ISSN 1016-3573

VETERINER KONTROL MERKEZ Toﬁm@

ARASTIRMA ENSTITUSU MUDURLUGU W
Etlik - ANKARA

ETLIK VETERINER
MIKROBIYOLOJI
DERGISI

JOURNAL OF ETLIK VETERINARY MICROBIOLOGY
ANKARA - TURKEY

Cilt/Volume 26 ¢ Sayi/Number 1 ¢ 2015






Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi
Cilt/Volume 26 ¢ Sayy/Number 1 ¢ 2015

Journal of Etlik Veterinary Microbiology

Yilda iki kez yayimlanir / Published two times per year

ISSN 1016-3573

Sahibi
Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirligii Adina

Dr. Ozhan Tiirky1lmaz

Enstitii Miduri

Editorler Kurulu / Editorial Board Adres / Address

Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Bas Editor / Editor-in Chief Ahmet Sefik Kolayli Cad. No 21/21-A
Dr. Ozhan Tiirkyi1lmaz 06020 Etlik - Ankara / TURKIYE

Tel. :+90 312 326 00 90 (8 hat)
Editor Yardimeilar1 / Co-Editors Faks : +90 312 321 17 55
Dr. Erhan Akgay
Dr. Asiye Dakman URL : http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar
Dr. Ali Erkurt /AnaSayfa.aspx

Dr. Elgin Giinaydin E-posta : etlikvetmikrobiyolderg@gmail.com

Dr. A. Burak Glingdr
Dr. F. ipek Keskin

Dr. Tahsin Onur Kevenk
Dr. Filiz Sen



v

Hakem Listesi / Referees List*

Prof.Dr. Mustafa Ag¢ici

Dr. Bekir Celebi

Prof.Dr. T. Haluk Celik
Dog¢.Dr. Alper Ciftei
Yrd.Dog¢.Dr. Yavuz Cokal
Prof.Dr. Meryem Eren
Dog¢.Dr. Muammer Gonciioglu
Dog¢.Dr. Selguk Kilig

Prof.Dr. Firuze Kurtoglu
Yrd.Dog.Dr. Kaan Miistak
Dog¢.Dr. Ertan Emek Onuk
Dog¢.Dr. Kezban Can Sahna
Prof.Dr. Bayram Senlik
Dog¢.Dr. Osman Yasar Tel
Dog¢.Dr. Armagan Erdem Utiik
Dog¢.Dr. Yakup Yildirim

Ondokuz Mayis Univ. Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji ABD

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Ulusal Bakteriyel Zoonozlar Referans Lab.
Ankara Univ. Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD
Ondokuz May1s Univ. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD

Balikesir Univ. Bandirma Meslek Yiiksek Okulu

Erciyes Univ. Veteriner Fakiiltesi Biyokimya ABD

Ankara Univ. Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi ABD
Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Ulusal Yiiksek Riskli Patojenler Referans Merkez Lab.
Selguk Univ. Veteriner Fakiiltesi Biyokimya ABD

Ankara Univ. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD

Adnan Menderes Univ. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD

Firat Univ. Veteriner Fakiiltesi Viroloji ABD

Uludag Uni Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji ABD

Harran Univ. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD

Cukurova Univ. Ceyhan Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji ABD

Mehmet Akif Ersoy Univ. Veteriner Fakiiltesi Viroloji ABD

* [simler soyada gore alfabetik dizilmistir ve bu sayida gérev alanlar yazilmistir.

ULAKBIM Yasam Bilimleri ve Tiirkiye Atif Dizini veritabanlar1 kapsaminda bulunan “cift hakemli” bir

dergidir.

Copyright © Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi 2015, Her hakki saklidir / All rights reserved
Basim Tarihi / Publishing Date: Haziran / June 2015, Baski adedi / Circulation: 500

Diizeltme

Dergimizin cilt 25 say1 2; sayfa 47-52, 2014 fasikiiliinde basilan ‘Enterokoklarin 6nemli virulens fak-
torleri ve gidalarda bulunusu’ isimli makale sehven derleme yerine aragtirma makalesi olarak ge¢cmistir.
Okuyucularimizin bilgilerine arz ederiz.

Tasarim ve Baski / Printing

Medisan Yayinevi Ltd.Sti.
Cankir1 Cad. 45 / 347 Ulus - Ankara, Tiirkiye
Tel : +90 312 311 24 26 — 311 00 57 medisanyayinevi@gmail.com



icindekiler / Contents

Arastirma Makalesi / Research Article Sayfa

VKMAE 2007-2011 Sig1ir Bruselloz seroloji verileri
2007-2011 VCCRI Bovine Brucellosis serologic data
Elgin GUNAYDIN, Ugur KUCUKAYAN, Tiircan TOSUN, Ufuk ULKER, Kaan MUSTAK...................... 1

Koyunlarda Tularemi’nin serolojik olarak incelenmesi ve Brusella ile capraz reaksiyonunun
belirlenmesi

Determination of the cross reaction of Tularemia titer and Brucella on sheep at specific disease focus in Turkey
Derya KARATAS YENI, Miijgan IZGUR...........coooimiieieeeeeeeeeeeeee e 7

Ratlarda diyete eklenen borun kan bakir ve seruloplazmin diizeylerine etkileri
Effects of dietary boron on blood ceruloplasmin and copper levels in rats
Pmnar BULUZ, Nuri Bagpinar, Pinar Peker Akalin, Selguk PEKKAYA .......coooiiiiiiiiieeeeeeeeeeen 11

Sigirlarin  klinik mastitislerinden Pseudomonas aeruginosa’nin izolasyonu ve antibiyotiklere
duyarhhiklar

Antibiotic susceptibilities and isolation of Pseudomonas aeruginosa from clinical mastitis in cattle
Cemil SAHIN, GOKSEI ERBAS ..o 16

Olgu Sunumu / Case Report

Aeromonas hydrophila isolation from Holland lop (Oryctolagus cuniculus) rabbits
Hollanda lop (Oryctolagus cuniculus) tavsanlarindan Aeromonas hydrophila izolasyonu

Merig Liitfi Avsever, Seza Eskiizmirliler, Serra Tunaligil...........cccccevierienienieieieeeeee e 21

Derleme / Review Article

Tiirk gida mevzuatinda risk analizi
Risk analysis in Turkish food legislation
Gizem COPUROGLU, Aylin KASIMOGLU DOGRU, Naim Deniz AYAZ .........ccccccovvveveereeererrerennnen 23

Ixodid kenelerle miicadelede kimyasal akarisidlere alternatif yollar
Alternative ways of combating with Ixodidae tick by chemical acaricide
Percem ATAN, Kader YILDIZ .......ooooieiiieeee et ettt e e e et e e e e eaa e e e eeatee e e eaaaeas 29

Biyolojik Maddelerin Kurutularak Saklanmasi: Liyofilizasyon
Protection of biological materials by drying: Lyophilization
Ziileyha ERGUN .......c.ooiiiioiiieeeceeeeeeeeeeeeee e s e s s s s s s es s s anaeenes 35

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx Cilt 26, Sayi 1, Haziran 2015



VI Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullar:

1. Dergi, T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Etlik Veteri-
ner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirligii’niin hakemli,
bilimsel yayin organi olup, yilda iki defa yayimlanir. Derginin ki-
saltilmis ad1 “Etlik Vet Mikrobiyol Derg” dir.

2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde veteriner hekimlik
alaninda yapilan, bagka bir yerde yayimlanmamis olan orijinal bi-
limsel arastirmalar, giincel derleme, gozlem, kisa bilimsel ¢aligma-
lar ve enstitiiden haberler yayimlanir. Derleme seklindeki yazilar;
orijinal olmasi, en son yenilikleri icermesi, klasik bilgilerin tekrari
olmamasi durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazirlayan yazarin, o
konuda ulusal ya da uluslararas1 diizeyde orijinal yayin ve arastir-
malar yapmis olmasi kosulu aranir.

3. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 punto Times
New Roman yazi karakterinde, diiz metin olarak, ¢ift aralikli ve
kenarlarda 30 mm bosluk birakilarak, A4 formundaki beyaz kagida
yazilmalidir. Yazilarin tamamu, sekil ve tablolar dahil olmak iizere
orijinal bilimsel aragtirmalarda 16, derlemelerde 10, gézlemlerde 6
ve kisa bilimsel ¢alismalarda 4 sayfay1 gegmemelidir.

4.Microsoft Word formatindakimetinileenaz300dpi¢dziiniirliikteki
JPEG formatindaki resim/lerin tamami etlikvetmikrobiyolderg@
gmail.com e-posta adresine gonderilmelidir.

5. Tirkge orijinal ¢aligmalar konu bashgi, yazar/yazarlarin adlari,
adresleri, Tiirkge 6zet ve anahtar sozciikler, Ingilizce bashk, Ingi-
lizce 6zet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar sirasi ile hazirlanmalidir.
Ingilizce orijinal caligmalar konu basligi, yazar/yazarlarm adlari,
adresleri, Ingilizce 6zet ve anahtar sozciikler, Tiirkce baslik, Tiirk-
¢e Ozet ve anahtar sozciikler, giris, materyal ve metot, bulgular,
tartigma ve sonug, tesekkiir ve kaynaklar seklinde hazirlanmalidir.
Kisa bilimsel ¢aligmalarin ve derlemelerin baslik ve 6zet boliimleri
orijinal ¢aligma formatinda, bundan sonraki boliimleri ise, derleme-
lerde; giris, metin ve kaynaklar seklinde, kisa bilimsel ¢caligmalarda
ise boliimlendirme yapilmadan hazirlanmalidir.

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

Baslik, kisa, konu hakkinda bilgi verici olmali ve kii¢iik harflerle
yazilmalidir.

Yazar(lar)n, ad(lar) kii¢iik, soyad(lar)1 biiyiik harflerle yazilmali
ve unvan belirtilmemelidir.

Ozet, Tiirkge ve Ingilizce olarak, tek paragraf halinde ve en fazla
500 sozciik olmalidir.

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

Giris, konu ile ilgili kisa literatiir bilgisi icermeli, son paragrafinda
caligmanin amaci vurgulanmali ve iki sayfay1 gegmemelidir.
Materyal ve Metot, ayrintiya girmeden, anlasilir bigimde yazilma-
lidir. Bagliklar kalin, alt basliklar italik yazi tipiyle belirtilmelidir.
Bulgular béliimiinde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir sekilde
belirtilmelidir. Tablo bagliklar1 tablonun stiinde, sekil basliklar
ise seklin altinda belirtilmelidir.

Tartisma ve Sonu¢ boliimiinde, arastirmanin sonucunda elde edi-
len bulgular, diger arastiricilarin bulgulari ile karsilagtirilmali ve
literatiire olan katkisi kisaca belirtilmelidir.

Tesekkiir boliimii, gerekli goriiliiyorsa kaynaklardan hemen 6nce
belirtilmelidir.

Kaynaklar boliimiinde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik
olarak siralanmali ve numaralanmalidir. Metin igerisindeki kaynak,
yazar soyad1 yazilip sira numarast ile; ciimle sonunda ise sadece
sira numarast ile parantez icerisinde yazilmalidir. Ciimle sonunda
birden ¢ok kaynak belirtilecek ise kaynak numaralar kii¢iikten bii-

yiige dogru siralanmalidir. Metin igerisinde ikiden ¢ok yazarli kay-
nak kullanimlarinda ilk yazarin soyadi yazilmali diger yazarlar ise
“ve ark.” (Ingilizce metinlerde “et al.”) kisaltmast ile belirtilmeli-
dir. Dergi adlarinin kisaltilmasinda “Periodical Title Abbreviations:
By Abbreviation” son baskis1 esas alinmalidir. Kaynaklar listesinde
yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yaymi varsa, yayin tarihinin
yanina “a” ve “b” seklinde belirtilmelidir.

Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;

Siireli Yayin:

Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK,
(1992). Induced transplacental transmission of N. caninum in cat-
tle. ] Am Vet Med Ass. 201, 709-713.

Yazarl Kitap:

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

Editorli Kitap:

Balows A, Hausler WJ, Herramann Kil, eds., (1990). Manual of
Clinical Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
Editorlii Kitapta Bolim:

Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocyto-
genes. Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc,
San Diego. p.248-256.

Kongre Bildirileri:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, izmir-
Turkey.

Tezler:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebas: hastaliginin histolojik ve immuno-
peroksidaz yontemle tanist iizerine ¢alismalar. Doktora Tezi, AU
Saglik Bilimleri Enstitiisti, Ankara.

Anonim:

Anonim, (2009). Contagious equine metritis. Erisim adresi: http://
www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, Erisim tarihi: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erisim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erisim tarihi: 14.11.2009.
Yazisma adresi, ¢ok yazarli ¢alismalarda yazigsma adresi olarak
yazarlardan sadece birinin adi/soyadi, adresi ve e-posta adresi ¢a-
lismanin sonunda belirtilmelidir.

