipe (Kit kod R)
yerlestirildi ve iizerine 100 pl Eluation buffer (Kit
kod E) eklendi. Tiipler 3 dakika oda sicakliginda in-
kiibe edildikten sonra 10.000 rpm’de 2 dakika sant-
rifiij edildi. Santrifiij sonras1 filtreler atilarak tiip
icinde DNA’ elde edildi. DNA miktar1 Nano drop
cihazinda 6l¢iildii. Elde edilen extraksiyon PCR i¢in
ayni giin i¢inde kullanilmayacaksa kullanim asama-
sina kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Real-Time PCR analizi: Caligmada SureFood
Animal Real-time PCR kitleri (Congen) kullanilmis
olup Amplikasyon islemi toplam 20.0 pl hacimde
gerceklestirilmistir. Bu kitin manuali izlenerek ya-
pilan calismalarda iiriinde bulunan toplam ete ait
DNA orani ve tespit edilmek istenen hayvan eti tii-
riine 6zgi spesifik DNA orani i¢in Real Time PCR
karigimlart ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Et {iriiniindeki
toplam ete ait DNA miktarini saptarken her bir 6r-
nek i¢in 17 pl Ref reaksiyon karigimi (kod 3), 1.0
ul FDE (kod 5), 0.1 pl Taq polymerase (kod 6) ve
2.0 pl 6rnege veya standartlara ait DNA PCR tiiple-

rinde karigtirildi. Tavuk veya sigir etine 6zgii DNA
miktarinin belirlenmesi i¢in 17 pl hayvan tiirii (sigir
veya tavuk) reaksiyon karigimi (kod 4), 1.0 pl FDE
(kod 5), 0.1 ul Taq polymerase (kod 6) ve 2.0 pl or-
nege veya standartlara ait DNA PCR tiiplerinde ka-
ristirildi. Standart DNA’lar 105, 104, 103, 102, 101
kopya/ul olmak tizere 5 farkl dilusyonda kullanildi.
Real-Time PCR isleminde LightCycler 2.0 (Roche
Diagnostics) cihazi kullanilmis olup sigir eti ve ta-
vuk eti i¢in Kitte verilen programlar uygulanmustir.

Tablo 1. PCR Quant Beef Programi

LightCycler
Initial Denaturation . o
(HOLD) 1 min, 95°C
CYCLES 45
Denaturation 5 sec, 95°C
Annealing 10 sec, 62°C
Extension (CYCLE) 15 sec, 65°C
Temperature
Transition Rate/ 20°C/sec
Ramp Rate

Channel: 530/610 or F1/F2
Fluorescence

Acquisition mode:

Detection Setu, . . .
P Single in extension phase

Tablo 2. PCR Quant Chicken Programi
LightCycler/Rotor-Gene Q

Initial Denaturation

(HOLD) 1 min, 95°C
CYCLES 45
Denaturation 10 sec, 95°C
Annealing/Extension o
(CYCLE) 15 sec, 60°C
Temperature
Transition Rate/ 20°C/sec
Ramp Rate
Channel: 530/610 or F1/F2
Fluorescence

Acquisition mode:

D i . . .
etection Setup Single in extension phase

Standart curve eldesi i¢in kit i¢cinde bulunan stan-
dart DNA TE buffer ile 1/10 oraninda sulandirildik-
tan sonra 10 katlh diliisyonlar1 hazirlandi.
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Tablo 3. Standart DNA Diliisyonlarinin Hazirlanmasi

Standard Dilutions Copy number per pl  Final copy number per reaction
S1 45 ul TE Buffer + 5 pl Standard DNA 100.000 copies 500.000 copies

S2 45 nl TE Buffer + 5 pul DNA of S1 10.000 copies 50.000 copies

S3 45 pl TE Buffer + 5 pl DNA of S2 1000 copies 5000 copies

S4 45 ul TE Buffer + 5 pul DNA of S3 100 copies 500 copies

S5 45 ul TE Buffer + 5 ul DNA of S4 10 copies 50 copies

PCR protokolii sonrasi aranan hayvan tiirtine 6zgii 5

20 Sigir eti + 80 Tavuk eti 29,25
et DNA kopya sayisi toplam et DNA kopya sayi- o )
sina boliiniip 100 ile garpilarak karisik ette aranan 16 Zpll2
ete ait et oran1 bulundu. Diizeltme faktorii olarak K 17 10 Sigir eti + 90 Tavuk eti 27,63
degeri %100 pozitif DNA sayisinn l¢iim sonunda 18 10 Sigur eti + 90 Tavuk eti 34,54
bulunan test sonunda elde edilen degere boliinmesi 19 10 Sigir eti + 90 Tavuk eti 48.46
ile bulundu.
" - " 20 100 Tavuk eti 204
K: %100 pozitif DNA / % Olgiilen pozitif DNA aviieett
21 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 29,9
Bulgular 22 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 76
. . .23 30 Sigir eti + 70 Tavuk eti 100
Laboratuvarda hazirlanan, bilinen orandaki sigir eti %’ . )
ve tavuk etinden olusan et karigimlarinda yapilan 24 30 Sigireti 70 Tavuk eti 900
analizler sonucunda bulunan degerler Tablo 4 de 25 10 Sagir eti + 90 Tavuk eti 33,7
gosterilmistir. 26 10 Sigir eti + 90 Tavuk eti 39,5
Tablo 4. Sure Food ANIMAL QUANT Chicken test kiti
ile yapilan galisma sonuglari Tablo 5. Sure Food ANIMAL QUANT Beef test kiti ile
Sira  Hazirlanan Karisim Bulunan Tavuk yapilan ¢alisma sonuglari
no  Orani % Eti Oran1 % Sira Hazirlanan Et Bulunan Sigir
1 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 44 no  Karigim Oran1 % Eti Oran1 %
2 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 18,92 1 100 Sigir eti 102
3 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 4391 2 30 Sigir eti + 70 Tavuk eti 13.72
4 50 Sigur eti + 50 Tavuk eti 59,57 3 5 Sigur eti + 95 Tavuk eti 1.55
5 30 Sigir eti + 70 Tavuk eti 15,7 4 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 68,75
6 30 Sigir eti + 70 Tavuk eti - 5 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 52,4
7 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 18 6 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 67
8 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 15,6 7 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 53
9 50 S1gir eti + 50 Tavuk eti 15,6 8 30 Sigur eti + 70 Tavuk eti 66
10 50 Sigur eti + 50 Tavuk eti 16,2 9 30 Sigir eti + 70 Tavuk eti 33,8
11 30 Sigir eti + 70 Tavuk eti 46.8 10 30 Sigur eti + 70 Tavuk eti 18
12 30 Sigir eti + 70 Tavuk eti 37,2 11 30 Sigireti + 70 Tavuk eti 14,3
13 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 22,29 12 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 46,1
14 50 Sigir eti+ 50 Tavuk eti 35,85 13 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 28
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Tablo 6. Sure Food ANIMAL QUANT Chicken ve Beef ~ Tablo 7. TUBITAK MAM Gida Enstitiisii ve EVKMAE

test kitleri ile et {irtinlerinde yapilan ¢aligma sonuglari Gida Kontrol Laboratuarinin Birlikte Surefood ANIMAL
Bulunan Sigir QUANT Beef Kiti ile Yapilan Calisma Sonuglar
Numune Karigim Oran1 % . ~
Eti Oran1 % Bulunan Sigir
Kod no Hazirlanan Karisim Oran1 % Fti O Y

Salam 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 58.37 1 rani 7o

Salam 50 Sifir eti + 50 Tavuk eti 48,33 1 10 Sigar Bti + 90 Tavuk Eti 6,3

Sosis 80 Sigir eti + 20 Tavuk eti 49,25 1 10 Sigur Eti + 90 Tavuk Eti 3,9

. SPY .

Sosis 80 Sigur eti + 20 Tavuk eti 117,18 Bulunan degerler hazirlanan karisimda bulunan de-

Sosis 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 20,59 gerden diigiiktiir.

Sosis 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 49,06 Deneysel ortak ¢alisma: 31 Ekim 2011 tarihinde

Sucuk 50 Sigir eti + 50 Tavuk eti 71,42 Ulusal Gida Referans Laboratuvar Miidiirliigiinde

Sucuk 50 Sigr eti + 50 Tavuk eti 73.04 yapilan “Et ve Et umfllfrlnde miktar analizi” ile ilgili
toplantida yapilan goriismeler sonunda kurumumuz

Sucuk 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 207.28

ve Ulusal Gida Referans Laboratuar Miidiirliigiinden
Sucuk 70 Sigir eti + 30 Tavuk eti 484,7 katilan teknik personelle birlikte hazirladigimiz
4 farkli oranda sigir eti + tavuk etinden olusan ve
Calismanin tiimiinde standartlarla ilgili bir sorun rondoda homojenize edilmis et karigimlari 6rnekleri
yasanmadi, PCR da linear dogrular elde edildi. kodlanarak Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma

TUBITAK MAM Gida Enstitiisii laboratuvarinda Ensgt.ﬁsﬁ kMiildlii.rliIiJgigne, TUBITAK MGEIK/I l\éu(?
%10 s1g1r eti ve %90 tavuk eti karisgimindan birlikte ve Biyoteknoloji Laboratuvarina ve 1da

< < Enstitiisiine yollandi. Bu kurumlardan gelen analiz
yaptigimiz ¢alisma sonucunda bulunan deger Tablo S
7 de verilmistir. sonuclar1 Tablo 8 de verilmistir.

