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OZET

Antikoagiilan rodentisitlerin yogun kullanim1 sonucu kemirgen popiilasyonlarinda 5-10 yil i¢inde antikoagiilanlara
karsi direng gelisebilmektedir. Antikoagiilanlara kars: direng ilk defa 1958 yilinda Ingiltere’de tespit edilmistir. Kemirgen
popiilasyonlarinda direncin belirlenmesi, entegre risk yonetiminin 6nemli bir unsurudur. Kemirgen miicadelesinde, uygulama
dogru bir sekilde yapildigi halde sonug¢ alinamamasi, rodentisit direncinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Antikoagiilan rodentisitlere karsi; farmakokinetik, beslenme ve farmakodinamik tabanli i¢ tip direng tammlanmigtir.
Antikoagiilan rodentisit direncini belirleme yontemleri bilimsel metotlarin gelismesiyle beraber siirekli yenilenmektedir. Bu
yontemler; beslenme, kan pihtilasma testi (Blood Clotting Response Testing, BCRT), vitamin K epoksit rediiktaz gen
mutasyonun (Hepatic Vitamin K Epoxide Reductase, VKOR) belirlenmesi ve direng belirteci genotiplerinin ortaya
konulmasidir. Popiilasyonda antikoagiilan rodentisitlere karsi direng tespit edildiginde, direngli bireylerin belirlenmesi ve
direncin yayilmasini engellemek i¢in dogru bir strateji izlenerek miicadele edilmesi sarttir. Bu derlemede, basarili bir kemirgen
miicadelesi i¢in antikoagiilan rodentisitlere kars1 gelisen direng belirleme yontemleri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antikoagiilan, Direng, Direng belirleme yontemleri, Rodentisit.

METHODS OF TESTINGS FOR RESISTANCE TO ANTICOAGULANT RODENTICIDES

ABSTRACT

Resistance to anticoagulants may develop in rodent populations for 5-10 years as a result of intensive use of
anticoagulant rodenticides. Resistance to anticoagulants have been first detected the UK in 1958. Monitoring the resistance
status of rodent populations is a pivotal component of integrated risk management. Failure to get results even though the
application is done correctly in rodent control is accepted as an indicator of rodenticide resistance. Failure to get results even
though the application is done correctly in rodent control is accepted as an indicator of rodenticide resistance. Three types of
resistance have been described against anticoagulant rodenticides based on pharmacokinetics, nutrition and
pharmacodynamics. The methods of determining anticoagulant rodenticide resistance are constantly being renewed with the
development of scientific methods. These methods are feeding testing, blood clotting response testing (BCRT), hepatic vitamin
K epoxide reductase (VKOR) assessment, specific genotypes that are markers of resistance. When the resistance to
anticoagulant rodenticides is detected in the population, it is essential to identify resistant individuals and to fight with a correct
strategy to prevent the spread of resistance. In this review, resistance determination methods for anticoagulant rodenticides
were investigated for a successful rodent control.

Keywords: Anticoagulant, Resistance, Resistance testing, Rodenticide.
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GIRiS

Antikoagiilan rodentisit kullanimi, son yillarda
kemirgen popiilasyonlariyla miicadelede en etkili
yontemlerin basinda gelmektedir. Bu maddeler,
diinyanin  bazi  bolgelerinde etkin kemirgen
miicadelesi i¢in Onerilen tek yontemdir. Kumarin
tirevlerinin ~ 1940'larin ~ sonlarindan  itibaren
rodentisitler olarak gelistirilmesi ve piyasaya
sunulmasi, kemirgen kontrolii ve miicadelesinde
onemli degisikliklere neden olmugtur. Antikoagiilan
rodentisitler (AR), kisa siirede akut etkili zehirlerin
yerini almigtr. Bunun sebebi; kemirgenlerin bu
maddelere yiiksek duyarlilig1 ve antikoagiilanlarin,
K vitamininin tam bir antidotu olarak etkinlik
gostermesidir.  Antikoagiilan rodentisitlerin  bu
derece etkin ve yaygimn kullanimi beraberinde direng
sorununu da getirmektedir. Direng ilk olarak
Ingiltere'de uzun siireli varfarin kullanimimnin
ardindan tanimlanmis olup, daha sonra diinya
genelinde birinci ve ikinci nesil antikoagiilanlara
kars1 da tespit edilmistir (Bailey ve Eason, 2000).
AR kemirgenlerde 6zellikle; Norveg sigani (Rattus
norvegicus), Cat1 sigan1 (Rattus rattus) ve fare (Mus
musculus) tirlerinde diren¢ gelisimine neden
olmaktadir. Direng olusumu; K vitamininden zengin
icerikli  yemlerle beslenme, antikoagiilan
rodentisitlerin siirekli ve etkili dozlarindan diisiik
uygulamalarindan  kaynaklanmaktadir.  Ancak,
direng gelisim nedenleri her zaman kesin olarak
ortaya konulamaz. AR direng belirleme yontemleri
gelistikce; hedeflenen kemirgen tiirlerinde direncin
hemen hemen her yonii laboratuvarda ve saha
calismalarinda  incelenmekte  ve  bagimsiz
arastirmacilar tarafindan elde edilen sonuglar
yaymlanmaktadwr. Kemirgenlerde antikoagiilan
direnci, kalitsal veya sonradan kazanilan direng