7. Latince cins ve tiir isimleri italik yaz tipi ile yazilmahdir. Tiim
Olgiiler SI (Systeme Internationale)’ye gore verilmelidir.

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

9. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayimlanacak olan,
hayvan deneylerine dayali bilimsel ¢aligmalarda “Etik Kurul Onay1
Almmistir” ifadesi aranir.

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

11. Uriinlerin ticari adlar ile karsilastiriimalarina yonelik aragtir-
malar derginin ilgi kapsami disindadir.

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

13. Sayet varsa arastirmanin desteklendigi kurum adi ve proje nu-
marast belirtilmelidir.

14. Dergiye gonderilen yazilar gelis tarihine gore yayimlanir.

15. Yayimlanmayan yazilar, yazarina iade edilmez.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx
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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

1. The Journal is a refereed, scientific publication of Republic of
Turkey Ministry of Food, Agriculture and Livestock, Directorate of
Etlik Veterinary Control Central Research Institute and is published
two issues in a year. The abbreviation of the journal is ““J Etlik Vet
Microbiol”.

2. In the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, original research
articles, actual reviews, case reports, short communications on the
issue of veterinary medicine whose one part or whole have not been
published in any other place before, and news from the institute
are published. The review articles will be accepted only if they are
original, actual and not repeating the classical knowledge. The au-
thor of the review is asked to possess original publications or re-
searches on the subject at national or international levels.

3. Manuscripts that will be prepared in Turkish and English should
be typed as a full text, on A4 paper with 12 pt, in Times New Ro-
man typing character, double-spaced and with 30 mm space in both
sides of the paper. Manuscripts including figures and tables should
not exceed 16 pages for original research articles, 10 pages for re-
views, 6 pages for case reports and 4 pages for short communica-
tions.

4. Manuscript written in Microsoft Word format and figures in
JPEG format at minimum 300 dpi resolution should be submitted
to etlikvetmikrobiyolderg@gmail.com

5. Original research articles and case reports should include in fol-
lowing rank: title, name(s) of the author(s), their addresses, abstract
and key words in English, title, abstract and key words in Turkish,
introduction, material and method, findings, discussion and conclu-
sion, acknowledgements and references. In short communications
and reviews, divisions except summaries should be omitted.

6. Original research articles and case reports should be arranged
and composed as in the following.

Title should be brief, explanatory and written in small caps.
Explanation(s) about the study should be written as footnotes.
Author(s) should be mentioned by their names and surnames; their
surnames should be written in capital letters and author(s) title
should not be mentioned.

Summary should be in Turkish and English, single paragraph and
composed of at most about 500 words.

Key words should be written in alphabetical order and should not
exceed 5 words.

Introduction not exceeding two pages should include a short re-
view of the literature related with the subject and in the end para-
graph; the aim of the study should be mentioned.

Material and Method should be written in an essential and com-
prehensible manner without getting into details. Subtopics should
be mentioned first in bold and after in italic type.

Findings should be shortly explained and data should not be re-
peated within the text. Legends should be indicated at the top of
each table, whereas should be indicated at the bottom of each figure
and print. Vertical lines are not allowed in tables.

Discussion and Conclusion must include the evaluation and com-
parison of results with other researchers’ findings. The study’s con-
tributions to the existing literature should also be explained briefly.
Acknowledgements must be indicated before references if neces-
sary.

References should be listed alphabetically and chronologically by
numbers. In the body of text, reference must be shown by author’s
surname and list number or only by list number within parenthe-
sis. If there is more than one reference that refers to the same is-
sue, these should be arranged by smallest to biggest reference list
numbers at the end of sentence. If the reference is more than two

authors, the surname of the first author should be written and other
authors should be mentioned with the abbreviation of “et al.”. For
the abbreviation of journals, the latest edition of the “Periodical
Title Abbreviations: By Abbreviation” should be taken as basis. If
the author(s) have more than one publication within the same year,
besides the publication date, it should be mentioned as “a” and “b”
in the list of references.

The writing of the references and their alignment should be as in
the following examples.

For articles:

Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK,
(1992). Induced transplacental transmission of N. caninum in cat-
tle. ] Am Vet Med Ass. 201, 709-713.

For books:

Fleiss J1, (1981). Statistical methods for rates and proportions.
Second edition. New York: John Willey and Sons, p.103.

For edited books:

Balows A, Hausler WJ, Herramann Ki, eds., (1990). Manual of
Clinical Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press,
p-37.

For chapter in edited books:

Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocyto-
genes. Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc,
San Diego. p.248-256.

For congress papers:

Cetindag M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, Izmir-
Turkey.

For dissertations:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebast hastaliginin histolojik ve Immuno-
peroksidaz yontemle tanist tizerine ¢alismalar. PhD Thesis, Ankara
University Institute of Health Sciences, Ankara.

Corresponding address, in multiple-author studies, as a corre-
spondence address, only one of the authors’ name/surname, address
and e-mail should be mentioned at the end.

7. Genus and species names in Latin should be written in italic. All
measures should be given according to the SI (Systeme Internatio-
nale) units.

8. The articles that are sent to be published in the journal should be
sent with a covering letter and “Publication Rights Transfer Agree-
ment” signed by all of the authors. The selected articles for the
publication, and if asked for, the decision of the editorial commit-
tee concerning the publication, are declared to the article’s author/
authors.

9. The wording of “Ethical Commission Permission is obtained”
should appear in scientific studies based on animal experiments,
which will be published in the Journal of Etlik Veterinary Micro-
biology.

10. As the edition of the sent articles are done in accordance with
the original text, all responsibility of the articles bear on the au-
thors.

11. Researches that aim at comparisons of the products with their
commercial names are out of the journal’s theme scope.

12. The trademarks of materials and products that are subject of the
research should not be mentioned.

13. If the research is supported by a foundation, name of the foun-
dation and project number must be mentioned.

14. The articles that are sent to the journal are published in line with
their coming date.

15. Unpublished papers are not returned to their author.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,
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VIl Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

Yayin Hakki Devri Sozlesmesi
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi - Ankara

Asagida basligl bulunan ve yazarlari belirtilen makalenin tiim sorumlulugu Etlik Veteriner Mikrobiyoloji
Dergisi Yaym Komisyonu Baskanligi’na ulasincaya kadar yazar/larina aittir.

YAYIIIN QA1 ettt h et ettt a et bt bt e st et e e bt a e et b e bt ea b et bt st et et sbeententeerea

Asagida isim ve imzalar1 bulunan yazarlar; yaymlamak iizere gonderdikleri makalenin orijinal oldugunu,
daha Once baska bir dergiye yayinlanmak iizere génderilmedigini ve kismen ya da tamamen yayinlanma-
digini, gerekli diizeltmelerle birlikte her tiirlii yayin hakkinin, yazinin yayimlanmasindan sonra Etlik Vete-
riner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devrettiklerini kabul ederler. Yayimlanmak iizere génderilen bu makalenin
tiim sorumlulugunu da yazar/lar {istlenmektedir.

Yukaridaki makalenin tiim haklar1 Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devredilmistir.
Yazar ad/lar Imza Tarih

Copyright Release
Journal of Etlik Veterinary Microbiology Ankara - TURKEY

The undersigned authors release Journal of Etlik Veterinary Microbiology from all responsibility concern-
ing the manuscript entitled;

THEIE OF PAPET: .evieiiitieitie ettt ettt e e et e e tbeetbeetbeeebeetbeesaeesbeesbeesseasseasseesseessessbeesseasseasseessessseesseasss

Upon its submission to the publishing commission of the Journal of Etlik Veterinary Microbiology.

The undersigned author/s warrant that the article is original, is not under consideration by another journal,
has not been previously published or that if has been published in whole or in part, any permission neces-
sary to publish it in the above mentioned journal has been obtained and provided to the Journal of Etlik
Veterinary Microbiology. We sign for and accept responsibility for releasing this material.

Copyright to the above article is hereby transferred to the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, effec-
tive upon acceptance for publication.

To be signed by all author/s

Authors names Signature Date
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VKMAE 2007-2011 Sigir Bruselloz seroloji verileri
Elcin GUNAYDIN', Ugur KUCUKAYAN!, Tiircan TOSUN!, Ufuk ULKER', Kaan MUSTAK?

! Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Md. Yetistirme Hastaliklar: Teshis Laboratuvart, ANKARA
2 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara

Gelis Tarihi / Received: 26.05.2015, Kabul Tarihi / Accepted: 30.06.2015

Ozet: Bu calismada, 2007-20011 yillart arasinda Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii (VKMAE) sorumlulu-
gundaki illerde Bruselloz riski tastyan stiriilerden gonderilen 30944 sigirin kan serumu incelendi. Tarim isletmelerinden
13244, ithal sigirlardan 7679 s1g1r kan serumu da Brucella yoniinden kontrol amacli incelemeye alindi. Serum 6rnekle-
rinin tiimii Rose Bengal Plate Test (RBPT), Serum Aglutinasyon Testi (SAT) ve Komplement Fiksasyon Testi (KFT) ile
calisildi. Bruselloz riski tasiyan siiriilerden gonderilen 30944 sigir kan serumunun 6913’1 (%22.34) Brucella antikorlari
yoniinden pozitif bulunmustur. 2007 ve ard1 sira gelen 4 yil boyunca, tespit edilen antikor pozitiflik oranlart sirasiyla;
%30.56, %25.96, %24.17, %18.70 ve %17.28’dir. Kontrol amagli incelemeye alinan sigir kan serumu drneklerinde anti-
kor pozitifligine rastlanmadi. Laboratuvarimiz verileri, 5 yillik periyotta Enstitiimiiz sorumlulugundaki illerde sigirlarda
Brusellozun degerlendirmesi niteliginde olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Brucella, sigir, seroloji

2007-2011 VCCRI Bovine Brucellosis serologic data

Summary: In this study, between 2007-2011, 30944 bovine blood sera sent from the herds found in brucellosis risky
provinces under the responsibility of Veterinary Control Central Research Institute (VCCRI) were examined. 13244
bovine blood sera from Government Farms and 7679 bovine blood sera from imported cattles were also examined for
the purpose of Brucella control. All the serum samples were investigated by Rose Bengal Plate Test (RBPT), Serum
Aglutination Test (SAT) and Complement Fixation Test (CFT). Of 30944 blood bovine sera sent from the Brucella
risky herds, 6913 (22.34%) sera were found to be antibody positive. 2007 and subsequent 4 years, the rate of antibody
positivity was determined as 30.56%, 25.96%, 24.17%, 18.70% and 17.28%, respectively. Antibody positivity was not
determined in the bovine blood sera examined for the purpose of Brucella control. Our laboratory data will be an evalu-

Arastirma Makalesi / Research Article

ation of bovine brucellosis in the provinces under the responsibility of our institute during a 5 years period.

Keywords: Brucella, bovine, serology

Giris

Bruselloz, bir asr1 gecgkin bir siiredir, bircok yer-
de yaygin olarak gozlenen zoonoz bir hastaliktir.
Bruselloz’a birgok Brucella spp. tiirii neden olmak-
ta, gerek evcil gerekse vahsi hayvanlarin ¢ogu et-
kilenmektedir. B. abortus, sigirlarda Brusellozun
asil etiyolojik ajani olmasma ragmen, B. abortus,
B. melitensis ve B. suis ¢iftlik hayvanlarinda ve in-
sanlarda goriilen Brusellozdan sorumludur. Bu fi¢
Brucella spp. sigirlarda abort, 6li dogum, infertilite

ile sonuglanan ¢ok 6nemli ekonomik kayiplara ne-
den olmaktadir [4].

