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Tekrarlayan ve Kronik Giardiazisli Kedilerde Fekal Mikrobiyota Transplantasyonu:

Hedefe Yonelik Sagaltim

Kerem URAL ! ™
! Aydin Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari Ana Bilim Dali, Aydn/Tiirkiye
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Ural K. Tekrarlayan ve Kronik Giardiazisli Kedilerde Fekal Mikrobiyota Transplantasyonu: Hedefe Yo6nelik Sagaltim. Bozok Vet Sci (2025) 6, (1):1-7.

Ozet: Giardiazis hem insanlar hem de hayvanlar i¢in énemli 6l¢iide saglik agisindan tehlikeli bir sorun teskil eder. Zoonotik Giardia tiirlerine
ev sahipligi yapma riski bulunan kedi giardiazisi i¢in sinirli tedavi segenekleri vardir. Mevcut ¢alisma, kedilerde tekrarlayan ve kronik giardiazis
hastalarma fekal mikrobiyota transplantasyonu (FMT) ile olasi dogal ve tam bir tedavi saglamay1 amaglamaktadir. Bu amacla, G. duodenalis
digki antijenleri (immiinokromatografik), diski kisti/trofozoitleri (mikroskobik olarak flotasyon yoluyla) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile geligmis tanisal fayda tiim ¢aligma boyunca mevcut kabul edilmistir. Bu ¢aligma 2014-2024 yillar arasinda 10 yillik dénemi kapsamakta
olup, giardiazisli kedilerde FMT etkinligini saptanmasi amaglanmistir. Calismaya dahil edilen 11 kedide iligkili tanisal testlerle kroniklesen
giardiazis tanis1 konuldu. Usuliine uygun FMT olgu bazinda 1-3 kez uygulandi. Kist skorlar1 sagaltim 6ncesi 2-4 arasinda degisirken (4 olguda
en yiiksek kist skoru olan 4 puan tespit edildi], FMT ile sagaltim sonras1 mukayeseli degerlendirmede 0 ile 2 arasinda (en yiiksek kist skoruna
sahip 4 olgundan 3’iinde 1, 1’inde 0 olarak) saptand1. 11 olgunun 7’sinde FMT sonrasi kist skorlar1 0 idi. Calisma baslangicinda kist sayimlarina
iliskin skorlamalarda ortanca deger (3.0) ile FMT sonrasi ortanca deger (1.0) arasi istatistiksel farkliligin (p=0.005) bulunmasi sagaltim basarisi
ile iliskilendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Giardiazis, Fekal Mikrobiyota Transplantasyonu, Kedi, Kronik

Fecal Microbiota Transplantation in Cats with Recurrent and Chronic Giardiasis: Targeted
Therapy

Abstract: Giardiasis poses a significant health risk for both humans and animals. There are limited treatment options for feline giardiasis, which
has the risk of harboring zoonotic Giardia species. The present study aims to provide a possible natural and complete treatment for recurrent
and chronic giardiasis patients in cats with fecal microbiota transplantation (FMT). For this purpose, improved diagnostic utility with G.
duodenalis fecal antigens (immunochromatographic), fecal cysts/trophozoites (microscopically by flotation) and polymerase chain reaction was
assumed to be present throughout the study. This study covers a 10-year period between 2014 and 2024 and aims to determine the efficacy of
FMT in cats with giardiasis. Chronic giardiasis was diagnosed in 11 cats included in the study with relevant diagnostic tests. Appropriate FMT
was applied 1-3 times on a case-by-case basis. While cyst scores varied between 2-4 before treatment (the highest cyst score was 4 in 4 cases),
in the comparative evaluation after treatment with FMT, they were between 0 and 2 [3 out of 4 cases with the highest cyst score were 1 and 1
was 0]. Cyst scores after FMT were 0 in 7 out of 11 cases. The statistical difference (p=0.005) between the median value (3.0) and the median
value (1.0) after FMT in the scores regarding cyst counts at the beginning of the study can be associated with the success of treatment.

Keywords: Cat, Chronic, Giardiasis, Fecal microbiata, Transplantation

1. Giris bazen duodenal aspiratlarin incelenmesi veya trofozoitler i¢in
o . i ) rolleri il kol biyopsi yapilmasi da Onerilen tanisal metotlardandir.
Giardiazis, birinci basamak tedavi protokolleri ile kolay Ozellikle  asemptomatik  olabilen  diisik  seviyeli

tedavi edilebilen bir hastalik olarak goriilse de enfeksiyondan enfeksiyonlarda, artan giardia yilkiine veya bagka bir

intestinal patojenin sinerjistik etkisine bagl olarak hastalik
tablosu gelisebileceginden; bu tanisal degerlendirilmeler goz
ard1 edilmemelidir (1). Insanlar arasinda siklikla tartisilan bu

kaynaklanan veya onu takip eden uzun siireli semptomlar
yonetimi gli¢lestirmektedir. Gastrointestinal ve genel durum
bozuklugu semptomlarinin tekrarlamasi; yeniden

enfeksiyondan, bagirsak mukozasindaki hasardan, tedavi . e " .
konu, bu makalenin yazarlarinin goriislerine gdre veteriner

basarisizligindan veya enfeksiyon sonrast sendromlardan hekimliginde yeterince giindeme getirilmenmistir.

kaynaklanabilmektedir. Kronik giardiazis tedavi

basarisizliginda gelisebilmekte ve semptomatik veya Bu c¢alisma 2014-2024 yillar1 arasinda 10 yillik donemi
asemptomatik  karakterde  olabilmektedir. = Sagaltim kapsamakta olup, yazarin FMT uygulamalari ile tecriibesi ¢ok
etkinliginin  degerlendirilmesi igin, ardigtk ti¢ diskt daha da eski tarihlere uzanmaktadir. Aslinda prospektif
orneginden kist saptanmamas1 yeterli goriilmekle birlikte planlanan ¢alisma, vaka sayisinin yillara dagilimi (sadece bu

D4: uralkerem@gmail.com
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konu ozelinde retrospektif arsiv), calisamaya dahil edilme
kriterleri, parazitolojik yoklamada uzman varhigi (A.A.),
hasta sahibi onam formu, etik kurul izinleri ile hasta takibinde
veteriner hekim dis1 zorluklar nedeniyle retrospektif olarak
degerlendirmeye alinmustir.

2. Gerec¢ ve Yontem
2.1. Klinik izlem

Enfekte oldugu belirlenen kedilerde post-infeksiydz 10 giin
boyunca giinliik olarak gdzlemlendi ve iliskili degiskenler ile
laboratuvar verileri degerlendirildi. Digkilar giinliik olarak
topland:1 ve digki kivami 0 (normal kivam) veya 1 (yumusak
veya sulu kivam) olarak puanlandi. Calismaya dahil edilen 11
kedide her iki cinsiyetten (7 erkek, 4 disi), farkli irklardan (3
British Short Hair, 2’ser Iran ve Ankara, 1’er Van, Scottish
Fold, Ragdoll ve Sfenks) ve cesitli yas gruplarindan (9 ay-7
yas) tesekkiil edildi. Kedilerin tamami evde bakilan, beslenen
ancak disari ile temast olanlar arasindaydi.

2.2. Diski Analizi

FMT ve/veya zenginlestirilmis (zn) FMT uygulamasinin tek
veya c¢oklu seanslar1 sirasinda, her bireysel kedinin
rektumundan 4 ¢ift digk1 6rnegi dogrudan toplandi ve Giardia
kistleri i¢in veteriner parazitoloji uzmani (A.A.) tarafindan
incelendi. Temelinde G. duodenalis fekal antijenleri
immunokromatografik yontemle, diskidaki kist/trofozoitler
mikroskopik  muayene (flotasyon metodolojisi) ile
belirlenirken, iist tanisal dogrulama amaciyla da PZR (A.A.)
tercih edildi. Her disk1 6rnegi, 0.01M fosfat tamponlu salin
¢ozeltisi (pH 7.2) icinde 1:4 oraninda seyreltildi ve bir
mikroskop lami iizerine ince bir yayma yapild1. in vitro direkt
IFA testinde ayni anda Giardia kistlerini ve Cryptosporidium
ookistlerini tespit edebilen bir yontem kullanildi. Lamlar,
ireticinin talimatlarma gore boyandiktan sonra, lam basina
kist say1s1 floresan mikroskopla sayildi. Bir kist skoru 0 ile 4
arasinda su sekilde verildi: 0, 0 kist/slayt; 1, 1 ila 250
kist/slayt; 2, 251 ila 500 kist/slayt; 3, > 501 kist/slayt; ve 4,
sayilmayacak kadar ¢ok kist (yani, > 100 kist/10X objektif
alan) (Tablo 1). Onceki her 2 galisma baz alinarak (2,3) kist
sayimlar1 dahilinde iliskin skorlamalar yapildi. Asagida tablo
1’de sunuldu.

Tablo 1. Giardia kist sayimlarina iligkin skorlama.

Kist 0 1 2 3 4

skoru

0 lila250  25lila > 501 Sayilmayacak
kist/slayt  kist/slayt 500 kist/slayt  kadar ¢ok kist
kist/slayt (yani, > 100
kist/10X

objektif saha)

2.3. Istatistiksel Analizler

Tiim istatistikle iliskili veri setinde SPSS Istatistik 16.0
kullanildi. Veri setinin non-parametrik dagilimina istinaden
sagaltim oncesi (0. gilin) ile FMT sagaltimi sonrast (10.
giinlerde) karsilastirmali kist skorlarinin degerlendirilmesine
yonelik olarak Wilcoxon Isaretli Sira Testi kullanildi.
Eslestirilmig 6rneklem karsilastirilmasinda, farkliliklar arasi
dagilim normalite beklentilerini karsilamadiginda, uygunluk
acisindan bu test tercih edildi.

2.4. Fekal Mikrobiyota Transplantasyonu

Saglikli oldugu bilinen, Felin Dermatoloji Grubu ile
Intestinal Permeabilite Ol¢iim Merkezi arsivlerinde yer alan
mikrobiyota analizleri evvelden gergeklestirilmis ve
kritelerimizi karsilayan (diisiik glisemik indeksle beslenme,
miimkiin olan en diigiik seviyede karbohidrat ile beslenmesi
idame ettirilen, anti-paraziter miicadelesi eksiksiz uygulanan,
son 3 ay icerisinde klinik ziyaretinde bulunmadif1 tespit
edilerek, antibiyotik ya da immunsupresif vb. herhangi bir
ilag kullanilmamis olan) dondrler arasindan secgilen yas
eslestirmesi yapilmis kedi diskilari kullanildi.

Onceden ayni arastirmact  grubumuzdan isimlerinde
bulundugu ve imza attiklar1 ¢calisma yontem kismi dikkate
alinarak (4) mikrobiyota analizleri bilinen ve dondr olarak
kullanilacak kedilerde standart olarak maksimum gr diski
temin edildi. Oncelikli olarak elde edilen diskinin gok hizli
sekilde giinlilk ve tazeligini korumasina yardimeci olacak
sekilde kuru buz akiileri ile sarilarak merkezimize getirilmesi
saglandi. Ayni yas grubundan kedilerde (donér oOncelikli
kullanima tam kan sayimi, serum biyokimyasi ve fekal
mikroskobik muayene ile saglikli oldugu anlagilan) rektal
yolla toplandi. Elde edilen disk1 6rnegi esit miktarda izotonik
(%0.9’luk NaCl) ile sulandirilarak homojenize edildi ve
karigtirtldi. Daha sonra slizge¢ yardimi ile kati partikiiller
uzaklastirildi, altta kalan sivi kisim serum seti yardimi ile
rektal yoldan bagirsakta miimkiin oldugunca uzak noktaya
verildi. Fekal mikrobiyota transplantasyonu (olgularin
tamaminda 1-3’er seans) sonrast belirgin klinik iyilesmeye
(Sekil 1 ve 2) dair bulgular (12-48 saat icerisinde) tablo 1’de
sunuldu. Olgularda FMT’nin etkinliginin salt olarak
degerlendirilmesi amaci ile baska herhangi bir sagaltim
miidahalesi ya da medikal takviyede (klinik bulgularin
bagirsak mikrobiyotas: ile iliskilendirilmesi hedefi ile)
bulunulmada.

3. Bulgular

Kist skorlar1 sagaltim Oncesi 2-4 arasinda degisirken (4
olguda en yiiksek kist skoru olan 4 puan tespit edildi), FMT
ile sagaltim sonrasi mukayeseli degerlendirmede 0 ile 2
arasinda (en yiiksek kist skoruna sahip 4 olgundan 3’iinde 1,
1’inde 0 olarak) saptandi. 11 olgunun 7’sinde FMT sonrast
kist skorlariin 0 olmas1 dikkat ¢ekti (Tablo 2).
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Tablo 2. Caligmaya dahil edilen 11 kronik giardiazisli kedide
kist sayimlarma ve skorlarina iliskin analitik veriler.

Kist sayimina ait analitik veri Deger
FMT o6ncesi medyan 3.0
FMT sonrasi ortanca 1.0
FMT oncesi ortalama 3.18
FMT sonrasi ortalama 0.81
Wilcoxon Test istatistik verisi 0.0
P-degeri 0.005

3.1. Demografik Bulgularla Elde Edilen Sonug¢lar

Asagida tablo 3’de sunuldugu hali ile tanisal araglar,
gerceklestirilen FMT seans sayis1 ve tipi ile sagaltim sonucu
elde edilen iyilesme ile klinik yansimalari bir arada
goziikmektedir. Olgularin 8’inde hem klinik iyilesme hem de
parazitolojik iyilesme bir arada goriiliirken, diger 3 olguda
yalnizca klinik iyilesme belirgindi. Burada belirleyici unsur
sagaltim etkinliginin degerlendirilmesine ydnelik alinan
ardisitk 3 digki Orneginden kist saptanmamasi ile PZR
negatifligin bir arada alinmasi yeterli goriildii.

Tablo 3. Toplu veri akisi ile kiimiilatif bulgularin tezahiirii.

Vaka Tam araglar: FMT Sagaltim

no seanslar1 sonucu

I Poc testi, fekal smear, 2kezznFMT  klily, ply
PZR

Il Poc testi, fekal smear, Tek znFMT klly, ply
PZR

I Poc testi, fekal smear, Tek FMT kliy, ply
PZR

v Poc testi, fekal smear, Tek znFMT klly, ply
PZR

\% Poc testi, fekal smear 2 kezznFMT  klly, ply

VI Poc testi, fekal smear 2 kezznFMT  klly, ply

VIl Poc testi, fekal smear 3 kezznFMT  kliy

VIII Poc testi, fekal smear ~ Tek znFMT klly, ply

IX Poc testi, fekal smear 3kezznFMT  kliy

X Poc testi, fekal smear 2 kezznFMT  kliy

XI Poc testi, fekal smear, Tek znFMT klly, ply
PZR

klly: klinik iyilesme, ply: parazitolojik iyilesme, PZR: Polimeraz
Zincir Reaksiyonu, FMT: Fekal mikrobiyota transplantasyonu,
znFMT: Zenginlestirilmis fekal mikrobiyata transplantasyonu (Gut-
cumin [ ile takviye), Poc:hasta bagi hizh test kiti

4. Tartisma ve Sonug¢

Oncelikli olarak tekrarlayan (niiks edici karakterde), kronik
giardiazis’in nedenleri {izerinde ve bu minvalde tartisma
yerinde olacaktir. Insanlarda giardiazis vakalarinin kronik
enfeksiyonlara doniigmesi konak ve parazit iligkili faktorlere
dayanmaktadir. Baslica yas, bagisiklik durumu, beslenme,
bagirsak mikrobiyotas: ve maruziyet oykiisii konaker iliskili
faktorlerden iken; genotip, ¢ogalma hizi, degisken yiizey
proteinleri, bagisiklik tepkisinden kagma yetenegi ve
farmasdtiklere  direng,  parazit  iligkili  faktorleri
olusturmaktadir (6,7). Bu makalede yer alan kedilerin
tamaminda  getirilmeden  6nce (bagka hekim eli ile)
gecmiste metronidazol kullanimi  s6z konusu olup,
metronizadol direncine iliskin elde veri olmamasina ragmen,
bu konunun arastirilmasi gerekliligi 6ne siiriilebilir. Aslinda
usiilden de esastan da bu durum goz 6niinde bulundurularak [
onceki medikal gegmisleri] tekrarlayan, kronik, inat¢i ve
sagaltima  yanit  vermeyen  giardiazis  olgularinda
metronidazol 1 tek segenckmis gibi diisiinmek dogru
goziikmemektedir.  Alternatif degil de, bagka bir secenek
olarak farkli hayvan tiirlerinde de denemeleri yapilan (7-9)
seknidazol iin kedilerde de olumlu sonuglar vererek hem
klinik iyilesme (klly), hem de parazitolojik iyilesme (ply) ile
sonu¢lanmasi kisisel gozlemler dogrultusunda sabittir. Yine
de ilag direngliligi de gz oOniinde bulundurulursa bu
calismada oldugu iizere farkli sagaltim segeneklerinin
yaratilmasi mithimdir. Nitekim bu ¢alisma yapilan literatiir
taramalar ile sabit oldugu tizere FMT ile giardiazis arasi
iliskinin kuruldugu o6nceki bir kedi ¢alismamasi olmamast
yoniiyle dikkat ¢ekebilir.

Giardia enfeksiyonuna karst konak savunmast hem
immiinolojik hem de immiinolojik olmayan mukozal
stiregleri igermektedir (6). Aralikli kist sagilimina iligkin
olarak hastalik siddetinin degiskenligi, kismi enfeksiyon
duyarliligina ve klinik durumun ciddiyetini de etkileyen
konak¢inin immiin durumuna bagli olabilmektedir (10).
Endemik bolgelerde yasayan cocuklarin, yetigkinlere gore
hastaliga karst daha hassas olmasi ve bu tiir bolgelerde
yasayanlarin, bagisik olmayan ziyaretcilere gore daha diisiik
hastalik insidansi sergileme egiliminde olmast; tekrarlanan
veya uzun siireli maruziyetin bir miktar koruma sagladigini
digiindiirmektedir  (11). Mukayeseli degerlendirmede
kedilerdeki durum ele alinmalidir. Giardiazisten etkilenen
kedilerde aralikli kiiciik, oval formdan gozyasi-damla
yapisinda infektif 6zellikte kistlerin sagilimi1 s6z konusudur
(12-14). S6z konusu kistler iki mitotik olarak durgun
trofozoitleri igerebilmektedirler. Diskida ekskrete edilen
kistler; non-infektif, enkiste olmayan trofozoitlerle sagil
maktadir. Ekskrete edilen kistler anlik infektivite edebilme
ozelliginde olup (12), gastrointestinal kanal disinda da
sagkalabilmektedirler (13,14). Bu ¢alismada, bu yoni ile
aralikli  kist  sagilimi  olabilecegi  gbz  Oniinde
bulunduruldugundan giardiazis teshisine yonelik olarak hem
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mikroskopik muayene hem de Poc testi, fekal smear ile PZR,
hasta sahiplerinin ekonomisi dikkate alinarak onam formu
dahilinde miimkiin oldugunca olgulara uygulandi. Nitekim
calismanin hemen baslangicinda kist sayimlarina iligkin
skorlamalarda (Tablo 2) ortanca deger (3.0) ile FMT sonrasi
ortanca deger (1.0) arasi istatsitiksel farkliligin (p=0.005)
bulunmasi sagaltim basarisi ile iligkilendirilebilir. Yine de
ilkemizde gen¢ ya da yash kedilerde giardiazis’in anlik
dagilimi ya da prevalansina iligkin veri eksikligi mevcuttur.

Sagaltima direngli, kronik giardiazis mevcudiyetli tek vakali
bir aragtirmada enterotoksisite, immiin yanit ve parazit ilag
duyarlilig1 ile ilgili bulgularda degiskenlik belirlenmemistir
ancak mononiikleer hiicrelerin Giardia trofozoitlerini
oldiirme kapasitesinin azaldigi rapor edilmigtir (15).
Hipogammaglobulinemisi olan hastalar gibi bagisiklig
baskilanmis konakgilar, kronik giardiazis predispozisyonu ile
iliskilendirilmektedir (16). Akut ve inat¢1 giardiazisi olan
Hintli gocuklarda anlamli derecede daha diisiik serum IgG ve
IgA bildirilirken, asemptomatik tasiyicilarda saglikli
kontrollerle karsilastirilabilir seviyelerin olmasina ilaveten
uygun kemoterapiye ragmen kronik vakalarm, akut ve
asemptomatik vakalara gore daha diisiik konsantrasyonlarda
Giardia membran proteinine 6zgii antikorlara sahip olmasi
is1ginda (17); spesifik anti-Giardia immiinoglobiilinleri
iiretme yetenegi zayifliginin, kronik giardiazis i¢in bir risk
faktorii oldugu bildirilmektedir (1). 2004 yilinda Bergen’de
laboratuvar tarafindan dogrulanmis 1262 vaka ile su kaynakl
bir giardiazis salginini takiben, hastalarin %32'sinde ortalama
7 ay siiren kronik giardia enfeksiyonu ortaya g¢ikmustir
(5,18,19). Bergen salginindan sonra kronik giardiazis ile
tanimlanan 40 hastanin, sadece bir tanesinin dlgiilemeyen
IgA'ya  sahip olmast  (19); kronik  giardiazise
predispozisyonun tek bir mekanizma veya eksiklige baglh
degil, her bireyin giardiaya karsi savunmasindaki degisen
derecelerde yetersizliklerin bir kombinasyonuna dayandigini
disindirmistir  (5). Kedilerde  giardiazise  karsi
sekillenebilen immun yanit halen tam olarak aydinlatilamasa
da, diger hayvan tiirlerinde ya da insanlarda bu enfeksiyona
karst cevaben olusagelen hiicresel bagisiklik ve IgA
tesekkiiliiniin benzer olabilecegi 6ne siiriilmektedir (20). Bu
calismada mukozal immiinite degerlendirilemese de, sonraki
planlar icerisinde yer alacak, IgA dlgiilerek degerlendirmede
bulunulmasi tesis edilecektir.

Parazitin ortadan kaldirilmasiyla basarili bir giardiazis
tedavisi, mutlaka semptomlarin sona ermesi anlamina
gelmemektedir. Giardiazis, mukozal yapida degisiklikler ve
hasar olusturmasiyla; basarili paraziter eradikasyonunun
ardindan semptomlarin devamina neden olabilmektedir.
Ozellikle uzun siireli giardiazis enfeksiyonu sirasinda
bagirsak  epitel firca  kenarlarinda  hasar, villoz
diizlesme/atrofi, mukozal inflamasyon ve bagirsak
gecirgenliginde artis meydana gelebilmektedir (21). Bu
patolojiye iliskin olarak Bergen salgin kohortunda,

abdominal semptomlar1 olan Giardia-negatif vakalarda uzun
stireli mukozal inflamasyon go6zlemlenmistir (18).
Giardiyazis epitelyal firca kenar hasari ve disakkaridaz
eksiklikleri nedeniyle disakkaritlerin, dzellikle de laktozun
parcalanamamasina bagl olarak; glikoz, sodyum ve suyun
malabsorpsiyonuna  ve  ardindan  diyareye  neden
olabilmektedir (1,22). Bu durum CD8+ T hiicrelerinin
aracilik ettigi, genellikle giardiazis sonrasinda goriilen gegici
laktoz intoleransi ile iligkilendirilmektedir (23). Mevcut ve
gegirilen giardiazis iligkili meydana gelen bakteriyel asirt
¢ogalma, uzun siireli malabsorpsiyon sendromuna sebep
olmasiyla;  giardiazis  tedavisinden sonra  goriilen
semptomlarin olast nedenleri arasinda yer almaktadir (1).
Malabsorbsiyonu mevcut uzun siireli giardiazis vakalarinda
enterobakterilerle bagirsak kolonizasyonu belirlenmistir (24).
Bergen salgmini takiben kalici semptomlar: olan hastalarda
yapilan laktuloz nefes testleri, uzun siireli semptomlardan
sorumlu olmayan bakteriyel asir1 ¢ogalmayr gostermistir
(25). Bunu dogrular mahiyette her ne kadar bu c¢alisma
kapsamina alinmasa da, giardiazisli kedilerde laktiiloz nefes
testi sonrast yilkksek hidrojen ve metan degerleri ile
kargilagmamiz bunu dogrular mahiyettedir.

Tedaviye direngli giardiazis global bir sorun olma 6zelligini
kazanabilir. Tedavi basarisizligy,
tamamlanmasindan bir hafta sonra bir Giardia-pozitif diski
ornegi ile dogrulanirsa, ilag direnci varsayilmalidir. Fakat
ozellikle endemik bolgelerde yeniden enfeksiyon da goz ardi
edilmemelidir (1). Giardiyazis tedavisinde yaygin olarak
kullanilan tiim ilag siniflar1 i¢in klinik ve in vitro direng
belgelenmistir (26,27). Giardianin metranidazol tedavisine

tedavinin

kars1 50 yillik duyarliligt yerini artan dirence birakmistir (28).
Klinik olarak metranidazol diren¢li Giardiamin, diisiik
prevalansli ortamlarda son zamanlarda iyi bir sekilde
belgelendigi goriilmiistir (29-31). Giardia'daki direng
mekanizmalar1 iizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu, esas olarak
metronidazol’e odaklansa da nitazoksanit, albendazol,
furazolidon ve kinakrin basta olmak iizere birgok ilaca karsi
direng mekanizmalar1 da arastirilmistir (32). Laboratuvar
hatlarinda, ozellikle nitro bilesikleri arasinda bir dereceye
kadar capraz direncin yaygmn olduguna dair iyi kanitlar
mevcuttur (32,33). Birkag¢ kanit dizisi, transkripsiyon sonrasi
ve translasyon sonrasi degisiklikler dahil olmak {izere direngli
izotiplerdeki  genis ve degisken adaptif tepkileri
vurgulamaktadir (34-36). Direncli laboratuvar hatlarinda
glikoliz, elektron taginmasi, antioksidan ve asetilasyon
yollarinda ¢ok cesitli metabolik adaptasyonlar
gozlemlenmistir (34). Bunu dogrulayan diger ¢aligmalar da
direnci transkripsiyonel plastisiteye ve in vitro secilmis
metronizadol ve nitazoksanide direnc¢li hatlar kullanilarak
oksidorediiktazlarin aktivitesinin azalmas: da dahil olmak
izere genis metabolik degisikliklere atfetmektedir (34,36).
Bu calismaya dahil edilen kedilerin metronidazol ge¢misi
bulunsa da, elde direnglilige ait veri bulunmamaktadir.
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Giardia trofozoitlerindeki direng ozelliklerinin
gelistirilmesi/segilisinin yani sira, tekrarlanan enfeksiyon,
uygunsuz ila¢ uygulamasi ve immiinolojik durum dahil
olmak tizere klinik tedavi basarisizliklariyla cesitli nedenler
iliskilendirilmistir (37). Konak¢1 ve parazitten bagimsiz
olarak, etkisiz  tedavinin = bir nedeni, bagirsak
mikrobiyotasindaki diger mikroorganizmalarla birlikte
enfeksiyon veya bunlarin se¢ilimi olabilmektedir. Bunlardan
bazilari, metabolik inaktivasyon yoluyla ilaci etkisiz hale
getirebilmektedir  (28). Bagirsakta  yasayan  gesitli
mikroorganizmalar (6rnegin; Enterococcus spp., Clostridium
spp., Bacteroides spp. ve Escherichia coli), metronidazolii
etkisiz hale getiren tip I oksijene duyarsiz nitrorediiktazlar
kodlayabilmektedir (38). Giardiazisli birka¢ fare modelinde,
Firmicutes (Clostridium spp. dahil) ve Bacteroides spp.'de
goreceli bir artis (39) veya Protobacteria'da bir artis (40) veya
Enterococcus spp. ve enterobakteriler lehine Lactobacillus
spp. miktarinda bir azalma (41), gézlemlenmistir. Yukarida
sOziinii edilen literatiirlerle elde edilmis tiim bulgular, bu
calismada elde edilen basariy1 agiklayabilir. Nitekim tablo
3’de sunuldugu hali ile, bu ¢alismada FMT ile elde edilen
sagaltim basaris1 dahilinde 11 kedinin 8’inde hem kliy hem
de ply saptanmasi (alman ardistk 3 diski orneginden kist
saptanmamasi ile PZR negatifligi); FMT’nin konake1
mikrobiyomunu degistirerek disbiyozisin Oniine gecilmesi
sayesinde patojen mikroorganizma-parazit sinerjisinin ve
muhtemel olumsuz bazi yolaklarin olumlu yo6nde
etkilesimine yol ag¢mis olabilir. Nitekim ilerleyen
paragraflarda FMT nin etkisi daha detayl: tartisilacaktir.

Probiyotiklerin kullanimi, diisiik toksisite ve konakg1
bagigiklik sistemi iizerindeki uyarici etki nedeniyle,
antigiardiyal farmakoterapiye alternatif olarak veya bununla
kombinasyon halinde degerlendirilmistir (42). Enterococcus
faecium veya Lactobacillus casei, Giardia ile enfekte
gerbillerde diskidaki kist miktarint 6nemli 6l¢iide azalttarak,
mukozal yiizeye trofozoit yapismasini azaltabildigi veya
onleyebildigi bildirilmektedir (43,44). Bir murin enfeksiyon
modelinde albendazol ile kombinasyon halinde L. casei'nin
onemli bir sinerjistik aktivitesi rapor edilmistir (45). Insan
giardiazis vakalarinda, probiyotik maya Saccharomyces
boulardii'nin uygulanmasi, metranidazol monoterapisine
kiyasla metranidazol aktivitesini arttirmistir (46). Probiyotik
bakterilerin antigiardiyal aktivitesi, 6zellikle Lactobacillus
acidophilus ~ ve  Lactobacillus  plantarum'dan  gelen
bakteriyosinler gibi belirli toksik peptidlerin salinimina (47)
ve Lactobacillus johnsonii ile diger laktobasillerden gelen
safra tuzu hidrolazlar1 gibi parazit i¢in toksik olan dekonjuge
safra tuzlar1 iireten enzimlere atfedilmistir (48,49). Yiiksek
safra tuzu hidrolaz1 {reticisi Lactobacillinin veya
saflastirilmis rekombinant safra tuzu hidrolazinin deneysel
olarak Giardia ile enfekte olmus neonatal farelere
uygulanmasinin ~ parazit  temizligini  tesvik  ettigi
bildirilmektedir (48). Bu caligmada FMT siispansiyonu
icerisinde yer aldigi diisiiniilen dogal konakg¢i probiyotik

tirleri yine antigiardiyal etkinlik saglamis olabilir. Her ne
kadar bu ¢alismada mikrobiyom analizleri
gerceklestirilememis olsa da, elde edilen sagaltim basarisini
aciklamaya katkida bulunabilir.

Calismamizin asil konusu olan FMT’ye yonelik olarak
giardiazis’e karsi elde edilen etkinlige ait mekanizmalarin
tartistlmast yerinde olacaktir. Yine etki mekanizmasina
yonelik yapilabilecek agiklamalardan birisi de, mevcut
burada yazilan/yayimlanan bu makale daha once
gerceklestirilmesine karsin, hemen 6ncesinde yayinlanan ¢ok
taze bir bagka arastirmadan bahis etmek yerinde olacaktir.
Protozoer enfeksiyona neden olan G. duodenalis’in FMT ile
mualemesi sonrasi bagirsak mikrobiyomunda inflamatuvar
durumun azalmasi, pro-inflamatuvar sitokin seviyelerinde
diisiis kayda deger sonuglar arasindadir (50).