Tablo 8. TUBITAK MAM Gida Enstitiisii Calisma Sonuglari
SUREFOOD KIiTi iLE SENTROMER KITi iLE Hazirlanan Numune Oranlar1 %

Numune Kodu

SIGIRETI TAVUKETI SIGIRETI TAVUKETI  SIGIRETI TAVUKETI
ETLIK1 20 80 42 57 30 70
ETLIK2 50 50 73 26 70 30
ETLIK3 13 87 23 77 20 80
ETLIK4 32 68 65 35 50 50

TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii Hayvan Genetigi ve Ureme Biyolojisi
Laboratuvar1 Sonuglari

Tablo 9. SUREFOOD BEEF Kiti le Yapilan Calisma Sonuglart

SUREFOOD KIiTI iLE SUREFOOD KIiTi iLE TEKRAR Hazirlanan Numunede
Eufinune (2 Paralelin CT Ortalamasi alinmis) (2 Paralelin CT Ortalamasi alinmamis) Et Oranlar1 %
odu ” , . - . - ;
SIGIR ETI SIGIR ETI SIGIR ETI TAVUK ETI
ETLIK1 23,6 20 25 30 70
ETLIK 2 59,2 55 60 70 30
ETLIK 3 11,1 10 15 20 80

ETLIK 4 31 30 35 50 50
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Tablo 10. SENTROMER Firmasina yaptirtlan Real Time PCR Analiz Kiti (Sentroplex kit ) ile yapilan ¢aligma so-

nuclari

SENTRO PLEX REAL TIME PCR ET TURU ANALIZ KiTi

Numune Kodu

Hazirlanan Numunede
Et Oranlar1 %

TAVUK ETI SIGIR ETI TAVUK ETI  SIGIR ETi
ETLIK1 50 50 70 30
ETLIK 2 10 90 30 70
ETLIK 3 60 40 80 20
ETLIK 4 10-20 80-90 50 50

Tartisma ve Sonug¢

Laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda elde edilen
et oranlar1 sonugclari ile kontrollii olarak hazirlana-
rak analize alinan et oranlar1 arasinda bir paralellik
goriilmemistir. Sonuglar incelendiginde: bulunan
degerler her calismada bilinen degerin lizerinde
veya degerin altinda degil karisik bir tablo sergile-
mistir. Paralel 6rneklerin sonuglarinda da bir stan-
dart gdzlenmemistir.

Et ve et lrlinlerinde hayvan tiirlerinin tayi-
ninde serolojik [20], histolojik [24], Immuno-
electrophoresis [19] ve immiinokimyasal [21] tek-
niklerin yaninda, yiiksek duyarliligi, spesifitesi ve
kantitatif sonu¢ verebilmesi nedeniyle molekiiler
biyolojik bir teknik olan Real-time PCR tekniginin
etkin olarak kullanilan bir metot oldugu bildiril-
mektedir[15]. Kullanilan ayni1 metotla yapilan so-
nuglarimiz ile bu bildirim uyusmamaktadir.

Dooley ve ark. [6] yapmis olduklar ¢alismada
Real-time PCR teknigi ile et karisimi iginde %0.5
gibi c¢ok diisiik oranlardaki et tiirlerinin kantitatif
olarak tespit edilebildigini ortaya koymuslardir. Et
karisimlarinda diisiik miktarlardaki et tiirlerini ka-
litatif olarak laboratuvarimizda biz de ayirt edebil-
mekteyiz.

Chisholm ve ark. [4] yapmis olduklar1 ¢aligma-
da Real-time PCR tekniginin et tiirlerinin kantitatif
tespiti agisindan kompleks yapili ticari iiriinlerde de
spesifik ve duyarliligi yliksek bir metot oldugunu
bildirmiglerdir. Bu ¢aligmalarin aksine son yillar-
da yapilan bazi ¢aligmalarda bazi ¢eligkili sonuglar
elde edilmistir.

Koppel ve ark. [14] sigir, koyun, domuz ve at
eti karisimlarindan Real -time PCR ile et tiirlerinin
miktar olarak tespitine yonelik yapmis olduklar
calismada; 5 farkli et karisimlarina %1, %9, %25,

%35, %55 olarak katilan sigir eti miktarini sirastyla
90,35, %23, %34, 529,9 ve %51,2 olarak bulmus-
lardir. Dolayisiyla bazi numunelerde yakin degerler
tespit edilse de higbir numunede sigir eti yiizde de-
geri dogru olarak belirlenememistir. Bu ¢alismada
yaptigimiz ¢alismay1 dogrular sonuglar alinmustir.

Et iriinlerine istenmeyen veya diisiik degerli
et tiirlerinin karistirilmasi, ekonomik, dini ve saglik
yoniinden oldugu kadar [2], et {iriinleri iiretiminde
kullanilan et tiirlerinin tespiti ve mevzuata uygunlu-
gunun kontrolii de gida mevzuati ve tiiketici haklar
yoniinden biiyiikk 6neme sahiptir [22].

Et {rlinlerine hile amaciyla ucuz et tiirlerinin
karigtirilmasi, ireticiye haksiz ekonomik kazang
saglarken, baz1 et tiirlerine hassasiyet gosteren in-
sanlarda allerjik reaksiyonlarin sekillenmesiyle
saglik problemlerine neden olmakta ve dini ina-
niglar dogrultusunda bazi et tiirlerini tiiketmeyen
insanlar aldatilmaktadir [12]. Ayrica BSE (Bovine
Spongiform Encephalopathy) hastaligimnin ortaya
¢ikmasina bagli olarak et tiirlerinin tespiti daha da
onem kazanmigtir [19].

Kanatli etinin memeli hayvan etlerine oranla
daha az doymus yag ve kolesterol icermesi nedeniy-
le Avrupa’da kanath eti tiiketiminin artmasina bagh
olarak kanatli eti tiretiminin arttig1, bu nedenle diger
kasaplik hayvanlarin etinden firetilen tirlinlere hile
amaciyla mekanik olarak ayrilmis kemiksiz kanath
dokularmin katilmas1 olasiligmin yiikseldigi bildi-
rilmistir [1].

Hsieh ve ark. [13] yerel marketlerden almis
olduklar1 sig1ir ve kuzu kiyma oOrneklerinin kanath
etiyle karistirilmig oldugunu tespit etmislerdir. Bu
durumun sigir ve kuzu etlerinin pahali olmasina
karsin kanathi etinin daha ucuz olmasindan ve tam
olarak temizlenmemis kiyma makinalarinda farkli
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et tlirlerinin arka arkaya cekilmis olmasindan kay-
naklanabilecegini vurgulamiglardir.

Ayaz ve ark. [1] Ankara’da ELISA teknigi ile
yapmis olduklar analizler neticesinde, 28 sucuk-
tan 11’inin (%39.2), 14 salamdan 5’inin (%35.7),
11 sosisten 3’liniin (%27.2), 9 parga etten 2’sinin
(%22.2), 16 kiyma ve kofteden ise 1’inin (%6.2)
olmak ftizere toplam 100 ¢ig veya pismis et ve et
triinlerinden 22’sinin (%22.0) etiket bilgileri ile
bagdasmadigini bildirmiglerdir.

Giinsen ve ark., [10] Istanbul’da yapmus olduk-
lar1 ¢alismada ELISA teknigi ile analiz edilen 410
adet numunenin tiimiinde (%100) sig1r eti, bunun 85
adedinde (%20.7) tavuk eti, 14 adedinde (%4.3) at
eti tespit etmislerdir. Incelenen 410 numuneye ait
etiket bilgilerinin, 67 6rnek (%16.3) i¢in etiket lize-
rinde verilen bilgiler ile uyumlu olmadigi belirlene-
rek, toplam 79 adet (%19.2) 6rnegin hileli oldugu
sonucuna varilmigtir.

Et ve et iirlinlerinde hayvan tiirlerinin tayininde
basit teknikler [11],serolojik [20], histolojik [24] ve
immiinokimyasal [21] tekniklerin yaninda, yiiksek
duyarliligi, spesifitesi ve kantitatif sonu¢ verebil-
mesi nedeniyle molekiiler biyolojik bir teknik olan
real-time PCR teknigi etkin olarak kullanilan bir
metottur [15].

Son yillarda ELISA teknigine ek olarak PCR
[9], polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) [5], random
amplified polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR)
[7], DNA hybridization [18] ve niikleotid sekans-
lama [8] gibi molekiiler tekniklerde et tiirlerinin
tespitinde etkin olarak kullanilmaya baslanmuistir.
PCR teknigi ise bu molekiiler teknikler arasinda en
yaygin kullanilan molekiiler biyolojik metottur [3].
Son yapilan ¢aligmalar Real-time PCR tekniginin
et tiirlerinin kantitatif tespitinde etkin olarak kulla-
nilabilecegini ortaya koymustur [15,16,17].Bizim
calisma sonuglarimiz bu bildirimleri destekleme-
mektedir.