Bruselloz, 5 kitada goriilen ve halen birgok
gelismig tilkede kontrol edilemeyen ciddi bir halk
saglig1 problemidir. Bruselloz, Iran, Irak, Liibnan,
Sudan, Suudi Arabistan, Suriye, Misir, Fas, Cezayir

ve Tirkiye olmak {izere birgok Ortadogu ve Afrika
iilkesinde ¢ok biiyiik ekonomik kayiplarla rapor
edilmektedir [1,10,17,26]. Avusturya, Danimarka,
Finlandiya, Almanya, Liiksemburg, Isvec,
Hollanda, Norveg ve Biiyiik Britanya resmi olarak
Brucella ari statiisii kazanirken, Fransa, Yunanistan,
Izlanda, Portekiz, Ispanya gibi diger Avrupa iilke-
lerinde Brucella eradikasyon programi basariyla
siirdiiriilmektedir [12,21,33]. Ulkemizde de, bircok
kontrol ve eradikasyon programi uygulansa da, has-
talik hala ruminant ve insanlarda yaygin bir sekil-
de gozlenmekte ve ciddi saglik problemlerine yol
acmaktadir [2,5,35]. Brusellozla miicadelede, has-
talik odaklariin saptanmasi, epidemiyolojik ¢alis-
malarda ve eradikasyon programlarinda atilacak en
onemli adimlardan biridir [3,25,29,30].
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Tiirkiye’de s1gir brusellozu ile miicadele, 1931-
1932 yillarinda ilk tespit edildigi zamandan giinii-
miize devam etmektedir. Tiirkiye genelinde Ulusal
Kontrol ve Eradikasyon Programi, Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanliginca 1984’te baslatilmistir.
Kontrol ve Eradikasyon Programi ile ilgili projenin
stiresi, 26 yil olarak planlanmis ve Tiirkiye 5 cografi
bolgeye ayrilip, 4-8 aylik buzagilarin hepsi Brucella
abortus S-19 asis1 ile asilanip, asilanan her buzagiya
kulak kiipesi takilip kayit altina alinmistir. 1989 y1-
linda yapilan ulusal surveylansta, sigirlardaki infek-
siyon orani %3.56 olarak tespit edilmistir. 1990°da,
sigirlarda prevalans orani %1.2 olarak bildirilmistir.
1991°de yapilan serolojik surveylansta, sigirlar-
da infeksiyon prevalanst %1.01 olarak rapor edil-
mistir [17]. Trakya Bdlgesi’nde 1991-1993 yillar
arasinda planlanan bir pilot ¢alisma ile Azaltilmis
Doz Brucella asillamasi uygulanmis ve bu pilot
calisma sonrast ‘Ulusal Kontrol ve Eradikasyon
Calismasi’na Azaltilmis Doz Brucella asilama uy-
gulamasi ilave edilmistir. 1997°de baglatilan se-
rosurvey ile sigirlarda bireysel prevalans %1.43,
stirli prevalanst ise %11.4 seklinde rapor edilmistir
[17,19,35]. 2011 yilinda yapilan serosurveylans so-
nuglarma gore sigirlarda siirii prevalanst %6.9, fert
prevalansi %2.6 bulunmustur [15,36]. Ocak 2012
tarihinden itibaren, ‘Brucella’nin Konjuktival Asi
ile Kontrol ve Eradikasyonu’ projesi iilke genelinde
uygulanmaya baglamis ve halen devam etmektedir.
Sigirlar i¢in planlanan siire 10 yildir [15].

Enstitiimiiz sorumlulugundaki I¢ Anadolu
Bolgesi illeri; Ankara, Kirikkale, Kirsehir, Nevsehir,
Kayseri, Yozgat, Cankiri, Corum, Eskisehir ve
Karadeniz Bolgesi illeri; Bolu, Karabiik, Zonguldak,
Bartin ve Kastamonu’dur. Enstitiimiiz sorumlulu-
gundaki iller ve ¢evre illerde de sigirlarda Bruselloz,
o6nemli bir saglik problemi olmasinin yan1 sira hay-
vancilik sektoriinde ciddi ekonomik kayiplara yol
agmaktadir. Bu ¢alismada; 2007-2011 yillar1 arasin-
da laboratuvarimiza Enstitiimiiz sorumlulugundaki
illerden gonderilen serum 6rneklerinde RBPT, SAT
ve KFT ile sigir Brusellozu yoniinden surveylans
harici bolgesel degerlendirme amaglandi.

Materyal Metot

Serum: 2007-2011 yillar1 arasinda Veteriner Kontrol
Merkez Arastirma Enstitiisii (VKMAE), Yetistirme

Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari’na, Enstitiimiiz so-
rumlulugundaki illerde (Ankara, Kirikkale, Kirsehir,
Nevsehir, Kayseri, Yozgat, Cankiri, Eskisehir, Bolu,
Karabiik, Zonguldak, Bartin, Kastamonu) abort ya-
pan veya Bruselloz riski tasiyan siiriilerde barindi-
rilan sigirlardan gonderilen toplam 30944 kan seru-
mu Brucella antikorlar1 yoniinden incelemeye alin-
di (Tablo 1 ve 2). Ayrica, 2007-2011 periyodunda,
tarim isletmelerinden gonderilen 13244, 2010-2011
arasinda ithal sigirlardan alinan 7679 kan serumu
da Brucella yoniinden kontrol amagli incelemeye
alind1.

Tablo 1. Yillara bagli laboratuvarimiza abort yapan siirii-
lerden gonderilen s1g1r serum Srnekleri

Yil Serum adedi Pozitif serum adedi % Pozitif
2007 3625 1108 %30.56
2008 5921 1529 %25.82
2009 7234 1749 %24.17
2010 5556 1039 %18.70
2011 8608 1488 %17.28
Toplam 30944 6913 %22.34

Rose Bengal Plate Testi (RBPT): Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii'nden (PVKE) temin edilen,
RBPT antijeni kullanilarak RBPT yapildi [4].

Brucella Serum Aglutinasyon Testi (SAT):
PVKE’nden saglanan B. abortus S99 susu ile ha-
zirlanmig tiip aglutinasyon test antijeni kullanildi.
Serumdaki Brucella aglutinasyon derecesi, mili-
litrede IU olarak degerlendirildi. Mililitrede 30 ve
daha fazla IU igeren serum pozitif olarak kabul edil-
di. [4].

Komplement Fiksasyon Testi (KFT): PVKE’ nden
saglanan KFT antijeni ile yapildi. Serumlardan 20
IKFTU/ml veya daha yukart titrelerde reaksiyon ve-
renler pozitif olarak kabul edildi [4].

Sonuclar

2007-2011 yillar1 arasinda, Enstitiimiiz sorumlulu-
gundaki illerden gonderilen toplam 30944 sigir kan
serumunun 6913’ (%22.34) Brucella antikorlar
yoniinden pozitif bulunmustur. Yillara baghh KFT
ile antikor pozitiflik oranlari sirasiyla; %30.56,
%25.96, %24.17, %18.70 ve %17.28 bulundu.
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Enstitiimiiz sorumlulugundaki iller i¢in 2007 ve ard1
sira gelen 4 yil boyunca Brucella antikor pozitifii-
81; Ankara’da %32.70, %36.16, %20.00, %14,42
ve %9.70; Bolu’da %.5.48, %14.28, %32.60,
%30.95, %13.06; Cankiri’da %24.41, %22.97,
%21.05, %17.86, %15.80; Corum’da %32.62,
%23.49, %29.10, %25.41, %16.84; Eskischir’de
%16.16, %13.95, %0.89, %Il1.11, %0.00;
Kastamonu’da %20.38, %50.49, %20.49, %31.25,
%?22; Kayseri’de %27.34, %12.94, %31.08, %8.57,
%352.63; Kirsehir’de %42.67, %31.90, %33.89,
%4.87, %27.00; Nevsehir’de %37.19, %14.28,
%44.60, %14.30, %11.86; Yozgat’ta %53.16,
%32.66, %54.05, %21.79, %51.81; Karabiik’te
%30.55, %13.63, %18.80, %9.41, %22.59 bulundu.
Kirikkale’den 2007 yilinda hi¢ numune goénderil-
memis, 2011 yilinda ise gdnderilen 3 sigir kan seru-
munda Brucella’ya kars1 antikor tespit edilmemistir.
Ayni ilin, 2008-2010 yillar1 arasindaki 3 yil igerisin-
de antikor orani sirasiyla; %19.19, %17.43, 9%19.23
bulunmustur. Zonguldak’tan ise 2007-2010 yillar
arasinda siipheli serum 6rnegi gonderilmemis, 2011
yilinda gonderilen 21 sigir kan serumunda antikor
pozitifligine rastlanmamustir.

2007-2011 yillart arasinda tarim isletmelerin-
den kontrol amaglh laboratuvarimiza gonderilen
13244 sigir serumunda Brucella antikor pozitifligi
tespit edilmemistir. Ayrica 2010 ve 2011 yillarinda
yurtdisindan ithal edilen sigirlarin Brucella kontro-
lii amactyla incelemeye alinan 7679 kan serumu da
Brucella antikorlar1 yoniinden negatif bulunmustur.

Tartisma

Onemli zoonozlardan biri olan Brusellozun pre-
valansi tlkeler, {ilke bazinda bdlgeler ve hat-
ta isletmeler arasinda farkliliklar gdstermektedir
[7,8,9,17,22,28,34]. lyisan ve ark. [17], Brucella
prevalansinin bolgelere gore degismekle birlikte, %
0-10 arasinda oldugu bildirmisglerdir.

Ulkemiz adma, Marmara Bolgesi'nde yapi-
lan ¢aligmalara 6rnek vermek gerekirse; Demirdzii
ve ark. [8], Trakya yoresinde Brusellozun serop-
revalansim belirlemek i¢in yaptiklar1 calismada,
Istanbul, Tekirdag, Kirklareli ve Edirne illerinde
6089 sigira ait kan serumunu RBPT ve KFT ile in-
celemeleri sonucunda, seroprevalansi % 1,06 olarak
saptadiklarini rapor etmislerdir. Erdoganve ark. [9],

1989-1992 yillart arasinda Trakya bolgesinde sigir-
larda % 11 oraninda seropozitiflik saptadiklarini ra-
por etmiglerdir.

Ege Bolgesi’nde ise; Gokgen ve Eskiizmirliler
[13], Brucella prevalansimin %4.1 oldugunu rapor
etmislerdir. Pehlivanoglu ve ark. [24], Burdur’da
seropozitif siiriilerin biiylik boliiminin (%45.8)
stiri i¢i seroprevalansinin %1 ile %10 arasinda ol-
dugunu bildirmis ve yavru atma problemli siiriilerde
brusellozun yaygin oldugu ve biiyiik siiriilerin bru-
selloz yoniinden daha yiiksek risk altinda oldugunu
rapor etmistir.

Dogu Anadolu Boélgesi i¢in durum, daha dnce
abort gegmisi olan 720 s1gir kan serumuyla Kars’ta
yapilan bir ¢aligmada RBPT ile 338 (%46.95) se-
rumda, SAT ile 382 (%53.89) serumda pozitiflik
tespit edilmistir [14]. Dogu Anadolu ve Giineydogu
Anadolu Bolgesi'nde abort yapan sigirlarda
Brucella seroprevalansini belirlemek amaciyla ya-
pilan calismalarda, %55.2 [11] %33 [27] ve %6.25
[32] gibi ¢ok genis bir yelpazede seropozitiflik tes-
pit edildigi rapor edilmistir.

Laboratuvarimiz verileri dikkate alindiginda,
2007-2011 arasinda yillara bagl sigirlarda Brucella
seropozitifligi, dalgali bir seyir gostermekle birlikte
yaklasik % 25 civarindadir (Tablo 1). Enstitiimiiz
sorumluluk alanindaki bir¢ok ilde gecmis yillarda
yapilan calismalar sigirlarda Brusellozun olduk-
c¢a yaygin oldugunu gostermektedir. Kenar ve ark.
[20], Kayseri, Nigde, Konya, Nevsehir illerinde
Brucella seropozitifligini %0.92-%24.15 arasinda
bir skalada bulduklarin1 bildirmislerdir. Hodul ve
Glimiissoy [16], Kayseri-Develi ilgesinde sigirlar-
da %15, inci ve ark. [18], Kayseri’de abort yapan
sigirlarda %16.66 pozitiflik tespit ettiklerini bildir-
mislerdir. Apan ve ark. [5], Kirikkale ve ¢cevresinde
sigirlarda %2.67 oldugunu bildirirken, ayn1 bolgede
Ocal ve ark. [23] siit sigirlarinda Bruselloz orani-
nin %19 oldugunu rapor etmistir. Askar ve ark. [6],
Kirikkale ve ¢evresinde siit sigirlarmin %43 iinde
Brucella seropozitifligi belirlediklerini bildirmisler-
dir. Yapilan calismalarda I¢ Anadolu Bélgesi’ndeki
sigir Brusellozunda antikor pozitifliginin %0.92-
%43 gibi genis bir yelpazede bulundugu goriilmek-
tedir. 1998 ve 2011 yillar1 surveylans ve Enstitiimiiz
2007-2011 sonuglari, Zonguldak ilinin, Brucella
yoniinden risk tasimadigini géstermektedir.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,
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1998 yilinda Bakanlik tarafindan yurt genelin-
de yiriitiilen serosurveylansta Enstitiimiize bagh
illerde %0-%7.6 (Tablo 3), 2011°de ise %0-%9.1
bulunmustur. Serosurveylans sonuglari ile karsilag-
tirtldiginda, laboratuvarimiz 2007-2011 verilerinde
tespit edilen oranin yiiksek olmasinin; gdnderilen
sigir serum Orneklerinin atik yapan hayvanlara ve
atik yapan siirlilerde barindirilan ve risk altinda ol-
dugu diisiiniilen sigir siiriilerinden alinmis olmasi
kaynakli oldugu diistiniilmiistiir.

