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Effects of Pasteurized Sheep's Milk Use on Production and Ripening of Siirt Herby Cheese 
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Abstract: Siirt herby cheese is a varietty of local cheeses, and raw sheep’s and goat’s milk are used in its production. The curds obtained by 
curdling the milk obtained in the highlands is sold in the city centre during the day or the next day. Siirt herby cheese is produced from the 
retail curds. Three different cheese samples form retail curd, raw sheep’s and pasteurized sheep’s milks were made. The samples were ripened 
at 4°C for 120 d. Hygienic quality of raw milk supplied from a farm and raw milk curd bought from local retailers  did not have adequate 
hygiene. Coagulase positive staphylococci were 3.11±0.6 log10 cfu/ml in raw milk, then it increased to 6.6±0.5 log10 cfu/g in the curd before 
salting. Pasteurization of milk was decreased the total count of the coagulase positive staphylococci below the maximum permissible value (103 

cfu/g) in the regulation on Microbiological Criteria of the Turkish Food Codex. These samples were only contained >103 cfu/g coagulase 

positive staphylococci at the 120th d of ripening. The pasteurization of milk allowed to obtain cheese that meets the desired hygienic criteria. 
In addition, sufficient acidity and pH development were observed in pasteurized dairy cheeses even though starter culture was not used. It was 
found that the traditional cheese production using both retail curd and raw milk may not be suitable for producing cheese in accordance with 
the official standards and regulations. It was concluded that in the case of the production of these cheeses, it is not appropriate to offer them for 
sale before the completion of the legal ripening period of 120 d. It was deemed necessary to conduct further research in order to draw up a 
production diagram including the parameters of the Siirt herby cheese production process.  
 

Keywords: Siirt herby cheese, Hygiene, Pasteurised milk, Quality 

 

Pastörize Koyun Sütü Kullanmanın Siirt Otlu Peynirinin Üretimi ve Olgunlaşması Üzerine 

Etkileri 
 

Özet: Siirt otlu peyniri yöresel bir peynir çeşidi olup üretiminde çiğ koyun ve keçi sütleri kullanılmaktadır. Yaylalarda elde edilen sütün 
mayalanması ile elde edilen teleme gün içerisinde veya ertesi gün şehir merkezlerinde satılmaktadır. Siirt otlu peyniri bu telemelerden 
üretilmektedir. Satın alınan teleme ile çiğ ve pastörize koyun sütü kullanılarak 3 farklı peynir örneği yapıldı. Numuneler 4°C’de 120 gün süreyle 
olgunlaştırıldı. Bir çiftlikten temin edilen çiğ sütün ve bu sütten yapılan telemenin hijyenik kalitesinin yeterli olmadığı gözlendi. Koagülaz 
pozitif stafilokoklar çiğ sütte 3.11±0.6 log10 kob/ml iken, tuzlamadan önceki aşamada telemede 6.6±0.5 log10 kob/g’a ulaştığı gözlendi. Sütün 
pastörizasyonu Türk Gıda Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebliği’nde izin verilen maksimum değerin (103 kob/g) altına ancak 120. günde 
düştüğü gözlendi. Sütün pastörizasyonunun istenen hijyenik kriterlere uygun peynir elde edilmesini sağladı. Ayrıca pastörize süt peynirlerinde 
de starter kültür kullanılmadığı halde yeterli asitlik ve pH gelişimi gözlendi. Gerek satış yerlerindeki teleme ve gerekse çiğ süt kullanarak 

geleneksel peynir üretiminin standart ve mevzuata uygun peynir üretmek için uygun olmayabilir. Bu peynirlerin üretilmesi durumunda yasal 
olgunlaştırma süresi olan 120 günün tamamlanmadan satışa sunulmasının uygun olmadığı sonucuna varıldı. Siirt  otlu peyniri üretim prosesine 
ait parametrleri de içeren bir üretim şemansının çıkarılmas için daha fazla araştırmanın yapılması gerekli görüldü. 
 
Anahtar Kelimeler: Siirt otlu peyniri, Hijyen, Pastörize süt, Kalite 

1.Introduction 

While there are about 2000 types of cheese in the world, 

Türkiye, which has 193 of them, has been called "cheese 

heaven". The journey of each of these cheeses from 

production to consumption is different (1). It has been 

reported that the gastronomic value of this rich cheese variety 

should be brought to the fore (2). It has been stated that the 

production technology of many cheese varieties in Anatolia 

should be developed. So, the products should have been made 

at standard manners to increase export potential of these 

cheeses should be used (3,4). A total of 753 thousand tons of 

cheese produced in Türkiye. We could not find out the 

knowledge about how much traditional cheese, and also how 

much herby cheese is produced in Türkiye (5). Nevertheless, 

it has been reported in a study that per capita consumption of 

herby cheese is 14.74 kg/year in Eastern Anatolia and South-

eastern Anatolia regions, and the Türkiye average is 3.2 

kg/year (6). The most produced type of herby cheese in 

Türkiye is Van herby cheese and it has a Geographical 

Indication Certificate (5). Other herby cheeses are Urfa, 

Bitlis, Hakkâri, Trabzon, Erzincan Keçene and Siirt herby 

mailto:murat.gulmez@siirt.edu.tr
https://doi.org/10.58833/bozokvetsci.1219193
http://orcid.org/0000-0003-3888-6815
https://orcid.org/0000-0002-9740-9843
https://orcid.org/0000-0003-0416-7476
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cheeses. Most of the previously made studies on the herby 

cheeses have been conducted on Van herby cheese (3,7-10).  

The minimum technical and hygienic criteria for cheeses have 

been established with official documents and official 

inspections are carried out accordingly (11-13). Chemical and 

microbiological quality characteristics of herby cheeses have 

been investigated and possible health risks have been 

emphasized (7,14,15). However, it has been revealed by 

researchers that there are no product standards in local 

cheeses produced outside of commercial enterprises, the 

hygienic quality of these products is low and they do not 

provide sufficient assurance in terms of public health (16-18). 

It has been reported that the chemical qualities of herby 

cheeses on sale have not founded in accordance with related 

standards (19-23). It has also been reported in the previously 

made studies that hygienic quality of cheese samples 

examined have not been determined to be good (14,24-28).   

Siirt herby cheese is generally produced from raw sheep's 

milk or a mixture of sheep’s, cow’s and goat’s milk. While 

the main herb added to cheese is sirmo (sirik, Allium sp.), 

herbs called heliz (Ferula orientalis) and çiriş (Eremurus 

spectabilis) are also used depending on the taste of the 

household (6). 

The unique qualities of cheese are shaped by many factors. 

Milk constituents, microbiota composition, process 

parameters used, ripening regimes and many other factors are 

prevailed effective on the quality characteristics of the cheese 

(29-34). Developing raw milk cheese technology is very 

difficult due to the risk of pathogenic bacteria (35).  Many 

scientific researches on the process development for some of 

the other herby cheese varieties have been conducted 

previously (36-42). Few studies have been conducted on the 

Siirt herby cheese (6,23,24,27). Herby Cheese Standard is the 

reference regulation for making the cheese (43). 

In this study, two different cheese samples were prepared; one 

from raw milk and the other pasteurised milk. Also, as for 

control samples, one d old curd was purchased from the retail 

stores in the city centre and used for making herby cheese as 

for mimicking traditionally produced Siirt herby cheese. So, 

it is aimed to investigate in this study that differences between 

raw and pasteurized milk use, and also retailed curd use on 

the final chemical and microbiological composition of the 

Siirt herby cheese during a 120 d of ripening period.  

2.Materials and Methods 

Three different cheese samples were made from retail curd, 

raw milk and pasteurized milk. So, curd cheese, raw milk 

cheese and pasteurized milk cheese were made. Experimental 

cheese samples maintained at 4°C for ripening, and were 

analysed once a mo. for in a 4 mo. of ripening period. 

Raw milk: A 25 l of newly milked sheep's milk was purchased 

from a sheep farm located in the city centre of Siirt. The milk 

was filtered through a cloth strainer and brought to the 

laboratory within 1 hour. Half of the milk was used raw, and 

the other half was pasteurized and used to make cheese. 

Coagulant: A microbial cheese coagulant including rennet at 

20.000 MCU/ml activity (Mayasan®, İstanbul Türkiye) was 

purchased from a local market and stored at 4 °C until use. 

Herb (Sirmo, Sirik, Allium sp.): Herbs collected from the 

highlands and sold by the citizens in the market were used. 

After the herbs were removed and washed with drinking 

water, they were chopped to a size of approximately 5 mm 

and added to the curd at a rate of 3%, w/w as recommended 

by many local Siirt herby chees producers (personal 

communications). 

Salt: Rock salt from the region was used in cheese making 

was used in cheese making. 

Press material: Plastic containers filled with water at a rate of 

70 % of total weight of each portion milk used for making 

each part of the curd samples. Then, the water containers were 

used as press by putting them on the draining curd portions.  

Making herby cheese by using raw milk: Raw sheep’s milk 

was heated up to 35 ̊ C. Calcium chloride (200 ppm, w/v) was 

added to the milk. Coagulant was added to the milk at 35 ˚C 

to be the same as applied to the pasteurized milk and waited 

for 40 min for coagulation. The clot was cut into 1x1x1 cm as 

made by Ocak et al. (38) and waited for 30 min for clot 

hardening. The clot was added in a press cloth and the press 

material was put on the curd for 60 min as make it standard 

for all the samples. So, we could not find a standard whey 

drainage time period in the literature applied for herby cheese 

making. The pressed curd was crumbled to the size of 

chickpeas. Then, a 3% (w/w) chopped Sirmo (Allium sp.) and 

a 3% salt was added to the crumbled curd and mixed. The 

same press material was put on the curd in cloth once again 

for 90 min to make extra drainage. The cheese samples 

obtained were separately crumbled to the size of chickpeas 

cheese and also separately filled tightly in 100 ml sample 

containers (5).  

Making herby cheese using pasteurized milk: Raw milk in 

stainless steel container was heated at 72˚C by using a kitchen 

type gas stove. The heat temperature was controlled by using 

a thermometer (Thermopro TP02S, ThermoPro Co., USA) 

Milk was stirred gently for 3 min after termination of the 

heating to make heat treatment more uniform. Then, the milk 

was cooled to 37˚C by soaking the milk container in a cold 

water bath. All other processes were applied as in the 

production of raw milk cheese as mentioned above. 

Making herby cheese using retail curd: A 2 kg of curd was 

bought from a local curd retailer in Siirt province and 

transferred to the laboratory under cold storage (4 °C) in 1 h. 
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The curd was crumbled to the size of chickpeas. Then it was 

mixed with 3% (w/w) herb (sirmo) and 3% (w/w) salt, then 

pressed for 90 min by applying a weight of equal to that of 

raw milk used. At the end of the pressing, the crumbled curd 

again in the size of chickpeas, and the plastic sample cups 

with a volume of 100 ml were filled in such a way that there 

was no air gap. 

Raw milk analysis: pH measurement was made with a 

handheld pH meter (AZ 8685, Taiwan). Acidity 

determination was made by titrimetric method and the results 

were given as % l.a. In addition, milk analysis was performed 

with a milk analyser (Lactoscan LS, Nova Zagora, Bulgaria). 

Determination of coagulant strength: A domestic commercial 

rennet used for cheese making was diluted 1/10. Raw milk 

was heated to 35 °C. A 1 ml of reconstituted coagulant was 

added to 50 ml of heated milk and the clot formation time was 

determined. Coagulant strength was calculated according to 

the formula (44).  

Analysis of milk, curd and cheese: The pH was measured by 

using a digital pH meter (Milwaukee AZ8686, USA) (45). 

Titratable acidity (lactic acid, %) was determined by using 0.1 

N NaOH and phenolphthalein indicator as stated to TS 591/ 

March 2013 (46).  The dry matter and ash were determined 

gravimetrically according to TS EN ISO 5534/AC (47). The 

fat content was determined by using Van Gulik method (TS 

ISO 3433) (48). Salt in dry matter was determined by titration 

according to TS EN ISO 5943; 2007 (49). 

For microbiological analysis, reference methods were 

followed (50). Briefly, 10 g from each sample was used for 

making ten-fold serial dilutions in 90 ml of sterile 

physiological saline (PS). For count of total aerobic 

mesophilic bacteria (TAMB), Plate Count Agar (PCA, Oxoid 

CM 0463) was used and the petri dishes were incubated at 

30±2°C for 72 h for count of Enterobacteriaceae, Violet Red 

Bile Glucose Agar (VRBGA, Oxoid-CM0485) was used and 

the petri dishes were incubated at 37±2°C for 48 h. For 

coliforms, Violet Red Bile Lactose Agar (VRBLA, Oxoid 

CM0107) was used and the petri dishes were incubated at 37 

°C for 24 h.  The growing pink-red colonies with a pink 

precipitation ring around were counted. For coagulase 

positive staphylococci, Baird Parker Agar plates including 

Baird Parker Agar Base (BPA, Oxoid CM1127) and Egg 

Yolk Tellurite Emulsion (Oxoid SR0054) were used. The 

plates were incubated at 37°C for 48 h. Black shiny coagulase 

positive colonies with a diameter of 1.5- 2.5 mm with a 

transparent zone around were counted. Then, 5 susceptive 

colonies selected randomly for each sample were tested for 

their coagulase reaction before calculation of cfu/g values. 

For yeasts and molds, Yeast Extract Glucose 

Chloramphenicol Agar (YGCA, Merck 1.16000) was used 

and the petri dishes were incubated at 25°C for 5 d. Colonies 

grown on the medium were counted. 

The study was repeated in triplicate and each analysis was 

made in duplicate. The mean and standard deviation values 

were calculated by using the Microsoft Excel program. 

Means with a significant difference were compared by 

Duncan’s multiple range tests by using SPSS v.15.00 

program (Chicago, Illinois, USA) and P values <0.05 were 

considered statistically significant. The standard deviation 

values (±SD) are given in the Table 2 and Table 3.  

3.Results 

The mean values from the raw milk used in the study were as 

follows: pH 6.7, acidity (%, l.a) 0.2, dry matter (%, w/w) 12, 

protein (%, w/w) 6.1, fat (%, w/w) 7.2, lactose (%, w/w) 4.8, 

salts (%, w/w) 0.8 and density 1.034.    

Raw milk was subjected to microbiological analysis within 1 

hour after being taken from the farm. The results are given in 

Table 1. As seen in Table 1, it was determined that the 

bacterial and yeasts and molds loads were quite high in curd 

made with raw milk. 

 

 

Table 1: Microorganism loads of raw milk and raw milk curd before salting (log10 cfu/g). 
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Raw milk 6.8±0.6 6.3±03 5.1±0.4 5.1±02 3.1±0.6 3.96±0.2 7.3±0,3 

Raw milk curd (before salting) 9.8±0.2 8.2±0,2 8.9±0.5 9.8±0,4 6.6±0.5 9.70±0.3 10.65±0,6 
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The pH values of the retail curd, raw milk curd and 

pasteurized milk curd were found to be 6.7, 6.7 and 6.0, 

respectively, after the curd was filtered and herb was added. 

Acidity values were found to be 0.3, 0.2 and 0.15 in the same 

order. The findings are given in Figure 1.  

Within the values before salting, the pH of the ready-made 

curd was found to be higher than the other two samples. Dry 

matter ratio of pasteurized milk curd was found to be higher 

than the other two samples (39.4%). There was no statistically 

significant difference among the samples in terms of fat ratios 

(Figure 1).  

 

Figure 1: Values of physical and chemical analyzes of curds 

before salting 

Three different cheeses were made by processing three 

different curds in the same way, and they were packaged in 

Ø63 x 65 mm polypropylene sample containers (L 102348, 

Lp Italiana) and kept in the cold. Analyses were performed 

on the 1st, 30th, 60th, 90th and 120th d of 4°C of cold storage. 

The pH and chemical analysis results are given in Figure 2. 

While the initial pH values were similar in all three samples, 

the decrease in the following days was more in the retail curd 

samples (p<0.05). After the 90th d, pH decreases followed an 

approximately horizontal course and decreased to the level of 

5 at the 120th d (Figure 2a). 

While the initial acidity values were similar in all three 

samples, the increase in the following days was more in the 

curd cheeses purchased from the seller. The increase in 

acidity continued in all three samples until the 120th d and the 

highest (1.17 %) was observed in cheese made using curd 

bought from the seller (p<0.05). In the other two samples, the 

acidity reached approximate values on the 90th and 120th d 

(Figure 2b). 

When the values from high to low in terms of dry matter 

levels were ranked, cheese made from curd were raw milk 

cheese and pasteurized milk cheese. It was observed that the 

moisture loss in the samples was not at a significant level 

(Figure 2c). 

While the fat levels were highest in cheese made from curd, 

this difference disappeared after the 90th d and the fat levels 

in all three samples were similar. It was observed that the 

cheese samples completed the ripening period with the fat 

level between 17.5% and 20.4% (Figure 2d). 

In terms of salt levels, it was observed that cheeses made from 

curd were always high at 120th d, while pasteurized milk 

cheeses had the lowest salt values. It was observed that the 

salt added at the rate of 3% of the curd weight remained lower 

in pasteurized milk samples during ripening compared to the 

others (Figure 2e) (p<0.05).  
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Figure 2 (a, b, c, d, e). Values of physical and chemical analyzes in 120-d cold storage in Siirt herby cheese samples produced by 

using retail curd, and also raw milk and pasteurized sheep's milk. 

Table 2: The standard deviations (±SD) of values given at Figure 2. 

Figure no. Cheese / ripening d 1 30 60 90 120 

Fig. 2a.  
pH 

Retail curd cheese 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1 

Raw milk cheese 0,2 0,1 0,3 0,3 0,1 

Pasteurized milk cheese 0,3 0,2 0,3 0,2 0,1 

Fig. 2b.  
Acidity, 

% l.a. 

Retail curd cheese 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 

Raw milk cheese 0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 

Pasteurized milk cheese 0,01 0,02 0,02 0,01 0,03 

Fig. 2c.  
Dry matter,  
% 

Retail curd cheese 0,1 0,1 0,6 0,6 0,3 

Raw milk cheese 0,4 0,6 0,6 0,5 0,4 

Pasteurized milk cheese 0,8 0,3 0,3 0,5 0,3 

Fig. 2d.  
Fat, % 

Retail curd cheese 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 

Raw milk cheese 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 

Pasteurized milk cheese 0,3 0,1 0,1 0,2 0,1 

Fig. 2e.  
Salt in dry  
matter, % 

Retail curd cheese 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 

Raw milk cheese 0,2 0,2 0,2 0,1 0,3 

Pasteurized milk cheese 0,3 0,2 0,3 0,3 0,4 

Total bacterial counts were found to be higher in retail curd 

and raw milk samples on the 1st and 30th d compared to 

pasteurized milk samples (p<0.05). In the following period, 

the numbers were found to be similar in all three samples 

(Figure 3a). 

Although the numbers of Enterobacteraceae decreased 

gradually in retail curd and raw milk samples, it was observed 

that they were in very high numbers than that of the 

pasteurised milk sample (p<0.05). Enterobacteraceae counts 

were determined to be 3.68 log10 cfu/g at 1st d of cold storage 

and >1 log10 cfu/g in pasteurized milk cheese samples at the 

1st d of ripening (Figure 3b).  

Although the numbers of coliforms decreased gradually in the 

curd and raw milk samples, it was observed that they were 

quite high. This number was determined as 3.20 log10 cfu/g 

in pasteurized milk cheeses at the 1st d of ripening. Then, it 

was determined to decreased to the level of >1 log10 cfu/g in 

the samples (Figure 3c).  

Yeasts and molds counts were found to be considerably 

higher in retail curd and raw milk samples on the 1st and 30th 

d compared to pasteurized milk samples (p<0.05). In the 
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following period, the numbers were found to be similar in all 

three samples. The level in raw milk sample was higher than 

the other two cheeses (p<0.05). The values of the samples 

decreased by approaching each other at 120th d of ripening 

(Figure 3d). 

While the lactobacilli level was found to be quite low (4.73 

log10 cfu/g) in pasteurized milk cheese on the first d 

compared to the other samples (p<0.05), the values for all 

three samples were at an approximate level on the further 

analysis d. It was observed that lactobacilli level in 

pasteurized milk samples was higher than that of other two 

cheese samples at 60th d (Figure 3f). 

While the count of lactotococci were determined to be quite 

low (5.36 log10 cfu/g) in pasteurized milk samples on the first 

d (p<0.05), as was in lactobacilli counts, on the other analysis 

days, the values of all three samples were at an approximate 

level. It was observed that the level in pasteurized milk 

samples was higher than that of other two cheese samples at 

60th d. Although the 1st d level of lactococci was higher than 

that of lactobacilli, similar levels were observed in the 

following ripening d (Figure 3g). 

 

 

Figure 3 (a, b, c, d, e, f, g): Values of microbiological analyzes in 120-d cold storage in Siirt herby cheese samples produced by 

using retail curd, and also raw milk and pasteurized sheep's milk. 

 

Table 3: The standard deviations (±SD) of values given at Figure 3. 

Figure no. Cheese / ripening d 1 30 60 90 120 

Fig. 3a. Total aerobic 

mesophiles (log10 cfu/g) 

Retail curd cheese 0,34 0,31 0,22 0,16 0,34 
Raw milk cheese 0,26 0,14 0,41 0,37 0,27 

Pasteurized milk cheese 0,18 0,33 0,25 0,21 0,23 

Fig. 3b. Enterobacteriaceae 

(log10 cfu/g)  

Retail curd cheese 0,13 0,23 0,41 0,33 0,21 
Raw milk cheese 0,32 0,34 0,21 0,24 0,11 

Pasteurized milk cheese 0,11 0,24 0,18 0,21 0,00 

Fig. 3c. Coliforms (log10 

cfu/g)  

Retail curd cheese 0,27 0,31 0,27 0,16 0,21 
Raw milk cheese 0,34 0,12 0,24 0,12 0,19 
Pasteurized milk cheese 0,22 0,30 0,00 0,00 0,00 

Fig. 3d. Yeasts and molds  

(log10 cfu/g)  

Retail curd cheese 0,21 0,23 0,41 0,29 0,34 
Raw milk cheese 0,32 0,40 0,44 0,39 0,42 
Pasteurized milk cheese 0,16 0,32 0,30 0,33 0,18 

Fig. 3e. Coagulase + 

staphylococci (log10 cfu/g) 

Retail curd cheese 0,16 0,21 0,23 0,11 0,13 
Raw milk cheese 0,23 0,20 0,20 0,23 0,21 
Pasteurized milk cheese 0,30 0,34 0,17 0,20 0,20 

Fig. 3f. Lactobacilli (log10 

cfu/g)  

Retail curd cheese 0,34 0,41 0,38 0,70 0,63 

Raw milk cheese 0,30 0,50 0,36 0,47 0,26 
Pasteurized milk cheese 0,22 0,21 0,44 0,44 0,33 

Fig. 3g. Lactococci (log10 

cfu/g)  

Retail curd cheese 0,43 0,54 0,51 0,29 0,33 

Raw milk cheese 0,40 0,51 0,45 0,37 0,51 
Pasteurized milk cheese 5,36 0,27 0,39 0,40 0,37 
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4.Discussion and Conclusion 

It is well known that factors such as breed, age, race, season, 

diet of dairy animal are effective on the milk composition. 