Soares ve ark [23] bilinen oranlarda hazirlanan
kanatli ve domuz eti karigimlarinda Real- time PCR
ile kantitatif olarak et tiirli tayini yaptiklar ¢aligma-
da domuz eti miktarinin tespitinde varyasyon kat-
sayisinin %4,1 ile %7,6 oraninda oldugunu bildir-
mislerdir.

Bugilinkii durumuyla et karigimlarindan hazir-
lanmis et tirtinlerinde kullandigimiz ticari kitlerle et

tiirli oranlarini dogru ve kesin tekrarlanabilir olarak
tespit etmek miimkiin goriilmemektedir. Kitlerle il-
gili AR-GE caligmalarinin devam ettirilmesi ve bu
kitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Deneysel ca-
ligmalarda olumlu sonuglar alinmadigindan yanlis
bilgilendirme yapmamak adina piyasa iiriinlerinde
analizler yapilmamustir.

Sigir eti ve kanatlh etlerinin karisimindan ya-
pilan et iiriinlerinde kullanilan sigir eti ve kanat-
1 eti oranlarinin dogru olarak tespit edilemedigi
ortak gorilisiiyle 2012 yilinda revize edilen Tiirk
Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebliginde (Teblig
No0:2012/74) sigir etine kanathi eti katilmasi yasak-
lanmistir. Ancak, kanatli etinden yapilan et iiriinleri-
ne katilan oran etiketinde bildirilmeden sadece isim
verilerek sigir eti veya yagi katilabilmektedir.

Sonug olarak sigir eti ve tavuk eti karigimla-
rindan {iretilen et iiriinlerinde kullanilan sig1r eti ve
tavuk eti oranlar1 bu amagla kullanilan Real Time
PCR kitleri ile dogru olarak tespit edilemediginden
et lrlinlerinde yapilabilecek hileleri 6nlemek ve
haksiz rekabetin Oniine gegmek amaciyla 2012 yi-
linda yaymlanan Et v e Et Uriinleri Tebliginde Sigir
etinden yapilan et {irlinlerine kanatli eti katilmasi
yasaklanmistir.
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Konya yoresindeki sigirlarda Neospora caninum’un yayginhginin serolojik
olarak arastirilmasi1®
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Ozet: Bu calismada; Konya yéresindeki disi sigirlarda Neospora caninum’un yayginligmin serolojik olarak belirlen-
mesi amaglanmigtir. Kan serum 6rnekleri, Ocak 2010 - Aralik 2010 tarihleri arasinda farkli yas gruplarindaki atik yapan
ve yapmayan, toplam 385 inekten toplanmistir. Kan serumlarinda indirekt Fluoresan Antikor (IFA) testi kullanilarak
N.caninum’a kars1 olusan IgG antikorlar1 aranmistir. Yapilan muayenede; toplam 385 kan serumunun 34’iinde (%8.83)
seropozitiflik saptanmig, bunlardan atik hikayeli 76 kan serumunun 9’u (%11.84) ve atik yapmamis 309 kan serumunun
ise 25’1 (%8.09) seropozitif bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Inck, Konya, Neospora caninum, Seroprevalans.

Seroprevalance of Neospora caninum in cattle investigation in Konya

Abstract: In this study aimed to determine Konya region was detected in cows with the prevalence of Neospora cani-
num. Blood sera samples, January 2010 - December 2010 between the different age groups considered in aborted or not
the total of 385 animals were collected. Blood sera Indirect Fluorescent Antibody (IFA) test using the N.caninum IgG
antibodies were searched: 34 (8.83%) of 385 blood sera were seropositive. In the evaluation, 9 (11.84%) of aborted the
76 cows blood sera seropositive and 25 (8.09%) of 309 not aborted group blood sera were seropositive.

Key words: Cow, Konya, Neospora caninum, Seroprevalance.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Neosporosis, parazit protozoon Neospora cani-
num’un neden oldugu bir hastaliktir. Sigirlarda
meydana gelen atiklarin 6nemli sebeplerinden biri-
dir. Son konakgis1 kopekler, arakonakeisi ise sigir,
koyun, keci, geyik, manda ve atlardir. Sigirlarda
hastaligin tek belirtisi gebeligin genellikle 5-7 aylar1
arasinda goriilen yavru atmadir. Ayrica 6lii ve canli
dogumlar olabilir. Canli dogan buzagilar inkoordi-
nasyon bozuklugu, patellar refleksde azalma, 6n ve
arka bacaklarda gerilme, biling kayb1 gibi belirtiler
gosterebildigi gibi, klinik belirtiler géstermeksizin
kronik olarak enfeksiyonu tasiyabilirler [6, 13-16,
18,40].

Sigirlara Neospora caninum’un bulagmasi, ko-
pekler tarafindan digkiyla ¢evreye sagilan ookist-
lerin sporlandiktan sonra oral yolla alinmasi ya da
gebe ineklerde plasenta yoluyla yavruya gecerek
olmaktadir. Kopeklere bulagsma ise kistik formlari
iceren enfekte dokularin alinmasiyla olur. Ayrica

etken igeren fotiis, plasenta ve uterus atiklar1 da en-
feksiyon kaynagidir [13,15,16,18].

N.caninum, ilk defa 1984°de Bjerkas ve ark. [8]
tarafindan Norve¢’te myositis ve ensefalomyelitis-
li kopeklerde tanimlanmis ve 1988 yilinda Dubey
ve ark. [12] tarafindan isimlendirilmistir. ABD’nin
New Mexico eyaletinde 1987 Eyliil ayinda basla-
yan ve 5 aydan fazla siiren sigir atik vakalarmin in-
celenmesi sonucu 3 fotusta etkenin tespit edilmesi
ile s1g1r atik fotuslarinda da ortaya konmustur [41].
Ayrica, sigirlarda serolojik olarak parazite spesifik
antikorlar da saptanmistir [3,10,11,19,22,24,25].

Hastaligin tanisinda immunohistokimyasal teknik-
ler, molekiiler teknikler, doku kiiltiirleri ve serolo-
jik testler kullanilabilir. En uygun ve yaygin olarak
kullanilan serolojik testler ELISA ve IFA testleridir
[9,10,14,17,21,31,33,34,40].

N.caninum enfeksiyonlarina yaygm olarak
rastlanildig;; ABD’de %26.90 [19], Kanada’da
%5.60 [42], Arjantin’de %39.86-43.10 [29,30],
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Brezilya’da %14.09-%34.80 [22,27], Hindistan’da
%8.20 [28], Meksika’da %11.60-26.00 [20,37],
Japonya’da %5.70 [25], iran’da %15.18 [38], Kosta
Rika’da %43.30 [36], Senegal’de %17.90 [24] ve
Yeni Zelanda’da %6.75 [35] seroprevalans oranlari
tespit edildigi bildirilmistir.

Tiirkiye’de N.caninum’ un varligi ilk kez, néro-
lojik klinik belirtiler gosteren, 20 giinliik Simental
buzagmin dokularindan  immunohistokimyasal
yontemle tespit edildigi 2009 yilinda Kul ve ark.
[26] tarafindan bildirilmistir. Serolojik caligmalar-
da ise [1-3, 5,7,23,32,39,43], si8ir neosporosisi-
nin seroprevalanst Tiirkiye’de %2.00-32.72 arali-
ginda belirtilmistir. Buna gdre neosporosis, Dogu
Anadolu Bolgesinde Bingol’de %4.69, Elazig’da
%15.00, Malatya’da %4.00 ve Mus’ta %4.86 [3],
Erzurum’da %10.65 [5], I¢ Anadolu Bélgesinde
Ankara’da %10.15, Cankir1’da %6.93, Nevsehir’de
%5.10, Kirsehir’de %19.55, Kirikkale’de %32.72,
Eskisehir’de %.5.43, Yozgat'ta %20.32 [43] ve
Kayseri’de %7.00-%10.82 [23,43] olarak tespit
edilmistir. Ayrica, Sanlurfa yoresinde %7.50 [39],
Sakarya yoresinde %9.20 [32], Trakya’da %8.02 [7]
ve Kars yoresinde %2.00 [1] oranlarinda neosporo-
sis yaygimlig1 saptanmastir.

Bu calisma ile Konya yoresindeki disi sigirlar-
da N.caninum’un yaygihg: serolojik olarak IFA
testi kullanilarak belirlenmistir.

Materyal ve Metot

Bu aragtirma; Ocak 2010-Aralik 2010 tarihleri ara-
sinda Konya merkez ilgeler ile Aksehir, Altinekin,
Cumra, Seydisehir, Ilgin, Kadmhani, Sarayodnii,
Bozkir, Karapmar ve Eregli ilcelerinde tesadiifen
belirlenen ineklerden alinan toplam 385 kan 6rne-
gi tizerinde yapildi. Ineklere iliskin 1rk, yas ve atik
bilgileri kaydedildi. Ineklerden alman kan 6rnekleri
2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar
ayrildi ve ependorf tiiplerine konularak test edilin-
ceye kadar -20°C’de muhafaza edildi. Daha sonra
IFA testi ile test edildi.

