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OZET

TURKIYE’NIN EGE KIYILARINDA AVLANAN LIPSOZ (SCOPAENA SCROFA
LINNAEUS, 1758) BALIGINI ENFEKTE EDEN ANISAKIS TURLERININ
(NEMATODA: ANISAKIDAE) MOLEKULER TESHISI
Coskun AYDIN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Parazitolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Temmuz/2021
Danisman: Dog. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

Bugiine kadar Tiirkiye karasularinda avlanan ticari degeri yiiksek olan lipsoz
(Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758) baliklarini enfekte eden Anisakis (Nematoda:
Anisakidae) tiirlerinin varligi hakkinda herhangi bir arastirma yapilmamistir. Bu
aragtirmada ilk kez Ege Denizi kiyilarinda avlanan lipsoz baliklarinda Anisakis
larvalarinin enfeksiyon orani, yogunlugu ve bollugunun arastirilmasi ile larvalarin
molekiiler olarak tiir diizeyinde identifikasyonlarinin yapilmasi1 amaglanmistir.

Ege Denizi’nde (FAO 37.3.1) avlanan 272 lipsoz balig1 parazitolojik yonden
incelenmistir. Lipsozlardan nematod larvalar1 toplanmis, sayillmis ve larvalarin
morfolojik identifikasyonlar1 yapilmistir. Sonrasinda identifiye edilen Anisakis
larvalarin rDNA ITS gen boélgesi PZR ile ¢ogaltilmis ve Hha 1 ile Hinf 1 enzimleri
kullanilarak RFLP analizleri yapilmistir. RFLP ile tiir teshisleri yapilan bazi1 Anisakis
larvalarin mtDNA cox 2 gen bélgeleri ¢ogaltilmis ve DNA dizi analizleri ile tiir
dogrulamalar1 yapilmistir.

Sonug olarak 272 lipsoz’un 26’s1 Anisakis spp. larvalar ile enfekte bulunmus
ve enfeksiyon orani1 %9,6 olarak belirlenmistir. Anisakis spp. larvalarinin enfeksiyon
yogunlugu 2,8 (1-21 larva) ve enfeksiyon bollugu 0,2 olarak saptanmistir.
Lipsozlardan toplam 74 Anisakis spp. larvasi karin boslugu, i¢ organlarinin yiizeyi ve
mezenteryumdan toplanmistir. Lipsozlarin kas dokularinda Anisakis spp. larvalari
bulunmamuistir. Lipsoz baliklarinda ilk kez Anisakis pegreffii, A. typica, A. simplex
(s.8) x A. pegreffii hibrit genotip ve A. ziphidarum tiirleri molekiiler olarak identifiye
edilmistir. Bu arastirma ile iilkemiz karasularinda ilk kez A. ziphidarum rapor
edilmistir. Bunun yaninda lipsoz tiiriiniin 4. ziphidarum, A. typica ve A. simplex (s.s.)
x A. pegreffii hibrit genotip icin yeni bir ara/paratenik konak oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak lipsozlarda zoonoz karakterli 4. pegreffii varligi halk sagligi
acisindan tiiketicilere risk olusturabilir. Ayrica, tiiketicilerde Anisakis pegreffii ile
enfekte lipsozlarin tiiketilmesi sonucunda parazitik alerji gelisebilir. Bu arastirmanin
sonuglar1 yetkililerin gida giivenligi icin Anisakis'e bagh alerji riskini azaltmak igin
HACCP programini yeniden diizenlemelerinde 6nemli bir etkiye sahip olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Anisakis spp., RFLP, DNA dizi analizi, Scorpaena scrofa, Ege
Denizi
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ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATON OF ANISAKIS SPECIES (NEMATODA:
ANISAKIDAE) INFECTING RED SCORPIONFISH (SCOPAENA SCROFA
LINNAEUS, 1758) CAUGHT IN THE AEGEAN COASTS OF TURKEY
Coskun AYDIN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Parasitology
Ph.D. thesis, July/2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gokmen Zafer PEKMEZCI

To date, no research has been conducted on the presence of Anisakis species
(Nematoda: Anisakidae) that infect high commercial value red scorpionfish
Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758) caught in Turkish marine waters. Therefore, it
was aimed to investigate the prevalence, mean intensity, and mean abundance of
Anisakis larvae, and to molecularly identify the larvae at species level in red
scorpionfish caught in the Aegean Sea coasts of Turkey for the first time in the
present study.

Parasitological examination of 272 red scorpionfish caught in the Aegean Sea
(FAO 37.3.1) were performed. Nematode larvae were collected, counted, and
morphological identification of larvae was made. Subsequently, the rDNA ITS gene
region of identified Anisakis larvae was amplified by PCR, and RFLP analysis was
performed using Hha 1 and Hinf I restriction enzymes. The mtDNA cox 2 of some
Anisakis larvae identified to species level with RFLP were amplified, and species
confirmation was also carried out by DNA sequencing.

As a result, twenty-six of 272 red scorpionfish were infected with Anisakis spp.
larvae and their prevalence was determined as 9.6%. Mean intensity and mean
abundance of Anisakis spp. larvae were 2.8 (1-21 larvae) and 0.2, respectively. A
total of 74 Anisakis larvae were collected from the abdominal cavity, viscera, and
mesenteries. No Anisakis larvae were found in the muscle of red scorpionfish.
Anisakis pegreffii, A. typica, A. simplex (s.s) x A. pegreffii hybrid genotype, and A.
ziphidarum were molecularly identified in the red scorpionfish for the first time. This
is the first report of A. ziphidarum from Turkish marine waters. Moreover, the
present study indicates red scorpionfish as a new intermediate/paratenic host records
for A. typica, A. simplex (s.s) X A. pegreffii hybrid genotype, and A. ziphidarum.

In conclusion the presence of zoonotic A. pegreffii in red scorpionfish may
present a health risk for consumers. Furthermore, consumers may develop parasitic
allergies due to consuming red scorpionfish infected with Anisakis pegreffii. The
results of this research will have a significant impact for authorized people to
reorganize the HACCP program to reduce the risk of allergies depends on Anisakis
for food safety.

Keywords: Anisakis spp., RFLP, DNA sequencing, Scorpaena scrofa, Aegean Sea
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1. GIRIS

Gida giivenligi ve halk sagligi agisindan zoonoz balik parazitleri arasinda
Ozellikle nematodlar i¢cinde Anisakidae ailesinde yer alan parazit tiirleri 6nem arz
etmektedir. Anisakidae ailesinde Anisakis, Pseudoterranova ve Contracaecum cinsi
icerisinde yer alan tiirler Ozellikle deniz baliklarinin tiiketilmesi sonucunda

insanlarda gida giivenligi ve halk saglig1 agisindan sorunlara neden olabilmektedir.

Lipsoz (Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758) ya da diger adi ile Adabeyi
Scorpaenidae ailesinde yer alan ticari degeri olduk¢a yiiksek ve eti lezzetli olan
kemikli bir balik tiiriidiir. Ulkemiz karasularindan Marmara Denizi, Akdeniz ve Ege
Denizi’nde bulunmaktadir. Bu balik tiiriiniin siklikla 1zgarasi, kavurmasi, bugulamasi

ve corbasi yapilmaktadir.

Bugiine kadar lipsoz tiiriinii enfekte eden Anisakis tiirlerinin molekiiler
identifikasyonu ve Anisakis larvalarinin epidemiyolojik parametrelerinin (enfeksiyon
orani, enfeksiyon yogunlugu, enfeksiyon bollugu) ortaya ¢ikarilmasi i¢in az sayida
kapsamli arastirma yapilmistir (Abollo, et al., 2001). Bu arastirmada (Abollo, et al.,
2001) Ispanya’nin Atlantik Okyanusu kiyilarinda avlanan lipsozlarda A. pegreffii ve
A. simplex (s.s.) tiirleri molekiiler olarak identifiye edilmistir. Ege Denizi’nde
yasayan, ticari degeri oldukca yliksek olan ve tiiketiciler tarafindan sevilerek
tiikketilen lipsozlar1 enfekte eden Anisakis larvalarimin varligi, enfeksiyon oranlari,
yogunlugu, bollugu ile lipsozlarin hangi Anisakis tiirleri ile enfekte oldugu
bilinmemektedir. Bu doktora tezinde ilk kez Ege Denizi kiyilarinda avlanip insan
tikketimine sunulan lipsozlarda Anisakis larvalarinin epidemiyolojik parametrelerinin

belirlenmesi ve molekiiler olarak identifiye edilmesi amag¢lanmistir.

Ulkemiz Ege Denizi kiyilarinda (FAO 37.3.1) avlanip insan tiiketimine sunulan
lipsoz baliklarinda ilk kez Amisakis larvalarimin varligi ile enfeksiyon oranlari,
yogunlugu ve bollugu arastirilmis ve tespit edilen larvalarin RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) ve DNA dizi analizleri ile molekiiler olarak tiir

teshisleri yapilmigtir.
Lipsozlarda ilk kez Anisakis pegreffii, A. typica, A. simplex (s.s) x A. pegreffii
hibrit genotip ve A. ziphidarum tiirleri molekiiler olarak identifiye edilmistir. Bu

arastirma ile iilkemiz karasularinda avlanan deniz baliklarinda ilk kez A. ziphidarum

tiirli rapor edilmistir. Bununla birlikte lipsoz tiiriiniin A. ziphidarum, A. typica ve A.
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simplex (s.s.) X A. pegreffii hibrit genotip i¢in yeni bir ara/paratenik konak oldugu

tespit edilmistir.

Bu tez arastirmasi {lilkemizde Ege Denizi kiyilarinda avlanip insan tiiketimine
sunulan lipsoz baliklarinda HACCP sistemi ve halk sagligi acisindan zoonoz
Anisakis tirlerinin molekiiler tanis1 ve enfeksiyon parametrelerinin ortaya konulmasi

acisindan kapsamli ve giincel ilk verileri igermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Hizl1 niifus artisinin yasandigi iilkemizde ve diinyada gida kaynaklarinin en 1yi
sekilde degerlendirilmesi ve {iretilen iriinlerin gilivenilir olmas1 gerekmektedir.
Insanlarin saglikli ve dengeli beslenmesinde hayvansal kokenli protein kaynaklar:
bliylik 6nem tasimaktadir. Niifus artisi, besin kaynaklarinin azalmasi ve bilingsiz
kullanimi1 ve iiretiminde yasanan sikintilar sonucu protein kaynaklarinin énemli bir
kismini olusturan et ve siit iiriinleri yetersiz kalmaktadir. Bu durumda doymamis yag
asitlerince (EPA, DHA, Omega-3, 6, 9) zengin, yapisinda bir¢ok vitamin (A, D, E,
B1, B2, B3, B6, B12) ve mineral (iyot, selenyum, c¢inko, fosfor, magnezyum)
barindiran, diisiik enerji degerine sahip, sindirimi kolay, saglikli ve ucuz bir protein
kaynag1 olan balik eti popiiler bir iiriin hale gelmistir. Ozellikle gelismis iilkelerin
¢ogu su iiriinleri tiiketimine yonelmislerdir. Insan saglhigi agisindan bu kadar 6nemli
olan ve hayvansal protein ihtiyacinin karsilanmasinda biiylik paya sahip olan deniz
ve tath su iriinleri ayn1 zamanda riskli gidalar listesinde yer almaktadir (Simsek ve

Yilmaz, 2016).

Insan niifusuna paralel olarak artan gida ihtiyacini karsilamak iizere gida
endistrisindeki hizl1 gelismeler tiiketiciye cesitli olanaklar sunarken daha kaliteli,
giivenli ve saglikli gida tretiminin zorunlulugunu da beraberinde getirmektedir.
Ozellikle son yillarda tiiketicinin daha kaliteli et olmasi, kolay sindirilmesi, diyetik
Ozelligi olmasi agisindan balik ve balik¢ilik {irlinlerine olan ilgisinin giderek
artmasiyla birlikte sektorde calisan ve bu irilinleri tiikketen insanlarda zoonoz
hastaliklar basta olmak iizere halk sagligini tehdit eder boyutlarda ciddi sorunlar
yasanmaya baslanmistir. Baliklarda virlis ve bakterilerin yan1 sira parazitlerden de
ileri gelen g¢esitli hastaliklar goriilmekte bu da balik¢ilik sektdriinii olumsuz
etkilemektedir. Diger taraftan baliklardaki bazi paraziter zoonozlar insanlara da
bulasabildiginden halk saglig1 ve gida gilivenligi yoniinden de 6nem tasimaktadir

(Simsek ve Yilmaz, 2016; Guardone, et al., 2018).

Balik parazitleri sucul ekosistemin ayrilmaz bir pargasidir. Tath ve tuzlu su
olmak tizere gol, akarsu, deniz gibi dogal alanlarda ya da kiiltiire edilen balik
popiilasyonlarinda yaygin olarak bulunurlar. Parazitler baliklarda dogal kosullarda az
sayida olduklarinda genellikle 6nemsiz kabul edilmekte, ancak fazla sayida ve yogun
olarak bulunduklarinda sorun olusturmaktadir. Parazitler igerisinde yer alan

nematodlar Nemathelminthes kokiinde yer alan viicutlar1 bolimlenmemis, uzun ve
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silindirik yapiya sahip olan ayri cinsiyetli helmintlerdir. Nematodlarin énemli bir
boliimii serbest yasam siirerken, bir bolimii ise insan ve hayvanlarda paraziter
yasama uyum saglamiglardir. Bir boliimi direkt gelistigi halde bir boliimii
gelismelerinde ara/paratenik konaga gereksinim duyarlar. Animalia aleminde 256
aileden ve 40.000'den fazla tiirden olusan en 6nemli ve en genis grubu olustururlar

(Williams and Jones, 1994; Anderson, 2000; Umur, vd., 2006).