Tablo 3. 1998 ve 2011 Sigir Bruselloz Sero-Surveylans
Sonuglari [17,31]

1998 Surveylans 2011 Surveylans

IL Serum (% Serum (%
Sayis1  Pozitif) Sayist  Pozitif)
ANKARA 467  (%1.1) 247  (%0.8)
BOLU 456  (%0.2) 184  (%0.5)
CANKIRI 447  (%0.0) 280  (%5.4)
CORUM 462 (%0.6) 180  (%6.1)
ESKISEHIR 460  (%7.6) 317  (%2.2)
KASTAMONU 461  (%0.2) 219  (%0.0)
KAYSERI 439 (%2.1) 187  (%9.1)
KIRSEHIR 455  (%1.1) 206  (%1.9)
NEVSEHIR 420 (%0.2) 207  (%2.9)
YOZGAT 467  (%0.9) 163 (%5.5)
ZONGULDAK 291 (%0.2) 120  (%0.0)
KIRIKKALE 452 (%0.2) 172 (%l.7)
BARTIN 459 - 148  (%0.0)
KARABUK 442 (%0.0) 163 (%0.6)

Bu yayindaki sonuglarin, Enstitimiiziin gérev
yaptig1 iller bazinda yetistirilen sigirlarin Brucella
antikorlart agisindan degerlendirilmesi niteliginde
olup, bundan sonra yapilacak calismalara retros-
pektif bir bakis agis1 kazandiracagi disiiniilmiistiir.

Tesekkiir

Laboratuvarimiz Teknikeri Ali Aykut TEKIN ve Bi-
yolog Ziileyha ERGUN’e laboratuvar ¢aligmalarin-
daki yardimlardan dolay1 tesekkiirii bir borg biliriz.
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Koyunlarda Tularemi’nin serolojik olarak incelenmesi ve Brusella ile ¢capraz

reaksiyonunun belirlenmesi
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Ozet: Bu calismada 6nemli bir zoonoz enfeksiyon olan Tularemi’nin tespiti igin koyunlarm serolojik olarak incelen-
mesi ve Brucella ile ¢apraz reaksiyonunun belirlenmesi amaglandi. Caligmada, Tularemi enfeksiyonunun insanlarda
endemik olarak goriildiigii ve son ¢alismalarda yaygin oldugu tespit edilen bolgelerden (Ankara; Altindag, Beypazari,
Bursa; Kemalpasa, Zonguldak; Kurtkdy) koyun kan serumlart toplandi. Bu serumlardaki Tularemi antikor varligini
belirlemek i¢in safranin-O ile boyali Francisella tularensis subsp. holartica LVS susundan hazirlanmis antijeni (¥ tula-
rensis 10857 NTCC) ile mikroagliitinasyon testi yapildi. Test sonucunda incelenen 207 koyun kan serumundan 50’sinde
(%24.1)1:10-1:80 arasinda titre saptanirken 157 (%75.9) serumda F. tularensis 6zgiil antikorlar belirlenemedi. F. tula-
rensis antikorlar1 pozitif bulunan50 serumun 36 (%72)’sinda ise hayvanlar da Tularemi i¢in ¢esitli aragtirmalarda pozitif
kabul edilen >1/20 titresi tespit edildi. Titre veren 50 serumdan 6’sinda ise, Brucella Mikro Agliitinasyon Test (MAT)
antijeni (B. abortus S99 susu safranin- O ile boyali) ile capraz reaksiyon (1:40-1:160) varlig1 saptandi.

Anahtar kelimeler: Brucella spp, Capraz Reaksiyon, Koyun, Seroloji, Tularemi.

Determination of the cross reaction of Tularemia titer and Brucella on sheep at specific
disease focus in Turkey

Abstract: As Tularemia is an important zoonosis infection the determination of Tularemia titer serologically on sheep
and its cross reaction with is aimed in this study. For this study sheep blood sera collected from the regions (Ankara;
Altindag-Beypazari, Bursa; Kemalpasa, Zonguldak; Kurtkdy) where Tularemia infection is seen endemically and wide-
spread. In order to indicate Tularemia titer in these sera Tularemia antibody, which is painted with safranin-O, and mi-
croaglutination test were done. 207 sheep blood sera were checked and at test result 1:10-1:80 titer indicated in 50 blood
sera(%?24,1) but it wasn’t indicated any titer in 157(%75,9) sera. In 36 serum from 50, in which titer indicated, >1/20
titer, which is accepted in several studies positive for Tularemia was seen. It was seen cross reaction with Brusella in 6

Arastirma Makalesi / Research Article

blood sera from 50 in which titer indicated.

Key Words: Brucella, Cross reaction, Serology, Sheep, Tularemia.

Giris

Tularemi, kemiriciler dncelikli olmak {izere, hay-
vanlari bir patojeni olan insanlara da bulasarak ce-
sitli klinik tablolara sebep olan Francisella tularen-
sis’in etken oldugu zoonotik bir hastaliktir [4,10,9].
Ulkemizde son yillarda pinar sulart ile iligkilendiri-
len salginlara yol agmasi, diinya genelinde ise biyo-
lojik silah olma 6zelligi nedeniyle giincellesmistir
[3.7].

Tularemi hastalig1, F. tularensis’in etken oldu-
gu kuzey yarim kiirede goriilen bir zoonoz hastalik-
tir. Hastalik Japonya ve Rusya’da 1800’11 yillarda
bilinmesine ragmen, 1911 San Francisco depremin-

den sonra McCoy tarafindan Kaliforniya’nin Tulare
bolgesinde sincaplarda goriillen veba benzeri bir
hastalik olarak tanimlanmistir [14].

Diinyada ve iilkemizde riskli bolge yerlesim
birimi hizla artan ve giincelligini koruyan bu has-
taligin rezervuari tam olarak bilinmemektedir. Son
yillarda tilkemizde tularemi vakalarinda artig olma-
sinda, iklim degisikliklerin biiylik oranda rol oyna-
dig1 bildirilmektedir [12]. Yagish sezonlardan sonra
kemirici populasyonundaki artigin tularemi vaka
sayisinin artmasina neden oldugu diisiiniilmekte-
dir [1]. Tularemi, 2005 yili 6ncesinde Marmara ve
Bati1 Karadeniz Bolgelerinde yaygin olarak gorii-
lirken, 2009-2010 yillarimin ilk yarisinda 6zellikle
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I¢c Anadolu Bolgesi olmak iizere diger bolgelerden
yeni vakalar bildirilmistir [1]. Kemirici hayvanlarin
cikartilar1 ve dokulariyla temas, kontamine su ve
gidalarin tiiketilmesi avcilik ve vahsi tavsan etinin
yenmesi, hijyenik olmayan gidalarin tiiketilmesi, ev
ve cevresinde kemirici sayisinda belirgin artis goz-
lenmesi ile dogayla iliskili aktiviteler gibi bagimsiz
degiskenler hastaligin epidemiyolojik risk faktorleri
arasinda yer almasina neden olmustur [1].

Tularemide kesin tani1 bakterinin g¢esitli 6rnek-
lerden izolasyonuyla konur. Ancak iretmek igin
0zel besiyeri gerektiginden tani daha ¢ok serolojik
olarak konur.

Evcil hayvanlar arasinda koyunlar tularemiye
duyarlidir, ancak hastalik kedi, tavsan, kopek, do-
muz ve atlarda da bildirilmistir. Sigirlarin ise genel-
likle hastaliga kars1 direncli oldugu bilinmektedir.
Enfeksiyonun prevalansini belirlemeye yonelik, ev-
cil hayvanlarda klinik hastaliklarm sunumu ve pre-
valansina dair bilgiler oldukga kisithidir [13].

Tularemi tanisinda en sik kullanilan yontem-
ler hasta serumunda antikor aramaya ydnelik ag-
liitinasyon (mikropleyt agliitinasyon testi veya tiip
agliitinasyonu) ve ELISA’dir. Tularemide antikorlar
genellikle ikinci haftadan sonra pozitiflesir, 4-5.
haftalarda en yiiksek diizeye ulasir[8].

Tularemi antikorlar1 Brucella, Yersinia ve
Proteus OX19 ile ¢apraz reaksiyon verebilir.
Brucella spp. ile Francisella tularensis arasinda
ortak antijenik yapilar nedeniyle serolojik testlerde
capraz reaksiyonlarin varligi tularemi hastaliginin
ilk tanimlandig1 yillarda dikkat ¢ekmistir [6,8,15].
Hayvanlar tizerinde tularemi yoniiyle yapilan ¢alig-
malarin kisithiligi gz 6niine alinarak, bu ¢alismada
Tularemiye duyarlilig: ile bilinen koyunlarin sero-
lojik olarak incelenmesi ve Brucella ile Francisella
tularensis arasindaki ¢apraz reaksiyonlarin sikligi-
nin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metod

Bu ¢alismada, Tulareminin tespiti i¢in koyunlarin
serolojik olarak incelenmesi ve Brucella spp. ile ¢ap-
raz reaksiyonunun belirlenmesi amaciyla enfeksiyo-
nun insanlarda endemik olarak goriildiigii ve son ca-
lismalarda yaygin oldugu tespit edilen bolgelerden

(Ankara; Altindag, Beypazari, Bursa; Kemalpasa,
Zonguldak; Kurtkdy) toplamda 207 adet koyun kan
serumu incelenmistir. Koyunlarin vena jugularisin-
den 9 ml. lik vakumlu jelli tiiplere kanlar alindu.
Kan numuneleri, 1500 devirde 5 dakika santrifiij
edilerek serumlari ayrildi. Serumlar 2 ml. lik tiiplere
aktarildi. Bu serumlardaki Tularemi antikor varligi-
n1 belirlemek i¢in safranin- O ile boyali Francisella
tularensis subsp. holartica LVS susundan hazirlan-
mis antijeni (F. tularensis 10857 NTCC) ile mikro-
agliitinasyon testi yapildi (kili¢ capraz reaks). Her
iki etkene karsi gelisen antikorlar1 saptamak ama-
ctyla MA testi i¢in U-tabanli mikropleytlerde serum
orneklerinin iki kath seri diliisyonlar1 hazirlanmis-
tir. Serum igermeyen son godeler ise antijen kontrol
icin kullanilmistir. Godelerdeki serum diliisyonlari-
nin iizerine esit miktarda boyali antijenler eklene-
rek serum diliisyonlari elde edilmistir. Mikropleytin
iizeri kapakla kapatilarak 37°C’de nemli ortamda
24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Degerlendirme;
pozitif ve negatif kontroller ile antijen kontroliine
gore yapildi. Antijen-antikor kompleksinin dantela
tarzinda ¢okmesi ve siipernatantin tiimiyle berrak
olmas1 pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.
Acik kirmizi renkli diliientin ¢evreledigi merkez-
de toplanmis diizgiin kenarh diigme seklinde ¢ok-
me negatif reaksiyon seklinde degerlendirildi [8].
Capraz reaksiyonlar1 gérmek amaciyla, ¢esitli lite-
ratlirlerde tularemi yoniinden anlaml kabul edilen
1/20 {izeri titre veren koyun kan serumu 6rneklerini,
Brucella Mikro Agliitinasyon Teste tabi tutarak (B.
abortus S99 susu safranin O ile boyal) capraz reak-
siyon yoniinden incelendi (Tablo 1).

Bulgular

Tularemi agisindan incelenen 207 koyun kan se-
rumundan 36 (%17.3)’sinda cesitli arastirmalar-
da hayvanlarda Tularemi i¢in pozitif kabul edilen
>1/20 titresi belirlendi. Toplanan 207 koyun kan
serumunun titre dagilimi; 11’inde 1:10, 31’inde
1:20, 3’inde 1:40 2’sinde 1:80 olarak saptandi
(Tablo 2). Tularemi seropozitif 50 kan serumundan
6 (%12)’sinda 1:40-1:80 arasinda titreler saptanmis,
Brusella Mikro Agliitinasyon Test (MAT) antijeni
(B. abortus S99 susu safranin O ile boyali) ile cap-
raz reaksiyon bulunmustur (Tablo 2).
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Tablo 1. Calismadaki koyunlarda belirlenen mikroaglutinasyon test yontemi ile belirlenen tularemi titreleri sonuglari.

Ornek

Tularemi Seropozitif Titreler

Yerlesim Birimi Pozitif

Sayist % /10 120 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640
Ankara/Altindag 46 20 36.95 3 15 1 1 - - -
Ankara/Beypazari 101 17 16.83 7 10 - - - - -
Zonguldak/Kurtkoy 20 1 5 1 - - - - - -
Bursa/M.Kemal Pasa 40 12 30 3 6 2 1 - - -
Total 207 50 22.7 14 31 3 2 - - -

Tablo 2. Calismadaki koyunlarda Tularemi yoniinden seropozitif titrelerin Brusella ile ¢capraz reaksiyon sonuglart.

et Ok TS Bl b e g 30 i
Ankara/Altindag 46 15 3 - 2 1
Ankara/Beypazari 101 10 1 1 - -
Bursa/ M.Kemal Pasa 40 6 2 1 1 -
Total 207 31 6 2 3 1

seronegatif

seropozitif

-

Sekil 1. Mikroaglutinasyon test yonteminde F. tularensis
seronegatif ve seropozitif goriintiisii

Tartisma

Tularemi enfeksiyonunun koyunlarda ve diger ya-
bani hayvanlarda serolojik olarak incelenmesi ve
Brusella ile ¢apraz reaksiyonunun belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢aligmalarda farkli bulgular elde
edilmistir.