Ornek biiyiikliigii, %95 giiven araliginda tah-
mini prevalansin %10 ve azami kesinligin %3 ol-
dugu diisiiniilerek hesaplandi. Bu caligmada, atik
yapan ve yapmayan inekler ile yagh ve geng olanlar
degerlendirmede dikkate alindi.

Antijen: Antijen kapli lamlar VMRD Inc, Pulman,
USA (No: 210-88-12-NC)’dan temin edildi.

Konjugat: Konjugat olarak FITC Conjugated
anti-bovine IgG (Sigma No: F-7887) kullanildi.
Konjugat 1/10°dan baslayarak 1/640’a kadar PBS
ile sulandirildi. Pozitif ve Negatif kontrol serumlari
ile yapilan iglemlerde, negatif kontrol serumlarinin
tamami1 fluoresan vermedigi halde pozitif kontrol
serumlarinin hepsinin fluoresan verdigi gozlendi.
En iyi fluoresan 1/40 konjugat dilusyonunda goriil-
dii.

Pozitif Kontrol Serum: Pozitif kontrol se-
rum VMRD Inc, Pulman, USA (No: 211-P-NC-
BOV)’dan temin edildi.

Negatif Kontrol Serum: Negatif kontrol se-
rum VMRD Inc, Pulman, USA (No: 211-N-NC-
BOV)’dan temin edildi.

PBS: Sigma, P-4417, pH 7.4

Testin uygulanmasi: Bu calismada serum sulan-
dirma igin esik deger 1/200 kabul edilerek serum
muayeneleri yapildi. Serumlar 1 giin 6nceden derin
dondurucudan buzdolab1 (4°C)’na konuldu. Antijen
kapli lamlarin birer gozlerine pozitif kontrol serum
ve negatif kontrol serum, diger gozlerine ise siipheli
serumlarin 1/200 diliisyonlarindan 10’ar pl damla-
tildi. Bu lamlar, nemli bir kiivetin i¢ine konulduk-
tan sonra 37°C’ lik etiivde 30 dakika inkiibe edildi,
sonra PBS ile 5’er dakika siireyle ii¢c kez yikandi ve
oda sicakliginda havada kurutuldu. Kuruyan lamla-
rin lizerine 1/40 oraninda PBS ile sulandirilan kon-
jugattan 10’ar ul ilave edildi ve ayni sekilde nemli
bir kiivet iginde 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Etlivden ¢ikarilan preparatlar PBS ile 5’er dakika
siireyle ii¢ kez yikandi. Kurumadan, {izeri 1 kisim
PBS ile 9 kisim gliserin karigimindan olusan kap-
lama soliisyonu ile kaplandi ve lamel kapatilarak
fluoresan mikroskobun X40 (Olympus B H) objek-
tifinde incelendi. Pozitif ve negatif kontrol serumlar
dikkate almarak, muayenesi yapilan serumlardan
karanlik sahada fluoresan verenler pozitif olarak de-
gerlendirildi [10,29].

Sonuglara iliskin istatistiksel hesaplamalar khi
kare (x?) testi ile yapildi.

Bulgular

Bu arastirmada, Konya yoresinde toplam 385 ine-
gin 34’iinde N.caninum’a spesifik IgG antikorlari
saptanmis olup, seroprevalans %8.83 olarak bulun-
mustur. Seroprevalansin ilgelere gére durumu Tablo
1°de verilmistir.
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Tablo 1. Sigirlarda N.caninum Seroprevalansinin lgelere
Gore Dagilimi

Seropozitivite
ilceler Sigir Adedi  Adet (%)
Aksehir 30 0 0.00
Altinekin 35 3 8.57
Bozkir 29 2 6.89
Cumra 30 2 6.66
Eregli 30 4 13.33
Ilgin 30 0 0.00
Kadinham 30 7 2333
Karapmar 30 2 6.66
Karatay 29 6 20.68
Meram 30 4 13.33
Sarayonii 30 2 6.66
Sel¢uklu 22 0 0.00
Seydisehir 30 2 6.66
Toplam 385 34 8.83

Tablo 1’e gore, N.caninum’un seroprevalansi
Altinekin’de %8.57, Bozkir’da %6.89, Cumra’da
%6.66, Eregli’de %13.33, Kadinhani’nda % 23.33,
Karapinar’da %6.66, Karatay’da %20.68, Meram’da
%13.33, Sarayonii'nde %6.66 ve Seydisehir’de
%6.66 diizeyinde bulunmustur. Aksehir, Ilgin ve
Selguklu’dan alinan 6rneklerin higbirinde antikor
tespit edilememistir.

Konya yoresinde atik yapan ve yapmayan si-
girlarda N.caninum’un seroprevalans1 Tablo 2’de
verilmistir. Buna gore, N.caninum’un seropreva-
lans1 atik yapan sigirlarda %11.84 ve atik yapma-
yan sigirlarda %8.09 olarak saptanmustir. Iki grup
arasindaki fark istatistiksel bakimdan Onemsizdir
(p>0.05).

Tablo 2. Atik yapan ve yapmayan sigirlarda N.caninum
seroprevalansi

Seropozitivite
Grup Sigir Adedi Adet (%)
Atik Yapan 76 9 11.84
Atik Yapmayan 309 25 8.09
Toplam 385 34 8.83

Konya yoresinde sigirlarda N.caninum’un yas
gruplarina goére seroprevalansi Tablo 3’de wveril-
migtir. Tablo 3’de belirtildigi gibi seroprevalans <
3 yas grubunda %10.00, 4-5 yas grubunda %9.83
ve > 6 yas grubunda %6.19 olarak tespit edilmistir.
Yas gruplart arasindaki fark istatistiksel bakimdan
onemsizdir (p>0.05).

Tablo 3. Sigirlarda N.caninum seroprevalansinin yas
gruplarina gore dagilimi

Seropozitivite
Yas Sigir Adedi Adet (%)
<3 150 15 10.00
3-6 122 12 9.83
>6 113 7 6.19
Toplam 385 34 8.83

Konya yoresinde sigirlarin 1klarina  gore
N.caninum’un seroprevalansi Tablo 4’de verilmig-
tir. Buna gore; Holstein sigirlarda %8.45, Montofon
sigirlarda %10.20 ve Simental sigirlarda %6.66 se-
roprevalans belirlenmistir. Sigir 1rklar1 arasindaki
fark istatistiksel bakimdan 6nemsizdir (p>0.05).

Tablo 4. Sigirlarda N.caninum seroprevalansinin irklara
gore dagilimi

Seropozitivite
Irk Sigir Adedi Adet (%)
Holstein 272 23 8.45
Montofon 98 10 10.20
Simental 15 1 6.66
Toplam 385 34 8.83

Tartisma ve Sonug¢

Diinya iizerinde genis bir cografyada varlig1 bili-
nen N.caninum’un degisik iilkelerdeki sigirlarda
seroprevalans degerleri %5.60-43.30 [19,22,24,25,
27-30, 35-38] arasinda olup, Tiirkiye’de ise %2.00-
32.72 [1-3, 5,7,23,32,39,43] arasinda degismekte-
dir. Neosporosis seroprevalansi; Bingol’de %4.69,
Elazig’da%15.00, Malatya’da %4.00, Mus’ta %4.86
[3], Erzurum’da %10.65 [5], Ankara’da %10.15,
Cankiri’da %6.93, Nevsehir’de %5.10, Kirsehir’de
%19.55, Kirikkale’de %32.72, Eskisehir’de %5.43,
Yozgat’ta %20.32 [43], Kayseri’de %7.00-10.82
[23.,43], Sanlurfa %7.50 [39], Sakarya %9.20 [32],
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Trakya’da %8.02 [7] ve Kars’ta %2.00 [ 1] oranlarin-
da bildirilmigtir. Bu ¢aligmada, Konya yoresindeki
sigirlarda N.caninum seroprevalanst %8.83 olarak
bulunmustur. Bu sonug, diinyanin degisik iilkelerin-
de ve Tiirkiye’de saptanan seroprevalans degerleri
icerisinde olup 6zellikle Ankara, Sanliurfa, Kayseri,
Sakarya, Erzurum ve Trakya’da saptanan seropre-
valans degerleri ile uygunluk gdstermektedir.