Nematod parazitlere tatli su, deniz ve aci su baliklarinda siklikla rastlanir.
Birbirinden farkli tiirler konaklarinin viicut kondisyonlarini, ylizme performanslarini,
tireme kabiliyetlerini ve hematolojik profillerini etkilerler ve ciddi hastalik tablosu
olusturarak yiiksek oranlarda dliimlere neden olabilirler. Baliklarda ergin nematodlar
cogunlukla sindirim sisteminde parazitlenirken, larvalar viicut boslugu, i¢c organlarin
yiizeyinde ya da paransiminde bulunurlar (Moravec, 1994; Molnar, et al., 2006;
Choundhury and Cole, 2008).

Nematodlar tipik olarak uzun, her iki ucu sivri, bilateral simetrik ve yalanci
viicut bosluguna (psdydosol) sahip canlilardir. Biiytikliikleri ¢cok degiskendir ve 1
mm’den kiicik ya da 1 m’den uzun olabilirler. Hareket viicuttaki kaslar ve
psOydosodldeki sivinin  basincina bagli olarak hareket solucanimsi/yilanimsi
sekildedir. Viicut hipodermis tarafindan salgilanan ve kiitikula olarak adlandirilan
hiicresiz bir tabaka ile kaplidir. Viicut c¢eperindeki kaslar tek tabaka olup, sadece
uzunlamasina seyreder ve sirkiiler kaslar yoktur. Sindirim sistemi gelismis olup, agiz,
barsak ve aniisleri vardir. Sinir sistemi genel olarak basit olup, viicudun farkl
boliimlerindeki hareketin  mekanik esgiidiimii, hemolenf hacmindeki yerel
degisiklikler ve lokal reflekslerle saglanir. Bosaltim sistemi lateral kanallar veya
ventral bezler ile bazen de her ikisinden olusur. Bu sistem viicudun 6n ucuna yakin
yerde ventral bir delikle sonlanir. Nematodlarin ¢ogu ayn cinsiyetlidir ve genelde
disi parazitler erkeklerden daha biiyiiktiir. Erkek ve disiler distan morfolojik olarak
ayrilabilirler (Seksiiel dimorfizm). Esey organlar1 ayr1 organlar seklinde ve genellikle
dis ortamla baglant1 kuran kanallar bi¢imindedir. Disilerin arka ucu genellikle sivri
oldugu halde erkeklerin kivrik veya genislemis olarak sonlanir (Moravec, 1994;
Umur, vd., 2006). Baliklarda bulunan nematodlar g¢ogunlukla ovipardirlar ve
yumurtlayarak ¢ogalirlar. Bununla birlikte ¢cok sayida vivipar olan nematod tiirleri

bulunmaktadir (Izyumova, 1964; Moravec, 1994). Nematodlar yasam dongiilerinde



tatl su ya da deniz baliklarin1 kesin, ara ya da paratenik konak olarak kullanirlar

(Choundhury and Cole, 2008).

Cogu paraziter hastalik i¢in halk saglig1 otoritelerine bildirim zorunlu olmadigi
icin resmi raporlar bu hastaliklarin gergek prevalansimi  veya sikligimi
yansitmamaktadir. Bu parazitler gelismekte olan tilkelerde gelismis iilkelere gore ¢ok
daha yaygindir (FAO/WHO, 2014; Baird, et al., 2014). Bununla birlikte artan
uluslararasi pazarlar, gelismis ulasim sistemleri, demografik degisiklikler, duyarh
insan niifusunun artmasit ve degisen mutfak aliskanliklari nedeniyle bu cografi
siirlar ve risk altindaki popiilasyonlar genislemektedir. Su iiriinleri endiistrisinin
kiiresellesmesiyle birlikte insanlarin anisakiosis edinme riskinin gelismis iilkelerde
hafife alindig1 ve kiiciimsendigi goriilmektedir. Ancak insanlarda diinya capinda
anisakiosis vaka raporlar1 giin gegtikge artmaktadir (Dorny, et al., 2009; Baird, et al.,

2014; Molina-Fernandez, et al., 2015; Guardone, et al., 2018).



2.1. Anisakidae Ailesindeki Nematodlar Hakkinda Genel Bilgiler

Ichtyozoonoz 0zelligi gdsteren en Onemli paraziter etkenler Anisakidae
ailesinde yer alan Anisakis (Dujardin, 1845), Pseudoterranova (Krabbe, 1878) ve
Contracaecum (Railliet and Henry, 1913) cinslerinde yer alan nematod tiirlerdir. Bu
nematod tiirlerinin insanlarda olusturdugu hastalik anisakiosis olarak bilinmektedir.
Anisakidae ailesinde yer alan Anisakis, Pseudoterranova ve Contracaecum cinsinde
yer alan parazitlerin deniz memelileri ve su kuslar1 son konagi iken omurgasiz su
kabuklulari ile deniz baliklar1 ara konak olarak gorev almaktadirlar. Diinya genelinde
Anisakidae ailesine ait ergin ve larval nematodlar kesin ve ara konaklarinda yaygin
olarak goriilmektedir (Mattiucci and Nascetti, 2006, 2008; Mattiucci, et al., 2014;
2018; Rahmati, et al., 2020) (Sekil 2.1, 2.2).

[(]A pogrom [ A. simplex (s5. ) [ smoiexC A noea A - Ors an A W4 cacaac [ Ansans se.
Oc =s) Oc. A C. oscuamB @C.a c o @c E @C rndatum @C micungs @C. opmortini (s.5)  (IC. margalsd

AP decpions (ss5.) A Fkabbol JFbutosa AP araasi AP decplensE P caman)
irPh. phocae ¢y Ph. cystophorao

Sekil 2.1. Anisakis (O), Pseudoterranova (A), Contracaecum (O) ve Phocascaris (*) tiirlerinin
dagilim alanlarin1 gosteren diinya haritasi. Belirtilen cografi alanlar kesin ve ara konaklarin
ornekleme bolgeleriyle ilgilidir (Mattiucci and Nascetti, 2008)
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Sekil 2.2. Farkli cografik avlanma alanlarina gore Anisakis spp. tiirlerinin dagilimi ve oranlari. Ticari
oneme sahip baliklardaki Anisakis tiirlerinin molekiiler epidemiyolojisinden elde edilen
veriler (Mattiucci, et al., 2018)

Anisakidae ailesindeki nematodlarin viicut yapisi silindir seklindedir. Her iki
uc sivri ve uzunlamasina bir gdvde yapis1t vardir. Duyusal/algisal papillere sahip
dudaklarla cevrili bir agiz boslugu vardir. Bu nematodlarin kiitikiilii ince ¢izgilerle
karakterizedir. Birgok cinste kiitikiil dudak tabaninin arkasinda olukludur. Oral
aciklik bir dorsal ve iki subventral olmak tiizere lic dudakla cevrilidir. Genellikle
dorsal dudakta iki esit papilla ve subventral dudaklarin her birinde bir papilla ve
amfid vardir. Dudaklar arasinda interlabia olabilir. Agiz boslugu sonrasinda
ozofagus, bagirsak, rektum ve aniis gelir. Ozofagus proventrikiiliis ve ventrikiiliis
olmak {izere iki kisma ayrilir. Ventrikiiliis bagirsagi ve proventrikiiliisii birlestirir ve
ventrikiiler ¢ikinti olarak adlandirilan bir veya birka¢ posterior c¢ikintiya sahip
olabilir. Bagirsak kolon epitel hiicre tabakasi ile kapli basit bir tiiptiir. Bazi1 cinslerde
bagirsak, sekum olarak adlandirilan ve anterior olarak yonlendirilmis bir kor keseye
sahip olabilir. Sekum liimeni sitolojik olarak bagirsaga benzer. Bosaltim ve sinir
sistemleri mevcuttur. Bosaltim sistemi ve onun dis agikligr olan bosaltim deligi
subventral dudaklarin dibinde acilir. Periferik sinir sistemi yiizey papillalarini ve
amfidleri birbirine baglayan bir sinir Orgiisiinden olusur. Sinir sistemleri yemek

borusunu 6n kisimda cevreleyen bir dizi gangliyon olan sinir halkasi olarak



yogunlagir. Cinsiyetler genellikle ayridir. Arka kisim genellikle disilerde diizdiir ve
erkeklerde kavislidir. Erkek iireme sistemi sarmal bir testis, seminal vezikiil, vas
deferens ve kloakada sonlanan ejakiilator kanaldan olusur. Spikiiller ve
gubernakulum gibi ¢iftlesmeye yardimci organlarin yani sira kaudal papillalar ve
bazilarinda post kloakal ¢ikintilar igerir. Genellikle sekil olarak degisen iki spikiil
vardir. Bir gubernakulum sadece birkag cinste bulunur. Baz: tiirlerin kuyrugunun ucu
cok sayida diken tasir. Disi genital organlart ovaryum, ovidukt, seminal bezler,
uterus, vajina ve vulvadan olusur. Vulva ventral tarafta ve genellikle viicudun 6n
yarisinda goriiliir. Yumurtalarin biiyiikliigii ve kabuk yapisi degiskenlik gosterir.
Tiim viicut hipodermis tarafindan salgilanan seffaf, hiicresel olmayan bir kiitikdl ile
kaplidir. Nematodlar gémlek degistirerek bir dizi asamalardan gegerler. Her asamada
eski kiitikiil altinda yeni bir kiitikiil tabakas1 olusur ve bu tabaka sonunda dokiilerek

asamay1 sonlandirir.

Anisakis cinsinin bir 6n ¢ikinti (dis) tasiyan ii¢ dudagi vardir ve interlabia
yoktur. Bosaltim deligi subventral dudagin tabanina acilmaktadir. Ozofagusun 6n
kismi kashdir ve arka kisminda ventrikiili vardir. Ventrikiil tek pargadir ve
ventrikiiler ¢ikintist veya bagirsak sekumu yoktur. Vulva viicudun orta veya ilk {icte
birindedir. Erkek bireylerin spikiilleri esit olmayip, preanal ve postanal papil ¢ok
sayidadir. Arka ucglarinda tek bir ¢ikinti seklinde (mucron) diken bulunur (Myers,
1975; Anderson, 2000; Adroher-Auroux and Benitez-Rodriguez, 2020) (Sekil 2.3).



Anisakis L3 Anisakis L3 = - - o P
type | type Il 'seudoterranova ontracaecum

Sekil 2.3. Baliklarda siklikla goriilen ve potansiyel olarak anisakiosise neden olabilen nematodlarin
iiciincii evre larvalari (L3) arasindaki farkli morfolojik 6zellikler. a: aniis; bt: dis; e: yemek
borusu, ep: bosaltim deligi, i: bagirsak; ic: bagirsak sekumu, m: agiz, nr: sinir halkasi, p:
papilla, r: rektum, rg: rektal bez, s: mukron; v: ventrikiil, va: ventrikiiler ¢ikint1 (Adroher-
Auroux and Benitez-Rodriguez, 2020)

Anisakidae ailesinin ve bu ailede yer alan cinslerin taksonomisi (NCBI

Taxonomy) asagida belirtilmistir (Schoch, et al., 2020).

Alem: Metazoa

Sube: Nematoda

Sinif: Chromadorea
Takim: Rhabditida
Ust aile: Ascaridoidae
Aile: Anisakidae

Cins: Contracaeum
Cins: Pseudoterranova
Cins: Opidascaris
Cins: Phocascaris

Cins: Pseudanisakis



Cins: Pulchrascaris
Cins: Raphidascaroides
Cins: Sulcascaris
Cins: Terranova
Cins: Siniflandirilmamis Anisakidae
Cins: Anisakis
Anisakis simplex kompleksi
Anisakis berlandi
Anisakis pegreffii
Anisakis simplex (herring worm)
Anisakis simplex x Anisakis pegreffii
Anisakis brevispiculata
Anisakis nascettii
Anisakis paggiae
Anisakis cf. paggiae AV60.8
Anisakis physeteris
Anisakis typica
Anisakis cf. typica 1 HWP-2008
Anisakis cf. typica 2 HWP-2008
Anisakis ziphidarum
Smiflandirilmamis Anisakis