seklinde kemirgenlerde gelisebilmekte ve bundan

dolay1 antikoagiilan maddelere karst onemli bir
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etkinlik kayb1 olusturmaktadir (Buckle ve Prescott,
2012; Pelz ve ark., 2005; Pelz ve Prescott, 2015).
Bu derlemenin  amaci, antikoagiilan
rodentisitlerin kullanimma bagli olarak gelisen
direng mekanizmalar1 ve bu direncin
belirlenmesinde kullanilan giincel yontemleri ilgili
literatiirlerle ortaya koymaktir. Ayrica, bu derleme
ile direncin Onlenmesinde kullanilan Snemli
kilavuzlara dikkat c¢ekilmektedir. Bu kilavuzlar,
iilkeler bazinda antikoagiilan rodentisitlere karst
olusan direncin boyutunun gosterilmesi ve bu
rodentisitlere karst direncin Onlenmesinde rehber

niteligindedirler.

ANTIKOAGULAN RODENTISIT DIRENCI
i1k kez 1948 y1linda O’ Connor dikotrol’u (sigirlarda
“tatli yonca hastalig1” ndan sorumlu dogal olarak
olusan bir madde) izole ederek, rodentisit olarak
kullanilmasmi 6nermistir. AR (varfarin ve daha
sonra indandion tiirevleri), 1950°li yillarin
baslarinda diger akut zehirlerin yerini almistir
(Berny ve ark., 2018). Greaves (1994), antikoagiilan
rodentisit direncini su sekilde tanimlamigtir:
“Antikoagiilan rodentisit direnci, antikoagiilanlarin
dogru sekilde uygulandigi kosullarda meydana gelen
onemli bir etkinlik kaybidir. Bu etkinlik kaybi,
antikoagiilana kars1 kalitsal veya orantili olarak
azalmis bir hassasiyete sahip kemirgen susunun
varlig1 nedeniyle sekillenir” (Graves, 1994).
Direncin olusmasmda kemirgenlerin dogal
davranis modelleri de 6nemli bir rol oynamaktadir.
Norveg sigani (Rattus norvegicus) ve Cati
sicanlarmin (Rattus rattus) g¢evrelerindeki yeni ve
bilinmeyen maddelere (neofobi) ¢ok siipheli
olduklar1 iyi bilinmektedir. Sicanlarin aksine, ev
fareleri neofobi sergilemez. Neofobi, sigcanlarda
bulunduklart ortamdaki yem, yem kutusu ve

tuzaklara duyulan korkuyu tanimlar. Sonug¢ olarak,
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sicanlar yeni bir yemden az miktarda ve olimciil
olmayan bir doz yiyebilirler. Canli kalan hayvanlar
yemden kag¢inmayi Ogrenirler. Bu durum, aymi
zamanda gidadan kaginma olarak da bilinmektedir
(Berny ve ark., 2018; Bonnefoy ve ark., 2008; Pelz
ve ark., 2015; Lund, 1972).

ANTIKOAGULAN RODENTISITLERE
KARSI DIRENC MEKANIZMASI
Antikoagiilanlar, vitamin K epoksiti indirgeyici
(VKOR) ile K vitamin epoksidinin K vitaminine
indirgenmesini onleyerek, karaciger
mikrozomlarindaki K vitamini dongiisiinii kesintiye
ugratirlar. K vitamini, kan pihtilagsmasinda 6nemli
bir rol oynayan g¢esitli K vitaminine bagl
koagiilasyon faktorlerinin aktivasyonunda onemli
bir yardimc1 faktordiir. Antikoagiilanlar VKOR ile
birlestiginde, K vitamini ve koagiilasyon
faktorlerinin eksikligine bagli olarak pihtilagsma
bozukluklarma yol acar. Ilerleyen asamalarda
pihtilasma bozukluguna bagli olarak, kemirgenlerde
kanama ve Olim sekillenir (MacNicoll, 1986;
Oldenburg ve ark., 2008; Thijssen, 1995).