Also, milk composition and all the other applications of 

cheese making are effective on the cheese characteristics 

(19). Since the change made in each of these factors causes 

significant changes in the cheese, so many cheese varieties 

have been able to be produced. For production of a cheese 

variety, the effects of many factors separately and/or in 

combinations on its determinative characteristics have to be 

taken into consideration during the process. The cheeses 

traded must be produced in accordance with the standards 

established by official regulations (5,11-13,43,46).  

In the Herby Cheese Standard (43), it is stated that rate of 

milk fat in dry matter has to be at least 45%, humidity at most 

60% and salt at most 7.5%. The minimum, (average) and 

maximum values of this cheese in the geographical indication 

document of Van herby cheese are listed as follows: Dry 

matter (%) 43.81 (46.78) 47.78, protein (%) 20.60 (22.17) 

25.52, fat (%) 16.75 (17 .29) 19.21, ash (%) 5.07 (6.85) 7.45, 

salt (%) 4.60 (5.73) 6.9. When it is classified in terms of % 

Moisture (in fat free dry matter) in cheese standards, herby 

cheese has been reported to be from the group of semi-hard 

cheeses that fall between 57-64% (5). A fully demonstrated 

process follow-up instruction for making herby cheese 

including critic control points such as curd break point, press 

end point, packaging point, and also critic limits such as 

acidity, pH, dry matter, salt levels at the critic control points 

has not been documented yet. Van herby cheese is currently 

being produced and sold by many large companies in 

Türkiye. However, we could have no information about their 

production processes. It can be proposed that each company 

is free for development its own process parameters and the 

production is made in accordance with the regulations. 

Although there are many scientific studies conducted on this 

subject, a complete process definition has not yet been 

revealed as a result of these studies. Also, this study is a 

narrowly comprehensive study focused on the pasteurization 

of sheep's milk only. It may be concluded for this situation 

that a full scientific study is needed for documentation of a 

complete herby cheese producing process. 

In a study that we compared together with the findings of our 

own study by previously made studies conducted on herby 

cheeses, and it was revealed that most of the herby cheeses on 

sale do not comply with the regulations (51). The production 

and sale of these cheeses, which are traditionally produced by 

local people, should be made in accordance with the 

regulations. In our opinion, the most effective public health 

measure that can be applied in the current conditions is to 

prevent the production of raw milk cheese by producers who 

do not comply with the Special Hygiene Rules Regulation for 

Animal Food (11) and Microbiological Criteria Regulation 

(12). It would be a good decision to impose the obligation to 

pasteurize milk to such enterprises. Because in order to make 

raw milk cheese, it is necessary to use the milk of animals free 

from disease and ripening period have to be minimum 4 mo. 

as mentioned in Cheese Regulation (13).  Akyüz and Kurt 

(52) have reported in 1984 that primitive conditions should 

be abandoned and production should be carried out in modern 

factories. 

Since we could not come across to a complete process 

definition, we only followed regulatory parameters for 

making Siirt herby cheese (5,11-13,43,46). In order for us to 

take one of the previous studies as a reference, our other 

parameters should have been similar to those in the reference 

study. For this reason, we decided to use our own process 

parameters and our own method with the condition of 

complying with the regulations. So, pasteurisation of the bulk 

milk was made at 72˚C for 3 min.  Coagulation was made at 

35 ˚C for 40 min. The clot was cut into 1x1x1 cm as made by 

Ocak et al. (38) and waited for 30 min for clot hardening. The 

clot was added in a press cloth and the press material was put 

on the curd for 60 min as make it standard for all the samples. 

The press weight was determined as the rate of 70 % of total 

weight of each portion milk used for making each part of the 

curd samples. The press was applied 60 min before salting 

and 90 min after salting to make a good drainage from the 

curd samples. We applied dry salting to the crumbled curd 

and salt was used at a 3% of curd weighed after the first 

pressing. At the end of many preliminary studies, we realized 

to follow the parameters of pH between 5.5-6.0 and lactic acid 

between 0.3-0.5 in the curd before salting, minimum pH of 

4.5 and maximum 1% lactic acid, humidity maximum 50%, 

the protein minimum 20% and the fat minimum 20% in 

cheese after 120 d of ripening. The parameters followed in 

this study for making Siirt herby cheese has to be confirmed 

in comparison with other process parameters that effect the 

resultant cheese regulatory parameters. 

According to the Regulation on supply of raw milk (53), 

which is required for raw milk trade, animals must be free 

from disease. Also, milk has to be cooled to 4°C and below 

immediately after milking and the temperature during 

transport should not exceed 4°C. The supply of raw milk to 

the final consumer is carried out within 24 hours after 

milking. If raw milk obtained from other species other than 

cow's milk is to be used in the production of raw milk cheese 

without any heat treatment, the TAMB grown at 30°C in per 

ml of the milk have to be ≤ 500,000 (11). Most of the herby 

cheeses are made with the sheep’s’ milked in the highlands in 

the form of herby cheese curd in Siirt. Raw milk curd is 

produced by clotting the milk at milking temperature after 

draining from strainer cloth. The drained curd is brought to 

the provincial and district centres in sacks and then sold in the 

same d or other d.  Individuals or small outlet owners buy 

these retail curds and process it into herby cheese for 

household use or sale. It was determined in this study that the 
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number of TAMB in the raw milk was as high as 6.77 log10 

cfu/ml (Table 1). It can be difficult to obtain milk with the 

desired bacterial load in existing sheep barns and by hand 

milking. For these reasons, it is inevitable that the cheese 

produced from raw milk or retail curd cheese. It has been 

pointed out in previously made studies that Siirt herby cheese 

on sale have not met the regulatory criteria (6,23,24,27,51). 

We have also determined in this study that both raw milk and 

retail curd may not ensure the minimum hygiene 

requirements (Figure 3).  

In this study, it was observed that acidity development 

continued with pH decrease in the samples during ripening 

(Figure 2a, 2b). This change occurred in the pasteurized milk 

samples as well as retail curd and raw milk samples. Although 

the microorganisms causing these changes were not 

extensively investigated in this study, it was determined that 

the numbers of lactic acid bacteria and lactic streptococci 

increased in all three types of cheese during the ripening 

period (Figure 3f, 3g). However, we did not used any 

microbial culture for ripening, natural microbiota presented 

in the samples or secondary contaminated microorganisms 

could have pH and acidity development in all the samples.   

Ripening microbiota in the pasteurized milk samples may 

have came from the herbs used, and/or from raw milk flora 

that survived pasteurization and/or microorganisms 

transmitted by secondary contamination during cheese 

making. In a previous study, the pH of herby cheese has been 

stated to be decreased from 4.89 to 4.52 and the acidity (%, 

lactic acid) increased from 0.62 to 1.05 during the 90-d 

ripening period (54). Emirmustafaoğlu and Coçkun have 

demonstrated significant differences from goat’s cheese than 

that of cow’s and ewes’ cheese (55). 

Tuncturk et al. (21) have prepared cheese samples by both 

raw milk and pasteurized milk. According to the changes 

recorded in the ripening period, it has been reported that 

difference in bulk milk do not adversely affect the products 

chemical composition, and pasteurized milk cheeses have 

been found to have harder structure. We also could not have 

determined a difference between raw and pasteurized milk 

samples. More research could be needed for making a net 

decision on the matter.  

Although the production methods of herby tulum cheese is 

different, its composition and physical appearance are 

resembling to Tulum (leather bottle) cheese. The humidity 

rate has been regulated to be maximum 45% for full fat Tulum 

cheese and maximum 50% for low-fat and fat-free Tulum 

cheese (13). The minimum, (average) and maximum dry 

matter (%) values in the Geographical Indication Certificate 

of Van herby cheese are as follows: 43.81 (46.78) 47.78. In 

an our previously made study and also in this study we 

determined dry mater mean values close to 45% (Figure 2c) 

(51). We experienced in this study that the cheese could be 

more wet and sticky when the dry matter was as high as 60%. 

However, in the Herby Cheese Standard, humidity rate has 

been regulated as maximum 60% (43). This value is the same 

as the value of white cheese (13). It has been reported that 

Van herby cheese is produced similarly to white cheese in 

commercial production enterprises, the moisture rate in the 

cheese is high, and therefore it would be more appropriate to 

call these cheeses as herby white cheese instead of Van herb 

cheese (20). Thus, dry matter or humidity regulations for 

herby cheese could be reconsidered. 

A maximum salt content in the dry matter of Tulum cheese is 

regulated as 5% (13). It is understood that the salt in Tulum 

cheese should be maximum 2.25%. Nevertheless, salt value 

has been regulated as maximum 7.5% in the Herby Cheese 

Standard (43), and also as 6.9% in the geographical indication 

document for Van herby cheese. In this study, dry salting was 

done by adding 3% of salt to the pressed curd as similar 

manner as the traditional method. So, the salt ratios the cheese 

samples have been determined to be higher than 2.25%. In 

most of the previously made studies, the salt rate from the 

retailed cheeses examined by us and other researchers have 

been generally higher than 5% (51). Because in our face-to-

face interviews, people who produce herby cheese reported 

that they need more salt to prevent the cheese from spoilage. 

The salt content of the cheese at retail have to be decreased 

for public health. The salt content has already been reduced 

in other cheese varieties (13, 46).  

In the Regulation on Turkish Food Codex Microbiological 

Criteria (12), it has been reported that the number of 

Enterobacteriaceae in pasteurized drink milk can be 

maximum 10 cfu/ml as a hygiene criterion. There are no 

coliform and coagulase positive staphylococcal values for 

pasteurized milk in the Regulation. In this case, it could be 

understood that these two microorganisms should not be 

present in pasteurized milk. As can be seen in Table 1, the 

numbers detected in all analysed microorganism were quite 

high. It has been revealed in the studies that the products on 

sale that are analysed have a high microorganism load and do 

not comply with the standards (51). The TAMB count in raw 

milk used in this study have been determined to be 6.77 log10 

cfu/ml, and was higher than 500.000 / ml level which is stated 

in the Regulation (11) and Regulation on Turkish Food Codex 

Microbiological Criteria (12). Also, coagulase positive 

staphylococci are allowed to be a maximum 103 cfu/g in in 

Tulum cheese (12).  

The total mesophilic aerobic bacteria, coliforms and yeasts 

and molds counts determined in this study have not been 

stated in the Regulation (12). These analyses were made for a 

possibility of use in next process development studies. When 

Table 1 and Figure 3 are comparatively examined, it could be 

understood that the hygienic quality of the samples has been 

improved by using pasteurized milk, since counts of 

Enterobacteriaceae, coliforms and coagulase positive 

staphylococci were lower than that of raw milk and retail curd 
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cheese samples. The reason for the presence of 

microorganism load in cheese samples above the standard 

values reported above may be that the samples were made 

with traditional methods. Drain cloth, strainer, utensils and 

other materials used in the study were used without 

sterilization and only by washing with tap water to mimic the 

traditional way. Under controlled production conditions, it is 

possible to reduce these values below the levels allowed in 

the standards. For this, the milk must be pasteurized and the 

materials used must be pasteurized or sterilized. The hygiene 

of the coagulant used should also be checked. Starter culture 

and/or ripening culture can be used to provide early acidity 

development and pH reduction in cheese. However, new 

studies are needed to obtain such microbial cultures. 

Tunçtürk et al. (21) have made Van herby cheese by using 

raw and milk and brine salted the samples. A decrease of 1 

log10 cfu/g in the TAMB on the 30th d of the ripening period 

has been documented. Also, coliforms (log10 cfu/g) has been 

decreased from 7 to 5.41 on the 30th d, 3.85 on the 60th d, 

2.45 on the 90th d and to uncountable level on the 120th d. In 

this study, the initial bacterial levels were found to be high, 

similar to the researchers' findings. In parallel to the findings 

of the researchers, we were also determined high counts of 

the microorganisms from the 1st d of the ripening. However, 

unlike the findings of other researchers, it was observed in 

this study that the numbers of coliforms and coagulase 

positive staphylococci in the samples decreased to acceptable 

levels (102-103 cfu/g) after 60th d of the ripening (Fig. 3d, 

3f).  

Yeasts and molds counts were found to be high in our study 

and other previously made studies (Fig 3e) (51). When the 

situation that the number of yeasts and molds gradually 

increases during the ripening period is accepted as certain, it 

may be necessary to bring a new interpretation with a new 

perspective on the acceptance of this parameter as a criterion 

in hygiene monitoring. More research on this subject should 

be done to reveal the positive and negative aspects of yeasts 

and molds growth. 

As a result, the positive effect of pasteurization in terms of 

hygiene assurance was determined. Hygiene may be difficult 

for producing herby cheese by using retail curd or raw ewe's 

milk. Regulative standards about moisture and salt content for 

the herby cheese could be valuable if are revaluated. Since 

not a fully informative regulatory or another published 

process schematic has not been documented yet, initial 

studies such as this study could be more valuable for future 

studies. This study alone is not enough to propose process 

parameters, critical control points and critical limits. 

Nevertheless, accessing the following parameters can be 

considered as the basic process parameters for further studies. 

In the process development studies for Siirt herby cheese, 

following parameters may be valuable to evaluate complex 

studies including multi-variable parameters. By this way, 

homogeneity of the future studies may be increased. Then, 

making new inferences from the results of the studies may be 

easier. We propose pH between 5.5-6.0 and lactic acid value 

between 0.3-0.5 in curd before salting, minimum pH of 4.5 

and maximum 1% lactic acid in cheese after 120 days of 

ripening. For full-fat Tulum cheese, it would be appropriate 

to develop an appropriate process so that the humidity is at 

most 50%, the protein at least 20% and the fat at least 20%. It 

may probably be the first time that these values, which are not 

included in the regulations, are proposed by us. 
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oluşturma yeteneğine sahip E. faecalis varlığı ve izolatlar da biyofilm ile ilişkili virülans faktör genlerinin araştırılması amaçlandı. Çalışmada, 
kesimhaneden alınan toplam 300 adet örnekte (180 karkas, 48 bıçak, 42 çengel, 6 testere, 6 deri bandı ve 18 mezbaha atık suyu) etkenin 
varlığı konvansiyonel yöntem ve PZR ile analiz edildi. İzolatların biyofilm oluşturma yeteneklerini belirlemede Kongo kırmızısı agar ve 
mikroplaka testi ve biyofilm ile ilişkili virülans genlerinin (gelE ve esp) tespitinde PZR kullanıldı. Analiz edilen 300 örneğin 40’ından 
(%13.3) E. faecalis izole edildi ve bu izolatların 35 (%87.5) biyofilm oluşturma yeteneğinde idi. Biyofilm pozitif olan izolatların 33’ünde 

(%82.5) gelE geni belirlendi ve bu izolatların biri (%2.5) esp genini de içeriyordu. Sonuç olarak, çalışmanın yapıldığı kesimhane ortamından 
biyofilm oluşturan E. faecalis’ lerin izole edilmesi kesimhanede fekal kontaminasyonun yaygın olduğunu göstermektedir. Dolayısıyla 
kesimhanede hijyenik koşulların iyileştirilmediği taktirde karkasların E. faecalis ile çapraz kontaminasyon riski gıda tedarik zincirinde önemli 
bir endişe kaynağı olabilir. 
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Enterococcus faecalis isolates from Slaughterhouse Environments 
 

Abstract: This study aims to investigate the presence of biofilm-producing Enterococcus and their biofilm-related virulence factor genes in 
the slaughter line of a class A cattle slaughterhouse in Kayseri. A total of 300 samples (180 carcasses, 48 knives, 6 saws, 42 hooks, 6 skin 
bands and surfaces, and 18 samples of slaughterhouse wastewater) were analyzed using conventional methods and PCR. The biofilm-forming 

abilities of the isolates were determined using Congo red agar and microplate testing, and PCR was used to detect biofilm-associated 
virulence genes (gelE and esp). E. faecalis was isolated from 40 (13.3%) of analyzed samples, of which 35 (87.5%) produced biofilms. The 
gelE gene was detected in 33 (82.5%) biofilm-positive isolates, from which one (2.5%) contained also esp gene. In conclusion, this study 
determined the presence of biofilm-positive E. faecalis among the samples taken from a slaughterhouse in Kayseri province, and the 
relationship between virulence genes and biofilm formation. In conclusion, the isolation of biofilm-forming E. faecalis from the 
slaughterhouse environment indicates that fecal contamination is common in slaughterhouses. Therefore, if hygienic conditions in the 
slaughterhouse are not improved, the risk of cross-contamination of carcasses with E. faecalis can be a major concern in the food supply 
chain. 
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1.Giriş 

İnsan ve hayvanların doğal biotasının yanı sıra bitki, toprak, 

deniz ve atık su gibi birçok yerde bulunan Enterococcus 

spp., olumsuz çevre koşullarına karşı oldukça dayanıklı 

Gram pozitif bakterilerdir. Enterococcus spp,. gıdalarda 

hijyen indikatörü olarak kullanılmalarına ilaveten bazı 

türleri de bakteriyosin üretim yeteneklerinden dolayı gıda 

endüstrisinde starter kültür olarak kullanılmaktadır (1,2). 

Normal biotanın fırsatçı patojenleri olan Enterococcus 

faecalis (E. faecalis) ve Enterococcus faecium (E. faecium) 

klinik örneklerden ve gıdalardan yaygın olarak izole edilen 

türlerdir (2–4). Enterococcus spp.’nin neden olduğu 

nozokomiyal enfeksiyonların yaklaşık % 90’nından E. 

faecalis, %10’undan E. faecium’ un sorumlu olduğu rapor 

edilmiştir (1,2,5). Enterococcus spp.’nin patojenitesini 

etkiyen en önemli faktörlerden biri biyofilm oluşturma 

kabiliyetidir. Biyofilm tabakası içerisinde bulunan 

mikroorganizmaları konak immünolojik yanıtlarından, 

fagositozdan ve antibiyotiklerden koruyarak hastalıkları 

komplike hale getirir (6) ve serbest bakterilerden 10-1000 

kat daha fazla antimikrobiyal direnç geliştirebilirler (7). 

Nozokomiyal enfeksiyonların %65'inden fazlası ve 

https://doi.org/10.58833/bozokvetsci.1283247
http://orcid.org/0000-0002-4321-2770
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bakteriyel enfeksiyonların % 80'inin biyofilm oluşturabilen 

bakterilerden kaynaklandığı bildirilmiştir (8). 

Enterococcus spp.’nin patojenitesin de agregasyon 

maddeleri (agg, asa1), sitolizin (sil), jelatinaz (gelE), hücre 

dışı yüzey proteini (esp), endokardit antijenleri (efaAfs ve 

efaAfm), kollajene yapışma (ace, acm) gibi virülans faktörler 

önemli rol oynamaktadır (1,3,4).  

Bu virülans faktörlerden jelatinaz ve hücre dışı yüzey 

proteinlerinin, etkenin biyotik ve abiyotik yüzeylere 

kolonize olmasını sağlayarak biyofilm oluşumunu 

desteklediği bildirilmiştir (7,9,10). 

Fekal Enterococcus türleri mezbahalarda hayvansal gıda 

ürünlerini kontamine edebilir. Bu bakteriler özellikle 

hayvanların gastrointestinal sisteminde yaşadıkları için 

kesim sonrası deri yüzme, iç organ çıkarma gibi işlemler 

sırasında karkası kontamine edebilir (11,12). Kayseri 

mezbahalarının çoğunda deri yüzme ve iç organ çıkarma 

işlemlerinin manuel olarak gerçekleştirilmesi fekal 

kontaminasyon riskini artırmaktadır. Bu çalışmada, Kayseri 

ilinde bulunan birinci sınıf kesimhanede sığır kesim 

hattından alınan örneklerde mezbahanın hijyenik kalitesini 

yansıtan bakterilerden E. faecalis varlığı, elde edilen 

izolatların biyofilm oluşturma yetenekleri ve biyofilm 

oluşumu ile ilişkili virülans faktör genleri araştırıldı.  

2. Materyal ve Metot 

Kayseri ilinde birinci sınıf kombina olarak faaliyette 

bulunan büyükbaş hayvan kesimhanesine birer aylık 

periyotlarla 10 Mart- 10 Ağustos 2022 tarihleri arasında 

yapılan ziyaretlerde toplam 300 örnek toplandı (Tablo 1). 

Swap örnekleri soğuk zincir altında en kısa süre içerisinde 

laboratuvara getirildi ve Enterococcus faecalis varlığı 

yönünden analiz edildi. 

Karkastan alınan swap örnekleri, karkasın son yıkamasından 

sonra ISO standardı 17604'e göre alındı. Kısaca, seçilen her 

bir yarım karkasın dört bölgesinden (boyun, döş, yan ve 

sağrı) steril kare plastik bir şablon kullanılarak, yaklaşık 100 

cm2'lik bir alandan (toplam: 400 cm2) örnekleme yapıldı 

(13). Alet ve ekipman (bıçaklar, yarma testeresi, çengel) ve 

yüzey örnekleri, Stuart Besiyerli Swab (BTR, Ankara) 

kullanılarak yaklaşık 10 cm2'lik bir alandan alınmıştır (14). 

Atık su örnekleri ise kesimi takiben aseptik koşullarda steril 

plastik tüpler içerisinde 50 mL hacminde olacak şekilde 

toplandı (Tablo 1). 

 

Tablo 1: Çalışma süresince farklı mezbahalarda yapılan örnekleme 

Alınan Örnek 
Mezbaha Ziyaret Dönemlerinde alınan Örnek Sayısı 

Total örnek Sayısı 
Mart Nisan Mayıs Haziran Temmuz Ağustos 

Karkas Yüzey 30 30 30 30 30 30 180 

Ekipman ve Yüzey 17 17 17 17 17 17 102 

Bıçaklar 8 8 8 8 8 8 48 

Testere 1 1 1 1 1 1 6 

Çengel 7 7 7 7 7 7 42 

Deri Bandı 1 1 1 1 1 1 6 

Atık Su 3 3 3 3 3 3 18 

 300 

 

2.1. Enterococcus spp. İzolasyonu 

Analiz edilecek örnekler ilk aşamada Enterococcosel 

Broth’ta (Becton Dickinson, ABD) 35±1ºC’de 24 saat 

inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda kültürden 0.1 mL 

Enterococcosel agara (Becton Dickinson, USA) ekim 

yapılarak 35±1ºC’de 24-48 saat inkübasyona bırakıldı. Besi 

yerinde üreyen şüpheli koloniler seçilerek Gram boyama ve 

biyokimyasal (katalaz ve %6,5 NaCl’de büyüme) testlerle 

doğrulandıktan sonra izolatlar moleküler analizlere tabii 

tutuldu (15). 

2.2. DNA Ekstraksiyonu 

İzolatların DNA ekstraksiyonu Genomik DNA İzolasyon 

Kiti (InstaGene™ Matrix, BIO-RAD, ABD) kullanılarak kit 

protokolünün öngördüğü şekilde gerçekleştirildi.  