Intestinal paraziter hastahiklar (&megin. Entamoeba
histolytica tarafindan olusturulan amoebik kolitis/ameobik
karaciger apsedasyonu veya G. duodenalis infeksiyonuna
iliskin intestinal giardiazis) esnasinda s6z konusu parazitlerin
intestinal bakterilerle etkilesimi hem paraziter hem de
bakteriyel = patogenezisi  etkilemektedir  (39,51-53).
Bacteroides, Clostridium ve Lactobacillus tiirlerinde bagil
bollukta azalma, Bifidobacterium’da artma amoebik kolitisle
iliskilendirilirken (51), yine amoebik ishalde Prevotella copri
bagil bollugunda artis tespit edilmistir (52).

Ilag direnci sekillendiginde farkli bir ilag sinifi kullanilmast,
kombinasyon tedavisi, ayn1 tedavinin uzun bir siire veya daha
yiiksek bir dozda tekrarlanmasi faydali olabilecek tedavi
secenekleri arasinda yer almaktadir (1). In vitro direng her
zaman klinik tedavi yanitiyla iligkili olmayabilir ve in vitro
duyarlilik testi genellikle mevcut degildir. Bu nedenle,
antigiardiyal ilaglar arasindaki hem sinerjistik etkilere hem de
capraz dirence iligkin klinik ve in vitro kanitlara dayanarak,
tedaviye direngli vakalarda farkli siniflardan ilaglarin bir
kombinasyonunun kullanilmasi dnerilmektedir (27).

5. Sonug

Calismada yukarida da sozi edilerek, literatiir tartigmast
dahilinde etki mekanizmalar1 detaylica tartigildigi {iizere,
FMT kronik giardasisli kedilerde yeni bir sagalim umudu
olabilir. Nitekim FMT ile kist saymmlarina iliskin
skorlamalarda (Tablo 2) elde edilen hem klinik hem de
parazitolojik basar1 sagaltim protokollerinde degisimin
habercisi olabilir.
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Ozet: Bu calismada, firmlardan toplanan aliiminyum tepsilerde pisirilen et yemegi érneklerinde aliiminyum, krom, demir, bakir, ¢inko
clementleri agisindan agir metal migrasyonunun arastirilmasi amaglandi. Kayseri'nin Biinyan, Sarioglan, Piarbasi, Sariz, Yahyali, Develi,
Yesilhisar, Talas, Melikgazi ve Kocasinan ilgelerinden 41 firin et yemegi 6rnegi materyal olarak kullanildi. Ayrica, deneysel olarak aliiminyum
migrasyonunu incelemek i¢in dokuz et yemegi 6rnegi aliiminyum folyo, porselen ve cam kaplarda 150, 180 ve 200 °C’de pisirilerek hazirland:.
Tiim numuneler, ¢6ziiniirlestirme isleminin ardindan ICP-MS ile analiz edildi. Sonuglar, aliiminyum folyo kaplarda 200 °C’de 30 dk. pisirilen
et yemeginde, 2,9244+0,107 mg/kg aliiminyum bulundugunu gosterdi. Haftalik olarak 70 kg’lik bir birey icin kabul edilebilir aliminyum
maruziyeti i¢in iist limitin 140 mg oldugu g6z oniine alinirsa, bu yemeklerin diizenli tiiketimiyle sinirin asilabilecegi ve saglik agisindan tehdit
olusturabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, Aliiminyum, Migrasyon, Sicaklik, Ambalaj

Determination Of Possible Aluminium Migration from Aluminium Food Trays to Oven
Meat Dishes

Abstract: In this study, the aim was to determine the migration of heavy metals, specifically aluminum, chromium, iron, copper, and zinc, in
meat dishes cooked in aluminum trays collected from bakeries. A total of 41 oven-cooked meat samples were collected from the districts of
Biinyan, Sarioglan, Piarbasi, Sariz, Yahyali, Develi, Yesilhisar, Talas, Melikgazi, and Kocasinan in Kayseri province. Additionally, nine meat
dish samples were experimentally prepared by cooking them in aluminum foil, porcelain, and glass containers at 150, 180, and 200 °C to
investigate aluminum migration. All samples were analyzed using ICP-MS after a digestion process. The results showed that 2,924+0,107 ppm
of aluminum was detected in meat cooked 30 min. at 200 °C in aluminum foil containers. Considering that the upper limit for acceptable
aluminum exposure for a 70 kg individual is 140.0 mg on a weekly basis, it was concluded that consumption of these meals exceeding the
acceptable limit posed a health threat.

Keywords: Aluminium, Heavy metal, Migration, Package, Temperature

1. Giris icin 6nemli olup olmadig1, onun biyolojik islevlerine baglidir.
Ornegin, nikel bitkiler icin toksikken, hayvanlar igin eser
element olup toksik degildir. Diger sistemlerde ise toksisite,
konsantrasyona bagli olarak degiskenlik gosterir (3).
Aliiminyum, Isik gec¢irmeme, %90 oraninda radyasyonu
yansitabilme, diisiik elastikiyet katsayisina sahip olma, kolay
sekil alma, yiliksek ve diisiik sicakliklara karsi dayaniklilik
gibi oOzelliklerinden otiirli gida endiistrisinde yaygin olarak

Ozkiitlesi yiiksek, metal 6zellikte ve cogu zaman toksik olan
elementler "agir metal" olarak adlandirilmaktadir ve
aliminyum (Al), kursun (Pb), civa (Hg), kadmiyum (Cd),
demir (Fe), arsenik (As) ve kobalt (Co) bu elementler
arasinda yer almaktadir (1). Bu metaller su, gida ve solunum
yoluyla viicuda alinarak birikim olusturur. Viicutta bobrek,
akciger, karaciger, kemik ve yag dokularinda depolanirken;
bir kism1 solunum, safra, diski ve idrar yoluyla atilmaktadir.
Ancak uzun vadede birikimleri, saglik {izerinde olumsuz
etkilere yol agabilir. Kadmiyum, civa ve kursun ¢ok diisiik
miktarlarda bile toksik etki gosterebilir. Ozellikle kadmiyum
ve civanin 0.001-0.1 ppm konsantrasyonlarinda toksisiteye
neden oldugu belirtilmistir (2). Bir agir metalin organizma

kullanilmaktadir (4). Giinlimiizde aliiminyum, siit ve siit
tiriinleri, kahve, cay, hazir ¢orba, sekerleme, puding, gerez,
unlu mamuller, balik ve et iiriinleri, meyve suyu, bira ve sarap
gibi birgok iiriiniin ambalaj ve kapaklarinda kullanilmaktadir
(5,6). Aliiminyum smirli derecede korozyona duyarlidir.
Laklanmamig ve 20 pm'den daha ince aliiminyum folyolar
gozenekli yapidadir. Bu tiir folyolar su buhar1 ve oksijene
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kars1 hassas gidalar igin uygun degildir. Esnek yapisi
nedeniyle, kutularin i¢ basinca dayanikliligini artirmak igin
"Durulamin” (AlCuMg) gibi korozyona dayanikli alasimlar
kullanilmaktadir. Gida sektoriinde yaygin kullanilan diger
aliiminyum alagimlar1 ise AIMn, AIMgl ve AlMgSil'dir (6).
Insanlar aliiminyuma diyet veya diyet dis1 kaynaklar yoluyla
maruz kalmaktadir. Aliiminyum tuzlar1 igme suyu aritiminda,
gida ambalajlarinda ve flokiilant olarak kullaniimaktadir.
Ayrica asilar, ilaglar, kozmetik iriinler, giines kremleri,
deodorantlar ve makyaj malzemeleri gibi birgok iirlinde de
bulunmaktadir (7). Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya
Saglik Organizasyonu (Food and Agriculture Organization,
FAO/ World Health Organization, WHO) nun ortaklig: ile
kurulan Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, JECFA),
1989 yilinda aliiminyumun 7.0 mg/kg viicut agirhigr icin
gegici tolere edilebilir haftalik alimini (Provisional tolerable
weekly intake, PTWI) belirlemistir (8). Aliminyumun
giivenligi 2007 yilinda JECFA tarafindan yeniden
degerlendirilerek, PTWI'yi kg viicut agirligi basina 1.0 mg'a
diisiirmiistiir. Bununla birlikte, JECFA, yeni biyoyararlanim
ve toksikolojik verilerin bir sonucu olarak 2011'de PTWT'yi
2.0 mg/kg viicut agirhigi olarak yenilemistir (9).

Civa oda sicakliginda s1vi halde bulunan, yogunlugu sudan ve
havadan yiiksek bir metaldir. Suda ¢6ziinmez ve sanayi
atiklar1 ile pestisitler nedeniyle ¢evrede birikimi artabilir.
Civa, viicut dokularinda ciddi degisimlere yol acan gevresel
bir toksik kirleticidir (10). Insanlar ¢evre kirliligi, kontamine
gidalar, dis dolgulari, tibbi uygulamalar ve endistriyel
islemler yoluyla civaya maruz kalmaktadir. Ornegin,
amalgam dolgular uzun siireli civa maruziyetine neden olarak
gorme bozukluklari, kas zayifligt ve Alzheimer gibi
hastaliklara yol acabilir (2). Endiistriyel atiklarin dogrudan
denize birakilmasi sonucu baliklar yoluyla insanlara gegen
metil crva, ciddi saglik sorunlarina neden olmustur (3).

Krom (III) diisiik konsantrasyonlarda esansiyel bir elementtir
ve ayni zamanda krom (VI) karsinojen olup yetiskinler igin
giinliik gereksinimin 0.02 ile 0.5 mg/giin arasinda oldugu
tahmin edilmektedir (11). Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(Food and Drug Administration, FDA), krom i¢in limiti 13
mg/kg olarak belirlemistir. Bilimsel Gida Komitesi
(Scientific Committee on Food, SCF) sadece krom icin 1
mg/giin'den az olmasi gereken tolere edilebilir bir {ist sinir
onermektedir (12). Kodeks Alimentarius Komisyonu (CAC),
Gidalarda izin verilen maksimum krom seviyesini 0.025-0.2
mg/kg olarak belirtmistir (13).

Kursun, dogada toprak, su ve bitkilerde bulunur. Sanayi
tesisleri ve sehir merkezlerine yakin alanlarda yetisen tahil,
meyve, et ve baklagillerin kursun icerebildigi bilinmektedir.
Insan viicudu ortalama 125-200 mg kursun icerir ve giinliik
1-2 mg kadarmi atabilir. WHO ve Birlesmis Milletler (BM)
tarafindan tolere edilebilir haftalik doz 3000 mg olarak
belirlenmistir. Kursuna maruziyet genellikle kontamine toz,

aerosol, gida, su ve boyalar yoluyla gerceklesmektedir (14).
Yetiskinler kursuna %35-50 diizeylerinde i¢gme suyu yoluyla
maruz kalirken, ¢ocuklarda bu oran %50'nin tizerine ¢ikabilir.
Kursun viicutta en ¢ok bdbrekte birikir, ardindan karaciger,
kalp ve beyin dokularma geger (10). Kursun zehirlenmesi
sinir sistemini etkileyerek bas agrisi, dikkat dagiikligi,
sinirlilik, hafiza kayb1 ve zihinsel donukluk gibi belirtilerle
kendini gosterebilir (14).

Kadmiyum ise dogada saf halde bulunmaz; ¢inko ve diger
metallerin cevherlerinde yer alir. Kadmiyum i¢eren kaynaklar
arasinda su borulari, sigara dumani, sanayi atiklari, giibreler
ve rafine gidalar bulunmaktadir. insan viicudu yaklasik 40 mg
kadmiyum icerir ve giinlilk olarak bir miktarini atabilir.
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan tolere edilebilir haftalik doz
7 ng/kg olarak belirlenmistir. Kadmiyum maruziyeti ileri
safhalarda prostat, gogiis ve akciger kanserleri gibi ciddi
hastaliklara yol agabilir. Kadmiyum, solunum, sigara dumani
ve beslenme yoluyla viicuda alinirken, cilt yoluyla emilimi
nadirdir (10). Kadmiyumun cevresel etkileri bilylik dlgiide,
madencilik, eritme, pil, pigment, stabilizatér ve alasim
iiretimi gibi sanayi faaliyetlerinden kaynaklanir (15). Ayrica
yaprakli sebzeler, patates, tahillar, tohumlar, karaciger,
bobrek, kabuklu deniz iiriinleri ve deniz yosunu gibi gidalarda
eser miktarda bulunmaktadir. Kadmiyum dolasim sistemi
yoluyla viicutta taginarak toksisiteye neden olmaktadir.

Besinlerde aliiminyum seviyesini belirlemek igin fotometrik,
titrimetrik, florimetrik ve gravimetrik yontemler gelistirilmis
olsa da metal iyonlariyla reaksiyonlari nedeniyle analiz
zorlagmaktadir (16). Aliminyum, besinlerde ya dogal halde
ya da katki maddeleri yoluyla bulunur (17,18). Bitkisel
kaynakli aliminyum, bitkinin toprak ve sudan emdigi miktara
baglidir. Cay yapraklari, bazi subtropikal bitkiler ve Giiney
Amerika sebzeleri yiiksek aliminyum emme kapasitesine
sahiptir. Hayvansal kaynakli besinlerde ise aliiminyum
diizeyleri, hayvanin tiikettigi su ve yem igerigine gore degisir
(19).

Ambalaj cesitlerine bagli olarak ambalajdan gidaya madde
gecisine migrasyon denmektedir ve gecen madde ise migrant
adin1 almaktadir. Migrasyondan go¢ eden maddeler bir veya
birden fazla kimyevi maddeler icerebilmektedir (20). Eger bir
tane kimyevi madde go¢ ediyorsa bu migrasyonun 6l¢iilmesi
spesifik migrasyon yani spesifik limit olarak bilinmektedir.
Birden fazla go¢ eden kimyevi madde varsa dl¢limii toplam
grup migrasyonu ile yapilmaktadir. Migrasyon sadece
ambalaj gida yoniinde olmayip gidadan ambalaj yoniine de
migrasyon olmaktadir. Gida eger yagl ve aromal bir yapiya
sahipse gidadan ambalaja bir migrasyon gergeklesmektedir.
Migrasyon diizeyi ¢ok yiiksek olursa ambalajda sisme gibi
yapisal bozulmalar meydana gelmektedir.

Bu calisma kapsaminda, migrasyon yolu ile et yemeklerine
gecen agir metallerin  farkli sicaklik ve ambalaj
ortamlarindaki diizeylerinin belirlenmesi amaglandi.
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2. Materyal ve Metot
2.1.Firin Et Yemegi Numunelerinin Toplanmasi

Kayseri iline ait Blinyan, Sarioglan, Pmarbasi, Sariz, Yahyali,
Develi, Yesilhisar, Talas, Melikgazi ve Kocasinan
ilgelerinden olmak iizere on farkli firin beser kez ziyaret
edilerek toplamda 50 adet firin et yemegi numunesi birer
hafta araliklarla Ocak ve Subat 2020 tarihlerini kapsayan
zaman dilimlerinde toplandi ve soguk zincirde (+4°C)
laboratuvara getirildi.

2.2. Deneysel Firin Et Yemegi Orneklerinin Hazirlams

Agir metal (Al, Cr, Fe, Cu, Zn) geg¢isini deneysel olarak
kiyaslamak amaci ile yerel receteye gore hazirlanan, et
yemegi; 150, 180, 200 derecelerde pastor firminda 30 dakika
boyunca cam, porselen ve aliiminyum folyo kaplarinda
pisirilerek hazirlandi.

2.3. Numune Coziiniirlestirme islemi

Caligmada toplanan et yemegi ve deneysel olarak hazirlanan
et yemegi ornekleri on islem olarak Erciyes Universitesi
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (TAUM)’inde
¢Oziiniirlestirme islemine tabi tutuldu.

S1vi kismindan birer mililitre alinan et yemegi 6rnegi lizerine
2mL HNOj; ve 3 mL H»O, eklenerek yas yakma yontemine
gore sicaklik ve basing programimin uygulanmasiyla
mikrodalga (Berghoff, Belgika) kapali
¢Oziiniirlestirildi. Elde edilen berrak ¢ozeltiler alinarak saf su
ile 25 mL’ ye seyreltildi.

sisteminde

2.4.Ag1ir Metallerin ICP-MS ile Tayini

Coziiniirlestirilen firin et yemekleri aliiminyum, krom, demir,
bakir ve ¢inko agir metalleri yoniinden analiz edilmeden dnce
Indiiktif Eslesmis Plazma - Kiitle Spektrometresi (Inductively
Coupled Plasma - Mass Spectrometer, ICP-MS, Agilent
7500a, ABD) cihazina tanittm amaciyla 6n islemlerden
gecirildi. Analizi yapilacak elementleri igeren bilinen
derigimlerde (0, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ppb) standartlar
hazirland1. Cihazin &l¢lim parametreleri, Ataro ve ark.
(21)’dan modifiye edilen yontemlerle uygulanarak kontrol
edildi. Performans ayarinin saglanmasi i¢in cihazdan 200 ppb
lityum (Li), ytterbiyum (Yb) ve sezyum (Cs) igeren tune
¢oOzeltisi gegirildi.

Cihazin performansi tune ¢ozeltisi ile kontrol edildikten
sonra, analizi yapilacak elementleri igeren standartlar
belirlenerek cihaza tanitilmis ve ¢oziiniirlestirilip seyreltilen
numunelerin analizi gerceklestirilmistir. Analizler sirasinda,
arastirilan  elementlerin  diginda, tiim periyodik tabloyu
temsilen 200 ppb konsantrasyonunda berilyum (Be),
skandiyum (Sc), rodyum (Rh) ve bizmut (Bi) igeren i¢
standart ¢Ozeltisi cihaza verilerek, ¢6zlinmiis 6rnekler ICP-
MS ile analiz edilmistir (21). Tiim analizler, tekrarli ve iki
paralelli olarak ger¢eklestirilmistir.
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2.5. Istatistiksel Analiz

Orneklerde agir metal diizeyleri Anova testi ile ortalamalarin
arasindaki farklar bakimindan incelenmis. Farkliliklar
Duncan testi ile kontrol edilmistir. Istatistiksel analizlerde
SPSS 24.0 programi kullanilmigtir.

3. Bulgular

Aliiminyum, 180°C cam materyalde pisirilen Ornekte en
diistik seviyede (0.456+0.010 ppm) tespit edilirken, 200°C’de
aliminyum folyo kaplarda pisirilen Ornege ait degerler
(2.924+ 0.107 ppm) en yiiksek seviye olarak belirlendi.

Porselen, cam ve aliiminyum folyo kaplarda deneysel olarak
150, 180, 200°C 1s1l islem uygulanan firin et yemeklerine ait
aliminyum miktarlar1 belirtilen ortalama degerler Tablo1’de
verildi. Elde edilen sonuglara gore, analiz edilen 6rnekler
arasinda en diisiik aliiminyum seviyesi 180°C’de cam kapta
pisirilen drnekte (0.456+0.010 ppm) belirlenirken, en yiiksek
seviye 200°C’de aliiminyum folyo kaplarda pisirilen
orneklerde (2.924+0.107 ppm) tespit edilmistir. Analiz
verilerine uygulanan iki yonlii Anova test ile sicaklik ve
ambalaj faktorlerinin, yemege aliiminyum gecisi iizerinde
etkili oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Duncan testine gore, aliiminyum gegiginin en yiiksek
200°C’de, takiben 180 ve 150°C’ler uygulanan et
yemeklerinde oldugu gozlemlendi. Ambalaj materyalleri
arasina yapilan karsilasgtirmaya gore, aliiminyum gegisin en
yiiksek diizeyde aliiminyum folyo kaplarda pisirilen et
yemeklerinde oldugu; porselen ve cam kaplarin aliminyum
migrasyonu bakimindan anlamh etkilerinin
bulunmadig1 gézlemlendi.

diizeyde

Kromun aliiminyum folyo materyalde pisirilen et yemegine
gecisi, en yiksek (0.374+£0.007 ppm) 180°C’de tespit
edilirken, en diisiik diizeyi (0.058 £0.000 ppm) ise 200°C’de
belirlendi (Tablo 1).

Veriler, sicaklik ve ambalaj faktorlerinin krom gegisi
iizerinde istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterdi
(p<0.05). Duncan testi sonuglarina gore, krom geg¢isinin, en
yikksek 150 ve 180°C’lerde oldugu belirlendi. Ambalaj
materyalleri acgisindan degerlendirildiginde, cam kaplarda
pisirilen et yemeklerinde krom gecisi en yiiksek seviyede
Olgildii; ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05).

Demir migrasyonuna iliskin analizler sonucunda, en diisiik
demir seviyesi (0.910+0.086 ppm) 150°C’de porselen
kaplarda pisirilen Orneklerde, en yiiksek seviye ise
(2.942+0.008 ppm) 200°C’de aliiminyum folyo kaplarda
pisirilen 6rneklerde tespit edildi (Tablo 1). Farkli sicakliklarm
et yemegine demir gecisi lizerinde istatistiksel olarak anlaml
bir etkisi oldugu belirlendi (p<0.05). Duncan testi sonuglarina
gore, demir gecisi en yiiksek 200°C’de gerceklesirken, 150
ve 180°C’de pisirilen orneklerde daha diisiik seviyelerde
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gozlemlendi. Ambalaj materyalleri agisindan yapilan
karsilagtirmada, demir gegisinin en yiiksek aliiminyum folyo
kaplarda gerceklestigi, ancak porselen ve cam kaplar arasinda
anlamli bir fark olmadig tespit edildi (p>0.05).

Tablo 1. Farkli ambalaj ve sicakliklarda pisirilen firin et
yemeklerinde ait agir metal konsantrasyonlar1 (ppm).

Sicaklik (°C)
Agir Metal ~ Ambalaj 150 180 200
0.787+ 1.210+
Porselen  0.661+0.047
0.018 0.020
§ 0.822+
£ Cam 0.456+0.010  1.127+0.004
5 0.025
<
Al
1.407+0.052  2.798+0.054  2.924+0.107
Folyo
0.083+
Porselen  0.281£0.018  0.370+0.021
0.000
5 Cam 0.333+£0.021  0.331+0.002  0.335+0.008
Al 0.058
0.353+0.017  0.374+0.007
Folyo +0.000
Porselen  0.910+0.086  1.708+0.054  1.900+0.006
= Cam 1.273+£0.067  1.193+0.033  1.265+0.065
g
A Al
1.61240.071  1.299+0.043  2.942+0.008
Folyo
Porselen  0.200£0.009  0.239+£0.003  0.355+0.002
- Cam 0.170£0.009  0.347+£0.019  0.308+0.013
3
/Q Al
0.191£0.007  0.309+0.007  0.258+0.004
Folyo
Porselen  0.323+0.063  0.241£0.021  0.243+0.001
° Cam 0.280+£0.040  0.276+£0.079  0.209+0.013
=
g
(&3 Al
0.319£0.139  0.315+£0.030  0.345+0.055
Folyo

Bakir miktari, 150°C’de cam materyalde pisirilen et
yemeginde en disik seviyede (0.170+£0.009 ppm)
belirlenirken, 200°C’de porselen kaplarda pisirilen
orneklerde en yiiksek seviyeye (0.355+0.002 ppm) ulastigi
belirlendi. Deney kapsaminda porselen, cam ve aliiminyum
folyo kaplar kullanilarak 150, 180 ve 200°C sicakliklarinda
pisirilen firin et yemeklerine ait bakir miktarlarina ait
ortalama degerler Tablo 1’te sunulmustur. Istatistiksel
analizler sonucunda, ambalaj faktoriiniin bakir gecisi
iizerinde anlamli bir etkisinin bulunmadigi (p>0.05), ancak
sicaklik faktoriiniin  bakir gegigini etkiledigi (p<0.05)
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belirlenmistir. Duncan testi sonuglarina gore, bakir gegisi 180
ve 200°C’de benzer seviyede olup, 150°C’de daha diisiik
tespit edilmistir.

Tablo 1°te belirtildigi gibi, ¢inko miktar1 200°C’de cam kapta
pisirilen et yemeginde en diigiik seviyede (0.209+0.013 ppm)
tespit edilirken, ayni sicaklikta aliiminyum folyo kaplarda
pisirilen numunede en yiiksek seviyede (0.34540.055 ppm)
belirlenmistir. Istatistiksel analizler sonucunda, sicaklik
faktoriiniin ¢inko gegisi lizerinde anlamli bir etkisinin
olmadig1 (p>0.05), ancak farkli ambalaj malzemelerinin
cinko gecisinde belirgin bir farklilik yaratti§i belirlendi
(p<0.05). Duncan testine gore, ¢inko gecisinin en yiiksek
aliminyum folyo kaplarda gerceklestigi, cam ve porselen
kaplar arasinda ise anlamli bir fark bulunmadigi tespit
edilmistir (p>0.05).

Calismamizda incelenen 41 adet firin et yemegi 6rnegine ait
agir metal gecisleri (Al, Cr, Fe, Cu, Zn) arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilmistir (p<0,05).

Incelenen 2, 4, 33 ve 39 numarali 6rnekler disinda kalan tiim
Orneklerde, laboratuvar ortaminda
hazirlanan et yemeginde tespit edilen aliiminyum seviyesinin
(2.924 ppm) iizerinde degerler belirlenmistir.

aliminyum kapta

Calisma kapsaminda analiz edilen 41 firin et yemegi 6rnegine
ait agir metal diizeylerinin ortalama degerleri Tablo 2'de
sunulmustur. Duncan ¢oklu aralik testi sonuglarina gore,
aliminyum seviyeleri 27 farkli grupta simiflandirilmistir. En
yiksek  aliminyum gecisi, 15 numarali  Ornekte
(11.434+0.042 ppm) tespit edilirken, en disik seviye 4
numarali drnekte (1.557+0.112 ppm) gozlemlenmistir. Krom
seviyeleri 24 grupta toplanmistir. En yiiksek krom gecisi 39
numaralt 6rnekte (0.883+0.019 ppm ) olarak saptanirken en
diisik seviye 1 numarali ornekte (0.041+£0.002 ppm)
gozlemlenistir. Ayrica dokuz ornegin
(9,11,12,13,19,22,23,25,29) krom gegis seviyelerinin ayni
diizeyde oldugu belirlenmistir.

Firm et yemeklerinin demir seviyeleri 19 grupta toplanmaistir.

En yiksek demir seviyesi 28 numarali Ornekte
(9.230+0.167ppm ) olarak saptanirken en diisiik seviyenin 34
numarali 6rnekte (0.647+0.420ppm) oldugu belirlenmistir.
Alt1 6rnekte (8, 17, 19, 26, 30 ve 38) demir gegis seviyelerinin
ayn1 diizeyde oldugu goriilmiistiir. Bakir seviyeleri 22 grupta
toplanmigtir. En yiiksek bakir gecisi, 28 numarali o6rnekte
0.792+0.032 olarak belirlenirken, en diigik seviye ise 5
numaral1 6rnekte 0.204+0.260 olarak tespit edilmistir. On bir
ornegin (1, 7, 20, 22, 29, 33, 34, 36, 37, 39, 40) bakir
iceriginin ise aymi diizeyde oldugu belirlenmistir. Cinko
seviyeleri 15 grupta toplanmis olup, en yiiksek gegis 41
numarali ornekte 0.753+0.009, en diisiik seviye ise bir
numaralt 6rnekte 0.185+0.004 olarak belirlenmistir.




Bilici ve ark.,

Bozok Vet Sci (2025) 6, (1): 8-15

Tablo 2. Firin et yemeklerinde agir metal diizeyleri (ppm).

Agir Metal
Numune Al Cr Fe Cu Zn
1 3.700 £0.014 0.041+0.002 1.649+0.013 0.346+0.005 0.185+0.004
2 2.013+0.033 0.074+0.001 3.040+0.048 0.391+0.005 0.359+0.008
3 4.901+0.154 0.095+0.001 7.282+0.085 0.613+0.014 0.327+0.013
4 1.557+0.112 0.076+0.001 2.866+0.051 0.528+0.018 0.399+0.019
5 3.211+0.318 0.248+0.042 3.498+0.399 0.204+0.260 0.306+0.031
6 4.890+0.277 0.392+0.020 4.650+0.263 0.749+0.029 0.393+0.018
7 3.370+0.272 0.437+0.039 3.607+0.259 0.278+0.069 0.229+0.066
8 6.412+0.467 0.550+0.017 4.060+0.184 0.596+0.018 0.202+0.250
9 7.493+0.188 0.328+0.006 7.154+0.091 0.582+0.028 0.278+0.000
10 5.494+0.156 0.359+0.014 6.723+0.117 0.787+0.273 0.397+0.004
11 10.263+0.245 0.325+0.002 5.588+0.088 0.460+0.070 0.357+0.013
12 6.179+0.185 0.325+0.001 4.627+0.083 0.705+0.007 0.338+0.020
13 5.917+0.035 0.327+0.003 4.822+0.065 0.688+0.017 0.322+0.014
14 3.699+0.047 0.300+0.003 2.721+0.055 0.375+0.005 0.254+0.011
15 11.434+0.042 0.312+0.005 2.927+0.517 0.620+0.003 0.361+0.024
16 9.102+0.308 0.305+0.015 1.709+0.143 0.419+0.023 0.288+0.006
17 8.441+0.083 0.297+0.001 4.243+0.041 0.502+0.006 0.344+0.013
18 7.250+0.133 0.307+0.004 4.587+0.098 0.449+0.010 0.273+0.037
19 10.103+0.123 0.329+0.000 4.284+0.068 0.541+0.005 0.288+0.125
20 9.604+0.025 0.305+0.008 3.654+0.079 0.290+0.008 0.245+0.004
21 8.547+0.084 0.293+0.009 4.746+0.888 0.567+0.002 0.301+0.013
22 5.117+0.086 0.323+0.009 5.647+0.154 0.301+0.010 0.298+0.017
23 6.935+0.064 0.334+0.001 5.276+0.082 0.471+0.005 0.400+0.007
24 4.960+0.139 0.283+0.012 5.659+0.157 0.601+0.020 0.504+0.054
25 7.357+0.081 0.322+0.004 5.051+0.013 0.557+0.004 0.308+0.007
26 3.658+0.040 0.531+0.014 4.306+0.068 0.521+0.003 0.361+0.007
27 11.072+0.133 0.510+0.008 4.985+0.154 0.481+0.016 0.573+0.004
28 7.132+0.158 0.361+0.018 9.230+0.167 0.792+0.032 0.522+0.031
29 5.298+0.057 0.336+0.010 6.853+0.115 0.318+0.006 0.492+0.014
30 8.674+0.099 0.276+0.022 4.359+0.301 0.219+0.013 0.277+0.070
31 4.798+0.124 0.603+0.039 2.441+0.943 0.402+0.239 0.628+0.048
32 5.410+0.478 0.596+0.000 2.132+0.387 0.414+0.041 0.478+0.026
33 2.889+0.231 0.578+0.026 1.389+0.675 0.279+0.112 0.329+0.018
34 5.289+0.191 0.560+0.007 0.647+0.420 0.321+0.166 0.362+0.017
35 5.958+0.102 0.573+0.005 1.799+0.035 0.234+0.002 0.599+0.007
36 4.256+0.082 0.603+0.000 2.252+0.905 0.332+0.069 0.514+0.113
37 3.836+0.481 0.613+0.014 2.780+0.184 0.339+0.057 0.327+0.028
38 5.668+0.291 0.647+0.025 4.059+0.199 0.417+0.028 0.392+0.029
39 2.703+0.098 0.883+0.019 1.545+0.078 0.263+0.006 0.602+0.013
40 6.238+0.218 0.592+0.005 2.120+0.071 0.303+0.009 0.492+0.013
41 4.215+0.024 0.594+0.012 2.403+0.018 0.384+0.001 0.753+0.009
X 5.97 0.394 3.985 0.455 0.382

4. Tartisma ve Sonug

Bu ¢aligmada 200°C’de aliiminyum folyo kaplarda pisirilen
et yemegi numunesine ait migrasyon degeri (2.924+ 0.107
ppm) en yiksek seviyede tespit edilmistir. Sicaklik
faktoriintin, aliminyumun gidaya gecisi izerinde etkili
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oldugu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Calismamiza benzer sekilde Bassoioni ve ark. (22), farkli
bilesimlerde hazirladiklar1 aliminyum folyo ile kaph et
yemegi Orneklerinde, artan 1s1 islemi ile aliiminyum
migrasyonunun da arttigini tespit etmislerdir. Inan-Eroglu ve
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ark. (23)’1n, firin tepsisinde 150°C'de 40 dakika ve 200°C'de
20 dakika aliiminyum folyo kullanilarak pisirilen baliklarda
aliminyum seviyesinin tespiti iizerine yaptiklar ¢aligmada,
sicaklik arttikca aliiminyum sizintisinin  daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. Busari ve Akpambang (24),
aliiminyum folyoda farkli siire ve sicaklikta (140 °C-200 °C)
pisirilen sigir ve balik etlerinde aliiminyum migrasyon
seviyesinin en yiiksek 200°C’de pisirilenlerde oldugunu
ortaya koymustur. Razeka ve ark (25), aliminyum pisirme
kaplarinda pisirilen baklada aliiminyum diizeyinin 22.29
mg/kg'dan 43.2 mg/kg'a yiikseldigi ve diger pisirme kaplar
icin pisirildikten sonra aliminyum metal igin gegis
olmadigimi tespit etmistir. Caligma bulgularimizdan diisiik
olarak, Filippini ve ark (26), et ve et iirlinlerinde aliiminyum
konsantrasyonunu 584.59 pg/kg (0.58459 ppm) olarak
belirlemislerdir. Asit katkisinin ve baharat ilavesinin ise
gidaya aliiminyum gegcisini arttirdigt  daha
caligmalarda bildirilmistir (22, 27).