Gwatkin ve ark. [5], 1942 yilinda yaptiklari
bir ¢aligmada, 850 baslik bir koyun siirlisiinii tu-
laremi hastaligi yoniinden takibe almiglardir. Bu
stiriideki 850 koyundan 24’{iniin 6ldiigi, 5-6’sinin
ise hastalik sonunda iyilesmis oldugunu gérmiisler-

dir. Incelenen tiim hayvanlarda muayene sirasinda
cok yogun kene enfestasyonu oldugu belirtilmistir.
Etkenin varligimi ortaya koymak i¢in 6lii koyunlar-
dan 1 koyunda F. tularensis izolasyonu gerceklesti-
rebilmislerdir. Ayrica iyilesen 2 koyundan serolojik
olarak aglutinasyon teste tabi tutmuslar, serolojik
olarak incelemeye alinan 2 koyundan 1’inde 1/400
aglutinasyon titresi bulmusglardir. Siiriiyle ilgilen bir
¢obanin hastalandigini, hastalanan ¢obanin hasta-
ligindan 8-9 giin Oncesinde siiriideki koyunlardan
3inil yiizdiigliniin bilgisini almislardir. Bu calis-
malar, tularemi hastaliginda insanlarla koyunlar
arasi temasi belirlemeye 6rnek teskil etmistir.

Seyda [16], Kars Yoresinde 1600 koyuna ait
kan serumu Orneginin mikroaglutinasyon yonte-
miyle incelenmesi sonucu 50 hayvanda 1:20 titre
iizerini seropozitif olarak bildirmistir.

Jellison ve ark. [6], ABD’de yaptiklar bir ¢a-
lismada, 148 kuzuda %25 oraninda F. tularensis
yoniinden seropozitiflik bulmuglardir. Bu ¢alismaya
gore 1:20 ve iizeri titre veren kuzular F. tularensis
seropozitif kabul edilmistir. Ayn1 ddonemde meradan
donen yetiskinler {izerinde de aym calisma yapil-
mis, 283 koyunda %28.3 oraninda seropozitiflik tes-
pit edilmistir. Capraz reaksiyonun tespiti amaciyla,
Tularemi seropozitif olan 83 koyunun Brusella titre
tayininde ise yalniz bir koyunda Brusella yoniinden
seropozitif titre vermistir.
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Mathew ve ark. [11], ABD’de koyunlar iize-
rinde yaptiklar1 bir calismada, dokuz koyun, sekiz
tavsan ve sekiz kopek tularemi hastaligl yoniinden
serolojik olarak incelenmisglerdir. Koyunlarda tama-
minda 1:40-1:320 arast titre verirken, ayni hayvan-
lara ait kan serumlarindan Brusella ile ¢apraz reak-
siyonu belirlemek amaciyla yapilan serolojik ince-
lemede 7 hayvanda 1:40-1:160 aras titre izlenmis-
tir. Tavsanlarda yalniz {igiinde 1:40 tularemi titresi
verirken, Brusella yoniinden titre saptanmamuistir.
Kopeklerde ise yedisinde 1:40-1:160 tularemi titre-
si vermis, Brusella ¢apraz reaksiyon titresi 6 sinda
1:40 oraninda saptanmustir.

Berrada ve ark. [2], Tularemi enfeksiyonun
hayvanlarda serolojik ¢alismalar yapmislardir.
Bunlardan geyik, kopek, rakun, rat, kokarcada ge-
sitli ylizdelerde tularemi seropozitiflik saptanirken,
tavsan fare ve sincapta tespit edilmemistir. En yiik-
sek seropozitiflik yiizdeleri kokarca ve rakunlarda
belirlenirken, sadece 1 kokarcada ise yliksek oranda
tularemi ve ayni zamanda Brusella titresi saptan-
mistir.

Sonug¢

Tularemi hastaliginin epidemiyolojisinde, koyunlar-
da seropozitifligin belirlenmesi 6nemli bir kriterdir.
Insanlarla hayvanlar arasi temasi belirleme amacty-
la, insan salginlarinin oldugu bolgelerde, hastaliga
en ¢ok duyarli oldugu bilinen koyunlarda seropre-
valans ¢aligmalariin insan hayvan odakli paralel
olarak yiiriitilmesi gerekmektedir. Ayrica siklikla
goriilen Bruselloz hastaligi ile ayirict tanisinin ya-
pilabilmesi i¢in, Tularemi yoniinden seropozitiflik
saptanan yerlesim birimlerinin Brusella ile ¢apraz
reaksiyon verebilecegi g6z Oniinde bulundurarak
incelenmelidir. Ayrica, her iki etkene kars1 agliiti-
ninlerin saptandigi durumlarda hangisinin ¢apraz
reaksiyon hangisinin gercek pozitiflik oldugunun
gosterilmesi ic¢in antikor titre artisinin da arastiril-
mas1 gereklidir [8]. Bundan sonraki c¢aligmalarda
pilot bolgelerin segilerek, periyodik yoklamalarin
yapilmasi, 6zellikle bu ¢alismada da goriildiigii tize-
re, ¢apraz reaksiyon veren enfeksiyonlar yoniiyle
de incelenmesinin, hastaligin seroepidemiyolojisine
151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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Ratlarda diyete eklenen borun kan bakir ve seruloplazmin diizeylerine
etkileri
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Ozet: Bu calismada; diyete eklenen borun plazma bakir ve seruloplazmin diizeylerine etkileri arastirildi. Calismada 8
haftalik 200-250 g canli agirlikta eriskin, 36 adet erkek Spraque-Dawley 1rki rat kullanildi. Ratlar 22+3°C de 12:12 saat
aydinlik-karanlik siklusunda tutularak standart rat yemi ve su ile ad libitum beslendi. Ratlar kontrol, deneme 1 (D1),
deneme 2 (D2) olmak tizere 12’serli 3 gruba ayrildi. Standart rat yemi 6giitiildti; D1 grubuna 50 ppm, D2 grubuna 100
ppm bor olacak sekilde sodyumtetraborax ilave edilip karistirildi ve tekrar pellet haline getirildi. Ug aylik deneme siire-
since 3 haftada bir ratlarin canli agirliklari tartilip kuyruk venasindan heparinli polietilen tiiplere aliman kan 6rneklerinde
plazma seruloplazmin ve bakir analizleri yapildi. Caligmada kontrol ve deneme gruplart plazma bakir konsantrasyonla-
riin zamanla degistigi (P<0,001), ancak gruplar arasi farkin 6nemsiz (p>0,05) oldugu belirlendi. Ornekleme zamanina
gore seruloplazmin diizeylerindeki degisimler, bakir diizeylerindeki degisimlerle paralellik gostermekle birlikte deneme
gruplar1 plazma seruloplazmin diizeyleri kontrole gére daha diisiik olup, gruplar arasi fark énemli (P<0,05) bulundu.
Sonug olarak; borun plazma bakir diizeylerini etkilemeksizin seruloplazmin diizeylerini diisiirdiigii; bu sebeple borun,
seruloplazmin sentezini azaltarak ya da seruloplazminin yapisina bakirin baglanmasini engelleyerek etkili olabilecegi
sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Bor, Seruloplazmin, Bakir

Effects of dietary boron on blood ceruloplasmin and copper levels in rats

Summary: In this study, effects of bor supplementation of diet on plasma copper and ceruloplasmin levels were in-
vestigated. Eight weeks old, male Sprague-Dawley (n=36, 200-250 g) rats were used. They were maintained in a tem-
perature-controlled room (22°C+ 3) in a 12:12 h light-dark cycle. Food (Purina rat chow) and water was provided ad
libitum. Rats were divided into 3 groups as Control, Experimantal 1(E1) and Experimental 2 (E2), including 12 animals
of each. Fifty (E1) and 100 ppm (E2) bor was added into the ration for 3 months. Blood samples were collected from the
tail vein once with a 3 weeks interval and transferred into heparinized tubes for the determination of ceruloplasmin and
copper levels. Body weight of each rat was also recorded at the same time points. Plasma copper levels in Control and
Experimental groups changed significantly by time (P<0,001), but the difference between the groups were not statisti-
cally significant (p>0,05). Plasma ceruloplasmin levels decreased in groups E1 and E2 (P<0,05) compared to the control
group. It was concluded that, bor might reduce plasma ceruloplasmin levels without any effect on copper, probably by
decreasing synthesis of ceruloplasmin or preventing the copper content of ceruloplasmin.

Key Words: Bor, Ceruloplasmin, Copper

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Bor yarimetal ve yari iletken bir element olup peri-
yodik cetvelin 13. grubunda yer alir. Diinyada az bu-
lunan elementlerdendir ve borik asit ve boraks gibi
bilesiklerle birlikte bulunur. Borun hayvan ve insan
beslenmesinde esansiyel oldugu; mineral metabo-
lizmasi, beyin fonksiyonlar1, hormon regiilasyonu,

osteoporoz ve osteoartritiste dnemli oldugu ileri
stiriilmektedir [8,19,23,25]. Borun, leptin, insiilin,
glikoz diizeylerini diislirdiigii, T3 hormon diizeyle-
rini ylikselttigi bildirilmistir [17]. Bor, cis-hidroksil
grubu tasiyan organik bilesiklerle, sekerler, polisak-
karitler, adenozin 5 fosfat, pridoksin, riboflavin, de-
hidroaskorbik asit, piridin niikleotidleri, fosfoinozi-
tidler, glikoproteinler ve glikolipidler ile kompleks
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olusturabilmektedir [3]. Bor yetersizliginde mineral
metabolizmasi, algilama fonksiyonlar1 ve kemik
yogunlugu bozulmakta ve vitamin diizeyleri degis-
mektedir [8,19,23,25]. Bor toksikasyonu tireme sis-
temini etkilemektedir. Burukoglu ve Baycu [5], 70
giin siireyle icme sularinda 300 mg/L boraks veri-
len ratlarda 70. giin sonunda spermatogoniumlarda
vakuolizasyon ve rezidiiel yapilarin sayica arttiini
gbzlemlemistir. Ayrica yiiksek dozda borun bobrek
ve testislerde hasara neden oldugu da bildirilmistir
[22].

Borun enerji metabolizmasiyla ilgili olmak
tizere 26 enzimin aktivitesinde etkili oldugu ileri sii-
riillmektedir [14]. Insanlarda bor ilavesi bakir ve ba-
kira bagimli enzimlerin seviyelerini etkiler. Diyetle
0,25 mg B/2000 kcal/giin diisiik borla 63 giin siirey-
le beslenen 45 yas iistii 5 erkek ve menapoz sonrasi
Ostrojen tedavisi goren 5 kadinda eritrosit siiperok-
sit dismutaz, serum seruloplazmin ve plazma bakiri-
nin yiikseldigi [25], menapoz sonrasi bor ilavesinin
Ostrojen ve testesteron konsantrasyonlarini artirdigt
bildirilmektedir [22].

Ratlarda diyetle alman borun; kardiyak bakir,
kalsiyum, manganez, molibdenum ve fosfor kon-
santrasyonlarini etkiledigi bildirilmistir [15].

Bakir oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarin-
da gorev alan bazi metalloenzimlerin fonksiyonlari
icin gerekli olan bir eser elementtir. Bu enzimlerin
en Onemlileri seruloplazmin, sitokrom C oksidaz,
stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat oksidaz, li-
zil oksidaz, tirozinaz [6,21], katalaz, iirikaz, del-
ta amino leviilinik asit dehidrataz (ALA-D), bag
dokusunda amino oksidaz, dopamin beta hidrok-
silaz ve mono amin oksidaz (MAO)’dir [4,28].
Seruloplazmin, molekiil agirligr 132 000 olan, her
bir molekiiliinde 6 bakir atomu igeren ve % 7-8’i
karbonhidrat olan bir glikoproteindir. Yapisindaki
karbonhidrat icerigini sialik asit olusturur [1,8].
Baslica karacigerde sentezlenen seruloplazmin ayni
zamanda inflamasyon ve doku hasar1 gibi durum-
larda 1limli yanit gdsteren bir akut faz proteinidir
[10,18]. Seruloplazmin, organizmada antioksidan
olarak da gorev yapmaktadir. Yara, infeksiyon, inf-
lamasyon boyunca seruloplazmin aktivitesindeki
artis, serum seruloplazmininin bir akut faz reaktani
ve bir antioksidan gibi hareket ettigini gostermek-
tedir [9,11]. Bor, seruloplazmin diizeylerinin arttig1

inflamasyonda, immiin sistem hiicrelerince salinan
serin proteazlarini baskilayarak, lokotrien sente-
zini inhibe eder ve reaktif oksijen tiirlerini azaltir.
Insanlarda oral bor uygulamasi sonrasinda, yapisin-
da bakir bulunan 6-Amino Leviilinik Asit Dehitrataz
(ALA-D) ve eritrosit SOD’mn plazma diizeyleri
azalmakta, ayrica bor, menopoz sonrasi kadinlar-
da bakir, seruloplazmin ve ostradiol diizeylerini de
etkilemektedir [13]. Onemli iz elementlerden biri
olan bakir seruloplazminin yapisina katilarak kana
saliir. Seruloplazmin antioksidan savunma, demir
metabolizmasi, bakir tasinmasi, koagulasyon ve an-
jiogenesizde de etkilidir [10,18].