2.3. Enterococcus spp. ve E. faecalis İdentifikasyonu 

Enterococcus spp. izolatlarının doğrulanması ve E. 

faecalis’in identifikasyonu için sırasıyla Sanderson ve ark. 

(16), Delibas ve Turkyılmaz (17) tarafından belirtilen klasik 

PZR tekniği kullanıldı. Reaksiyon karışımı; toplam hacim 

50 µL olacak şekilde 1xPCR buffer, 0.2 mM dNTP miks, 2 

mM MgCl2, 1.5 U Taq DNA polimeraz, her bir primerden 

10 pmol ve 5 µL DNA’dan oluştu. Çalışmada kullanılan 

primer dizilimleri ve PZR koşulları Tablo 2’de belirtildi 

(16,17).  
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Tablo 2: Çalışmada kullanılan primerler ve PZR koşulları 

 Hedef Gen Primer Dizilimi (5’-3’) 
Baz Büyüklüğü 

(bp) 
PCR koşulları Kaynak 

Enterococcus spp. 23SRNA 
GAGAAATTCCAAACGAACTTG 

CAGTGCTCTACCTCCATCATT 
93 

95°C’de 10 dk. 

95°C’de 15 sn. 

60°C’de 1 dk.     40s 

72°C’de 1 dk. 

Sanderson ve 

ark., (2019) 

E. faecalis ddlE. faecalis 
CACCTGAAGAAACAGGC 

ATGGCTACTTCAATTTCACG 
475 

94°C’de 3 dk. 

94°C’de 1 dk. 

54°C’de 1 dk.    30s 

72°C’de 1 dk. 

72°C’de 7 dk 

Delibas ve 

Turkyılmaz, 

(2018) 

Jelatinaz gelE 
ACC CCG TAT CAT TGG TTT 

ACG CAT TGC TTT TCC ATC 
419 

95°C’de 3 dk. 

95°C’de 30 sn. 

56°C’de 30 sn.  35s 

72°C’de 1 dk. 

72°C’de 10 dk 

Gajewska ve 

ark., (2023) 

Li ve ark., 

(2019)  

Mete ve ark., 

(2017) 
Yüzey proteini espfs 

TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 

GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 
933 

 

2.4. İzolatların Biyofilm Özelliklerinin Belirlenmesi 

Çalışmada elde edilen izolatların biyofilm oluşturabilme 

kabiliyetleri, Kongo Red Agar (CRA) yöntemi ve Mikroplak 

Yöntemi ile analiz edildi (8,18).  

2.5. Kongo Kırmızılı Agar Yöntemi  

Elde edilen E. faecalis CRA’ya yayma plak tekniği ile 

ekildikten sonra 35±1ºC’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon süresi sonunda, kuru kristalize siyah koloniler 

oluşturan izolatlar biyofilm pozitif, kırmızı veya pembe 

renkli koloni oluşturan izolatlar ise biyofilm negatif olarak 

değerlendirildi (8,18,19). 

2.6. Mikroplak Yöntemi 

Bu yöntemde 96 oyuklu düz tabanlı steril polistiren plakalar 

üzerinde E. faecalis izolatlarının biyofilm oluşturma 

yetenekleri test edildi. Kısaca, izolatlar %2 glikoz içeren 

Tryptic Soy Broth (TSB, Merck, Almanya) 35±1ºC’de 18-

24 saat inkübe edildi. Daha sonra kültürler %2 glikoz içeren 

taze TSB içinde 1:100 seyreltildi. Her bir izolatın 

seyreltilmiş kültüründen 100 µL düz tabanlı bir polistiren 

mikrotitre plakasının (Sigma Aldrich, Darmstadt, Almanya) 

kuyucuklarına ilave edildi ve 35±1ºC’de 24 saat inkübe 

edildi. Çalışmada sadece TSB içeren kuyucuklar negatif 

kontrol, TSB ve biyofilm kabiliyeti olan Staphylococcus 

epidermidis ATCC 35984 içeren kuyucuklar ise pozitif 

kontrol olarak kullanıldı. İnkübasyondan sonra her bir 

kuyucuk üç kez 300 µL fosfat tampon salin solüsyonu (PBS; 

pH 7.2) yıkandı. Daha sonra 100 µL %1’lik kristal viyole ile 

boyanarak 30 dakika bekletildikten sonra kuyucuklar steril 

distile su ile üç kere yıkanarak oda sıcaklığında kurumaya 

bırakıldı. Kurutma işlemini takiben yapışık hücrelerin 

sabitlenmesi için kuyucuklara 150 µL %99 etanol ilave 

edildi ve kuyucukların optik dansitesi (OD) 570 nm'de 

ELISA (Thermo-Scientific, Waltham, ABD) cihazında 

ölçüldü (18,19). Elde edilen OD değerleri “cut off” (sınır) 

değerlerinin dönüşümleri de esas alınarak değerlendirildi. 

Sınır değerleri negatif kontrolün ortalama OD'sinin üç 

standart sapma fazlası olarak değerlendirildi (20). 

2.7. Biyofilm Oluşumu ile İlişkili Virülans Faktörlerinin 

Belirlenmesi 

Çalışmada izole edilen izolatlar da biyofilmle ilişkili olarak 

esp ve gelE virülans genlerinin varlığını daha önceki 

çalışmalarda (7,18,21) yayınlanmış spesifik primerler ve 

prosedürler kullanılarak gerçekleştirildi. Bu amaçla PZR 

karışımı 12.5 μL 2X PCR master miks-DreamTaq Green 

PCR (Thermo, ABD), her bir primerden 0.5 μL (10 pmol), 

9.5 μL steril saf su ve 2 μL template DNA ile 25 μL toplam 

hacimde olacak şekilde hazırlandı. Amplifiye PZR ürünleri 

%1,5'lik agaroz jelde 120 V’ta 45 dk elektroforez (EC250-

90, Thermo, ABD) işleminden sonra, UV jel görüntüleme 

sistemi (Biorad Gel Doc XR, ABD) ile değerlendirildi. 

3. Bulgular 

Çalışma kapsamında analiz edilen 300 örneğin 212’si (% 

70.6) konvansiyonel yöntemle Enterococcus spp. olarak 

belirlendi. Bu izolatlara uygulanan PZR yönteminde ise 212 

örneğin 177’si (% 83.5) Enterococcus spp. olarak konfirme 

edildi (Resim 1). Bu izolatların 72’si (% 40.6) mezbaha atık 

sularından, 65’i (% 36.7) karkas, 14’ü (% 7.9) bıçak, 10’u 

(% 5.6) deri bandı, 8’i (% 4.5) çengel ve 8’i (% 4.5) 

testereden elde edildi. 

Çalışmada ziyaret edilen mezbahada çeşitli kaynaklardan 

izole edilen 177 Enterococcus spp. izolatının 40’ı (% 22.5) 

E. faecalis olarak identifiye edildi (Resim 2).  

Elde edilen E. faecalis izolatlarının 18’i (% 100) mezbaha 

atık sularına, 13’ü (% 7.2) karkas, 9’u (% 8.8) ekipman ve 

yüzey örneklerine aitti. Analiz edilen 40 E. faecalis 

izolatının 35’i (% 87.5) biyofilm oluşturma yeteneği 
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sergiledi. Bu izolatlardan 33’ü (% 82.5) jelatinaz kodlayan 

gelE genini taşıyordu ve bu izolatlardan bir tanesinde (% 

2.5) esp proteini kodlayan esp geni de mevcuttu (Tablo 3).  

 

Tablo 3: Analiz edilen örneklerde E. faecalis dağılımı ve özellikleri 

Analiz Edilen Örnek 

İzole Edilen   

E. faecalis 

Oranı/ (%) 

E. faecalis İzolatlarının Biyofilm Yapma 

Kabiliyeti (%) 

Biyofilm ile İlişkili Genleri 

Varlığı (%) 

CRA 
MPT 

gelE espfs 
G O 

Karkas (n=180) 13 (7.2) 13 (100) 4 (30.7) 7 (53.8) 12 (92.3) - 

Mezbaha Atık Suyu (n=18) 18 (100) 14 (77.7) 5 (27.7) 11 (61.1) 14 (77.7)  

Ekipman ve Yüzey (n=102) 9 (8.8) 8 (88.8) 6 (66.6) 2 (22.2) 7 (77.7) 1 (11.1) 

Bıçak (n=48) 2 (4.1) 2 (100) - 2 (100) 2 (100) - 

Çengel (n=42) 2 (4.7) 2 (100) 1 (50) - - - 

Testere (n=6) 2 (33.3) 2 (100) 2 (100)  2 (100)  

Deri Bandı (n=6) 3 (50) 2 (66.6) 3 (100) - 3 (100) 1 (33.3) 

Toplam (n=300) 40 (13.3) 35 (87.5) 15 (37.5) 20 (50) 33 (82.5) 1 (2.5) 

 

4. Tartışma ve Sonuç 

Enterococcus türleri arasında, E. faecalis hayvansal kaynaklı 

gıda ürünlerinde en çok izole edilen türdür. Hayvansal 

kaynaklı gıdalardan çiğ etin etken ile kontaminasyonu daha 

çok mezbahalardaki kesim işlemleri esnasında yetersiz 

hijyen uygulamaları ile meydana gelmektedir (2,11). Bu 

nedenle kesim işlemi sırasında yenilebilir karkas dokularının 

çapraz kontaminasyonu önemli bir gıda güvenliği riskini 

temsil eder (11,12). Daha önce yapılan çalışmalarda birçok 

hayvansal gıda örneğinde E. faecalis izolasyonu yapılmıştır 

(1,10,17,19,22,23). Fakat mezbaha ortamında Enterococcus 

spp.’nin varlığı ile ilgili çalışmalar sınırlıdır. Bu çalışmada 

mezbahada analiz edilen örneklerin %83.5’ü Enterococcus 

spp. pozitif olarak belirlendi. Bu çalışmada test edilen 

örneklerde Enterococcus spp.’nin pozitiflik oranının yüksek 

olması çalışmanın gerçekleştirildiği mezbahada hijyen 

koşullarının yetersiz olduğunu göstermektedir. Çalışılan 

örneklerin etken ile kontaminasyonu; kesim, deri yüzme, iç 

organ çıkarma ve etin işlenmesi sırasında kötü hijyen 

uygulamaları nedeniyle meydana gelebilir (12). Bu 

çalışmada elde edilen sonuçlar ile uyumlu olarak Aslam ve 

ark. (24), Ławniczek-Wałczyk ve ark. (25), Schlegelová ve 

ark. (26) mezbaha ve et işletmelerinde analiz edilen 

örneklerin sırasıyla % 87, % 72 ve % 66’sında Enterococcus 

spp. izole etmişlerdir. Buna karşılık Wambui ve ark. (12) ve 

Mansour ve ark. (27)’un mezbaha örneklerinde rapor etmiş 

olduğu sırasıyla % 25 ve % 12’lik Enterococcus spp. 

pozitiflik oranı bu çalışma sonucuna göre oldukça düşüktü. 

Ławniczek-Wałczyk ve ark. (25) rapor ettikleri orana benzer 

olarak (% 25), bu çalışmada elde edilen Enterococcus spp. 

izolatlarının % 22.5’i (analiz edilen örneklerin % 13.3’ü) E. 

faecalis olarak belirlendi. Fakat Wambui ve ark. (12), Aslam 

ve ark. (24)’nın mezbaha izolatlarından elde ettikleri % 

41,8, % 83’’lük E. feacalis pozitiflik oranı bu çalışma 

sonucundan yüksekti. Buna karşılık, Mansour ve ark. (27) 

tarafından rapor edilen E. faecalis izolasyon oranı (% 6.7) 

bu çalışma sonuçlarından düşüktü. 

Sunulan çalışmada analiz edilen karkas örneklerinde 

belirlenen % 7.2 E. faecalis izolasyon oranı, Klein ve ark. 

(28), Chingwaru ve ark. (22), Aslam ve ark.  (24), 

Schlegelová ve ark. (26), Wambui ve ark. (12), Golob ve 

ark. (1), Ławniczek-Wałczyk ve ark. (25) ve Gürkan ve ark. 

(19) tarafından bildirilen (sırasıyla % 87, % 57.2, % 90, % 

45, % 41.8, % 85., % 90 ve % 45) orandan düşük iken 

Mansour ve ark. (27) tarafından bildirilen orandan (% 2) 

yüksekti. Ayrıca Telli ve ark. (29) analiz ettikleri karkas 

örneklerinin hiç birisinde E. faecalis tespit edemediklerini 

bildirmişlerdir. Çalışmalar arasındaki bu farklılıklar, coğrafi 

konum, numune alma mevsimi, örnek büyüklüğü, izolasyon 

yöntemindeki farklılıklar ile ilişkili olabilir. Mezbahada 

kullanılan ekipmanlardaki oran değerlendirildiğinde bu 

çalışma ekipman ve yüzey örneklerinin % 8.8’inde E. 

faecalis izole edildi. Aslam ve ark. (24) mezbahadaki 

konveyörlerin % 83 oranında, Wambui ve ark. (12) 

bıçakların % 16.7, Ławniczek-Wałczyk ve ark. (25) ve 

Schlegelová ve ark. (26) ise yüzey ve ekipman örneklerinin 

sırasıyla % 72 ve % 78 oranında E. faecalis tespit 

etmişlerdir. Bu çalışma sonuçları ile uyumlu olarak, daha 

önce yapılan çalışmalarda mezbahada kullanılan alet ve 

ekipmanların hayvansal gıda üretiminde halk sağlığı 

açısından önemli bir kontaminasyon kaynağı olduğunu 

bildirmişlerdir (30,31). Çalışmada analiz edilen mezbaha 
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atık sularının tamamından E. faecalis izole edildi. 

Mezbahalarda kesimden kaynaklanan atık suları yüksek 

miktarda içerdikleri lipitler ve proteinler gibi organik 

bileşiklerden dolayı patojenlerin gelişmesi için ideal 

ortamlardır (31, 32).  Yapılan literatür taramalarında 

mezbaha atık suları ile ilgili çok sınırlı çalışmalardan 

Mansour ve ark. (27) mezbaha atık sularında % 4, Igbinosa 

ve Raje (32) % 52,6, Igbinosa ve ark. (33) ise % 25.6 

oranında E. faecalis izole etmişlerdir. Bu sonuçlar, mezbaha 

atıksularının E. faecalis için önemli bir kontaminasyon 

kaynağı olacağını göstermektedir. Dolayısıyla, arıtılmamış 

veya yetersiz arıtılmış atık suların çevreye salınımı veya 

tarımsal sulamada kullanılması halk sağlığı açısından 

potansiyel bir risk olabilir (34,35). 

Çalışma kapsamında elde edilen E. faecalis izolatlarının % 

87.5’i biyofilm oluşturma yeteneğine sahipti. Benzer 

şekilde, Igbinosa ve ark. (33) mezbaha ortamından izole 

ettikleri E. faecalis izolatlarının tamamının biyofilm 

oluşturma yeteneğine sahip olduğunu rapor etmişlerdir. 

Ławniczek-Wałczyk ve ark. (25) et tesisinden izole ettikleri 

E. faecalis izolatının % 43'ünün biyofilm oluşturma 

yeteneğinin olduğunu rapor etmişlerdir. Yine Azizi ve ark. 

(36) klinik izolatlardan, Anderson ve ark. (10), Wozniak-

Biel ve ark. (37) ve Gürkan ve ark. (19) gıdalardan izole 

ettikleri E. faecalis izolatlarının sırasıyla, % 76, % 39, % 

100 ve % 16.6’sının biyofilm oluşturma yeteneğine sahip 

olduğunu bildirmişlerdir. Günümüzde, patojenik bakterilerin 

biyofilm oluşturma yeteneği önemli virülans faktörleri 

arasında sayılmaktadır (25,38). Anderson ve ark. (10) ve 

Azizi ve ark. (36) ve Igbinosa ve ark. (33) tarafından yapılan 

çalışma sonuçlarına benzer şekilde, bu çalışmada biyofilm 

pozitif 35 E. faecalis izolatları arasında 33’ü (% 82.5) 

jelatinaz kodlayan gelE genini taşıyordu ve bu izolatlardan 

bir tanesinde (% 2.5) esp proteini kodlayan esp geni de 

mevcuttu. Di Rosa ve ark. (39), Azizi ve ark. (36) ve Ozkok 

ve ark. (9) esp virülans faktör geni ve biyofilm oluşumu 

arasında pozitif bir ilişki olduğunu bildirmişlerdir. 

Tsikrikonis ve ark. (40), Soares ve ark. (41) ve Azizi ve ark. 

(36) biyofilm oluşumu için gelE geninin önemli bir role 

sahip olduğunu ve bu genlerin varlığının biyofilm oluşumu 

ile önemli oranda ilişkili olduğunu bildirmişlerdir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada Kayseri ilindeki kesimhaneden 

alınan tüm örnek türlerinde biyofilm oluşturma yeteneğine 

sahip E. faecalis'i varlığı ve biyofilm oluşumunun virülans 

faktör genleri ile ilişkili olduğu belirlendi. Kesimhane 

ortamında fekal kontaminasyon indikatörü olan E. 

faecalis’lerin bulunması, kesim hattında hijyenik koşulların 

yetersiz olduğunu orta koymaktadır. Ayrıca, izole edilen E. 

faecalis izolatları biyofilm yapma yetenekleri sayesinde, 

kontamine yüzeyler ve et yoluyla besin zincirinde kolayca 

yayılarak insanlara bulaşabilir ve dolayısıyla gıda güvenliği 

ve halk sağlığı açısından önemli bir risk oluşturabilir. Bu 

nedenle, kesimhanelerde E. faecalis ile kontaminasyon 

riskini önlemek ya da azaltmak için, hijyenik koşulların 

iyileştirilmesi gereklidir. Bu amaçla kesim hattında GMP ve 

HACCP sistemleri etkin bir şekilde uygulanmalı, kesimhane 

personeline hijyen eğitim verilmeli ve atık sular özenle 

arıtıldıktan sonra kanalizasyona verilerek olası çevre 

kirlenmesi önlenmelidir. 
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Özet: Bu çalışmada, çeşitli gıda kaynaklı patojen bakterilerin biyofilm oluşturma yeteneklerinin belirlenmesinde Kongo Kırmızısı Agar’ın 
(KKA) duyarlılığını ve özgüllüğünü mikroplak (MP) yöntemi ile kıyaslanarak belirlemek amaçlandı. Çalışma kapsamında, çeşitli gıda ve 
çevre örneklerinden elde edilen 36 Staphylococcus aureus, 30 Listeria spp., 35 Escherichia coli ve 34 Salmonella spp. olmak üzere toplam 
135 izolatın biyofilm oluşturma yetenekleri KKA ve MP yöntemleri kullanılarak belirlendi. İki yöntemin sonuçları arasındaki uyum Kappa 
uyum katsayısı hesaplanarak araştırıldı. İncelenen izolatların %51.1’inin KKA’da, %53’ünün ise MP’de biyofilm ürettiği tespit  edildi 

(P>0.05). Listeria spp. S. aureus, E. coli ve Salmonella spp. izolatlarının sırasıyla KKA’da %60, %97,2, %11.4 ve %35.2’ü; MP’de ise 
%56.6, %100, %22.8 ve %32.3’ü biyofilm pozitif olarak tespit edildi (P>0.05). KKA yöntemi sadece S. aureus’da yüksek duyarlılığa (%97) 
sahip bulunurken; diğer suşlarda duyarlılık daha düşük bulundu. Özgüllük değerleri Listeria spp.’da %39, Salmonella spp.’da %59 ve E. 
coli’de %89 olarak tespit edildi. Bu değerler MP yönteminde elde edilen değerlerden daha yüksekti. Sonuç olarak, KKA yönteminin 
duyarlılığının bakteri türüne göre değişkenlik gösterdiği; bu nedenle bakterilerin biyofilm oluşturma yeteneklerinin tespit edilmesinde KKA 
ve MP yöntemlerinin birlikte uygulanmasının yararlı olacağı kanaatine varıldı. 
 

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Gıda patojenleri, Kongo kırmızısı agar, Mikroplak 

 

Comparison of the Efficacy of Congo Red Agar in Detection of Biofilm Forming Abilities of 

Various Foodborne Pathogenic Bacteria 
 

Abstract: In this study, the sensitivity and specificity of Congo Red Agar (CCA) were compared with Microplate (MP) method to assess the 
biofilm-forming abilities of various foodborne pathogenic bacteria. A total of 135 isolates (36 Staphylococcus aureus, 30 Listeria spp., 35 
Escherichia coli, and 34 Salmonella spp.) obtained from different food and environmental samples were examined. The agreement between 
the results obtained from the two methods analyzed using the Kappa coefficient of agreement. The findings showed that 51.1% of the isolates 
tested positive for biofilm formation using CCA, while 53% tested positive using MP (P>0.05). When considering individual bacterial 
species, the percentages of biofilm-positive isolates were 60% for Listeria spp., 97.2% for S. aureus, 11.4% for E. coli, and 35.2% for 
Salmonella spp. using CCA, and 56.6%, 100%, 22.8%, and 32.3% using MP, respectively (P>0.05). The CCA method exhibited high 
sensitivity (97%) specifically for S. aureus, while its sensitivity was lower for other bacterial strains. The specificity values were 39% for 

Listeria spp., 59% for Salmonella spp., and 89% for E. coli, which were higher against the MP method. Therefore, it was concluded that the 
sensitivity of the CCA method varied depending on the bacterial species, suggesting that the combined application of CCA and MP methods 
would be beneficial in determining the biofilm-forming abilities of different bacteria. 
 
Keywords: Biofilm, Congo red agar, Food pathogens, Microplate 

1.Giriş 

Biyofilmler, bir yüzeye veya birbirine tutunarak kendi 

ürettikleri bir ekzopolisakkarit (EPS) matriks içine 

gömülmüş mikroorganizma topluluklarıdır. EPS’nin yapısını 

polisakkaritler, proteinler, glikolipidler ve hücre dışı DNA 

(eDNA) oluşturmaktadır (1). Biyofilm matriksinin yapısında 

%97 su, %2-5 oranında mikrobiyal hücre, %1-2 polisakkarit, 

%1-2 protein, %1-2 DNA ve RNA bulunmaktadır (2, 3). 

Biyofilm oluşumunun ilk aşamasında, mikroorganizmanın 

fimbriya veya flagella gibi uzantılarıyla bir yüzeye 

tutunurlar. Ortamda yeteri kadar besin maddesi var ise 

bakteri hücresi, tutunduğu yüzeyde koloni oluşturmaya 

başlar. Bu aşamada ortamda bulunan diğer 

mikroorganizmalarda eş zamanlı olarak koloni oluşturur. 

İlerleyen aşamalarda, mikrokoloniler salgıladıkları EPS 

yapısı içerisinde topluluk oluşturarak karakteristik üç 

boyutlu biyofilm yapısı ile olgun biyofilme dönüşürler. 