Birinci nesil antikoagiilanlarin  kiimilatif
etkili oldugu, 6liime neden olmak igin tekrar tekrar
almmalar1 gerektigi bildirilmistir. 1960'l1 yillarin
basinda, birinci nesil antikoagiilanlarin kitlesel
kullanimi, bir¢cok bdlgedeki sican popiilasyonunu
azaltmakta ve hatta yok etme konusunda biiyiik bir
firsat olarak degerlendirilmistir. Birinci nesil
antikoagiilanlar  arasinda; varfarin, difasinon,
kaumatetralil, kaumafuril, koumaklor, pindon ve
klorofasinon bulunur (Bentley, 1972). Iskogya'da
direngli bir susun ilk tespiti 1958'de yaymlanmis
olup, bunu Avrupa, Galler, Danimarka, Hollanda ve
Almanya'daki diger benzer direngli suslarin tespiti
izlemistir (Lund, 1972). Brooks ve Bowerman

1973te, ABD’de de ¢esitli Norveg siganlarini test
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etmislerdir. Varfarin ile miicadele edilen sican
popiilasyonlar1 arasinda varfarin direncinin yaygin
oldugunu gostermislerdir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) antikoagiilan direncinin, kemirgenlerde hizli
tespiti i¢in beslenme testlerine dayanan kilavuzlar
yaymlanmigtir (Drummond ve Rennison, 1973).
Birinci nesil antikoagiilanlar rodentisitlere karsi
gelisen direncin iistesinden gelmek i¢in ikinci nesil
antikoagiilan  rodensitler  gelistirilmistir. ~ Bu
bilesikler, tek seferde tiiketilen  miktarla
kemirgenlerde oldiiriicii etki yaratmaktadir ve bu
sekilde neofobik kemirgenlerle miicadelede etkili
olmaktadir. Ayrica, ikinci nesil antikoagiilanlar
birinci nesil antioagulanlarla kiyaslandiginda
kemirgenlerde daha toksik etkilidir. ikinci nesil
antikoagiilanlar: bromadiolon, difenakom,
brodifakom, flokoumafen ve difetialon’u igerir
(Redfern  ve  Gill, 1980). Ikinci nesil
antikoagiilanlarm kesfi (Hadler ve Shadbolt, 1975),
diren¢ olusumunu birka¢ yil boyunca azaltmistir.
Ancak, birinci nesil antikoagiilanlara kars1 direng,
ikinci nesil bilesiklere ¢apraz direnci de meydana
getirmis olup, kisa siire icinde bu giiclii bilesiklere
kars1, daha az duyarliliga sahip popiilasyonlar ortaya
cikmistir (Greaves ve ark., 1982). Diinya ¢apinda
bir¢ok iilkede, Norveg ve ¢ati sicani, ev fareleri gibi
antikoagiilana direngli kemirgenler ortaya ¢ikmistir.
Varfarin direncinin tespitiyle birlikte kaumatetralil,
difenakom ve bromadilon’a karsi da direng
belirlenmis olup; en yaygm antikoagiilan direnci
brodifakom’a kars1 tespit edilmistir. Difenakom
veya bradifakom gibi yeni nesil antikoagiilanlara
kars1 direng, birinci nesil bilesiklerdeki kadar yaygin
degildir (Berny ve ark., 2018; Buckle ve Eason,
2015).
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K VITAMINI DONGUSU

K vitamini ihtiyaci, kemirgenlerde giinliik diyet ile
kargilanmaktadir. K vitamini, indirgenmis formunda
(K vitamini hidrokinon), glutamat kalintilarmin
kalsiyum baglayict g-karboksiglutarat kalintilarma
(Gla) karboksilasyonu igin temel bir kofaktordiir. Bu
adim, aktif kan pihtilasma faktorleri I, VII, IX ve
X'un fretiminde rol oynayan aktif proteinlerin
aktivasyonu igin gereklidir. Benzer K vitaminine
bagimli Gla-proteinlerinin kemik metabolizmasi ile
ilgili olanlarda dahil olmak iizere bir dizi baska
proteinin diizenlenmesinde de Onemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Karboksilasyon reaksiyonu
sirasinda, K vitamini hidrokinonu, VKOR enzimi
tarafindan hidrokinona indirgenen K 2,3-epoksitine
oksitlenir. Bu sisteme K vitamini dongiisii denir. Bu
dongii her bir K vitamini molekiiliiniin 10.000 kata
kadar geri doniistiiriilmesine izin verir. Eksik K
karboksilasyonu  sonucunda, kan pihtilasma
mekanizmasinda bozukluk ve kanamalar meydana

gelmektedir (Buckle ve Smith, 2015).

BiYOKIMYASAL DIiRENC

Aragtirmalar, antikoagiilanlarin esas hedefi olarak
VKOR'w (Vitamin K  Epoksit Rediiktaz)
gostermektedir. Antikoagiilanlar VKOR enzimini
inhibe eder ve bu sekilde K vitaminine bagl
pthtilagsma faktorlerinin aktivasyonunu engellerler.
Antikoagiilan direncinin biyokimyasal
mekanizmasi, Norveg siganinin ¢esitli bolgelerdeki
soylart/VKORC1  varyantlarinda  incelenmistir.
Antikoagiilanlarm ~ VKOR'daki  amino  asit
sibstitisyonlarmmn  yapt  ve  fonksiyonunu
degistirdigi bilinmektedir (Li ve ark., 2010).
Embriyonik  bobrek  hiicre  hattit  HEK293
hiicrelerinde ~ yapilan  c¢alismada, = VKORCI
yapilarinm rekombinant ekspresyonu, Tyr139'daki

mutasyonlarin varfarine kars1 duyarlilig1 azalttig1 ve
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diger pozisyonlardaki mutasyonlarm VKOR
aktivitesini onemli sekilde azalttigmni gdstermistir
(Pelz ve ark., 2005; Rost ve ark., 2009). Varfarin ve
bromadiolona kars1 direngli ev farelerinin, VKOR’a
duyarlilik agisindan siganlarin Welsh tipi direncine
benzerlik gosterdigi bulunmustur (Misenheimer ve

ark., 1994).