Onceki

Bu calismada, krom ve demirin gidaya gegisinin en yiiksek
150 ve 180°C’de oldugu, bakir i¢in ise en yiiksek gecisin 180
ve 200°C’de gerceklestigi belirlenmistir. Ote yandan, sicaklik
faktoriiniin ¢inko gegisi lizerinde istatistiksel olarak anlamli
bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir (p>0,05). Firin et
yemegi Orneklerinde krom gegis seviyeleri FDA ve SCF
limitlerinin altinda kalirken, 37 6rnekte (9%90,24) CAC’nun
belirledigi izin verilen degeri (>0,2 mg/kg) astig1 tespit
edilmistir. Ancak, tiim 6rneklerde demir gegisinin CAC’nun
belirledigi 30-150 mg/kg araligindaki limitlerin altinda
oldugu belirlenmistir (13). Purchas ve ark. (28), pisirme
stiresi ve sicaklik farkliliginin demir migrasyonu agisindan
onemli olmadigini belirtmiglerdir.

Tim oOrneklere ait bakir gecis seviyeleri, CAC (40
mg/kg)’nun limitlerinin altinda oldugu belirlenmistir (13).
Calismamizin bulgulariyla (0.455 ppm) benzer sekilde,
Bamuwamye ve ark. (29)’da sigir etine ait firmnlanmig gida
orneklerindeki bakir diizeyini ortalama 0.37 mg/kg olarak
tespit etmislerdir.

Benzer sekilde bu calismada, gida oOrneklerindeki ¢inko
diizeyleri de (0.382 ppm) CAC limitinin (60 mg/kg), altinda
bulunmustur. Djinovic-Stojanovic ve ark. (30), domuz eti
kuru fermente tiitsillenmis et {iriinleri,
kurutulmus et drlinleri ve pisirilmis sosislerde ¢inko
seviyelerini sirastyla 32.7 mg/kg, 16.7 mg/kg, 27.5 mg/kg ve

tirevli Sosis,

14.3 mg/kg olarak tespit etmislerdir. Yine, Joyce ve ark. (31)
gida da tespit edilen ¢inko seviyelerinin c¢alismamizdan
yiiksek (ortalama 7.40 ppm) diizeylerde oldugunu
bildirmislerdir. Cinko seviyesi, etin orijini, islenmesi ve
pisirme metotlar1 gibi kriterlerden etkilenmektedir.

Calismamizin sonuglarina benzer sekilde, Menezes ve ark.
(32) da ¢inko migrasyonu ile 1s1l islem arasinda anlaml bir
iligki bulamamuistir. Buna karsin, Demont ve ark. (20) sicaklik
arttikca element saliniminin da arttigini belirtmis, Rathore ve
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Khangarot (33) ise agir metallerin (kadmiyum, krom, kobalt,
bakir, demir, kursun, manganez, civa, nikel ve ¢inko) akut
toksisitesinin sicaklik artisiyla yiikseldigini bildirmistir. Bu
durum, farkli ¢caligmalarda sicakligin metal gecisi tizerindeki
etkisine dair degisik sonuclar oldugunu gostermektedir.

Calismamizda ambalaj materyallerinin, aliminyum gecisi
tizerinde etkili oldugu istatistiksel olarak
bulunmustur (p<0.05). Ambalaj materyalleri arasina yapilan
karsilastirmaya gore, aliiminyum gecisi en yiliksek
aliminyum folyo kaplarda pisirilen et yemeklerine ait olup,
porselen ve cam kaplarin etki diizeyleri arasinda bir fark
yoktur.

anlaml

Dordevic ve ark. (34), 11 farkli gida iiriiniinde yaptiklari
calismada, en yiiksek aliiminyum seviyelerini marine edilmis
Salmo salar (41.86 £ 0.56 mg/kg), Scomber scombrus (49.34
+ 0.44 mg/kg) ve oOrdek gogsi (117.26 + 1.37 mg/kg)
orneklerinde tespit etmistir. Bu degerler, ¢caligmamizda elde
edilen bulgulardan oldukga yiiksek olup, aliiminyum folyoda
pisirmenin gidalara aliiminyum gec¢isine neden oldugunu
gostermektedir. Gidalarin aliminyum folyoya sarilarak
pisirilmesi sirasinda, gidaya aliiminyum gecisinin goz ardi
edilemeyecek diizeyde olmasi ve bu gidalarin pisirme
sirasinda ambalajlanmasinda farkli materyallerin
kullanilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.

Bu calismada, krom gegisi en yiiksek cam kaplarda pisirilen
et yemeklerine ait oldugu tespit edilmistir. Ayrica, demir ve
cinko gecisi ise aliminyum folyo kaplarda pisirilen et
yemeklerinde belirlenmistir. Ancak ambalaj materyalinin,
bakir migrasyonuna olan etkisi istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu gozlemlenmistir (p>0.05). Kamerud ve ark. (35),
paslanmaz ¢elik tencerede, 2-20 saatlik pisirme siireleri, 10
ardisik pisirme dongiisii ile domates sosunda nikel ve krom
metallerinin paslanmaz c¢eligin derecesine bagli olarak
sirastyla 26 ve 7 kat arttigini, pigirme siliresinin uzamasiyla bu
katsaymin sirastyla 34 ve 35 kat arttigini rapor etmislerdir.
Calismamizda, krom gecisinin en ¢ok cam kaplarda
gozlenmesinin sebebi, krom bilesiklerinin seramik ve cam
triinlerinin imalatinda kullanilmasindan &tiirii olabilecegi
diisiniilmektedir. Buna ilaveten, Mania ve ark. (36)’lar1 da
seramik ve cam kaplarin tiretim siirecinde ¢inko ve bakirinda
kullanilan bilesikler arasinda olabilecegini belirtmistir.
Ajmal ve ark. (37), Hindistan'da iiretilen seramik i¢cme
kaplarindan nikel ve krom salinimini inceleyerek, krom
konsantrasyonlarini ¢ayda 62-119 ng/L, portakal suyunda ise
66-945 ng/L olarak tespit etmistir.

Yiyeceklerin hazirlanmasinda ve pisirilmesinde seramik ve
cam kaplar, yiyecek saklamanin sira
kullanilabilmektedir. Ger¢ek migrasyonu o6l¢mek icin bu,
seramik ve cam esyalarin mutfakta kullanimin1 yansitan
uygun kosullarin secilmesini gerektirmektedir. Bu kosullar,

yani

degisken sicaklik ve temas siiresi ve belirli bir gida
maddesiyle temast simiile edebilen uygun sivilarin
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kullanilmast yoluyla miimkiin olup {izerine daha ¢ok
calisilmasi gerekilmektedir.

Kodeks Alimentarius Komisyonu, gidalarda izin verilen
demir seviyesini 30-150 mg/kg olarak belirlemistir.
Caligmamizda incelenen tiim firin et yemegi orneklerinde,
demir gecis seviyesi (3.985 ppm) bu limitlerin altinda
bulunmustur.

WHO ve CAC gidalarda bakir i¢in izin verdigi sinir deger, 40
mg/kg olarak belirlenmisken, insanlar i¢in dldiiriicii dozun
100 (mg/kg viicut agirligl) oldugunu bildirmislerdir. CAC,
Gidalarda izin verilen maksimum Cu seviyesini 40 mg/kg
olarak belirtmistir (13). Bu tez caligmasinda, firin et
yemeklerine ait tiim 6rneklerde bakir gegis seviyeleri (0.455
ppm) yukarida belirtilen limitlerinin altinda oldugu
saptanmuigtir.

EFSA, cinko icin tolere edilebilir {ist alim seviyesini 40
mg/dL olarak belirlerken (38), CAC gidalarda izin verilen
maksimum seviyeyi 60 mg/kg olarak belirtmistir (13).
Calismamizda analiz edilen firin et yemegi Orneklerinde
belirlenen ¢inko seviyeleri (0.382 ppm) bu limitlerin oldukca
altinda bulunmustur. Aliiminyum diizeyleri (5.97 ppm) ise
JECFA’nin belirledigi almabilir seviyelerin (PTWI: 2,0
mg/kg viicut agirligi; 20 mg/kg giinliik, 70 kg birey) altinda
bulunmustur. Bu sonuglar, firin et yemeklerinin aliminyum
acisindan giivenli seviyelerde oldugunu gostermektedir

Aliiminyum  tepsilerde pisirilen et yemeklerindeki
altiminyum gegis seviyeleri, JECFA’nin belirledigi alinabilir
limitlerin (9) altinda olsa da, aliiminyumun yerkabugunda en
bol bulunan elementlerden biri oldugu ve niifusun birgok
kaynaktan kaldigi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Aliiminyum bilesikleri oral alimdan sonra
genellikle diigiik oranda emilir (maksimum yaklagik %1).
Emilen aliiminyum, ilk asamada yaklasik 1 giinliik yarilanma
omriiyle esas olarak idrar yoluyla atilir (9). Ancak uzun siireli
alimlarda yarilanma omrii 50 yila kadar c¢ikabilir, bu da
viicutta  aliminyum  birikiminin
gostermektedir (9, 39).

aliminyuma maruz

miimkiin  oldugunu

Sonug olarak, laboratuvar ortaminda hazirlanan aliiminyum
folyoda 200 °C’de pisirilen et yemeginin; 2.924 mg/kg
diizeyinde aliiminyum igerigine sahip oldugu, ortalama bir
porsiyonun 250 g oldugunda hareketle, ortalama 70 kg
agirligindaki bir kisinin 0.731 mg besin kaynakli aliminyuma
maruz kalmasi s6z konusu olacaktir. Aliiminyum i¢in besin
kaynakli kabul iist limitin 140 mg oldugu g6z 6niine alinirsa,
diizenli olarak tiiketilmesi ile smir degerinde {izerinde
aliminyum alinmasi s6z konusu olurken, halk sagligi
acisindan bir tehdit s6z konusu olacaktir. Bu bulgular,
aliminyum igerikli mutfak gereglerinin pisirme sirasinda
1stya maruz kalmasinin, aliiminyum migrasyonuna neden
olacagimi agik bir bigimde ortaya koymaktadir. Bu sebepten
dolayi, aliiminyum igeren ambalaj malzemelerinin 1s1l islem
gerektirmeyen uygulamalarda kullanilmasini Oneriyoruz.
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Ayrica pisirme kaplarindan migrasyona sebep olan
korozyonu azaltmak ve direng kazandirmak igin
malzemelerin ~ kaplama  islemleriyle gelistirilmesi,

giiclendirilmesi, aile tipi isletmeler tarafindan kullanilan
malzeme girdilerinin diizenlenmesi ve alternatif stratejiler
gelistirilerek bu malzemelerin ekonomik fizibilitesinin
belirlenmesi, kiiltiirel kabulii ve pratik erisiminin daha iyi

degerlendirilmesi saglanarak farkli pazarlarda cesitli
yaklagimlarin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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Ozet: Bu saha arastirmasi retrospektif olarak planlanarak, Aydin’da il ya da ilge sinirlarmda farkli isletmelere ait 59 buzagida gerceklestirildi.
Arastirma kapsaminda yer alan her buzagi, ishal (Grup I; n=20) ve/veya pndmoni (Grupll; n=20) nedeniyle birden fazla ilag ile sagaltima tabi
tutulmus olanlar arasindan se¢ildi. Baslangig kriteri olarak en az bir haftadir ¢oklu ilag uygulamasinda bulunulanlar dahil edildi. Karsilastirmali
olarak saglikli 19 diger buzag: da kontrol grubu (III) olarak ¢alismada yer buldu. Her buzagida uzman veteriner hekim tarafindan elde edilen
kan orneklerinden santrifiij sonrast serum ¢ikartilarak dondurucuda muhafaza edildi. Ticari Bovine Diamin Oksidaz (DAO) ELISA testleri
araciliginda rekabet¢i enzim immiinoassay teknigi vasitastyla serum DAO degerleri saptandi. Sirasi ile Grup I, II ve III’te ortalama+standart
hata DAO (ng/mL) degerleri 8,22 + 2,02, 11,44 + 1,96 ve 28,90 + 3,59 (p< 0.001) olarak tespit edildi. Sonug olarak polifarmaziye en az 1 hafta
maruz kalan ishalli ve/veya pndmonili buzagilarda intestinal mukozal hasarlanma gelisebilecegi, bunun da saglikli kontrollere gore azalan DAO
seviyeleri ile tespit edilebilecegi soylenebilinir.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Diamin Oksidaz, Intestinal Mukozal Hasar, Polifarmazi

Is There Intestinal Mucosal Damage in Calves Exposed to Polypharmacy?
Intestinal Damage in Calves Exposed to Polypharmacy

Abstract: This field study was planned retrospectively and was carried out on 59 calves belonging to different farms within the provincial or
district borders of Aydin. Each calf included in the study was selected among those who had been subjected to treatment with more than one
drug due to diarrhea (Group I; n=20) and/or pneumonia (Group II; n=20). As an initial criterion, those which had been treated with multiple
drugs for at least one week were included. Nineteen other healthy calves were included in the study as the control group (III) for comparison.
After centrifugation, serum was extracted from the blood samples obtained from each calf by specialist veterinarians and stored in the freezer.
After centrifugation, serum was extracted from the blood samples obtained from each calf by a specialist veterinarian and stored in the freezer.
Serum DAO values were determined by means of competitive enzyme immunoassay technique via commercial Bovine Diamine Oxidase
(DAO) ELISA tests. The meanzstandard error DAO (ng/mL) values were determined as 8.22 +2.02, 11.44 £ 1.96 and 28.90 = 3.59 (p< 0.001)
in Groups I, IT and III, respectively. As a result, it could be suggested that intestinal mucosal damage may develop in calves with diarrhea and/or
pneumonia exposed to polypharmacy for at least 1 week, and this can be detected by decreased DAO levels compared to healthy controls.

Keywords: Calf, Diamine Oxidase, Intestinal Mucosal Damage, Polypharmacy

1. Giris Diamin oksidaz (DAO), enterositleri histamine karsi

Polifarmazi herhangi bir canlida (bireyde ya da hayvanda)
uygun olmayan, tekrarlayan kullanimla ¢oklu ilaca maruz
kalmay1 tanimlayabilir. Insanlarda kullanilan tanimlamadan
farkli olarak (tek bir hastada tekrarlayan kullanimda 6’dan
fazla ilag verilmesi), istege bagli rakam verilmesi (“>n”)
hayvan modellemelerinde uygun goriilmemektedir (1).
Bunun yerine bir baska makalede (2) tanimlama
degistirilerek; bir canlida tibbi ihtiyacin 6tesinde birden ¢ok
ilacin tekrarlayan kullanimi olarak belirtilmistir ki bu durum
hayvan refahin1 da bozmaktadir. Genel prensip olarak
kullanilan her fazla ilag, yan etki riskini arttirdigi gibi ilag-
ilag etkilesimi agisindan da olumsuzluklara sebebiyet
verebilmektedir.

korumak i¢in ince bagirsagin mukozasinda iiretilen baskin bir
anti-histamin hiicre i¢i enzimdir (3). DAO, bagirsak mekanik
bariyerinin biitiinliigiinli ve mukozal villus hasarmin
derecesini degerlendirmek i¢in kullanilan ana indekstir (4).
DAO, ozellikle yiiksek aktiviteye sahip olgun villoz
hiicrelerin apikal ucunda bulunur ve aktivitesi, ince bagirsak
mukozasmin biitiinligiinii ve olgunlugunu yansitir (5).
Mukozal hasar veya bagirsak duvarmin gelismemis
biitiinligii durumunda, DAO jejunal villus uglarindan
sistemik dolasima sizar (6). Kandaki DAO enzimi seviyeleri
bagirsak  gegirgenliginin  biyolojik  belirteci  olarak
kullanilabilir (7). flaveten ince bagirsak mukozal hasar,
DAO aktivitesini azaltabilir (7). Yiikselen DAO serum
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seviyeleri ve azalan DAO aktivitesi, artan bagirsak
gecirgenligi ve dolayisiyla daha diisiik bagirsak gelisimi ile
iligkilendirilmektedir (7,8). Bu c¢aligmada Aydin sinirlar
icerisinde yer alan farkli isletmelerden 59 buzagida ishale
ve/veya pnomoniye iliskin olarak en az 1 hafta polifarmaziye
maruz kalan buzagilarda intestinal mukozal hasarlanmanin
tespiti amaglandi.

2. Materyal ve Metot
2.1. Cografik Lokasyon ve Demografik Kismi Veriler

Merkez il Aydin ve civar ilgelerde gergeklestirilen bu saha
calismasi retrospektif olarak planlanmis, toplamda 59 buzag
kapsama almmugtir. Aydin Adnan Menderes Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu [HADYEK] belgesi
27/10/2021 tarihli, no: 64583101/2021/146 dahilinde her
buzagi sahibinden de ayri ayri yazili onam formlari alinarak
buzagilar ¢calismaya dahil edilmislerdir.

2.2. Gruplara Tasnifleme

Caligma kapsamina alinan her buzagi, yukarida da sozi
edildigi lizere merkez dahilinde farkli bolgelerden dahil
edildi. Ishalli buzagilar (Grup I; n=20 ve/veya pndmonili
olanlar Grup II; n=20) hasta gruplari tesekkiil ederken saglikli
19 diger buzagi da kontrol grubu (II) olarak ¢alismada yer
buldu.

2.3. Dahil Edilme Kriterleri

Buzagilar ishal ve/veya pndmoni nedeniyle birden fazla ilag
ile sagaltim denemesine tabi tutulmus olanlar arasindan
secildi. Baglangig kriteri olarak en az bir haftadir ¢coklu ilag
(ishal igin  oksitetrasiklin, enrofloksasin,
streptomisin, siilfamezatin, pndomoni i¢in enrofloksasin,
oksitetrasiklin, streptomisin, trimetoprim) uygulamasinda

neomisin,

bulunulanlar dahil edildi.. Karsilastirmali olarak herhangi bir
ilag uygulanmamis saglikli olanlar kontrol grubu olarak
tutuldu. Dahil edilen tiim buzagilar Holstein 1rki idi.

2.4. Laboratuvar AKkis Semasina Ait Kesit

Dahil edilen buzagilarin tamaminda yukarida sozii edilen 1’er
ml kan 6rnegini V. jugularis araciliginda temin ederek hizlica
laboratuvar islemlerine alinmak {iizere soguk zincirde sevk
edildi. Laboratuvarda santrifiij sonrasi serum drnekleri, analiz
gergeklestirilene kadar Eppendorf tiiplerine ayrilarak -80 °C
dondurucuda saklandi. Daha sonra, Bovine Diamin Oksidaz
ELISA testi ile 6rneklerin analizi yapildi. DAO ELISA kiti
(My Biosource), rekabet¢i enzim immiinoassay teknigini
temel alan bir testtir. Bu yontemde, poliklonal anti-DAO
antikoru ve DAO-HRP konjugati kullanildi. Olgiim arahg:
0,312 ng/ml ile 20 ng/ml arasindaydi. Serum numuneleri ve
tampon, dnceden kaplanmis plakalara eklenerek DAO-HRP
konjugat1 ile bir saat boyunca inkiibe edildi. Kulugka
stiresinin ardindan, kuyucuklar bosaltild: ve bes kez yikandi.
Sonrasinda kuyucuklar, HRP enzimi igin bir substrat ile
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inkiibe edildi. Enzim-substrat reaksiyonu, mavi renkli bir
kompleksin  olugsmasina yol ag¢maktadir. Reaksiyonu
durdurmak i¢in bir durdurma soliisyonu eklendi, bu da mavi
renkli enzim-substrat kompleksini sartya doniistiirmektedir.
Rengin yogunlugu, spektrofotometrik olarak 450 nm'de bir
mikroplaka okuyucuda  o6lgiildii. Sandwich  ELISA
metodolojisine iligkin herhangi bir analitik hata sekillenmedi.
Buzagi serumlar1 hatasizca incelenebildi. Analizler RDA
Grup, Tekstilkentte Istanbul’da gerceklestirilebildi. Ortalama
DAO (ng/mL) degerleri karsilagtirmali sekilde tablo 1°de
sunuldu.

Tablo 1. Polifarmaziye maruz kalan buzagilarda DAO
diizeyleri

Grup I Grup II Grup IIT
Polifarmazi Polifarmazi Kontrol
(ishalli (Pndmonili (Saglikli
buzagilar) buzagilar) buzagilar)
DAO X+SE X+SE X+SE
(ng/mL) 8,22 +£2,02* 11,44 £ 1,96 28,90 + 3,59°

ab: Aymi satirda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak
anlamlidir.

2.5. istatistiksel Analizler

Tanimlayici istatistikler elde edilen tiim verilere uygulandi.
Veri akisinda ortalama ve standart hata belirlendi. Her 3
grupta serum DAO seviyelerine ait degisim analizinde
Kruskal Wallis ANOVA siralamaya dayali
nonparametrik metodoloji tercih edildi. Istatistiksel analizler
Graphpad Prism Software (v. 9.2, Amerika) ile
gerceklestirildi. P degeri =.05 olarak kullanildi.

testi 1ile

3. Bulgular
3.1. Demografik Veriler

Dahil edilen buzagilarda gruplara dagilim agisindan; grup
I’de 19-38 giinliik yasta 11 disi, 9 erkek, grup II’de 13-30
giinliik yasta 14 disi, 6 erkek buzagi yer alirken, saglikli
kontrollerin yer aldigi grup III’te 15-44 giinliik yaslarda 6
disi, 3 erkek buzagi yer aldu.

Elde edilen verilere ait analizlerle sonuglar tablo 1°de
sunuldu. Polifarmaziye maruz kalan buzagilarda DAO
diizeylerinin ortalama (ng/mL) ve standart sapma degerleri;
ishalli buzagilarda 8,224+2,02 ve pnomonili buzagilarda
11,44+1,96 olarak belirlenirken saglikli  buzagilarda
28,90+3,59 olarak saptandi.

4. Tartiygma

Yiiriitiilen bir bagka ¢alismada antibiyotik tedavisine maruz
kalan ve gastroenterolojik ya da solunum sistemi problemi
mevcut 20 hasta buzagida, karsilasgtirmali olarak 10 diger




Al Ural

Bozok Vet Sci (2025) 6, (1): 22-25

saglikli buzagiya kiyasla serum DAO aktivitesi dl¢lilmiistiir.
flgili caligmada ng/mL cinsinden DAO seviyeleri ortalama
5,552 olarak belirlenirken, saglikli kontrollerde 16,48 olarak
goriilmiistir (9). Bu ¢aligmada sadece antibakteriyel
uygulamalar degil, polifarmaziye maruz kalan buzagilar
arastirilmastir.

DAO, bir enzim olarak diaminlerden histamin, putresin ve
kadaverin’in oksidasyonunu katalize etmektedir (10). Insan
ve rodentlerde, DAO spesifik olarak olgunlagmis villoz
hiicrelerin apikal u¢ kisimlarinda yerleserek, yiiksek aktivite
gostermektedir. Son sozii edilen aktivite ince bagirsakta,
biitiinlik ve olgunlasmay1 yansitmaktadir. Insanlar ve
hayvanlarda gerceklestirilen pek c¢ok calisma ile DAO
aktivitesinin ince bagirsakta permeabilite artis1 ile ters
korelasyon igerisinde oldugunu gostermektedir (11,12). Bu
calisma buzagilarda intestinal mukozal hasarlanmanin
tespitinde mihenk tas1 olabilecek nitelige haizdir.

Ishalli buzagilarin diski kivami ve kan pH’sma dayali olarak
smiflandirildigi  bir ¢aligmada (13), siddetli veya orta
derecede ishalli buzagilarda kontrol grubuna gore; siddetli
grupta da orta dereceli gruba gore plazma DAO aktivitesinin
anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir. Quanz (14),
disbiyoz belirtegleriyle cakisan klinik belirtilerin ¢aligma
grubundaki ineklerde gastrointestinal distrese isaret ettigi
haftalarda plazma DAO aktivitesinin agikg¢a azaldigini
bildirmektedir. Erken patojenik Escherichia coli (E.coli)
enfeksiyonunun yeni dogan buzagilarin bagirsak bariyeri ve
bagigiklik fonksiyonu iizerindeki etkisinin incelendigi bir
caligmada  (15); DAO ve IL-6 seviyeleri
gosterilmektedir. Onceki bir calismada Aydin ilinde yer alan
71 buzagidan 3 farkl ¢iftlikte yapilan incelemeye gore gerek
enfeksiydz gerekse non-enfeksiyéz ishalli buzagilarla
karsilagtirmali olarak saglikli kontrol buzagilarda DAO
(ng/mL) Olciimleri sirast ile ortalamatstandart hata
baglaminda 6,52+2,85, 7,16 + 3,40 ve 17.05 £2.63 (p<0,001)
olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler ilgili enzimin tanisal

artan

manada yarar saglayabilecegini ve muhtemel intestinal
mukozal hasarlanmanin ishale paralel olarak gelistigini
gosterebilir (16).

Onceki bir ¢aligmada 22 ishalli Japon Siyah Buzagisi esit
gruplara boliinerek probiyotik yada antibiyotige maruz
birakilmistir. Sekiz giinliik sagaltim dahilinde serum DAO
aktivitesi sadece probiyotik alan buzagilarda belirgin sekilde
artmig (1. giinde 64,4 + 7,2°ye karsin 8. giinde 76,3 £+ 5,1
[U/ml), elde edilen sonuglar1 probiyotiklerin serum DAO
aktivitesi lizerine ishalli buzagilarda etkin olduguna isaret
etmistir  (13). Yurdumuzda gergeklestirilen mithim bir
calismada ishalli buzagilara rektal yolla ¢oklu sus probiyotik
sagaltimi uygulanmis; ortalama DAO seviyeleri (ng/mL)
acisindan sirast ile once ve sonra degerleri 8,48+1,67¢ karsin
28,06+3,51, olarak istatistiksel Oneme haiz (p<0.001)
degisimlerle saptanmustir. flgili calisma sonuglarma gore
ishalle baglantili olarak intestinal mukozal hasarlanma
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geligebilecegi, ardisik olarak plazma DAO aktivitesinin
artacagi one siiriilmistiir. Bununla beraber 10 giinliik rektal
enema probiyotik sagaltimimin bu durumu tersine gevirdigi;
orantili geri bildirim regiilasyonu ile mukozal iyilesmenin
saglandig disiiniilmiistiir (17).

5. Sonug

Mikrobiyota-bagirsak-beyin eksenine dair buzagilarda
herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamis olmasi burada yazilan
ilgili ¢aligmay1 daha da etkin kilabilir. Soyle ki siklikla
kullanilan baz1 antibiyotikler (sefuroksim, sefotiam,
izoniazid, pentamidin, klavulanik asit, klorokin], mukolitikler
(asetilsistein, ambroksol vb.), bronkolitikler (aminodfilin),
H2 reseptor antagonistleri (simetidin vb.) DAO ile etkilesime
girmektedir (18). Bu ilaglarin 6nemli bir kisminin buzagilarda
tim diinyada aktif olarak kullanilmast DAO ile etkilesimin
canlt tiir diizeyinde iyice irdelenmesi ve gerekli sonuglarin
cikarilarak 1ilgili sagaltim protokollerinin diizenlenmesi
anlamina gelebilir. Nitekim bu c¢alismada polifarmazi
uygulanan buzagilarda azalan DAO seviyeleri buna isaret
etmektedir. Polifarmazi intestinal mukozal hasara iliskin
olabileceginden, ila¢ yan etkilerine maruziyetin azaltilmasi
agisindan bu ¢alismanin sonuglar1 dikkatle irdelenmelidir.
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Ozet: Rotaviriis kaynakli ishallerde artmis olan intestinal permeabilite olasi patogenezis mekanizmalarindan birisi olarak gosterilmektedir.
Bununla birlikte insan ve fare modellemelerinde, rotaviriislarin olusturdugu ishalin seyri esnasinda intestinal permabiliteyi etkilemedigi ya da
azalttig1 bildirilmektedir. Bu ¢aligmada 6zel bir Holstein buzagi isletmesinde rotaviriis ile mono-infekte 10 ishalli (3 erkek, 7 disi; 1-17 giinliik),
rotaviris ile diger etmenlerle [n=2 buzagida giardiasis ve cryptosporidiosis, n=3 buzagida giardiasis ve n=3 buzagida Escherichia coli K99]
ko-enfekte 8 buzagi (2-24 giinliik, 4 disi, 4 erkek) ve diger 7 saglikli (1-18 giinliik; 5 disi, 2 erkek) olmak iizere toplamda 25 buzagida bagirsak
gegcirgenliginin zonulin seviyelerinin tespiti ile arastirilmas1 amaclandi.. Digki kivami 3°1ii puantaj sistemi dahilinde degerlendirildiginde mono-
enfekte grupta 1-3 arasi, ko-enfekte grupta 2 ile 3 bandinda degisim tespit edildi. Gizli temizlik skorlar1 agisindan yapilan degerlendirmede
mono-infekte grupta 1 ila 2, ko-infekte grupta 2 ila 3 arasinda skorlar degismekte idi. Ortalama + standart hata serum zonulin seviyeleri (ng/mL)
rotavirlis ile mono-infekte buzagilarda 41.59+6.41, ko-infekte buzagilarda 61.61+12.42 olarak belirlenirken, kontrol grubuna (19.25+6.41) gére
anlamli artiglar (p=0.000) goriildi. Sonug olarak rotaviriis ile gerek mono-infekte gerekse ko-infekte buzagilarda zonulin seviyelerindeki artis,
muhtemel intestinal permabilite artisina igaret edebilir. Elde edilen bulgular gerek gegirgen bagirsak sendromunun teshisine yonelik, gerekse
sagaltim protokollerinde degisime neden olabilir.