Anisakidae ailesinde farkli cinslere bagli ¢ok sayida tlir bulunmaktadir. Bu
cinsler igerisinde bazilar1 tiirlerin morfolojik 6zelliklerindeki benzerlikten dolay:
sibling (ikiz) tiirler s6z konusudur. Benzer 6zellikleri olan cinsler bazi literatiirlerde
sinonim olarak bildirilirken, bazilarinda farkli cinsler olarak belirtilmis ve bu durum
tam olarak bir netlik kazanmamistir. Bu nedenle baliklardan izole edilen larvalarin
morfolojik olarak sadece cins diizeyinde teshisi s6z konusu olmaktadir. Parazitlerin

tiir diizeyinde kesin teshisleri molekiiler teknikler ile miimkiin olmaktadir.
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Anisakidae ailesindeki en 6nemli zoonotik grup Anisakis tiirleridir. Anisakis cinsi
altinda bulunan A. simplex kompleksi (sensu lato (s.l)) grubu kriptik tiirleri
icermektedir. Bu tiirler 4. berlandi (A. simplex C), A. pegreffii, A. simplex sensu
stricto (s.s.) tlrleridir. Kriptik tiirler morfolojik olarak ayirt edilemezler ve tiir
identifikasyonu i¢in molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Kriptik tiirler haricinde A.
typica, A. ziphidarum, A. physeteris, A. brevispiculata, A. paggiae, A. nascettii ve A.
schupakovi ve Anisakis sp. 1 ve Anisakis sp. 2 gibi diger farkli tiirler de
bulunmaktadir. Anisakis cinsi igerisinde yer alan larvalarin morfolojik ayrimlari
sahip olduklar1 viicut 6zellikleri dikkate alinarak Anisakis tip 1 larva ve Anisakis tip 11
larva seklinde siniflandirma yapilmistir. Bu tiirler arasinda genetik yapilar, yasam
dongiileri ve cografik dagilimlar1 agisindan farkliliklar vardir. Anisakis cinsi
igerisinde yer alan ¢ok sayidaki tiiriin niikleer ribozomal DNA’larindaki ITS gen
bolgesinin ve mitokondrial DNA’larindaki cox 2 gen bolgesinin genetik analizleri
sonucunda tiir bazinda ayrimlart yapilmaktadir. Glinlimiizde Anisakis cinsi iginde
mitokondriyal (cox 2 ve rrnS) ve niikleer (ITS rDNA) veri setlerine dayanan
filogenetik analizinden dort farkli dalin varligi agik¢a anlasilmaktadir. Birinci dal A.
simplex (s.s.), A. pegreffii, A. berlandi, ikinci dal A. ziphidarum ve A. nascetti,
liclincii dal A. physeteris, A. brevispiculata ve A. paggiae ve dordiincii dal 4. typica
ve Anisakis sp. 1 tiirlerini icermektedir (Berland, 1961; Myers, 1975; Fagerholm,
1982; Mattiucci, et al., 1997; 2001; 2002; 2005; Paggi, et al., 1998; D’ Amelio, et al.,
2000; Martin-Sanchez, et al., 2005; Valentini, et al., 2006, Mattiucci and Nascetti,
2006; Mattiucci, et al., 2014; 2018) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Anisakis tiirleri arasindaki filogenetik iliskiler. (A) Anisakis spp'nin birlestirilmis mitokondriyal
(cox 2 ve rrnS) ve niikleer (ITS rDNA) dizisine dayali maksimum parsimoni agaci, (B)
birlestirilmis mitokondriyal cox 2 ve rrnS genlerine dayali maksimum parsimoni agaci.
Bootstrap degerleri >70 olanlar i¢ diigiimlerde gosterilmis ve dig grup olarak Toxocara
canis ve Ascaris suum tiirleri kullanilmistir (Mattiucci, et al., 2018)

Anisakis tiirlerinin yasam dongiisiiniin birgok yonii hala belirsizligini
korumaktadir. Bu parazitlerin yasam dongiisiinde deniz memelileri (¢ogunlukla
cetaceanlar) kesin/son konak, deniz baliklar1 ve kalamar gibi kafadanbacaklilar ikinci
ara veya paratenik konak iken, planktonik veya semiplanktonik kabuklular birinci ara
veya paratenik konaklardir. Anisakis tiirlerinin yasam dongiistine dahil olabilecek
cok sayida deniz canlis1 olmasina ragmen tiim deniz memelileri Anisakis tiirleri igin
uygun ya da kesin konak degildir. Deniz memelilerinden Delphinidae ailesindekiler
A. simplex s.l. ve A. typica, Ziphiidae ailesindekiler A. ziphidarum ve A. nascetti,
Physeteridae ailesindekiler A. physeteris ile Kogiidae ailesindekiler ise 4. paggiae ve
A. brevispiculata tiirleri i¢in ideal konaktir (Sekil 2.5). Disi parazit erkek tarafindan
dollendikten sonra disi parazitin yumurtalar1 kesin konaktan diski ile atilirak deniz
ortaminda embriyonlanir. Yumurtanin igerisinde L1 ve L2 geligir. Larvali yumurtalar
cogunlukla kiigiik kabuklular olmak iizere birinci ara /paratenik konak olan
omurgasizlar tarafindan yutulur. Larvalar tagiyan bu birinci ara/paratenik konaklar
daha sonra kafadanbacaklilar ve deniz baliklar1 dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli ikinci
ara veya paratenik konaklar tarafindan yenir ve bu canlilarda L3 gelisir.
Anisakis’lerin yasam dongiisiindeki diger bir goriise gore yumurtalarin i¢inde larvalar
L3 donemine kadar gelisir ve sonradan yumurtay1 terk eder. Bu L3’ler 200-300 pm
uzunlugundadir ve L2 kiitikiil kilifi ile ¢evrelenmis olup deniz suyunda 3—4 aya

kadar yasayabilirler. L3’ler birinci ara/paratenik konaklar tarafindan alindiktan sonra
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kilifim1 kaybederek kabuklularin sindirim sisteminden sélomik bosluga gecerek
enfektif hale gelirler. L3’ tagiyan birinci konag1 yiyen ikinci ara/paratenik konaklar
enfekte olabilirler. Son konaklar tarafindan L3’ tasiyan ara/paratenik konaklar
yenildiginde enfekte olurlar, L3’ler L4’e gomlek degistirirler ve daha sonra parazitin
ergin erkek ve disi formlar1 son konak deniz memelilerinin midesinde gelisir. L3
tastyan deniz baliklar1 bagka bir balik tarafindan yenilebilir ve L3’ler yeni konagini
enfekte eder ve bu olgu birka¢ kez tekrar edebilir. Muhtemelen bu durum yirtici
deniz baliklarinda larvalarin ¢ok sayida birikmesine neden olur. L3’lerin
davraniginda bilinmeyen bazi faktore baglh olarak bazi durumlarda L3’lerin ¢ogu
baligin visseral boslugunda veya i¢ organlarin icinde kalirken, bazi durumlarda
larvalar baligin kaslarina go¢ edebilmektedir. Insanlar Anisakis tiirlerinin yasam
dongiisiinde tesadiifi rastlantisal konakdir. Insanlar ¢ig veya az pismis balik veya
kalamar tiikketmekle L3’ler ile enfekte olabilir ve 6zofagial, mide, bagirsak ve alerjik
formlar1 olan anisakiosisten etkilenebilir. Enfekte insanlarda L3’ler cogalmaz. insan
enfeksiyonlarinda ergin Anisakis tiirleri bildirilmemistir (Sakanari and McKerrow,
1989; Roepstorft, et al., 1993; Koie, et al., 1995; Klimpel, et al., 2004, 2010; Chai, et
al., 2005; Pascual and Abollo, 2005; Mattiucci and Nascetti, 2008; Hochberg, et al.,
2010; Levsen and Lunestad, 2010; Karl, et al., 2011; Bao, et al., 2013; Baird, et al.,
2014; Cipriani, et al., 2016; Levsen, et al., 2018; Mattiucci, et al., 2018; Adroher-
Auroux and Benitez-Rodriguez, 2020) (Sekil 2.6). Ayrica deniz memelilerini ve
baliklarini enfekte eden A4. simplex tiirlinlin L3’leri Petromyzontidae ailesindeki disli
¢enesiz balik (Petromyzon marinus) tiirleri ile tath su kaynaklarina taginabilmektedir

(Bao, et al., 2013).
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Sekil 2.6. Anisakis spp.’nin yasam dongiisii (Adroher-Auroux and Benitez-Rodriguez, 2020)
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Anisakiosis ciddi zoonotik bir hastaliktir ve son yillarda tiim diinyada dramatik bir
sekilde tiiketicilerde goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Insanlardaki anisakiosis
olgularindaki artig birtakim nedenlere dayandirilmaktadir. Bunlar son konak olan
deniz memelilerinin sayilarinin artmasi, kiiresel diinya mutfak kiltiiriiniin
olugsmasiyla tiikketim tercihlerinin degismesi, hizli yemek pisirme tekniklerinin
yayginlagmasi, gida iriinlerinin i¢erdigi vitaminlerden daha fazla faydalanabilmek
i¢cin az pisirme tekniginin popiiler hale gelmesi ve saglikli oldugu vurgulanan balik
eti tiiketiminin hizla artmasi seklinde siralanabilmektedir. Anisakis tiirleri arasinda en
Oonemli zoonotik karakterli tlirler 4. pegreffii ve A. simplex (s.s)’dir (Sekil 2.7). Bu iki
tir insanlardaki sindirim sistemi problemlerinde ve alerjilerde teshis edilmistir
(D'Amelio, et al., 1999; Mattiucci, et al., 2007; 2011; 2013; 2017; 2018; Umehara, et
al., 2008, Fumarola, et al., 2009; Arizono, et al., 2012; Lim, et al., 2015; Mladineo, et
al., 2015; Yera, et al., 2016; Guardone, et al., 2018).
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Sekil 2.7. Anisakis tiirlerinin yasam dongiisii ve zoonotik rolleri (Mattiucci, et al., 2018)
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Bu tiirlerden A. pegreffii tiiri Akdeniz’de baskin tiirdiir ve 200 ‘den fazla
balik tilirlerinde bildirilmistir (Mattiucci, et al., 2018). Anisakis pegreffii ve A.
simplex (s.s.) tiirlerinin yer aldig1 A. simplex (s.1) grubunda 14 alerjen (Ani s 1-Ani s
14) tespit edilmistir. Bu alerjenlerden Ani s 1, 2, 7, 12, 13 ve 14 alerjenleri major
antijenlerdir ve Anisakis gastro-alerjik hastalarin %50-86’da rapor edilmistir
(Quiazon, et al., 2003; Carballeda-Sangiao, et al., 2016a). Bu alerjenlerin tiiketiciler
tarafindan uygulanan pisirme yontemlerinde kullanilan 1s1l iglemlere ve mide de
bulunan pepsin enzimine dayanikli olduklar1 ve antijenik yapilarmi koruduklari
saptanmistir. Gidalara uygulanan pisirme ve dondurma islemlerinin Anisakis
larvalarimi  oldiirdiigli  fakat larvalarin alerjik yapilarini  inaktive etmedigi
bilinmektedir. Yiiksek 1silarda uygulanan pisirme ydntemlerinde (94°C’de 3 dk) bile
Anisakis larvalarinin ylizey antijenleri ile major antijenleri tespit edilebilmistir
(Quiazon, et al., 2003; Caballero and Moneo, 2004; Vidacek, et al., 2009; 2010;
Carballeda-Sangiao, et al., 2016a). Anisakis alerjenlerinin donmus balik ve balik
tiriinlerinde 220 giin sonra bile tespit edildigi ve tiiketicilere risk olusturdugu
bilinmektedir (Tejada, et al., 2014). Yine donma islemi sirasinda ve sonrasinda
Anisakis larvalarindan alerjenlerin serbest kaldigi yapilan caligmalar ile ortaya
konulmustur (Sanchez-Alonso, et al., 2018). Anisakis larvalar ile enfekte balik ve
balik iirlinlerinin 1yi pisirilse bile larvalarin termo-stabil alerjenlerinin tiiketicilerde
alerjik reaksiyonlara yol agabilecegi bilinmektedir. Anisakis tiirlerinin karmasik
yasam dongiisii ve ¢cok sayida potansiyel konagi (6zellikle paratenik konak) olmasi
nedeniyle kontrol edilmesi zordur. Bununla birlikte insanlarda anisakiosisin
insidansini azaltmak ic¢in ¢esitli 6nlemler alinabilir. Bunlar temelde tiiketicilerde
hastaliktan korunma konusunda farkindalik yaratmasi gereken saglik egitimidir. Bu
egitim genisletilmeli ve tedarik veya balikgilik gibi farkli ekonomik sektorlere
uyarlanmalidir (Adroher-Auroux and Benitez-Rodriguez, 2020). Tiiketicilerin canli
Anisakis larvalarmi oldlirmesi ve enfekte olmalarinin engellenmesi ig¢in Avrupa
Birligi ile FDA (U.S. Food and Drug Administration) kurumunun balik ve balik
triinlerin dondurulmasi ve pisirilmesi ile ilgili bazi onerileri bulunmaktadir. Bu
oneriler dogrultusunda balik ve balik iiriinlerinin -20°C’de en az 24 saat (Avrupa
Birligi) ile -20°C’de en az 7 giin ya da -35°C’de en az 15 saat (ABD-FDA)
dondurulmasi 6nerilmektedir. Pisirme sicakliginin 60°C’nin altinda 10 dakika ile 55—
60°C arasinda 1 dk uygulanmasi onerilmektedir. Onerilen dondurma ya da pisirme

yontemlerinde canli Anisakis larvalart 6lmektedir. Fakat 6len Anisakis larvalarinin
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major alerjenleri insanlarda alerjik reaksiyonlara (gastro-alerjik anisakiosis) neden
olmaktadir (Quiazon, et al., 2003; Moneo, et al., 2005; Audicana and Kennedy, 2008;
Daschner, et al., 2012; Baird, et al.,, 2014; Carballeda-Sangiao, et al., 2016a;
Mazzucco, et al., 2018).

Tiiketicilerde anisakiosis iki sekilde meydana gelmektedir. Birincisinde ¢ig
ya da az pigmis balik ve balik {iriinlerinin tiikketilmesi sonucunda alinan canli L3’lerin
O0zofagus, mide ve bagirsak duvarma invaze olup yerleserek eozinofilik
granulomlarin olusumuna ve siddetli karin agrilarina neden olmaktadir. Bu durum
akut invaze form olarak isimlendirilmekte ve ¢ok ciddi gastrointestinal semptomlara
neden olmaktadir (Bouree, et al., 1995; Moreno-Ancillo, et al., 1997; Audicana, et
al., 2002; Mattiucci, et al., 2018). Akut invaze formlu anisakiosisli hastalarda mide
bulantisi, kusma, siddetli karin agris1 ve ishal gozlendigi ve alinan anamnezde
hastanin 8-24 saat Once ¢ig balik eti ya da az pigmis balik eti ile yapilan
yiyeceklerden yemis olduklar1 kaydedilmistir (Kagei and Isogaki, 1992; Bouree, et
al., 1995; Takabe and Schuster, 1998). Insanda anisakiosis farenks, dzofagus, mide,
duodenum, jejunum, ileum, apendiks, kolon ve rektumda goriilmiistiir. Kronik invaze
formda ise Anisakis larvalarinin mide ya da bagirsakta lokalize oldugu bolgelerde
tilserasyon, hemorajik odak ve diffiiz tiimorler sekillenmektedir. Eozinofilik apseler,
flegmonlar ve graniilomlarin histopatolojik incelemelerinde patolojik yapilarin i¢ginde
Anisakis larvalari bulunmustur (Jones, et al., 1990; Bouree, et al., 1995; Mladineo, et

al., 2015; Palma, et al., 2018).