Biyofilm yapısı içerisinde, popülasyonunun artması, besin 

kaynağı eksikliği ve oksijen yetersizliği gibi rekabet 
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faktörlerine bağlı olarak kopmalar geçekleşir. Kopan 

planktonik hücreler yeni biyofilm odakları oluşturabilir (2, 

3). EPS’nin yapısında bulunan polisakkaritler; 

mikroorganizmaların yüzeye tutunması ve biyofilm 

oluşumundan, proteinler; biyofilm oluşturan bakteriler 

arasındaki iletişimin sağlanmasından, glikolipidler; 

mikroorganizmaların virülans özellikler edinmesinden, 

eDNA; bakteri hücreleri arasında yatay gen transferi ve 

biyofilm topluluğunun üç boyutlu bir yapı geliştirmesinden 

sorumludur (4, 5). Mikroorganizmaların hayatta kalmaları 

için geliştirdikleri en önemli stratejilerden biri olan 

biyofilmin gramında yaklaşık 108-1011 hücre 

bulunmaktadır (6). Biyofilm matriksi içerisinde yer alan 

EPS’ler bir bariyer görevi görerek mikroorganizmaları 

dezenfektan, antibiyotik, UV ışını, konak immün yanıtı ve 

diğer dış etkenlere karşı korumaktadır (7).  

Biyofilmdeki mikroorganizmalar, planktonik durumdaki 

mikroorganizmalara göre antibiyotiklere yaklaşık 1000 kat 

daha dirençli olabilir (8, 9). Biyofilm içindeki 

mikroorganizmalar arasında plazmidler aracılığı ile 

gerçekleşen horizontal gen transferi, virülans veya 

antibiyotik direnç genlerinin yayılmasına neden olmaktadır 

(10). Bakteriyel enfeksiyonların %60'ından fazlası biyofilm 

oluşumu fenomeni ile ilişkili olduğu tahmin edilmektedir 

(11). Gıda üretim ve depolama alanları, özellikle et ve süt 

işletmeleri, yağlar, proteinler ve karbonhidratlar açısından 

zengin atık içermelerinden ötürü mikrobiyal tutunma ve 

biyofilm oluşturma açısından uygun ortamlardır. Patojen 

mikroorganizmalar, gıda işletmelerine ait yüzeylere (tahta, 

cam, paslanmaz metal, plastik) tutunup kalıcı hale gelerek 

önemli bir kontaminasyon kaynağı olmaktadır (12). Gıda 

işletmelerinde, gıda ile temas eden metal yüzeylerde 

biyofilm oluşumu, korozyon ve tıkanmalara sebep vererek 

işleme prosedürünün aksamasına ve gıda güvenliği ile 

kalitesinde ciddi sorunlara neden olur (13,14). Birçok Gram-

pozitif patojen bakteri (Listeria spp, Staphylococcus aureus, 

S. epidermidis) ve Gram-negatif patojen bakteri (E. coli, 

Klebsiella pneumoniae ve Salmonella spp.) biyofilm 

oluşturma yeteneğine sahiptir (15-20).  

Biyofilm oluşumunu tespit etmek için doku kültürü plakası 

(Tissue culture plate, TCP), tüp yöntemi (Tube method, 

TM), Kongo kırmızı agar (KKA), mikroplak (MP) yöntemi, 

floresan mikroskobik inceleme, taramalı elektron 

mikroskobu (scanning electron microscope, SEM), konfokal 

lazer taramalı mikroskop (confocal laser scanning 

microscope, CSLM) ile inceleme gibi çeşitli teknikler 

kullanılmaktadır. SEM ve CSLM teknikleri biyofilm 

yapısının varlığını ve üç boyutlu yapısını görüntülemede 

kullanılmaktadır ancak pahalı ve kantitatif değerlendirmede 

zayıf kalmaktadır. Biyofilm yapısını kristal viyole boyama 

yolu ile gerçekleştirilen yöntemlerde (TCP, TM, MP) ise 

tekrarlı yıkama aşamaları sonucu hücre kaybı ve biyofilm 

yapısını olumsuz etkilemesi gibi dezavantajlarına karşın 

ucuz ve kantitatif olarak iyi sonuç vermektedir. KKA 

yöntemi ise kolay ve ucuz bir yöntem olmasına karşın 

kantitatif ölçüm sağlayamamaktadır (21-23).  

Biyofilm yeteneğine sahip patojen bakteriler ile ilgili 

risklerin önlenmesine yönelik en önemli aşamalardan birisi 

etkenin erken ve hızlı tespitidir. Bu çalışmada, gıda 

endüstrisinde halk sağlığı açısından risk oluşturan önemli 

patojenlerden Gram pozitif (Staphylococcus aureus ve 

Listeria spp.) ve Gram negatif (Escherichia coli ve 

Salmonella spp) bakterilerinin biyofilm oluşturma 

yeteneklerinin belirlenmesinde ucuz ve kolay bir yöntem 

olan KKA’nın duyarlılık ve özgüllüğünün araştırılması ve 

sonuçların MP yönteminden elde edilen sonuçlarla 

karşılaştırılması amaçlandı. 

2. Materyal ve Metot 

2.1 Bakteriler 

Bu çalışmada Erciyes Üniversitesi Veteriner Fakültesi, 

Veteriner Halk Sağlığı Anabilim Dalı Laboratuvarı kültür 

koleksiyonunda bulunan 135 adet izolat (36’sı S. aureus, 

35’i E. coli, 30’u Listeria spp., ve 34’ü Salmonella spp.) 

kullanıldı (Tablo 1). Çalışmaya dahil edilen tüm izolatlar, 

PZR analizi ile S. aureus, E. coli, Salmonella spp. ve 

Listeria spp. izolatları sırasıyla nuc, trpA, invA ve iap 

genlerinin varlıkları sırasıyla Ertaş ve ark. (24), Clermont ve 

ark (25), Rahn ve ark. (26) ve Al ve ark. (27) tarafından 

belirtilen primer çiftleri kullanılarak doğrulandı. Bu amaçla, 

%10 gliserollü Brusella broth içerisinde -20°C’de muhafaza 

edilen izolatlar, kanlı agara ekilerek 37 °C’de 24 h inkübe 

edilerek, saf kültürleri elde edildi.  Inkübasyon süresi 

sonunda izolatların DNA’ları Genomik DNA İzolasyon Kiti 

(InstaGene™ Matrix-7326030, Bio-Rad, ABD) kullanılarak 

kit protokolüne göre ekstrakte edildi. Reaksiyon karışımı; 

toplam hacim 25 µL olacak şekilde 12,5 μL 2x Dream Taq 

Green PCR Master Miks (Thermo scientific™-K1081, 

ABD), 6 μL nükleaz içermeyen su, her primerden 1 μL ve 2 

μl DNA olacak şekilde hazırlandı. PCR Reaksiyonu, 

94°C'de 3 dk ilk denatürasyon aşamasını takiben 35 siklus 

94°C'de 30 s denatürasyon, 52.9-59 °C’de (nuc: 55°C, trpA: 

59°C, invA: 53°C ve iap: 52.9°C) 30 s bağlanma, 72°C'de 1 

dk uzatma aşamaları tamamlandıktan sonra, 72°C'de 2 dk 

son uzatma olarak gerçekleştirildi.  
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Tablo 1. İzolatların elde edildiği ortam ve kaynaklar 

Bakteri Türü Örneklemenin Yapıldığı Yer İzole Edilen Kaynak Örnek Sayısı 

Listeria spp. 

 

Mezbaha 

 

Karkas 13 

Bıçak 5 

Konveyör 4 

Sucuk 4 

Atık su 1 

Mandıra Süt 3 

E. coli 

 

Mezbaha 

 

Salam 13 

Karkas 15 

Bıçak 5 

Çengel 2 

Salmonella spp. 

 

Mezbaha 

 

Bıçak 3 

Konveyör 3 

Sığır Derisi 4 

Karkas 6 

Mandıra Taze Peynir 18 

S. aureus 

 

Mezbaha 

 

Çengel 3 

Bıçak 1 

Karkas 2 

Mandıra 

 

Taze Peynir 4 

Kaşar Peyniri 6 

Süt 2 

Yoğurt 8 

Süt Tankı 8 

Zemin 2 

Toplam 135 

 

2.2. Çalışmada kullanılan Referans Suşlar  

İzolatların biyofilm oluşturma yeteneklerinin 

belirlenmesinde, pozitif kontrol olarak güçlü biyofilm 

oluşturan S. epidermidis ATCC 35984, negatif kontrol 

olarak ise biyofilm oluşturmayan S. epidermidis ATCC 

12228 suşu kullanıldı. 

 

2.3. İzolatların Biyofilm Oluşturma Kabiliyetlerinin 

Belirlenmesi 

Bu amaçla, bakterileri kolonilerinin morfolojisinin renk 

değiştirmesine göre biyofilm oluşumunun tespit edildiği 

kalitatif bir yöntem olan Kongo kırmızısı agar (KKA) ve 

kantitatif bir yöntem olan mikroplak (MP) yöntemleri 

kullanıldı.  

 

 

2.3.1. Kongo Kırmızısı Agar Yöntemi 

İzolatların biyofilm yapabilme özelliklerinin fenotipik 

olarak değerlendirilmesi amacıyla Freeman ve ark. (28) 

tarafından bildirilen yönteme göre KKA besiyeri kullanıldı. 

Bu amaçla, litresinde 50 g sakkaroz, 37 g Brain Heart 

Infusion (BHI, Merck 70138, Almanya) agar ve 0,8 g kongo 

kırmızısı (Merck 101340, Almanya) olacak şekilde besiyeri 

hazırlandı. Çalışma kapsamında kullanılan izolatlar, pozitif 

ve negatif kontrol suşları KKA besiyerine yayma plak 

tekniği ile ekildikten sonra 37°C’de 24 saat inkübasyon 

süresinin sonunda koloni morfolojisine göre değerlendirilen 

petriler oda ısısına alınarak 24 saat sonra tekrar 

değerlendirildi. Kuru opak siyah ve koyu kırmızı-siyah 

renkli koloniler biyofilm pozitif, pembe-kırmızı koloniler ise 

biyofilm negatif olarak değerlendirildi. Salmonella spp. 

izolatlarında ise kuru-pürüzlü kırmızı, kahverengi ve pembe 

renkli koloniler biyofilm pozitif, düz ve beyaz koloniler ise 

negatif olarak kabul edildi. Kongo kırmızısı agar yöntemi 

her izolat için üç tekrarlı olarak uygulandı. 
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2.3.2. Mikroplak Yöntemi 

İzolatların biyofilm üretiminin kantitatif ölçümü, Stepanović 

ve ark. (29) tarafından bildirilen mikroplak yöntemi ile 

yapıldı. İzolatlar, %2 glikoz (Merck 108342, Almanya) ilave 

edilen Triptik Soy Broth (TSB, Merck 105459, Almanya) 

içerisinde 37°C’de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda kültürden 0,5 McFarland standardında (~ 1 × 108 

kob/mL) bakteri süspansiyonları hazırlandı. Daha sonra düz 

tabanlı steril mikroplakların kuyucuklarına her bir bakteri 

süspansiyonundan 100 µL ve 100 µL TSB ilave edilerek 

37°C’de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonrasında 

plakaların içerikleri boşaltıldı ve 200 µL fizyolojik tuzlu su 

ile üç kez yıkanarak kurumaya bırakıldı. Daha sonra her 

kuyucuğa 200µL %99’lık etanol ilave edilerek 15 dakika 

süre ile biyofilm yapan bakteriler fikse edildi. Fiksasyon 

işlemini takiben kuyucuklar boşaltılıp plakalar ters 

çevrilerek kurutuldu. Kurutma işlemi sonrasında kuyucuklar 

hazırlanan %2’lik kristal viyole (Merck 101408, Almanya) 

çözeltisi ile 5 dakika süre ile boyandıktan sonra distile su ile 

yıkanarak kurumaya bırakıldı. Tutunan boyaların çözünmesi 

amacıyla kuyucuklara %33’lük glasiyal asetik asitten 160µL 

eklendi. Kuyucukların optik dansitesi (OD) ELISA okuyucu 

(MultiskanFC-51119000, Thermo, ABD) kullanılarak 570 

nm'de ölçüldü. Çalışmada sadece steril TSB içeren 

kuyucuklar negatif kontrol, güçlü biyofilm kabiliyetine 

sahip S. epidermidis ATCC 35984 inokule edilen TSB 

içeren kuyucuklar ise pozitif kontrol olarak kullanıldı. Her 

izolat için analiz üç kez tekrarlandı ve sonuçlar üç analizin 

ortalaması alınarak hesaplandı. ELISA cihazında, her bir 

izolat için elde edilen OD’ler, negatif kontrol kuyucukları 

için aşağıda belirtildiği gibi hesaplanan cut off” (sınır) 

değerleri ile karşılaştırılarak biyofilm varlığı ve derecesi 

belirlendi: 

ODc= negatif kontrolün ortalama OD’si + (3 x SD negatif 

kontrol) 

OD ≤ ODc: Biyofilm negatif  

ODc <OD ≤ 2ODc: Zayıf biyofilm  

2ODc <OD ≤ 4ODc: Orta düzey biyofilm  

4ODc <OD: Güçlü biyofilm 

2.4. İstatistiksel Analiz  

KKA besiyerinin etkinliğinin değerlendirilmesinde, MP 

yöntemi referans yöntem olarak kullanıldı (30). Test edilen 

izolatlarının biyofilm oluşturma özellikleri ile ilgili olarak 

MP ile KKA’dan elde edilen sonuçlar arasındaki farklılık 

Pearson Ki kare testi ile değerlendirildi (31). İki yöntem 

arasındaki uyum Cohen’in kappa katsayısı hesaplanarak 

belirlendi (30). Veri analizlerinde elde edilen p<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul edildi. İstatistiksel 

analizlerde Jamovi 2.3 paket programı kullanıldı. KKA 

yönteminin duyarlılığı ve özgüllüğü ise aşağıda belirtilen 

formüller kullanılarak hesaplandı (32): 

Duyarlılık = Doğru Pozitiflik / (Doğru Pozitiflik   + Yanlış 

Negatiflik) 

Özgüllük = Doğru negatiflik / (Doğru negatiflik + Yanlış 

pozitiflik)   

Doğru pozitiflik: Her iki yöntemde de biyofilm pozitif olan 

örnek sayısı 

Doğru negatiflik: Her iki yöntemde de biyofilm negatif olan 

örnek sayısı 

Yanlış pozitiflik: MP yönteminde negatif, KKA yönteminde 

pozitif çıkan örnek sayısı  

Yanlış negatiflik: MP yönteminde pozitif, KKA yönteminde 

negatif çıkan örnek sayısı  

3. Bulgular 

KKA yöntemine göre incelenen 135 adet izolatın 69 

(%51)’u siyah koloni oluşturdu ve biyofilm pozitif, 66 

(%49)’sı ise şeffaf/pembe renkli koloniye sahipti ve negatif 

olarak değerlendirildi (Şekil 1). MP yöntemine göre ise test 

edilen izolatların 72 (%53)’si biyofilm pozitif, 63 (%47)’ü 

biyofilm negatif olarak tespit edildi. Biyofilm pozitif 

izolatların 22 (%30.6)’si güçlü, 22 (%30.6)’si orta ve 28 

(%38.8)’i zayıf biyofilm üretme yeteneği gösterdi (Şekil 2). 

Ayrıca, analiz edilen 135 izolatın 47 (%34.8)’si her iki 

yöntemde de biyofilm oluşturma yeteneği sergiledi. Bu 

verilere göre, izolatların biyofilm oluşturma yeteneklerinin 

tespitine yönelik uygulanan yöntemler arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunmadığı belirlendi (P>0.05). 
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Şekil 1. Biyofilm pozitif izolatların kongo kırmızısı agar ve 

Mikroplak görüntüleri. A; Biyofilm pozitif izolatların kongo 

kırmızısı agarda görünümü: 1; Listeria spp., 2; E. coli, 3; S. 

aureus, 4; Salmonella spp.  

 

Şekil 2. Kristal viyole ile boyanmış mikroplaklarda farklı 

yoğunlukta biyofilm oluşumu 

Gram pozitif bakterilerden Listeria spp. ve S. aureus 

izolatlarının sırasıyla 18 (%60)’i ve 35 (%97.2)’i KKA 

besiyerinde; 17(%56.6)’sı ve 36 (%100)’sı MP’de biyofilm 

pozitif idi. Listeria spp izolatlarının 10 (%33.3)’unda ve S. 

aureus izolatlarının 34 (%94.4)’ünde her iki yöntemin 

sonuçları uyumlu bulundu. Gram negatif bakterilerden E. 

coli ve Salmonella spp. izolatlarının sırasıyla 4 (%11.4)’ü ve 

12 (%35.2)’si KKA’da; 8 (%22.8)’i ve 11 (%32.3)’i ise 

MP’de biyofilm üreticisi olarak tespit edildi (Tablo 2). 

Uygulanan her iki testte de E. coli izolatlarının sadece biri 

(%2.9) ve Salmonella spp. izolatlarının ise 9’u (%26,5) 

biyofilm pozitif olarak uyumlu sonuç verdi. Çalışma 

kapsamından biyofilm üreticisi olarak belirlenen izolatların 

çoğunluğu karkas eti (KKA’da %41.7, MP’de %33.3) orjinli 

idi. 

 

Tablo 2. Analiz edilen izolatların biyofilm oluşturma özellikleri 

Analiz Edilen Türler 

İzolatların Biyofilm Yapma Kabiliyetleri (%) 

KKA 
MP 

Total Zayıf Orta Güçlü 

G
ra

m
 (

+
) 

n
=

 6
6
 

Listeria spp. (n=30) 18 (%60) 17 (%56.6) 16 (%94.1) 1 (%5.9) - 

S. aureus (n=36) 35 (%97.2) 36 (%100) 1 (%2.8) 14 (%38.9) 21 (%58.3) 

G
ra

m
 (

-)
 

n
=

 6
9
 

E. coli (n=35) 4 (%11.4) 8 (%22.8) 5 (%62.5) 2 (%25) 1 (%12.5) 

Salmonella spp. (n=34) 12 (%35.2) 11 (%32.3) 6 (%54.5) 5 (%45.5) - 

Toplam (n=135) 69 (%51.1) 72 (%53.3) 28 (%38.8) 22 (%30.6) 22 (%30.6) 

n: Numune sayısı, KKA: Kongo Kırmızısı Agar, MP: Mikroplak 

KKA yönteminin duyarlılık oranları Listeria spp., E. coli, 

Salmonella spp., ve S. aureus için sırasıyla %59, %13, %17 

ve %97 olarak bulundu. Yöntemin gerçek pozitifleri ayırma 

düzeyi olarak ifade edilen özgüllük oranları ise Listeria spp., 

E. coli ve Salmonella spp. için sırasıyla %39, %89 ve %59 

olarak tespit edildi. S. aureus izolatlarının tamamı (%100) 

MP yönteminde pozitif olarak belirlendiği için istatistiksel 

olarak özgüllüğü belirlenemedi. Cohen’in kappa katsayısına 

(κ) göre her iki yöntemin sonuçlarının uyumluluğu, Listeria 

spp. ve Salmonella spp. için kötü (κ <0), E. coli ve S. aureus 

için ise önemsiz olarak (0.01<κ <0.2) belirlendi (Tablo3).  

4. Tartışma ve Sonuç 

Patojenik mikroorganizmaların gıda ve gıda ile temas eden 

yüzeylerde biyofilm oluşturması, gıda tesislerinde 

mikrobiyal kontaminasyon riskini arttırarak insan sağlığını 

etkileyen çeşitli gıda güvenliği sorunlarına neden olmaktadır 

(1,26–28). Daha önce yapılan birçok çalışmada, çeşitli 

hayvansal gıdalardan izole edilen L. monocytogenes, S. 

aureus, E. coli ve Salmonella spp. türlerinin biyofilm 

oluşturma özellikleri rapor edilmiştir (15–20). Bu çalışmada, 

gıda kaynaklı bazı patojen bakterilerin biyofilm oluşturma 
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yetenekleri ve biyofilm oluşturma yeteneğinin 

belirlenmesinde kullanılan KKA ve MP tekniklerinin 

etkinliği ve uyumu karşılaştırmalı olarak araştırıldı. Analiz 

edilen S. aureus, E. coli, Listeria spp., ve Salmonella spp. 

izolatlarının biyofilm pozitiflik oranı %11.4 ve %97.2 

arasında değişkenlik gösterdi. Çalışmada duyarlılık 

açısından test edilen mikroorganizmaların biyofilm 

üretimini saptamada kullanılan her iki yöntemden elde 

edilen sonuçların benzer olduğu görüldü. Analiz edilen 

izolatların %51’inin KKA’da, %53’ü MP testinde biyofilm 

pozitif olarak belirlendi. Analiz edilen izolatların %34.8’i 

her iki testte biyofilm pozitif özellik gösterdi.  

Test edilen S. aureus izolatlarının %35’i KKA’da, %36’sı 

MP’de ve %94.4’ü her iki yöntemde de biyofilm pozitif 

olarak tespit edildi. Benzer şekilde, Shakya ve ark. (36), 

sığır mastitisine sebep olan 20 MRSA izolatının, KKA’da 

%25 ve MP’de %45’inin biyofilm pozitif olduğunu 

bildirmişlerdir. Jain ve Agarwal (37), biyofilm tespit 

yöntemlerini kıyasladıkları çalışmalarında analiz ettikleri 84 

adet S. aureus izolatının %79’unun MP ile ve %75’inin 

KKA ile biyofilm pozitif sonuç verdiğini rapor etmişlerdir. 

Yine, Kırmusaoğlu (22) analiz ettiği S. aureus izolatlarının 

%40’ının KKA’da pozitiflik gösterirken, %51’inin MP 

testinde pozitif sonuç gösterdiği bildirdi.  Bu çalışma 

sonuçları ile uyumlu olarak, daha önce yapılan birçok 

çalışma hayvansal kaynaklı gıdalardan izole edilen S. aureus 

izolatlarının çeşitli derecelerde biyofilm yapma yeteneğine 

sahip olduğu tespit edilmiştir (15,34,36-38). Kowalska ve 

ark. (39)’nın çalışma sonuçlarına benzer olarak, analiz 

edilen izolatların %58.3’ünün güçlü biyofilm yapma 

yeteneğine sahipti Buna karşın Uyanık ve ark. (34), Chen ve 

ark. (40) ve Güngör ve ark. (41) S. aureus izolatlarının 

genellikle zayıf biyofilm üreticisi olduğunu bildirmişlerdir. 

Bu çalışmada, Listeria spp. izolatlarının %94.1’ü zayıf 

biyofilm oluşturma yeteneğine sahipti ve KKA, MP ve her 

iki testte izolatların biyofilm pozitiflik oranları sırasıyla 

%60, %56 ve %33.3 olarak tespit edildi. Daha önce yapılan 

birçok çalışmada da mezbaha ve gıda kaynaklı Listeria spp. 

izolatlarının biyofilm özelliklerinin belirlenmesinde MP 

yöntemi kullanılmış olunup, orta ve zayıf düzeyde biyofilm 

oluşturduğu rapor edilmiştir (34,39,47,48). Davarpanah ve 

Bialvaei (49) analiz ettikleri 23 L. monocytogenes izolatının 

%86.95 ve %91.3’ünün sırasıyla KKA ve MP yöntemlerinde 

biyofilm pozitif olduğunu göstermişlerdir.  