Anahtar Kelimeler: Buzag:, Intestinal Permeabilite, Ishal, Rotaviriis, Zonulin

Detection of Serum Zonulin Levels in Association with Intestinal Permeability in Calves
Mono- or Co-Infected with Rotavirus

Abstract: Increased intestinal permeability in rotavirus-induced diarrhea is shown as one of the possible mechanisms. However, it is also
claimed by the opposing view that rotaviruses do not affect or reduce intestinal permeability during the course of diarrhea in human and mouse
models. In this study, it was aimed to investigate intestinal permeability in a total of 25 calves, 10 with diarrhea (3 males, 7 females; 1-17 days
old) mono-infected with rotavirus, 8 calves (2-24 days old, 4 females, 4 males) co-infected with rotavirus and other agents [n=2 calves with
giardiasis and cryptosporidiosis, n=3 calves with giardiasis and n=3 calves with Escherichia coli K99] and 7 other healthy (1-18 days old; 5
females, 2 males) in a private calf farm. When stool consistency was evaluated within the 3-point scoring system, changes were detected
between 1-3 in the mono-infected group and between 2 and 3 in the co-infected group. In the evaluation made in terms of latent cleanliness
scores, the scores varied between 1 and 2 in the mono-infected group and between 2 and 3 in the co-infected group. Meant standart error serum
zonulin levels (ng/mL) were 41.59+6.41 in rotavirus mono-infected calves and 61.61+12.42 among co-infected calves whereas showed
statistically significant (p=0.000) increases in contrast to control group 19.25+6.41). As a result, increased zonulin levels detected among both
mono-infected and co-infected calves with rotavirus, might denote probably elevated intestinal permeability. Obtained results would thus
change diagnosis of leaky gut syndrome and treatment protocols.

Keywords: Calf, Diarrhea, Intestinal Permeability, Rotavirus, Zonulin

1. Giris gecirgenligindeki  degisiklikler ve dolayisiyla ishal

Rotaviriis enfeksiyonlari, 5 yas alt1 ¢ocuklarda siddetli,
dehidrasyona yol agan gastroenteritin 6nde gelen nedenidir.
Rotavirlis Oncelikli olarak bagirsak enterositlerini enfekte
etse de, ishalden sorumlu olan altta yatan mekanizmalar
heniiz ¢o6ziilememistir. Rotavirlis patogenezisinde yapisal
olmayan protein 4 (NSP4) enterotoksin aktivitesi ve enterik
sinir sistemi (ENS) aktivasyonu (1-3) dahil olmak iizere
birden  fazla  mekanizma  Onerilmistir. =~ Bagirsak

mekanizmasi olarak ortaya ¢ikan potansiyel elektrolit ve su
sizintis1 da in vivo olarak 6nerilmis ve arastirilmigtir. Bu tiir
caligsmalar, rotaviriisiin insanlarda (4-6) veya farelerde (7)
ishal sirasinda bagirsak gegirgenligini degistirmedigini
gosterse de; bu, insanlarda yaygin enterik bakteriyel
enfeksiyonlar sirasinda gozlemlenen artan gegirgenlikle
celismektedir (8,9).

X alicdeniz@gmail.com
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Buzag ishali yaygin olarak bildirilen bir hastaliktir ve sigir
iireticileri i¢in 6nemli bir ekonomik kayip nedenidir. ABD siit
sigircihign igin 2007 Ulusal Hayvan Sagligi izleme Sistemi
(NAHMS) (10), siitten kesilen buzag1 6liimlerinin %57'sinin
ishalden kaynaklandigin1 ve vakalarin ¢ogunun 1 ayliktan
kiiciik buzagilarda meydana geldigini bildirmistir. Sadece
cryptoporidiosisli buzagilarda hayvan basma 40 Euro (11),
yine buzagi ishali ve/veya ishalle birlikte pndmonik olanlarda
242.000 dolara kadar ¢ikabilen ekonomik kayiplardan bahis
edilmektedir (12).

Buzag: ishalinin hem enfeksiydz (rotaviriis, koronaviriis, E.
coli infeksiyonu, cryptosporidiosis, giardiasis) hem de
enfeksiy6z olmayan (kolostrum vb. faktdrlerle, bakim ve
beslenme hatalar1 vb.) faktorlere atfedildigi diigiiniilmektedir
(13,14). Bu hastaligin gelisiminde birden fazla enterik
patojen rol oynar. Bazi durumlarda tek bir birincil patojen
neden olabilse de, ishalli buzagilarda siklikla es enfeksiyon
goriiliir. Her bir patojenin yayginligi ve hastalik insidansi
giftliklerin cografi konumuna, ¢iftlik yonetim uygulamalaria
ve siirli bityiikliigline gore degisebilir (13,14).

S1g1r rotaviriisii, buzagi ishalinin birincil etiyolojik etkenidir.
Viriis, Reoviridae familyasindaki Rotaviriis cinsine aittir.
Rotavirtiis, 11 ¢ift sarmallt RNA segmentine (16~21 kb) sahip
zarfsiz bir viryondur ve 1siya dayaniksizligi ile genis bir pH
araliginda oldukga kararlidir (15). Ara kapsid proteininin
(VP6) antijenik ve genetik benzerliklerine gore yedi rotaviriis
serogrubu (A'dan G'ye) vardir. A grubu rotaviriisler, evcil
hayvanlarda rotaviral enfeksiyonun baslica nedenidir (16).
Cogu Bovine Rotaviriis (%95) A grubuna aittir, ancak B ve C
grubu rotavirlisler de saha vakalarinda tanimlanmistir
(17,18).

Rotaviriis enfeksiyonu genellikle 1 ila 2 haftalik yastaki
buzagilarda ishale neden olur. Buzagilarin tiikettigi siit,
rotaviriisiin genig bir gastrointestinal pH seviyesi araliginda
ve bagirsak epitel hiicrelerinin enfeksiyonunda hayatta
kalmasi i¢in iyi bir ortam saglayabilir (19). Bu durum, siitten
kesilen buzagilarin buzag: ishaline neden olma olasiliginin
daha yiiksek olmasini agiklayabilir. Viriisiin kulugka siiresi
¢ok kisadir (12~24 saat) (16) ve etkilenen buzagilarda
olduk¢a akut ishale neden olur. Enfekte olduktan sonra
buzagilar digki yoluyla 5~7 giin boyunca biiyiilk miktarda
viriis yayar, bdylece cevreyi kirletir ve virlisiin isletmedeki
diger buzagilara bulagsmasina olanak tanir. Viriis, kiiglik
bagirsak villuslarinin epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda
¢ogalir. Villuslardaki olgun enterositlerin yikimi, hasarl
hiicrelerden vazoaktif bilesenler tarafindan enterik sinir
sisteminin aktivasyonu ve viral bir enterotoksin (6rn. NSP4)
salgilanmasi, rotaviriis enfeksiyonuyla tesvik edilen
maldigestif/malabsorptif ~ ishalden  sorumludur.  Viral
enfeksiyon villus atrofisine neden olur ve genellikle ince
bagirsagm  kuyruk kismini etkiler. Insan ve hayvan
rotaviriisleri (6rnegin domuz, sig1r, kedi ve kopek) arasindaki
genetik yeniden diizenleme ile birlikte tiirler arasi aktarima
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dair kanitlar, zoonotik rotaviriisler hakkinda endiselere yol
acmustir (20). Yukarida sozii edilen literatiir bilgileri 1s181inda
bu arastirmanin ¢ikis noktasi saha kosullarinda rotaviriis ile
mono- ya da ko-enfekte buzagilarda bagirsak gecirgenliginin
mevcut olup olmadiginin belirlenmesidir. Bu amacla alandaki
soru serum zonulin seviyelerinin bu amaca yonelik literatiir
eksikligini karsilayip, karsilamayacagi olabilir. Nitekim
calismanin amaci ile dogru orantili olarak saglikli kontrol
grubu buzagilara kiyasla rotaviriis enfeksiyonlarinin serum
zonulin seviyelerindeki degisime neden olabilecegi hipotezi
izerinde durulmustur.

2. Materyal ve Metot

Mevcut bu ¢alisma Aydin ili, Nazilli Ilgesinde mevcut 6zel
bir Holstayn buzag: isletmesinde rotaviriis ile mono-infekte
10 ishalli (Grup I: 3 erkek, 7 disi; 1-17 giinliik, 37-55 kg),
rotaviriis ile diger etmenlerle [n=2 buzagida giardiasis ve
cryptosporidiosis, n=3 buzagida giardiasis ve n=3 buzagida
Escherichia coli K99] ko-enfekte 8 buzagi (Grup II: 2-24
giinliik, 4 disi, 4 erkek, 36-58 kg) (sekil 1) ve diger 7 saglikli
(Grup III: 1-18 giinliik; 5 disi, 2 erkek, 43-61 kg) olmak iizere
toplamda 25 buzagida uygulandi. Ishalin tespitine yonelik
olarak kullanilan Vet Diyagnostix (Cin) hizli test kitleri (Sekil
1) ile gerceklestirilen 6n analizlerde herhangi baska bir
bulasici hastalik tespit edilemedi. Klinik muayene veteriner
hekim kontroliinde dikkatle gerceklestirilirken; solunum ile
nabiz frekanslari tespit edilerek kayit altna alindi. Ishalin
varliginin tespitine yonelik olarak digki kivami skorlandi.
Tiim buzagilarin bireysel kuliibelerinde barmdirildiklart
tespit edildi. Bu aragtirma, Aydin Adnan Menderes
Universitesi (HADYEK)  Yerel Etik Kurulu’nun
64583101/2021/146 rapor numarasi ile yiiriitilmistiir.

2.1. Serum Zonulin Tayini

Yazarin Onceki tecriibeleri ve elde ettigi birikimleri
degerlendirdigi caligmalara ait metodolojik yaklasimlarina
benzer sekilde (21-27) Sandwich ELISA yontemi ile (RDA
Grup Istanbul), serum zonulin tayini yapildi. Ticari test Kitleri
(My Biosource Bovine Zonulin Test Kitleri, A.B.D.)
araciliginda 6nceden santrifiije edilmis olan ve ayiklanmis

serum Ornekleri benzer metodoloji (21-27) ile islendi.
2.2. Diski Kivaminin Belirlenmesi

Digki kivaminin belirlenmesi rotaviriisa iligkin ishalin var
olup, olmadiginin tespitine yonelik olarak ¢alismada yer ald1.
Digkr kivami 3°1ii puantaj sisteminde [0-3 arasi] [diski skoru
0 = normal kivam, 1 = yar sekillenmis veya pasta benzeri, 2
= gevsek ve 3 =sulu diski] yorumlandi. Digki skoru >2-3 olan
buzagilar diyareik olarak degerlendirildi (28).

2.3. Gizli Temizlik Skorlamasi

Skorlamalarda 0 [baldir ve viicut biitiiniiyle temiz,
tizerlerinde alt bacaklarda her hangi bir digki ya yok ya da ¢ok
az], 1 [Buzaginin kuyruk basi ve arka son boliimii digk ile
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bulagik/kirli], 2 [Kuyruk basi, arka son boliimii ve baldir ya
da bacaklar digki ile bulasik/kirli] ve 3 [Kuyruk basi, arka
son bolimi ve baldir ile bacaklar diski ile bulasik/kirli]
olarak degerlendirmede bulunuldu. Gizli temizlik skorlama
sistemi 6nceden tanimlandig: hali ile (29,30) degerlendirildi.

2.4. istatistiksel Analizler

Tim istatistiksel analizler SPSS 29.0 (IBM, Amerika)
kullanilarak ~ gergeklestirildi. Ug gruptaki (rotaviriisle
monoenfekte, rotaviriisle koenfekte ve saglikli) zonulin
diizeylerinin normalligi, Shapiro-Wilk testi kullanilarak
degerlendirildi. Verilerin normal dagilim gostermemesi
iizerine parametrik olmayan ydntemler uygulandi. Ug grup
arasindaki zonulin diizeylerini karsilastirmak i¢in, Kruskal-
Wallis ANOVA testi ile gergeklestirildi. Post-hoc g¢iftler
halinde  karsilastirmalar, Dunn  testi  kullanilarak
gerceklestirildi ve Bonferroni diizeltmesi kullanilarak ¢oklu
karsilagtirmalar1 gerceklestirmek icin uygulandi.

Bu karsilagtirmalardan elde edilen p degerleri, Bonferroni
yontemi ile ¢oklu test i¢in ayarlandi. Sonuglar p < 0,05'te
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

3. Bulgular

Isletmede sadece Holstayn buzagilar yer almakta idi. Diski
kivam1 3’14 puantaj sistemi dahilinde degerlendirildiginde
mono-enfekte grupta 1-3 arasi degisim gézlemlenirken (Sekil
2), ko-enfekte grupta skorlarin 2 ile 3 bandinda seyrettigi
tespit edildi [diski skoru >2-3 olan buzagilar diyareik (28)].
Saglikli kontrol grubunda diski skorlar1 0 idi. Gizli temizlik
skorlart acisindan yapilan degerlendirmede mono-infekte
grupta 1 ila 2, ko-infekte grupta 2 ila 3 arasinda skorlar
degismekte idi. Tablo 1’de serum zonulin seviyeleri (ng/mL)
ortalamazstandart hata gosterildigi {izere rotaviriis ile mono-
infekte buzagilarda 41.59+6.41, ko-infekte buzagilarda
61.61+£12.42 olarak belirlenirken, kontrol grubuna)
19.25+6.41 gore anlaml farklar istatistiksel olarak belirgin
sekilde saptandi(p=0.000) (Tablo 1, Sekil 3).

Tablo 1. Rotaviriis ile infekte ve saglikli buzagilarda serum
zonulin seviyeleri (ng/mL)

Grup Ortalama  Standart Sapma
Rotaviriis ile monoinfekte (n=10) 41.59° 6.41

Rotaviriis ile ko-infekte (n=8) 61.61° 12.42

Saghkh (n=7) 19.25¢ 5.52

abe:  Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler
istatistiksel olarak anlamli derecede farklidir (p=0.000).
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Sekil 1. Rotaviriis ile mono-enfekte buzag: (a) ve giardiasis
ile cryptosporodiosis ile ko-enfeksiyonu gosteren test kiti (b)

Sekil 2. Caligmaya dahil edilen buzagilarda digk1 kivamlarma
(skorlarina) ait gorseller. a) skor 1, b) 2 ve ¢)1. Ayn1 olgularda
gizli temizlik skorlar1 yine sirasi ile 2, 2 ve 3 olarak tespit

edildi.
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Sekil 3. Rotaviriis ile mono- ya da ko-enfekte buzagilarda
zonulin seviyelerini gosteren kutu grafigi.

4. Tartisma

Bagirsak  gecirgenligi,  bircok  faktdr  tarafindan
degistirilebilir. Farkli aragtirmalar, klinik kosullar arasinda
bagirsak gecirgenligi degisikliklerinin (6rnegin gida alerjisi
ya da intoleransi, otoimmunite, nonsteroid anti-inflamatuar
kullanimi, IgA ile baglantili nefropati ve enfeksiydz

hastaliklar1 ile malabsorpsiyon vb.) artan bagirsak
gecirgenligi,permeabilite ile iligkilendirildigini
bildirmektedirler (31-35). Bu c¢alismada, bagirsak
gecirgenligini  tespit etmek amaciyla serum zonulin

seviyelerinin tespiti miimkiin kilindi. Bagirsak epitelinin
makro diizeyde faaaliyetleri, ¢ozelti ve s1v1 degisikliklerinin
korunmasi sayesinde besin emilimi ile birlikte bagirsakla
iliskili lenfoid dokusu ve noéroendokrin ag ile iliskisine
dayanmaktadir. ilaveten ¢evresel antijenlerin bagirsak
liimeninden submukoza geg¢isi diizenlenmektedir (36,37).
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Onerilen  hipotez, mukozal bariyerin bozulmasi ile
makromolekiillerin gegisine neden olarak bunun sonucunda
yerel/sistemik  inflamasyon ve  bagisiklik  tepkisi
olusturdugunu icermektedir ki; tim bunlar "s1zintil1 bagirsak"
olarak adlandirilmistir (38). Alic Ural (27) ilgili aragtirmada,
kanitlarla desteklenen (giardiazisli ishal gosteren buzagilarda
yiiksek zonulin seviyeleri) sizdiran bagirsak varligmin ve
(bagirsak gecirgenligini), veteriner hekimler tarafindan
tedavi protokollerini degistirebilecek sonuglar olarak dikkate
alinmasi gerektigini bildirmistir. Nitekim bu ¢aligmada tablo
1’de gosterildigi hali ile ortalama serum zonulin seviyeleri
(ng/mL) rotaviriis ile mono-infekte buzagilarda 41.59+6.41
(35-48), ko-infekte buzagilarda 61.61+12.42 (48-74) ng/ml
seviyelerinde belirlenmis, saglik kontrollere kiyasla anlamli
degisim (p=0.000) gosterdigi ve bagirsak gecirgenligine
iliskin olarak intestinal permeabilite artisina delalet oldugu
diistintilmiistiir.

Mide oncesi fermantasyon nisinden gelen yiiksek mikrobiyal
antijenlere maruz kalan gevis getiren hayvanlar arasinda
dogru bagirsak bariyeri islevselliginin dnemi artmistir (39).
Bagirsak sagliginin hayvan iiretkenligi ve refahi iizerindeki
agirligina dair ¢arpict kanitlar son dénemde fark edilmistir.
Giincellenmis yonetim kosullariyla birlikte implante edilen
farkli bilesenler, hayvanlarin bagirsak sagliginda, bariyer
islevini de igerecek sekilde degisikliklere neden olabilir ve
bagirsagin sizdirmasina neden olabilir. Ruminantlar arasinda
buna yonelik faktorler arasinda 1s1 stresi, rumen asidozu,
siitten kesme, azalan yem alimi ve erken laktasyondaki siit
ineklerinde gegis donemi yer alir (22, 23, 40-49). Ote yandan,
sizdiran bagirsaktan sorumlu nedenleri agikliga kavusturmak
kolay degildir ¢iinkii faktorler azalmis bagirsak bariyeri
biitiinliigiine katkida bulunarak azalan diger ilgili dokularin
metabolizmasini ve bagisiklik tepkisini etkileyebilir (46). Bu
sasirtici faktorlere 6rnek olarak siit ineklerinde dogum 6ncesi
donem ve 1s1 stresi gosterilebilir ki; 2'si de yeni birer baskin
fizyolojik durumu desteklemek i¢in Onemli homeoretik
adaptasyonlarla  refakat¢idir  (40). Agustos 2021'de
gergeklestirilen onceki bir ¢aligmada (%36 nem ile 41.1°C)
181 stresine maruz kalan buzagilarda serum zonulin seviyeleri
ELISA ile degerlendirildi. Serum zonulin (ng/mL) diizeyleri
gece yarist saat 00.00'da (60,07+21,20), giin ortasi ise saat
12.00'de (34,60+10,90) yiikselmisti (p=0,018). Son sozii
edilen ilgili calismada (22), yiiksek zonulin diizeyleri, 1s1
stresi ile iliskili olarak yiliksek bagirsak gegirgenligi ile
birlikte bagirsak bariyerinin bozuldugunu belirlemektedir
(22). Bir bagka caligma 1s1 stresinin bagirsak bariyerinde islev
bozukluguna neden oldugu hipotezini igermekte idi. Tlgili,
Aydin’da yazin yiiksek sicaklik kosullarinda barindirilan
Holstayn siit ineklerinden (n=7, 2-5 yas) serum zonulin
diizeyinin tespiti i¢in alinan kan drneklerinde serum zonulin
seviyelerinin 6nemli Ol¢lide (p=0,012) degistigi tespit
edilmistir (saat 12:00 ve 00:00'da, sirasiyla 44°C ve 31°C
sicaklik kayitlar1). Son sozii edilen arastirmada 1s1 stresi
ineklerde bagirsak biitiinliigiinii olumsuz yonde etkilemistir
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(23). Ishalli giardia pozitif buzagilarda (n=11) serum zonulin
konsantrasyonlarinin daha yiiksek (p<0.001) oldugunu ortaya
konulmus, [saglikli olanlarla (n=11) karsilastirildiginda
(63,3543,73 ng/mL’ye karsin 34,94+3,72 ng/mL], sahadaki
veteriner hekimler i¢in sizdiran bagirsak ve artmis olan
bagirsak  gecirgenliginin  dikkate alinma  gerektigi
bildirilmistir (27). Karsilastirmali olarak bu c¢alismada
ozellikle de rotaviriis ile ko-infekte buzagilarda bagirsak
gecirgenliginin saglikli kontrol ya da rotaviriis ile mono-
infekte olanlara da kiyasla daha da arttiginin belirlendigi
muhakkaktir.

Onceki bir arastirmada dogumdan itibaren 21 giinliik yasa
kadar takip edilen 76 Holstayn buzagidan, dzefageal tiip ile
dogumu miiteakip 2 saat igerisinde 4 L maternal kolostrum
verilmesine karsin ardigik 3 giin boyunca fekal skorlart >3
olanlar ishalli olarak kabul edilmistir. Ayni buzagilarda 0., 7.,
14. ve 21. giinlerde 2 seker probu ile (laktiiloz ve d-mannitol)
yiiklemesi ile intestinal permeabilite Sl¢iilmiistiir. Ishalli
buzagilarda, saglikli kontrollere kiyasla ilk 21 giinde serum
laktiiloz konsantrasyonlarmin daha yiiksek seyretmesi artan
intestinal ~ permeabiliteye (50). Bu
aragtirmada her ne kadar seker problari ile yiikleme planlansa
da biitge yetersizligi nedeniyle askiya alinmistir. Ancak bir
sonraki ¢alismada buna yonelik girisimde bulunularak serum

yorumlanmistir

zonulin seviyelerindeki degisim ile korelasyon igersinde olup
olmadigi arastirilacaktir.

5. Sonug

Sonu¢ olarak rotaviris ile mono- ya da ko-enfekte
buzagilarda ge¢irgen bagirsak sendromunun ve muhtemel
intestinal permeabilite artiglarinin dikkate alinmasi gerekliligi
sOylenebilir. Rotaviriis ile gerek mono- gerekse ko-enfekte
buzagilarda serum zonulin seviyelerindeki artiglarin dikkate
alinmasi en azindan saha kosullarinda veteriner hekimler i¢in
sagaltim protokollerinde degisim saglayabilir. Gegirgen
bagirsak sendromu ve intestinal permeabilite artisina yonelik
olarak veteriner hekim kontroliinde probiyotik ve nutrasotik
tercihleri ara siki baglanti noktalarmin diizensizliklerinin,
gecirgenlik artiginin - durdurulmasi, mikrobiyom odaklt
girisimler ve intestinal epiteliyal hiicrelerin ihtiyact olan
immonutrisyonel bilesenlerin verilmesi ancak bdyle giindeme

gelebilecektir.
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Ozet: Bu calismada, Sultan ve Hiirmetci sazliklarindan spesifik gida patojenlerine kars1 litik bakteriyofajlarin izole edilmesi, fenotipik ve
biyolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaglandi. Bu kapsamda, toplanan su drnekleri; Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerine 6zgii litik fajlarin izolasyonu amaciyla zenginlestirildi. Faj
varlig1 spot test yontemiyle 6n degerlendirmeye tabi tutuldu ve pozitif sonug veren 6rnekler ¢ift tabaka agar yontemiyle saflastirildi. zole edilen
litik fajlarin optimal enfeksiyon ¢oklugu (MOI) degerleri, adsorpsiyon kinetikleri ve tek asamali biiylime egrileri ¢ift tabaka agar yontemiyle;
konak spektrumlar1 ile cevresel stabiliteleri ise spot test yontemiyle karakterize edildi. Calismada, L. monocytogenes harig¢ diger test
bakterilerine karsi ¢aplart 1-3 mm arasinda degisen toplam 40 litik faj izole edildi. Elde edilen fajlarm titreleri 10°-10%° pfu/mL arasinda bulundu,
tiim faj izolatlart 0.1-100 MOI seviyelerinde bakteriyel biiylimeyi inhibe etti ve 1 MOI diizeyinde en yiiksek ¢ogalma gozlendi. Fajlarn
adsorpsiyon siireleri 15-20 dakika, latent periyotlar1 15-25 dakika ve lizis siireleri 2030 dakika arasinda degisirken, patlama boyutlarinin 100—
120 pfu/cfu arasinda oldugu belirlendi. izole edilen fajlarin, pH 3.0-9.0 araliginda ve 50 °C’ye kadar olan sicakliklarda stabilitelerini
koruduklari gozlendi. Ayrica, izole edilen fajlarin 4°C'de alt1 ay boyunca aktivitelerini korudugu ve yalnizca hedef bakterilere kars1 litik etkinlik
gostererek yiiksek konak 6zgiilliigii sergiledigi tespit edildi. Sonug olarak, ¢aligmada sazliklardan izole edilen fajlar, genis litik spektrumlari,
yiiksek ozgiilliikleri ve gevresel kosullara kars1 gosterdikleri stabilite 6zellikleri ile biyokontrol ve terapdtik uygulamalarda kullanilabilecek
ajan adaylar1 olabilecekleri gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, litik aktivite, cevresel stabilite, konak spektrumu, gida kaynakli patojenler, Sultan ve Hiirmetgi Sazlig1

Phenotypic Characterization of Lytic Phages Targeting Specific Food Pathogens Isolated
from Sultan and Hiirmetci Marshes

Abstract: This study aimed to isolate lytic bacteriophages against specific foodborne pathogens from the Sultan and Hiirmet¢i marshes and to
evaluate their phenotypic and biological characteristics. For this purpose, water samples collected from the marshes were enriched for the
isolation of lytic phages specific to Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, and
Pseudomonas aeruginosa. The presence of phages was assessed using the spot test, and positive samples were subsequently purified through
the double-layer agar method. The optimal multiplicity of infection (MOI) values, adsorption kinetics, and one-step growth curves of the isolated
lytic phages were characterized using the double-layer agar method, while their host range and environmental stability were evaluated using
the spot test method. A total of 40 lytic phages were isolated against all test bacteria except L. monocytogenes, producing plaques with diameters
ranging from 1 to 3 mm. The phage titers ranged between 10° and 10?° pfu/mL, and all phage isolates inhibited bacterial growth at MOI levels
between 0.1 and 100, with the highest proliferation observed at an MOI of 1. The adsorption times of the phages ranged from 15 to 20 minutes,
latent periods from 15 to 25 minutes, and lysis durations from 20 to 30 minutes, while their burst sizes were determined to be between 100 and
120 pfu/cfu. The isolated phages remained stable across a pH range of 3.0 to 9.0 and at temperatures up to 50 °C. Additionally, the phages
retained their activity after six months of storage at 4°C and exhibited lytic activity exclusively against their target bacteria, demonstrating high
host specificity. In conclusion, it was shown that phages isolated from reeds in the study could be candidate agents that can be used in biocontrol
and therapeutic applications with their broad lytic spectrum, high specificity and stability against environmental conditions.

Keywords: Bacteriophage, lytic activity, environmental stability, host range, foodborne pathogens, Sultan and Hiirmet¢i Marshes

1. Giris ozellikle hastane ve diger klinik ortamlarda adaptif avantaj

Antibiyotiklerin klinik, veterinerlik, hayvancilik, tarim ve
gida isleme alanlarinda uzun siireli ve yaygimn kullanimi bu
ajanlarin etkinligini ciddi bicimde azaltmistir. Antibiyotik
diren¢ genlerinin varlig1 ve bu genlerin yatay gen transferi
yoluyla yayilabilme yetisi, patojen mikroorganizmalarin

kazanmasina neden olmustur (1). Yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesine yonelik arastirmalarin neredeyse durma
noktasina gelmesi, c¢oklu ilag direngli (MDR) bakteri
suslarinin hizla yayginlagmasina neden olmakta; bu durum,
kiiresel diizeyde ciddi bir halk sagligi tehdidi olugturmaktadir.
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Diinya Saglik Orgiiti  (DSO), antibiyotik  direngli
enfeksiyonlarm neden oldugu &liimlerin giderek arttigini ve
bu saymim 2050 yilina kadar yillik 10 milyona ulasarak
kanserden daha fazla 6liime yol agabilecegini dngdrmektedir
(2). Bu nedenle, DSO, arastirmacilar1 oncelikli antibiyotik
direngli enfeksiyonlart1 tedavi etmek i¢in yenilikgi
antibakteriyel yaklasimlar tasarlamay1r Onermistir (3).
Bakteriyofajlar, bakterileri spesifik olarak enfekte eden ve
onlart lizis yoluyla ortadan kaldiran dogal biyolojik
ajanlardir; bu yonleriyle gelencksel olarak bakteriyel
enfeksiyonlarin  tedavisinde kullanilmalari  Onerilmistir.
Ancak sonraki on yillarda antibiyotiklerin  kolay
erisilebilirligi ve biiylik dlgekte kullanimi, bakteriyofajlarin
tedavi amagl kullanimini1 golgede birakmistir. Modern tipta
antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin yonetiminde temel
bir ara¢ haline gelmistir; ancak mevcut anti-enfektif tedavi
seceneklerinin hizla azalmasi, kiiresel saglik agisindan ciddi
bir tehdit olusturmaktadir. Bu baglamda, bilim insanlar1 ve
klinisyenler bakteriyofaj uygulamalarindaki geligmeleri umut
verici ve alternatifler olarak
degerlendirmektedir (1,4). Konak 6zgiilliigi, kendi kendine
cogalabilme kapasitesi, diisiik toksisite ve mikrobiyotay1
etkilememe gibi oOzellikleri sayesinde faj terapisi,
antibiyotiklere karst umut vadeden bir alternatif tedavi
stratejisi olarak degerlendirilmektedir (5). Bakteriyofajlar;
bakterilerin tespiti, kontrolii ve eliminasyonu amaciyla,
tedavi, gida koruma, biyosanitasyon uygulamalari ile spesifik
sensorlerin tasarimi gibi cesitli yontem ve alanlarda etkili bir
sekilde kullanilabilmektedir (6,7). Bakteriyofajlar, cesitli
ekosistemlerde yaygin olarak bulunan ve yalnizca belirli
bakteri tiirlerini enfekte edebilen bakteriyel 6zgiilligii yliksek
virtislerdir (8,9). Konak hiicrede izledikleri replikasyon
stratejilerine  gore litkk ya da  lizojenik tipte
simiflandirilmaktadir. Litik fajlar, konak hiicrede hizh
¢ogalarak hiicre lizisine yol agarak yeni fajlarin g¢evreye
yayilmasint saglar. Lizojenik fajlar ise genomlarini konak
bakterinin DNA’sina entegre eder ve hiicre boliinmeleriyle
birlikte kalitsal olarak aktarilir (10). Litik fajlar, gida kaynakli
patojenlerin ¢ogalmasii etkin bigimde baskilayarak, gida
endiistrisinde ~ kontaminasyon  kaynakli  kayiplarin
azaltilmasinda 6nemli bir potansiyel sunmaktadir (11). Gida
kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarda en sik karsilasilan

uygulanabilir

bakteriler; Salmonella spp., Campylobacter spp., S. aureus,
E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Bacillus cereus,
Clostridium spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica,
Vibrio spp., Brucella spp. ve Aeromonas spp.’dir (12).
Bakteriler; insan, hayvan ve bitki konak¢ilariin yani sira
toprak, su ve atmosfer gibi ¢esitli gevresel habitatlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. (13). Bakterilerin bu denli yayginligi,
onlar1 enfekte eden bakteriyofajlarin da ¢evresel ortamlarda
yiksek oranda bulunmasma neden olmaktadir. Nitekim
yapilan calismalar, bakteriyofajlarin  6zellikle
ortamlarda bakterilerden yaklagik 10 kat daha fazla sayida

sucul

bulundugunu gostermektedir (8,9,14). Fajlarin, her giin
okyanuslardaki bakterilerin = %20-40'm1 lize ettikleri
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diisiniildiiginde,  bakteri  seviyelerini  diizenleyerek
ekosistemlere 6nemli katkilarda bulunabilirler. Bu durum,
bakteriyofajlarin ¢evresel dinamiklerdeki rolii ve baskin
bakterilerin dongiistinii  etkileme kapasitesiyle tutarlidir
(15,16,17). Benzer sekilde, Kayseri il sinirlar igerisinde yer
alan Sultan Sazlig1 ve Hiirmetg¢i Sazligi, yalnizca biyolojik
cesitliligin korunmasi agisindan degil, ayn1 zamanda bolgesel
kirsal yasamla kurduklar giiclii etkilesimler bakimmdan da
O6nem tasiyan, dogal kaynak sular1 ve genis mera alanlariyla
karakterize edilen sulak alanlardir (18,19). Tatlisu
ekosistemlerinin 6nemli &rneklerini olusturan bu alanlar,
zengin mikrobiyal ¢esitlilikleriyle ekolojik agidan hassas
habitatlar sunmakta ve potansiyel bakteriyofaj-bakteri
etkilesimlerinin arastirilmasi agisindan dikkat ¢ekici birer
model olusturmaktadir. Bu nedenle, Kayseri il siirlar
icerisinde yer alan Sultan ve Hiirmetci sazliklarindan
toplanan su orneklerinde, gida kaynakli patojen bakterilere
kars1 litik etkili bakteriyofajlarin izolasyonu ve bu fajlarin
fenotipik ve biyolojik &zelliklerinin (litik etkinlik, 6zgiillik,
stabilite gibi) karakterize edilmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Ornekleme Noktalar:

Calisma kapsaminda, I¢ Anadolu’nun giiney kesimi ile Toros
Daglart’nin birbirine yaklastigi bir konumda, Orta Kizilirmak
Boliimi igerisinde yer alan Kayseri iline bagl iki 6nemli
sulak alanda ornekleme gergeklestirilmistir. Bu alanlardan
biri olan Sultan Sazlig1, yaklagik 1000 km?’lik yiizdlglimiine
sahip Develi Ovast’nin giineybatisinda, Develi, Yahyali ve
Yesilhisar il¢elerinin idari sinirlarinin kesigim noktasinda yer
almakta olup, yaklasik 243,57 km?*lik bir alana sahiptir.
Cografi olarak 38,33° kuzey enlemi ve 35,27° dogu boylami
koordinatlarinda konumlanmaktadir (19). ikinci érnekleme
alan1 olan Hirmetci Sazlhigi ise, Kayseri il merkezinin
yaklasik 13 km giineybatisinda, Hacilar ve incesu ilgeleri
sinirlari igerisinde yer almakta olup yaklasik 95,92 km?’lik bir
ylizol¢iimiine sahiptir. Alan, 1030-1270 metre arasinda
degisen rakimiyla dikkat ¢ekerken; sulak alan kism1 yaklagik
31 km? olarak bildirilmektedir. Cografi olarak 38,72° kuzey
enlemi ve 35,34° dogu boylami1 koordinatlarinda konumlanan
Hiirmetgi Sazligmin giineyinde Erciyes Dagi, giineybatisinda
ise Sultan Sazlig1 yer almaktadir (18).