Anisakiosis olaylarinda asil dnemli olan IgE kaynakli sekillenen “alerjik
anisakiosis”dir. Alerjik anisakiosis olaylarinda 4. pegreffii ve A. simplex (s.s.) tiirleri
sorumlu tutulmaktadir. Alerjik anisakiosis Amnisakis-IgE hipersensivitesine bagh
olarak sekillenmektedir. Anisakis larvalan tiiketicilerde akut ya da kronik alerjik
hastaliklara neden olur. Akut anisakiosiste olusan tip I ve/veya tip III alerjik
reaksiyon 2-3 saat icinde sekillenebilecegi gibi 2-3 giin sonra da ortaya
cikabilmektedir. Anisakiosiste olusan alerjik reaksiyonlar sonucu insanlarda trtiker,
akciger rahatsizliklari, alerjik 6dem, poliartritis, konjuktivitis, kontakt dermatitis,
Crohn’s hastalig1 ve eozinofilik gastroenteritis olgular1 sekillenmektedir (Bouree, et
al., 1995; Moreno-Ancillo, et al., 1997; Daschner, et al., 2000; Moneo, et al., 2000;
Mattiucci, et al., 2018). Insanlarda {irtikerin sekillenmesinde parazitin alerjenlerine

kars1 sekillenen tip I ve/veya tip III alerjik reaksiyonlar neden olmaktadir. Anisakis
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pegreffii tiriine bagl sekillenen alerjik anisakiosis olgularinda enfekte insan
serumunda ELISA ve diger immiinolojik teknikler ile Ani s 1, Ani s 7 ve Ani s 13
antijenleri teshis edilmektedir. Bununla birlikte Anisakis larvalarinin 6lmesi igin
uygulanan pisirme ya da dondurma islemleri parazite duyarli kisilerde alerjik
reaksiyonlarin sekillenmesini dnleyememektedir. Anisakis larvalar ile enfekte deniz
tirtinlerinin  pigirilerek tiiketimi sonucunda bile duyarli bireylerde anafilaksi
reaksiyonlar1 sekillenmektedir (Moreno-Ancillo, et al., 1997; Audicana, et al., 2002;
Mattiucci, et al., 2018). Anisakis tiirlerine karst sekillenen IgE duyarliliginin
tiiketicilerde ¢cok uzun siire devam etti§i ve bazi hastalarda 8 yildan daha uzun
stirelerde bile Anisakis spesifik IgE’nin tespit edildigi bildirilmistir (Carballeda-
Sangiao, et al., 2016b). Yine yapilan arastirmalarda Amnisakis larvalarimin alerjik
peptitlerinin balik¢ilik sektoriinde ve bu sektdre bagli alanlarda ¢alisan insanlarda
astim hastaligia neden oldugu bildirilmektedir (Moneo, et al., 2000). Insanlarda
alerjik anisakiosis olgular1 serolojik olarak teshis edilmektedir. Insanlarda A.
pegreffii ve A. simplex (s.s.) larvalarina karsi serum spesifik IgE hipersensitizasyonu
ELISA, Western Blot, SDS-PAGE ve hizli test tani kitleri ile kolaylikla teshis
edilebilmektedir (Mattiucci, et al., 2018).

Anisakis larvalarinin balik dokularinda goérsel muayenesine dayali en yaygin
kullanilan tespit yontemleri sunlardir: (1) balik filetolarinin 1sikli masalarda gorsel
muayenesi (mumlama) (EFSA, 2010), (2) yapay peptik sindirim (Gémez Mateos, et
al., 2016; Llarena-Reino, et al., 2013; Lunestad, 2003; Lysne, et al., 1995; Thien, et
al., 2007; Thu, et al., 2007) ve (3) preslenmis ve dondurulmus balik numunelerinin
UV 151831 altinda incelenmesi (UV—Press) yontemidir (Cipriani, et al., 2015; 2016;
2017a; b; Karl and Levsen, 2011; Levsen and Karl, 2014; Levsen and Lunestad,
2010; Levsen, et al., 2017a; Mladineo et al., 2017b).
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2.2. Ulkemiz Karasularinda Avlanan ve ithal Edilen Deniz Baliklarindaki

Anisakis Tiirlerinin Molekiiler Identifikasyonu

Gida gilivenligi ve halk saghgl acisindan Anisakis tiirlerinin  molekiiler
identifikasyonu amaci ile lilkemiz karasularinda avlanan ve Norveg ile Senegal gibi
tilkelerden ithal edilen deniz baliklarinda arastirmalar yapilmistir (Pekmezci, 2014,
2019; Pekmezci, vd., 2014a; Simsek, vd., 2020). Bu arastirmalarda iilkemiz
karasularinda avlanan ve ithal edilen deniz baliklarinda en 6nemli balik kaynakli
zoonozlar arasinda yer alan A. pegreffii ve A. simplex (s.s.) tiirleri molekiiler olarak
tespit edilmistir (Pekmezci, 2014, 2019; Pekmezci, vd., 2014a; Simsek, vd., 2020).
Karadeniz, Ege ve Akdeniz kiyilarinda yakalanan ve yetistirilen 31 farkli tiirdeki
1145 adet deniz balig1 incelenmistir. Incelenen baliklarin 56 (%4,8)’sinda morfolojk
olarak 776 adet Anisakis tip 1 larva identifiye edilmistir. Ege ve Akdeniz’de avlanan
kolyoz  (Scomber japonicus), uskumru (Scomber scombrus), bakalyaro
(Micromesistius poutassou), berlam (Merluccius merluccius), dilger (Zeus faber),
istavrit (Trachurus mediterraneus) ve barbunya (Mullus barbatus) olmak tizere 7
farkli balik tiirinde tespit edilen larvalarin RFLP ile ITS ve cox 2 gen bolgelerinin
DNA dizi analizleri sonucunda iilkemiz karasularinda ilk kez A. pegreffii, A. typica
ve A. simplex (s.s.) X A. pegreffii hibrit genotip tespit edilmistir. Ayn1 arastirmada
Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan ve avlanan 16 farkli balik tiirlinde Anisakis

larvalar ile karsilagilmamistir (Pekmezci, vd., 2014a).

Ulkemiz karasularinda deniz baliklar1 i¢in av yasagmin oldugu dénemlerde
Norveg ve Senegal gibi iilkelerden farkli tiirlerde deniz baliklar1 Tiirkiye’ye ithal
edilmektedir. Ulkemize Norveg’ten (FAO 27) ithal edilen ve balik tezgahlarinda
insan tiketimi icin sunulan dondurulmus Atlantik uskumrularinda (Scomber
scombrus) %25 enfeksiyon oraninda ve 19,1 enfeksiyon yogunlugunda Anisakis spp.
larvalart tespit edilmistir. Bu larvalarin molekiiler analizlerinde zoonoz karakterli A.
simplex (s.s.) tirii oldugu tespit edilmistir (Pekmezci, 2014). Ayrica Tirkiye
pazarlarinda Atlantik uskumrularda kaydedilen ilk A. simplex (s.s.) bildirimi
oldugunu ve bu durumun Tiirk tiiketiciler i¢in bir saglik riski olusturabilecegini ifade
etmistir (Pekmezci, 2014). Yine iilkemize Senegal’den (FAO 34.3.12) ithal edilen
Senegal barbunu (Pseudupeneus prayensis), antenli mercan (Pagrus caeruleostictus)
ve diilger baligmin (Zeus faber) parazitolojik incelemeleri yapilmistir. Incelenen

baliklardan sadece diilger baliginda %82,5 enfeksiyon orani ve 8,3 enfeksiyon
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yogunlugunda Anisakis spp. larvalart saptanmistir. Bu larvalarin molekiiler olarak
zoonoz karakterli A. pegreffii tiirii oldugu tespit edilmistir ve Senegal sularindan ithal
edilen Z. faber'de A. pegreffii larvalarinin varhiginin Tiirk tiiketicilerinde halk saglig

sorunlarina neden olabilecegi vurgulanmistir (Pekmezci, 2019).

Tiirkiye'ye ithal edilen (FAO 27) bazi deniz balig: tiirlerinin tiim balik ve
filetolar1 ile yemeye hazir ithal (FAO 27) ve yerel (Karadeniz, Ege Denizi, Akdeniz)
balik triinlerindeki Anisakis larvalarinin enfeksiyon oranlari, yogunlugu ve bollugu
arastirtlmistir  (Simsek, vd., 2020). Siipermarketler, susi restoranlar1 ve balik
marketlerinden toplam 205 adet yemeye hazir balik {irtini, 100 adet ithal
dondurulmus Atlantik somon (Salmo salar) filetosu ve 100 adet ithal dondurulmus
biitiin  Atlantik uskumrusu (Scomber scombrus) incelenmistir. Incelenen ithal
Atlantik uskumrularinda %98 enfeksiyon oraninda, 6,1 enfeksiyon yogunlugu ve 6,0
enfeksiyon bollugunda toplam 602 Anisakis tip I larvasi tespit edilmistir. Tiiketmeye
hazir balik iiriinlerinde ve Atlantik somon filetolarinda Anisakis larvasi tespit
edilmemistir. Toplanan larvalar arasindan rastgele segilen 100 adet Anisakis
larvasinin ITS gen bolgesinin RFLP analizleri sonucunda 87’sinin zoonoz karakterli
A. simplex (s.s.), 13 larvanin ise 4. simplex (s.s.) X A. pegreffii hibrit genotipi oldugu
tespit edilmistir (Simsek, vd., 2020). Ayni yazarlar tarafindan ithal Atlantik
uskumrularinda %98 oran ile A. simpleks (s.s.) larvalarinin yliksek oranda bulundugu
ve enfekte ithal uskumrularin Tirkiye'de ve muhtemelen diger {ilkelerdeki
tiiketicilerde alerjik anisakiosis olaylarina potansiyel rezervuarlar oldugunun 6nemini

ifade etmislerdir (Simsek, vd., 2020).
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2.3. Lipsoz Balhig1 Hakkinda Genel Bilgiler

Lipsoz baliginin (Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758) sistematikteki yeri asagida

belirtilmistir (Turan, 2007; Nunoo, et al., 2015).

Alem : Animalia (Hayvanlar)

Sube : Chordata (Kordalilar)

Ust Simf : Osteichthyes (Kemikli baliklar)

Simif : Actinopterygii

Takim : Scorpaeniformes

Aile : Scorpaenidae

Cins : Scorpaena

Tiir : Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758 (Lipsoz)
Sinonimleri : Scorpaena lutea

Scorpaena natalensis
Scorpaenopsis natalensis
Scorpaena barbata
Diinya’da Scorpaena cinsine ait 185 tiir bulunmaktadir. Ulkemiz karasularinda
bu cins 7 tiir ile temsil edilmektedir (Bilecenoglu vd., 2014).
* Scorpaena elongata Cadenat, 1943 (Kirmizi iskorpit, Sagakli iskorpit)
* Scorpaena loppei Cadenat, 1943
« Scorpaena maderensis Valenciennes, 1833 (Iskorpit)
* Scorpaena notata Rafinesque, 1810 (Benekli iskorpit)
* Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 (Kahverengi iskorpit)
* Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758 (Adabeyi, Lipsoz)
* Pterois miles (Bennett, 1828)
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Sekil 2.8. Scorpaena scrofa (L.) tlirlinlin genel gortinisii

Lipsoz ya da diger ad1 ile Adabeyi Scorpaenidae ailesinde yer alan ticari degeri
oldukca yiliksek ve eti lezzetli olan kemikli bir balik tliriidiir. Viicut rengi tugla
kirmizindan agik pembeye kadar degisim gosterir. Deri iizerinde daha koyu renkte
nokta ve cizgiler bulunmaktadir. Viicut oranina gore kafasi biiytiktiir. Bag kisminda
dikenler ile girinti ve ¢ikintilar bulunmaktadir. Sirt, karin ve anal yiizgegcleri sert 151n
yapisindadir ve zehir kanallar1 icermektedir (Turan, 2007; Bat vd., 2008) (Sekil 2.8).
Lipsozlar 50-60 cm boya ve 4-5 kg agirliga kadar biiyiiyebilmektedir. Sicak ve 1lik
denizlerimizin sahil kiyilarindan 1000 m’ye kadar inen derinliklerde bitkilerle ortili,
taglik, cakilli ve kumlu diizeylerde tek basina yasarlar. Derinlikte kayalar ve algler
arasinda yaygin olarak bulunan yerlesik bir tiirdiir (Maricchiolo, et al., 2014).
Gonadlara bakilarak cinsiyet tayini yapilmaktadir. Erkeklerde gonadlar beyaz renkli
ve ince uzun bir yapida iken disilerde pembemsi turuncu renkte ve yumurtalari

sayilabilir nitelikte kese seklinde gonadlara sahiptir (Arslan, 2017).