DIRENC BELIRLEME TESTLERI

Antikoagiilan rodentisitlere karst olusan direngle
miicadelenin 6n sart1 etkili bir diren¢ belirleme
yonteminin  se¢ilmesi  ve  uygulanmasidir.
Antikoagiilan rodentisit direncinin belirlenmesinde,
direng testleri 6nemli bir rol oynamaktadir. Direngli
kemirgenleri belirlemek i¢in standartlastiriimis
testleri agiklayan ve bu testlerin dogru ve etkili
uygulanmasmi saglayan 6nemli kilavuz ve yayinlar
bulunmaktadrr.  Uygun  olmayan  belirleme
yontemleri; rodentisit direncinin kontroliinii ve
dirence karsi onlemlerin alinmasmi zorlastirmakla
birlikte zaman ve para kaybma yol agmaktadir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda, ortaya koyulan
direng belirleme yontemleri: in vivo (besleme testi,
kan pihtilasma tepkisi testi) ve in vitro analizleri
(VKOR aktivitesi, CYP450 metabolizmasi ve
VKORC] testi) kapsamaktadir. /n vivo analizler,
pratikte diren¢ nedeni ile direncin fenotipi hakkinda
bilgi verir. In vitro deneyler simdiye kadar
tanimlanmis ve metabolik direng i¢in rutin olarak
kullanilmayan VKORC1 mutasyonlarm belirlemek
amaciyla gelistirilmistir (Prescott ve ark., 2007;

Grandemange ve ark., 2010; Pelz ve ark., 2005).

1. OLUMCUL BESLENME PERIYOT TESTI

Bu test, WHO (World Health Organization, Diinya
Saglik  Orgiitil)  tarafindan  gelistirilen  ilk
antikoagiilan rodentisit direng belirleme testidir

(Drummond ve Rennison, 1973). DSO tarafindan
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testte birkag degisiklik yapildiktan sonra c¢esitli
antikoagiilan dozlar1 denenerek test 1982’de son
halini almistir. Kemirgenler laboratuvar ortaminda
% 0.0005 zehirli madde igeren gidalarla 5 giin (+14
giin gozlem siiresi) veya daha uzun siireli beslenme
rejimine tabii tutulur. Bu siire sonunda hayatta kalan
hayvanlar test edilen antikoagiilanlara kars1 direncli
kabul edilir. Bu testin dogru uygulanmasi i¢in yeterli
sayidaki hayvan iizerinde denenmesi gerekir. Testin
uygulanabilmesi i¢in hayvanlar kafeslere alinir. Bu
durum dogada yasayan kemirgenlere kiyasla bir¢ok
farkliliga neden olmaktadir. Standartlastirilmig
OECD (Ekonomik Kalkmma ve Isbirligi Orgiitii)
protokolleri, bazi tartigmalara neden olan bir¢ok
ozellige sahiptir. Kafese alinan hayvanlar, daha ¢ok
yem tiiketir ve bu nedenle dogada yasayan
kemirgenlerden ¢ok daha yiiksek dozlara maruz
kalirlar. Ayrica, kafese alman hayvanlarin hareket
yetenekleri smirli ve oliimciil kanama olasiligt
dogadaki kemirgenlere kiyasla daha yiiksektir
(Bailey ve Eason, 2000). Diren¢ durumunun dogru
degerlendirilmesi i¢in ¢ok sayida hayvana gerek
duymast ve bu durumun etik agidan uygun olmamasi

testin dezavantajlaridir (Gill ve MacNicoll, 1991).

2. KAN PIHTILASMA TEPKISI TESTI

Kan Pihtilagsma Tepkisi Testi, Avrupa ve Akdeniz
Bitki Koruma Orgiiti (EPPO) tarafindan
gelistirilmigtir (Martin ve ark., 1979). Bugiine kadar
gelistirilen BCR testleri, belirli bir antikoagiilan
dozunun uygulanmasmdan 24 veya 96 saat sonra
kanin pihtilagsma aktivitesinin 6l¢iilmesine dayanir.