Sekil 1. Calismada oOrneklemenin yapildigi Sultan ve

Hiirmetg¢i sazliklarinin konumu
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2.2. Cahiyma Kapsaminda Kullamlan Bakteri Kiiltiirleri

Caligmada, ziyaret edilen sazliklardan farkli gida kaynakli
patojenlere karst faj izolasyonu amaciyla, Erciyes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veteriner Halk Saghigi
Anabilim Dali kiiltir koleksiyonunda bulunan S. aureus

ATCC 25923, S. Typhimurium ATCC 13311, L.
monocytogenes RSKK 472 ve P. aeruginosa ATCC 27853 ve
E. coli ATCC 25922 suslar1 kullanildi. Caligma kapsaminda
izole edilen her bir fajmm konak spektrumunu belirlemek
amaci ile Tablo 1°de belirtilen fenotipik 6zellikleri belirtilen
izolatlar kullanildi.

Tablo 1. Fajlarin konak spektrumunun belirlenmesinde kullanilan test mikroorganizmalar1 ve fenotipik 6zellikleri.

Test
Mikroorganizma
(n, izolasyon
kaynagi)

E. coli Faji S. aureus Faji P.

Faji

aeruginosa

S. Typhimirium Antibiyotik
Faji Direnci

Biyofilm
Olusumu

Konak

Bakteriler*

S. aureus ATCC

25923 v

S.  Typhimurium

ATCC 13311

E.  coli ATCC

25922 v

P. aeruginosa

ATCC 27853 v

Diger
Bakteriler**

E. coli (5, atik su) Vv V4 v
E. coli O157 (5,
gida) v v v
E coli (10, gida) Vv v v
E. faecalis (5, atik
su) v v v
E. faecalis (10,
gida) v v v
E. faecium (10,
gida) v v v
S.  aureus (10,
gida) v v v
MRSA (10, insan) V' v v
L. monocytogenes
(13, gida) v v v
Salmonella  spp.
(15, gida) v v v

v MDR +

v MDR +
v MDR +

v MDR +

v MDR +

v MDR +

v MDR +
v MDR

v MDR +

v MDR +

* Caligmada sadece faj izolasyonu amaciyla kullanilan konak bakteriler

** Fajlarin 6zgiillik ve konak spektrumunu belirlemek amaciyla kullanilan diger test bakterileri

2.3. Su Orneklerinin Toplanmasi

Arastirma kapsaminda Sultan Sazlig1 ve Hiirmet¢i Sazliginda
iki farkli zaman diliminde, yaklasik birer aylik araliklarla
yapilan ziyaretlerde su 6rneklemeleri gergeklestirilmistir. Her
ornekleme sirasinda, kiyiya yakin yilizeyden 100’er mL steril
numune kaplarma dogrudan manuel daldirma ydntemiyle
toplam 10 adet su Ornekleri toplandi. Numune alma
isleminden dnce siseler ¢aligma alanindaki suyla durulanmis,
ardindan her bir siseye Ornekleme zamani ve istasyon
bilgilerini igeren etiketler yapistirildi. Toplanan su 6rnekleri,
aym1 giin iginde laboratuvara  tagmarak
gergeklestirilene kadar 4 °C’de muhafaza edildi.

analizi

2.4. Su Orneklerinden Faj izolasyonu ve Saflagtirilmasi
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Calisma kapsaminda alinan su drneklerinin 20 mL’si, kaba
partikiilerini gidermek igin 4.000% rpm’de 10 dk santrifiij
(Gyrozen, Almanya) edildi. Daha sonra iistteki siv1 seri olarak
0,45 pm ve 0,22 pm goézenek boyutuna sahip membran
filtrelerden (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) siiziildii. Elde
edilen filtrat, 20 mL 2X Luria Bertani (LB; Merck, 110285,
Almanya) broth icine alindi ve her bir hedef bakteri tiirii
(Tablo 1) i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde, lizerine 1 mL 18 saat
LB broth’ta aktiflestirilmis konak bakteri kiiltiirii eklendi.
Daha sonra, konak bakterisi L. monocytogenes ve P.
aeruginosa olan siispansiyonlarn 30°C’de, digerleri ise
37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan Ornekler 4.000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatantlardaki hedef
fajlarin varlig1 spot test ile belirlendi. Bu amagla, konakg1
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bakteri kiiltiirlinden 100’er pL alnarak iginde 4' er mL LB
yumusak agar (%0,7 agar) iceren tiiplere ilave edilerek
karistirildi ve LB agar igeren petrilere dokiilerek homojen
olarak yayild1 ve petriler kurumaya birakildi. Daha sonra
katilagan agar lizerine, faj varligi kontrol edilecek olan
stipernatantlardan 10’ar pL damlatilarak daha 6nce belirtilen
sicakliklarda 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
petriler plak olusumu ac¢isindan incelendi. Fajlarin varlig
dogrulandiktan sonra, saflastirma ve zenginlestirme iglemleri
yapildi. Bu amagla, 1 mL filtrat, 2 mL bakteri kiiltiirii iceren
5 mL LB yumusak agarla karistirildi ve LB agar iizerine
yayilarak ¢ift tabaka yontemi ile her bir konak bakteri igin
belirtilen sicakliklarda bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda berrak zon olusturan fajlar arasinda farkli
morfoloji gosteren bese kadar seffaf plak, steril bir filtre
ucuyla saflagtirma ic¢in alinarak 1 mL fizyolojik tuzlu su
icinde on kat seri diliisyonlar1 (107'-10"°) hazirlandi. Her bir
diliisyon, 1 mL kendi konak bakteri kiiltiirii (yaklasik 108
kob/mL) ve 3 mL LB yumusak agar ile karistirilarak LB agar
tizerine homojen bir sekilde yayildiktan sonra 24 saat
inkiibasyona birakildi. Bu iglem {i¢ kere tekrarlandi. Son
saflagtirmadan sonra, tek bir plak secildi ve konak bakteri
iceren LB broth’a aktarildi. 37°C’de 100 rpm’de 18 saat
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiire 100
uL kloroform eklendikten 20 dakika inkiibe edildi ve
ardindan santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar 2 pm’lik
filtreden gecirildi ve elde edilen filtrat 4°C’de stok faj olarak
saklandu.

Stok fajlarin titreleri belirlemek igin saline magnezyum (SM)
tamponunda (5.8 g NaCl, 2 g MgSO4-7H20 ve 50 mL IM
Tris-HCI) 10 kat diliisyonlar hazirlandi. Bu diliisyonlardan
100 pL konak bakteri ile karistirildi. Karisgim, 37°C’de 15
dakika bekletildikten sonra 3 mL yumusak agara eklendi ve
LB agar iizerine yayildiktan sonra 37°C’de 18 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda olusan plaklar sayildi ve stok
fajlarin titreleri asagida belirtilen formiil kullanilarak plak
olusturan birim/mL (pfu/mL) olarak hesaplandi (20-22). Elde
edilen stok fajlar kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi.

Titre (pob/mL) = plak sayist / seyrelteme faktorii x mL
cinsinden seyreltilmis bakteriyofaj hacmi

2.5. izole Edilen Fajlarin In Vitro Karakterizasyonu

2.5.1. Optimal infeksiyon Coklugu Degerinin
(Multiplicity of Infection Value; MOI) Belirlenmesi

Fajlarin ¢ogalma etkinligini belirlemek amaciyla farkli MOI
oranlarinda optimizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirildi. Bu
amagla, faj siispansiyonlar1 ve log fazindaki bakteri kiiltiirleri
farkli MOI degerlerine (0.01, 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100) gore
karigtirildi. Karigimlar 37°C’de 3,5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, serbest bakteriyofajlarin
uzaklagtirilmas1 amaciyla siispansiyonlar 1000 x g'de 5
dakika santrifiij edildi ve iist stvi 0.22 um membran filtreden
gecirilerek steril tliplere alindi. Elde edilen filtratlardan ¢ift
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tabaka agar yontemi kullanilarak faj titreleri (pfu/mL)
belirlendi. Farkli MOI seviyelerinde elde edilen faj titreleri
karsilastirildi ve en yiiksek faj cogalmasiin gézlendigi MOI
degeri, optimal MOI olarak kabul edildi (23, 24).

2.5.2. Adsorpsiyon Hizlarimin Belirlenmesi

Her bir faj slispansiyonuna belirlenen optimal MOI” ye gore
bakteri kiiltlirleri ilave edildikten sonra fajlarin konak
bakterilerine adsorbe olmasi i¢in 37°C* de 100 rpm’de 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda karisim 3000xg’de
15 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi ve pelet
5 mL LB broth ile siispanse edildikten sonra 37°C* de 100
rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun 2, 4 ve 6. saatlerinde
stispansiyondan 100’er pL alinarak ¢ift tabaka agar yontemi
ile titreleri belirlendi (20, 25).

2.5.3. Tek Asamali Gelisim Egrilerinin (One Step Growth
Curve) Belirlenmesi

Her bir konak bakteri kiiltiirii (10® kob/mL) ve optimal
MOTI’deki (MOI=1) faj siispansiyonlari esit oranda (her biri 5
mL) karistirildi ve 37°C” de 100 rpm’de 15 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda faj-bakteri siispansiyonu
3000xg’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra pelet 5 mL LB
broth ile siispanse edilerek ve 37°C’ de 100 rpm’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince, ilk 30 dakika
boyunca her 5 dakikada bir ve sonraki 30 dakika boyunca her
10 dakikada bir siispansiyondan 100’er pL 6rnek alinarak,
cift tabaka agar yontemiyle faj titreleri belirlendi (25).

2.5.4. Konak Spektrumlarinin Belirlenmesi

Izole edilen fajlarin konak bakterileri hari¢ gesitli
kaynaklardan izole edilen 30 farkl: izolatlarda (Tablo 1) litik
etkinlikleri spot ekim yontemi ile belirlendi. Bu amag ile, -
20°C’de saklanan izolatlarin LB broth icerindeki 18 saatlik
kiiltiirleri (100 pL) yumusak LB agar (4 mL) karistirilarak LB
agar lizerine dokiildii ve kurumaya birakildi. Daha sonra her
bir faj siispansiyonundan 10 pL alinarak test izolatlarinin
°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda LB agar iizerinde plaklarin
(berrak zon) varlig: ilgili fajin hedef bakteriye karst litik
etkinligi olarak degerlendirildi (26).

tzerine damlatildi ve 37

2.5.5. Fajlarin Stabilite Analizleri

Farkli sicaklik ve farkli pH araliklarinin izole edilen fajlarin
canlihigr iizerindeki etkisi analiz edildi. Bu amag ile 10’
pfu/mL baslangig titresine sahip faj izolatlarinin, sirasiyla
farkl sicakliklarda (4°C, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C) ve farkli pH
araliginda (pH 2-11) ayarlanmig LB broth iginde 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince 10 dakika araliklarla
ornekler alindi. Deney ii¢ kez gerceklestirildi. pH ve sicaklik
muamelesi sonrasi fajlarin titresi ¢ift tabaka agar yontemi
belirlendi (20). Aymi zamanda 4°C’de depolama siiresince 6
ay boyunca ayda bir kez drnekleme yapilarak faj aktivitesi
kontrol edildi.
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2.6. Istatistik Analiz

Fajlarin izole edildikleri konak bakterilere karsi 0.001-100
aras1t MOI seviyelerinde gosterdikleri log pfu/mL ¢ogalma
diizeyleri ile tek asamali biiylime egrisi verileri (adsorpsiyon
stiresi, latent periyot, lizis siiresi ve patlama boyutu) igin
gruplar aras1 farklar, once tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirildi. ANOVA sonucu anlamli
bulunan parametrelerde gruplar arasindaki farkliliklar Tukey
HSD testi ile belirlendi. Ayrica, fajlarin, ¢esitli kaynaklardan
elde edilen test bakterilerine kars1 gosterdigi litik aktivitenin
tirlere gore dagilimi Fisher’s Exact Test ile analiz edildi.
p<0.05 olan tiim degiskenler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Sazliklardan alinan 10 adet su drnegi ile gerceklestirilen spot
testlerde, L. monocytogenes disindaki tim konak bakterilere
karsi 10-15 mm c¢ap araliginda toplam 40 faj plagi
gozlemlenmistir. Cift tabaka agar yonteminde ise bu plaklarin
24’1, fajlarin konak bakteriler lizerinde belirgin litik aktivite
sergiledigini gosteren, genellikle 1-3 mm ¢apinda, yuvarlak
ve net sinirlt plaklar olusturdu (Sekil 2, Sekil 3). Tiim fajlar,
test edilen 0.001-100 araligindaki MOI
bakteriyel biiylimeyi inhibe etmede etkili olurken, en yiiksek

seviyelerinde

¢ogalma diizeyi (>10® pfu/mL) 1 MOI’de gézlemlenmis ve bu
seviye, diger MOI gruplarina kiyasla anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu durum, 1 MOI'nin in vitro
kosullarda en etkili  enfeksiyon oldugunu
gostermektedir (Sekil 4a). Buna ilaveten, konak bakterilere
ait fajlarin adsorpsiyon siireleri E. coli, S. aureus, S.

orani

Typhimurium ve P. aeruginosa igin sirastyla 15, 18, 15 ve 20
dakika olarak belirlenmis; bu siireler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Buna karsin,
S. aureus fajmin latent periyodu 15 dakika ile en kisa siireyi
gosterirken, bu siire P. aeruginosa fajinda 25 dakikaya kadar
uzamistir. E. coli ve S. Typhimurium fajlart igin ise latent
periyot sirasiyla 18 ve 20 dakika olarak belirlenmis ve gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Benzer sekilde, lizis siiresi S. aureus ve S.
Typhimurium fajlarinda 20 dakika iken, E. coli fajinda 25
dakika ve P. aeruginosa fajinda 30 dakika olarak
belirlenmistir; bu farklilik da istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Patlama boyutu, S. aureus fajinda
yaklasik 120 pfu/cfu ile en yiiksek, P. aeruginosa fajinda ise
68 pfu/cfu ile en diisiik seviyede belirlenmistir (p<0.05). E.
coli ve S. Typhimurium fajlar1 i¢in bu degerler sirasiyla 100
ve 85 pfu/cfu olarak saptanmistir (p>0.05) (Sekil 4b). Ayrica,
izole edilen fajlarin tamami 3.0 - 9.0 gibi genis bir pH
araliginda ve 50°C,’ye kadar olan sicakliklarda analiz edilen
biitlin zaman periyodlarinda iyi stabilite gosterdi. Fakat
50°C’de P. aeruginosa ve S. aureus fajlar1 20. dakikadan
sonra asamali olarak titrelerinde azalma sergilerken, S.
Typhimirium ve E. coli fajinn titresi ise 30. dakikadan sonra
azaldi. 50 °C’ye kadar fajlarin titrelerinde ortalama 1.0 log
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azalma belirlenirken, bu sicakliktan sonra ortalama 4.6 log
azalma tespit edildi. Ayrica 60 °C de higbir faj tespit
edilmedi. Aym sekilde, fajlarin titresi pH 4-7 araliginda
onemli degisiklik gostermedi (ortalama 0.8 log). Bu pH
degerlerinin altinda ve {izerinde fajlarda titrenin 1.78-3.52 log
arasinda azalma saptandi. pH 10’da ise hicbir faj tespit
edilemedi. Ayrica her bir fajin 4°C’de alt1 ay boyunca
saklanmasi siiresince, spot test ile aylik yapilan kontrollerde
aktivitesini korudugu belirlendi. Yapilan spot testte, izole
edilen fajlarin her biri yalnizca kendi hedef tiiriine ait, farkli
kaynaklardan elde edilen izolatlara kars litik etki gostermis;
diger bakteri tiirlerine kars1 herhangi bir plak olugsmamustir.
Litik aktivitenin bakteri tiirline bagli olarak farklilik
gostermesi istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p<0.05) ve
bu durum, fajlarin tiir diizeyinde yiiksek ozgiilliige sahip
oldugunu gostermektedir (Tablo 2).

Sekil 2. Calismada izole edilen fajlara ait plak goriintimleri.
A-D: Spot testlerde faj aktivitesinin gozlendigi plaklar. A: S.
aureus konak bakterisi iizerinde olusan faj plaklarmin ¢ap1
yaklagik 10-15 mm’dir. B: E. coli konak bakterisi tizerinde
olusan plak ¢aplar1 yaklagik 8-12 mm’dir. C: S. Typhimurium
konak bakterisi i¢in ii¢ farkli numuneye ait spotlarda
gozlenen plaklarin ¢apt yaklagtk 10-12 mm’dir. D: P.
aeruginosa konak bakterisi lizerinde gelisen plaklarin ¢api
yaklagik 10-15 mm’dir. E-F: Cift tabaka agar yonteminde
olusan faj plaklarinin genel goriiniimiinii gostermektedir.
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bakterilerine karsi faj aktivitesi, B: Cift tabaka agarda konak
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Sekil 4. Izole edilen fajlarm optimal MOI degerleri (A) ve
Tek agamali biiytime egrileri (B), EC: E. coli Faj, SA: S.
aureus faj, ST: S. Typhimurium faj, PA: P. Aeruginosa faji

Tablo 2. Fajlarin, farkli kaynaklardan izole edilen bakteri suslarina kars1 spot test yontemiyle degerlendirilen litik etkinlik

sonuglari
Fajlarin test edilen izolatlara kars: litik
izolat aktivitesi
Test Bakterisi sayisl Kaynag EC SA ST PA
E. coli 5 Atik Su 1 0 0 0
E. coli O157:H7 5 Gida 1 0 0 0
E. coli 10 Gida 1 0 0 0
E. faecalis 5 Atik Su 0 0 0 0
E. faecalis 10 Gida 0 0 0 0
E. faecium 10 Gida 0 0 0 0
S. aureus 10 Gida 0 1 0 0
MRSA 10 Insan 0 1 0 0
L. monocytogenes 13 Gida 0 0 0 0
Salmonella spp 15 Gida 0 0 1 0
P. aeruginosa 10 Insan 0 0 0 1

EC: E. coli faj, SA: S. aureus faj, ST: S. Typhimurium faj, PA: P. aeruginosa faj.“1” plak olusumu gdzlenen izolatlar1 (litik aktivite pozitif); “0”degeri ise plak
olusumu gozlenmeyen izolatlari (litik aktivite negatif) temsil etmektedir. L. monocytogenes izolatlarinda litik etki tespit edilmemistir. Diger tiirlerde, her faj izolat1
sadece kendi konak tiirlerine 6zgii olup, bu tiirlerin tamamina kars: litik aktivite gdstermistir.

Tartisma ve sonu¢

Bakteriyofajlar, mikrobiyal topluluklarin yapisini
mikrobiyal  ¢esitliligi  etkileme

kapasiteleriyle dogada énemli bir ekolojik role sahiptir (27).

sekillendirme  ve

Ozellikle antibiyotik direncinin kiiresel 6lgekte hizla
yayilmasi, bu viriisleri hem tedavi hem de biyokontrol ve tani
amach alternatif biyolojik ajanlar
¢ikarmaktadir (6,7). Bu ¢alismada, sazlik sularindan E. coli,

olarak 06n plana
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S. aureus, S. Typhimirium ve P. aeruginosa suslarina karsi
litik aktivite gosteren 24 faj izole edilmistir. Benzer sekilde,
literatiirde de ¢esitli ¢evresel kaynaklardan (nehir suyu, atik
su ve kanalizasyon) patojenlere 6zgiil bakteriyofajlarin izole
edildigi bildirilmektedir (27-34). Daha o6nce yapilan bazi
calismalarda, L. monocytogenes’e karsi litik etkili fajlarin
ozellikle atik su, kanalizasyon ve gida kaynakli 6rnekler gibi

farkli ¢evresel kaynaklardan basartyla izole edildigi
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bildirilmistir (35) Ancak bu g¢alismada, sazlik suyu
orneklerinden yapilan izolasyonlarda L. monocytogenes’e
kars1 faj elde edilememistir. Daha dnce yapilan ¢aligmalarda
bu bakterinin faj enfeksiyonuna kars1 dogal direng
gelistirebildigi bildirilmektedir. Bu direng, ozellikle fajin
konak  hiicreye = baglanmasmi  engelleyen  ylizey
reseptorlerinin kaybi veya yapisal degisimi, faj DNA’sinin
hiicre i¢ine girdikten sonra CRISPR-Cas sistemleri veya
restriksiyon-modifikasyon sistemleriyle par¢alanmasi, ya da
abortif enfeksiyon (Abi) sistemleri gibi faj replikasyonunu
baskilayan  hiicresel savunma  mekanizmalarindan
kaynaklanabilmektedir (36-38). Ayrica, L. monocytogenes
suslar1 arasinda faj duyarliliginda genetik cesitliligin yiiksek
olmasi, cevresel kaynaklardan izolasyon yapilirken faj—
konak uyumunu olumsuz ydnde etkileyebilir. Bu durum,
calismada elde edilen su 6rneklerinin i¢erdigi suslarin, izole
edilmeye calisilan fajlara karsi direngli olmasiyla iliskili
olabilir. Dolayistyla, L. monocytogenes’e 6zgii fajlarin elde
edilememesi, yalnizca kaynakla siirl kalmayip, bakteriyel
fizyoloji, faj spesifikligi ve ekolojik etkilesimlerin birlikte
degerlendirilmesini gerektirmektedir

Mevcut calismada izole edilen fajlarin konak ozgiilliigi
acisindan elde edilen veriler, bu fajlarin yalnizca hedef tiir
icerisindeki farkli suslara karst etkili oldugunu, farkl tiirlere
karsi ise etkisiz kaldigini gdstermektedir. Bu durum,
izolatlarn tiir diizeyinde yiiksek 6zgiilliige sahip oldugunu ve
hem terapotik hem de biyokontrol
stratejilerinde hedef odakli kullanim igin uygun adaylar
olduklarini diisiindiirmektedir. Faj terapisinde, hedef bakteri
tirii icinde miimkiin oldugunca g¢ok sayida susu enfekte

uygulamalarda

edebilen ancak diger tiirleri etkilemeyen fajlar tercih
edilmekte; bu yaklasim, hem enfeksiyonlarin daha isabetli
tedavisine olanak tanimakta hem de konak mikrobiyotasinin
korunmasina katki saglamaktadir. Benzer sekilde, gida
giivenligi ve gevresel biyokontrol uygulamalarinda da tiir
diizeyinde dar, fakat sus diizeyinde genis konak araligina
sahip fajlar, istenmeyen bakterilerin se¢ici olarak elimine
edilmesinde 6nemli avantajlar sunmaktadir (39,40).

Bakteriyofajlarin  konak hiicrelerle olan etkilesimlerinin
anlagilmasi, molekiiler biyolojiye yonelik onemli bilgiler
sunmakta ve bakteriyel enfeksiyonlara karsi gelistirilecek
tedavi yaklasimlarmin daha iyi kavranmasma katki
saglamaktadir (41). Fajlarin baglangic konsantrasyonu,
adsorbsiyon siiresi, latent periyodu, lizis siiresi ve patlama
boyutu; iiretim siireclerinin optimizasyonu ve uygulama
stratejilerinin belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir (42,43).
Bu caligmada, izole edilen fajlarin konak bakterilerine
adsorpsiyon siireleri arasinda anlamli fark goézlenmezken
(p>0.05), S. aureus fajinin latent periyodu 15 dakika ile en
kisa siireyi gostermis ve P. aeruginosa fajinda bu siire 25
dakikaya kadar uzamistir (p<0.05). Benzer sekilde, lizis
siiresi S. aureus ve S. Typhimurium fajlarinda 20 dakika iken,
E. coli fajinda 25 dakika ve P. aeruginosa fajinda 30 dakika
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olarak belirlenmistir (p<0.05). Patlama boyutu ise S. aureus
fajinda yaklagik 120 pfu/cfu ile en yiiksek degeri gosterirken,
P. aeruginosa fajinda 68 pfu/cfu ile en diisik seviyede
kalmistir (p<0.05). Bu farkliliklar, fajlarin konak hiicredeki
cogalma verimliliginin ve konak-faj etkilesimlerinin
bakteriyel tiirler arasinda 6nemli Ol¢lide degisebilecegini
gostermektedir. Onceki caligmalarda E. coli fajlarinin latent
periyotlarinin 10—15 dakika, adsorpsiyon siirelerinin 20—80
dakika ve patlama boyutlarmin 87-364 pfu/cfu arasinda
degistigi bildirilmistir (29, 31). Benzer sekilde, S. aureus
fajlart icin latent siireler 10-25 dakika arasinda, patlama
boyutlar1 ise 18—170 pfu/cfu araliginda rapor edilmistir (20,
27). Bu ¢alismada elde edilen veriler, genel olarak literatiirde
bildirilen araliklarla uyumlu olmakla birlikte; latent periyot,
lizis siliresi ve patlama boyutu gibi temel biyolojik
parametrelerde, 6zellikle konak bakteriye bagl olarak bazi
farkliliklar gostermistic. Bu durum, fajlarin  biyolojik
karakteristiklerinin hem farkli bakteri tiirleri arasinda hem de
ayn1 tlirden izole edilen farkl: fajlar arasinda anlaml diizeyde
varyasyon gosterebildigini diisiindiirmektedir. Bu biyolojik
farkliliklar, fajlarin konak tizerindeki ¢ogalma stratejileri ve
enfeksiyon verimliligi hakkinda dnemli bilgiler sunmaktadir.
Ozellikle kisa latent periyot ve yiiksek patlama boyutu
gosteren fajlar, hizli replikasyon ve etkili lizis 6zellikleri
sayesinde terapoOtik uygulamalarda daha avantajli adaylar
olarak degerlendirilmektedir (44).

Fajlarin  terapdtik  potansiyelinin  degerlendirilmesinde
enfeksiyon c¢oklugu (MOI) degeri, hem antimikrobiyal
etkinligin saglanmasi hem de dozaj optimizasyonu agisindan
kritik bir parametredir. Bununla birlikte, yiiksek MOI
uygulamalari, Dbakterilerde diren¢ gelisimini tesvik
edebileceginden bu risk goz onlinde bulundurulmalidir (20,
30, 31, 45). Calismamizda, fajlarin farkli MOI seviyelerinde
(0.001-100) gogalma diizeyleri karsilastirildiginda, her dort
faj icin de 1 MOI seviyesinde anlamli diizeyde daha yiiksek
log pfu/mL degerleri gozlenmistir (p <0.05). Bu durum her
bir bakteri hiicresinin ortalama bir faj partikiili ile enfekte
oldugunu gostermektedir. MOI’nin bu diizeyde tutulmasi,
fajlarin  kontrollii ¢ogalmasma olanak taniyarak tedavi
stirecinde hem etkinligi artirmakta hem de direng gelisimini
azaltma potansiyeli tagimaktadir (30, 45).

Fajlarin terapotik uygulamalarda ve biyokontrol amaglh
kullanimlarda etkili olabilmesi i¢in, genis pH ve sicaklik
araliklarma kars1 stabil olmalar1 ve ¢evresel stres faktorlerine
(6zellikle pH ve sicaklik degisimleri) dayanikli olmalari
gerekmektedir (33,46). Cevresel faktorlere karsi gosterdikleri
bu stabilite, fajlarin formiilasyon giivenilirligini artirirken,
biyolojik etkinliginin siirekliligini de saglar (43). Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda, E. coli fajlari i¢in 5-9 pH ve 25-70°C,
S. aureus fajlar1 i¢in 4-12 pH ve 40-60°C, P. aeruginosa
fajlar1 i¢in ise 4-50°C araliginda stabilite bildirilmistir
(27,29,31,33,47). Benzer sekilde, bu calismada izole edilen
fajlar, pH 3.0-9.0 araliginda ve 50°C’ye kadar olan
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sicakliklarda yiiksek stabilite sergilemistir. Ancak 60 °C ve
iizeri sicakliklarda ve pH 4-7 disindaki kosullarda
etkinliklerinde belirgin azalmalar gozlemlenmistir. Elde
edilen faj izolatlarinin pH ve sicaklik stabilitesinin yiiksek
olmasi, biyokontrol ve terapotik amacli uygulamalarda
kullanim potansiyellerini desteklemektedir. Bununla birlikte,
bu c¢aligmanin bazi sinirlhiliklart bulunmaktadir. Elde edilen
laboratuvar ortaminda in kosullarda
degerlendirilmis olup, bu sonuglarin in vivo sistemlerde ve
gida endiistrisine yonelik uygulamalarda gecerliligi heniiz
dogrulanmamustir. Ayrica, izole edilen fajlarin biyokontrol
potansiyelinin ger¢ek saha kosullarindaki etkinligi ile uzun
siireli ~ stabilite  Ozellikleri bu ¢aligma kapsaminda
incelenmemistir. Dolayistyla, fajlarin gida {irtinleri tizerinde
pratik uygulanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in ileriye doniik
saha temelli caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

veriler vitro

Sonu¢ olarak, bu g¢alismada Sultan ve Hiirmet¢i
sazliklarindan izole edilen litik bakteriyofajlar, hedef patojen
bakterilere kars1 yiiksek ozgiilliik ve genis litik spektrum
sergilemis; kisa latent periyotlar1 ve yiiksek patlama boyutlart
ile giiglii antibakteriyel etki gostermistir. Cevresel kosullara
kars1 stabiliteleri,
sirdiirebilmelerine olanak tamimakta ve bu 0Ozellikleri,

uzun stireli etkinliklerini
biyokontrol ile terapotik uygulamalarda kullanilmalarim
desteklemektedir. Bununla birlikte, s6z konusu fajlarin
molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmast ve biyokontrol
potansiyellerinin saha kosullarinda veya belirli gida model
sistemlerinde (6rnegin et ve siit Uriinleri) test edilmesi,
gelecekteki calismalar i¢in Onem arz etmektedir. Bu
dogrultuda, oOzellikle kesimhane yiizeyleri, isleme
ekipmanlar1 ya da paketlenmis et {irlinleri gibi gergek gida
iretim gerceklestirilecek  uygulamali
denemeler, bu fajlarin pratik kullanim potansiyelini
degerlendirmek agisindan kritik 6neme sahiptir.

ortamlarinda

Kaynaklar

1. Chavan R, Purandare K. Bacteriophage therapy inspired new
age technologies to control antimicrobial resistance. Journal
of Umm Al-Qura University for Applied Sciences 2025; 1-22.