Lipsozlarin beslenme aligkanliklarinin bilesimlerini anlamak icin yapilan
mide icerik analizlerinde esas olarak kiiciik kemikli baliklar ile Crustacea,
Cephalopoda, Isopoda, Amphipoda, Decapoda gibi canlilar1 avlayan bentik
karakterde (sahilden itibaren en derin boélgelere kadar uzanabilen dip bolgede

yasayan) 6zel bir tiir oldugu goriilmiistiir (Cabiddu, et al., 2010; Santi¢, et al., 2011).

Bu tiir genis bir dagilima sahiptir. Dogu Atlantik'te, Cape Verde Adalar1 da
dahil olmak iizere glineydeki Britanya Adalari'ndan Senegal'e kadar uzanir. Ayrica

Angola ve Giiney Afrika disinda Somali’de bulunur. Akdeniz'de bu tiir genis ¢apta
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dagilmistir. Akdeniz'de ticari bir tiirdiir ve ana yakalama yontemi troller, solungag
aglar;, trammel aglar1 ve uzun hatlardir (Nunoo, et al., 2015). Ulkemiz

karasularindan Marmara Denizi, Akdeniz ve Ege Denizi’'nde yaygin olarak

rastlanmaktadir (Turan, 2007).

Sekil 2.9. Scorpaena scrofa (L.) tiiriiniin cografik dagilimi (Froese and Pauly, 2021)
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Arastirmada Ege Denizi’nde (FAO 37.3.1) avlanan ve balik¢1 tezgahlarinda
satiga sunulan toplam 272 adet lipsoz (Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758) balig
temin edilmistir. Tedarik¢ilerden lipsoz baliklari satin alinirken Ege Denizi’nden
avlananlar arastirmaya dahil edilmistir. Lipsoz baliklar1 Samsun ili'nde Metro

Market ile Izmir Biiyiiksehir Belediyesi Balik Hali’ndeki tedarikgilerden Mart 2019—

Kasim 2020 tarihleri arasinda taze olarak satin alinmistir (Sekil 3.1).

k= Sy &£ / g
i F B i b

Sekil 3.1. Balik tezgahlarinda satiga sunulan lipsoz baligt Scorpaena scrofa (L.)
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3.2. Metot
3.2.1. Lipsoz Baliklarinin Parazitolojik Muayenesi

Lipsoz baliklarinin parazitolojik muayeneleri yapilmadan 6nce total boylari
cetvel ile Olgiilerek cm, agirliklart hassas terazi ile Olgiilerek gr cinsinden
kaydedilmistir (Sekil 3.2). Lipsoz baliklarinin her birinin ayr1 ayr1 nekropsileri ve
parazitolojik muayeneleri yapilmistir. Baliklarin  karin  duvar1 i¢ organlar
zedelenmeden aniisten itibaren basin alt kismina kadar ince u¢lu makas yardimi ile
kesilmistir (Sekil 3.3). I¢ organlarin yiizeyleri ve karin boslugu nematod larvalari
yoniinden c¢iplak gozle ve steromikroskop altinda farkli biiylitmeler altinda
incelenmistir. Takiben baliklarin sindirim sistemi ve i¢ organlar disar1 ¢ikarilmis ve
iginde 1:5 oraninda musluk suyu igeren 1 litrelik kapakli kaplar igerisine alinarak oda
sicakliginda sabit bir pozisyonda bir gece inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasinda kaplar icerisinden organlar c¢ikarildiktan sonra st kisimdaki sivi
dokiilmiis ve dip kisimdaki sivi steromikroskop altinda nematod larvalar1 yoniinden
incelenmis ve larvalar toplanmistir (Shamsi and Suthar, 2016) (Sekil 3.4). Sonrasinda
sindirim sistemi ve i¢ organlar1 ¢ikarilmis olan lipsozun kafasi kesilmis ve ana
omurgast kas dokularindan dikkatli bir sekilde siyrildiktan sonra kas dokular1 sag ve
sol parca olmak tizere iki filetoya ayrilmistir. Sonrasinda her bir fileto 4 esit parcaya
boliinmiistiir. Boliinmiis her bir parga bir bicak yardimi ile daha ince filetolar haline
getirilmistir. Aymi parcaya ait olan inceltilmis filetolar beyaz 151k altinda Anisakis
larvalarinin varligr yoniinden incelenmistir (EFSA, 2010; Cipriani, et al., 2016;

Levsen, et al., 2018) (Sekil 3.5).

Sekil 3.2. Lipsoz balig1 Scorpaena scrofa (L.)
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Sekil 3.3. Lipsozlarin nekropsi ve parazitolojik muayenesi

Sekil 3.4. Lipsoz baliklarindan nematod larvalariin toplanmasi
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Sekil 3.5. Lipsoz baliklarinin kas dokulariin nematod larvalar1 yoniinden muayenesi

3.2.2. Anisakis spp. Larvalarimin Morfolojik Identifikasyonu

Aragtirma esnasinda bulunan nematod larvalan tek tek toplanmis, sayilmis ve
distile su altinda temizlenerek %70’lik sicak etanolde tespit edilmistir. Alkolde tespit
edilen larvalar tek tek olacak sekilde ve her seferinde bisturi ucu degistirmek kosulu
ile lic esit pargaya ayrilmistir. Larvalarin 6n ve arka pargalarindan morfolojik
identifikasyon yapilirken, orta kisimlari molekiiler analizler i¢in kullanilmistir.
Larvalarin 6n ve arka uglar1 laktofenolde (fenol, laktik asit, gliserin, su=2:1:1:1
oran1) 1-2 giin seffaflandirilmistir. Daha sonra larvalar 151k mikroskobuna (Leica
DM 2500 LED) bagh dijital kamera sistemi (Leica MC 190 HD) yardimi ile
goriintiilenmis ve morfometrik Ol¢iimleri yapilarak larval morfotipleri teshis
edilmistir (Berland, 1961; Petter and Maillard, 1988). Larvalarin morfometrik
Olctimleri ortalama deger (en kiigiik Ol¢ciim degeri—en biiylik 6l¢iim deger) seklinde

verilmigtir.
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3.2.3. Anisakis spp. Larvalarinin Enfeksiyon Parametreleri

Arastirmada morfolojik olarak identifiye edilen Anisakis spp. larvalarmin
enfeksiyon orani, enfeksiyon yogunlugu ve enfeksiyon bollugu Rozsa, et al.,

(2000)’n1n belirttigi sekilde hesaplanmustir.

Enfeksiyon Orani: Parazit ile enfekte konak sayisinin incelenen tiim konak

sayisina oranidir. Yiizde olarak ifade edilir.

Enfeksiyon Yogunlugu: Enfekte konakta bulunan parazit tiirliniin toplam

sayisinin ayni parazit tiirii ile enfekte konak sayisina oranidir. Sayi ile ifade edilir.

Enfeksiyon Bollugu: Enfekte konakta bulunan parazit tiiriiniin toplam sayisinin

incelenen toplam konak sayisina (enfekte ve enfekte olmayan) oranidir. Say1 ile ifade

edilir.
3.2.4. Anisakis spp. Larvalarinin Genomik DNA izolasyonu

Morfolojik identifikasyonda cins diizeyinde Anisakis spp. (=Anisakis tip 1
larva) olarak teshis edilen larvalarin molekiiler identifikasyonlari i¢in her birinin ayri
ayr1 orta parcalarinin gDNA izolasyonlar1 yapilmistir. DNA izolasyonlart GeneJET
PCR Purification Kit (Thermo Scientific™) yardimi ile kit protokoliine uygun olarak
yapilmistir. Larvalarin gDNA’lar1 PZR analizleri yapilincaya kadar —20°C’de

muhafaza edilmistir.
3.2.5. Anisakis spp. Larvalarimin ITS Gen Bolgesinin PZR Analizleri

Morfolojik incelemelerde Amisakis spp. olarak teshis edilen tiim larvalarin
gDNA’larm  rDNA ITS (ITS-1, 5.8S, ITS-2) gen bolgesi NC5 (5-
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT-3") ve NC2 (5-
TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") primerleri  kullanilarak PZR  analizleri
yapilmistir (Zhu, et al., 1998). Her bir gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi i¢in
gDNA, PZR Master Mix ile ileri ve geri yonli primerler kullanilarak PZR karigimi
hazirlanmigtir. ITS gen bolgesi icin PZR karisimi 50 pl toplam hacimde olmak iizere
10 ul gDNA, 25 pl 2X DreamTaq™ Hot Start PCR Master Mix (Thermo
Scientific™), 0,5 ul 100 uM konsantrasyonda NC5 primeri, 0,5 pl 100 uM
konsantrasyonda NC2 primeri ve 14 pl niikleaz icermeyen su (Thermo Scientific™)
olacak sekilde hazirlanmistir. PZR karisimi termal siklus cihazina yerlestirilmis ve

amplifikasyon kosullar1 Pekmezci, vd., (2014)’de belirtilen protokollere gore
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yapilmistir. Sonrasinda amplifiye PZR iriinleri etidyum bromid (Thermo
Scientific™) ile boyanmis %1,5 agaroz jelde 100 V’da 80 dk yiiriitilmiis ve
sonrasinda jel goriintiilleme cihazinda UV altinda DNA bantlarinin  varlig

gorlintiilenmistir.
3.2.6. Anisakis spp. Larvalarinin RFLP Analizleri

PZR amplifikasyonda basarili olan tiim larvalarin ITS gen bdolgesinin PZR
triinleri Hha 1 (Thermo Scientific™) ve Hinf 1 (Thermo Scientific™) enzimleri
kullanilarak RFLP teknigi ile kesilmistir (D'Amelio, et al., 2000; Abollo, et al., 2003;
Pontes, et al., 2005). Her iki enzim i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde RFLP karisimlar kit
icinden ¢ikan protokollere gore hazirlanmistir. Hha 1 enzimi i¢in RFLP karisimi 10
ul ITS PZR fdiriinii, 1 pl Hha 1 enzimi, 2 pl 10X Buffer Tango ve 16 ul niikleaz
igermeyen su (Thermo Scientific™) olacak sekilde hazirlanmistir. Hinf 1 enzimi igin
RFLP karisimi 10 pl ITS PZR iirtindi, 1 pl Hinf 1 enzimi, 2 pl 10X Buffer R ve 16 pl
niikleaz igermeyen su (Thermo Scientific™) olacak sekilde hazirlanmistir. Her iki
RFLP karisimi1 kesim islemi i¢in 37°C ‘de 1 gece kuru blok 1siticisinda inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon sonrast RFLP iiriinleri etidyum bromid (Thermo
Scientific™) ile boyanmis %1,5’luk agaroz jelde 100 V’da 80 dk elektroforeze tabi
tutulmustur. Elektroforez sonrasinda agaroz jel goriintiileme cihazinda incelenmis ve
jelin fotograflar ¢ekilmistir. Her bir Anisakis larvasinin RFLP teknigi ile elde edilen
bant profilleri/bliylikliikleri dikkate alinarak tiir ayrimlari ilgili literatiirlere gore

yapilmistir (D'Amelio, et al., 2000; Abollo, et al., 2003; Pontes, et al., 2005).
3.2.7. Anisakis spp. Larvalarinin Cox 2 Gen Bolgesinin PZR Analizleri

ITS gen bolgesinin RFLP analizleri ile tiir teshisi yapilan 4. ziphidarum
tiirlinden 4, A. typica ve A. simplex (s.s) x A. pegreffii hibrit genotipten 3 ve A.
pegreffii tirleri arasindan rastgele secilen 2 larvanin mtDNA cox 2 gen bolgesi 211
(5-TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTTYAT-3") ve 210 (5
CACCAACTCTTAAAATTATC-3") primerleri kullanilarak PZR analizleri
yapilmistir (Nadler ve Hudspeth, 2000). Cox 2 gen bélgesi i¢in PZR karisimi 50 pl
toplam hacimde olmak iizere 10 pul gDNA, 25 pul 2X DreamTaq™ Hot Start PCR
Master Mix (Thermo Scientific™), 0,5 ul 100 uM konsantrasyonda 211 primeri, 0,5
pl 100 uM konsantrasyonda 210 primeri ve 14 pl niikleaz igermeyen su (Thermo

Scientific™) olacak sekilde hazirlanmistir. PZR karigimi termal siklus cihazina
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yerlestirilmis ve amplifikasyon kosullar1 Pekmezci, vd., (2014)’de belirtilen
protokollere gore yapilmistir. Sonrasinda amplifiye PZR iiriinleri etidyum bromid
(Thermo Scientific™) ile boyanmis %1,5 agaroz jelde 100 V’da 80 dk ytiriitiilmiis ve
sonrasinda jel goriintiilleme cihazinda UV altinda DNA bantlarinin  varlig

goriintiilenmistir.

3.2.8. Anisakis spp. Larvalarimmn Cox 2 Gen Bolgesinin DNA Dizi ve

Filogenetik Analizleri

RFLP teknigi ile tiir bazinda identifiye edilen Anisakis larvalar1 arasindan her
bir tiir i¢in rastgele secilen 6rneklerin tiir dogrulamasi igin cox 2 gen bdlgesinin DNA
dizi analizleri yapilmistir. PZR amplifikasyonda basarili olan cox 2 gen bdlgesinin
PZR iirlinlerinin saflastirilmast ve 211-210 primer ¢iftleri ile iki yonlii DNA dizi
analizleri hizmet alimi karsiliginda 6zel bir firmaya (BM Laboratuvar Sistemleri,

Ankara) yaptirilmigtir.