Campero ve ark. [8] atik fotiislerin %7.30’{inde,
Anderson ve ark. [4] ise %45.50’sinde etkenin sap-
tandigini, N.caninum’un sigirlarda énemli atik se-
bebi oldugunu bildirmislerdir. Davison ve ark. [11]
ise, seropozitif sigirlarin seronegatif sigirlara gore
yavru atma riskinin, 3.5 kat daha yiiksek oldugu-
nu belirtmiglerdir. Atik yapan ve yapmayan gruplar
arasindaki seroprevalans farkin, 6nemli oldugu bil-
dirimlerinin [5,23,28,37,43] aksine, Sadrebazzaz ve
ark. [38] ile Aktas ve ark. [3] her iki grup arasindaki
farkin 6nemli olmadigini ifade etmektedirler. Bu ¢a-
lismada; N.caninum seroprevalansi atik yapan grup-
ta %11.84, atik yapmayan grupta ise %8.09 oran-
larinda saptanmis, ancak iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).
Bu sonug, Sadrebazzaz ve ark. [38] ile Aktas ve ark.
[3]’nin gorislerini desteklemektedir.

Si1g1r yaslarinin N.caninum seroprevalansi {ize-
rine etkileri konusunda degisik goriisler vardir. Bazi
arastirmacilar [5,24,28,29,37] seroprevalans olgula-
riin yas gruplari arasinda 6nemli oldugunu, bazila-
11 [23,25,38,43] ise 6nemli olmadigini ifade etmek-
tedirler. Bu calismada yas gruplari ile seroprevalans
degerlerinin arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur
(p>0.05).

Yapilan bazi ¢alismalarda [3,38,39], sigir irklar:
ile seroprevalans sonuglar1 arasindaki farkin 6nemli
olmadig belirtilmistir. Bu ¢alismada da, sigir irklari
ile seroprevalans degerleri arasinda 6nemli bir fark
bulunmamustir (p>0.05).

Sonug olarak, Konya yoresinde atik yapan ve
yapmayan sigirlarda N.caninum varhigi, serolojik
olarak tespit edilmistir. N.caninum yayginliginin
koruyucu hekimlik agisindan da 6nemi dikkate
alindiginda, sonraki arastirmacilar i¢in bu durumun
etken izolasyonu yapilarak desteklenmesi Onerile-
bilir. Ayrica, sigircilik igletmelerinde ve ozellikle
damizlik sig1r isletmelerinde anne ve yavru saglig
acisindan N.caninum’un da etkili bir hastalik ajam
oldugu dikkate alinmali ve yetistiriciler bu konuda
egitilmelidir.
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Samsun ve ¢evresinde atik su ve kanalizasyon cikislarinda yetisen midyelerde
Hepatitis A viriisii prevalansi
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Ozet: Hepatitis A Viriisii (HAV) kontamine su, taze iiriinler ve su tiriinlerinden kaynaklanan akut hepatit ile seyreden bir
enfeksiyona neden olmaktadir. Avrupa Birligi (AB) ve diger sosyal refah1 yiiksek, temiz suya ulasimi kolayca saglayan,
gelismis iilkelerde seropozitiflik oran1 %5-10 seviyesinde bildirilmektedir. Buna karsilik refah seviyesi ve sosyo ekono-
mik gii¢ diistikce seropozitiflik oraninin %95’e kadar ¢iktig1 bildirilmektedir. Midye ve diger filtrasyonla beslenen su
tirtinleri HAV kontaminasyonu yoniinden 6nemli bir kaynak olarak bildirilmektedir. Bu ¢alismada, Subat-May1s 2012
tarihleri arasinda; Samsun ili merkezi ile Alagam, Engiz, 19 May:s ve Canik ilgelerinde, 6zellikle bolge aritma ve lagim
sularinin denize dokiildigii bolgeler segilerek toplanan 60 adet midye materyal olarak kullanildi. Midyelerin her biri
steril posetlere konularak soguk zincir altinda laboratuara génderildi ve laboratuara geldigi giin igerisinde analiz edildi.
Analiz amaciyla 6ncelikle numunenin hazirlanmasi takiben proses kontrol virusu (Mengo Virus) ile kontaminasyon,
eliisyon, konsantrasyon, RNA ekstraksiyonu, viral RNA nin Real Time PCR ile tespiti ve sonuclarin degerlendirilmesi
ve yorumlanmasi ger¢eklestirilmistir. Analiz islemlerinin her bir asamasinda farkli yazarlar tarafindan bildirilen yon-
temler kullanilmistir. Calismanin sonuglaria gére toplam 60 midye 6rneginin 5 tanesinde (%8,33) HAV kontaminas-
yonu saptanmustir. Orneklerin alindig1 bolgelere gére HAV dagilimm su sekildedir; Merkez ve Alagam’dan alman 12
ornegin 2’sinde (%16,66) ve Canik ilgesinden alinan 12 6rnegin 1’inde (%8,33) tespit edilmistir. Endiistriyel ve evsel
atiklardan kaynaklanan c¢evre ve kiy1 kirlenmesi dogrudan insan sagligini tehdit etmektedir. Ayn1 zamanda midye gibi
deniz kabuklularmin tiiketimine bagli olarak insanlarda HAV enfeksiyonlar1 geligebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatitis A viriisii, Mengo Viriis, Midye, Real Time PZR.

The prevalence of Hepatitis A virus in mussels rearing live in outfalls of wastewater and
sewers in Samsun province

Summary: Virus Hepatitis A (HAV) is widespread in contaminated water, fresh products and water products and cause
an infection prosecuting with acute hepatitis. It is announced that seropositivity is 5-10% in European Union (EU) and
other socially high affluenced, easily reaching clean water, developed countries. However, it is declared that as affluency
level and socio-economic power decrease seropositivity increases up to 95%. It is noted that mussel and other water
products feed by filtration are important source for HAV contamination. In this study over the period February-March
2012, 60 mussels are used as a material collected from places where district refining and underground sewer flow into
the sea in Samsun, Alagam, Engiz, 19 Mayis and Canik. Mussels were transferred to laboratory in sterilized bags under
cold hain and analysed in the same day. For the purpose of analysis, contamination with process control virus (Virus
Mengo), elusion, concentration, RNA extraction, viral RNA detection with Real Time PCR and assesment of results
and interpretation are done. Methods noted by different authors are used in the steps of the analysis. According to the
results of the study, 5 mussels (8,33%) are found to be contaminated with HAV. HAV distribution according to the re-
gions where samples are collected is as follows; 2 (16,66%) of 12 samples from Centrum and Alagam and 1 (8,33%) of
12 samples from Canik are identified. Enviromental and coastal contamination caused by industrial and domestic waste
impends human health directly. Also, there could be an infection on people depending on the accumulation on water
products taking nourishment by filtration such as mussel, after mussel consumption.

Key words: Mussel, Real Time PCR, Virus Hepatitis A, Virus Mengo.
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Giris

Hepatit A Virusii (HAV) Picornaviridea ailesi,
Hepatoviriis genusu i¢inde yer alir. HAV, bu genu-
sun tek iyesidir. Hepatit A’nin tanimlanan en az 20
genotipi olmasina ragmen, sadece bir serotipi var-
dir. Tanimlanan 20 kadar sustan dordi (I, II, III,
VII) insanlarda hastalik yapabilmektedir. Hepatitis
A Viriisii (HAV) kontamine su, taze iiriinler ve su
iriinlerinden kaynaklanan akut hepatit ile seyreden
bir enfeksiyona neden olmaktadir [8].

Her ne kadar birincil bulag yolu insandan in-
sana olsa da ozellikle gelismekte olan iilkelerde
kanalizasyon sistemlerinin yeterince diizenli olma-
masi ve su temininin uygun sekilde yapilamamasi;
besinler ve suyolu ile bulasmay1 6n plana ¢ikarmak-
tadir. Kontamine su, pismemis yiyecekler veya pis-
tikten sonra temas edilen yiyecekler kontaminasyon
kaynagidir [17]. Cig ya da az pismis kabuklu deniz
iirlinlerinin tliketimi infeksiyon gecisinde Onem-
li bir yoldur. Avrupa Birligi (AB) ve diger sosyal
refah1 yiiksek, temiz suya ulasimi kolayca sagla-
yan, gelismis lilkelerde seropozitiflik oran1 %5-10
seviyesinde bildirilmektedir. Buna karsilik refah
seviyesi ve sosyo ekonomik gii¢ diistitkce seropo-
zitiflik oraninin %95’e kadar ¢iktig1 bildirilmekte-
dir. Midye ve diger filtrasyonla beslenen su tiriinleri
HAV kontaminasyonu yoniinden 6nemli bir kaynak
olarak bildirilmektedir [12, 10].

Bu calisma ile Samsun merkez ve gevre ilge-
lerde 6zellikle atik su ve kanalizasyon gikiglarinda
yetigen ve toplanan, ve bolgede oldukga yaygin ola-
rak tiiketilen midyelerde HAV tespiti, yayginlig1 ve
dagilimmin molekiiler analizler ile ortaya konulma-
st amaglanmustir,

Materyal ve Metot

Bu calismada, Subat-Mayis 2012 tarihleri arasinda;
Samsun ili merkezi ile Alagam, Engiz, 19 Mayis
ve Canik ilgelerinde, 6zellikle bolge aritma ve la-
gim sularinin denize dokiildiigii bolgeler secilerek
toplanan 60 adet midye materyal olarak kullanildi.
Midyelerin her biri steril posetlere konularak soguk
zincir altinda laboratuara gonderildi ve laboratuara
geldigi giin icerisinde analiz edildi.