2. O'Neill J. Tackling drug-resistant infections globally: final
report and recommendations. 2016.
3. Asokan GV, Ramadhan T, Ahmed E, Sanad H. WHO global

priority pathogens list: a bibliometric analysis of Medline-
PubMed for knowledge mobilization to infection prevention
and control practices in Bahrain. Oman medical journal 2019;
34(3):184.

4. Egido JE, Costa AR, Aparicio-Maldonado C, Haas PJ, Brouns
S.J. Mechanisms and clinical importance of bacteriophage
resistance. FEMS microbiology reviews 2022; 46(1):fuab048.

5. Jaglan AB, Anand T, Verma R, Vashisth M, Virmani N et al.
Tracking the phage trends: a comprehensive review of
applications in therapy and food production. Frontiers in
Microbiology 2022; 13: 993990.

6. Alomari MMM, Dec M, Urban-Chmiel R. Bacteriophages as
an alternative method for control of zoonotic and foodborne
pathogens. Viruses 2021; 13(12): 2348.

33

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

18.

20.

21.

22.

23.

24,

Abril AG, Carrera M, Notario V, Sanchez-Pérez A, Villa TG.
The use of bacteriophages in biotechnology and recent
insights into proteomics. Antibiotics 2022; 11(5): 653.

Ling H, Lou X, Luo Q, He Z, Sun M et al. Recent advances
in bacteriophage-based therapeutics: Insight into the post-
antibiotic era. Acta Pharmaceutica Sinica B 2022; 12(12):
4348-4364.

Jia HJ, Jia PP, Yin S, Bu LK, Yang G et al. Engineering
bacteriophages for enhanced host range and efficacy: insights
from bacteriophage-bacteria interactions. Frontiers in
microbiology 2023; 14: 1172635.

Hitchcock NM, Devequi Gomes Nunes D, Shiach J, Valeria
Saraiva Hodel K, Dantas Viana Barbosa J et al. Current
clinical landscape and global potential of bacteriophage
therapy. Viruses 2023; 15(4): 1020.

Ge H, Fu S, Guo H, Hu M, Xu Z et al. Application and
challenge of bacteriophage in the food protection.
International Journal of Food Microbiology 2022; 380:
109872.

Abebe E, Gugsa G, Ahmed M. Review on major food-borne
zoonotic bacterial pathogens. Journal of tropical medicine
20205 (1): 4674235.

Orag A. Tarihge Ve Gida Mikrobiyolojisinin Geligimi. Gida
Mikrobiyolojisi 2024: 1

Nair A, Ghugare GS, Khairnar K. An appraisal of
bacteriophage isolation techniques from environment.
Microbial ecology 2022; 1-17.

Suttle CA. Marine viruses—major players in the global
ecosystem. Nature reviews microbiology 2007; 5(10): 801-
812.

Puxty RJ, Millard AD. Functional ecology of bacteriophages
in the environment. Current Opinion in Microbiology 2023;
71:102245.

Brown TL, Charity OJ, Adriaenssens EM. Ecological and
functional roles of bacteriophages in contrasting
environments: marine, terrestrial and human gut. Current
Opinion in Microbiology 2022; 70: 102229.

Simsek T, Aykar S. Kayseri Hiirmetgi Sazligi’nin Mevcut
Durumu Ve Turizme Konu Olma Yeterliligi. Enderun 2022;
6(2): 181-201.

Sénmez ME, Somuncu M. Sultansazligi’nin alansal
degisiminin siirdiiriilebilirlik acisindan degerlendirilmesi.
Tiirk Cografya Dergisi 2016; (66): 1-10.

Gungor C, Onmaz NE, Gundog DA, Yavas GT, Koskeroglu
K et al. Four novel bacteriophages from slaughterhouse: Their
potency on control of biofilm-forming MDR S. aureus in beef
model. Food Control 2024; 156: 110146.

Cufaoglu G, Derinéz AN, Ayaz ND. An investigation on
biocontrol of Escherichia coli O157: H7 by a bacteriophage
cocktail in pastirma. Ankara Univ Vet Fak Derg 2019; 66: 7-
11.

Stipniece L, Rezevska D, Kroica J, Racenis K. Effect of the
Biopolymer Carrier on Staphylococcus aureus Bacteriophage
Lytic Activity. Biomolecules 2022; 12(12): 1875.
Khalatbari-Limaki S, Hosseinzadeh S, Shekarforoush SS,
Berizi E. The morphological and biological characteristics of
a virulent PI phage isolated from slaughterhouse sewage in
Shiraz, Iran. Iranian Journal of Microbiology 2020; 12(6):
616.

Tan CW, Rukayadi Y, Hasan H, Abdul-Mutalib NA, Jambari
NN, et al. Isolation and Characterization of Six Vibrio
parahaemolyticus Lytic Bacteriophages from Seafood
Samples. Frontiers in Microbiology 2021; 12: 616548.




Ertas-Onmazg ve ark.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Bozok Vet Sci (2025) 6, (1):26-34

Abdelsattar AS, Safwat A, Nofal R, Elsayed A, Makky S et
al. Isolation and characterization of bacteriophage ZCSE6
against Salmonella spp.: phage application in milk. Biologics
2021; 1(2):164-176.

Chen Y, Li X, Song J, Yang D, Liu W et al. Isolation and
characterization of a novel temperate bacteriophage from gut-
associated FEscherichia within black soldier fly larvae
(Hermetia illucens L.[Diptera: Stratiomyidae]). Archives of
Virology 2019; 164: 2277-2284.

Wang J, Zhao F, Sun H, Wang Q, Zhang C et al. Isolation
and characterization of the Staphylococcus aureus
bacteriophage vB SauS SA2. AIMS microbiology 2019;
5(3): 285.

Yildirim Z, Sakin T, Coban F. Isolation of Iytic
bacteriophages infecting Salmonella Typhimurium and
Salmonella Enteritidis. Acta Biologica Hungarica 2018;
69(3): 350-369.

Litt PK, Jaroni D. Isolation and Physiomorphological
Characterization of Escherichia coli O157: H7-Infecting
Bacteriophages Recovered from Beef Cattle Operations.
International journal of microbiology 2017; 2017(1);
7013236.

Huang C, Shi J, Ma W, Li Z, Wang J et al. ). Isolation,
characterization, and application of a novel specific
Salmonella bacteriophage in different food matrices. Food
research international 2018; 111: 631-641

Sada TS, Tessema TS. Isolation and characterization of lytic
bacteriophages from various sources in Addis Ababa against
antimicrobial-resistant diarrheagenic Escherichia coli strains
and evaluation of their therapeutic potential. BMC Infectious
Diseases 2024; 24(1): 310.

Jiang YH, Liu JQ, Zhao CY, Yu S, Sun Y et al. Isolation and
genome sequencing of a novel Pseudomonas aeruginosa
phage PA-YS35. Current Microbiology 2020; 77: 123-128.
Akremi I, Merabishvili M, Jlidi M, Haj Brahim A, Ben Ali M
et al. Isolation and characterization of lytic Pseudomonas
aeruginosa bacteriophages isolated from sewage samples
from Tunisia. Viruses 2022; 14(11): 2339.

Alonso MDC, Rodriguez J, Borrego JJ. Characterization of
marine bacteriophages isolated from the Alboran Sea
(Western Mediterranean). Journal of plankton research 2022;
24(10): 1079-1087.

34

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Cufaoglu G, Ayaz ND. Listeria monocytogenes risk
associated with chicken at slaughter and biocontrol with three
new bacteriophages. Journal of Food Safety 2019; 39(3):
el2621.

Kim JW, Siletzky RM, Kathariou S. Host ranges of Listeria-
specific bacteriophages from the turkey processing plant
environment in the United States. Applied and Environmental
Microbiology 2008; 74(21): 6623-6630.

Brown P, Chen Y, Parsons C, Brown E, Loessner MJ et al.
Whole genome sequence analysis of phage-resistant Listeria
monocytogenes serotype 1/2a strains from turkey processing
plants. Pathogens 2021; 10(2): 199.

Byun KH, Han SH, Choi MW, Park SH, Ha SD. Isolation,
characterization, and application of bacteriophages to reduce
and inhibit Listeria monocytogenes in celery and enoki
mushroom. Food Control 2022; 135: 108826.
Hyman P. Phages for phage therapy:
characterization, and host range breadth. Pharmaceuticals
2019; 12(1): 35.

de Jonge PA, Nobrega FL, Brouns SJ, Dutilh BE. Molecular
and evolutionary determinants of bacteriophage host range.
Trends in microbiology 2019; 27(1): 51-63.

Bolger-Munro M, Cheung K, Fang A, Wang L. T4
bacteriophage average burst size varies with Escherichia coli
B23 cell culture age. J Exp Microbiol Immunol 2013; 17: 115-
119.

Nabergoj D, Modic P, Podgomik A. Effect of bacterial growth
growth  rate.

isolation,

rate  on  bacteriophage  population
MicrobiologyOpen 2018; 7(2): e00558.
Pradeep AN, Ramasamy S, Veniemilda JK, Kumar CV.
Effect of ph & temperature variations on phage stability-a
crucial prerequisite for successful phage therapy. Int. J.
Pharm. Sci. Res 2022; 13: 5178-5182.

Nilsson AS. Phage therapy—constraints and possibilities.
Upsala journal of medical sciences 2014; 119(2): 192-198.
Benala M, Vaiyapuri M, Visnuvinayagam S, George JC,
Raveendran K et al. A revisited two-step microtiter plate
assay: Optimization of in vitro multiplicity of infection (MOI)
for Coliphage and Vibriophage. Journal of Virological
Methods 2021; 294: 114177.

Fernandez L, Gutiérrez D, Garcia P, Rodriguez A. The perfect
bacteriophage for therapeutic applications—a quick guide.
Antibiotics 2019; 8(3): 126.

Mohammed-Ali MN, Jamalludeen NM. Isolation and
characterization of bacteriophage against methicillin resistant
Staphylococcus aureus. J Med Microb Diagn 2015; 5(213):
2161-0703.




e- ISSN:2757-5179 https://dergipark.org.tr/tr/pub/bozokvetsci

Bozok Veterinary Sciences

Bozok Vet Sci
(2025) 6, (1): ***
doi: 10.58833/bozokvetsci. 1692148

Arastirma Makaleleri / Research Articles

Synthesis of Medicinal Leech (Hirudo Verbana) Saliva-Incorporated Hybrid Nanoflowers
and Evaluations of Their Biological Applications

Erdal YILMAZ! = Fatih Dogan KOCA ! Ayse DEMIRBAS 2 izzet Burcin SATICIOGLU 3 Behzat
CIMEN * 2 fsmail OCSOY *
! Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Su Uriinleri ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Kayseri/Tiirkiye
2 Erciyes Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri Avlama ve Isleme Teknolojisi Boliimii, isleme Teknolojisi Anabilim Dali, Rize/Tiirkiye
3 Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Su Uriinleri Hastaliklar1 Anabilim Dali, Bursa/Tiirkiye
4 Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri, Kayseri/Tiirkiye

€ Gelis Tarihi/Received: 05.05.2025 € Kabul Tarihi/Accepted: 15.05.2025 4 Yayin Tarihi/Published: 30.06.2025

Bu makaleye atifta bulunmak i¢in/To cite this article: )
Yilmaz E, Koca FD, Demirbas A, Saticioglu IB, Cimen B, Ogsoy I. Synthesis of Medicinal Leech (Hirudo Verbana) Saliva-Incorporated Hybrid Nanoflowers
and Evaluations of Their Biological Applications. Bozok Vet Sci (2025) 6, (1):***.

Abstract: In this study, medicinal leech (Hirudo verbana) saliva-incorporated nanoflower (LS-NF) was synthesized and evaluated its
peroxidase mimic and antimicrobial activities at the first time. Herein, we reported the formation of medicinal leech saliva (LS)-incorporated
organic-inorganic nanoflower (LS-NF) with peroxidase mimic and antimicrobial activities. The medicinal leech saliva was used as an organic
component and copper ion (Cu2+) acted as an inorganic part in the synthesis of LS-NF. Leech saliva was obtained from medicinal leeches
Hirudo verbana, contains various amino acids, and it can react with Cu2+ ions in phosphate buffer through its accessible amine groups to form
flower-shaped structures. These LS-NFs showed quite uniform and monodispersed morphology. They were systematically characterized with
SEM, FTIR, and XRD for evaluation of morphology, bond vibrations, and crystal structure, respectively. The LS-NF acted as a Fenton reagent
in the presence of hydrogen peroxide (H202), then we investigated their peroxidase-like and antimicrobial activities through the Fenton reaction.
It was concluded that LS-NFs can be used in various scientific and industrial applications, and also as an effective antimicrobial agent.

Keywords: Medicinal leech saliva, Hybrid nanoflower, Fenton reaction, Peroxidase-like activity, Antimicrobial activities

Tibbi Siiliik Salyasi Iceren Cicek Sekilli Hibrit Nanoyapilarin Sentezlenmesi Ve Biyolojik
Uygulamalarda Degerlendirilmesi

Ozet: Bu calismada tibbi siiliik (Hirudo verbana) salyas1 kullanilarak cicek sekilli nano yapilar sentezlenmis ve ilk defa peroksidaz ve
antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Arastirmada, tibbi siiliik salyas: (H. verbana) kullanarak organik ve inorganik ¢icek sekilli
nanoyapilarin (LS-NF) peroksidaz ve antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Cicek sekilli nano yapilarin sentesinde siiliik salyast
organik bilesen olarak kullanilirken, bakir iyonlart (Cu2+) ise inorganik bilesen olarak rol almistir. Birgok amino asit i¢eren tibbi siiliik salyasi
fosfat tampon i¢indeki Cu2+ iyonlarinin amin gruplar iizerinden ¢igek sekilli nano yapilar olusturmaktadir. Bu ¢igek sekilli nano yapilar
oldukca diizgiin ve homojen bir dagilim sergiledi. Sentezlenen bu nano yapilar morfolojik, bag titresimleri ve kristal yapilar1 bakimindan SEM,
FTIR ve XDR analizleri ile sistematik bir sekilde karakterize edildi. Cigek sekilli nano yapilar (LS-NF) hidrojen peroksit (H202) varliginda bir
Fenton reaktifi olarak davranmis olup, bunlar peroksidaz benzeri ve antibiyotik aktiviteler bakimindan incelendi. Calismada, LS-NF’lerin etkili
bir antimikrobiyal ajan olmalarinin yani sira birgok bilimsel ve endiistriyel uygulamada kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: T1bbi siiliik salyasi, Hibrit nanogicek, Fenton reaksiyonu, Peroksidaze benzeri aktivite, Antimikrobiyal aktiviteler

1. Introduction

The discovery of protein-inorganic hybrid nanoflower (NFs)
formation with enhanced stability and catalytic activities was
reported for the first time by Zare and co-workers (1). The
enzyme incorporated-NFs have received great attention from
researchers owing to their unique biological activities, and
they have been in use for a variety of applications, including
biosensor fabrication, catalysis, dye decolorization, and free-
radical polymerization (2-11). Wang et al. reported how the
allosteric effect and morphology influence enzymatic
activities of a-amylase@CaHPO4 NFs. In terms of

mechanism, a-amylase was first activated by binding Ca2+
into the allosteric site in inactive a-amylase, then
amylase@CaHPO4 NFs showing great activities and
stabilities were formed with self-assembly strategy in
phosphate buffer (2). Yang et al. demonstrated how to use
acetylcholinesterase-based NF as an electrochemical sensor
for the detection of dichlorvos via square-wave voltammetry
(11). In a further study, Dadi et al. prepared horseradish
peroxidase NFs@carbon nanotube (HRP-NF@CNTs) as
novel hybrid nanocatalysts with in situ and post-modification
procedures. While both HRP-NF@CNT showed an increase
in catalytic activities, the HRP-NF@CNT prepared by post-

D4: erdalyilmaz@erciyes.edu.tr



mailto:firas.o@uokerbala.edu.iq
https://doi.org/10.58833/bozokvetsci.1692148
http://orcid.org/0000-0002-2659-3495
http://orcid.org/0000-0002-2659-3495
http://orcid.org/0000-0002-2659-3495
http://orcid.org/0000-0002-2659-3495
http://orcid.org/0000-0002-2659-3495
http://orcid.org/0000-0002-2659-3495

Yimaz et al.,

Bozok Vet Sci (2025) 6, (1): 35-40

modification exhibited outstanding exhibited greatly
enhanced peroxidase activity and stability owing to
benefiting from both the HRP-NF and synergistic effect
between CNT and Cu3(PO4)2 crystals (6).

In addition to that, the development of dual enzyme combined
NFs opened up a new avenue for multiple functions and
cascade-type reactions (12-14). For instance; while Gul et al.
synthesized dual enzyme-based NFs consisting of HRP and
laccase for effective and simultaneous degradation of a
cationic dye and an anionic azo dye, Zhu et al. developed a
combination of glucose oxidase (GOx) and HRP enzymes in
the NFs for quantitative detection of glucose. Simply, glucose
is catalyzed by GOx to produce hydrogen peroxide (H202),
then HRP used the H.O: to oxidize a colorless 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidin (TMB) into a blue product (13, 14).

Alternative to enzyme-based NFs, researchers have
developed non-enzyme-based NFs and investigate their
peroxidase mimic activities in the presence of H,O»through
mechanism of Fenton reaction (15-22). The NFs can be
formed from organic or biological molecules containing
functional groups (amine, carboxyl or thiol and etc). For
instance, We et al. used natural amino acids (AA) as organic
components to form AA-based NFs with an intrinsic
peroxidase-mimic activity (22). Aslan et al. reported
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) based NFs and
utilized them as novel irrigation solutions for biofilms formed
by Enterococcus faecalis and Candida albicans (19). To
extend this concept, whole plant extracts were employed as
organic parts for the synthesis of plant extract-based NFs (23-
27). These plant extract-based NFs have been used for various
scientific applications, including the
fabrication of novel antimicrobial, catalytic, and dye-removal
agents. For instance, Demirbas et al. synthesized NFs using
umbilical decussate extract and investigated their peroxidase

mimic, antimicrobial, and dye degradation properties against

and industrial

guaiacol, bacteria (Aeromonas hydrophila, Aeromonas
sobria, coli, enterica,
Staphylococcus aureus) and malachite green, respectively

(28).

Escherichia Salmonella and

Medicinal leeches, also known as "blood-sucking leeches"
(such as Hirudo verbana), secrete saliva that occurs naturally
in the salivary glands and has anticoagulant properties (29).
It has also been reported in the literature that medicinal
leeches secrete saliva containing approximately 60 different
proteins(30). In this research, we synthesized leech saliva-
incorporated nanoflower (LS-NF) and evaluated its
peroxidase mimic and antimicrobial activities at the first time.
The various characterization methods were used to elucidate
the formation of the LS-NFs. All biological activities of the
LS-NF were observed by the addition of H,O,, which relied
on the Fenton reaction mechanism.
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2. Materials and Methods
2.1. Synthesis of Leech Saliva-Incorporated Nanoflower

The medicinal leech saliva used in this study was supplied by
a local company called Cansuyu Siiliik (Kayseri, Tiirkiye),
which produces Hirudo verbana species. The LS-NFs were
synthesized by the modification of reported work(22).
Briefly, a 120 mM CuSO4 solution was freshly prepared as a
stock solution, then a certain volume (the final concentration
of Cu2+ is 0.8 Mm) of stock CuSO4 solution was added into
10 mM phosphate buffered saline (PBS) at pH: 7.4. Leech
saliva solution (the final concentration is 0.02 mg/mL) was
added into above mixture, then resulting mixture was
vigorously vortexed for 30 sn to provide homogeneous
interaction between saliva molecules and Cu2+ ions. The
final mixture was left undisturbed for 3 days of incubation.
After incubation, the blue precipitate at the bottom reaction
vial can be considered as an indication for the formation of
the LS-NFs. The final product, LS-NFs, was washed with
deionized water by centrifugation to remove unreacted of
metal ions and saliva. The collected LS-NFs were dried in an
oven at 60 C. The powder LS-NF was stored for further use.

2.2. Catalytic Activity of Leech Saliva- Incorporated
Nanoflower

Briefly, LS-NFs (3 mg) were added to the solution containing
H>02(22.5 mM), guaiacol (45 mM), and PBS (pH 6.8) (23).
The reaction volume was manipulated to adjust the final
concentrations of H,O,, and guaiacol to 7.5 mM and 15 mM,
respectively. The oxidation of guaiacol (2-methoxyphenol) to
colored 3,3-dimethoxy-4,4-diphenoquinone was recorded by
measuring absorbance values at 470 nm by using a UV-Vis
spectrophotometer.

2.3. Antimicrobial Activity of Leech Saliva-Incorporated
Nanoflower

In terms of standard microorganisms, Escherichia coli (E.
coli) ATCC 35218 (Gram-negative) and Staphylococcus
aureus (S. aureus) ATCC 25923 (Gram-positive) used as
bacterial strains, and Candida albicans (C. albicans) ATCC
10231 used as a fungus (obtained from the Erciyes University
Pharmaceutical Microbiology Laboratory collection).
Antimicrobial activities of free leech saliva, LS-NF with
H,0,, LS-NF, and H,O, were evaluated based on Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines via broth
microdilution method.

In the antibacterial activity procedure, the bacterial cells were
cultured in Mueller Hinton broth and incubated at 37 °C for
14 hrs, and their concentration was arranged to 0.5
McFarland. Each antimicrobial agent was mixed with
bacterial and fungus strains, and each mixture was incubated
at 37 °C for 18-24 hrs for bacteria and 48—72 hrs for fungi.
All experiments were carried out in triplicate.
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3. Results and Discussions

3.1. Characterization of Leech Saliva-Incorporated
Nanoflower

In a typical NF synthesis procedure, Cu2+ ions react with
phosphate ions (PO43-) in PBS to form primary copper
phosphate complexes (Cu3(PO43-)2). Enzymes or proteins
preferentially bind with Cu2+ through their primary amine
groups in Cu3(PO43-)2 complexes to create protein-
Cu3(PO43-)2 nanocrystals as nuclei. During the incubation
process, protein-Cu3(PO43-)2 nanocrystals formed large
petals, and each petal was combined with each other to form
a flower-shaped structure.

The leech saliva has many polypeptides containing packs of
amino acids, so it has various available amine groups to form
NFs. The LS-NFs synthesized (in PBS pH 7.4) at room
temperature (RT: 25°C) have quite spherical and uniform
morphology due to various available amine groups in leech
saliva. The LS-NFs are well-monodispersed with diameters
of ~3 um size (Figure 1A).

The boundaries of petals in blooming structures of LS-NF
were clearly observed in a magnified SEM image (Figure
1B).

The Cu2+ ions are considered as the cornerstone of the LS-
NFs because they form primary nanocrystals Cu3(PO43-)2 to
form LS-NFs. However, no flower-shaped structure was
formed without Cu2+ ions. When the Cu2+ ions are removed
from pre-synthesized LS-NFs, the LS-NFs collapse, and no
more flower-shaped morphology is seen. The presence of Cu
metal in LS-NF was monitored by Energy dispersive X-ray
(EDX) as shown in Figure 1C.

Figure 1. A) SEM image of LS-NFs with 5.00 KX
magnification, B) Magnified SEM image of LS-NFs with
30.00 KX magnification. C) The Cu analysis of the LS-NF in
the EDX spectrum.
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The characteristic stretching and bending vibrations of leech
saliva in LS-NFs were analyzed by FTIR analysis, as shown
on the FTIR spectrum in Figure 2A.

The amine groups (-NH2) gave the bending and stretching
vibrations were recorded at 1622 cm—1. Additionally, the
peak that appeared at 1139 cm—1 was attributed to the
stretching of the C-N bond in NH2. The stretching vibration
of hydroxyl bond (-OH) at 3289 cm—1. The characteristic
stretching vibration peaks of PO43— (P-O and P=O vibrations
in Cu3(PO4)2 primary crystals were seen at 1097 cm—1 and
557 cm—1. All characteristic stretching and bending peaks
can be indications of LS-NF formation.

In addition to that, the crystal structure of LS-NF was
elucidated by XRD analysis, as given in Figure 2B.
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Figure 2. A) FTIR spectrum of LS-NF and B) XRD patterns
of LS-NF.

Based on the XRD spectrum, almost all diffraction peaks of
Cu3(PO4)2 in the LS-NFs were consistent with the standard
of the JCPDS card (00-022-0548). The distinct and clear
diffraction peaks in the LS-NFs were observed in XRD
spectrum. The diffraction peaks positions at around ~8.50,
~130,~210,~270,~320, ~330, ~450, ~48.00, ~530, ~570 and
~680 in the 2-theta plane. This XRD pattern of LS-NF
revealed that its crystal structure is overlapped with the
crystal pattern of Cu3(PO4)2-3H20 (JCPDS card (00-022-
0548).

3.2. Catalytic Activity of Leech Saliva-Incorporated
Nanoflower

Peroxidase-like activities of LS-NF were tested by oxidation
of guaiacol. The LS-NF exhibited catalytic activity via a
Fenton-like reaction mechanism in the presence of H,O,. The
Fenton reaction relies on the formation of Cu2+ and Cul+
ions in the LS-NF shown in equation 1 (Eq. 1). Briefly, Cu2+
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ions in Cu3(PO4)2 of the-NF were reduced to Cul+ by H2O»,
then Cul+ reacted with H,Osto re-create Cu2+ ions and to
form reactive hydroxyl radical (ROS). This continuous
cascade reaction produces much ROS, which causes
oxidation of guaiacol used as a standard substrate.

Cu?*+ H,0, ----> Cu*+ HOO" + H*
(Eqa. 1)
Cul*+ H,0, ----> Cu?*+ ‘OH + OH"

The peroxidase-mimic activity of the LS-NF used as a Fenton
reagent (20pg/ml) was examined towards guaiacol. The LS-
NF rapidly and efficiently oxidized guaiacol to convert into
an oxidized product «called “ 3,3-dimethoxy-4,4-
diphenoquinone”. The formation of the product was
monitored by measurement of its absorbance peak at 470 nm
via Uv-Vis spectrophotometer (Figure 3).

0,1 -

Absorbance

0 30 60 90 120
Time (min.)

Figure 3. Peroxidase-mimic activity of LS-NF via Fenton
reaction.

3.3. Antimicrobial Activity of Leech Saliva-Incorporated
Nanoflower

We tested antimicrobial activities of LS-NF with and without
H>0,, and antimicrobial activities of the free leech saliva and
H,O, were used for comparison towards E. coli, S. aureus,
and C. albicans (Figure 4).
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Figure 4 Antimicrobial activities of free leech saliva, LS-NF
with H,O», LS-NF, and H,0,.
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The leech saliva in free from displayed kind of effective
antimicrobial activities with ~70% inhibition for all three
microorganisms. While almost ~85%, ~97%, and ~99% of
E. coli, S. aureus, and C. albicans were respectively killed by
the LS-NF in the presence of H,O,, only LS-NF without H,O,
caused ~78%, ~82%, and ~82% inactivation for E. coli, S.
aureus and C. albicans, respectively. In addition to that, the
H,0; solution killed around 10% of each bacterial and fungal
cell.

We revealed that free leech saliva showed over mild-level
antimicrobial activities; however, saliva in NF form exhibited
highly effective antimicrobial activities, especially in the
presence of H,O,, which can be attributed to morphology and
ROS production capability of the LS-NFs. The ROS
produced by the LS-NF oxidizes the membrane of each cell,
and cell membrane rigidity is decomposed, then eventual cell
death is observed.

In conclusion, we have examined formation of medicinal
leech (Hirudo verbana) saliva-incorporated organic-inorganic
nanoflower (LS-NF) with peroxidase mimic and
antimicrobial activities through the Fenton reaction. We
showed that amino acid rich- leech saliva produced quiet
uniform, compact and monodisperse NFs at the first time. The
LS-NFs acted as Fenton reagent in the presence of H,O, and
generate ROS radicals which are in charge of intrinsic
peroxidase-like and antimicrobial activities. We concluded
that LS-NFs can be implemented in various scientific and
industrial applications, and also as an effective antimicrobial
agent.
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Abstract: Canine atopic dermatitis (cAD) is a chronic inflammatory dermotological disorder in dogs, primarily characterized by pruritus.
Conventional treatment modalities involve topical and systemic agents among allergen-specific immunotherapy (ASIT); however, their
effectiveness varies, and potential adverse effects necessitate alternative therapeutic approaches. Methylene blue (MB) is a cationic
photosensitizer with antimicrobial and neuromodulatory effects, previously shown to alleviate pruritus in human medicine by blocking
peripheral nerve endings. This study aimed to evaluate the therapeutic capability of nebulized MB in reducing pruritus severity in dogs with
AD. For this propose a total of 13 dogs diagnosed with AD without any treatment for at least three weeks were enrolled to the study. All cases
were assessed using the Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index (CADESI-04) and Visual Analog Scale (VAS). MB was
administered via nebulization in a single session, and pruritus scores were recorded on days 2, 4, 6, 8, and 10. The results demonstrated a
marked reduction in pruritus scores following MB administration, with the most significant improvements observed on days 4, 6, and 8. no
adverse effects were noted throughout the study. Given its neuro-modulatory and anti-inflammatory properties, MB appears to be a promising
alternative approach for the management of pruritus associated with AD in dogs. In conclusion nebulized MB is a safe and effective treatment
modality for pruritus management in cAD. These findings warrant further controlled studies to elucidate the underlying mechanisms and long-
term therapeutic potential of MB in veterinary dermatology.