Iki yonlii DNA dizisi belirlenen izolatlarin cox 2 gen bdlgelerinin niikleotid baz
dizilerini gdsteren kromotogramlarin kalite skorlar1 Geneious R11 (Kearse, et al.,
2012) ve Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) programlari ile analiz edilmistir.
Kromotogramlarin kalite skorlarinin belirlenmesinde Phred skoru 20’nin (Q>20)
tizerinde olan niikleotid bazlar1 dikkate alinmistir (Ewing and Green, 1998; Ewing, et
al., 1998). Her bir izolata ait olan ileri ve geri yonlii DNA dizilerin kendi aralarinda
birlestirmeleri Geneious R11 (Kearse, et al., 2012) ve Vector NTI Advance 11.5
(Invitrogen) programlari ile yapilmig ve her bir izolat icin ortak bir niikleotid dizisi
elde edilmistir. izolatlara ait ortak dizilerin GenBank veri tabaninda BLAST
analizleri (Altschul, et al., 1997) yapilarak arastirmada teshis edilen Anisakis
tiirlerinin GenBank’a daha once kaydedilen diger Anisakis tiirleri ile aralarindaki
benzerlik ylizdeleri belirlenmistir. Sonrasinda GenBank veri tabanina daha once
kaydedilen Anisakis tiirleri i¢in gegerli ve bilimsel makale olarak yayinlanmis olan

cox 2 niikleotid dizileri tespit edilmis ve filogenetik analizlerde kullanilmistir.

Bu aragtirmada tespit edilen Amnisakis tiirleri ile daha 6nce GenBank veri
tabanina kaydedilen diger Anisakis tiirlerinin cox 2 gen bolgelerinin c¢oklu
hizalamalar1 ClustalW algoritmas: (Thompson, et al., 1994) kullanilarak BioEdit
programi ile yapilmistir (Hall, 1999). Coklu dizi hizalamasindan belirsiz sekilde ya

da oldukga farkli hizalanan niikleotidler “daha az kat1 se¢cim” secenegi isaretlenerek
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Gblocks 0.91b programi kullanilarak kaldirilmistir (Castresana, 2000).

Anisakis tlrlerinin cox 2 gen bdlgelerinin genetik uzakliklar1 (p—distance)
Kimura—2—Parameter modeli (tek tip oranlar ve %95'lik kismi silme) kullanilarak
MEGA X programi ile hizalanmis diziler iizerinden hesaplanmistir (Kumar, et al.,
2018). Aym1 zamanda cox 2 gen bdlgesinin filogenetik agaclart ML metodu ve
HKY+G+I modeli kullanilarak 100 tekrarli olarak MEGA X programi ile
olusturulmustur (Kumar, et al., 2018). Filogenetik aga¢ olusturulurken HKY+G-+I
modeli “Find Best DNA/Protein Models” basamagi kullanilarak ve en diisiik AIC
degeri dikkate alinarak MEGA X programinda saptanmistir (Kumar, et al., 2018).
Filogenetik agacta i¢ diiglimlerde 6n ylikleme degerleri (> 70) rapor edilmis (Hillis
and Bull, 1993) ve dis grup olarak Pseudoterranova ceticola (DQ116435)

kullanilmuastir.

Bu aragtirmada cox 2 gen bdlgesi karakterize edilen Amnisakis tiirlerinin

GenBank kayitlar1 yapilmig ve erisim numaralari1 alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Anisakis spp. Larvalarinin Morfolojisi ve Enfeksiyon Parametreleri

Nekropsileri yapilan 272 adet lipsoz balig1 26722 gr agirhiginda ve 12,4-34,9
cm boylar arasinda belirlenmistir. Parazitolojik incelemesi yapilan 272 adet lipsozun
26’s1 Anisakis spp. larvalari ile enfekte bulunmus ve enfeksiyon oraninin %9,6 olarak
tespit edilmistir. Anisakis spp. larvalarinin enfeksiyon yogunlugu 2,8 (1-21 larva) ve

enfeksiyon bollugu 0,2 olarak saptanmaistir.

Lipsozlardan toplam 74 adet Anisakis spp. larvasi karin boslugu, i¢ organlarin
yiizeyi ve mezenteryumdan toplanmustir. incelenen kas dokularda Anisakis spp.

larvalar ile karsilagilmamustir. (Sekil 4.1-4.3).

Morfolojik teshis anahtarlar1 1s18inda yapilan parazitolojik incelemeler
sonrasinda nematod larvalarinin 6n uglarinda tek larval dis olmasi, ventrikiiler
yapinin tek parca biitiin sekli, bosaltim deliginin 6n ugta dudaklarin hemen alt
kisminda disar1 agilmasi ve kuyruk ucunda tek diken benzeri (mukron) yapinin
olmas1 nedeniyle ti¢lincii donem Anisakis tip 1 larva oldugu anlasilmistir (Sekil 4.4—

4.7).

Anisakis tip 1 larvalarin (n=10) viicut uzunlugu 2,6 (2,0-3,2) cm ve genisligi
259 (152-301) um’dir. Ozofagus uzunlugu 1646 (1292-2630) pm’dir. Ventrikiil 565
(314-784) pm uzunlugundadir. Kuyruk uzunlugu 125 (97-180) um’dir (Sekil 4.4—
4.7).

Lipsozlarin parazitolojik incelemeleri sonucunda Raphidascarididae ailesinden

Hysterothylacium spp. larvalari ile de karsilagilmistir.
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Sekil 4.1. Lipsoz baliginin karin boslugundaki Anisakis spp. larvalari (a)
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Sekil 4.2. Lipsoz baliginin karin boslugundaki Anisakis spp. larvalari (b)

Sekil 4.3. Lipsoz baliginin mezenteryumundaki Anisakis spp. larva toplulugu
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Sekil 4.4. Anisakis tip 1 larva (liclincii donem) 6n parca. 6: 6zofagus, v: ventrikiiliis, skala: 500 pm
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Sekil 4.5. Anisakis tip 1 larva (liglincli donem) 6n ug. d: dis, 6: 6zofagus, skala: 100 pm
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Sekil 4.6. Anisakis tip 1 larva (liglincii donem) ventrikiil bolgesi. b: barsak, 6: 6zofagus, v: ventrikiil, skala: 200 um

37



Sekil 4.7. Anisakis tip 1 larva (liglincli donem) arka ug. a: aniis, m: mukron, skala: 50 pm
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4.2. Anisakis spp. Larvalarmmin ITS Gen Bolgesinin PZR ve RFLP

Sonuglari

Toplam 74 adet larvanin ITS gen bolgesi ~1000 baz biiyiikliigiinde olmak
lizere basarili bir sekilde cogaltilmistir. PZR analizleri ile amplifiye edilen ITS
amplikonlar1 Hinf' 1 ve Hha 1 kesim enzimleri kullanilarak RFLP teknigi ile basarili
bir sekilde kesilmis ve farkli biiyiiklilkte DNA bant profilleri elde edilmistir.

Anisakis tip I larvalariin ITS gen bolgesi Hinf 1 enzimi ile kesildiginde 74 adet
larvanin 37°si A. pegreffii ile uyumlu olan ~370, ~300 ve ~250 baz biiytlikliglinde {i¢
DNA bant profili, 22°si A. typica ile uyumlu olan ~620 ve ~350 baz olmak iizere iki
DNA bant profili, 11’1 A. ziphidarum ile uyumlu olan ~370, ~320 ve ~290 baz
bliyiikliiglinde ii¢c DNA bant profili ve 4’0 ~620, ~370, ~300 ve ~250 baz
bliytikliiglinde olmak iizere A. simplex (s.s) x A. pegreffii hibrit genotip ile uyumlu
dort DNA bant profili tespit edilmistir (Sekil 4.8A).

Anisakis tip I larvalarinin ITS gen bolgesi Hha 1 enzimi ile kesildiginde 74 adet
larvanin 52°si A. pegreffii, A. ziphidarum ve A. simplex (s.s) X A. pegreffii hibrit
genotip ile uyumlu olan ~550 ve ~430 baz biiyiikliigiinde iki DNA bant profili, 22’si
A. typica ile uyumlu olan ~320, ~240, ~180 ve ~160 baz biiyiikliiglinde olmak {izere
4 DNA bant profili tespit edilmistir (Sekil 4.8B).

RFLP analizleri sonucunda DNA bant profilleri dikkate alinarak 74 adet
larvanin molekiiler olarak 37 (%50) ’si A. pegreffii, 22 (%29,7) ‘si A. typica, 11
(%14,9) °1 A. ziphidarum ve 4 (%5,4) "0 A. simplex (s.s) X A. pegreffii hibrit genotip
olarak teshis edilmistir.
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Sekil 4.8. ITS gen bolgesinin Hinf 1 (A) ve Hha 1 (B) enzimleri ile kesildiginde elde edilen
DNA bant profilleri. M: DNA Merdiveni, 1, 4, 12, 17: 4. pegreffii; 3, 5, 8-11, 13, 14,
18: A. typica; 2,15, 16: A. ziphidarum; 6, 7: A. simplex (s.s) X A. pegreffii
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4.3. Anisakis spp. Larvalarinin Cox 2 Gen Bolgesinin PCR ve DNA Dizi

Analiz Sonuc¢lar

ITS gen bolgesinin RFLP analizleri sonucunda tiir teshisi yapilan A.
ziphidarum tiiriinden 4, A. typica ve A. simplex (s.s) X A. pegreffii hibrit genotipten 3
ve A. pegreffii tiirleri arasindan rastgele segilen 2 larvanin cox 2 gen bolgeleri ~600
baz biiylikliigiinde basarili bir sekilde PZR analizleri ile cogaltilmistir.

Toplam 12 larvanin (4 A. ziphidarum, 3 A. typica, 3 A. simplex x A. pegreffii, 2
A. pegreffii) cox 2 gen bolgelerinin yapilan DNA dizi analizleri sonucunda 582 baz
uzunlugunda DNA dizileri elde edilmistir ve GenBank erisim numaralar1 alinmistir

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Anisakis tiirlerinin cox 2 gen bdlgelerinin GenBank erisim numaralari

Anisakis tiri Izolat No  GenBank erisim numarasi
A. ziphidarum 28 MZ297324
A. ziphidarum 39 MZ297325
A. ziphidarum 45 MZ297326
A. ziphidarum 47 MZ297327
A. typica 16 MZ297328
A. typica 17 MZ297329
A. typica 27 MZ297330
A. simplex (s.s.) X A. pegreffii 34 MZ297331
A. simplex (s.s.) X A. pegreffii 37 MZ297332
A. simplex (s.s.) X A. pegreffii 40 MZ297333
A. pegreffii 30 MZ297334
A. pegreffii 56 MZ297335
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4.4. Anisakis spp. Larvalarinin Cox 2 Gen Bolgesinin Filogenetik

Analizleri

Anisakis ziphidarum tiriintin 28, 39, 45 ve 47 no’lu 4 izolatin cox 2 gen
bolgeleri arasinda niikleotid farkliliklar1 saptanmistir (Sekil 4.9). Ugiincii dénem A.
ziphidarum larvalarina ait 4 izolatin (28, 39, 45, 47) cox 2 gen bolgelerinin BLAST
analizleri sonrasinda Atlas Okyanusu’nun Giiney Afrika kiyilarindan izole edilen
eriskin 4. ziphidarum (DQ116430) tiriiniin referans dizisi ile %98,97 — %100

oraninda benzerlik tespit edilmistir.

Anisakis typica tiriniin 16, 17 ve 27 no’lu 3 izolatin cox 2 gen bolgeleri
arasinda niikleotid farkliliklar1 saptanmstir (Sekil 4.10). Ugiincii donem A. typica
larvalarina ait 3 izolatin (16, 17, 27) cox 2 gen bdlgelerinin BLAST analizleri
sonrasinda Atlas Okyanusu’nun Giiney Afrika kiyilarindan izole edilen erigkin A.
typica (DQ116427) tiiriiniin referans dizisi ile %98,80 — %99,31 oraninda benzerlik

tespit edilmistir.

Anisakis simplex (s.s) X A. pegreffii hibrit genotipin 34, 37 ve 40 no’lu 3
izolatin cox 2 gen bolgeleri arasinda niikleotid farkliliklar1 saptanmistir (Sekil 4.11).
Uciincii donem A. simplex (s.s.) X A. pegreffii larvalarma ait 3 izolatin (34, 37, 40)
cox 2 gen bolgelerinin BLAST analizleri sonrasinda Ege Denizi’nin Tiirkiye
kiyilarindan (KF032057, KF032059, KF032061) izole edilen {igiincii donem A.
simplex (s.s.) X A. pegreffii larvasi ile %95,83 — 9%99,31 oraninda benzerlik tespit

edilmistir.

Anisakis pegreffii tiriinlin 30 ve 56 no’lu 2 izolatin cox 2 gen bolgeleri
arasinda niikleotid farkliliklar1 saptanmustir (Sekil 4.12). Uciincii dénem A. pegreffii
larvalarina ait 2 izolatin (30, 56) cox 2 gen bolgelerinin BLAST analizleri sonrasinda
Atlas Okyanusu’nun Ispanya kiyilarindan (DQ116428) izole edilen eriskin A.
pegreffii tiriiniin referans dizisi %97,77 — %99,48 oraninda benzerlik tespit

edilmistir.
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Sekil 4.9. Anisakis ziphidarum izolatlarinin (28, 39, 45, 47) cox 2 genleri arasindaki niikleotid farkliliklart
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Sekil 4.10. Anisakis typica izolatlarinin (16, 17, 27) cox 2 genleri arasindaki niikleotid farkliliklar
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Sekil 4.11. A. simplex (s.s.) X A. pegreffii hibrit genotipin izolatlarinin (34, 37, 40) cox 2 genleri arasindaki niikleotid farkliliklart
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Sekil 4.12. Anisakis pegreffii izolatlarinin (30, 56) cox 2 genleri arasindaki niikleotid farkliliklar
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Anisakis ziphidarum tiriniin 28, 39, 45 ve 47 no’lu izolatlarinin cox 2 gen
bolgeleri arasindaki genetik uzakligin (p—distance) %0,00 — %1,04 arasinda oldugu
saptanmustir (Tablo 4.2).