Yapilan literatiir taramalarinda ratlarda ras-
yonla alian bor ile plazma bakir ve seruloplazmin
diizeyleri arasindaki iliskiyi gosteren bir caligmaya
rastlanmamistir. Bu sebeple bu ¢alismada ratlarda
farkli dozlarda diyete katilan borun, plazma bakir
ve seruloplazmin diizeylerine etkilerinin arastiril-
masi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada 8 haftalik 200-250 g canli agirlikta eris-
kin, 36 adet erkek Spraque-Dawley 1rki rat kulla-
nildi. Ratlar 22+3°C de 12:12 saat aydinlik karan-
lik siklusunda tutularak standart Purina rat yemi
(Optima Besin Maddeleri San. Ve Tic. A.S.) ve su
ile deneme Oncesinde 1 hafta boyunca ad libitum
beslendi.

Ratlar kontrol, deneme 1 (D1) ve deneme 2
(D2) olmak tizere 12’serli 3 gruba ayrildi. Her 3 gru-
ba standart rat yemi 6giitiilerek D1 grubuna 50 ppm,
D2 grubuna 100 ppm bor olacak sekilde sodyumtet-
raborat dekahitrat (Na2B4O7. 10H20 M=381 379
g/mol, Merck A716303 9%99,0-103,0) ilave edilip
karistirild1 ve tekrar pellet haline getirildi. Pelletler
etiivde kurutuldu ve ratlara verildi.

Ug aylik deneme siiresince 3 haftada bir ratla-
rin canli agirliklar tartilip kuyruk venasindan hepa-
rinli (sodyum igerikli Nevparin 5000 IU/ml) polieti-
len tiiplere alinan kan 6rnekleri 3000 g’de 10 dk’da
santrifiij edilerek plazmalar ¢ikarildi, seruloplaz-
min ve bakir analizleri i¢in -20 °C’de sakland.

Plazma Seruloplazmin Analizi

Optimum pH ve 1s1 kosullarinda asetat tamponunda
hazirlanan P-fenilen diamin diklorid (PPD) plazma
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ornekleri ile inkube edildiginde olusan renkli iirii-
niin absorbansi spektrometrede 546 nm’de okundu
ve okunan absorbanstan seruloplazmin konsant-
rasyonlart Colombo ve Richerich [7]’in formiiliine
gore hesaplandi.

Bakar Analizi

Standart ve test Orneklerindeki bakir diizeyleri
Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre ile 6l¢iildii.

Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri SPSS
paket programi kullanilarak; gruplar arasi farklar
ANOVA ve Duncan testleriyle tespit edilmistir.

Bulgular

Calismada elde edilen bakir, seruloplazmin diizey-
leri ile ilgili sonuglar tablo 1, 2 ve canli agirliktaki
degisimler tablo 3’de verilmistir.

Tablo 1. Kontrol ve deneme gruplar1 plazma bakir diizeyleri (n=12, Ort+SH)

Bakiar (ng/dl)
Gruplar Baslangig 3.hafta 6.hafta 9.hafta 12.hafta P
Kontrol 124,2+0,006*x 85,240,006 93,9+0,005" 74,4+0,05¢ 95,3+0,003° oo
Deneme 1 97,940,006y 93,0+0,003* 92,840,003 63,8+0,002° 90,2+0,005* o
Deneme 2 87,840,005 127,840,012 88,3+0,004° 76,0+0,005° 91,9+0,004° ok
p * - - - -
##p<0.001, * : p<0.05, - : Onemsiz
a, b, c¢: Ayni satirda farkli harfler birbirinden istatistiki agidan 6nemlidir.
X, y: Aynt siitunda farkli harfler birbirinden istatistiki agcidan dnemlidir.
Tablo 2. Kontrol ve deneme gruplar1 plazma seruloplazmin diizeyleri (n=12, Ort=SH)
Seruloplazmin (mg/dl)
Gruplar Baslangig 3.hafta 6.hafta 9.hafta 12.hafta P
Kontrol 68,5523+5,04° 65,3725+4,26®  61,8965+4,07*x  43,3315+4,22¢  552013+£2,41%x  **
Deneme 1 57,196+5,61? 52,614+3,96®  49,7305+2,62%%y  45,1683+3,84®  42,7785+3,07% *
Deneme 2 59,487+3,32% 67,071+8,817 51,7648+3,36y 36,972+3,51° 44,9115+4,1%y ok
p - - % _ *
*% : p<0.001, * : p<0.05, - : Onemsiz
a, b, c: Ayni satirda farkli harfler birbirinden istatistiki agidan énemlidir.
X, y: Ayni siitunda farkli harfler birbirinden istatistiki agidan dnemlidir.
Tablo 3. Kontrol ve deneme gruplari canli agirlik degerleri (n=12, Ort+=SH)
Canli Agirlik (g)
Gruplar Baslangig 3.hafta 6.hafta 9.hafta 12.hafta p
Kontrol 207,67+5,102 2482543 440 276,50+3,03¢ 306,75+4,35¢ 324,4167+5,2¢ *
Deneme 1 206,17+4,48" 245,4244 42° 270,67+6,4¢ 300,58+6,944 322,83+10,48¢ *
Deneme 2 208,83+5,27° 242,42+5,29b 273,9245,68° 301,25+6,06 * 315,83+4,71° *
p - - - - -

* 1 p<0.001, - : Onemsiz
a, b, ¢, d, e: Ayni satirda farkli harfler istatistiki agidan 6nemlidir.

Tartisma ve Sonug¢

Sunulan ¢alisma canli agirliklardaki degisim yoniin-
den incelendiginde (Tablo 3) kontrol grubunda bas-
langi¢ canli agirliklar 207,67+ 5,1 g’dan 324,42+

5,2 g’a (fark 116,75 g), deneme 1’de 206,17+ 4,5
g’dan 322,83 + 10,5 g’ a (fark 116,66 g), deneme
2’de 208,83+ 5,3 g’dan 315 + 4,7 g’a (fark 107 g)
yiikselmistir. Deneme sonunda canli agirlik diizey-
leri arasindaki farklilik 6nemsiz olmakla birlikte bor
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diizeyleriyle iligkili olarak diismiistiir. Kiigiikkurt
ve ark [17], Sprague Dawley ratlarda 100 mg B/kg
dozda 28 giin boyunca diyete eklenen borun 28 gii-
niin sonunda canl agirhig: diistirdiigiinii bildirmis-
lerdir. Weir ve Fisher [24], gilinliik; 2,6; 8.8; 26,3;
87,5 ve 263 mg bor/kg canli agirlik olacak sekilde
90 giin boyunca boraks ve borik asit igeren diyet-
le beslenen Sprague Dawley 1rki ratlarda yaptiklari
arastirma sonucunda; 87,5 mg bor/kg canli agirlik
olacak sekilde beslenen ratlarda; viicut agirliginda
diismeler oldugunu bildirmislerdir. Heindel ve ark.
[12], 13,65 28.5; 57,7; 94,2 mg / kg canli agirlik/ giin
bor olacak sekilde borik asit i¢eren diyetle beslenen
gebe Sprague Dawley ratlarda, yiliksek dozla (57,7-
94,2 mg / kg canli agirlik/ giin) canli agirlik artigin-
da diisme oldugunu bildirmektedirler. Armstrong ve
ark. [2] 21 giinliik erkek ve disi domuz yavrularinda
yapilan calismada 5- 15 mg/kg diyet (5- 15 ppm)
borun canli agirlik artigini etkilemedigini gozlem-
lemislerdir.

Yapilan literatiir taramalarinda, borun rat-
larda plazma bakir ve seruloplazmin diizeylerine
etkileriyle ilgili bir calismaya rastlanilmamuistir.
Insanlarda bor ile yetersiz beslenme sonrasinda bor
takviyesinin serum SOD, seruloplazmin ve bakir
diizeylerine etkilerinin aragtirildigi bir ¢alismada,
bor eksikligi sonrasi bor takviyesinin eritrosit SOD,
serum seruloplazmin ve bakir diizeylerini yiikselt-
tigi, tek basia bor yetersizliginde ise bir degisim
gbzlenmedigi rapor edilmistir [24]. Huel ve ark.
[13], fazla miktarda bora maruz kalan hamile anne-
lerde (n=197) dogumda plesantal dokuda ve gobek
kordonu kaninda bor seviyesinin normalin ii¢ kati
oldugunu, bakirli bir enzim olan 6-Amino Leviilinik
Asit Dehitrataz (ALA-D) diizeylerinin dnemli oran-
da diistiigiinii; kan bor seviyesi ile ALA-D diizeyle-
ri arasinda negatif bir korelasyon oldugunu ortaya
koymustur. Bu sonuglar bir lewis asidi olan borun,
hidroksil grubu tasiyan organik molekiillerle komp-
leks yaparak ALA-D’yi inhibe edici etkisiyle agik-
lanmustir.

Sunulan g¢aligmada kontrol ve deneme 2 gru-
buna ait seruloplazmin diizeyleri 4. 6rneklere kadar
diismiis fakat 5. orneklerde tekrar yiikselmis buna
karsin deneme 1 grubunda baslangictan itibaren
azalma gostermistir. Her ii¢ grupta da 5. 6rnek se-
ruloplazmin diizeyleri baslangi¢ diizeylerine gore
onemli oranda azalmis ve deneme 1 ve deneme 2

gruplarindaki diismeler kontrol grubuna gére 6nem-
li (P<0,05) bulunmustur (Tablo 2). Deneme grup-
larindaki seruloplazmin diizeylerindeki diisiistin
borun insanlarda bakirli enzimlerden olan ALA-D
[13] ile negatif korelasyon gostermesi ile uyumlu
goriiniirken, sonuglar Nielsen ve ark. [25]"1n bulgu-
lariyla uyumsuz olmustur; borun tiirler ve cinsiyet-
ler arasinda farkl etkilerinin oldugu distintilmek-
tedir.

Sunulan ¢alismada plazma bakir diizeyleri 6r-
nekleme zamanlarina gére dnemli (P<0,001) diizey-
de farkliliklar gdstermesine karsin gruplar arasi fark
O6nemsiz bulunmustur. Hunt ve Herbel [15], STZ
diyabetik ratlarda diyetle aliman borun (0,06 mg
B/kg) kardiyak bor konsantrasyonlarini etkileme-
digini ancak kardiyak bakir, kalsiyum, manganez,
molibdenum ve fosfor konsantrasyonlarini etkile-
digini ileri slirmiislerdir. Sunulan ¢aligmada borun
bakir diizeylerini etkilemeksizin serum seruloplaz-
min diizeylerini disiiriicii etkisi, bakirin serulop-
lazmin disinda baska proteinler tarafindan tasindi-
g gosterebilir. Seruloplazmin, plazma bakirinin
%70-90’11k kisminin tasinmasindan sorumlu kabul
edilen bir protein olmasina karsin albiimin ve trans-
kuprein de bakir tasinmasinda etkili proteinlerdir.
Ayrica memelilerde bakir taginmasindan sorumlu
multicopper oksidazlar, hephaestin, zyklopen gibi
bir¢ok protein rapor edilmistir [26]. Meyer ve ark.
[20] aseruloplazmik farelerde bakirin emilim, tasi-
nim ve dagiliminda degisim olmadigini bildirmistir.
Sunulan c¢alismada bakir diizeyleri degismeksizin
seruloplazmin diizeylerinin bor tarafindan disiiriil-
mesi, ratlarda bakir taginiminda seruloplazmin di-
sinda bagka proteinlerin varligini desteklemektedir.