Keywords: Methylene blue, canine atopic dermatitis, pruritus, nebulization, veterinary dermatology

Detection of Serum Zonulin Levels in Association with Intestinal Permeability in Calves
Mono- or Co-Infected with Rotavirus

Ozet: Kopeklerde atopik dermatit (cAD), baslica belirti olarak pruritus (kasinti) ile seyreden kronik bir inflamatuvar deri hastaligidir.
Geleneksel tedavi yontemleri arasinda topikal ve sistemik ajanlarin yani sira alerjene 6zgii immiinoterapi (ASIT) yer almaktadir; ancak bu
yontemlerin etkinligi degiskenlik gostermekte ve olasi yan etkileri nedeniyle alternatif tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Metilen
mavisi (MB), antimikrobiyal ve ndromodiilator etkileri bulunan katyonik bir fotosensitizer olup, insan tibbinda periferik sinir uglarini bloke
ederek pruritusun hafifletilmesinde olumlu sonuglar gostermistir. Bu c¢aligmanin amaci, nebulizasyon yoluyla uygulanan MB’nin atopik
dermatitli kopeklerde kasinti siddetini azaltmadaki tedavi edici potansiyelini degerlendirmektir. Bu amagla, en az ii¢ haftadir herhangi bir tedavi
almamis ve atopik dermatit tanis1 konmus toplam 13 kopek caligmaya dahil edilmistir. Tiim olgular, Kopek Atopik Dermatiti Yayginlik ve
Siddet indeksi (CADESI-04) ve Gorsel Analog Skala (VAS) kullamilarak degerlendirilmistir. MB, tek seanslik bir nebulizasyon uygulamastyla
verilmis ve pruritus skorlar 2., 4., 6., 8. ve 10. giinlerde kaydedilmistir. Elde edilen veriler, MB uygulamasini takiben kasinti skorlarinda
belirgin bir azalma oldugunu gostermistir; en dikkat ¢ekici iyilesmeler ise 4., 6. ve 8. glinlerde gozlenmistir. Calisma siiresince herhangi bir yan
etkiye rastlanmamistir. Néromodiilator ve antiinflamatuvar 6zellikleri goz oniinde bulunduruldugunda, MB, atopik dermatitle iliskili pruritusun
kontroliinde umut vadeden bir alternatif tedavi segenegi olarak one ¢ikmaktadir. Sonug olarak, nebulize MB uygulamasi, cAD olgularinda
pruritusun yonetiminde giivenli ve etkili bir yontemdir. Bu bulgular, veteriner dermatoloji alaninda MB’nin etki mekanizmalarinimn ve uzun
vadeli tedavi potansiyelinin daha kapsamli sekilde arastirilmasini gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Calf, Diarrhea, Intestinal Permeability, Rotavirus, Zonulin

1. Introduction

Canine atopic dermatitis (cAD) is a chronic inflammatory
skin disorder with a predominance of pruritus (itching) that
develops as a result of the interaction of genetic
predisposition and environmental allergens. Pollen, molds,
house dust mites, dietary components and secondary

infections can increase the severity of the disease (1). In cAD,
which has no curative treatment, it is recommended to
manage on an individual patient basis and to determine
sustainable treatment strategies in the long term. Topical and
systemic agents are widely used in the treatment of cAD (1).
Systemic agents include cyclosporine, oglacitinib oclacitinib
and lokivetmab, which act by suppressing inflammation and
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mediators of pruritus (2). Allergen-specific immunotherapy
is considered as a technique that supports the development of
long-term immunotolerance in dogs with cAD (3).

Alternative therapeutic approaches include mesenchymal
stem cell (MSC) applications, mast cell inhibitor masitinib,
and agents such as luteolin that reduce the expression of
proinflammatory cytokines 4). In addition,
lactoferricin/verbascoside compounds prevent secondary
infections, and vaccines against IL-31 are effective in
controlling pruritus (5,6). Cannabidiol and its derivatives
alleviate pruritus by acting through the endocannabinoid
system, although probiotics may play a supportive function in
the management of clinical signs with their
immunomodulatory properties (7). Nutritional supplements
such as vitamin D and E show anti-inflammatory effects,
while agents such as pentoxifylline and misoprostol might
improve symptoms by suppressing TNF-o and inflammatory
cytokines (8,9).

Methylene blue (MB) is a cationic dye which could be
stimulated by red light in photodynamic applications,
generating reactive oxygen species in presence of molecular
oxygen (10). However, beyond aforementioned usage area,
MB has therapeutic potential in various medical applications
due to its antimicrobial, antioxidant, and neuromodulatory
properties. In veterinary medicine, MB has been reported to
be effective against a broad spectrum of microorganisms,
especially in treatment of superficial infections (10). Its
ability to inactivate spores and hyphae of dermatophyte
agents makes MB a safe and economical option for the
management of skin infections (11). Another importance of
MB in the biomedical field is management of pruritus. In
medicine, pruritus ani is another important symptom
following hematochezia in anorectal diseases and its
pathogenesis is explained by “itch-scratch-itch” term (12).
The constant stimulation of sensory nerves causes patients to
exhibit repetitive behaviors that increase pruritus and cause
damage to skin barrier (13). Studies medicine have shown
that MB reduces pruritus by blocking the nerve endings of
unmyelinated C-fibers in the perianal region, that it has been
suggested on MB injections might be an effective method in
the management on treatment-resistant idiopathic pruritus ani
(13,14).

In veterinary medicine, effective management of pruritus in
cAD is of great importance to improve the life quality. In this
context, the aim of this study to evaluate the Visual Analog
Score (VAS) outcomes of using methylene blue in the
management of pruritus in dogs with atopic dermatitis.

2. Materials and Methods
2.1. Research era / Triage criteria

The present study was conducted at the Aydin Adnan
Menderes University, Faculty of Veterinary Medicine,
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Department of Internal Medicine. In a total of 13 dogs (n=5
female, eight male, at the age of 2 to 9 years, three crossbred
and 10 pure breeds) were enrolled, with primary inclusion
criteria as pruritus were tentatively diagnosed with a
presumed cAD based on through history, clinical signs,
dermatoscopy (DermLite, DL4 Dermatoscopy), epidermal
corneometry (Callegari Soft Plus, Italy), Polycheck in vitro
Allergy Test (Germany), Quantum Pet Bioresonance Assay
(China) and relevantly dermatological interpretation, similar
to previous studies by the same researchers (15-19). All dogs
participated based on written owner consent and available
ethical guidelines (Aydin Adnan Menderes University,
Animal Experiments Local Research Committee (ADU-
HADYEK document no: 2017/008). During the trial, all dogs
were subjected to low glycemic index commercial food. As
an inclusion criterion, none of the dogs were allowed to
receive any drug for at least 3 3-week duration. An entire
physical analysis was performed on days O and 10. The
Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index version
4 (CADESI-04) was performed and fulfilled in an attempt to
follow the clinical findings. Although the CADESI-04 was
used to support the clinical diagnosis of cAD and determine
baseline status, it was not used as a primary outcome measure
in this study. Pet owners were instructed to systematically
evaluate and document pruritus severity utilizing a 10 cm
Analog Scale (VAS), following
assessment protocols described in the literature. (20-21).

Visual standardized

2.2. Methylene blue application

Aropi Methylene Blue Solution 1%, 50 ml (Aropi Chemistry,
formula: C16H18CIN3S, molarity mass: 319,85 g/mol) was
preferred and prescribed by the present investigators, in
which animal owners were easily purchased from available
online stores. Briefly a single dose of MB was administered
by inhalation at 2 mg/kg. The total dose was diluted in
lactated ringer solution of 5 ml was added on to carrier
chamber of nebulizator device (Mesilife Br-cnll6
Compressor Nebulization Device Cnl16) which were was
then by usage of air mask the dogs were inhaled/nebulized.
Every dog participated received this MB solution by inhaler
route for 1 session solely. There was no side effect noticed.

i 1

Figure 1. a. Mesilife Br-cn116 Compressor Nebulization
Device Cnl16, MB solution as shown on the table and b)
inhaled MB by use of airway mask.
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2.3. Statistical analyses

All statistical analyses were conducted using SPSS 29.0
(IBM, USA). Descriptive statistics, including mean, median,
standard dev, and interquartile ranges, were calculated for
each time point to summarize the distribution of VAS (Visual
Analog Scale) values across different days. To assess
differences in VAS values over time, the Friedman test, was
applied to define the statistically significant alterations on
repeated measurements. Pairwise comparisons between
baseline (Day 0) and subsequent days (Days 1, 2, 3, 4, and 5)
were performed using the Wilcoxon signed-rank test to
identify specific time points. A significance level of p < 0.05
was considered statistically significant for all analyses.

3. Results

The results of the descriptive statistics performed to evaluate
the change in VAS scores between days were presented in a
table. Friedman analysis was performed to determine the
statistical difference between days. According to the results
of Friedman analysis, VAS scores showed a statistically
significant difference between days (p < 0.001). To evaluate
the difference between days in detail, pairwise comparisons
between day 0 and the following days were analyzed with
Wilcoxon paired rank test. As a result of these comparisons,
a statistically significant difference was found between day 0
and all other days (p < 0.05). Especially the p-values obtained
on days 4, 6 and 8 were at the p < 0.001 level (Table 1).

Table 1 *P. Values with different letters in the same column
indicate statistical differences between day 0 and other days.

Days Mean Std Median Minumum Maximum
Day0 8.43* 1.28 8.0 6.0 10.0
Day2 7.29° 1.44 7.0 5.0 10.0
Dayd4 564> 187 6.0 2.0 8.0
Day6 3.71® 1.68 3.5 0.0 6.0
Day8 214 1.29 2.0 0.0 5.0
Day10 1.07° 1.07 1.0 0.0 3.0
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Changes in VAS Over Time

—e— Mean VAS
8 [ 9% ~®~ Median VAS

Day 4 Day 6 Day 8 Day 10

Days

Day 0 Day 2

Figure 2. Alterations among VAS pruritus scores to those of
dogs with cAD linked to trial days.

4. Discussion and Conclusion

In this study, inhaled MB significantly (p < 0.001) reduced
pruritus scores associated with atopic dermatitis. The findings
support that MB may be an effective agent in the management
of pruritus. In the literature, it has been reported that MB has
been used in various medical conditions with different
application routes and successful results have been obtained
(22,23). For example, it was reported that MB was
successfully used in a dog with dermatophytosis by topical
photodynamic therapy and the lesions healed in a short time
(24). Prolonged administration of antifungal agents has been
associated with significant adverse effects, including
hepatotoxicity. Therefore, MB may serve as a safer
alternative to mitigate the risk of systemic toxicity (22). In the
present study during nebulization with MB, there was no side
effects noticed.

In our study, inhaled administration of MB provided a
statistically significant decrease in pruritus scores. Significant
decreases in pruritus scores, especially on days 4, 6 and 8§,
were found to be remarkable in terms of the early efficacy of
MB. These data suggest that MB may be considered as an
alternative strategy in the management of cAD. Moreover,
this novel treatment modality could substitute old and
unfashioned drug trials.

The effects of MB on pruritus have historically been
associated with its ability to stain nerve terminals and disrupt
their function. Ehrlich's discovery in 1890 that high
concentrations of MB target nerve terminals and disrupt their
function with local application paved the way for the use of
this compound in the treatment of neurological diseases and
rheumatic conditions (25,26). In the present study MB was
preferred to be given in inhaler route which could have
hastened clinical recovery among dogs enrolled.

In a study conducted in 1968, MB was shown to be effective
in the treatment of refractory idiopathic pruritus ani. In
clinical and electron microscopic examinations, it was
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determined that MB injection caused local nerve terminal
necrosis and this effect blocked sensory transmission for
approximately 26-28 days (27). This mechanism reduces the
symptoms by breaking the itch-scratch-itch cycle, which is
one of the most important triggers of pruritus. In addition, it
has been reported that MB causes a reversible change in nerve
tissue and does not cause any disruption in normal tissue
structure in  long-term  follow-up (28). Although
histopathological assessment could not be performed in this
study, the absence of adverse reactions and observed clinical
improvement suggests that MB might utilize its effects
without harmful impact on tissue integrity. These data were
in accordance with our results obtained herein. Vicious
itching cycle was disrupted solely with MB inhalation in the
present study. This was supported by the results we obtained.

In our study, MB administered by inhalation was found to be
effective in reducing pruritus due to atopic dermatitis. In the
literature, it has been reported that MB reduces itching in the
perianal region by creating local nerve blockage when
administered by injection (28,29). Consistent with previous
findings, this study demonstrated that inhaled MB
administration effectively alleviated pruritus associated with
cAD. Considering the neuromodulatory effects of MB, it is
thought that this compound may reduce itching sensation by
suppressing the neuroinflammatory processes underlying
pruritus. The regulatory effects of methylene blue on
inflammatory processes and ROS have been investigated in
different clinical situations. In the literature, it has been
reported that MB suppresses inflammation by inhibiting
cytokine production (30). In studies in COVID-19 patients,
inhaled MB has been shown to reduce inflammatory markers
and decrease oxygen demand (31). In the referenced study, a
notable reduction in inflammatory markers, including C-
reactive protein (CRP) and lactate dehydrogenase (LDH),
was observed in groups receiving inhaled MB treatment.

Atopic dermatitis is a disease associated with high levels of
proinflammatory cytokines (IL-4, IL-13, IL-31) and Th2
response and is recognized as one of the main causes of
chronic pruritus. In the literature, it has been reported that MB
suppresses inflammation by providing large-scale cytokine
inhibition (30). MB has also been suggested to contribute to
the regulation of inflammatory processes by modulating nitric
oxide (NO) production (32). It has been suggested that NO
metabolites are at high levels in COVID-19 patients and MB
may regulate these mechanisms with its antioxidant effects
(33). Regarding skin survival among burn models of rats, MB
diminished necrosis, in association with lowered oxidative
stress via NO blockage (34). Although we did not measure
NO levels compared to those of dogs enrolled in this study,
we could speculate that MB was capable of inhibiting NO
levels at least at the skin anatomy. As a well-known
neurotransmitter, NO has been linked as a pruritus mediator

8. Klinger, C. J., Hobi, S., Johansen, C., Koch, H. J., Weber, K,
et al. Vitamin D shows in vivo efficacy in a placebo-

44

(35), contributing to its etiology. Keratinocytes, fibroblasts,
and mast cells are whole selected examples of skin cells that
could emit NO (36). All aforementioned explanations might
be responsible for the clinical recovery obtained at the present
study herein reported, in which MB was probably capable of
suppressing NO levels among the cutaneous environment of
dogs with atopic dermatitis.

In Conclusion, VAS scores exhibited a statistically significant
difference between days (p < 0.001) (table 1 and figure 2). To
evaluate the difference between days in detail, pairwise
comparisons between day 0 and the following days were
analyzed with Wilcoxon paired rank test. As a result of these
comparisons, a statistically significant difference was found
between day 0 and all other days (p < 0.05). Especially, the
p-values obtained on days 4, 6, and 8 were at the p < 0.001
level (Table 1). Mean and median Vas pruritus scores on day
0 vs. day 10 were 8.43 vs 8 and 1.07 vs 1.0, indicating the
efficacy of MB as a therapeutic response against pruritus in
dogs with atopic dermatitis.
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Ozet: Kopeklerde fukosidozis, lizozomal depo hastaliklari grubunda yer alan ve o-L-fukosidaz enzim eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan genetik
bir hastaliktir. Otozomal resesif olarak kalitilan bu hastalik, progresif ndrolojik semptomlar, viseral organ lezyonlar1 ve dokularda glikolipid ile
glikoprotein birikimi ile karakterizedir. Klinik olarak, koordinasyon kaybi, davranis degisiklikleri, nobetler, korliik, kas zayiflig1 ve ilerleyici
norolojik disfonksiyon gibi belirtiler gézlemlenir. Fukosidozisli kdpeklerde semptomlar genellikle geng yasta baslar ve erken donemde tedavi
edilmezse hastalik ilerleyerek oliimle sonuglanabilir. Tedavi yontemleri arasinda hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (HCT) one
¢ikmaktadir. Bu yontem, sinir sisteminde a-L-fukosidaz aktivitesini artirarak ndropatolojik lezyonlari iyilestirmis ve klinik semptomlart
hafifletmistir. Ozellikle erken teshis edilen vakalarda, HCT'nin képeklerde yasam kalitesini artirdign ve hastaligin ilerleyisini yavaslattig
bildirilmistir. Enzim replasman tedavisi (ERT) de umut vaat eden bir yaklagim olmakla birlikte, bu yéntemin etkinligi sinirlidir ve substrat
birikiminin tamamen giderilmesi heniiz mimkiin olmamistir. Kopeklerde fukosidozis lizerine yapilan arastirmalar hem hastaligin
patofizyolojisini anlamak hem de insan ve hayvanlarda tedavi stratejileri gelistirmek i¢in kritik bir model sunmaktadir. Ancak, tedavide kan-
beyin bariyerini asabilecek yeni yontemlerin gelistirilmesi gerekliligi devam etmektedir. Gen tedavisi gibi yenilik¢i yaklasimlar, bu alandaki
caligmalar i¢in bilyiik bir potansiyele sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Fukosidoz, Kopek, Lizozomal depo hastaliklari, Sinir sistemi
Fucosidosis in Dogs: Current Treatment Approaches and Research Perspectives

Abstract: Fucosidosis in dogs is a genetic disorder classified under lysosomal storage diseases, caused by a deficiency of the enzyme a-L-
fucosidase. This autosomal recessive condition is characterized by progressive neurological symptoms, visceral organ lesions, and the
accumulation of glycolipids and glycoproteins in tissues. Clinically, affected dogs exhibit signs such as loss of coordination, behavioural
changes, seizures, blindness, muscle weakness, and progressive neurological dysfunction. Symptoms typically manifest at a young age, and
without early intervention, the disease progresses and often leads to death. Among treatment options, hematopoietic stem cell transplantation
(HCT) stands out. This approach has been shown to increase a-L-fucosidase activity in the nervous system, ameliorate neuropathological
lesions, and alleviate clinical symptoms. Particularly in cases diagnosed early, HCT has been reported to improve the quality of life and slow
the progression of the disease in dogs. Enzyme replacement therapy (ERT) also represents a promising strategy, though its effectiveness remains
limited, and complete resolution of substrate accumulation has not yet been achieved. Research on canine fucosidosis provides a critical model
for understanding the pathophysiology of the disease and developing therapeutic strategies for both humans and animals. However, there
remains a pressing need to develop novel methods capable of crossing the blood-brain barrier for more effective treatments. Innovative
approaches, such as gene therapy, hold significant potential for advancing the field and improving outcomes for affected individuals.

Keywords: Fucosidosis, Dog, Lysosomal Storage Diseases, Nervous System

1. Giris

Fukosidozis, lizozomal depo hastaliklar1 (LSD'ler) arasinda
smiflandirilan  nadir bir genetik bozukluktur ve hem
insanlarda hem de hayvanlarda benzer patolojik siireglerle
karakterizedir.  Lizozomal o-L-fukosidaz  enziminin
eksikliginden kaynaklanan bu durum, FUCA1 genindeki
mutasyonlar nedeniyle olusur ve lizozomlarda fukoz igeren
oligosakkaritlerin ve glikolipidlerin patolojik olarak
birikmesine neden olur (1,2). Fukosidozis, bu enzim eksikligi
ve ilgili sekerlerin depolanmasiyla tanimlanir ve otozomal
resesif bir sekilde kalitilir (3). Bu hastalik, 6zellikle merkezi

sinir sistemi (CNS) olmak tizere bir¢ok organ sistemini etkiler
ve biligsel ve motor fonksiyonlarda hizli bozulmalara yol
acar. Lizozomlarda glikokonjugatlarin birikmesi, substrat
baglama 6zelliklerini ve enzim stabilitesini bozarak hidrolaz
aktivitesini engeller. Sonu¢ olarak, o-L-fukoz baglantili
glikokonjugatlarin monomerlere pargalanmasi engellenir, bu
da lizozomal disfonksiyona, hiicresel nekroz ve apoptoza
neden olur (4,5). ingiliz Springer Spaniel k&peklerindeki
fukosidozis, bu hastaligin insanlardaki formuna yd&nelik
terapdtik denemelerde kullanilabilecek tek hayvan modelini
temsil etmektedir (3). Bu kopeklerdeki hastalik, FUCA1
geninde meydana gelen 14 baz ciftlik bir kayma mutasyonu
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sonucu  ortaya c¢ikar ve  lizozomal  genisleme,
ndroenflamasyon, hipomiyelinasyon ve aksonal distrofiler ile
karakterizedir. Bu patolojik degisiklikler, yasamin ilk ayinda
ortaya cikar ve klinik belirtilerden cok Once baslar (6).
Fukosidozisli kdpeklerde norolojik disfonksiyon belirtileri
genellikle motor, davranigsal ve duyusal fonksiyonlardaki
bozulmalara dayanarak degerlendirilir. Standart norolojik
muayeneler, saglikli islevden sapmalar1 belirlemede en sik
kullanilan ydntemlerdir. Ancak, klinik belirtileri niceliksel
olarak degerlendiren standart skorlama sistemleri hem
kopeklerde hem de insanlarda heniiz  yeterince
gelistirilememistir ~ (7,8).  Ingiliz  Springer ~ Spaniel
kopeklerinde yapilan g¢aligmalarda, motor, davranigsal ve
duyusal disfonksiyonu degerlendirmek amaciyla bir
"norolojik disfonksiyon skoru" (NDS) gelistirilmistir. Bu
skor, hastaligin ilerleyisi sirasinda norolojik belirtilerin
belirginlestigi esigi tespit etmek ve hastalik seyrini daha iyi
anlamak i¢in istatistiksel olarak degerlendirilmistir (9,10).
Lizozomal depo hastaliklarinin hayvan modelleri, nérolojik
ve patolojik degisimlerin durdurulmasi ya da geciktirilmesi
icin kritik bilgiler saglar. Fukosidozis gibi hastaliklarin
patolojik siireglerini anlamak, hem insanlarda hem de
hayvanlarda terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesine katki
sunacaktir.

Bu derleme, fukosidozisin biyokimyasal, molekiiler ve
terapotik yonlerini inceleyerek, hastaligin veterinerlik ve
insan  tibbi  lizerindeki  etkilerini  degerlendirmeyi
hedeflemektedir. Ozellikle kopek c¢alismalarinda hayvan
modellerinden yararlanarak, bu nadir lizozomal depo
hastaligina iliskin kapsamli bir genel bakis sunulmaktadir.

2. Etiyoloji

a-L-fukosidaz enzim eksikliginden kaynaklanan kopek
fukosidozisi, oncelikle Avustralya ve Birlesik Krallik'taki
Springer Spaniel'lerde bildirilmistir. Bu durumdan sorumlu
mutant gen Avustralya'ya Ingiltere'den ithal edilen ingiliz
gosteri  kopekleri araciligiyla getirilmistir. Baslangicta,
etkilenen Springer Spanieller yasamin ilk yilinda normal
gelisim gosterir ve genellikle saglikli meslektaglarindan daha
iyi performans gostererek onlar1 arzu edilen gosteri adaylar
haline getirir (11).

1971 yilinda Hartley ve ekibi bir Ingiliz Springer Spaniel
vakasini belgelemistir. Daha sonraki 1978 ve 1980
raporlarinda, ilerleyici ndropatolojik semptomlar1 olan 2-3
yaslarindaki iki Avustralya kopegi ayrmtili  olarak
anlatilmistir. Genetik izleme, Ingiltere'den ithal edilen bir
kopekle yakin ailesel baglar1 ortaya ¢ikarmistir. Hartley ve
ark. 1982'de bu kopeklerde merkezi sinir sisteminde belirgin
miyelin ve Purkinje hiicre kaybu ile birlikte néronlarda yaygin
sitoplazmik vakuolizasyon gibi bulgular tanimlamistir. Bazi
vakuollerin  oligosakkarit benzeri materyal icerdigi
varsayilmistir (9).
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1983 yilma gelindiginde, etkilenen bu kopeklerin
yavrularinda 12 ve 19 aylkken klinik belirtiler ortaya
¢ikmistir. Erken belirtiler arasinda 6n bacaklarda yiiriime
giicligii ve arka bacaklarda yiikselme, ardindan titreme,
uyusma ve yutma gigcliigii yer almaktadir. Ilerleyen
semptomlar korliik, sagirlik ve ilerleyici ataksiyi icerir ve
etkilenen Springer Spanieller 3 ila 5 yaslar1 arasinda uyusuk
bir halde oliir. Insan fukosidozisine benzerligi nedeniyle
kopek fukosidozisi, hastaligin incelenmesi i¢in degerli bir
hayvan modeli olarak hizmet eder. Arastirmalar,
hematopoetik kok hiicre nakli ve enzim replasman
tedavilerini kesfetmek i¢in bu modeli kullanmistir (11).

Fukosidozis, insanlarda ilk olarak Durand ve ark. (1966)
tarafindan  o-L-fukosidaz eksikliginin neden oldugu
norovisseral bir depo hastalig1 olarak tanimlanmistir (12).
Daha sonra Tsay ve ark. (1976) tarafindan yapilan
calismalarda  depolanan  oligosakkaritler  karakterize
edilmistir (13). Lizozomal depo hastaliklart igin g¢esitli
hayvan modelleri bildirilmis olmasina ragmen (14), Hartley
ve ark. (1982) tarafindan yapilan c¢alismaya kadar
hayvanlarda fukosidozis belgelenmemigtir  (9).
Springer Spaniellerde bir lizozomal depo hastalig1
tanimlamiglar, insan fukosidozisi ile benzerliklere dikkat
cekmisler ancak enzim defektini tanimlamamislardir. Hartley
ve ark. (1982) daha onceki bulgulariyla tutarli hastalik
ozellikleri gosteren iki akraba Springer Spaniel yavrusunda

a-L-fukosidaz eksikligini dogrulamistir (9).

vakasi

3. Fukosidozisin Klinik Bulgulari

Fukosidozis, a-L-fukosidaz eksikligi nedeniyle
glikokonjugatlarin birikmesi sonucu beyin, karaciger, kemik
ve deri gibi dokularda anormal birikintilerin olusmasina yol
acan norodejeneratif bir hastaliktir. Bu birikimler, zihinsel ve
fiziksel islevlerde ciddi bozulmalara neden olarak g¢esitli

klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasina sebep olur.
Fukosidozisin  klinik bulgulari, =zihinsel ve motorik
bozulmalar, biliylime geriligi, kaba yiiz o&zellikleri,
hepatosplenomegali,  anjiyokeratomlar, telenjiektaziler,

epilepsi, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari, inguinal
herni ve iskelet anomalilerini igerir. Bu semptomlar, diger
lizozomal depo hastaliklarinda goriilenlerle benzerlik gosterir
(15). Fukosidozisli hastalarin ¢ogu norolojik bozulma veya
solunum yolu enfeksiyonlar1 nedeniyle erken yasta
kaybedilmektedir (2). Fukosidozis, ciddi norolojik ve motor
fonksiyon bozukluklar: ile karakterizedir. Yaygin belirtiler
arasinda yiirime ve ayakta durma becerilerinin kaybi, sik
diismeler, oturma giigliikleri, dilde bozulma ve ayaklarda
ekinovarus deformiteleri yer hastalarda,
hiperrefleksi ve fleksiyon kontraktiirleriyle birlikte spastik
kuadriparezi Daha nadir olarak, inkontinans,
epileptik nobetler ve dstaki tiipii disfonksiyonuna bagli olarak
asimetrik hafif-orta derecede sensorinoral isitme kaybi rapor
edilmistir (2,16,17). Norogoriintileme sonuclari, beyaz
maddede ozellikle T1 agirlikli sekanslarda yiiksek sinyal

alir. Bazi

goriliir.
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yogunlugu ve T2/FLAIR sekanslarinda diisiikk sinyal
yogunlugu gosteren globus pallidusta belirgin anormallikler
ortaya koyar ve bu bulgu, diger ndrometabolik
bozukluklardan ayirt edici bir 6zellik tasir (18,19,20).

Fukosidozisin ayirt edici bir Ozelligi, kaba bir yiiz
goriinlimiinde  olmasidir. Bu  goriinim  genellikle
hipertelorizm ve genis bir burun kopriisii ile birlikte goriiliir.
Ayrica, biiylime geriligi yaygin olup boy ve kilo genellikle
geng yasta durur. Bu fiziksel 6zellikler, diger lizozomal depo
hastaliklarinda gozlemlenenlere benzerlik gosterir (2,3,21).
Fukosidozisteki sistemi  bulgular1 arasinda
tekrarlayan iist solunum yolu enfeksiyonlari, pulmoner
amfizem, uykuda solunum bozuklugu ve orta kulak iltihab1
yer alir. Mukus viskoelastisitesinin etkilenmesi, bu
semptomlara katkida bulunan faktdrlerden biridir. Ancak,
fukosidoziste bagigiklik sistemi etkilenmedigi i¢in mukus
temizligi genellikle solunum semptomlarini hafifletir, bu da
kistik fibrozisten farklilik gosterir (2,22).

solunum

Iskelet anomalileri, fukosidozisin yaygin bulgularidandir ve
servikal platispondiloz, deforme olmus kaburgalar, skolyoz,
lomber kifoz ve anormal odontoid siiregler gibi belirtileri
icerir. Bu bulgular, disostozis multipleks olarak adlandirilir
ve O6nemli tanisal 6zellikler tasir (2). Dermatolojik bulgular
arasinda anjiyokeratomlar, 6zellikle alt karin veya genital
bolgede goriilen anjiyokeratom korporis diffusum yer alir.
Anjiyokeratomlar genellikle kirmizi veya mor renkli, kabarik
lezyonlar seklinde olup, yasla birlikte yaygimnlagir ve
stiphesini (23). Diger
arasinda  telenjiektaziler, akrosiyanoz,
kalinlasmis deri, enine tirnak bantlar1 ve ter iretiminde
farkliliklar yer Bu bulgular, glikolipidlerin ve
glikoproteinlerin endotel hiicrelerinde birikmesi sonucu
ortaya cikar, bu da kilcal damarlarin yenilenmesine yol agar
(2). Fukosidozisin karaciger ve dalakla ilgili bulgular
arasinda hepatosplenomegali yer alir. Hepatosplenomegali
genellikle ilerleyici degildir ve histopatolojik incelemeler,

fukosidoziste tani artirir deri

anormallikleri

alir.

karacigerdeki balon benzeri hiicrelerde seramid tetra ve
pentaheksozidlerin biriktigini gosterir (2,24,25).
Oftalmolojik bulgular ise konjonktiva, retina ve deri
damarlarinda glikokonjugat depo materyali birikmesiyle
ilgilidir. Ciddi gérme bozuklugu nadir olmasma ragmen,
konjonktiva hiicrelerinde ve retinada vakiioler yapilar
gozlemlenebilir (2). Fukosidoz, geri doniisii olmayan sekilde
ilerleyen bir norodejeneratif bozukluktur. Klinik belirtiler,
diger lizozomal depo hastaliklarinda gézlemlenen 6zelliklerle
benzerlik gostermektedir. Hastalarin %60'inda dermatolojik
anormallikler, 6zellikle anjiyokeratomalar, rapor edilmistir.
Anjiyokeratomalar, 6zellikle on yil ve daha uzun siire
yasayan hastalarda (%51) yaygindir, ancak patognomonik
degildir (3). Fukosidozisli hastalarda genellikle erken
donemde noérolojik gerileme gdzlemlenir ve hastalarin cogu
10 yasindan 6nce kaybedilir. 10 yasindan sonra, hastalar daha
uzun siire hayatta kalabilmektedir (3). Bu hastalarin %95'inde
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zihinsel bozulma, %87'sinde motor bozulma ve %38'inde

nobetler  goézlemlenmistir  (3). Erken  nd&ropatolojik
degisiklikler, Fucal eksikligi olan fare modellerinde
noroinflamasyon ve GM2  gangliozid birikimiyle

iligkilendirilmistir (26).
3.1. Fukosidozisin Klinik Alt Tipleri

Fukosidozisin geleneksel olarak baslangic ve ciddiyete gore
iki tipe ayrilir. Bununla birlikte, klinik sunumlardaki
degiskenlik, fukosidozisin farkli alt tiplerden ziyade bir
spektrumu temsil ettigi gortisiinii desteklemektedir (23,27).
Tip I'de semptomlar yasamin ilk alt1 ay1 i¢inde ortaya ¢ikar
ve hizli norolojik gerileme 5-10 yaslarinda dliime yol agar.
Tip II daha yavas ilerler, semptomlar 2 yasindan dnce baglar,
ikinci on yila ve bazen {igiincii on yila kadar hayatta kalmaya
izin verir. Tip II'de daha yaygin olan anjiyokeratomlar ayirt
edici bir 6zellik olarak hizmet edebilir (23,27).