Anisakis typica tiriintin 16, 17 ve 27 no’lu izolatlarinin cox 2 gen bolgeleri
arasindaki genetik uzakligin (p—distance) %1,04 — 9%1,92 arasinda oldugu
saptanmistir (Tablo 4.2).

Anisakis simplex x A. pegreffii hibrit genotipin 34, 37 ve 40 no’lu izolatlarinin
cox 2 gen bdlgeleri arasindaki genetik uzaklhigin (p—distance) %1,04 — %4,82
arasinda oldugu saptanmistir (Tablo 4.2).

Anisakis pegreffii tiriiniin 30 ve 56 no’lu izolatlarinin cox 2 gen bolgeleri

arasindaki genetik uzakligin (p—distance) %2,47 oldugu saptanmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Anisakis tiirlerinin cox 2 gen bdlgesinin genetik uzakliklar1 (%)

Anisakis tiirleri Izolat No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 MZ297324 A. ziphidarum 28
2 MZ297325 A. ziphidarum 39 0,00
3 MZ297326 A. ziphidarum 45 0,17 0,17
4  MZ297327 A. ziphidarum 47 0,87 0,87 1,04
5 MZ297328 A. typica 16 14,60 14,60 14,83 15,05
6  MZ297329 A. typica 17 13,73 13,73 13,95 14,16 1,92
7 MZ297330 A. typica 27 14,60 14,60 14,83 15,05 1,21 1,04
8  MZ297331 A. simplex (s.s.) X A. pegreffii 34 13,50 13,50 13,71 13,50 15,15 15,15 14,93
9  MZ297332 A. simplex (s.s.) X A. pegreffii 37 12,64 12,64 12,85 12,64 14,50 14,50 14,28 1,04
10 MZ297333 A. simplex (s.s.) x A. pegreffii 40 13,07 13,07 13,28 12,64 15,15 1537 15,15 4,82 445
11 MZ297334 A. pegreffii 30 12,85 12,85 13,07 13,28 14,71 14,71 14,50 1,22 0,87 5,01
12 MZ297335 A. pegreffii 56 13,50 13,50 13,71 13,93 14,28 14,28 14,06 2,65 2,65 5,58 247
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Bu aragtirmada Ege Denizi’nde yakalanan lipsoz baliklarindan izole edilen
Anisakis spp. larvalan ile daha once GenBank veri tabanina kaydi yapilan erigkin
Anisakis tiirlerinin referans sekanslarin cox 2 gen bdlgelerinin ML metodu

kullanilarak olusturulan filogenetik agaci Sekil 4.13’te gosterilmistir.

ML agacinda A. ziphidarum larvalarinin (MZ297324-MZ297327) eriskin A.
ziphidarum (DQ116430) tiirli ve 4. typica larvalarimin (MZ297328-MZ297330)
eriskin 4. typica (DQ116427) tiirii ile kiimelendigi saptanmistir (Sekil 4.13).

Filogenetik agacta bu arastirmada izole edilen A. pegreffii larvas1 (MZ297335)
ile erigkin 4. pegreffii (KC809997) tiirii kardes taksonlardir. Ayrica A. pegreffii
larvast (MZ297334) ile A. simplex (s.s.) x A. pegreffii (MZ297331-MZ297332)
larvalarinin eriskin A. pegreffii (DQ116428, KC809998) tiirii ile kiimelendigi
gorilmistir (Sekil 4.13).

Yine bu calismada izole edilen A. simplex (s.s.) x A. pegreffii (MZ297333)
larvasinin eriskin A. simplex (s.s) (DQ116426, KC810002—-KC810003) tiirii ile
kiimelendigi tespit edilmistir (Sekil 4.13).
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KF032059 Anisakis simplex x Anisakis pegreffii
KF032057 Anisakis simplex x Anisakis pegreffii

KF032061 Anisakis simplex x Anisakis pegreffii

- KC809998 Anisakis pegreffii

MZ297331 Anisakis simplex x Anisakis pegreffii
a5

DQ116428 Anisakis pegreffii

MZ287332 Anisakis simplex x Anisakis pegreffii
MZ297334 Anisakis pegreffii
- MZ297335 Anisakis pegreffii
KC808997 Anisakis pegreffii
DQ116426 Anisakis simplex (5.5)
100 o MZ297333 Anisakis simplex x Anisakis pegreffii
aa KC810003 Anisakis simplex (s.s)
KC810002 Anisakis simplex (s5.s)
4|— DQ116429 Anisakis berlandi
100 ' KCB09999 Anisakis berlandi
| MZ297329 Anisakis typica
00 DQ116427 Anisakis typica
el LI'__— MZ297328 Anisakis typica
MZ297330 Anisakis typica
100 = DQ116431 Anisakis sp.
| FJB85642 Anisakis nascettii
991 DQ116430 Anisakis ziphidarum
2 MZ297327 Anisakis ziphidarum
o0 MZ297324 Anisakis ziphidarum
I—lMZ297325 Anisakis ziphidarum
MZ297326 Anisakis ziphidarum
DQ116434 Anisakis paggiae
4' I DQ116432 Anisakis physeteris
79 L

Sekil 4.13.

01

DQ116435 Pseudoterranova ceticola

DQ116433 Anisakis brevispiculata

olusturulmus ve dallarin 6niindeki rakamlar destek degerlerini gostermektedir

Anisakis spp. tirlerinin cox 2 gen bdlgesi ML analizlerine gore filogenetik iligkileri. ML agact HKY+G+I modeli ile olusturulmustur. GenBank
erisim numaralart takson isimlerinin oniinde belirtilmistir. Bu arastirmadaki izolatlar koyu mavi renk ile gosterilmistir. Aga¢ 100 tekrar ile
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5. TARTISMA

Bu arastirmada Tiirkiye’nin Ege kiyilarinda avlanan ve ticari degeri oldukca
yiiksek olan lipsoz baliklarinda ilk kez Anisakis tip I larvalar morfolojik olarak
identifiye edilmis ve bu larvalarin RFLP ve DNA dizi analizleri sonucunda
molekiiler olarak A. pegreffii, A. typica, A. simplex (s.s.) x A. pegreffii hibrit genotip

ve A. ziphidarum tiirleri oldugu anlasilmistir.

Anisakis cinsi icerisinde yer alan tlirlerin deniz baliklarim1 = ve
kafadanbacaklilar1 enfekte eden L3’leri morfolojik olarak birbirlerine ¢ok
benzemektedirler. Anisakis larvalart morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak tip I ve 11
gibi farkli morfotipler altinda siiflandirilmaktadir. Ornegin Anisakis simplex
kompleksi (4. pegreffii, A. simplex (s.s.), A. berlandi), A. ziphidarum, A. nascettii ve
A. typica tirleri morfolojik o6zellikleri dikkate alindiginda tip I morfotip (sensu
Berland, 1961) igerisinde yer almaktadir ve tiirler morfolojik olarak birbirlerinden
ayirt edilemez (Mattiucci and Nascetti, 2008; Mattiucci, et al., 2018). Bu ylizden
deniz  baliklarin1  enfekte eden Anisakis larvalarinin  sadece morfolojik
identifikasyonlarinin yapildigi durumlarda parazitlerin tiir bazinda identifiye edilmesi
kullanigh degildir. Buna ragmen onceki yillarda iilkemiz karasularinda avlanan deniz
baliklarinda yapilan parazitolojik incelemeler sonucunda morfolojik olarak teshis
edilen Anisakis larvalar1 A. pegreffii ve A. simplex tiir isimleri ile bildirilmistir
(Akmirza, 1997; 2000; 2003; 2012; 2013; Oguz, vd., 2000; Keser, vd., 2007; Ozkan,
vd., 2010; Tepe ve Oguz, 2013; Sahin ve Saglam, 2016). Bu tez arastirmasinda
morfolojik olarak identifiye edilen Anisakis larvalarinin 6n uglarinda tek larval dis
olmasi, ventrikiiler yapinin tek parga biitiin sekli, bosaltim deliginin 6n ucta
dudaklarin hemen alt kisminda disar1 agilmasi1 ve kuyruk ucunda tek diken benzeri
(mukron) yapmin olmasi nedeniyle iiclincii donem Anisakis tip 1 larva morfotipi

oldugu tespit edilmistir.

Tatli su ve deniz baliklarin1 enfekte eden ascaridoid nematodlardan Anisakis,
Contraceacum ve Hysterothylacium cinslerinde yer alan nematod tiirlerinin larva
asamalarinin morfolojik olarak tiir bazinda dogru tanimlanmasi zordur. Giinlimiizde
niikleer ribozomal ve mitokondriyal DNA’nin ITS ile cox 2 gen bolgelerinin RFLP
ve DNA dizi analizlerini iceren molekiiler tekniklerin ascaridoid nematodlarin larva
ve erigkin donemlerinin tiir diizeyinde dogru identifikasyonlar i¢in etkili oldugu

kanitlanmistir (Zhu, et al., 1998; D'Amelio, et al., 2000; Abollo, et al., 2003; Pontes,
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et al., 2005; Valentini, et al., 2006; Pekmezci, 2014; 2019; Pekmezci, vd., 2013;
2014a, b; Roca-Gerongs, et al., 2018; 2020; Simsek, vd., 2018; 2021; Tedesco, et al.,
2018; Pekmezci ve Yardimci, 2019; Khammassi, et al., 2020). Bu arastirmada
Anisakis larvalarinin tiir bazinda dogru identifikasyonlar1 i¢in molekiiler tekniklerden

RFLP ve DNA dizi analiz yontemleri kullanilmistir.

Anisakis cinsinde yer alan parazitlerin tiir diizeyinde tanimlanmasi igin
morfolojik incelemeler kullanigli degildir. Ribosomal DNA’nin ITS gen bdlgesinin
spesifik kesim enzimleri kullanilarak gerceklestirilen RFLP yonteminin uygulanmasi
Anisakis larvalarimin dogru tanimlanmasina olanak saglamaktadir (D'Amelio, et al.,
2000; Abollo, et. al., 2003; Pontes, et al., 2005). Anisakis tiirlerinin ITS bolgesi
RFLP teknigi ile 16 enzim (4lu 1, Dra 1, EcoR 1, EcoRV, Hae 111, Hha 1, Hinf 1, Hpa
I, Hsp 9211, Mbo 1, Nci 1, Pst 1, Pvul 11, Rsa 1, Sac 1, Taq 1) ile kesilmistir. Bu 16
enzimden 12'si bir veya daha fazla sayida Amisakis tiiriiniin hedef ITS dizisini
keserken, dort enzim (Dra I, EcoRV, Pst 1, Sac 1) ise hedef diziyi kesmemistir
(D'Amelio et al., 2000; Pontes, et al., 2005). Anisakis simplex (s.s.) X Anisakis
pegreffii hibrit genotip Hha I enzimi ile kesildiginde A. pegreffi ve A. simplex (s.s.)
ile benzer bant profilini gosterirken, Hinf 1 ile kesildiginde A. pegreffi ve A. simplex
(s.s.) tiirlerinin kombine bant profillerini gostermektedir (Abollo, et al., 2003). Bu
raporlar iki kesim enzimi Hinf' 1 ve Hha I'nin Anisakis cinsinin farkh tiirlerini parca
uzunluklar1 ve desenleriyle ayirt etme konusunda yeterli oldugunu gostermektedir.
Bu arastirmada daha once bildirilen A. pegreffii, A. typica, A. simplex (s.s.) x A
pegreffii hibrit genotip ve A. ziphidarum tiirlerinin Hinf' 1 ve Hha I kesim profilleri ile
benzer DNA bant profilleri saptanmistir (D’ Amelio, et al., 2000; Abollo, et al., 2003;
Abe, et al., 2005; Martin-Sanchez, et al., 2005; Pontes, et al., 2005; Umehara, et al.,
2006; Farjallah, et al., 2008a; b; Du, et al., 2010; Suzuki, et al., 2010; Cavallero, et
al., 2012; Smrzli¢, et al., 2012; Pekmezci, 2014; 2019; Pekmezci, vd., 2014a; Chen
and Shih, 2015; Cammilleri, et al., 2018; Gaglio, et al., 2018; Roca-Gerones, et al.,
2020; Simsek, et al., 2020).