Kan pihtilagma aktivitesi, insan varfarin tedavisi i¢in

Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Dernegi Biilteni

Bulletin of Veterinary Pharmacology and Toxicology Association

gelistirilen ve K vitaminine bagli dort kan pihtilagma
faktoriinin ~ (Faktor 1II, VI, IX ve X)
konsantrasyonlarmi tespit eden tromboplastin
reaktifleri kullanilarak ol¢iiliir (Pelz ve Prescott,
2015; Berny ve ark.,2018). Mevcut haliyle, BCR iki
sekilde yapilabilir. Bunlardan ilki; varfarin (5
mg/kg) gibi bir antioagiilan varliginda K vitamini
epoksit substratini (1 mg/kg) bir K vitamini kaynag1
olarak kullanip, sican kapasitesini belirlemektir.
Pihtilagma tepkisinin 24 saat sonra belirlenmesi
(protrombin zamani) direng¢ durumunun iyi bir
gostergesidir. Bu testin gdzden gegirilmis bir sekli,
yalnizca K vitamini igermeyen diisik dozlu (1
mg/kg) varfarin uygulamasi ve 24 saat sonra
pihtilagma kapasitesinin aragtirilmasina dayanir. Bu
yaklasimin son gelismeleri, ¢esitli antikoagiilanlar
ile birka¢ protokolii test eden Gill, McNicoll ve
Prescott, Buckle’nin ¢aligmalarma dayanmaktadir
(Prescott ve Buckle, 2000).

Test edilen hayvanlarda, belirgin sekilde
azaltilmis pihtilagsma aktivitesine sahip olanlar
duyarl olarak kabul edilirken, daha kisa pihtilagsma
stiresi gosterenler direngli olarak kabul edilir. Bu test
yontemi, diger yontemlere kiyasla ¢ok daha hizli ve
test edilen hayvanlarin ¢ok az ac1 ¢gekmesine neden
olur; bu nedenle testin hayvan refahi agisindan
uygunlugu yiiksektir (Bailey ve Eason, 2000). Tablo
I’de, Norve¢ sicant ve Ev faresinde direng
arastirmasi i¢in ¢esitli antikoagiilanlarin EDsg'lerinin
bir listesi verilmektedir.

Ikincisi ise daha az gelismistir ve sicanlarda
K vitamin

dayanmaktadir (Martin ve ark., 1979; Berny, 2011).

eksikliginin aragtirilmasina
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Tablo 1. AVK (Anti Vitamin K)’larin R. norvegicus ve M. musculus tiirlerindeki EDso degerleri (Berny ve ark., 2011; Berny,
2018).

Tiir (soy) AVK Cinsiyet EDso (mg/kg)
R.novegicus (CD) Varfarin Erkek 1.51
Disi 2.13
Difasinon Erkek 0.86
Disi 1.12
Klorofasinon Erkek 0.54
Disi 0.67
Kaumatetralil Erkek 0.36
Disi 0.44
Bromadilon Erkek 0.47
Disi 0.61
Difenakom Erkek 0.65
Disi 0.79
Difetialon Erkek 0.43
Disi 0.49
Flokaumafen Erkek 0.29
Disi 0.34
Brodifakom Erkek 0.22
Disi 0.23
M.musculus (CD-1) Bromadilon Erkek 1.96
Disi 1.68
Difenakom Erkek 0.85
Disi 0.56
Difetialon Erkek 0.83
Disi 0.83
Flokaumafen Erkek 0.51
Disi 0.44
Bradifakom Erkek 0.39
Disi 0.35
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BCR testinin birgok avantaji bulunmaktadir.
Test laboratuvarda yapilir ve kemirgenlerin bireysel
direng durumunun hizli bir sekilde
degerlendirilmesini saglar. Bu testte kullanilan
hayvanlarm 6ldiiriilmesi gerekmez. Pihtilagsma
aktivite yiizdesinin (PCA) degerlendirmesinden
sonra test edilen hayvanlara etkili bir antidot
uygulanir. Bu sekilde test, hem hayvan refahi hem de
direncin belirlenmesi agisindan oldukg¢a
uygulanabilirdir. Ayrica, test bireylerin direng
durumlarinin, bir dizi farkli bilesige karsi sirayla
belirlenmesine izin verir. Gézlemlenen herhangi bir
direncin genetik temelinin bulunmasi daha sonraki
ireme c¢aligmalarinda hayvanlarm kullanilmasina
izin verir. BCR, oldukg¢a hassas ve duyarli bir testtir.
Kemirgenlerin antikoagiilanlara duyarliligindaki
kiigiik bireysel farkliliklart tespit etmek igin
kullanilmaktadir (Berny, 2011; Buckle ve ark., 1994;
MacNicoll ve Gill, 1993).

3. VKOR AKTIVITESI

Cok sayida calisma duyarli ve direngli siganlarda
VKOR (Vitamin K epoksit rediiktaz) icin kinetik
sabitlerin ve/veya enzim aktivitesinin belirlendigini
bildirmistir. Karaciger —mikrozomlarmmda veya
herhangi bir enzim sisteminde (Rost ve ark., 2009)
oldugu gibi (rekombinant hiicrelerde) g¢esitli
protokoller kullanilabilir (Lasseur ve ark., 2006;
Lasseur ve ark., 2007).