3.2. Epidemiyolojik Bulgular

Willems ve ark. (1991) tarafindan 18 iilkeden 77 hastanin
analiz edildigi bir derlemede, %95'inde zihinsel bozukluklar,
%87'sinde motor islev bozukluklari, %78'inde biiylime
geriligi, %79'unda kaba yiiz 6zellikleri, %58'inde disostoz
multipleks, %78'inde tekrarlayan enfeksiyonlar, %52'sinde
anjiyokeratomlar, %38'inde nobetler ve  %44'inde
organomegali bildirilmistir (3). Wali ve ark. (2019)
tarafindan 75 hastay1 kapsayan sonraki bir incelemede benzer
klinik sikliklar bulunmus, ancak muhtemelen gelismis tedavi
veya veri toplama yontemleri nedeniyle farkliliklar
kaydedilmistir (28). Sanli ve Uysal’in (2022) tanimladig1
Tiirk kohortlarinda, tiim hastalarda yiiksek oranda biiyiime
geriligi (%90), kaba yiiz 6zellikleri (%100) ve tekrarlayan
enfeksiyonlar (%63) ile birlikte zihinsel ve motor bozukluklar
goriilmiistiir (21). Bu bulgular, Wali ve ark. (2019)’a kiyasla
Willems ve ark. (1991) ile daha uyumludur ve popiilasyonlar
arasinda klinik sunumlardaki degiskenligi vurgulamaktadir
(3,28).

4. Tam

ik fukosidozis siiphesi genellikle klinik semptomlardan
kaynaklanir, ancak diger lizozomal depo hastaliklar1 ile
ortiismesi bu semptomlar1 kesin tanmi igin yetersiz kilar.
Globus pallidusta dalgalanan yogunlugu ve
hipomiyelinizasyon  gibi  norogoriintileme  bulgulari,
fukosidozisin yiiksek oranda gostergesidir ve tanisal siipheyi
artirir (29). Ek olarak, fukosidozisli hastalar idrarlarinda asir

sinyal

glikopeptidler sergilerler. Biyokimyasal tani tipik olarak
serum ve plazmadaki enzim aktivitesinin dlglilmesini
icerirken, kesin onay FUCAI1 genindeki mutasyonlarin
genetik analizi ile elde edilir (30). Hedeflenen FUCAI1
testleri, farkli fenotiplere sahip bireyleri teshis edebilir; ancak
fukosidozisin genig klinik spektrumu nedeniyle, kesin
olmayan vakalar i¢in kromozomal mikroarray veya dizi
kargilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH) gibi daha
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kapsamli analizler dnerilmektedir. Prenatal tan1 biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Fukosidozis otozomal resesif bir kalitim modeli
izlediginden, mutasyon tasiyicilart hala kismi protein
fonksiyonu ifade edebileceginden, biyokimyasal testler
prenatal tani igin yetersizdir. Bilinen bir FUCAI patojenik
varyantt olan aileler icin, sonraki gebeliklerde prenatal
genetik test veya preimplantasyon genetik test (PGT-M)
onerilmektedir (2).

5. Sagaltim Sec¢enekleri

Hastaligin ilk kez 1966 yilinda tanimlanmasindan bu yana,
kapsamli arastirmalar klinik ve molekiiler
karakterizasyonuna odaklanmistir. Bununla birlikte, nadir
goriilmesi ve birgok vakanin ge¢ evrede teshis edilmesi
nedeniyle, tedavi yaklagimlarindaki ilerleme yavas olmustur.
Su anda fukosidozis i¢in kesin bir tedavi yoktur ve tedaviler
semptomlar1 hafifletmeyi ve yasam kalitesini artirmayi
amaglamaktadir. Fizyoterapistler, ortopedistler,
kardiyologlar, oftalmologlar ve norologlar
multidisipliner yonetim esastir (21). Erken mortalitenin 6nde
gelen nedenleri olan noérolojik semptomlar ve tekrarlayan
solunum yolu enfeksiyonlari, hizli ve etkili bir yonetim
gerektirir. Ust solunum yollarinda, anormal biiyiiyen
dokulardan ortaya ¢ikan nazal polipler hava akisini
engelleyerek burun tikanikligina, anosmiye ve uyku apnesine
neden olabilir. Kendiliginden diizelmeyen polipler i¢in
cerrahi olarak cikarilmast onerilir. Alt solunum yollarinda

tarafindan

albuterol, nebiilize beklometazon ve flutikazon inhalerleri
hava yolu sismesini ve enflamasyonunu azaltabilir. Hava yolu
temizleme sistemleri, mukusu kii¢lik hava yollarindan biiyiik
hava yollarina mobilize etmek i¢in kullanilir ve atelektazi ve
pnomoni gibi komplikasyonlart onler. Bir diger 6nemli
semptom olan ndbetler, anti-epileptik ilaglarla yonetilir.
Distoni i¢in baklofen veya asetilkolin salinim inhibitorleri
kullanilarak istemsiz kasilmalar gegici olarak hafifletilir (2).

5.1. Hematopoietik Hiicre Transplantasyonu

Kemik iligi ve gobek kordonu kan1 nakli de dahil olmak iizere
hematopoetik hiicre nakli, lizozomal depo hastaliklar1 igin
siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem, nakledilen bazi
hiicrelerin kan-beyin bariyerini geg¢mesini, mikroglialara
farklilagmasin1 ve lizozomal enzimler salgilamasini saglar

G1).

Insan fukosidozisine benzeyen bir kopek fukosidozis
modelinde yapilan ¢aligmalar, transplantasyonun kan-beyin
bariyerinin arkasindaki noéral dokularda o-L-fukosidaz
aktivitesini geri kazandirdigini gostermistir. Kopeklerde
yapilan caligmalar, hematopoetik kok hiicre
transplantasyonunun (HCT) nakilden alti ay sonra sinir
sisteminde o-L-fukosidaz aktivitesini normalin %10'undan
fazlasina ¢ikardigini, ndropatolojik lezyonlar1 iyilestirdigini
ve klinik belirtilerde dmiir boyu siiren 6nemli bir azalma
sagladigim1 gostermistir (10,32). Fukosidozlu yavrularda
HCT, dogumdan hemen sonra teshis edilmesi halinde bir
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tedavi secenegi olarak degerlendirilebilmektedir. Periferik
sinir, viseral lezyonlar ve merkezi sinir sistemi patolojileri,
tedavinin  klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan Once
gerceklesmesi  kosuluyla iyilesme gostermistir (10,32).
Insanlarda hematopoetik kok hiicre nakli ilk olarak 1995
yilinda, semptomatik bir kardes nedeniyle MR taramasiyla
tespit edilen 8 aylik bir erkek cocuga uygulanmistir. Nakil
sonrasi enzimatik aktivitesi artmig ve psikomotor gelisimi
iyilesmistir, ancak hafif norogelisimsel gecikme devam
etmistir (33,34). Benzer sekilde, gobek kordonu kani nakli,
6zellikle uygun kemik iligi dondrii olmayan hastalarda enzim
aktivitesini normallestirmek ve ndrolojik semptomlar
iyilestirmek i¢in kullanilmistir (35). Umut vaat etmesine
ragmen, bu yontem donor bulunabilirligi, erken tani1 ihtiyact
ve immiinosupresyon ve enfeksiyon riskleri gibi nakil sonrasi
komplikasyonlar gibi zorluklarla karsi karsiyadir (36). Gen
tedavisi potansiyel bir tamamlayict yaklasim olarak
goriilmektedir, ancak hematopoetik kok hiicre nakli
fukosidozis hastalarinda yasam kalitesini iyilestirmek i¢in
klinik olarak uygulanabilir bir segenek olmaya devam
etmektedir (15,28).

5.2. Gen Terapisi

Gen terapisi, hematopoetik kok hiicreleri eksik enzimi
eksprese edecek sekilde genetik olarak modifiye ederek
fukosidozisi tedavi etmek igin baska bir yol sunar. Retroviral
vektorler, etkinlikleri ve giivenlikleri nedeniyle bu
calismalarda siklikla kullanilmaktadir (1). Bir ¢aligmada o-L-
fukosidaz geni retroviral yapilar kullanilarak insan ve kdpek
fibroblastlarina basariyla aktarilmis ve enzim eksiklikleri in-
vitro olarak diizeltilmistir. Bu retroviral sistemlerin hayvan
modellerinde daha da gelistirilmesi, fukosidozis gen terapisi
aragtirmalariin ilerletilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir (37).
Gen terapisi, gelecekteki tedavi yontemleri igin umut verici
bir aragtirma alani olarak kabul edilmektedir.

5.3. Enzim Replasman Tedavisi

Enzim replasman tedavisi (ERT), lizozomal depo
hastaliklarinda eksik enzimatik aktivitenin diizenli enzim
inflizyonlartyla geri kazanilmasini amaglayan yaygm bir
tedavi yaklasimidir. Baglangigta Gaucher hastaligl igin
gelistirilen bu tedavi, Fabry ve Pompe hastaliklar1 gibi diger
lizozomal depo hastaliklarina da uygulanmistir (38,39).
Fukosidozis i¢in yapilan klinik 6ncesi ¢aligmalarda, kopek
modellerinde intrakisternal enzim infiizyonu kullanilarak o-
L-fukosidazin dogrudan merkezi sinir sistemine verilmesi
saglanmistir. Bu tedavi, CNS bdlgeleri boyunca enzim
dagilimim gosterirken, omurilik, beyin sap1, karaciger, kemik
iligi ve lenf diigtimlerindeki oligosakkarit birikiminde 6nemli
bir azalma saglamistir. Ayrica, ndropatolojik iyilesmeler de
gbzlemlenmis, tiim bu gelismeler olumsuz bagisiklik tepkileri
olmadan elde edilmistir. Tedavi, tamamen iyilestirici
olmamakla birlikte, erken miidahale ile etkinligini

gostermistir ve tedaviye yonelik giivenlik kanitlar
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saglamistir  (2). Wolf ve ark. (2016) tarafindan
gergeklestirilen  bir ¢alismada, CHO-K1 hiicrelerini
kullanarak insan o-L-fukosidazimi iiretmis ve bu tedaviyi
nakavt farelerinde intravendz olarak test etmistir (40).
Farelerde yapilan bu uygulamalar, enzimin viseral organlara
etkili bir sekilde iletilmesini saglamis ve terap6tik kullanima
yonelik 6n kanit olusturmustur (41). Erken tani ve diizenli
tedavi uygulamalariyla ERT, fukosidozis i¢in umut verici bir
tedavi segenegi olarak ortaya ¢ikmistir. 2015 yilinda yapilan
bir ¢alijmada kopeklerde uygulanan rekombinant o-L-
fukosidaz enzimi tedavisi, fukosidozisle iligkili néropatolojik
bulgulart 6nemli dlglide azaltmistir (6). Bu tedavi, ndronal
vakuolizasyon, astrositoz ve hipomiyelinasyon gibi merkezi
sinir sistemi patolojilerinde belirgin iyilesme saglamistir.
Ancak, Purkinje hiicre kaybi lezyonlardaki
degisiklikler olmamistir. Bu bulgular,
replasman tedavisinin potansiyelini ortaya koyarken,
hastaligin ilerlemesini durdurabilmek ic¢in daha kapsaml
biyokimyasal diizeltmelerin gerektigini gostermektedir (6).

ve baz1

anlaml enzim

Fukosidoziste, enzim tedavisi, fukozid birikimini tersine
cevirmede etkili olmustur. In vitro ve in vivo yapilan
arastirmalar, yaklagiminin, diger lizozomal
hastaliklar icin elde edilen ERT bulgularina benzer sekilde
basarili oldugunu gostermektedir (42,43). Fukosidozisli
kopeklerde kemik iligi nakli (BMT) sonrast plazma,
16kositler ve viseral dokularda a-L-fukosidaz aktivitesinde
hizli ve siirdiiriilebilir bir artig gdzlenmis, sinirsel dokularda
ise daha yavas bir artis olmustur. Siirekli enzim tedavisi,
naklin 6mrii boyunca stabil kalmis ve hastalik erken donemde
uygulandiginda merkezi sinir sistemi  patolojilerini
iyilegtirmistir. BMT, klinik bulgularin  baslangicini
geciktirmis (32) ve etkilenen g¢ocuklarin yasam kalitesini
artirmistir (34). Ancak, BMT tedavisi Onemli mortalite
oranlartyla iligkilidir ve her hastada uygun bir dondr
bulunamadigindan, ek tedavi segeneklerine duyulan ihtiyag
artmaktadir.

bu tedavi

Cerebrospinal stvi (CSF) aracilifiyla merkezi sinir sistemi
icin etkili ERT potansiyeli, kopekler,
mukopolisakkaridoz (MPS) hastalarinda  gosterilmistir
(44,45,46,47,48). MPS 1 mutan kopeklerinde kan-beyin
bariyerini asmak i¢in intratekal ERT kullanilmis ve tedaviden
48 saat sonra beyin sivisinda yiiksek enzim konsantrasyonlari
(normalin 23 kat1) elde edilmistir (49). CNS'deki
glikozaminoglikan (GAG) birikiminin (normalin  %57)
azaldig1 bulgular umut verici olsa da MPS I kopeklerinin daha
once rekombinant enzimle duyarlanmig olmasi, GAG
birikiminin ve histolojik depolamanin dokularda etkilenmis
olabilecegini diisiindiirmektedir (49). MPS 1 kopeklerinde
yapilan sik intratekal ve intravendz inflizyonlar, beyin alt
yapilarmmin normallesmesini saglamistir (50). MPS IIIA
farelerinde yapilan intratekal ERT, sinirsel dokularda eksik
olan enzimi yerine koymus ancak erken aksonal patolojiyi
ortadan kaldiramamigstir (51). Yiiksek doz intratekal ERT,

fareler ve
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substrat birikimini doz bagimli bir sekilde azaltmig ve
ndropatolojide anlamli bir azalma saglamistir (51). MPS IIIA
kopeklerinde yapilan benzer bir tedavi, beyin yiizeyel ve
derin bolgelerinde enzim dagilimimi genigletmis ve substrat
birikiminde azalma saglamistir (52). Bu tedavi, bir MPS VI
hastasinda giivenli olarak kanitlanmistir ve su anda MPS 1
(NCT00852358), MPS II (NCT00920647) ve MPS IIIA
(NCTO01155778) i¢in intralumbal CSF ERT klinik denemeleri
devam etmektedir (48). Intra-CSF enzim tedavisinin
etkinligi, baska norodejeneratif hastaliklarla yapilan
calismalarla agikga gosterilmis olsa da her durumda etkili
olacag1 varsayilmamalidir.

6. Sonug

Kopeklerde fukosidozis, insan fukosidozisine benzer sekilde
progresif ndrolojik semptomlarla karakterize, nadir ancak
6nemli bir lizozomal depo hastaligidir. Bu hastalik modelinde
yapilan arasgtirmalar, hem hastaliin mekanizmalarinin
anlagilmasina hem de potansiyel tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesine 6nemli katkilar saglamigtir. Hematopoetik
kok transplantasyonu  (HCT)  gibi
yaklagimlarimin kdpeklerde basarili sonuglar verdigi ve sinir
sistemindeki a-L-fukosidaz aktivitesini artirarak
noropatolojik lezyonlar: iyilestirdigi gosterilmistir. Ayrica,
bu tedavi yontemi, erken teshis edilen vakalarda klinik
semptomlarin ilerlemesini 6nemli OSlglide yavaslatmustir.
Kopek modellerinde yapilan galismalar, diisiik doz ve diizenli

hiicre tedavi

enzim replasman tedavisinin (ERT) norolojik semptomlarin
katkt sagladigim1 ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, enzim aktivitesindeki artisa ragmen,
substrat birikiminin tamamen giderilemedigi ve néropatolojik
lezyonlarin saglanamadigi
bilinmektedir. Bu durum, daha etkili ve uzun vadeli tedavi
stratejilerine olan ihtiyaci vurgulamaktadir. Fukosidoz
tedavisinde erken teshis ve uygun dondr bulunabilirligi,
tedavi basarist agisindan kritik 6neme sahiptir. Bunun yam
sira, gen tedavisi ve spesifik noroprotektif yaklagimlar gibi
yenilikgi yontemler, kopeklerdeki deneysel caligmalar
sayesinde ilerleme kaydetmektedir. Bu arastirmalar, yalnizca
kopekler igin degil, ayn1 zamanda insan fukosidozisi tedavisi
i¢cin de dnemli bir model sunmaktadir.

hafifletilmesine

tam onarimminin heniiz

Sonu¢ olarak, kopeklerde fukosidozis {iizerine yapilan
caligsmalar, hastaligin patofizyolojisini anlamaya ve mevcut
tedavi yaklagimlarini gelistirmeye yonelik degerli bilgiler
saglamistir. Ancak, kan-beyin bariyerini asan daha etkili
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi, bu alandaki en 6nemli
gerekliliklerden biri olmaya devam etmektedir.
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. Yazilarin sorumluluklar1 yazarlarina aittir. Gonderilen yazinin yayimlanabilmesi i¢in, yayin kurulunca tayin
edilen danigmanlar tarafindan uygun bulunmas: sarttir. Dergide yaymlanan yazilar igin {icret ya da karsilik
6denmez. Kabul edilmeyen yazilar ve ekleri, aksi belirtilmedigi takdirde iade edilmez.

. Derginin yayn dili Tiirkge ve Ingilizce. Yaymin basinda, Tiirkce “Ozet”, ingilizce “Abstract” kisimlari yer
almalidir. Ozet (Abstract) béliimii 200 kelimeyi gegmemelidir.

. Metinde sade ve anlagilir bir yazim dili kullanilmali, bilimsel yazim tarzi benimsenmeli, gereksiz tekrarlardan
kacinilmali ve kisaltmalar ilk kullanildig1 yerde tanimlanmalidir.

. Bozok Veterinary Sciences’nde yayma kabul edildigi takdirde her tiirlii yaym hakkmin devredildigine dair
beyanlar1 kapsayan "Copyright Form - Yayin Hakki Devir S6zlesmesinin" sorumlu yazar tarafindan imzalanarak
pdf formatinda génderilmesi gerekmektedir.

. Dergiye sunulan g¢alismalarm "etik kurul onay1" sorumlulugu yazarlara aittir. Bununla beraber Editor,
gerektiginde yazarlardan etik kurul belgesi isteme hakkini sakli tutar.

. Makalede yer alan tiim yazarlarin bir bilimsel aragtirmaci tanimlama sistemi olan ORCID ID (Open Researcher
and Contributor Identifier) kayit numarasi bilgisini makale gonderilme agamasinda sisteme yiiklemesi
gerekmektedir. ORCID ID kaydi, http://orcid.org adresinden {icretsiz yapilabilir

. Yazigsma adresinde belirtilen yazar; tiim yazigsmalardan, makale iizerindeki degisikliklerden (yazar say1 ve
stras1 dahil) ve yayina kabul edilen yazilarin matbaa provasinin diizeltilmesinden sorumludur.

. Elektronik sunum: Yayin inceleme siirecini hizlandirmak amaciyla yazilar tam olarak elektronik olarak
sunulmalidir.

. Yayinlanmasi istenen ¢aligmalar; Microsoft Word 6.0 veya daha iist versiyonda, Times Roman yazi karakterinde
12 punto, ¢ift aralikli, sayfanin tiim kenarlarinda 3 cm bosluk olacak sekilde ve ilk sayfadan baslayacak sekilde
satir numaralart ile birlikte yazilmalidir. Calismada yer alan yazarlar ile ilgili bilgiler “Baslik Sayfasi-Title Page”
ile “Esas Dokiiman-main document” den ayr1 sunulmalidir. Orijinal aragtirma ve derleme makalelerinde 16 sayfa,
literatiir listesi miimkiinse ise 30 adet sinirini, sekil ve tablo sayisi ise 8 adet sinirin1 agmamasi tercih edilmelidir.
Kisa bildiri ve olgu sunumlarinda 10 sayfay1 agmamalidir.

Bozok Veteriner Bilimleri’ne génderilen yazilar, asagidaki siraya gore (Bashik, Ozet, Metin, Kaynaklar,
Tablolar ve Sekiller) diizenlenmeli, Tablo ve Sekiller ayr1 sayfalarda belirtilmelidir.

Dergiye gonderilen caligmalar Abstract, Ozet, Giris, Materyal ve Metot, Bulgular, Tartiyma ve Sonug,
Kaynaklar basliklarindan olugsmalidir. Giris, Materyal ve Metot, Bulgular, Tartisma ve Sonug bdliimleri numara
verilerek belirtilmelidir (1.Giris, 2.Materyal ve Metot, 3.Bulgular, 4.Tartisma ve Sonug). Alt bagliklar 1.1., 1.2.,
seklinde ardisik olarak numaralandirilmalidir. Referanslar boliimii numaralandirilmamalidir.

a. Baghk: Baslik kisa, agik, tiim harfleri biiyiik ve yazi igin uygun olmalidir. Ozellikle elektronik sunumda
makalenin sadece baslig1, (yazar ve kurum adresi vermeksizin) yazilmalidir. Bu yontem, yazilarin uzmanlarca
tarafsiz bir sekilde degerlendirilmesini saglamak amacryla uygulanmaktadir.

b. Ozet: Tiirke yazilarda Tiirkge ve Ingilizce 6zet olmahdir. Ingilizce yazilarda Tiirkce 6zet de gereklidir.
Ozet, 250 kelimeden daha uzun olmamali; amag, materyal ve metot, bulgular ile sonucunu igermelidir. Ozetlerin


http://orcid.org/

altina 4-6 adet anahtar kelime verilmelidir. Tiirk¢e anahtar kelimeler "Tiirkiye Bilim Terimleri (TBT)"ne uygun
olarak verilmelidir (Bkz. http://www.bilimterimleri.com). Ingilizce anahtar kelimeler "Medical Subject
Headings (MESH)" e uygun olarak verilmelidir (Bkz. http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html).

c. Metin: Arastirma makalelerinde; Girig, Materyal ve Metot, Bulgular ile Tartisma ve Sonug boliimleri, olgu
sunumlarinda ise; Girig, Olgu Sunumu, Tartisma ve Sonug bdliimleri olmalidir. Boliim basliklart ilk harfi biiyiik
olacak sekilde kiigiik harfler ile yazilmalidir. Yazilarda “Systeme International (SI)” birimleri kullaniimalidir.
Derleme makaleler igin hazirlanan 6zet derlemenin konusu hakkinda bilgi ve derlemenin amacindan
olugmalidir. Derleme makalesi “Giris” ile baglamali, yazar/lar tarafindan belirlenecek ara bagliklarla devam
etmeli, “Sonu¢” ve “’Kaynaklar’’ ile tamamlanmalidir.

d. Sembol, birim ve kisaltmalar: Dergimiz, Scientific Style and Format, The CSE Manual for Authors, Editors,
and Publishers, Council of Science Editors, Reston, VA, USA (7th ed.) tarafindan belirtilen sistemi kabul
etmektedir. X, u, n, veya v gibi semboller MS Word sembol listesinden segilerek kullanilmalidir. Derece (°)
sembolii gosterimi i¢in; “O” harfinin veya “0” rakaminin iist simge seklinde gosterilmesi ile yapilmamali
sembol meniisiinden kullanim tercih edilmelidir. Carpim “x” harfi degil sembol meniisii (%) kullanilmalidir.
Say1, birim ve matematiksel semboller (+, —, %, =, <, >), kullanildiktan sonra bir bosluk birakilmali (6rnegin.,
3 kg), ylizde isaretinden sonra bosluk birakilmamalidir (6rnegin, %45). Latince et al., in vitro veya in situ
terimleri italic olarak gosterilememelidir.

e. Kaynaklar: Kaynaklar metin iginde parantez i¢inde numara ile belirtilmelidir. Birden fazla kaynaga atif
yapilacaksa ayni parantez icerisinde belirtilmelidir 6rn, (3,5,7-11). Literatiir listesinde yer alan kaynaklarin her
biri i¢in metinde atif yapilmalidir.

Besten fazla yazar olan kaynaklarda, besinciden sonrasi i¢in “et al.” eki kullanilmali, asagida verilen
sistematik ile noktalama isaretleri ve yazim kurallarina dikkat edilerek yazilmalidir.

a. Kaynak siireli yayin ise; Ornek: Durmus I, Demirtas SE, Can M, Kalebas: S. Determining egg
consumption habits in Ankara. Tavukguluk Arastirma 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. Kaynak editérlii kitaptan bir béliim ise; Ornek: 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; Ornek: Varley H, Gowenlock AH, Bell M. Practical Clinical Biochemistry. Fifth
Edition. London: William Heinemann Medical Books Ltd, 1984; p. 685.

e. Kaynak editorlii kitap ise; Ornek: 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; Ornek: 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-Tiirkiye.

g. Kaynak tez ise; Ornek: Kirbas A. Elazig, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki s1g1r ve
koyunlarda Kirim Kongo Kanamali Ates viriis enfeksiyonunun seroprevalansinin arastirilmasi, Doktora
tezi, Firat Univ Sag Bil Ens, Elaz1g 2009; s.1-2. (thesis in Turkish with an English abstract).

Web tabanh erisimler kaynak olarak gosterilmemelidir.

f. Tablolar; kaynaklar kismindan sonra, her bir tablo ayr sayfada olacak sekilde verilmelidir. Tablo basliklarinin
yalmzca ilk harfleri biiyiik olmalidir. Tablo bagliklar1 tablonun tizerinde bulunmali ve Tablo 1. (Table 1.)
seklinde numaralandirilmalidir. Tablolarda i¢ ve yan kilavuz ¢izgiler kullanilmamalidir. Tanimlayic: bilgi ve
aciklamalar tablolarin altina yerlestirilmelidir.


http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html)

Ornek:
Table 1. Determination of elements in Dogfish Liver certified reference material

Concentration (ug g%

Certified? FoundP® R(%)
AC\ 200 215+10 108
\I/ 0.6 0.56 + 93
¢ 0.01
Cre 14 1.52 +£0.02 109
Co° 0.25 0.28 +£0.02 112
As 9.66 + 0.62 9.55+0.16 99
Cd 243+0.8 24.2 +0.3 100
Cu 31.2+11 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+ 97

1

& At 95 % confidence level

b X+SD =3 eInformation value

. Her resim, grafik ve cizim; sekil olarak kabul edilip Sekil 1. (Figure 1.) gibi yazilmali, her biri ayr1 sayfada
olacak sekilde verilmelidir. Tanimlayici bilgi ve acgiklamalar sekil ismi ile birlikte seklin altina
yerlestirilmelidir. Resimler 300dpi ¢oziiniirliikkte olmalidir.

Ornek:
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kg™)



Yaymin baski 6ncesi matbaa provasi yazismadan sorumlu yazara gonderilir ve {i¢ giin icerisinde kontrol
edilerek dergiye geri gonderilmesi istenir.

Her yayin i¢in Bozok Veteriner Bilimleri'nin ilgili sayisi yazismadan sorumlu yazara génderilir. Makalelerin
PDF tiirii tam metin dosyalarina derginin web sayfasindan erisilebilir.



BOZOK VETERINARY SCIENCES ( BOZOK VET SCI)
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



a)

b)

c)

d)

€)

"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.

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

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).

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
(SO 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".

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 X, u, n, or v 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 (x) should be used, not the product letter
“x”. Numbers, units, and mathematical symbols (+, —, X, =, <, >) 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.

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; Durmus I, Demirtas SE, Can M, Kalebas1 S. Determining egg
consumption habits in Ankara. Tavukguluk Aragtirma 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-1 concentration and cardiac enzyme activities in neonatal calves



with sepsis. Second International Veterinary Internal Medicine Congress. October, 11-13,
2019; Ankara-Tiirkiye

g) |If the source is thesis; : Kirbas A. Elaz1g, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki sigir
ve koyunlarda Kirim Kongo Kanamali Ates viriis enfeksiyonunun seroprevalansinin
arastirilmas1, Doktora tezi, Firat Univ Sag Bil Ens, Elazig 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 (ug g

Certified? Found® R(%)
Al° 200 215 £10 108
Ve 0.6 0.56 +0.01 93
Crt 14 1.52 £0.02 109
Co® 0.25 0.28 +0.02 112
As 9.66 + 0.62 9.55+0.16 99
Cd 243+0.8 242 +0.3 100
Cu 31.2+11 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 83+13 8.3£0.2 100
Ag 0.93 £0.07 0.86+0.01 92
Zn 116+ 6 113+1 97

2 At 95 % confidence level
b X£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.
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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.



BOZOK VETERINER BiLIMLERi
Yayin Haklar1 Devri Sozlesmesi

Makale Tiirii: () Arastirma () Olgu Sunumu () Derleme () Kisa bildiri (') Editore mektup

Biz tiirii ve bashigi yukarida belirtilmis makalenin yazarlar1 olarak; Bozok Veteriner Bilimleri’nin yazim ve yaym
sartlarin1 bilerek ve kabul ederek hazirlaylp yayimlanmasi dilegiyle Bozok Veteriner Bilimleri Editorliigiine
gonderdigimiz makalenin orijinal oldugunu, kismen veya tamamen daha 6nce yayimlanmadigini veya eszamanli olarak
bagka bir yayin kurulusuna gonderilmedigini, makale yayimlandiktan sonra ortaya ¢ikabilecek her tiirlii bilimsel ve etik
sorumlulugun bize ait oldugunu ve Bozok Veteriner Bilimleri’nin hi¢bir sorumluluk tasimayacagini, danisman ve dergi
editori tarafindan gerekli goriilen diizeltmelerle birlikte her tiirlii yaym hakkini, yazinin yayimlandig: tarihten itibaren
Bozok Veteriner Bilimleri’ne devrettigimizi taahhiit ederiz.

Bununla birlikte yazarlarin telif hakki disinda kalan patent vb. tescil edilmis haklari, yazarlarin kitap ve dersler gibi
calismalarinda makalenin tiimii ya da bir boliimiinii ticret 6demeksizin kullanim hakki, ticari amagla kullanmamak {izere
makaleyi cogaltma hakki saklidir.

Sorumlu Yazar
Adi ve Soyadi:
Adres:

Tel/Fax:

E-posta:

Not: Liitfen formu doldurduktan sonra pdf formatinda, baslangic sayfasi ve esas dokiiman ile birlikte e-posta
adresimize gonderiniz.

Elektronik posta:
bvs@bozok.edu.tr

bvs@yobu.edu.tr

Adres:

Yozgat Bozok Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Sorgun Meslek Yiiksekokulu Binasi, Ahmet Efendi Mah. Toki konutlar1
Yani 3500.Cad. No:4 66700 SORGUN/YOZGAT
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BOZOK VETERINARY SCIENCES
COPYRIGHT RELEASE FORM

Article Type: () Research () Case Report () Review () Short Paper () Letter to Editor
ManusCriPt Totle: .. e

As the authors of the article whose type and title are mentioned above; We wish to prepare and publish Bozok
Veterinary Sciences with the knowledge and acceptance of the editorial and publication terms, and the article that we
sent to Bozok Veterinary Sciences Editor is original, partially or completely not published before or not sent to another
publication institution simultaneously, any scientific and ethical issues that may arise after the article is published. We
undertake that we are responsible and that Bozok Veterinary Sciences will not bear any responsibility, and that we have
transferred all rights of publication to Bozok Veterinary Sciences as of the date of publication, together with the

corrections required by the consultant and journal editor.

However, patents, other than the copyright of the authors, etc. registered rights, authors' right to use all or part of the
article free of charge in their works such as books and lessons, and the right to reproduce the article for non-commercial

use.

Corresponding Author

Name and Surname:

Address:

Phone/Fax:

E-mail:

Notes: Please fill the form and send it to our e-mail address in pdf format with the start page and the main document.

E-mail: bvs@bozok.edu.tr

bvs@yobu.edu.tr

Adress: Yozgat Bozok University, Faculty of Veterinary Medicine, Sorgun Vocational School Building, Ahmet Efendi
Mabh. Toki konutlar1 Yan1 3500.Cad. No:4 66700 SORGUN/YOZGAT


mailto:bvs@bozok.edu.tr
mailto:bvs@yobu.edu.tr

https://https://dergipark.org.tr/en/pub/bozokvetsci  bvs@bozok.edu.tr / bvs@yobu.edu.tr
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