 E. coli izolatlarının çoğunluğu (%62.5) daha önceki çalışma 

sonuçları (17, 34, 39, 50, 51) ile uyumlu olarak zayıf 

biyofilm üreticisi olarak tespit edildi. Analiz teknikleri 

kıyaslandığında, E. coli izolatlarının 4 (%11.4)’ü, 8 

(%22.8)’i ve biri (%2.9) sırasıyla KKA, MP ve her iki 

yöntemde biyofilm oluşturma yeteneğine sahipti. Benzer 

şekilde Onmaz ve ark., (52) balıktan elde ettikleri E. coli 

izolatlarının %24’ünün KKA’da ve %36’sının MP testinde 

biyofilm pozitif olduğunu bildirmiştir. Kanatlı etinden izole 

edilen E. coli izolatlarının değerlendirildiği bir çalışmada ise 

pozitiflik oranının KKA’da %72, MP’de ise %94 olduğu 

tespit edilmiştir (53). Jain ve Agarwal., (37) bu çalışmadan 

farklı olarak, analiz ettikleri 30 E. coli izolatının biyofilm 

oluşturma yeteneğini belirlemede KKA yönteminde %90 ve 

MP yönteminde %70 biyofilm pozitiflik rapor etmişlerdir. 

Salmonella spp. izolatlarının biyofilm oluşturma 

yeteneklerinin araştırıldığı çalışmalar incelendiğinde, 

Amrutha ve ark. (56), Aksoy (57) ve Cufaoglu ve ark. (58) 

analiz ettikleri Salmonella izolatlarının güçlü biyofilm 

oluşturduğunu göstermişlerdir. Benzer şekilde, bu çalışmada 

da izolatların %54.5’i güçlü ve %45.5’i orta düzeyde 

biyofilm oluşturma yeteneğinde olduğu tespit edildi. 

Açıkalın (59) ile Uyanık ve ark. (34) ise bu çalışma 

sonuçlarının aksine, analiz ettikleri kanatlı etlerinden izole 

ettikleri Salmonella izolatlarının biyofilm negatif olduğunu 

tespit etmişlerdir. Bu çalışmada, analiz edilen Salmonella 

spp. izolatların %35.2 ve %32’sinin sırasıyla KKA ve MP 

testinde biyofilm pozitif olduğu ve 9 (%26.5) izolatın her iki 

testte de uyumlu sonuç verdiği belirlendi. Aksoy (57) analiz 

ettiği 20 Salmonella izolatının %94 ve %100’ünün sırasıyla 

KKA’da ve MP de biyofilm pozitif olarak tespit etmiştir. 

Amrutha ve ark. (56) ise gıda kaynaklı Salmonella spp. 

izolatlarının biyofilm pozitiflik oranının KKA için 

%50’sinin MP testi için ise %75 olarak bildirmişlerdir.  

Bu çalışma sonuçları MP yöntemine kıyasla KKA 

yönteminin S. aureus izolatlarının biyofilm oluşturma 

özelliklerinin saptanmasında yüksek duyarlılıkta (%97) 

olmasına karşın, Listeria spp. izolatlarında iyi duyarlılık 

(%59) ve düşük özgüllüğe (%39) sahip olduğunu gösterdi 

(Tablo 3). Bu veriler S. aureus’ un biyofilm yeteneğinin 

belirlenmesinde KKA’nın güvenilir bir yöntem olduğunu 

fakat, Listeria spp.’ler için bu yöntemin tek başına 

kullanılmasının yanlış pozitiflik veya yanlış negatifliğe 

neden olabileceğini göstermektedir (42). Bu çalışma 

sonuçlarına benzer şekilde, daha önce yapılan bazı 

çalışmalarda, S. aureus’ların biyofilm yeteneğinin 

belirlenmesinde kullanılan tekniklerden KKA’nın 

duyarlılığının yüksek olduğu rapor edilirken (37,38); 

bazılarında ise bu yöntemin duyarlılığının düşük olduğu ve 

güvenilir olmadığı öne sürülmüştür (42–45). Melo ve ark. 

(38) test ettikleri S. aureus suşlarının biyofilm oluşturma 

özelliğinin belirlenmesinde KKA yönteminin duyarlılığını 

%86 olarak belirlemişlerdir. Araştırmacılar KKA’nın S. 

aureus’un biyofilm özelliğinin tespit etmesinde istatistiksel 

olarak önem arz ettiğini; ancak, MP yönteminin duyarlılık 

açısından daha hassas olduğunu bildirmişlerdir (36). 

Dhanawade ve ark. (46)’da moleküler analizlerle MP ve 

KKA yöntemlerinin arasında pozitif bir korelasyon 

olduğunu göstermişlerdir.  
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Tablo 3. Kongo kırmızısı agar yönteminin duyarlılık ve özgüllük oranları 

Kriter 
Listeria spp. (%95 

GA) 

E. coli 

(%95 GA) 

Salmonella spp. 

(%95 GA) 

S. aureus 

(%95 GA) 

Duyarlılık* 0.59 (0.33-0.82) 0.13 (0.01-0.53) 0.17 (0.02-0.48) 0.97 (0.85-0.99) 

Özgüllük** 0.39 (0.14-0.68) 0.89 (0.71-0.98) 0.59 (0.36-0.79) - 

Cohen’in Kappa katsayısı 

(κ)*** 
-0.03 (-0.38-0.33) 0.02 (-0.30-0.33) -0.25 (-0.54-0.05) 0.00 

Pearson Ki-Kare X2=0.02 p=0.880 X2=0.01 p=0.914 X2=1.12 p=0.289 - 

GA: Güven aralığı, *Gerçek negatif olanları ayırma düzeyi, ** Gerçek pozitif olanları ayırma düzeyi, ***İki yöntem arasındaki 

uyumun belirlenmesinde κ değeri; <0’dan kötü, 0.01 ile 0.20 arası önemsiz, 0.21 ile 0.40 arası zayıf, 0.41 ile 0.60 arası orta, 0.61 

ile 0.80 arası iyi, 0.81 ile 1.00 arası çok iyi düzeyde 

Gram negatif bakteriler için bu iki yöntem 

karşılaştırıldığında; KKA yönteminde duyarlılıklar düşük 

olmasına rağmen özgüllüklerinin iyi olduğu belirlendi. 

Duyarlılık oranları E. coli ve Salmonella spp. izolatları için 

sırasıyla %13 ve %17, özgüllükleri ise %89 ve %59 olarak 

hesaplandı.  Bu sonuçlara benzer bir şekilde Hassan ve ark. 

(21) yaptıkları çalışmada KKA’nın E. coli izolatlarının 

biyofilm özelliklerini değerlendirmesinde duyarlılığını %11 

ve özgüllüğünü ise %92 olarak bildirdi. Benzer bir şekilde 

Fazel ve ark (54) P. aeruginosa ve E. coli izolatlarında KKA 

sonuçlarının duyarlılıklarını %50 ve özgüllüğünü ise %71 

olarak belirledi. Bu çalışma ve daha önce yapılan çalışma 

sonuçları, KKA’nın E. coli ve Salmonella spp. izolatlarının 

biyofilm özelliğini tespit etmesinde gerçek negatifleri 

ayırma düzeyinde zayıf, gerçek pozitifleri ayırmada ise iyi 

olduğunu gösterdi (21,55). Bu bulgular, KKA yönteminin 

duyarlılığının düşük olması nedeni ile E. coli ve Salmonella 

spp. türlerinde tek başına kullanılması durumunda 

sonuçların yanlış değerlendirilmesine neden olabileceği 

sonucuna varıldı. Fakat özgüllüklerinin iyi olması, bu 

yöntemin MP yöntemini tamamlayıcı bir test olarak 

kullanılmasının uygun olacağını göstermektedir (36).  

Sanchez Jr ve ark. (55)’ın bildirdiği gibi, bu çalışmada 

belirlenen biyofilm oluşumunun hem bakteri türlerine hem 

de izolatlara (suş ve/veya serotip) bağlı olduğunu gösterdi. 

Analiz edilen izolatlardan her iki yöntemde de biyofilm 

üretme kabiliyeti en fazla S. aureus’larda en az ise E. 

coli’lerde tespit edildi. Bu durum analiz edilen E. coli 

izolatlarının büyük çoğunluğunda flagella antijen ve flagella 

ile ilişkili genin (fliCH7) bulunmadığını düşündürdü. 

Verstraeten ve ark. (60) ve Vazquez-Sanchez ve ark. (61), 

biyofilm oluşumu ve patogenezinin zorunlu olarak 

bakterilerin hareketliliklerini sergilemelerini gerektirdiğini 

göstermiştir. Mikroorganizmaların biyofilm oluşturma 

yeteneği çevresel faktör (bakterilerin yüzeye tutunmasında 

sıcaklık ve pH'ın etkisi vb.) ve bakterinin kendisine bağlı 

(yüzey yükü, hidrofilite, yüzey enerjisi ve organeller vb.) 

olduğu bildirilmiştir (58, 62, 63). 

Çalışmada, izolatların çoğunluğunun biyofilm oluşturma 

yeteneklerinin pozitiflik dağılımının MP yöntemine kıyasla 

KKA testlerinde farklılık göstermesi, KKA besiyerinde 

koloni morfolojisinin kromojenik değerlendirmeye 

dayanması; dolayısı ile kalitatif ve subjektif olması ile 

ilişkilendirilebilir (64). 

Sonuç olarak, bu çalışmada mezbaha ve mandıra orjinli gıda 

kaynaklı patojen bakterilerden E. coli, Listeria spp. S. 

aureus ve Salmonella spp. izolatlarının farklı derecelerde 

biyofilm yapma kabiliyetine sahip olduğu belirlendi. 

Biyofilm üretme yeteneği, bakterilerin işletme ortamda uzun 

süreli kalıcılığını etkileyen önemli bir faktördür ve ciddi bir 

halk sağlığı sorunu olmasının yansıra teknolojik süreçlerde 

aksamalara neden olarak ekonomik kayıplara neden olabilir. 

Bu nedenle gıda endüstrisinde bulunabilecek patojenlerin 

insan sağlığına yönelik riskleri azaltmak için biyofilm 

üretme potansiyelinin araştırılması önemlidir. Bu çalışmada 

KKA yönteminin MP’ye kıyasla S. aureus haricindeki diğer 

bakterilerde düşük duyarlılık fakat daha yüksek özgüllüğe 

sahip olduğu; bu nedenle, MP yönteminin de tamamlayıcı 

bir test olarak KKA yöntemi ile kullanılmasının bulguların 

güvenirliğini artıracağı sonucuna varıldı. 
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Abstract: In this study, it was aimed to investigate the heavy metal (Al, Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Se, V, Zn) accumulations in 

the muscles of freshwater fish retailed in the Kayseri region by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). For this purpose, a 
total of 91 edible freshwater fish, including 37 Cyprinus carpio, 27 Sander lucioperca, 6 Tinca tinca, 5 Esox lucius, 4 Squalius cephalus, 5 
Copeata tinca, 3 Silurus glanis, and 4 Oncorhynchus mykiss species, were used. Statistical analyses such as principal component, cluster, and 
correlation analysis were done to evaluate the obtained data. The order of mean concentrations (mg kg-1 wet wt.) of metals in all fish meat 
samples were Al (204) > Zn (10.2) > Fe (6.43) > Cu (0.666) > Hg (0.589) > Ni (0.556) > Pb (0.497) > Cr (0.396) > Ag (0.291) >Se (0.144) > 
As (0.074) > Co (0.043) > Cd (0.037) >V (0.027). Hg, Cd, and Pb concentrations in some samples exceeded the permissible legal limits, 
whereas As concentrations was lower than maximum allowable limits. Ninety-one fish samples were categorized into five categories by 
principal component analysis (PCA) with Eigenvalues higher than 1.00. Cluster analysis results showed that the pollution with metal pairs 

analyzed might be from similar sources. In conclusion, in this study in some fish samples, the levels of some toxic elements (Hg, Cd, and Pb) 
were higher than permitted legal limits. Therefore, it could be suggested that the consumption of these fish might pose a hazard for public 
health. 
 

Keywords: Freshwater fish, Heavy metals, HCA, ICP-MS, PCA 

 

Kayseri Bölgesinde Perakende Satışı Yapılan Tatlı Su Balık Türlerinde Ağır Metallerin 

Birikimi: Toksik Metallerin Potansiyel Halk Sağlığı Tehlikesi 
 

Özet: Bu çalışmada, Kayseri bölgesinde perakende satışı yapılan tatlı su balıklarının kaslarında ağır metal (Al, Ag, As, Cd, Co, Cr , Cu, Fe, 
Hg, Ni, Pb, Se, V, Zn) birikimlerinin indüktif eşleşmiş plazma kütle spektrometresi (ICP-MS) ile araştırılması amaçlandı. Bu amaçla 37 adet 
Cyprinus carpio, 27 adet Sander lucioperca, 6 adet Tinca tinca, 5 adet Esox lucius, 4 adet Squalius cephalus, 5 adet Copeata tinca, 3 adet 

Silurus glanis ve 4 adet Oncorhynchus mykiss türü olmak üzere toplam 91 yenilebilir tatlı su balığı kullanıldı. Elde edilen verileri 
değerlendirmek için temel bileşen, küme ve korelasyon analizi gibi istatistiksel analizler yapıldı. Tüm metallerin numunelerdeki derişimleri 
(mg kg-1 yaş ağırlık) sırasıyla; Al (204) > Zn (10.2) > Fe (6.43) > Cu (0.666) > Hg (0.589) > Ni (0.556) > Pb (0.497) > Cr (0.396) > Ag 
(0.291) > Se (0.144) > As (0.074) > Co (0.043) > Cd (0.037) > V (0.027) idi. Bazı numunelerdeki Hg, Cd ve Pb derişimleri yasal limitleri 
aşarken, As derişimleri izin verilen maksimum limitlerin altındaydı. Temel bileşen analizine göre (PCA), 91 balık örneği özdeğerleri 1.00'den 
yüksek olan beş kategoriye ayrıldı. Küme analizi sonuçları, analiz edilen metal çiftleri ile kirliliğin benzer kaynaklardan olabileceğini 
gösterdi. Sonuç olarak, bu çalışmada bazı balık örneklerinde bazı toksik elementlerin (Hg, Cd ve Pb) seviyeleri yasal izin verilen limitlerin 
üzerinde bulundu. Bu nedenle, bu balıkların tüketilmesinin halk sağlığı açısından tehlike oluşturabileceği sonucuna varıldı. 
 

Anahtar Kelimeler: Tatlı su balığı, Ağır metaller, HCA, ICP-MS, PCA 

1.Introduction 

Many kinds of industrial wastes, traffic, and agricultural 

activities lead to freshwater pollution, of which the most 

important and common are heavy metals. However, fish are 

known to be bio-indicators for heavy metals in aquatic 

ecosystems. In other words, fish tissue tends to amass heavy 

metals (1,2). Contamination of water resources by heavy 

metals constitutes significant threats for ecosystem safety 

and aquatic organisms and human health. When heavy 

metals are accumulated in water, they can be transferred to 

the food chain, and it might pose a public health risk due to 

their ability to bioaccumulate, toxicity, and the fact that they 

cannot be eliminated from the body (3-6).  

The toxic metal level in fish depends on fish age, size 

(length and weight), sex, dietary habit, location, amount of 

time exposed to the elements, and environmental conditions 
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(water chemistry, salinity, hardness, temperature, and 

contaminants) (3, 5, 7). Metals can be classified as necessary 

for different physiological and biochemical functions 

(copper, zinc, selenium, iron, cobalt, magnesium, 

manganese, molybdenum, nickel, chromium, vanadium) and 

potentially toxic (arsenic, cadmium, lead, mercury, and 

silver) (8-10). Fish are important foodstuff for their ability to 

collect different elements in their muscles (4). However, 

because they tend to lose salts and gain water, freshwater 

fish are exposed to heavy metal accumulation more than 

marine fish (11). Several studies about metal contamination 

in fish muscles have been reported using different analytical 

techniques, such as atomic absorption spectrometry (AAS) 

(4,5,10), chemical vapor generation-atomic fluorescence 

spectrometry (CVG-AFS) (12), inductively coupled plasma- 

optical emission spectrometry (ICP-OES) (13, 14) and 

recently there is limited data about heavy metal pollution in 

fish muscles by inductively coupled plasma-mass 

spectrometry (ICP-MS) (10, 15, 16). ICP-MS, known as a 

reliable method for multi-element analysis in food samples 

and used to identify the sample groups of the measured 

variables, are hierarchical clustering analysis (HCA) and 

PCA (17). 

This study was designed i) to detect the Al, Ag, As, Cd, Co, 

Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Se, V, and Zn levels of eight edible 

freshwater fish species in Kayseri city of Türkiye by ICP-

MS, ii) to realize PCA, HCA, and correlation analyses by 

datum obtained from fish meat samples, and iii) to 

investigate the relationships among heavy metal 

concentrations in fish meats.  

2. Materials and Methods 

2.1. Instrumentation  

An ICP-MS instrument (ICP-MS Agilent 7500a, Agilent 

Technologies, Tokyo, Japan) equipped with an autosampler 

was used in this study. The instrumental conditions were 

radio frequency power 1300 W, sample depth 7.6 mm; 

torch-H-0.5 mm, torch-V 0.7 mm, carrier gas 1.13 L min-1, 

auxiliary gas flow rate 0.9 L min-1, plasma gas flow rate 15 

L min-1, nebulizer pump 0.12 rps, spray chamber 

temperature 2°C, and interface cones of nickel. Before each 

experiment, the instrument was tuned for daily performance 

using the Agilent ICP-MS tuning solution of 10 μg L−1 (Ce, 

Co, Li, Tl, and Y). ICP-MS was applied for 27Al, 51V, 53Cr, 
56Fe, 59Co, 60Ni, 63Cu, 66Zn, 75As, 82Se, 107Ag, 111Cd, 202Hg, 
208Pb determinations in standards and the digests of the 

analyzed samples. A Berghofmws-4 microwave system 

(Berghof Speedwave MWS four digestion system, 

Germany) with closed Teflon vessels was used for 

microwave digestion of the samples. 

 

2.2. Reagents 

The reagents used in the experiment were analytical grade. 

Ultra-high purity (UHP) water (18.2 MΩ cm) was used to 

prepare all solutions. A multi-element calibration standard 

solution of 10 µg mL-1 (Agilent Technologies, USA) was 

applied to prepare multi-element standard solutions. A 

mixed standard solution of Rh, Sc, and Bi of 200 µg L-1 was 

applied as an internal standard to ensure the instrument's 

stability and check instrumental drift and non-spectral 

interferences. Concentrated HNO3 (70%) and H2O2 (30–

32%) were supplied by Merck (Germany). Dogfish Liver as 

reference material (DOLT-4) was acquired from the 

National Research Council, Ottawa, Ontario, Canada. 

2.3. Sample collection 

In this study, a total of 91 edible freshwater fish samples of 

8 species (37 Cyprinus carpio, 27 Sander lucioperca, 6 

Tinca tinca, 5 Esox lucius, 4 Squalius cephalus, 5 Copeata 

tinca, 3 Silurus glanis, and 4 Oncorhynchus mykiss) were 

purchased from a local fisherman in Kayseri, Turkey, 

between February and May 2018. Their length and weight 

ranged from 19 to 64 cm and 72 to 1836 g, respectively 

(Table 1). Upon collection, the fish were immediately 

transferred into the icebox and conveyed into the laboratory, 

and then protocol numbers were given. Before dissection, 

they were allowed to thaw, and anthropometric 

measurements were taken. The edible muscles from these 

organisms were cut and stored at -20 °C.  Before heavy 

metal analysis, the frozen fish samples were thawed in the 

refrigerator at +4 ºC for 12 hours. After the epaxial muscle 

tissues of the fish were separated and washed with UHP 

water to prevent cross-contamination and placed in different 

petri dishes. Petri dishes were kept in an oven at 55ºC for 12 

± 1 hour until the samples reached a constant weighing 

weight. The samples were ground into a homogenized 

powder with a porcelain mortar and pestle then transferred 

into falcon tubes, covered with paraffin, and stored in a 

desiccator. 

2.4. Microwave digestion procedure 

Briefly, 0.20 g of homogenized and powdered fish meat was 

digested with 2 mL of H2O2 (30%) and 8 mL of HNO3 

(65%) in a microwave digestion system (Berghof 

microwave system, Germany). The digestion program 

consisted of one step with potency: T(oC): 200, P(bar): 40, 

power (%): 90, Ta (min):15 and time (min): 40. After 

cooling for about 20 min, the digest was diluted to 25 mL by 

adding UHP water. The levels of Al, V, Cr, Fe, Co, Ni, Cu, 

Zn, As, Se, Ag, Cd, Hg, and Pb in the clear solutions were 

assessed using an Agilent 7500a ICP-MS with interior 

standards. The CRM (Dogfish Liver, DOLT-4) was 

dissolved with the same digestion method.  
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Table 1. Fish species and their length and weight range 

Fish species 
Number of 

samples (n) 

Length 

range 

(cm) 

Weight range (g) 

Tinca tinca 6 22-34 251-513 

Cyprinus 

carpio 
37 21.5-50 178-1836 

Sander 

lucioperca 
27 25-37 134-492 

Esox lucius 5 37-47 378-725 

Squalius 

cephalus 
4 32-36 456-691 

Copeata tinca 5 19-39 72-708 

Silurus glanis 3 48-64 692-1640 

Oncorhynchus 

mykiss 
4 

23.5-

26.5 
174-282 

 

2.5. Quality control and assurance 

The microwave digestion/ICP-MS method precision was 

validated by examination of the Dogfish Liver (DOLT-4). 

The levels of elements agreed with the DOLT-4, and the 

recoveries of elements ranged from 90% to 112% (Table 2). 

The limits of detection (LOD) were calculated as the ratio of 

the three standard deviations (SD) of the blank signals to the 

slope (b) of the calibration curve (3SD/b, n=10). The LODs 

were 4.46, 0.04, 1.50, 2.08, 0.96, 1.50, 0.12, 0.71, 0.15, 

0.03, 0.07, 0.31, 0.64, and 0.72 μg L−1 for Fe, Al, Zn, Cu, 

Ni, Cr, V, Pb, As, Cd, Co, Se, Hg and Ag in fish samples, 

respectively. The determination coefficients for calibration 

curves of the metals were found to be ≥ 0.99.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2. Determination of elements in Dogfish Liver 

certified reference material (DOLT-4) 

 Concentration (µg g-1) 

Certifieda Foundb R(%) 

Alc 200 215 ±10 108 

Vc 0.6 0.56 ± 0.01 93 

Crc 1.4 1.52 ± 0.02 109 

Coc 0.25 0.28 ± 0.02 112 

As 9.66 ± 0.62 9.55 ± 0.16 99 

Cd 24.3 ± 0.8 24.2 ±0.3 100 

Cu 31.2 ± 1.1 31.7±0.4 102 

Fe 1833 ± 75 1914±65 104 

Pb 0.16 ± 0.04 0.16±0.02 100 

Hg 2.58 ± 0.22 2.31±0.02 90 

Ni 0.97 ± 0.11 0.94±0.03 97 

Se 8.3 ± 1.3 8.3±0.2 100 

Ag 0.93 ± 0.07 0.86±0.01 92 

Zn 116 ± 6 113±1 97 

a: At 95 % confidence level,  b: n=3, c: Information value 

2.6. Statistical analysis 

The SPSS 22 package for windows was used for all 

analyses. The mean and standard deviation of metal 

concentrations in meats of fish species were calculated. The 

Pearson correlation analysis reflected the degree of the 

linear relationship between metals (18). Multivariate 

analyses, including PCA and CA, were used to assess the 

relationships among the fish samples and metal 

accumulations. The varimax method was used with PCA. 