Bu test, sinirli sayida hayvan {izerinde
gerceklestirilir ve fazla sayida kemirgenin kafeste
tutulmasint  gerektirmez. Ayrica, hayvanlarin
laboratuvar tesislerinde tutulmasina da gerek yoktur.
Bu test, enzim aktivitesi ve popiilasyonun direng
durumu hakkinda ¢ok iyi bir tespit saglar. Test; hizli,
ucuz ve tiim antikoagiilanlar ¢ok kisa bir siirede test
edilebilir.  VKOR aktivitesinin belirlenmesinde,

rutin uygulamalarda Yiiksek Performansh Likit
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Kromotografi (HPLC) veya Sivi Kromatografi-
Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) gibi analitik
yontemlere bagvurulur. Bu test, sadece birka¢ sus
disinda (6r: metabolik direng) basarili bir direng
belirleme yontemidir (Lasseur ve ark., 2006). Baert
ve ark. (2012) Belgika'nin kuzeyindeki Flanders'te
antikoagiilan ~ rodentisit direng dagilimini
aragtirmigtir. Bolgelerdeki 691 sicant 2003'ten
2005'e kadar farkli, pihtilagsma karsit1 bilegikler olan;
varfarin, bromadilon ve difenakom'a karsi kan
pihtilasma tepkisi testiyle analiz etmislerdir.
Bunlardan 119'unda, antikoagiilan direncinden
sorumlu  oldugundan siiphelenilen VKORCI1
genindeki bir mutasyon i¢in de ayri taranmistir.
Varfarin’e kars1 direngli siganlar, Flanders'm bati ve
dogu kisimlarinda tespit edilmistir (Baert ve ark.,
2012).

Norvec siganlarindaki (Rattus norvegicus)
VKOR'un en 6nemli polimorfizmlerinden iigii ile
BCR verilerine dayanarak erkek ve disi siganlarda
direng faktorlerini  indikledigi kanitlanmustir.
Ayrica, duyarli bazal susun viicut agirhgmdaki
(mg/kg) erkek ve disiler icin EDso degerleri de
RRAC tarafindan finanse edilen ve Dr C Prescott ve
Bay D Rymer (Ingiltere) ve Dr. A Esther (Julius
Kuehn Enstitiisii, Almanya) tarafindan yiiriitiilen
caligmalarin sonucu verilmistir (Buckle ve Berny,

2015).

4. CYP450 METABOLIZMASI

Norveg siganinda varfarin CYP metabolizmasi
caligmalar1 bildirilmesine ragmen ¢at1 sigani ve ev
faresinde direncin izlenmesinde kullanilan standart
bir yontem degildir. Bu yontem, kemirgen tiirlerinde
metabolik direng igin rutin bir izleme araci olarak
ilgili antikoagiilanlarin yan1 swra ilgili CYP450
izoformlarmi belirlemek i¢in de daha fazla calisma

yapilmas1 gerektigini gOstermektedir. Ayrica,
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CYP450 diren¢ nedeninin daha derinlemesine
arastirilmast gerekmektedir. VKOR aktivitesinin
belirlenmesi gibi in vitro bir yaklagimdir ve iiretilen
varfarin metabolitlerine bakmak i¢in mikrozom ve
analitik cihazlar gerektirir (Ishizuka ve ark., 2007;

Sutcliffe ve ark, 1990; Sugano ve ark., 2001).

5. VKORC1 GENI

VKORC1 genine olan in vitro yaklasim
Grandemange ve ark. (2010) tarafindan 6nerilmistir.
VKORCI1 geninin sekanslanmasi i¢in bir parga
kuyruk, kulak ve kil kullanilir. Bu ydntem,
kemirgenlerin  canli  olarak  yakalanmasini
gerektirmez. Norveg sicaninda, su ana kadar yapilan
caliymalarda tanmimlanmig olan tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) incelenerek, VKORC1 genine
dayali testlerin gilivenilir ve uygun maliyetli
araglardan biri oldugu bildirilmistir. VKORCI1 geni
tarafindan kodlanan protein, yaygmn kullanilan
antikoagiilanlardan biri olan varfarinin birincil
hedefidir; bu nedenle varfarin  direncinin
belirlenmesinde bu test dnemli bir rol oynamaktadir
(Rostve ark., 2004). Diger direng tespit analizleriyle
karsilastirildiginda, biyik o6lgekli 6rneklere bile
hizl1 bir sekilde uygulanabilir (Grandemange ve ark.,
2010). Rekombinant hiicrelerde VKOR aktivite

Olgtimii ile birlestiginde, belirli bir mutasyon
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tarafindan tasman diren¢ seviyesinin iyi bir
gostergesi olabilir. Cok 6zel durumlarda, 6zellikle
sadece bir mutasyonun beklendigi veya meydana
geldigi bilindiginde, bu yaklasim qPCR ve spesifik
primerlerin kullanimiyla daha da basitlestirilebilir.
Bu durumda, farkli genotipler (homozigoz,
heterozigoz, direncli ve duyarli)) test edilir ve
karakteristik siklus esik degerleri (ACt, yani
eslestirilmis ve homozigot fareler icin eslesmeyen
primer uzamasi arasndaki fark ile bu farkin
olmamasi1 heterozigot hayvanlar i¢in Ct degerleri)
onemli Olciide farkli sonuglar verir. Bu ydntemde
sadece ¢ok kiigiik doku pargalar1 gereklidir ve bu
teknigin sigan popiilasyonlarinin direng tespitinde
oldukca yaygin olarak kullanabilecegi ve toplanmasi
kolay olan digki &rneklerinde uygulanabilecegine
dair kanitlar bulunmaktadir (Berny, 2011).