Analiz amaciyla 6ncelikle numunenin hazir-
lanmasimi takiben proses kontrol virusu (Mengo
Virus) ile kontaminasyon, eliisyon, konsantrasyon,
RNA ekstraksiyonu, viral RNA nin Real Time PCR

ile tespiti, sonuglarin degerlendirilmesi ve yorum-
lanmas1 gerceklestirildi. Farkli asamalardan olusan
analiz islemlerinin her bir agamasinda farkli yazarlar
tarafindan bildirilen yontemler kullanildi [7,16,14].

Numune Hazirlama: Analize alinmaya uygun se-
kilde gelen numuneler HAV analizi i¢in hazirlandi.
Aseptik kosullarda mevcut numuneyi temsil edecek
sekilde 25 gr numune tartilarak steril petri kaplarina
alindi.

Kontrol Virusu ile numunenin kontaminasyonu:
Ceeram mengo@ceeramTools kitinin kullanma ta-
limatina gore numune kontrol virusu ile kontamine
edildi. Bu amagla uygun miktarlarda kontrol virusu
kullanilir. Tlgili kitin kullanma talimatinda stok vi-
rusun 3 kez den fazla dondurulup ¢6zdiiriilmemesi
tavsiye edildiginden stok virus 2 numune igin 20 pl
olacak sekilde 0.5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine
taksim edilerek -80°C’ ye kaldirildi. Bir numune
icin 0.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptindeki 10 pl kont-
rol virusunun tizerine 90 pl steril ultrapure su ek-
lenerek vortekste homojenize edildikten sonra kisa
stireli santrifiij edildi. Laminar flow kabinde steril
petride bulunan numunenin iizerine 10-100 pl’lik
otomatik pipet kullanilarak damlalar halinde veril-
di ve kurumaya birakildi.(yaklasik 1.5-2 saat) Daha
sonra midye 250 ml’lik bir behere steril pens kul-
lanilarak alindi ve buzdolabina kaldirilarak 1 gece
buzdolabinda birakildi (tam kurumanin saglanmasi
ve stabilizasyon igin).

Eliisyon: Bir gece buzdolabinda beklemis PKV ile
kontamine edilen numune buzdolabindan c¢ikari-
larak oda sicakliginda 20 dakika birakildi. Bunun
iizerine laminar kabin i¢inde oda 1sisina getirilmis
Glisin-saline tamponundan 75 ml meziirle 6lciile-
rek eklendi ve 5 dk bu sekilde birakildi. Daha son-
ra 100-1000 ul’lik otomatik pipet ve steril bir pens
kullanilarak her midyenin iki yiizii de yukaridan
asagrya zikzak yapilarak 20 ser kez olmak kaydi ile
beher i¢inde bulunan tampon ile yikandi. Yikanan
midye petri kabina alinarak digerleri ile karigmasi
engellendi. Biitiin midye tampon ile yikandiktan
sonra beherdeki eliisyon tamponu 2 adet 50 ml’lik
santrifiij tlipiine esit miktarda aktarilarak sogutma-
I1 santrifiijde +4°C’de 10000Xg de 30 dk. santrifiij
edildi. Santrifiij bitiminde siipernatant dikkatli bir
sekilde 100 mI’lik bir behere alinarak pH’s1 7.2+0.5
e ayarland1 (Numunenin pH sina gore bu iglem 1N
HCIl veya 1N NaOH ile yapilir).
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Sekil 1. Samsun ili siyasi haritasi.

Konsantrasyon: Bu islem i¢in PEG 6000
(Polyethylen Glycol) kullanildi. Bir 6nceki asamada
pH’s1 7,2+0,5 e ayarlanmis olan siipernatantin igeri-
sine son konsantrasyon %10 PEG 6000+0,3M NaCl
olacak sekilde (60 ml siipernatant i¢in 6 gr PEG +
1.1 gr NaCl) daha 6nceden tartilmis kimyasal mad-
deler ve steril manyetik balik eklendi. PEG eriyin-
ceye kadar oda sicakliginda manyetik karistiricida
birakildi (yaklagik 15 dakika). Daha sonra +4°C’de
manyetik karistiricida orta hizda 4 saat birakildi. Bu
stirenin sonunda 50 ml’lik santrifiij tiiplerine esit
miktarda paylastirilan karisim +4°C’de 10000Xg’de
30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasin-
da siipernatant dikkatli bir sekilde kendine ait behe-
re aktarildi ancak tiiplin dibinde bir miktar kalmasi
saglandi. Bu kalan siipernatant ile 100-1000 ul’lik
otomatik pipet kullanilarak pelet homojenize edildi
ve “konsantre homojenizat” olarak adlandirildi. Bu
konsantre homojenizat 1.5 ml’lik 2 mikrosantrifiij
tiipline alindi (Her mikrosantrifiij tlipiinde yaklagik
1 ml olacak sekilde).

Sekil 2. Analiz i¢in hazirlanan Midye 6rnekleri.

Ekstraksiyon: Viral niikleik asidin ekstraksiyonu 2
asamada gerceklestirildi.

1. Lizis ve faz ayrimimin yapilmasi

2. RNA’nin kolona baglanmasi, yikama ve RNA
eliisyonu

Viral RNA’nin tespiti: Bu amacla Real Time PCR
(RT-PCR) kullanildi. Hem numunede bulunup bu-
lunmadig arastirilan HAV ig¢in hem de PKV olarak
kullanilan Mengovirus igin 2 ayr1 kit kullanilarak
ayni pleytte iki reaksiyon beraber yiiriitiild{i. Bu re-
aksiyonlar i¢in mastermix hazirlanmadan 6nce ABI
7500 Real Time PCR cihazinin reaksiyonlar i¢in 6z-
giin ayarlar1 yapilarak zaman kaybi 6nlenmis olur.
Bunun i¢in cihaz ve cihaza bagh bilgisayar agildik-
tan sonra asagidaki islemler sirasiyla yapildi.

1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak
1 kez 1 kez 45 dongii
Zaman 10 dakika 10 dakika 15 saniye 45 saniye
Is1 45°C 95°C 95°C 60°C

HEDEF HAV IPC SONUC

Floresan FAM-MGB VIC-TAMRA
+ +/- Hepatitis A pozitif
- + Hepatitis A negatif

Ekstraksiyon tekrar edilir veya numune RNA’s1
1/10 diliie edildikten sonra reaksiyon tekrarlanir
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Caligmanin sonuglarina gore toplam 60 midye Or-
neginin 5 tanesinde (%8,33) HAV kontaminasyo-
nu saptanmustir. Orneklerin alidig1 bolgelere gore
HAYV dagilimi su sekildedir; Merkez ve Alagam’dan
alman 12’ser drnegin 2’sinde (%16,66) ve Canik
ilgesinden alinan 12 6rnegin 1’inde (%8,33) HAV
tespit edilmistir.

Tartisma ve Sonug¢

Kabuklu deniz iiriinleri ile baglantili viral hastalik-
lara neden olan patojenlerin tespiti halk sagligi i¢in
potansiyel tehlikeyi belirlemede birincil 6neme sa-
hiptir. Kabuklu deniz irlinleri 6zellikle de midyeler-
de viral RNA tespiti i¢in yapilan analizlerde ¢esitli
yontemlerin kullanimi daha 6nce rapor edilmistir
[11,1,5,18]. Yapilan bir¢cok ¢alisma gdstermistir ki,

midyelerde viral patojenlerin tespiti i¢in en basarili
yol PCR analizleridir. Bununla birlikte midyelerden
HAV tespitinde RT-PCR kullaniminin analizlerde
duyarliligin artmasina neden oldugu ve diisiik yo-
gunluktaki viral patojenlerin tespitini kolaylastirdi-
&1 bildirilmistir [7,13,20].

Calismamizda 60 midye 6rneginde viral RNA
nin RT- PCR ile tespiti yapilmis ve (%38,3)’liik bir
prevalans saptanmistir. Tablo 1°de, secilmis bol-
gelerde yapilan calismalarda pozitif HAV oranin-
da farkli sonuglar ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu
calisma bulgular1, s6z konusu bolgeden toplanan
midye oOrneklerindeki HAV kontaminasyonunun
diistik diizeylerde oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
durum, Karadeniz bolgesinin nispeten daha az nii-
fus yogunluguna sahip olmasi ve dolayisiyla deniz
kirliliginin daha az olmasi ile iliskilendirilebilir. Lee
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ve arkadaslarinin (1999), kirliligi bilinen ve niifus
yogunlugu fazla olan bir bolgede yaptiklar1 ¢alis-
mada bulduklar1 %5,5’lik oran, numunelerin biiyiik

kisminin marketlerden toplanmast ve duyarlilig
diisiik yontemlerin kullanilmasi bu diisiik pozitifligi
aciklayabilir.

Tablo 1. Bazi Secilmis Bolgelerde yapilan ¢alismalarda PCR ile Analize Alinan Deniz Kabuklular1 ve Midyelerde

Pozitif HAV Dagilimu.