Eigenvalue criterion over 1.00 was used to decide the 

number of principal components. HCA was conducted with 

Ward's method, and a squared Euclidean distance was used 

as a distance measure. A Z score transformation was 

performed before cluster analysis. 

3. Results and Discussion 

3.1. Heavy metal levels in fish meats 

This study observed the decreasing trend between Hg and 

Pb concentration and increased fish length and weight (Figs. 

1a and 1b). In addition, the relationships between 

concentrations of Hg in C. carpio and S. lucioperca muscles 

are given in Fig. 1c and Fig.1d, respectively. It was revealed 

that the order of mean concentrations (mg/kg wet wt.) of 

metals in all fish meat samples were Al (204) > Zn (10.2) > 
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Fe (6.43) > Cu (0.666) > Hg (0.589) > Ni (0.556) > Pb 

(0.497) > Cr (0.396) > Ag (0.291) >Se (0.144) > As (0.074) 

> Co (0.043) > Cd (0.037) >V (0.027). Al showed the 

highest concentrations for all studied samples with a high 

standard deviation. The elevated Al levels may be because 

of the natural conditions of the soil (1). The accumulation of 

elements in fish meat samples is affected by many factors 

such as season, biological diversity, nutrition resource, water 

chemistry, salinity, temperature, contaminants, and food 

processing methods (19).  

As shown in Table 3, the highest metal concentrations (mg 

kg-1) in all fish muscles were as follows: V: 0.102, Se: 0.265 

and Co: 0.083 in Tinca tinca; Al: 555, Cu: 1.746 and As: 

0.114 in S. lucioperca; Zn: 34.4 and Hg:1.383 in E. lucius; 

Cr: 0.847, Ni:1.229, Ag: 2.557 and Cd :0.101 in S. cephalus; 

and Fe: 7.68 and Pb :1.483 in S. glanis. The European Food 

Safety Authority (EFSA) reports a tolerable daily intake of 

0.9 mg/day for Cu in adults. The average intake level for Zn 

in Europe is reported to be 13 mg/day and 9 mg/day for men 

and women, respectively (20). The mean concentrations of 

Cu and Zn were lower than their permissible limit levels in 

fish samples. The Zn concentration was higher than its 

permissible limit level in one E. lucius and the four S. 

lucioperca. 

 

Figure. 1 Accumulation of (a) Hg and (b) Pb elements in 

fish muscles according to the fish sizes (n=91) and 

accumulation of Hg in (c) C. carpio (n=37) and (d) S. 

lucioperca (n=27) muscles according to the fish sizes. 

3.2. Toxic elements 

3.2.1. Mercury  

In the present study, the concentration of Hg in all the fish 

species was in the range of 0.183 to 1.383 mg kg-1, with an 

average of 0.589 mg kg-1. The highest Hg concentration was 

determined as 4.26 mg kg-1 in S. lucioperca, followed by 

2.97 mg kg-1 in E. lucius, 2.89 mg kg-1 in S. lucioperca, and 

1.98 mg kg-1 in E. Lucius samples. The mean Hg 

concentrations for fish species were decreased in the 

following order: E. lucius > S. lucioperca> S. cephalus> C. 

carpio> S. glanis> C. tinca> Tinca tinca> O. mykiss (Table 

3). Finally, Hg concentrations determined in fish muscle 

samples were found to be higher than 1.0 mg kg-1 for ten 

samples and higher than 0.5 mg kg-1 for forty samples set by 

the TFC (0.5-1 mg kg-1) (21), and the EFSA (4 μg/kg per 

week) (20) and the European Union’s Regulation (EU) (0.5 

and 1.0 mg kg-1) (22) in this study. Also, the maximum Hg 

level in food authorized for human consumption is 0.5 μg/kg 

according to the World Health Organization (WHO) 

guideline (23). The Hg concentration found in our study was 

relatively higher than those of Biland�iζ et al. (24) and 

Velusamy et al. (7); however, they were lower than those of 

Keshavarzi et al. (2) and Carvalho et al. (19). Mercury is a 

very toxic element that causes severe contamination. Fish 

get Hg through feeding, which can be determined by the diet 

quality, fish size, environmental factors, and water quality 

parameters (7). 
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Table 3. Heavy metal concentrations (μg g-1) in eight freshwater fish species collected from Kayseri, Turkey 

Species n  Al V Cr Fe Co Ni Cu Zn As Se Ag Cd Hg Pb 

Tinca 

tinca 

6 Mean 4.48 0.102 0.203 0.854 0.083 0.285 0.095 4.33 0.106 0.265 0.140 0.092 0.262 0.096 

  SD 2.11 0.016 0.040 0.961 0.029 0.390 0.232 8.69 0.033 0.072 0.113 0.046 0.121 0.043 

C. carpio 37 Mean 55.9 0.024 0.289 7.54 0.022 0.50 0.190 1.949 0.059 0.125 0.097 0.044 0.398 0.492 

  SD 189 0.030 0.330 2.80 0.030 0.486 0.370 4.049 0.050 0.086 0.164 0.108 0.361 0.833 

S. 

lucioperca 

27 Mean 555 0.016 0.611 7.49 0.080 0.665 1.746 22.7 0.114 0.206 0.380 0.021 
0.916 0.602 

  SD 2443 0.035 0.431 6.00 0.162 0.756 7.414 30.0 0.062 0.081 0.840 0.064 0.808 0.407 

E. lucius 5 Mean 70.0 0.032 0.222 3.132 0.033 0.636 0.430 34.4 0.068 0.070 0.275 0.031 1.383 0.363 

  SD 91.1 0.047 0.159 2.492 0.038 0.533 0.462 54.4 0.052 0.086 0.558 0.048 1.080 0.424 

S. 

cephalus 

4 Mean 250 0.053 0.847 7.253 0.053 1.229 0.736 9.84 0.068 0.118 2.557 0.101 0.514 0.609 

  SD 457 0.038 0.338 5.108 0.086 0.586 0.970 17.9 0.060 0.067 5.001 0.120 0.387 0.866 

C. tinca 5 Mean 6.34 0.019 0.117 3.60 ND 0.194 0.143 1.018 0.006 0.018 0.029 0.016 0.350 0.139 

  SD 2.40 0.041 0.032 1.34 ND 0.210 0.276 0.526 0.007 0.041 0.056 0.035 0.204 0.059 

S. glanis 3 Mean 27.2 0.007 0.657 7.68 0.013 0.628 ND 0.976 0.011 0.125 0.021 0.002 0.373 1.483 

  SD 18.8 0.007 0.264 2.32 0.012 0.331 ND 0.748 0.011 0.109 0.022 0.002 0.407 1.228 

O. mykiss 4 Mean 8.05 ND 0.146 3.29 0.012 0.410 ND 0.394 0.055 0.010 0.004 ND 0.183 0.195 

  SD 4.27 ND 0.014 0.68 0.017 0.516 ND 0.382 0.043 0.015 0.009 ND 0.046 0.147 

n: sample number ND: not detected 

3.2.2. Arsenic 

Arsenic is assigned as a Group 1 human carcinogen by the 

WHO (25). The contaminated water and seafood could 

result in arsenic exposure to humans and adverse health 

effects such as skin rash, toxic cardiomyopathy, abdominal 

pain, vomiting, and diarrhea (26). The mean concentration 

of As in this study was found to be 0.074 mg kg-1. The 

highest values of As were observed in S. lucioperca (0.114 

mg kg-1) while the lowest values were in C. tinca (0.006 mg 

kg-1). It was found that the mean concentration of As in ten 

fish samples was below the detection limit (Table 3). The 

concentrations of As in fish muscles in this study were much 

lower than the limit values set by WHO (5 mg kg-1) and the 

TFC (0.020 mg kg-1). In this study, the mean of As 

concentrations in fish samples was significantly lower than 

previously reported by Shakeri et al. (27) and Okati et al. 

(28).  

 

3.2.3. Cadmium 

In the present study, the mean Cd concentration (0.037 mg 

kg-1) was not over the permissible level of 0.050 mg kg-1, 

0.5 μg g-1 and 0.05-0.1 mg kg-1 set by the TFC (21), WHO 

(23), and EU (22), respectively. The Cd concentrations in 2 

S. lucioperca, 2 S. cephalus, 5 C. carpio, 4 Tinca, and 1 E. 

Lucius muscles were found to be higher than the limits set 

by the TFC (21). In this study, the highest mean 

concentration of Cd was in S. cephalus muscle tissue (0.101 

mg kg-1), while the lowest mean concentration of Cd was 

detected in the S. glanis muscle tissue (0.002 mg kg-1). In 

addition, the Cd concentrations in O. mykiss muscle tissue 

were below the detection limit (Table 2). The maximum Cd 

accumulation was detected in two C. carpio samples to be 

0.488 mg g-1 and 0.408 mg g-1.  

3.2.4. Lead 

Our results show that Pb concentrations are highest in S. 

glanis muscle (1.483 mg kg-1), whereas it is lowest in Tinca 
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muscle (0.096 mg kg-1). The Pb content in the muscles of 

the fish analyzed in the study can be given in the following 

order with an average of 0.589 mg kg-1: S. glanis> S. 

cephalus> S. lucioperca> C. carpio> E. lucius > O. mykiss> 

C. tinca> Tinca (Table 3). In 14 fish muscles, Pb levels 

higher than 1.0 mg kg-1 were found. However, the 

permissible limit for Pb concentration in the TFC (21), 

WHO (23), and EFSA (29) for fish meat is 0.3 mg kg-1. The 

accumulation range of Pb in our study was like earlier 

studies conducted by Keshavarzi et al. (2) and Li et al. (10). 

Whereas significantly higher results were reported by 

Rahman et al. (4) who detected Pb in fish samples with 

concentrations ranging from 1.76 to 10.27 mg kg -1. 

3.3. Correlation analysis 

The Pearson correlation analysis was performed to identify 

the origin of the element's contents in the eight different 

species of 91 fish meat. A correlation matrix was calculated 

for the metals analyzed in fish species to identify the 

common origin of metals. As shown in Table 4, a high 

positive correlation (r=0.760) was determined between the 

length and weight of the fish samples. The contents of Se in 

fish muscle samples were negatively correlated with a total 

weight (r= -0.235, p<0.05). There were no significant 

correlations (p<0.05) between the content of Cu, Cr, Ag, Co, 

and Hg and fish sizes (length and weight). Similarly, no 

significant relationships between fish size and Cu were 

found by Yi and Zhang (30). Zuliani et al. (16) recorded a 

negative correlation between Cr and fish size, while 

Arulkumar et al. (5) reported a remarkable negative 

correlation (r= – 0.328 for Cd,  r= – 0.192 for Pb, and  r= – 

0.064 for Cu) between the fish size and heavy metal (Cd, Pb, 

and Cu) concentrations. 

In this study, most of the metal pairs significantly positively 

correlated with each other, from which Co-Cu (0.687), Cr-

As (0.564), Cr-Co (0.557), As-Se (0.479), and Al-Cr (0.443) 

pairs demonstrated remarkable positive correlation, whereas 

Fe-V (-0.392) and Fe-Co (-0.359) pairs indicated 

considerable negative correlations at the 99% confidence 

level (Table 4).  

Table 4. Correlation analysis of heavy metals among meats of the eight fish species (n=91) 

 Al V Cr Fe Co Ni Cu Zn As Se Ag Cd Hg Pb Length Weight 

Al 1                

V 0.131 1               

Cr 0.443** 0.211* 1              

Fe 
-0.180 

-

0.392** 
0.076 1             

Co 
0.293** 0.502** 0.557** 

-

0.359** 
1            

Ni 0.185 0.217* 0.411** 0.027 0.365** 1           

Cu 0.055 0.203 0.381** -.0165 0.687** 0.299** 1          

Zn 0.027 -0.123 0.098 0.058 0.015 -0.093 0.050 1         

As 0.438** 0.264* 0.564** -0.003 0.390** 0.205 0.282** 0.349** 1        

Se 0.232* 0.115 0.289** 0.047 0.314** 0.233* 0.299** 0.103 0.479** 1       

Ag 0.426** 0.212* 0.327** -0.179 0.291** 0.076 0.150 0.195 0.347** 0.095 1      

Cd 
0.060 0.422** 0.211* -.0121 0.209* 0.101 -0.026 -0.094 0.119 0.027 

-

0.032 
1     

Hg 
0.060 -0.185 0.004 -0.058 0.050 0.197 0.095 0.313** 0.088 0.156 0.121 

-

0.048 
1    

Pb 
0.028 -0.148 0.166 0.217* 0.036 -0.004 -0.063 0.236* -0.007 -0.116 

-

0.008 
0.204 0.052 1   

Length 
-0.054 -0.069 0.122 0.098 -0.089 0.022 -0.035 0.109 -0.105 -0.086 0.028 

-

0.144 
0.049 0.121 1  

Weight 
-0.086 0.034 0.044 0.044 -0.148 -0.044 -0.076 -0.098 -0.153 

-

0.235* 

-

0.001 

-

0.039 

-

0.148 

-

0.004 
0.760** 1 

Bold numbers show significant correlations, Correlation is significant at the 0.01 level, * Correlation is significant at the 0.05 level. 
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3.4. Multivariate analysis  

The Kaiser–Meyer–Olkin (KMO) measure was 

implemented to investigate the suitability of the data for 

principal component analysis. KMO test shows the 

proportion of variance and should be above 0.5 for sampling 

adequacy (17,30).  In this study, KMO was found to be 

0.651. The data considered for this statistical treatment was 

obtained by measuring the concentration of fourteen 

elements, in triplicate, in 91 samples of fish muscles from 

different places. 

Five PCs with eigenvalues greater than 1.0 (Kaiser 

Criterion) with a total contribution of 66.8% were taken out 

to identify the probable resources of metals in the fish 

muscles (Table 4). The metals in the same PC reflect a 

similar behavior for their origin and/or sources. As listed in 

Table 5, the first principal component (PC1 17.6 %) had 

strong positive loadings for Cr (0.56), Co (0.69), Ni (0.69), 

Cu (0.76), and Se (0.56). The second principal component 

(PC2 33.4%) expressed high positive loadings for Al (0.79), 

Cr (0.56), As (0.71) and Ag (0.69). High positive loading on 

PC3 (46.1 %) was found for V (0.65) and Co (0.47), 

whereas Zn (0.76) and Hg (0.75) had high positive loading 

on PC4 (56.8%). Moreover, PC5 (66.8%) was associated 

with Cd (0.73) and Pb (0.75). The relations among the heavy 

metals based on the first three PCs are presented in Fig. 2a. 

These results might suggest pollution arises from common 

origins or similar geochemical behavior of these metals (31). 

 

Figure 2. (a) A loading plot of three PCs of heavy metals 

and (b) dendrogram obtained from hierarchical cluster 

analysis of the 14 heavy metals in eight fish species. 
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Table 5. Varimax rotated loadings and communalities for the fish meats (n=91) 

Component 

 1 2 3 4 5 

Communalities 

(h2) 

Al 0.071 0.793 0.077 -0.064 -0.001 0.644 

V 0.256 0.192 0.654 -0.321 0.255 0.698 

Cr 0.566 0.564 -0.098 -0.057 0.310 0.747 

Fe 0.044 -0.053 -0.877 -0.072 0.112 0.792 

Co 0.693 0.249 0.479 0.040 0.170 0.802 

Ni 0.694 0.037 -0.044 -0.053 0.093 0.496 

Cu 0.762 -0.007 0.260 0.169 -0.091 0.685 

Zn -0.073 0.263 -0.093 0.763 0.130 0.682 

As 0.386 0.713 -0.033 0.131 0.063 0.680 

Se 0.567 0.323 -0.145 0.053 -0.210 0.494 

Ag -0.032 0.696 0.280 0.204 -0.058 0.609 

Cd 0.090 0.021 0.281 -0.218 0.734 0.674 

Hg 0.181 -0.057 0.036 0.755 -0.083 0.614 

Pb -0.069 0.003 -0.274 0.299 0.752 0.735 

Eigenvalue 3.68 1.84 1.37 1.31 1.15  

% of variance 17.6 15.9 12.7 10.7 10.0  

Cumulative % 17.6 33.4 46.1 56.8 66.8  

Bold numbers represent significant loading values (≥0.479)

In general, anthropogenic inputs from agricultural and 

industrial practices, such as pesticides and chemical 

fertilizers, wastewater irrigation, and residues from 

metalliferous mining, increase the contamination levels of 

toxic metals such as Hg Zn, Cd, and Pb in surface waters. 

Fish meats collect Hg due to feeding and could be affected 

by the size and diet of fish, ecological factors, and water 

quality parameters (5, 7, 15, 16, 32, 33).  

3.5. Cluster analysis 

In this study, heavy metals detected in fish muscle tissue 

samples were categorized into two main clusters and four 

subclusters, as shown in a dendrogram (Fig. 2b). Cluster 1 

revealed the high association of Co-Cu, Al-Ag, Cr-As, and 

V-Cd pairs, while Cluster 2 demonstrated the relation of Zn-

Hg and Fe-Pb. These results indicated that the pollution with 

metal pairs analyzed might be from similar sources. These 

clusters show similarity with PCA results on the origins of 

metals for fish muscles. 

4. Conclusions 

The current study’s results demonstrate that the order of 

mean concentrations (mg kg-1 wet wt.) of the metals in fish 

muscle samples were Al>Zn>Fe>Cu>Hg> Ni>Pb>Cr>Ag> 

Se>As>Co>Cd>V. Based on the results, in some fish 

samples, the levels of some toxic elements (Hg, Cd, and Pb) 

were higher than permitted legal limits. It can be stated that 

element content in the examined fish species varies from 

each other. This might be related to environmental and 

agronomic circumstances and versatility exposure to 
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pollution. The correlation, PCA, and cluster analysis results 

indicated that the metal bioaccumulation varied between fish 

sizes and species, and heavy metal pollution in fish might be 

caused by the same environment or similar geochemical 

behavior of metals. These fish might be a significant 

concern to human consumption due to their toxicological 

effects. Therefore, establishing standardized monitoring 

systems for determining heavy metal content in fish and 

fishery products are needed to protect consumer health. 
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Özet: Kuduz; Rhabdoviridae familyasından lyssavirusun yol açtığı merkezi sinir sistemini etkileyen ve ölümle sonuçlanan bir hastalıktır. 

Hastalığın kontrolü amacıyla, hastalık kaynağının saptanması ve yayılmasının önlenmesi, kuduz şüpheli hayvanlarda karantina önlemlerinin 

alınması gereklidir. Çeşitli ülkelerde kuduz eradike edilmiştir, ancak bazı ülkelerde kuduz endemik olarak görülmektedir. Dünyada, kedi 

köpek gibi evcil hayvanlardan bulaş oranının ülkelerde farklı olmasından dolayı, hayvan sahipleriyle birlikte kedi ve köpeklerin 

seyahatlerinde uygulanan protokoller ve alınan karantina tedbirleri, kuduzun yayılmasını önlemede yüksek öneme sahiptir. Kuduz eradike 

ülkelerde katı bir biçimde uygulanan bu protokoller, hastalığın sık görüldüğü ülkelerde ne yazık ki yeterli derecede uygulanamamaktadır. Bu 

derlemede, ülkelerarası evcil hayvan transferinde uygulanan protokollerinin ve karantina önlemlerinin, ülkelerin kuduz açısından risk 

düzeylerine ve yapılan farklı uygulamalara göre incelenmesi ve ülkemiz ile karşılaştırılması amaçlanmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Kuduz, Kuduz karantina tedbirleri, Kuduz protokolleri, Kuduz titrasyon testi   

 

Comparison of Rabies Quarantine Measures and Protocols Applied by Countries 
 

Özet: Rabies is a disease caused by lyssavirus from the Rhabdoviridae family that affects the central nervous system and results in death. In 

order to control the disease, it is necessary to identify the source of the disease and prevent its spread, and to take quarantine measures in 

animals suspected of rabies. Rabies has been eradicated in various countries, but rabies is endemic in some countries. Since the rate of 

transmission from domestic animals such as cats and dogs is different around the world, the protocols and quarantine measures taken during 

the travel of cats and dogs with animal owners are of high importance in preventing the spread of rabies. These protocols, which are strictly 

implemented in rabies eradicated countries, are unfortunately not adequately implemented in countries where the disease is common. In this 

review, it was aimed to examine the protocols and quarantine measures applied in inter-country animal transfer according to the risk levels of 

the countries in terms of rabies and different practices and to compare them with our country. 

 

Keywords: Rabies, Rabies quarantine measures, Rabies protocols, Rabies titration test 

1.Giriş 

Kuduz; Rhabdoviridae familyasından Lyssavirus ‘un yol 

açtığı, beyni ve omuriliği (merkezi sinir sistemi) etkilediği 

için ölümle sonuçlanan bir hastalıktır (1). İnsan, kedi, köpek, 

yabani hayvanlar ve çiftlik hayvanları dahil bütün 

memelileri etkileyebilen zoonotik bir hastalıktır. En önemli 

bulaş yolu özellikle evcil hayvanlardan köpek gibi enfekte 

hayvanların ısırmasıdır (2). 

Bulaşma, hasta hayvan tarafından ısırılma, çizilme ya da 

bütünlüğü bozulan mukoz membranlardan salyayla olur (3). 

Kuduz hastalığı, çok çeşitli türlerden bulaşmasına ve asla 

tüm türlerden eradike edilememesine rağmen, dünya 

çapında insan vakalarının büyük çoğunluğundan sorumlu 

olan ve en büyük halk sağlığı endişesi olan köpek kuduzunu 

ortadan kaldırmak mümkündür (4, 5). 

Zoonoz hastalıklarda olduğu gibi, hastalığın kontrolünün 

sağlanması için, etkili denetim sistemleri, vakaların erken 

tespitine ve raporlanmasına olanak tanıyarak zamanında 

müdahale başlatılması ve kontrol çabalarının ne zaman ve 

nerede yoğunlaştırılacağına dair bilinçli kararlar alınması 

açısından hayati önem taşımaktadır (6). Sanayileşmiş 

ülkelerin çoğu evcil köpek popülasyonlarından kuduzu 

elimine etmiştir. Bununla birlikte, gelişmekte olan ülkelerin 

çoğunda, kuduz evcil köpek popülasyonlarında endemik 

olmaya devam etmekte ve kötü bir şekilde kontrol 

edilmektedir (7). 