In vitro teknikler ayrica yeni mutasyonlar1 ve
VKOR aktivitesi iizerindeki potansiyel etkileri
taramak i¢in onemli araglardir. Rekombinant maya
hiicreleri, bilinen mutasyonlarla dogrulamadan sonra
sicanlarda bulunan ¢esitli mutasyonlar potansiyel
etkisini aragtirmak icin basartyla kullanilmistir. Bu
karakterizasyon ¢alismasinin siirdiiriilmesi, saha
kosullarinda  direncin  uygun bir  sekilde
degerlendirilmesi icin son derece Onemlidir

(Hodroge ve ark., 2011).

Tablo 2. Antikoagiilan Rodentisitlere Kars1 Direng Belirleme Y6ntemlerinin Avantaj ve Dezavantajlari (Berny ve ark., 2018;
Buckle ve Berny, 2015; Buckle ve Prescott, 2012; Pelz ve ark., 2005).

Avantaj

Dezavantaj

Oliimciil Beslenme
Periyot Testi

* En Onemli avantaji smirlandirilan alandaki
kemirgenlerde  rodentisitin
(6lim oranini) belirlemesidir.

+ ikinci nesil antikoagiilan etkinlik denemeleri
birinci nesil antikoagiilanlara gére gii¢liidiir.

* Probit analizi i¢in kullanilmaktadir. e Test sonucu dogadaki kemirgenleri

performansini

Cok fazla sayida hayvana ihtiyag
duyulmaktadir.

» Etik agidan uygun goriilmez.
Hayvanlarin  kafeslerde uzun siireli
hapsedilmesi gerekmektedir.

yansitmamaktadir.
e Zehirli maddelere ihtiyag
duyulmaktadir.
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Tablo 2.(Devam)
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Avantaj Dezavantaj
Kan Pihtilasma Tepkisi * Duyarli, hassas ve hizli bir testtir. * Pihtilagma siiresi, kemirgenlerde bireysel
Testi * Norveg sigani ve ev faresinde yOntemin farklilik gosterebilmektedir.
gelistirilmesi devam etmektedir.  Test farkli antikoagulara yanitta dozdan
¢ok fazla etkilenmektedir.
VKOR Aktivitesi « Hizli, etkili, giivenilir bir testtir. * Yontem, pahali cihazlara ihtiyag
+ Smirli sayida hayvana ihtiyag vardir. duymaktadir (HPLC, LC-MS/MS).
+ Kemirgenlerin kafeste veya laboratuvar
ortaminda tutulmasint gerektirmez.
+ Direncin belirlenmesinde birey ve popiilasyon
bazinda etkilidir.
CYP450 Metabolizmasi * Metabolik direncin belirlenmesinde * Yontem, pahali cihazlara ihtiyag
olarak kullanilmaktadir. duymaktadir.

Herbir AVK farkli CYP450 izormuyla
metabolize olmaktaktadir.

VKORC1 geni

+ Kemirgenlerin kafeste veya
ortaminda tutulmasini gerektirmez.

* Cok kiiciik miktarlardaki
(kuyruk, kulak, kiirk) test i¢in yeterlidir.

etkili ve ucuz olanidir.

laboratuvar
doku Ornekleri

* Bugiine kadar kesfedilen yontemler iginde en

VKORC1 geninde meydana gelebilcek
mutasyonlarm dikkate alimmasi
gerekmektedir.

Yontem, molekiiler genetik alanindaki
caligmalara ihtiya¢ duymaktadir.

Tablo 3. Antikoagiilan Rodentisitlere Kars1 Direng Belirleme Yontemlerinde Tiirler Arasi1 Farkliliklar (Berny ve ark, 2018;
Pelz ve ark., 2005; Pelz ve Prescott, 2015).

Norveg sicani
(Rattus norvegicus)

Cati sicam
(Rattus rattus)

Ev faresi
(Mus musculus)

Oliimciil ~ Beslenme | Uygulantyor Uygulantyor Uygulantyor

Periyot Testi Standartlastirilmig Standartlastirilmig Standartlagtirilmg
Belirleyici giicii yiiksek Belirleyici giicii yiiksek Belirleyici giicii yitksek
21 giin hayatta kalan canlida | 21 giin hayatta kalan | 21 giin hayatta kalan canlida
uygulanir. canlida uygulanir. uygulanir

Kan Pihtilagma | Uygulaniyor ? Uygulaniyor

Tepkisi Testi Standartlagtirilmus, Yayin bulunmamaktadir. Standartlagtirilmus,
Belirleyici giicii yiiksek Belirleyici giicii yliksek
<48 saat hayatta kalan <48 saat hayatta kalan canlida
canlida uygulanir. uygulanir.
Yeni caligmalarla yontem Yeni ¢aligmalarla yontem
gelistirilmektedir. gelistirilmektedir.