Lokalizasyon Ornek sayist Ornek Metot  Pozitif HAV ~ Kaynak
Giiney Italya 180 Midye RT-PCR 67 (%37.2) [6]
italya 118 Deniz kabuklusu RT-PCR 17 (%14.4) [21]
italya, Yunanistan ve Ispanya 290 Midye RT-PCR 53 (%18.2) [3]
Hong Kong 150 Midye PCR (%5.5) [9]
Portekiz 2000 Deniz kabuklusu PCR %33 [15]
ispanya 164 Midye ve istiridye ~ RT-PCR %27.4 [19]
Amerika 31 Deniz kabuklusu RT-PCR 18 (%58) [4]
Fransa 108 Deniz kabuklusu RT-PCR %13 [12]
Ispanya 81 Midye RT-PCR %18.5 [2]

Sonu¢ olarak, mevcut molekiiler teknikler
cevre ve gida kaynakli HAV tespitinde yeterli gibi
goriilse de daha ucuz ve standart yontemlerin ge-
listirilmesi ile kabuklu deniz triinleri ve 6zellikle
de midyelerde kantitatif viral hepatit tespiti daha
da kolaylasacaktir. Endiistriyel ve evsel atiklardan
kaynaklanan g¢evre ve kiyir kirlenmesi dogrudan
insan sagligini tehdit etmektedir. Ayn1 zamanda,
midye gibi filtrasyonla beslenen canlilarda biriki-
me bagli olarak HAV, yeterince 1s1 islemi gérmemis
midye tliketimi sonrasinda enfeksiyonu tetikleye-
bilmektedir. Kabuklu deniz iirlinlerinin ¢ig veya az
pismis olarak tiiketilme aligkanligi hastalik riskini
arttirmaktadir. Pisirme siiresi (1 dk.) ve sicakligina
(merkezde +85°C) azami dikkat virlisun inaktivas-
yonunda 6nemli bir rol almaktadir. Son olarak mo-
lekiiler epidemiyolojik arastirmalar ile bu galigma
bolgelerindeki midyelerden izole edilen suslar ile
insanlarda hastalik olusturan HAV susglari arasinda
ki iligkiyi ortaya koymak son derece dnemlidir.
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Ozet: Dogal ortamlarinda yasayan ratlardan (Rattus spp.), insanlara ve duyarli hayvanlara birgok hastalik etkeninin
gectigi bilinmektedir. Insanlarda 6nemli sistemik hastaliklara yol agan ve diger memeli hayvanlar gibi ratlarin da dogal
konakgisi oldugu bilinen Escherichia coli (E.coli), dnemli bir zoonotik etkendir. Ancak laboratuvar hayvani olarak
kullanilan ratlar ile ilgili 6zellikle tilkemizde yeterli veri bulunmamaktadir. Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi labora-
tuvar ortaminda yetistirilen ratlardan da izole edilen E.coli’lerin genotipik ve fenotipik dzelliklerinin bilinmesi, E.coli
kokenli enfeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nemlidir. Bu ¢alismada, deney hayvani olarak kullanilan Wistar irki ratlardan
elde edilen fekal drneklerde E.coli varligi ve izole edilen E.coli’lerin dahil olduklart filogenetik gruplar arastirilmistir.
Bu amagla, 112 rattan toplanan digkidan klasik kiiltiir yontemiyle izole edilen 61 E.coli susuna, chuA, yjaA, arpA ve
trpA genlerine ve TspE4.C2 DNA fragmentine, spesifik primerlerin kullanildigi PCR yontemi uygulandi. Elde edilen
sonuglara gére 43/61 (%70.4) sus Bl grubuna (kommensal), 18/61 (%29.5) sus ise B2 grubuna (ekstraintestinal) dahil
olarak bulundu. Yapilan bu ¢aligma ile Tiirkiye’de ilk kez ratlardan izole edilen E.coli’lerin filogrup analizleri yapilarak,
agirlikli olarak B1 grubunda yer aldiklar1 ve kommensal 6zellikte olduklari saptandi.

Anahtar kelimeler: E.coli, filogenetik analiz, Wistar rat

Phylogeny of Escherichia coli isolated from Wistar rats

Abstract: It is already known that several bacterial agents can be transmitted from rats (Rattus spp.) that live in natural
habitats to human beings and susceptible animals. Escherichia coli (E.coli) which cause systemic diseases in humans
and naturally found in rats like other mammalians are important zoonotic agents. Nevertheless, there are few reports on
rats which are used as laboratory animal. Like other animal species, it is important to know phenotypic and genotypic
features of E.coli isolated from laboratory animals in order to prevent infections due to £.coli. In this study the presence
of E.coli isolated from faeces of Wistar rats and the phylogeny of these strains were investigated. For this purpose, 61
E.coli strains isolated from faeces of 112 rats were investigated for the presence of chuA, yjaA, arpA and trpA genes and
a DNA fragment known as TspE4.C2, by PCR. The results showed that 43/61 (70.4%) and 18/61 (29.5%) strains belong
to B1 (commensal) and B2 (extraintestinal) groups, respectively. For the first time in this study E.coli isolated from rats
were phylogrouped, assigned as B1 group and designated as commensal E.coli in Turkey.

Key words: E.coli, phylogenetic analysis, Wistar rat
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Ratlar (Rattus spp.) tim diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’de de laboratuvar hayvani olarak siklikla
kullanilmaktadirlar. Dogal ortamlarinda ve labo-
ratuvar kosullarinda yasayan ratlarda klinik ola-
rak hastalik tablosu gozlenmese de, ratlarin birgok
zoonotik hastalik etkeninin dogal konagi oldugu
(Salmonella serotipleri, Yersinia pestis, Leptospira
spp., Helicobacter spp., Mycoplasma spp. ve
Escherichia coli), insanlara ve duyarli hayvanlara

bu hastaliklarin gegerek enfeksiyonlara neden oldu-
gu bilinmektedir [1]. Laboratuvar ratlarinda bu et-
kenlerin bulunmasi, 6zellikle bu hayvanlarla ¢alisan
personelin tasidigi risk agisindan 6nemlidir [5,10].
Escherichia coli (E.coli) insanlar ve ratlarin da dahil
oldugu pek ¢ok hayvanin gastrointestinal sistemi-
nin normal florasimin bir iiyesidir [3]. Hayvanlarin
dogumlarindan sonra gastrointestinal sistemlerin-
de kolonize olur ve hayvanlarin yagami boyunca
gastrointestinal sistem florasinda kalir [7]. Birgok
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E.coli susu bagirsak mukozasina penetre olmadigi
stirece konakta kommensal olarak bulunabilmekte-
dir [7,11]. Fakat patojen 6zellik gosteren bazi E.coli
suslart insan ve hayvanlarda, basta diyare olmak
iizere c¢esitli intestinal enfeksiyonlar ile iiriner sis-
tem infeksiyonlari, meningitis, septisemi gibi eks-
traintestinal enfeksiyonlara neden olabilmektedir
[3]. Patojen E.coli suslar1 zoonotik 6zellikte olup,
insanlara, cesitli evcil ve yabani hayvanlarin diski-
lar1 ile direkt temas veya kontamine gidalarin tiike-
tilmesi sonucu bulasabilmektedir. Bu sebepten, tagi-
yic1 veya hasta hayvanlarla temas halindeki insanlar
muhtemel risk altindadir [6,11]. Ancak laboratuvar
hayvani olarak kullanilan ratlar ile ilgili 6zellikle iil-
kemizde yeterli veri bulunmamaktadir.

Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi laboratu-
var ortaminda yetistirilen ratlardan da izole edilen
E.coli’lerin genotipik ve fenotipik 6zelliklerinin
bilinmesi, E.coli kokenli enfeksiyonlarin Onlen-
mesinde 6nemlidir. 1980’lerden giiniimiize kadar
yapilan ¢alismalar, E.coli suslarinin ¢esitli genetik
alt yapilara sahip oldugunu ve bu alt yapilara gore
filogenetik siniflara ayrildiklarim gdstermistir [4].
Ik filogenetik siniflandirma, multi-lokus enzim
elektroforez (MLEE) yontemi ile yapilan ¢aligmalar
sonrasinda, E.coli suslarinin A, B1, B2, C, D ve E
ile gosterilen alt1 ana filogenetik gruba ayrilmasi ile
ortaya ¢ikmistir. Daha sonrasinda yapilan analizler
sonucunda ise E.coli suslarinin dort ana filogene-
tik grupta toplandig1 (A, B1, B2 ve D) goriilmiis-
tiir. Siniflandirilamayan suslar ise E grubunda dahil
edilmistir [2,3]. Bununla beraber, ekstraintestinal
enfeksiyondan sorumlu suslarin daha ¢ok B2 ve D
grubuna ait oldugu, bircok kommensal susun ise
B1 ve A grubuna ait oldugunu gosterilmistir. Bu
caligmalar cesitli filogruplardaki suslarin fenotipik
ve genotipik Ozelliklerindeki farklilik ve hastalik
olusturma yetenekleri iizerine bilgi edinmemizi
saglamaktadir [3,4]. Bununla beraber 2000’lerden
sonra E.coli’ye ait multi-lokus sekans tiplendirme
(MLST) ve tiim genom sekans verilerinin ¢gogalma-
st ile filogruplar tekrar incelenmis ve E.coli’ye ait
yedi filogrup (A, B1, B2, C, D, E, F) ve Esherichia
cinsine ait bir filogrup (Esherichia clade I) olmak
tizere sekiz filogrup tammmlanmistir. Escherichia
clade 1 filogrubunun ise, E.coli’den fenotipik ola-
rak ayirt edilmesi olanaksiz olan fakat genetik ola-
rak ayrilabilen Escherichia’nin yeni tiirlerinin icene
almasindan dolay1 E.coli’nin bir filogrubu olarak
dikkate alinmasi gerektigi ortaya konmustur [4].