Sonug olarak ratlarda rasyonla alman 50 ve 100
ppm borun plazma bakir diizeylerini etkilemeksizin
seruloplazmin diizeylerini disiirdiigii; bu sebeple
borun, seruloplazmin sentezini azaltarak ya da yapi-
sina bakirin baglanmasini engelleyerek etkili olabi-
lecegi sonucuna varilmistir. Bu konu iizerinde yapi-
lacak benzer ¢alismalarda kan bor seviyelerinin de
belirlenmesinin ve uygulama siiresinin daha uzun
tutulmasinin uygun olacagi kanisia varilmastir.
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Sigirlarin klinik mastitislerinden Pseudomonas aeruginosa’nin izolasyonu ve
antibiyotiklere duyarhhklar:
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Ozet: Bu calismada Aydin ilinde goriilen sigir klinik mastitislerinden gevresel mastitis etkeni olan Pseudomonas aeru-
ginosa’nin izolasyonu ve izole edilen etkenlerin antibiyotiklere duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmistir. Caligmada
Aydmn ili ve ¢evresinde bulunan cesitli odaklardan toplam 200 adet klinik mastitisli (CMT +3) siit 6rnegi incelenmis-
tir. Alman &rnekler soguk zincir altinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin Teshis
Laboratuvari’na getirilmis ve ekimleri yapilmistir. Daha sonra 37°C’de 24 saat inkubasyona birakilmistir. Pseudomonas
tiirlerinin ayriminda etkene yonelik selektif besiyerleri kullanilmis ve izole edilen bakterilerin biyokimyasal yontemlere
gore identifikasyonu yapilmistir. Arastirmada kullanilan toplam 200 mastitisli siit 6rneginden 7 (%3.5) adet P. aerugi-
nosa susu izole ve identifiye edilmistir. izole ve identifiye edilen P. aeruginosa suslarma yapilan antibiyotik duyarlilik
testleri sonucunda 7 adet susun tamami danofloksasin, linkomisin/neomisin, sefaperazon ve kolistin siilfat’a duyarl
(%100), penisilin/novobiosin, amoksisilin klovulanik asit, kanamisin/sefaleksin ve eritromisin’e ise direngli (%100)
bulunmustur. Florfenikol’e 2 sus direngli (%29), 3 sus orta diizeyde duyarli (%42.0) ve 2 sus ise duyarli (%29.0), siil-
famethaksasol-trimethoprim’e 5 sus orta diizeyde duyarli (%71.0), 2 sus direncli (%29.0) ve Oksitetrasiklin a¢isindan
ise 2 sus orta diizey duyarli (%29.0) 5 sus direngli (%71.0) olarak tespit edilmistir. Sonug olarak Aydin ilinde goriilen
cevresel mastitis vakalarinda P. aeruginosa’nin izolasyonu ve identifikasyonlar1 yapilmis ve danofloksasin, linkomisin/
neomisin, sefaperazon ve kolistin siilfat kullanimimin sagaltimda basar1 getirecegi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarlilik, Mastitis, Pseudomonas aeruginosa

Antibiotic susceptibilities and isolation of Pseudomonas aeruginosa from clinical mastitis in
cattle

Summary: The aims of this study were isolation of environmental mastitis agent -Pseudomonas aeruginosa- from
clinical mastitic cattles in Aydin and determination of antibiotic susceptibilities of isolates. Totally 200 clinical mastitic
milk samples (CMT +3) collected from different centers have been analyzed. Collected samples were brought to The
Routine Diagnostic Laboratory of Microbiology Department, Veterinary Faculty, Adnan Menderes University under
cold chain. The samples were allowed to incubate for 24 h at 37°C. For differentiation of Pseudomonas species, selective
media were used and isolated bacteria were identified based on biochemical assays. Seven P. aeruginosa strains (3,5%)
were isolated and identified from 200 analyzed mastitic milk samples. All the studied strains were found as sensitive
to danofloxacin, lincomycine/neomycin, cefoperazone, colistin sulphate (100 %) and resistant to penicillin/novobiocin,
amoxycillin clavulanic acide, ceftiofur, kanamycin/cephalexin, erythromycin (100%). Resistant two strains, moderately
sensitive 3 strains and sensitive two strains were being present against florfenicol. Five strains were found moderately
sensitive (71.0%) to sulfamethoxazole-trimethoprim, while two strains were resistant to same antibiotic. Resistance to
oxytetracycline occurred in 5 strains (%71), as two strains were moderately sensitive (29.0%). In this study, isolation
and identification of P. aeruginosa from environmental mastitis cases were performed in Aydin province. As a conclu-
sion, usage of danofloxacin, lincomycine/neomycin, cefoperazone and colistin sulphate were proved to bring success
in treatment.

Key words: Antibiotic suspectibility, Mastitis, Pseudomonas aeruginosa

Giris koyunlarda yesil ylin (green wool) hastaligina ne-
den olarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir
[3,13]. Etken, sagim sirasinda kullanilan sicak ve
soguk sulardan, 1slak zeminlerden, yeterince dezen-
fekte edilmemis sagim ekipmanlarindan, ¢evreden,

Pseudomonas aeruginosa sigirlarda mastitise, so-
lunum ve intestinal sistemde gelisen sistemik in-
feksiyonlara, atlarda genital sistem hastaliklarina,
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toprak ve diskidan, kontamine enjektor ve antibiyo-
tiklerden izole edilebilmektedir [22]. Aerobik, ge-
nellikle kapsiilsiiz ama bazen kapsiil olusumu go-
rilebilen, taze kiiltiirlerdeki flagellalari ile cok hizli
hareket edebilen, kiiltiirlerde bazen ikiserli fakat
cogunlukla tek olarak goriilen ve Gram negatif bir
basil olan P. aeruginosa; 0,5-0,8 mikrometre en ve
1,5-3.0 mikrometre uzunlugundadir [3,11]. P. aeru-
ginosa genel besi yerlerinde kolaylikla {irer. Koyun
kanli agarda (%5) beta hemoliz yaparlar ve petri ku-
tusu agildiginda iiztimsii koku duyulur [3]. Optimal
iireme 1s1s1 37 °C’dir, ancak tolere ettigi 1s1 42°C’ye
kadar ytikselebilir [19].

Sigirlarda P, aeruginosa enfeksiyonlari ¢o-
gunlukla mastitise neden olmaktadir ve buna bagh
olarak sistemik enfeksiyonlar gelismektedir. Etken
solunum sisteminde ve intestinal sistemde de en-
feksiyona neden olabilmektedir [3]. Buna karsin
P aeruginosa nin siitcli sigirlarda hastalik yapma
oraninin ¢ok yiliksek olmadigi (%1-3) bildirilmek-
tedir. Klinik bulgular ¢cogunlukla erken laktasyon
doneminde ve siit verimi ¢ok yiiksek hayvanlarda
goriilmektedir. Ancak salginlar laktasyonun her
doneminde gorilebilir. Hastalik perakut, hig belirti
vermeyen subklinik olaylardan, hayati tehlike yara-
tan hatta 6liimlerle sonuglanan klinik olaylara kadar
genis bir klinik tablo gosterebilmektedir [13].

P aeruginosa sigirlarda da firsatgr patojen
olup, meme dokusu ya da meme bezlerinde yaralan-
ma oldugunda aktif hale gegmektedir. Ayrica diger
bakterilerin ve bakim - beslenme hatalarinin hayva-
m zay1f diistirdiigii durumlarda hastalik kendini bel-
li etmektedir. Bakteri plastik yiizeylere, hortumlara,
celige yapisabilme yetenegindedir. Bu nedenle iyi
dezenfekte edilmemis sagim makinalar1 yiizeylerine
kolayca lokalize olur. Bu 6zellik inekten inege etke-
nin kolaylikla bulagmasi saglamaktadir. Ustlerini
saran koruyucu madde (biyofilm) bakteriyi metal
ylizeylerin zararli etkilerinden korurken, sanitasyon
amaci ile kullanilan klorin, iyodin gibi dezenfektan-
lara da direngli olmasini saglamaktadir. Bakteri ge-
nel olarak saglam dokularda dokularin dogal direnci
nedeniyle hastaliga yol agmamaktadir [22].

P aeruginosa, antibiyotiklere direngli oldugun-
dan dolay1 tehlikeli bir patojendir. Bakteri dogal ola-
rak sahip oldugu lipopolisakkarit (LPS) yapisindaki
dis membran ile (permeabilite bariyerleri mevcut
oldugundan) bir¢ok antibiyotige diren¢ kazanmak-

tadir. Terapotik dozlardaki antibiyotik konsantras-
yonlarina karsi, yilizeylerinde, hiicrelerin i¢ine girisi
engelleyen, hava ve su gecirmez 6zellikte biyofilm
olusturma egilimindedirler [9].

Bu aragtirma ile Aydin ilinde goriilen sigir mas-
titislerinden Pseudomonas aeruginosa etkeninin
izolasyonu ve izole edilen etkenlerin antibiyotiklere
duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Ornekler

Arastirmada, 200 adet klinik mastitisli siit 6rnegi
[CMT (3 +)] incelenmistir. Alinan 6rnekler incelen-
mek {izere Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Rutin Teshis
Laboratuvari’na soguk zincir altinda getirilmistir.

Orneklerden P. aeruginosa izolasyonu ve
identifikasyonu

Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen ornek-
ler, nutrient buyyona inokule edilerek 37°C’de
yaklasik 24 saat siire ile inkubasyona birakildi.
Inkubasyon siiresi sonunda kanli agara ekimleri ya-
pild1 [3,4,15]. Kanli agarlardaki siipheli koloniler-
den Pseudomonas Selektif Agarlara ekimler yapildi.
Pseudomonas selektif agarda iireyen, tizeri fléresan
15111 gdsteren koloniler Gram boyama metodu ile
boyandi. Gram negatif, oksidaz ve katalaz testi po-
zitif olan kolonilerden pasajlar yapildi ve saf kiiltiir-
ler elde edildi. Bu suslara P. aeruginosa yoniinden
biyokimyasal testler (Tablo 1) yapildi [4,5,14,15].
Bu kolonilerden TSB’a (Tryptone Soya Broth) ino-
kule edilip 24-48 saat 37°C’ de ve 25°C’ de inkubas-
yonun sonunda sari-yesil renkli pyosiyanin pigment
varligiin goriilmesi ile P. aeruginosa izole edildigi
sonucu dogrulandi.

Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarlilik testle-
ri Kirby Bauer Disk Diffiizyon yontemine gore
yapild1 [4]. Ticari firmalardan temin edilen; tri-
methoprim- siilfamethoksasol (STX), florfenikol
(FFC), ceftiofur (CFT), eritromisin (E), colistin siil-
fat (CT), cefaperazon (CFP), linkomisin neomisin
(LN), kanamisin sefaleksin (KCX), oksitetrasiklin
(OT), amoksisilin klavulonik asit (AMC), danof-
loksasin (DFX), penisillin/novobiosin (Pen/Novo),

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx

Cilt 26, Sayi 1, 2015, 16-20



18 Sahin C ve Erbas G. Sigir mastitislerinde P. aeruginosa

etken maddelerini igeren antibiyotik diskleri kulla-
nildi. Caligmada kullanilan antibiyotiklerin standart
zon ¢aplari Tablo 2’de verilmistir [6,7].

Bulgular

Aragtirmada toplam 200 mastitisli siit 6rneginden 7
(%3,5) adet P. aeruginosa susu izole ve identifiye
edilmistir. izole ve identifiye edilen P. aeruginosa
suslarina yapilan antibiyotik duyarlilik testleri so-
nucunda 7 adet susun tamami danofloksasin, linko-
misin/neomisin, sefaperazon ve kolistin siilfat’a du-
yarli (%100), penisilin/novobiosin, amoksisilin klo-
vulanik asit, kanamisin/sefaleksin, seftifor ve eritro-
misin’e direncli (%100) bulunmustur. Florfenikol’e
2 sus direncli (%29.0), 3 sus orta diizeyde duyarh
(%42.0) ve 2 sus ise direngli (%29.0), siilfamet-
haksasol-trimethoprim’e 5 sus orta diizeyde duyarli
(%71.0), 2 sus duyarli (%29.0) ve oksitetrasiklin
acisindan ise 2 sus orta diizey duyarl (%29.0), 5 sus
direncli (%71.0) olarak tespit edilmistir (Tablo 3).

Tartisma ve Sonug¢

Siiteti isletmeleri etkileyen gerek siit verimindeki
azalmalar, gerekse yiiksek tedavi masraflar1 baki-
mindan en yiiksek maliyetli hastaligin mastitis ol-
mast, konunun O6nemini ortaya koymaktadir [12].
Sigir mastitisiyle ilgili birgok arastirma ve c¢alisma
yapildig1 halde, hastalik halen siit endiistrisinin
ekonomik bir problemi olmaya devam etmektedir
[8,10]. Yetistiricilerin koruyucu hekimlik uygula-
malarina gereken 6nemi vermemesi ve genel hijyen
kurallarini prosediiriine uygun bigimde yerine geti-
rememesi mastitisin isletmelerden eradike edileme-
mesinin en biiyiik sebebi olmaktadir.

P. aeruginosa, gevresel mastitise sebep olan et-
kenlerden biridir. Etken, sagim sirasinda kullanilan
sicak ve soguk sulardan, 1slak zeminlerden, yeterin-
ce dezenfekte edilmemis sagim ekipmanlarindan,
¢evreden, toprak ve diskidan, kontamine enjektor
ve antibiyotiklerden izole edilebilmektedir [22].
Ulkemizde de yetistiricilerimizin biiyiik cogunlugu-
nun da hijyen hususunda gerekli 6nlemleri almama-
s1, ¢cevresel mastitis etkenlerinin meme dokusunda
enfeksiyon olusturmasina davetiye ¢ikarmaktadir.