Bu tiirde direncin
belirlenmesinde son derece
Onemlidir.




11 (1): 1-12; 2020
Z.Nuhoglu ve A.Aksoy / DERLEME

Tablo 3. (Devami)
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Norveg sicani
(Rattus norvegicus)

Cati sicam
(Rattus rattus)

Ev faresi
(Mus musculus)

Rutinde kullanimi vardir.
VKORCI1 variyantlarinda

Rutinde kullanimi vardir.
Direngli VKORCI

VKOR aktivitesi Uygulantyor Uygulantyor Uygulantyor
In vitro In vitro In vitro
Tim AVK lar i¢in Tim AVK lar i¢in Tim AVK lar i¢in
Sinirli sayida hayvan Sinirl sayida hayvan Sinirli sayida hayvan
Hizli Hizli Hizlh
Metabolik direng igin Metabolik direng igin Metabolik direng i¢in degildir.
degildir. degildir.
VKORCI1 geni Uygulantyor ? Uygulaniyor.
Iyi adapte edilmis Smirl kanit var Sinirl kanit vardr.

Rutinde kullanimi vardir.
Direngli VKORCI1 varyantlart;

139 gen mutasyonu varyantlari; Leul28Ser,Syr139Cys,
tanimlanmustir. Trp59Arg,Arg58Gly,Tyrl3 | Argl2Trp,Ala26Ser
9Cys Bu tiirde daha ¢ok bilgiye ihtiyag
vardir.

Mutasyon/aktivite hakkinda | Bu tiirde daha ¢ok bilgiye | ?
bilgi gereklidir. ihtiyag vardir.
Basit, ucuz, ozellikle Varfarin direncinin
varfarin direncinin tespitinde | tespitinde kullanilir.
kullanilir.

CYP450 Uygulantyor Uygulaniyor Uygulantyor

Metabolizmasi

SONUC VE ONERILER birikimi yiiksektir; bu nedenle birinci nesil

AR’ye karsi olugan direng kavrami kemirgenlerle
miicadelede 6nemli bir sorundur. Bu soruna yonelik
calismalar son 50 yildir siirmektedir.
Antikoagiilanlarin yogun kullanimi sonucu, Norveg
ve cat1 sicani, ev farelerinde direngli suslar ortaya

¢ikmistir (Buckle ve Berny, 2015). Son yillarda

yapilan c¢aligmalar direngle miicadelenin zor
oldugunu ve direncin hizla  yayildigim
gostermektedir.  Bu  nedenle, antikoagiilan

rodentisitlerin akilci bir direng yonetim stratejisiyle
kullanimi1 saglanmalidir. Etkili aktif maddelerin
kullanimi antikoagiilan direng gelisimini ve direncin
yayilmasint engellemektedir. Antikoagiilan
direncinin iistesinden gelmek igin; daha etkili ikinci
nesil antikoagiilanlar gelistirilmistir. Birinci nesil
antikoagiilanlara kars1 direngten siiphelenildiginde,
ikinci nesil antikoagiilanlar basariyla kullanilabilir.

Ozellikle ikinci nesil antikoagiilanlarin toksisitesi ve

10

antikoagiilanlara karsi olusan diren¢ durumlarinda
kullanilmalidirlar. Diren¢ ydnetiminin esas amaci,
antikoagiilan direncinin gelismesini 6nlemek veya
geciktirmek ile birlikte antikoagiilan etkinliginin
stirekliligini saglamaktir. Etkili direng yonetimiyle
antikaogiilanlara karst olusan direncin tamamen
onlenmesi hedeflenmektedir. Direng ydnetimi;
etkili, sistematik, verimli ve uygun maliyetli olarak
tasarlanmalidir. Antikoagiilanlarin ¢evre ve hedef
dig1 canlilar {izerinde O6nemli bir etki yarattigmnin
bilincinde olunmalidir. Ozellikle lesle beslenen ve
yirtict hayvanlar iizerinde antikoagiilanlarin birikimi
sonucunda ikincil zehirlenmelerin meydan gelmesi
son derece endise verici bir durumdur (Berny ve ark.,
2018; Buckle ve Prescott, 2012; Pelz ve Prescott,
2015).

Antikoagiilanlarm bu hedef dis1 canlilar

iizerindeki etkilerini daha iyi anlamak i¢in ¢caligmalar
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yogunlastirilmalidir. Direng yOnetimiyle iliskili
onemli kilavuzlar bulunmaktadir. Direng yonetimi
ile ilgili Ingiltere’nin Rodentisit Direng Eylem
Grubu (Rodenticide Resistance Action Group of the
UK) CropLife

International” (RRAC, 2003; RRAC, 2010; RRAC,

tarafindan  “Committee  of

2012) ve Almanya’da yaymlanan Fachausschuss

Rodentizidresistenz ~ (FARR, 2013)  o6nemli

kilavuzlardir.
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