Anisakis larvalarinin tiir diizeyinde dogru teshisinde larvalarin PZR ile
cogaltilan ITS ve cox 2 gen boélgelerinin DNA dizi analizleri siklikla ve etkin bir
sekilde kullanilmaktadir (Valentini, et al., 2006; Pekmezci, 2014; 2019; Pekmezci,
vd., 2014a; Chen and Shih, 2015; Cammilleri, et al., 2018; Gaglio, et al., 2018;
Simsek, vd., 2020). Bu arastirmada lipsoz baliklarindan RFLP yontemi ile tiir tayini
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yapilan A. ziphidarum, A. typica, A. simplex (s.s.) X A. pegreffii hibrit genotip ve 4.
pegreffii tiirlerinin cox 2 gen bolgelerinin DNA dizi analizleri sonucunda 582 baz
uzunlugunda DNA dizileri elde edilmistir. Ege Denizi’nde avlanan lipsozlardan
(Scorpaena scrofa L.) izole edilen A. ziphidarum larvalarimin (MZ297324—
MZ297327) cox 2 gen bolgelerinin BLAST analizleri sonrasinda Atlas
Okyanusu’nun Giiney Afrika kiyilarindaki gagali balinagillerden Mesoplodon
layardii (Ziphiidae) ve Ziphius cavirostris (Ziphiidae) tiirlerinden izole edilen eriskin
A. ziphidarum (DQ116430) tiiriiniin referans dizisi ile %98,97 — %100 oraninda
benzerlik tespit edilmistir (Valentini, et al., 2006). Bu aragtirmada izole edilen 4.
typica larvalarinin (MZ297328-MZ29730) cox 2 gen bolgelerinin BLAST analizleri
sonrasinda Atlas Okyanusu’nun Giiney Afrika kiyilarindan Stalia fluviatilis
(Delphinidae) tiirii yunustan izole edilen eriskin A. #ypica (DQ116427) tiiriiniin
referans dizisi ile %98,80 — %99,31 oraninda benzerlik saptanmistir (Valentini, et al.,
2006). Lipsozlardan izole edilen A. simplex (s.s.) x A. pegreffii hibrit genotipin
(MZ297331-MZ297333) cox 2 gen bolgelerinin BLAST analizleri sonrasinda Ege
Denizi’nin Tiirkiye kiyilarinda avlanan deniz baliklarindan Zeus faber,
Micromesistius poutassou ve Scomber scombrus tiirlerinden izole edilen ticiincii
donem A. simplex (s.s.) x A. pegreffii larvas1 (KF032057, KF032059, KF032061) ile
%95,83 — %99,31 oraninda benzerlik tespit edilmistir (Pekmezci, vd., 2014a). Ayrica
lipsozlarda molekiiler olarak teshis edilen 4. pegrefii larvalarinin (MZ297334—
MZ297335) cox 2 gen bolgelerinin BLAST analizleri sonrasinda Atlas
Okyanusu’nun Ispanya kiyilarindan Delphinus delphis (Delphinidae) tiirii yunustan
izole edilen eriskin 4. pegreffii (DQ116428) tiirliniin referans dizisi ile %97,77 —
%99.,48 oraninda benzerlik tespit edilmistir (Valentini, et al., 2000).

Ulkemiz karasularinda avlanip insan tiiketimine sunulan deniz baliklarindaki
Anisakis tirlerinin molekiiler identifikasyonlar1 hakkinda smirli sayida aragtirma
yapilmistir (Pekmezci, vd., 2014a). Pekmezci, vd., (2014a) tarafindan Karadeniz,
Ege ve Akdeniz kiyilarinda avlanan ve yetistiriciligi yapilan 31 farkl: tiirde 1145 adet
deniz balig1 incelenmis ve baliklarin 56 (%4,8)’sinda toplam 776 adet Anisakis tip |
larva morfolojk olarak identifiye edilmistir. Ege ve Akdeniz’de avlanan kolyoz
(Scomber japonicus), uskumru (Scomber scombrus), bakalyaro (Micromesistius
poutassou), berlam (Merluccius merluccius), diilger (Zeus faber), istavrit (Trachurus

mediterraneus) ve barbunya (Mullus barbatus) olmak {izere 7 balik tiirlinde
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molekiiler olarak ilk kez A. pegreffii, A. typica ve A. simplex (s.s.) x A. pegreffii
hibrit genotip teshis edilmistir (Pekmezci, vd., 2014a). Ay arastirmada
Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan ve avlanan 16 farkli balik tiirlinde Anisakis
larvalar ile karsilasilmamistir ve bu durumun Karadeniz’in suyunun fizikokimyasal
yapist ile ilgili oldugu iliskilendirilmistir (Pekmezci, vd., 2014a). Gida giivenligi ve
halk sagligi agisindan Karadeniz’de avlanan ya da yetistirilen deniz baliklarinin
Anisakis larvalar1 yoniinden Ege ve Akdeniz’de avlanan ve yetistirilen deniz
baliklarina gore daha az risk tasidigi tespit edilmistir (Pekmezci, vd., 2014a). Bu tez
aragtirmasi ile iilkemiz Ege Denizi kiyilarinda avlanan ve ticari degeri olan lipsoz
(Scorpaena scrofa) baliklarinda ilk kez Anisakis larvalarinin enfeksiyon orani,
yogunlugu ve bollugu arastirilmis ve molekiiler olarak ilk kez A. pegreffii, A. typica,
A. simplex (s.s.) X A. pegreffii hibrit genetip ve A. ziphidarum tiirleri identifiye
edilmistir. Bu arastirma ile iilkemiz karasularinda ilk kez A. ziphidarum tiirtiniin
varlig tespit edilmistir. Lipsoz baliklarinda Anisakis larvalarinin enfeksiyon oraninin
%9,6 ve identifiye edilen larvalarin %50’sinin zoonoz A. pegreffii tiirii oldugu
anlagilmistir. Bu nedenle Ege Denizi’nde avlanip insan tiikketimine sunulan
lipsozlarin zoonoz A. pegreffii larvalar1 yoniinden gida giivenligi ve halk sagligi

acisindan risk tasidigi goriilmektedir.

Giiniimiize kadar lipsoz baliklarinda Anisakis larvalarinin enfeksiyon oranlari,
yogunluk ve bolluklar ile Anisakis tiirlerinin molekiiler identifikasyonlarini
hakkinda az sayida aragtirma yapilmistir (Abollo, et al., 2001; Ferrantelli, et al.,
2015; Costa, et al., 2018). Abollo, et al., (2001) tarafindan 1spanya’n1n Atlantik
Okyanusu kiyilarinda avlanan 25 lipsoz baligi incelenmis ve %100 enfeksiyon orani
ile 6,4 enfeksiyon yogunlugu ve bollugunda Anisakis larvalar1 saptanmistir. Bu
larvalarin molekiiler olarak A4. pegreffii ve A. simplex (s.s.) tiirleri oldugu
saptanmistir (Abollo, et al., 2001). Bat1 Akdeniz’de (FAO 37.1.3) yakalanan 13 deniz
balik tiirli arasinda toplam 11 lipsozda %27 enfeksiyon oraninda Anisakis spp. larvasi
tespit edilmistir. Enfekte tiim deniz baliklarindan toplanan larvalarin %10 nun
molekiiler identifikasyonu yapilsa da lipsoz baliklarinin hangi Anisakis tiiri ile
enfekte oldugu acikg¢a belirtilmemistir (Ferrantelli, et al., 2015). Akdeniz’den (FAO
37, FAO 37.2.2, FAO 37.3) avlanan 15 deniz balik tiirli arasinda toplam 8 lipsozda
(S. scrofa) %50 enfeksiyon oraninda molekiiler olarak A. pegreffii tiirli saptanmistir

(Costa, et al., 2018). Ayrica Akdeniz’de yakalanan lipsozlarda morfolojik olarak
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Anisakis sp. tip I (Berland, 1961) ve tip II (Berland, 1961) larval morfotipleri tespit
edilmistir (Petter and Maillard, 1988). Bu tez ¢alismasi ile ilk kez Ege Denizi’nde
avlanan lipsozlarda %9,6 enfeksiyon orami ile 2,8 enfeksiyon yogunlugu ve 0,2
enfeksiyon bollugunda Anisakis spp. larvalari saptanmis ve molekiiler olarak A.
pegreffii, A. typica, A. simplex (s.s.) X A. pegreffii hibrit genotip ve A. ziphidarum

tiirleri identifiye edilmistir.

Anisakis ziphidarum tiirtiniin deniz baliklardaki larval asamasmin varliina
iliskin giincel veriler hala yetersizdir. Bu tiir Dogu Akdeniz, Iber Atlantik kiyis,
Moritanya kiyilar1 ve Fas Atlantik kiyisindan Merluccius merluccius, Yeni Zellanda
kiyillarindan Allocyttus niger, Azor Adalar1 ve Fas Atlantik kiyisindan Scomber
japonicus, Fas Atlantik kiyisindan Scomber scombrus, Filipin Sahilinden Pagellus
bogaraveo, Fas Atlantik kiyisindan Hoplostethus cadenati, Madeira Adasindan
Aphanopus carbo, Alboran Denizi’nden Lepidopus caudatus ve Orta Akdeniz’den
Xiphias gladius ve Diaphus metopoclampus gibi deniz baligi tiirlerinde rapor
edilmistir (Gaglio, vd., 2018; Mattiucci, et al., 2018). Anisakis typica 35-40°Kuzey
ile 36°Giiney enlem koordinatlar1 arasinda yer alan daha sicak i1liman ve tropikal
sulara kadar dagilim gostermektedir ve bu alanlarda c¢ok sayida deniz balig
tiirlerinde ti¢lincii donem larvalar1 rapor edilmistir (Mattiucci, et al., 2018). Ayrica
hibrit genotip (hibrit form) Atlas Okyanusu, Fas ve Moritanya kiyilari, Tiren Denizi,
Ege Denizi, Japonya'nin Pasifik kiyilar1 ile Cin'in Sar1 Denizi gibi farkli su
kaynaklarinda avlanan ¢ok sayidaki deniz balig1 tiirlerinde bildirilmistir (Abollo, et
al., 2003; Martin-Sanchez, et al., 2005; Umehara, et al., 2006; Farjallah, et al.,
2008a, b; Du, et al., 2010; Abattouy, et al., 2013; Meloni, et al., 2011; Cavallero, et
al., 2012; Chaligiannis, et al., 2012; Pekmezci, et al., 2014; Costa, et al., 2016;
Molina-Fernandez, et al., 2018). Bu tez ¢alismasi ile lipsozlar A. ziphidarum, A.
typica ve A. simplex (s.s.) x A. pegreffii hibrit genotip i¢in yeni bir ara/paratenik

konak olarak tespit edilmistir.
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6. SONUC

Bu doktora tezi, Tiirkiye’nin Ege Denizi kiyilarinda (FAO 37.3.1) avlanip
insan tiiketimine sunulan ticari degeri yiiksek olan lipsoz (Scorpaena scrofa L.)
baliklarinda ilk kez Anisakis larvalariin varhiginin arastirilmasi, tespit edilen
larvalarin  RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ve DNA dizi
analizleri ile tiir identifikasyonlarinin yapilmasi ve Anisakis larvalarinin enfeksiyon
orani, yogunlugu ve bollugunun ortaya konulmasi konularinda ilk kapsamli ve
giincel verileri icermektedir. Parazitolojik incelemesi yapilan 272 adet lipsozun
26’simin Anisakis spp. larvalan ile enfekte oldugu ve enfeksiyon oraninin %9,6
oldugu tespit edilmistir. Anisakis spp. larvalarinin enfeksiyon yogunlugu 2,8 (1-21
larva) ve enfeksiyon bollugu 0,2 olarak saptanmustir. incelenen lipsozlardan toplam
74 adet Anisakis spp. larvast karin boslugu, i¢ organlarinin ylizeyi ve
mezenteryumdan toplanmustir. Lipsozlarin kas dokularinda Anisakis spp. larvalari ile
karsilasilmamustir. Ayrica lipsozlarda Raphidascarididae ailesinden

Hysterothylacium spp. larvalari ile karsilagilmistir.

Lipsoz baliklarinda ilk kez Anisakis pegreffii, A. typica, A. simplex (s.s) x A.
pegreffii hibrit genotip ve A. ziphidarum tiirleri molekiiler olarak identifiye
edilmistir. Bu arastirma ile iilkemiz karasularinda ilk kez A. ziphidarum rapor
edilmistir. Bununla birlikte lipsoz tiirliniin A. ziphidarum, A. typica ve A. simplex
(s.s.) x A. pegreffii hibrit genotip i¢in yeni bir ara/paratenik konak oldugu tespit

edilmistir.

Lipsozlarda zoonoz karakterli 4. pegreffii varligi gida giivenligi agisindan
tiikketicilere risk olusturabilir. Tiirk mutfaginda ¢ig ve az pismis balik yeme
aligkanliginin yaygin olmadig1 ve lipsozlarin kas dokularinda Anisakis larvalan ile
karsilagilmadig1 i¢in tliketiciler tarafindan canli larvalarin agiz yolu ile alinma
ihtimali distiktiir. Ama 4. pegreffii ile enfekte lipsozlarin insanlar tarafindan

tiiketilmesi sonucunda parazitik alerjiler sekillenebilir.

Bu arastirmanin sonuglari, yetkili kisilerin gida giivenligi agisindan Anisakis
kaynakl1 alerji riskini azaltmak i¢cin HACCP programini yeniden diizenlemelerinde

onemli bir etkiye sahip olacaktir.
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Projeler

1. Tiirkiye sularinda yakalanan ve yetistiriciligi yapilan levreklerde (Dicentrarchus
labrax Linnaeus, 1758) diplectanid tiirlerin (Monogenea, Diplectanidae) molekiiler
karakterizasyonu. Arastirict, OMU PYO.VET.1904.17.007.

2. Tiirkiye'nin Ege kiyilarinda avlanan lipsoz (Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758)
baligin1 enfekte eden Anisakis tiirlerinin (Nematoda: Anisakidae) molekiiler teshisi.
Arastirict, OMU PYO.VET.1904.19.005.

3. Tirkiye’de vektor kaynakli 6nemli viral hayvan hastaliklarinin (Mavi Dil,
Epizootik Hemorojik Ates, U¢ Giin Hastalig1 ve Akabane) teshisi, vektdrlerin tespiti
ve erken uyari sisteminin olusturulmasi, Arastirici, TAGEM Projesi.

4. Toxocara vitulorum'un manda yetistiriciliginde varliginin arastirilmasit ve
molekiiler karakterizasyonu, Proje Lideri, TAGEM Projesi.
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