İngiltere, İrlanda, İsveç, Norveç, İzlanda, Japonya, 

Avustralya, Yeni Zelanda, Singapur, Malezya’nın çoğu 

bölgesinde uzun yıllardır kuduz vakası görülmemiştir. 

Ancak örneğin Hindistan’da, 2005 yılında yayınlanan bir 

çalışmada sokak hayvanları tarafından ısırılma vakaları 

sonucu yıllık olarak 20.000 insan ölümü görüldüğü 

saptanmıştır (8). Dünya genelinde, ülkeler arası hem insan 

hem de kedi köpek popülasyonunda kuduz görülme 

sıklığının bu kadar farklı olmasından dolayı, hayvan 

sahipleriyle birlikte kedi ve köpeklerin seyahatlerinde 

uygulanan protokoller ve karantina önlemleri, kuduzun 

yayılmasını önlemede büyük önem taşır.  Bu derlemede, 
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ülkelerarası hayvan transferinde uygulanan protokollerinin 

ve karantina önlemlerinin, ülkelerin kuduz açısından risk 

düzeylerine ve yapılan farklı uygulamalara göre incelenmesi 

ve ülkemiz ile karşılaştırılması amaçlanmıştır.  

2.Kuduz eradike veya kuduz kontrolü sağlanmış 

ülkelerin protokolleri 

Kuduz vakalarının kontrolünü sağlayan ülkelerden 

İngiltere’de “Pet Travel Scheme” (PETS) yönetmeliği 

uygulanmaktadır. PETS adı verilen düzenlemeyle birlikte 

başta kuduz olmak üzere ülkeye girebilecek çeşitli 

hastalıklara karşı, pet hayvanının geldiği ülkeye göre 

standartlar belirlenmiştir. Karantina önlemleri azaltılmış, 

giriş için talep edilen belgeler arttırılmıştır. 

PETS yönetmeliği öncesi zorunlu tutulan 6 aylık karantina 

önlemi, 2000 yılında kaldırılmıştır (9). Yönetmelikte 

bulunan uygulama gereği, Avrupa birliği pet pasaportu veya 

Avrupa birliği üyesi olmayan ülkeler için veteriner hekim 

onaylı pasaport zorunludur. Pasaportun yanı sıra, pet 

hayvanına kuduz aşısının uygulanmış olması ve kuduz titre 

testinin bulunması gerekmektedir, bu koşulları sağlaması 

durumunda karantina uygulamasına tabii tutulmadan ülkeye 

giriş yapabilir (10). 

Vaka sayısını azaltmak ve kuduz-enzootik ülkelerden 

Avrupa’ya kuduz hayvan girişini engellemek için 576/2013 

sayılı yönetmelik (AB), sahibinin yanında bulunan ve 

doğrudan sorumluluğu altındaki bir evcil hayvanın ticari 

olmayan hareketini düzenlemektedir (11). 

Kuduz hastalığına karşı aşılamada, evcil hayvan (köpek, 

kedi ya da yaban gelinciği), 576/2013 sayılı Tüzüğün (AB) 

Ek III'üne göre yetkili bir veteriner hekim tarafından kuduza 

karşı aşılanmalıdır. Hayvan, aşı uygulandığı tarihte en az 12 

haftalık olmalıdır. Aşılamanın geçerlilik süresi, birincil 

aşılama için aşılama protokolünün tamamlanmasından en az 

21 gün sonra başlar ve sonraki aşılama, aşılamanın geçerlilik 

süresi içinde gerçekleştirilir (12). 

İngiltere’de uygulanan karantina tedbirleri, iki kısım olarak 

ayrılır. İlk kısımda, İngiltere sınırlarından giriş yapan her pet 

hayvanı için uygulanan 6 aylık karantina önlemi vardır, 

PETS uygulamasıyla birlikte, karantina önlemi tüm kriterleri 

karşılaması koşuluyla zorunlu tutulmamaktadır (13). 

Bu kriterler ise, ülkeye giriş yapacak söz konusu pet 

hayvanlarının aşılanmış, mikroçipli ve serolojik testlerin 

uygulanmış olması şartlarını kapsar.  

Evcil hayvan (köpek, kedi ya da yaban gelinciği), 576/2013 

sayılı Yönetmeliğin Ek IV'üne göre bir kuduz antikor 

titrasyon testine tabi tutulmalıdır. Test, yetkili bir veteriner 

hekim tarafından, aşı tarihinden en az 30 gün sonra ve 

hareket tarihinden en az üç ay önce toplanan bir örnek 

üzerinde yapılmalıdır. Test, kuduz virüsüne karşı 0,5 IU / 

ml'ye eşit veya daha büyük serumda nötralize edici bir 

antikor düzeyini ölçmelidir. Test onaylanmış bir 

laboratuvarda yapılmalıdır. Sağlık Sertifikası ve 

Beyannamesi; resmi bir veteriner hekim tarafından 

tamamlanmış ve yayınlanmış ve daha sonra yetkili makam 

tarafından onaylanmıştır. Transponder (mikroçip) veya 

dövmede bulunan alfa-sayısal kodunu, kuduza karşı aşılama 

ayrıntılarını, kan örneklerinin ayrıntılarını belgelemelidir 

(14). 

Eradike ülkeler arasında bulunan İsveç ve Norveç’te uzun 

süredir kuduz vakası görülmemiştir; İsveç, doğal coğrafik 

sınırları ve katı protokolleri sayesinde 1886 yılından beri 

kuduz eradikedir (15). Belirtilen ülkelere girişte kuduz 

aşılaması, kuduz aşılama belgesi, kuduz antikor titresi 

zorunlu tutulmaktadır. 

Kuduz eradike olarak kabul edilen bir diğer ülke 

Japonya’da, 1950 yıllarından itibaren kuduz vakası 

görülmemiştir. En sıkı kuduz protokollerini uygulayan ve 

zorunlu tutan ülkelerden biridir.  Ülkede uygulanan toplu 

aşılama, köpek hareketlerini kısıtlamanın yanı sıra, ülkeye 

giriş protokollerinin büyük etkisi olmuştur. Ülkeye girişte 30 

gün arayla en az 2 doz kuduz aşısı uygulaması, kuduz 

antikor titresi, aşılamaya dair belgeler zorunlu tutulmaktadır 

(16).   

Amerika’da, kuduz vakaları nadiren görülmektedir ve 

önemli ölçüde yaban hayvan kaynaklıdır. Köpek kaynaklı 

kuduz vakaları ise eradike edilmiştir. Ülkeye girişte, yüksek 

risk görülen ülkelerden 3 aylıktan büyük köpeklerin kuduz 

aşısının yapıldığına dair belge istenmektedir. 3 aylıktan 

küçük hayvanlar ve bazı özel koşullar için ise, ülkeye 

girdikten sonra, koşullar sağlandıktan sonra aşı yapılması 

beklenmektedir. Kuduz aşısı yapılmayan bazı hayvanların 

ülkeye girişi özel izinler ve belgelerle sağlanabildiğinden, 

dönem dönem ülkeye kuduz vakası girişine neden 

olabilmektedir. Risk grubunda görülmeyen ülkeler için 

kuduz aşısı belgesi koşulu aranmamaktadır (17). 2019 

yılından itibaren “Amerikan hastalık kontrolü ve önlenmesi 

merkezleri” (CDC) kararı ile Amerika’ya Mısır’dan köpek 

girişi, belirtilen kurumun onayı olmadığı sürece 

yasaklanmıştır (18). 

Meksika, Dünya Sağlık Örgütü tarafından kuduza yönelik 

uyguladığı protokoller ve önlemler sonucu takdir toplamıştır 

ve artık bu ülkede kuduz, halk sağlığı sorunu olarak 

görülmemektedir. Ülkeye girişte, 3 aylıktan büyük 

hayvanların kuduza karşı aşılanmış olduğunu gösteren 

belgeler gerekmektedir (19). 



Sargın ve ark.           Bozok Vet Sci (2023) 4, (1): 37-41 

 

 
39 

 

 

3.Kuduz kontrolü sağlanamamış, yüksek riskli ülkelerin 

protokolleri 

CDC tarafından kuduz riskli görülen ülkeler; Afrika ülkeleri, 

Ortadoğu ve Asya bölgesi, Karayipler, Doğu Avrupa 

ülkelerinin birçoğunu kapsamaktadır (20).  

Bu kategoride yer alan ülkelerin bir kısmında kuduza 

yönelik protokol bulunmazken, bazılarında ise hastalığın 

kontrolü için belirlenen protokoller CDC tarafından yetersiz 

görülmektedir. Kuduz vakalarının farklı oranlarda görülmesi 

nedeniyle, kuduz kontrolünün sağlandığı ülkelere giriş 

koşulları, ülkelere göre farklılık içermektedir (21). 

Kuduz enzootik bölgeler içine dahil olan İsrail, Avrupa ve 

Amerika gibi ülkelere seyahatte, kuduz aşısı, kuduz titresi, 

sağlık sertifikası zorunluluklarını yerine getirmekle 

yükümlüdür. 

Seyahat eden köpeklerin kuduz titresi ≥0,5 IU / ml 

olmalıdır. İsrail Veterinerlik Hizmetleri ve Hayvan Sağlığı' 

nın (IVSAH) bir parçası olan Kimron Veteriner 

Enstitüsündeki Ulusal Kuduz Laboratuvarı, 2004 yılından 

beri serolojik testleri gerçekleştirmektedir. İsrail'de mikroçip 

uygulaması zorunludur ve mikroçiple kimlik tespiti, merkezi 

bir veri tabanına kayıt yaptırılması ve geçen yıl boyunca 

kuduza karşı aşılama yapılmasını gerektirir (22). 

Çin’de, ulusal çapta köpeklere kuduz aşılaması 2008 yılında 

başlatılmıştır. Ülkede kuduzun 2020 yılına kadar öncelikli 

risk grubuna alınması dolayısıyla, önlemler ve protokoller 

üzerine çalışılmaktadır (23). 

Kuzey ve Güney Afrika, köpeklerde sık görülmesinin yanı 

sıra, insanlarda da kuduz vakalarının çok sık görüldüğü 

ülkeler kategorisindedir. Bu ülkelerde düzenli kuduz 

aşılaması evcil hayvanlarda da yabani hayvanlarda da 

sağlanamamıştır. Dünya sağlık örgütü (WHO), bu 

bölgelerde düzenli kuduz aşısı uygulamasına ve sokak 

hayvanlarının kontrolüne yönelik çalışmalar yapmaktadır. 

Kuduz eradike ülkeler için risk oranı yüksek olmasından 

dolayı, hayvanlarda protokollere uyulsa bile, insan girişinde 

uygulanan protokollerin (Şüpheli ısırılma vakaları sonrası 

profilaktik aşılama, bu bölgelere seyahat öncesi aşılama) 

yetersiz olmasından dolayı kuduz kontrolü sağlanan 

ülkelerde Afrika ülkelerinden kaynaklanan vakalara 

rastlanmaktadır (24). 

Ülkemizde kuduz hastalığı, bildirimi Zorunlu Grup A 

Hastalıkları içinde yer almaktadır (18). Türkiye Köpek 

aracılı kuduz vakalarının devam ettiği Avrupa ülkelerinden 

biridir. Yapılan bir çalışmada, Ocak 2007-Şubat 2009 

tarihleri arasında Şanlıurfa merkezde bulunan üç ayrı 

hastanenin acil servisine hayvan ısırıkları ve temasları 

nedeniyle 742 olgunun başvurduğu saptanmıştır (25). 2002 

ve 2003 yıllarında birer, 2004 yılında iki ve 2005 yılında 

sıfır olgu bildirilmiştir (24). Sağlık bakanlığının belirlediği 

ve kamuoyuna açıkladığı 2008-2017 yıllarını kapsayan vaka 

sayıları baz alındığında, 2017 yılında insanda yalnızca bir 

vaka saptanmıştır, ancak temas sayısı 246 bin olarak 

bildirilmiştir. Ülkemiz halen kuduz yönünden endemik bir 

bölgedir. Yılda yaklaşık 250.000 kuduz riskli temas 

bildirimi yapılmaktadır ve yılda ortalama 1-2 kuduz vakası 

görülmektedir. Sağlık bakanlığının belirlediği ve 

kamuoyuna açıkladığı 2008-2017 yıllarını kapsayan vaka 

sayıları baz alındığında 2017 yılında yalnızca bir vaka 

saptanmıştır ancak temas sayısı 246 bin olarak bildirilmiştir 

(26). Artan kuduz temaslı sayısı ve vakaları sonucu 2019 

yılında T.C. Sağlık Bakanlığı tarafından kuduz profilaksi 

rehberi yayınlanmıştır. Ülkemize girişte kuduz hastalığına 

yönelik koruyucu önlemler yeterli gelmemektedir. 

Türkiye’den Avrupa, Japonya gibi kuduz protokollerinin 

uygulandığı ülkelere geçişte; ülkeler arası değişiklik 

göstermekle birlikte, mikroçip uygulamaları, kuduz aşısı 

uygulaması, kuduz titrasyon testi ve sağlık sertifikası 

uygulamaları zorunlu tutulmaktadır. Amerikan hastalık 

kontrolü ve önlenmesi merkezleri (CDC) artan vakalar 

nedeniyle Türkiye’yi yüksek riskli ülkeler kapsamına 

almıştır ve belirsiz süreyle hayvan girişini yasaklamıştır.  

4.Sonuç 

Kuduz hastalığı, protokollerin yetersiz olması nedeniyle 

birçok ülkede eradike edilememiştir. Dünya genelinde, 

özellikle 3. dünya ülkelerinde kuduz kaynaklı insan ve pet 

hayvanı ölümleri sıklıkla görülmektedir. Kuduzun 

önlenmesinde, ülkede uygulanan önlemlerin yanı sıra 

ülkeler arası pet hayvanlarının, sahipleriyle birlikte ülkeler 

arası seyahatinde uygulanması gereken protokoller önem arz 

etmektedir.  

Ülkemizde kuduza karşı aşılama, aşı bilgilerini barındıran 

pet pasaportu, mikroçip, kuduz antikor titrasyon testi gibi 

tedbirleri barındıran çeşitli protokoller uygulanmaktadır. 

Türkiye’den yurtdışına sahipleriyle birlikte seyahat eden 

kedi ve köpeklerde yapılan titrasyon test sonuçları, %92,6 

yüksek titrasyon oranı ile, başvuran hayvan sahiplerinin 

evcil hayvanlarında kuduza karşı koruyucu titrasyonun 

sağlandığını göstermektedir (27). Kedi ve köpeklerin 

ülkemize giriş ve çıkış süreçlerinde, kuduz kontrol ve 

önlemlerinin etkili olmasına rağmen kuduz vakalarının 

ülkemizde eradike edilememesi, özellikle sokak 

köpeklerinden bulaşın çok olması olarak yorumlanmıştır 

(28). 
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Özet: Kolostrum, doğuma yakın dönemde meme bezleri tarafından üretilerek doğumdan sonra meme bezlerinden salgılanan ilk sıvıdır. 
Ruminant hayvanlarda plasentanın yapısı gereği büyük molekül yapısına sahip immunoglobulinlerin plesantadan geçişine izin 
verilmemektedir. Bu sebeple diğer ruminantların yavruları gibi kuzular da agammaglobulinemik olarak doğmaktadır. Kuzular, steril uterus 
ortamından doğumla birlikte mikrobiyal yüklü ortama geçişlerinde bu enfeksiyon etkenlerinden korunmak için kolostrum tüketmiş olmaları 
gerekmektedir. Bu sebeple yaşamın ilk 15 dk ile 24 saat kuzuların yeterli miktar ve kalitede kolostrum almaları hayati önem taşımaktadır. 
Kuzuların yaşamlarında bu kadar önemli olan kolostrumun içeriği ve miktarı gebelik döneminde annenin beslenmesinden etkilenmektedir. Bu 
derlemenin amacı koyunlarda gebelik döneminde yapılan besleme uygulamalarının kolostrum üzerindeki etkilerini ortaya koymaktır.  

 

Anahtar Kelimeler: Beslenme, Gebe koyun, Kolostrum, Kuzu sağlığı 

 

Effects of Pregnancy Feeding on Colostrum in Ewes 

Pregnancy Feeding in Ewes 
 

Abstract: Colostrum is the first fluid produced by the mammary glands near birth and secreted from the mammary glands after birth. Due to 
the structure of the placenta in ruminant animals, substances with a large molecular structure such as immunoglobulin are not allowed to pass 
through the placenta. For this reason, lambs, like the offspring of other ruminants, are born with agammaglobulinemia. Lambs must have 
consumed colostrum in order to be protected from these infectious agents during their transition from sterile uterine environment to microbial 
loaded environment at birth. For this reason, it is vital that lambs receive colostrum in sufficient quantity and quality in the first 15 minutes to 
24 hours of life. The content and amount of colostrum, which is so important in the lives of lambs, is affected by the mother's nutrition during 
pregnancy. The aim of this review is to reveal the effects of feeding practices during pregnancy on colostrum in ewes. 

 

Keywords: Nutrition, Pregnant ewes, Colostrum, Lamb health   

1.Giriş 

Kolostrum, doğumdan hemen sonra meme bezinden 

salgılanan ilk maddedir ve organoleptik yapısı, yoğunluğu, 

rengi ve kimyasal bileşimi bakımından sütten farklıdır. 

Kolostrum, immünoglobülinin (Ig) doğum sonrası dönemde 

sınırlı bir süre için annenin kan dolaşımından meme 

salgılarına aktarıldığı kolostrogenez ile üretilir (1). 

Ruminant hayvanlarda gebeliğin son döneminde yapılan 

besleme sentezlenecek olan kolostrumun miktar ve kalitesi 

üzerine etki göstermektedir (2). 

Koyunlarda meme bezlerinin gelişiminin büyük bir kısmı 

gebeliğin son ayında gerçekleşmektedir. Özellikle 

doğumdan önceki haftada meme bezlerinin boyutu belirgin 

şekilde artar ve bu büyüme laktogenezin başlangıcında 

yoğun kolostrum sentezine eşlik eder. Hem meme bezlerinin 

büyümesi hem de meme hücrelerinin farklılaşması gebeliğin 

sonlarında annenin beslenmesinden oldukça fazla bir şekilde 

etkilenmektedir (3). Bu sebeple koyunlarda yeterli meme 

gelişimi ve yeterli düzeyde kolostrum sentezi için özellikle 

gebeliğin sonlarında yapılan besleme uygulamaları büyük 

önem taşımaktadır. Gebelik döneminde yapılan yetersiz 

besleme sentezlenen kolostrum miktarını azaltabilmekte, 

doğum öncesi ve sonrası sentezlenen kolostrumun 

viskozitesini değiştirebilmekte ve süt üretiminin başlangıcını 

geciktirebilmektedir (4). 

Bu makalenin amacı, kuzu sağlığında önemli bir yeri olan 

kolostrum kalitesine koyunlarda gebelik döneminde yapılan 

besleme uygulamalarının etkisini ve kolostrum kalitesini 

iyileştirebilmek için yapılabilecek uygulamaları 

değerlendirmektir.  

Gebelik dönemi beslemenin kolostrum sentezine etkisi 

Koyunlarda doğuma yakın süreçte memede biriken 

kolostrum miktarı, gebeliğin sonunda yapılan besleme, 

yavru büyüklüğü ve annenin vücut kondiyon skoruna (VKS) 

bağlıdır. Bu faktörler gebeliğin devamını sağlayan 
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progesteron hormonu ile yakından ilişkilidir. Progesteron 

düzeyi gebelik döneminde yüksek olup, gebeliğin ikinci 

yarısında büyük çoğunlukla plasenta tarafından 

üretilmektedir. Progesteron hormonu hem laktasyonun 

başlamasını hem de doğumu engeller. Gebeliğin son 

haftasında ise progesteron seviyesi düşer östrojen seviyesi 

yükselir. Progesteron/östrojen oranında meydana gelen bu 

değişiklik, doğumun başlangıcını belirleyen etmenlerin 

başında gelir. Çünkü progesteron ve östrojen uterusun 

prostoglandin, katekolamin ve oksitosine duyarlılığı üzerine 

zıt etki göstermektedir. Yetersiz beslenme durumunda 

progesteronun metabolizmadan uzaklaştırılması 

gecikebilmektedir. Bu gecikme hayvanın besin madde 

ihtiyaçlarının karşılanması ile giderilebilmektedir (3,5,6). 

Progesteron seviyesinin düşüş hızı birkaç faktöre bağlı 

olmakla birlikte progesteronun vücuttan uzaklaştırılmasında 

rasyon enerji düzeyinin çok önemli rol üstlendiği 

belirtilmektedir. Plazma glikoz düzeyi, laktoz üretimi ile 

yakından ilişkili olduğundan kolostrum üretimini de 

etkilemektedir. Diğer ruminant hayvanlarda olduğu gibi 

koyunlarda da glikoz prekürsörü olan propiyonik asit 

üretiminin teşvik edilmesi glikoz düzeyini olumlu yönde 

etkilemektedir. Doğuma yakın süreçte hayvanların besin 

madde ihtiyaçlarının karşılanması ile progesteron 

metabolizması için yeterli besinler sağlandığından 

kolostrum üretimi desteklenebilmektedir (7).  

Gebelik dönemi beslemenin kolostrum miktarına etkisi 

Kolostrumun büyük çoğunluğu, gebeliğin son 2 veya 3. 

gününde ve doğumdan sonraki ilk gün sentezlenmektedir. 

Gebelik döneminde koyunların beslenmesi kolostrum 

üretimi ve laktogenezin başlangıcı ile bu süreçlerin 

hormonal kontrolünü veya özellikle gebeliğin sonunda 

ihtiyaç duyulan besinlerin karşılanmasını sağlayarak etkisini 

göstermektedir. Özellikle ikiz gebeliklerde rumenin hacmi 

uterusun büyüklüğünden dolayı sınırlandırılmaktadır. Bu 

olay da yeterli kuru madde (KM) alımını 

engelleyebilmektedir. Yetersiz KM alımı rumenden alt 

gastrointestinal sisteme sindirim içeriğinin daha hızlı 

geçmesine sebep olur. Rumenden geçiş hızının artması ile 

birlikte mikrobiyal sindirim için ayrılan sürenin 

yetersizliğine yol açar. Bütün bu nedenlerle hayvanların 

besin madde ihtiyaçlarının karşılanması için gebelik 

döneminin sonunda tahıl taneleri gibi konsantre yemlerin 

rasyona eklenmesi gerektiği sonucu ortaya çıkmaktadır (7-

9). Konsantre yemler kaba yemlere göre daha küçük 

hacimde olmakla birlikte daha yüksek enerji ve protein 

sağlamaktadırlar. 

Kuru madde tüketiminin kolostrum üzerindeki etkisi 

Gebelik dönemindeki KM tüketim düzeyi koyun ve 

kuzularda kan serumundaki immünoglobülin G (IgG) 

konsantrasyonu üzerinde farklı etkiler gösterebilmektedir. 