Bu ¢alismada, deney hayvani olarak kullanilan
Wistar 1rki ratlardan elde edilen fekal 6rneklerde
E.coli varlig1 ve izole edilen E.coli’lerin dahil ol-
duklart filogenetik gruplarin belirlenmesi amaclan-
migtir.

Materyal ve Metot

Bakteriyel Izolasyon: Bu c¢alismada, Gazi
Universitesi, Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi, Ankara’da kont-
rollii sartlarda ve kafes ortaminda barindirilan 112
adet rattan toplanan diski 6rnekleri E.coli varligi
yoniinden arastirildi. Cary-Blair Transport Medium
(Oxo0id; CMO0519) iceren steril plastik kaplara her bir
rattan alinan 1 gr sabah digkisi, %5 koyun kani ek-
lenmis Kanli Agar (Oxoid; CM0271), MacConkey
Agar (Oxoid; CM0007) ve Eosin Methylene Blue
Agar (Oxoid; CM0069)’da, 37°C’de 24 saat in-
kiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, siipheli ii¢ dort
koloni alinarak Gram boyama ve standart biyo-
kimyasal testler yapildi [11]. Filogruplarin belir-
lenmesinde kullanilmak iizere tiim E.coli izolatlar
%20 gliserol eklenmis Brain Heart Infusion Broth
(Oxoid; CM1135)’da -80°C’de saklandi. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Dali’'na ait sus koleksiyonundan alinan E.coli
AVMC92-35 susu pozitif kontrol olarak tim test-
lerde kullanildi.

Escherichia coli suslarimin filogruplandirilmasi:
Identifiye edilen E.coli’lerden DNA ekstraksiyonu
icin kit kullanim talimatlarina uygun olarak DNA
izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit; Qiagen,
Cat no: 51104) kullamldi. Izole edilen DNA’ya,
Clermont ve ark. (2013)’nin metoduna gore quad-
ruplex PCR yontemi uygulanarak E.coli suslarimin
filogrup analizi ger¢eklestirildi [4]. Buna gore, her
primerden 0.2 uM (Tablo 1), 200 uM dNTP, 2.5 pl
PCR reaksiyon buffer, 3 mM MgCI2, 2 U Taqg DNA
Polymerase (Thermo Scientific; EP0402) ve 1 pl
template DNA’nin bulundugu 25 pl PCR karigim
hazirlandi. Amplifikasyon kosullari: 94°C’de 5 dk
on denatiirasyonu takip eden 30 siklus, denatiiras-
yon 94°C’de 10 sn, baglanma 59°C’de (group E igin
57°C) 20 sn, uzama 72°C’de 10 sn ve 72°C’de 5
dk son uzama asamasi olarak uygulandi. Amplifiye
olan iirtinler, UV altinda %1.5 agaroz (Prona, EU)
jel elektroforezi sonucu goriintiilendi. Quadruplex
PCR sonuglar, genetik belirleyiciler olan chuA,
yjaA ve arpA genleri ile TSPE4.C2 DNA fragmanin
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var ve/veya yok olma durumuna gore degerlendiril-  primer dizileri kullanildi (Tablo 1) [9]. Ayn1 zaman-
di. Grup E ve grup C’nin belirlenmesinde sirastyla, da, grup E ve C’nin belirlenmesinde internal kontrol
ArpAgpE.f, ArpAgpE.r ile trpAgpC.1, trpAgpC.2  kullanildi [4].

Tablo 1. Hedef gen bolgeleri, uygulanan metot, primer sekanslar1 ve PCR {irlin biiyiikliigii.

Metod Primer Gen Sekans PCR iiriinii (bp)

Quadruplex chuA.1b chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA.lb yjad CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4C2.1b  TspE4.C2  CACTATTCGTAAGGTCATCC 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA

Group E ArpAgpE.f arpA GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG

Group C trpAgpC.1 trpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC

Internalcontrol  trpBA.f trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG

Bulgular ruplex PCR sonuglarina gore; 43/61 (%70.4) sus

B1 grubuna (kommensal), 18/61 (%29.5) sus ise

Laboratuvar hayvani olarak yetistirilen 112 rattan g, grubuna (ckstraintestinal) dahil olarak bulundu

toplanan digkilardan klasik kiiltiir yontemi ile 61 (Sekil 1)
(%54.4) E.coli susu izole edildi. Elde edilen quad- '

Sekil 1. Agaroz jel elektroforez sonucu. N, negatif kontrol; M, Molekiiler marker (100-1500 bp); PB2, B2 pozitif
kontrol; PB1, B1 pozitif kontrol; 1-4, B2 pozitif 6rnekler (152, 211, 288 bp); 5-15 B1 pozitif 6rnekler (152, 400 bp).

Tartisma ve Sonug¢ dar degisen enfeksiyonlarin etiyolojisinde yer alan
zoonotik bir bakteri tiiriidiir. Diyareye neden olan
E.coli’ler virulens ozelliklerine, patojenite meka-
nizmalarma ve klinik semptomlarina gore entero-

Escherichia coli biitiin sicakkanli hayvanlarin gast-
rointestinal sistemlerinde bulunan ve gida kaynakli
enteritislerden birgok ekstraintestinal hastaliga ka-
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toksijenik E.coli (ETEC), enteropatojenik E.coli
(EPEC), enteroaggregative E.coli (EAggEC), en-
teroinvasive FE.coli (EIEC), enterohemorrhagic
E.coli (EHEC) ve Shiga (Vero) toksin iireten E.coli
(STEC/VTEC)’ler olmak iizere 5 temel patogru-
ba ayrilmaktadir [8,12]. Son yillarda yapilan ca-
ligmalar hayvan kokenli E.coli’lerin iiriner sistem
enfeksiyonlar1 gibi ekstraintestinal enfeksiyonlar-
dan sorumlu olduklarini1 ortaya koymuslardir [8].
Hayvanlarda ve insanlarda ¢ok cesitli enfeksiyon-
lara neden oldugu bilinen E.coli’lerin fenotipik ve
genotipik 6zelliklerinin bilinmesi enfeksiyonlarin
Onlenmesinde ve tedavisinde Onem tasimaktadir.
Bu calismada son yillarda hastalik modelleme ve
enfeksiyon patogenezi gibi ¢esitli denemelerde kul-
lanimi artan rat digskilarinda E.coli prevalansinin be-
lirlenmesi ve izole edilen E.coli’lerin filogrup anali-
zine gore siiflandirmalarinin yapilmasi amaglandi.

Bu ¢aligmada 112 adet rattan toplanan digkidan
%54.4 (61/112)’luk izolasyon orani elde edilmistir.
Elde edilen quadruplex PCR sonuglarina gore 43/61
(%70.4) susun B1 grubuna (kommensal), 18/61
(%29.5) susun ise B2 grubuna (ekstraintestinal) da-
hil olduklart anlagilmigtir. Daha 6nce bir¢ok hayvan
tirtinden izole edilen E.coli’ler ile ilgili filogruplan-
dirma c¢aligmalar1 yapilmis olmasina ragmen deney
hayvani olarak kullanilan ratlarda ilk kez bu ¢aligma
ile filogruplandirma yapilmistir. Elde edilen sonug-
lara gore izole edilen E.coli’lerin ¢ogunlukla pato-
jen olmayan kommensal B1 grubuna dahil olduklart
saptanmigtir.

Laboratuvar hayvani olarak kullanilan ratlar ile
ilgili 6zellikle iilkemizde yeterli veri bulunmamak-
tadir. Ulkemizde laboratuvar hayvani kullaniminin
arttigr diisiiniildiigiinde, bu hayvanlar ile g¢alisan
personelin i¢inde bulundugu riskin bilinmesi ge-
rekmektedir. Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi
laboratuvar ratlarindan da izole edilen E.coli’lerin
genotipik ve fenotipik oOzelliklerinin bilinmesi,
E.coli kdkenli enfeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nem-
lidir. Yapilan bu ¢alisma ile ratlardan izole edilen

E.coli’lerin filotiplendirmeleri, Tiirkiye’de ilk kez
yapilarak, agirlikli olarak B1 grubunda yer aldiklar1
ve kommensal 6zellikte olduklar1 saptandi.
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