İhtiyaçlarının %60’ı düzeyinde KM tüketen koyunların 

kolostrum IgG içeriği 127.7 g/L olurken, ihtiyaçlarının 

%140’ı ile beslenen koyunlarda kolostrum IgG miktarının 

99.9 g/L olduğu bildirilmiştir. İhtiyaçlarının %100’ü ile 

beslenen koyunlarda ise kolostrum IgG miktarı 82.1 g/L 

seviyelerinde olduğu bildirilmiştir. Bunların yanı sıra 

gebeliğin ikinci yarısından itibaren yetersiz veya aşırı 

besleme yapılması durumunda, kolostrum içeriği ve 

miktarında düşüşler gözlenebilmektedir (10,11). Gebelik 

döneminin sonlarında yavrunun büyümesi ile birlikte 

uterusun rumen üzerinde baskı oluşturması KM alımını 

sınırlandırmaktadır. Bu neden hayvanların yem tüketimlerini 

artırmak için lezzetli yemlerin kullanılması KM tüketimini 

artırma yönünde atılacak önemli adımlardan birisidir. 

Enerji kaynaklarının kolostrum üzerindeki etkisi 

Gebeliğin son iki ayında ve laktasyonun başlarındaki 

beslenme düzeyi, koyunun laktasyon dönemindeki süt 

verimi ile kuzuların büyüme performansını etkilemektedir 

(12). Koyunların doğum öncesi dönemde beslenmesi, sadece 

gelişmekte olan fetüsün büyümesini değil, aynı zamanda 

koyunun doğum sonrası kuzuya yeterli miktarda kolostrum 

ve süt üretme yeteneğini de etkilemektedir (13).  

Pratik olarak koyun yetiştiricileri kolostrum üretimi ile kuzu 

sağ kalımını artırabilmek için gebeliğin son haftaları ile 

doğumdan sonraki ilk birkaç gün kısa süreli enerji 

takviyeleri uygulamaktadır. Enerji takviyeleri genellikle 

mısır, yulaf, arpa, buğday gibi tahıl taneleri ile yağlardan 

oluşmaktadır (14-18). Bu enerji takviyeleri düşük viskoziteli 

kolostrum sentezi, kuzuların hayatta kalma şansının 

artırılması ve meme bezlerinde laktoz sentezi için glikoz 

prekürsörü olarak görev almaktadır (7). Tahıl tanelerinin 

rumende parçalanmasıyla nişasta açığa çıkmakta ve ruminal 

sindirime uğramaktadır. Sindirilmeyen kısmı ise ince 

bağırsaklara geçerek burada var olan enzimlerle glikoza 

kadar ayrışmaktadır. Sindirilen nişasta sütün bileşiminde 

bulunan laktoz sentezine katılmak suretiyle süt gibi 

kolostrum miktarını da artırmaktadır. Mısırdaki nişastanın 

ruminal fermantasyona dirençli olması bu tahılı gebeliğin 

son haftasında koyunların beslenmesi için yararlı bir enerji 

kaynağı haline getirmektedir. Tahılların işlem görmesi de 

(yarma, öğütme vs.) enzimlerin nişastaya ulaşma hızını 

artırarak sindirilme derecesini yükseltmektedir (19,20). 

Gebeliğin son haftasında koyunlara verilen yüksek enerjili 

katkıların, mevcut kolostrum miktarını artırarak kuzuların 

hayatta kalma oranını artırabileceği gösterilmiştir. Ayrıca 

enerji takviyesi, yenidoğan kuzu-koyun bağını yaşamın ilk 

saatlerinde daha çok güçlendirmekte ve doğumda kuzunun 

dinçliğini artırmaktadır (15).  

Protein kaynaklarının kolostrum üzerindeki etkisi 

Protein içeriği yüksek yem maddelerinin gebe koyunlarda 

kullanımından sonra meydana gelen kolostrum üretimindeki 

artış, esasen yüksek protein içerikleri, özellikle de ince 
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bağırsaklara by-pass protein sağlamalarından 

kaynaklanmaktadır.  Koyunların protein ihtiyaçlarının 

karşılanamaması durumunda ise üretilen kolostrum miktarı 

azalmaktadır. Yüksek oranda rumende sindirilebilir protein 

içeren (acı bakla gibi) yem maddelerinin yanında aşırı 

düzeyde sindirilebilir karbonhidrat tüketimi dolaşımdaki 

amonyak düzeyinin toksik seviyelere ulaşmasına sebep 

olabilir. Ayrıca nişasta içeriği yüksek tahıl tanelerinin 

rasyondaki oranının artırılması hayvanların protein 

ihtiyacını da artırmaktadır. Çünkü ince bağırsaklara gelen 

nişastanın sindirilebilmesi için gerekli olan pankreatik 

enzimlerin üretimi için de protein gerekmektedir (7,21). 

Koyunlara doğum öncesi ve sonrası dönemde orta ila yüksek 

seviyelerde ham protein takviyesi, sütteki yağ, protein ve 

toplam kuru madde içeriğini ve ayrıca kuzunun doğum 

ağırlığı ile günlük canlı ağırlık kazancını artırmaktadır (13). 

İyi kaliteli meralarda otlayan gebe koyunların protein 

ihtiyaçları genel olarak karşılanabilmektedir. Ancak ikiz 

gebeliği olan koyunlara doğum öncesi kısa süreli takviyeler 

yapmak kolostrum üzerine olumlu etki gösterebilmektedir. 

Gebelik döneminde ihtiyaçların altında yapılan beslemeden 

sonra yapılan takviyelerle kolostrum miktar ve kalitesi çok 

hızlı bir şekilde etkilenmektedir (7). 

Yapılan bir çalışmada gebe koyunlarda gebeliğin son 

döneminde ihtiyacın 1.4 katı düzeyinde protein verilmesinin 

kolostrum veriminde azalmaya neden olduğu bildirilmiştir 

(21). Ayrıca koyunlara yüksek düzeyde rumende 

sindirilmeyen protein kaynaklarının verilmesi de kolostrum 

miktarını azalttığını bildiren çalışmalar da mevcuttur (22). 

Bütün bu sonuçlardan hareketle koyunlarda gebeliğin son 

döneminde yapılan yüksek düzeyde protein takviyelerinin 

kolostrum üzerine olumsuz etki edebileceği 

söylenebilmektedir. 

Vitamin ve mineral kaynaklarının kolostrum üzerindeki 

etkisi 

Geç gebelik ve erken laktasyon, koyunların yaşamındaki en 

kritik aşamalardır. Vitamin ve mineralce eksik olan yemler 

gebe koyunların gebeliğin son döneminde sağlığını ve 

laktasyonda ise performanslarını etkileyebilmektedir. Bu 

nedenle, koyunların yaşamlarındaki bu en stresli 

dönemlerinde herhangi bir sağlık ve performans 

probleminden korunması için özel dikkat gösterilmesi 

gerekmektedir.  

Rasyondaki vitamin ve minerallerin düzeyi direkt olarak 

kolostrum ve sütteki mineral maddelerin içeriğini 

etkilemektedir. Hayvanların tüketmiş olduğu yemlerde 

selenyum (Se) veya E vitamini eksikliği bulunması, meme 

hastalıkları ve metritis gibi problemlerle 

sonuçlanabilmektedir. Bu rahatsızlıklar da kolostrum ve süt 

kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir (23). Meme bezinden 

salgılanan kolostrum veya sütün mineral madde içeriği sütte 

bulunan kazein/total protein oranına bağlı olup bu da 

hayvanların beslenme şekliyle doğrudan ilişkilidir. Kazeinin 

kimyasal yapısı suda çözünür kalsiyum fosfat, magnezyum 

ve potasyum tuzlarından oluşurken, kazeinler yeni doğan 

kuzu ve buzağılar için ana mineral madde kaynağıdır. 

Vitamin ve maya ile birleştirilmiş şelatlı minerallerle 

desteklenmiş yem rasyonları, inek sütündeki demir ve çinko 

seviyesini iyileştirdiği bildirilmiştir (24).  

Gebeliğin son dönemlerinde mineral bolusları ile beslenen 

koyunların kolostrumlarında KM ve protein içeriklerinin 

yüksek olduğu bildirilmiştir (25). Ancak gebe koyunların 

yüksek vitamin ve mineral tüketmesi kuzuların kolostral IgG 

absorpsiyon yeteneklerini düşürdüğü belirtilmektedir (26). 

Sonuç 

Koyunlarda ve diğer ruminantlarda yapılan araştırmalar 

incelendiğinde gebelik döneminde yapılan besleme 

uygulamaları, farklı besin maddelerinin rasyona eklenmesi 

veya rasyondaki düzeylerinin değiştirilmesi ile kolostrum 

miktar ve kalitesinin değiştirilebileceği gözlenmiştir. Kuzu 

sağlığı açısından önemli olan kolostrum üzerine etkili farklı 

besleme stratejilerinin geliştirilmesi ile kuzu sağlığı dolaylı 

olarak desteklenebilmektedir. Ayrıca gebelik döneminin 

sonlarında yapılan besleme uygulamaları ile gebe 

hayvanların sağlığı ve laktasyon performansları da olumlu 

bir şekilde etkilenmektedir. Bu sebeple konu ile ilgili daha 

fazla sayıda çalışma yapılarak kuzu kayıpları 

engellenebilecek hem de koyunların gebelik dönemi ile 

laktasyon döneminde yaşaması muhtemel rahatsızlıkların 

önüne geçilebilecektir. 
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c. Kaynak editörlü kitaptan bir bölüm ise; Örnek: Gay CC, Besser TE. Escherichia coli septicaemia in 

calves. Gyles CL. eds. In: Escherichia Coli in Domestic Animals and Humans. Wallingford: CAB 

International, 1994; pp.75-90.  

d. Kaynak kitap ise; Örnek: Varley H, Gowenlock AH, Bell M. Practical Clinical Biochemistry. Fifth 

Edition. London: William Heinemann Medical Books Ltd, 1984; p. 685.  

e. Kaynak editörlü kitap ise; Örnek: Constable PD, Hinckliff KW, Done SH, Grunberg W. Veterinary 

Medicine. Eleventh Edition. London: W.B. Saunders Company, 2017; p.57.  

f. Kaynak kongre bildirisi ise; Örnek: Kirbas A, Degirmencay S., Kilinc AA, Eroglu MS. Increased 

cardiac troponin-I concentration and cardiac enzyme activities in neonatal calves with sepsis. Second 

International Veterinary Internal Medicine Congress. October, 11-13, 2019; Ankara-Türkiye.  

g. Kaynak tez ise; Örnek: Kırbaş A. Elâzığ, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki sığır ve 

koyunlarda Kırım Kongo Kanamalı Ateş virüs enfeksiyonunun seroprevalansının araştırılması, Doktora 

tezi, Fırat Üniv Sağ Bil Ens, Elâzığ 2009; s.1-2. (thesis in Turkish with an English abstract). 

Web tabanlı erişimler kaynak olarak gösterilmemelidir. 

 

 

f. Tablolar; kaynaklar kısmından sonra, her bir tablo ayrı sayfada olacak şekilde verilmelidir. Tablo başlıklarının 

yalnızca ilk harfleri büyük olmalıdır. Tablo başlıkları tablonun üzerinde bulunmalı ve Tablo 1. (Table 1.) 

şeklinde numaralandırılmalıdır. Tablolarda iç ve yan kılavuz çizgiler kullanılmamalıdır. Tanımlayıcı bilgi ve 

açıklamalar tabloların altına yerleştirilmelidir. 

 

 

 

 

 

 

 

  

http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html)


Örnek: 

Table 1. Determination of elements in Dogfish Liver certified reference material 

 

Concentration (µg g-1) 

 

 Certifieda Foundb R(%) 

A
lc 

200 215 ±10 108 

V
c 

0.6 0.56 ± 
0.01 

93 

Crc 1.4 1.52 ± 0.02 109 

Coc 0.25 0.28 ± 0.02 112 

As 9.66 ± 0.62 9.55 ± 0.16 99 

Cd 24.3 ± 0.8 24.2 ±0.3 100 

Cu 31.2 ± 1.1 31.7±0.4 102 

Fe 1833 ± 75 1914±65 104 

Pb 0.16 ± 0.04 0.16±0.02 100 

Hg 2.58 ± 0.22 2.31±0.02 90 

Ni 0.97 ± 0.11 0.94±0.03 97 

Se 8.3 ± 1.3 8.3±0.2 100 

Ag 0.93 ± 0.07 0.86±0.01 92 

Zn 116 ± 6 113±

1 

97 

 

 
a At 95 % confidence level 

b x̄ ± SD , n=3, cInformation value 

 

g. Her resim, grafik ve çizim; şekil olarak kabul edilip Şekil 1. (Figure 1.) gibi yazılmalı, her biri ayrı sayfada 

olacak şekilde verilmelidir. Tanımlayıcı bilgi ve açıklamalar şekil ismi ile birlikte şeklin altına 

yerleştirilmelidir. Resimler 300dpi çözünürlükte olmalıdır. 

Örnek: 

 

Figure 1. Concentration of Hg (mg 

kg-1) 



Yayının baskı öncesi matbaa provası yazışmadan sorumlu yazara gönderilir ve üç gün içerisinde kontrol 

edilerek dergiye geri gönderilmesi istenir. 

Her yayın için Bozok Veteriner Bilimleri'nin ilgili sayısı yazışmadan sorumlu yazara gönderilir. Makalelerin 

PDF türü tam metin dosyalarına derginin web sayfasından erişilebilir. 
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WRITING RULES 

Purpose 

In Bozok Veterinary Sciences, by publishing original research articles, case reports, reviews, short papers and 

letters to the editor with current and original value prepared in the fields of Veterinary Clinical Sciences, 

Veterinary Preclinical Sciences, Veterinary Basic Sciences, Food Hygiene and Technology, Animal Science 

and Animal Nutrition. It is aimed to contribute to national and universal science. 

Scope 

Bozok Veterinary Sciences is the scientific publication of Yozgat Bozok University and is published twice a 

year, in June and December. The abbreviated name of the journal is Bozok Vet Sci. Bozok Veterinary 

Sciences, which will start its publication life in 2020, will be published as a peer-reviewed and scientific 

periodical. 

In our journal, an original research article, case report, prepared in the fields of Veterinary Clinical Sciences, 

Veterinary Preclinical Sciences, Veterinary Basic Sciences, Food Hygiene and Technology, Animal Science 

and Animal Nutrition, which was prepared in one of the Turkish and English languages and was not presented 

simultaneously to another journal, Invited and editor-approved reviews, short papers and letters to the editor 

are published. 

WRITING RULES (PREPARATION OF THE ARTICLE-ARTICLE) 

1. Responsibilities of the articles belong to their authors. In order for the submitted manuscript to be 

published, it must be approved by the advisors appointed by the editorial board. No fee or 

compensation is paid for the articles published in the journal. Unaccepted manuscripts and their 

appendices will not be returned unless otherwise stated. 

2. The publication languages of the journal are Turkish and English. At the beginning of the publication, 

the Turkish “Abstract” and the English “Abstract” sections should be included. The abstract section 

should not exceed 200 words. 

3. A plain and understandable writing language should be used in the text, scientific writing style should 

be adopted, unnecessary repetitions should be avoided and abbreviations should be defined where they 

are first used. 

4. If accepted for publication in Bozok Veterinary Sciences, the "Copyright Form - Copyright Transfer 

Agreement", which includes the declarations regarding the transfer of all kinds of publication rights, 

must be signed by the responsible author and sent in pdf format. 

5. Responsibility for the "ethics committee approval" of the studies submitted to the journal belongs to 

the authors. However, the Editor reserves the right to request an ethics committee document from the 

authors when necessary. 

6. All authors in the article are required to upload the ORCID ID (Open Researcher and Contributor 

Identifier) registration number information, which is a scientific researcher identification system, to 

the system at the time of submitting the article. ORCID ID registration can be done free of charge at 

http://orcid.org. 

7. The author specified in the correspondence address; He is responsible for all correspondence, changes 

on the article (including the number and order of the author) and correction of the printing proof of the 

articles accepted for publication. 

8. Electronic submission: Manuscripts should be submitted fully electronically in order to speed up the 

publication review process. 

9. Studies to be published; It should be written in Microsoft Word 6.0 or higher, in Times Roman font, 

12 points, double-spaced, with 3 cm margins on all sides of the page, and with line numbers starting 

from the first page. Information about the authors in the study should be presented separately from the 



"Title Page" and "Main Document". It should be preferred that the original research and review 

articles should not exceed 16 pages, the literature list should not exceed 30 if possible, and the number 

of figures and tables should not exceed 8. Short papers and case reports should not exceed 10 pages. 

10. Manuscripts sent to Bozok Veterinary Sciences should be arranged in the following order (Title, 

Abstract, Text, References, Tables and Figures), Tables and Figures should be indicated on separate 

pages. 

11. Studies submitted to the journal should consist of Abstract, Abstract, Introduction, Material and 

Method, Results, Discussion and Conclusion, References. Introduction, Material and Method, Results, 

Discussion and Conclusion sections should be numbered (1. Introduction, 2. Material and Method, 3. 

Findings, 4. Discussion and Conclusion). Sub-headings should be numbered sequentially as 1.1., 1.2.,. 

The references section should not be numbered. 

a) Title: The title should be short, clear, all capital letters and appropriate for the text. Especially in the 

electronic submission, only the title of the article (without giving the author and institution address) should 

be written. This method is applied to ensure that the articles are evaluated impartially by experts 

b) Abstract: In Turkish articles, there should be an abstract in Turkish and English. Turkish abstracts are also 

required for English articles. The abstract should not be longer than 250 words; should include the 

purpose, material and method, findings and conclusion. 4-6 keywords should be given under the abstracts. 

Turkish keywords should be given in accordance with "Turkish Science Terms (TBT)" (See 

http://www.bilimterimleri.com). English keywords should be given in accordance with "Medical Subject 

Headings (MESH)" (See http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html). 

c) Text: In research articles; Introduction, Material and Method, Results and Discussion and Conclusion 

sections, in case reports; There should be Introduction, Case Report, Discussion and Conclusion sections. 

Chapter titles should be written in lowercase letters with the first letter capitalized. "Systeme International 

(SI)" units should be used in manuscripts. The summary prepared for the review articles should consist of 

information about the subject of the review and the purpose of the review. The review article should start 

with "Introduction", continue with subheadings to be determined by the author/s, and should be completed 

with "Conclusion" and "References". 

d) Symbols, units and abbreviations: Our journal accepts the system specified by Scientific Style and Format, 

The CSE Manual for Authors, Editors, and Publishers, Council of Science Editors, Reston, VA, USA (7th 

ed.). Symbols such as ×, µ, η, or ν should be selected from the MS Word symbol list and used. For degree 

(°) symbol display; It should not be done by showing the letter "O" or the number "0" as superscript, it 

should be preferred to use from the symbol menu. Symbol menu (×) should be used, not the product letter 

“x”. Numbers, units, and mathematical symbols (+, –, ×, =, <, >) should be followed by a space (e.g. 3 kg), 

not a percent sign (e.g. 45%). Latin et al., in vitro or in situ terms should not be shown in italics. 

e) References: References should be indicated in the text with numbers in parentheses. If more than one 

source is to be cited, it should be stated in the same parenthesis, eg (3,5,7-11). Reference should be made 

in the text for each of the sources in the literature list. 

12. In references with more than five authors, "et al." suffix should be used, and it should be written in the 

following systematic, paying attention to the punctuation marks and spelling rules. 

a) If the source is a periodical; Durmuş İ, Demirtaş ŞE, Can M, Kalebaşı S. Determining egg 

consumption habits in Ankara. Tavukçuluk Araştırma Dergisi 2007; 7: 42-45 (article in 

Turkish with an English abstract). 

b) Aslam B, Wang W, Arshad MI, Khurshid M, Muzammil S et al. Antibiotic resistance: a 

rundown of a global crisis. Infection and Drug Resistance 2018; 11: 1645-1658. doi: 

10.2147/IDR. S173867. 

c) If the source is a chapter from the edited book; Gay CC, Besser TE. Escherichia coli 

septicaemia in calves. Gyles CL. eds. In: Escherichia Coli in Domestic Animals and Humans. 

Wallingford: CAB International, 1994; pp.75-90. 

d) If the source book; Varley H, Gowenlock AH, Bell M. Practical Clinical Biochemistry. 

Fifth Edition. London: William Heinemann Medical Books Ltd, 1984; p. 685. 

e) If the source is an edited book; Constable PD, Hinckliff KW, Done SH, Grunberg W. 

Veterinary Medicine. Eleventh Edition. London: W.B. Saunders Company, 2017; p.57. 

f) If the source is the congress notice; Kirbas A, Degirmencay S., Kilinc AA, Eroglu MS. 

Increased cardiac troponin-I concentration and cardiac enzyme activities in neonatal calves 



with sepsis. Second International Veterinary Internal Medicine Congress. October, 11-13, 

2019; Ankara-Türkiye 

g) If the source is thesis; : Kırbaş A. Elâzığ, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki sığır 

ve koyunlarda Kırım Kongo Kanamalı Ateş virüs enfeksiyonunun seroprevalansının 

araştırılması, Doktora tezi, Fırat Üniv Sağ Bil Ens, Elâzığ 2009; s.1-2. (thesis in Turkish with 

an English abstract). 

 

Web-based access should not be cited as a source. 

f) Tables; After the references part, each table should be given on a separate page. Only the first letters of 

table titles should be capitalized. Table headings should be above the table and numbered as Table 1. 

(Table 1.). Inside and side guide lines should not be used in tables. Descriptive information and 

explanations should be placed below the tables. 

Sample : 

Table 1. Determination of elements in Dogfish Liver certified reference material 

 

Concentration (µg g-1) 

 

 Certifieda Foundb R(%) 

Alc 200 215 ±10 108 

Vc 0.6 0.56 ± 0.01 93 

 
Crc 1.4 1.52 ± 0.02 109 

Coc 0.25 0.28 ± 0.02 112 

As 9.66 ± 0.62 9.55 ± 0.16 99 

Cd 24.3 ± 0.8 24.2 ±0.3 100 

Cu 31.2 ± 1.1 31.7±0.4 102 

Fe 1833 ± 75 1914±65 104 

Pb 0.16 ± 0.04 0.16±0.02 100 

Hg 2.58 ± 0.22 2.31±0.02 90 

Ni 0.97 ± 0.11 0.94±0.03 97 

Se 8.3 ± 1.3 8.3±0.2 100 

Ag 0.93 ± 0.07 0.86±0.01 92 

Zn 116 ± 6 113±1 97 

a At 95 % confidence level 

b x̄ ± SD , n=3, cInformation value 

Every picture, graphic and drawing; should be accepted as figures and written like Figure 1. (Figure 1.), 

each one should be given on a separate page. Descriptive information and explanations should be placed 

under the figure along with the figure name. Pictures must be at 300dpi resolution. 

 

 

 



Sample: 

 

Figure 1. Concentration of Hg (mg 

kg-1) 

The prepress proof of the publication is sent to the corresponding author and it is requested to be checked and 

returned to the journal within three days. 

For each publication, the relevant issue of Bozok Veterinary Sciences is sent to the corresponding author. 

PDF-type full-text files of the articles can be accessed from the journal's web page. 
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