Arda ve ark. [3] P. aeruginosa nin genel besi
yerlerinde kolaylikla iiredigini, %5 koyun kanh

agarda beta hemoliz yaptigini ve petri kutusu agil-
diginda iizimsi koku duyulabilecegini bildirmis-
lerdir. Bu bilgi, identifikasyon asamasinda bize
yol gosterici olmus ve mikroorganizmanin yaptigi
hemoliz ile spesifik liziim kokusu tarafimizdan da
tespit edilmis, identifikasyon asamasinda kullanil-
mustir [3].

Trakya bolgesinde 77 mastitisli siit 6rnegi ile
yiirtitiilen bir ¢alismada 105 etken izole edilmis, bu
orneklerin %4,8’1 de P. aeruginosa olarak tanimlan-
mustir [1].

Tiirtitoglu ve ark. [20] Marmara bolgesinden
elde edilen 1594 mastitisli siit ornegini inceledik-
leri arastirmalarinda izole edilen 1126 etkenden
9%0,2’sinde (3 adet), Burdur yoresinde yaptiklar1 ¢a-
lismada ise [21] klinik ve subklinik seyreden masti-
tisli 249 inekten alinan siit 6rneklerinde %1,03 ora-
ninda P. aureginosa identifiye etmislerdir [20,21].

Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii teshis laboratuvarina getirilen mastitis-
li 566 siit 6rneginin sadece 5’inden P. aeruginosa
(%0,8) izole edilebildigi ve enrofloksasin’ e (4+),
sefkuinom ve sefasetrile (3+) duyarli oldugu bildi-
rilmigtir [2].

Sanlurfa yoresinde bulunan ineklerde, subkli-
nik mastitis olgulariin prevalansinin belirlenmesi,
mastitise neden olan etkenlerin izolasyonu, identi-
fikasyonu ve bunlarin antibiyotiklere duyarliliklari-
nin saptanmasinin amaglandigi bir ¢aligmada [18]
%1.1 (3 adet) oraninda, aynmi sekilde Diyarbakir
yoresinde yapilan ¢alismada 268 adet mastitisli siit
Ornegi incelenmis, tireme olan 239 siit 6rneginden 5
adet (%1.87) P. aeruginosa izole ve identifiye edil-
mistir [23].

Misir’da Zhang ve Taylor [24] tarafindan yapi-
lan bir arasgtirmada, 400 siit 6rneginde %15 oranin-
da Escherichia coli, %5 Streptoccoccus agalactiae,
%3,5 P. aeruginosa, %1,5 Staphylococcus aureus
izole edilmistir.

Kirk ve Mellenberger [13], yaptiklar bir arag-
tirmada P. aeruginosa’ nin siit¢li sigirlarda hastalik
yapma oraninin ¢ok yiiksek olmadigimi (%1-3) bil-
dirmislerdir.

Arastirmamizda ise 200 adet Mastitisli siit or-
neginde (CMT 3+) 7 adet P. aeruginosa etkeni izole
edilmis ve oran aragtirmalara paralel %3.5 olarak
tespit edilmistir.
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Hindistan’ da yapilan bir calismada, CMT pozi-
tif sonug veren siitlerde toplam 107 bakteriyel izolat
elde edilmis, 30 S. aureus, 16 S.galactia, 12 S. dys-
galactia, 14 Bacillus subtilis, 13 P. aeruginosa, 22
E .coli olarak bulunmustur. Disk diffiizyon yontemi
ile yapilan antibiyogram testlerinde, P. aeruginosa,
kloramfenikol, seflizomine duyarli bulunmus, bu-
nun yaninda bir¢ok antimikrobiyale ise ¢ok direngli
oldugu goriilmiistiir [17].

Japonya’da sigirlarin mastitisli siitleri ile yapi-
lan bir ¢alismada 171 P. aeruginosa izolatinin an-
tibiyotiklere olan duyarliliklarin incelenmistir [16].
Aragtirma sonuglarina gore siprofloksasin, imipe-
nem, meropenem, piperasilin, seftazidim, sefepim,
sefarerazon sulbaktam, amikasin, tobramisin ve
gentamisin’e karsit yiiksek duyarlilik, seftriakson,
enrofloksasin, sefotaksim ve moksalaktam’a karsi
ise yiiksek direnglilik tespit edilmistir.

Calismamizda ise, antibiyotik duyarlilik testleri
sonucunda 7 adet susun tamami danofloksasin, lin-
komisin/neomisin, sefaperazon ve kolistin siilfat’a
duyarli (%100), penisilin/novobiosin, amoksisilin
klovulanik asit, kanamisin/sefaleksin ve eritromi-
sin’e direngli (%100) bulunmustur. Florfenikol’e
2 sus direngli (%29.0), 3 sus orta diizeyde duyar-
1 (%42.0) ve 2 sus ise duyarli (%29.0), siilfamet-
haksasol-trimethoprim’e 5 sus orta diizeyde duyarh
(%71.0), 2 sus direncli (%29.0) ve oksitetrasiklin
acisindan ise 2 sus orta diizey duyarli (%29.0), 5
sus direngli (%71.0) olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak mastitisli inek siitlerinde ¢evresel
mastitis etkeni olan P. aeruginosa’nin Aydin ili ve
cevresinde varliginin arastirildigi bu ¢alismada, 200
adet mastitisli siit 6rneginde %3.5 oraninda bulun-
dugu tespit edilmistir. Bu sonug genel olarak P. ae-
ruginosa’nin mastitis etiyolojisinde diistik diizeyde
rol aldigmi gostermektedir. Bununla birlikte izole
edilen bu cevresel mastitis etkenlerinin, penisilin/
novobiosin, amoksisilin klovulanik asit, kanamisin/
sefaleksin ve eritromisin gibi veteriner sahada mas-
titis tedavilerinde siklikla kullanilan antibiyotiklere
kars1 %100 gibi bir oranda direngli tespit edilmele-
rinin ¢ok 6nemli bir sonug oldugu diistiniilmektedir.

Arastirmamiz sonucunda, veteriner sahada go-
rlilen mastitis vakalarinda direkt olarak antibiyotik
kullanimina gecilmeden, siit numunelerinin alinarak
mikrobiyoloji laboratuvarinda kiiltiire edilmeleri ve

antibiyogramlarinin yapilmasinin dogru antibiyotik
secimi ve dolayisi ile tedaviinin basarisina yardimci
olacagi tekrar ortaya konmustur.
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Olgu Sunumu / Case Report

Aeromonas hydrophila isolation from Holland lop (Oryctolagus cuniculus)
rabbits
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Summary: Five dead Holland lop breed rabbits bought from a pet shop and reared in a garden were presented to our
laboratory with diarrhea and mortality as symptoms. Aeromonas hydrophila was isolated from the internal organs and

fecal samples of these rabbits and the case is presented.

Key words: Aeromonas hydrophila, Holland lop, Oryctolagus cuniculus, Rabbit

Hollanda lop (Oryctolagus cuniculus) tavsanlarindan Aeromonas hydrophila izolasyonu

Ozet: Bir pet shop’tan alimip bahge ortaminda yetistirilen bes 6lii Holland lop tiirii tavsan ishal ve mortalite sikayetiyle
laboratuvara getirildi. Bu tavsanlarin i¢ organlarindan ve diskilarindan Aeromonas hydrophila izole edilmis olup, bu

olgular sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Aeromonas hydrophila, Holland lop, Oryctolagus cuniculus, Rabbit

Introduction

The rabbit breed named Holland Lop, Netherland
Lop, or Dwarf Lop was declared by the Dutch gov-
ernment as a national breed in 1964. These rabbits
are of a popular companion animal breed and also
are used for show purposes. These animals have a
significant place in the companion animal sector
which is rapidly growing in Turkey. Their non-ag-
gressive temperament, small and attractive physical
properties and their aptitude to training make them
a popular choice. As other rabbits, Holland lops are
susceptible to A. hydrophila [1,7]. But still, natu-
ral A. hydrophila infections in Holland Lop rabbits
were not commonly reported. The aim of this case
presentation is to report a natural 4. hydrophila in-
fection in Holland lop rabbits and to draw attention
to the significance of disease in rabbits.

Case presentation

Disease symptoms consisted of severe green-yellow
diarrhea in 6- 8 week old rabbits, a failed treatment
scheme against coccidiosis was performed and as a
result 20 rabbits were dead within 3 weeks (Total
mortality 20%). Five rabbits presented to the labo-

ratory were examined bacteriologically. For this
purpose, fecal samples were inoculated on Nutrient
broth, Rappaport Vassiliadis Soy Broth and Muller-
Kauffmann Tetrathionate Broth. From internal or-
gans (liver, spleen, heart and lungs) inoculations
were made on Blood Agar and McConkey Agar.
Inoculated media were incubated in 37°C for 24
hours. Colonies on Blood and McConkey agar
plates were subcultured while initial inoculations on
liquid media were streaked on McConkey Agar and
further subcultures were carried out.

Twelve isolates five from fecal samples and 7
from internal organs) were identified as 4. hydroph-
ila with conventional microbiological methods
[3,4] and Vitek- 2 Compact identification device.
Phenotypic characteristics of these isolates which
showed growth on MacConkey agar were homolo-
gous and they were also found to be Gram negative,
haemolytic, motile, oxidase positive, catalase posi-
tive, Voges-Preskauer positive and lactose negative.

Antibiotic susceptibility testing was performed
with disc diffusion method and inhibition zones
were measured and compared to reference values
[2,6]. Florfenicol (30 pg), gentamycin (10 pg),
lincomycin + spectinomycin (10 pg), enrofloxacin
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(5 pg), ceftiofur (30 pg), colistin sulphate (10 pg),
amoxycillin + clavulonic acid (30 pg), erythromy-
cin (15 pg), oxytetracycline (30 pg), sulfamethox-
azole-trimethoprim (25 pg) (Oxoid) were used in
the disc diffusion test. The isolates were seen to be
susceptible to ceftiofur and gentamycine. The figure
showing the living conditions of rabbits is in Figure

Figure 1. Holland Lop rabbits kept on a concrete floor
covered with wood cuttings and dirt.

Vitek 2 compact can differentiate A. hydrophila
from Aeromonas sobria perfectly, but cannot dif-
ferentiate from Aeromonas caviae. This lack can be
remedied with the conventional Voges-Preskauer
(V-P) test. A. hydrophila is positive for V-P whereas
A. caviae is negative. Besides, 4. caviae is not hae-
molytic on blood agar [4,5,8].

Although rabbits are generally susceptible to A.
hydrophila infections, the disease rarely escalates
into a severe outbreak. Peniagua et al. [7], reported
an outbreak caused by A. hydrophila in a rabbit farm
in Spain. Researchers reported isolation of pure 4.
hydrophila cultures from the livers, lungs, spleens
and heart blood samples of rabbits. Similarly, in this
work, 4. hydrophila was isolated as a pure culture
from internal organs (liver, lungs, spleen and heart).
Coliform group bacteria accompanied the isolations
made from fecal samples.

Abdel Gwad and Abdel Rahman [1], in a pre-
vious study, aseptically took fecal swabs from 135
rabbits and as a result of bacteriological examina-

tions isolated 4. hydrophila at a rate of 24.4 % in
rabbits with diarrhea and 1.5 % in healthy rabbits.
In an experimental study with these isolates they re-
ported a mortality rate of 20 % and re-isolated the
agent from the internal organs of dead rabbits.

In the antibiotic susceptibility testing they [1]
performed; they found the isolates to be susceptible
to these antibiotics; gentamycine (100 %), nalidixic
acid (100 %), chloramphenicol (95 %), cephoxetin
(90 %). Isolates were also found to be resistant to
penicillin and ampicillin. In this work, A. hydroph-
ila was isolated from all 5 rabbits’ fecal samples
(100 %) but morbidity was found to be higher than
that of Abdel Gwad and Abdel Rahman [1] ‘s report.
However, extensive studies with more samples are
needed for a definite conclusion. On the other hand,
the mortality rate and antibiotic susceptibility pat-
terns were found to similar to the findings reported
by Abdel Gwad and Abdel Rahman [1].
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Tiirk gida mevzuatinda risk analizi
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Ozet: Avrupa’da yasanan bazi nemli gida krizleri, Avrupa Birligi’ni mevzuatinda gida giivenligi konusunda bir ta-
kim koklii diizenlemeler yapmaya itmistir. Tlrkiye’nin Avrupa Birligi (AB)’ne uyum siireci kapsaminda Tirk Gida
Mevzuati yeniden diizenlenmis olup, bu siirecin bir getirisi olarak 2010 yilinda 5996 sayil1 “Veteriner Hizmetleri, Bitki
Saghgi, Gida ve Yem Kanunu” yiirtirliige girmistir. 5996 sayili Kanun, pek ¢ok yeni kavramla birlikte risk analizini de
mevzuatimiza kazandirmistir. Risk analizi; risk degerlendirmesi, risk yonetimi ve risk iletisimi olmak tizere birbirleriyle
baglantili li¢ bilesenden olusan bir siirectir. Bu siireg, gida ve yem giivenilirliginin saglanmasi, tiiketici sagligi, hayvan
saglig1 ve refahi ile bitki sagligi konularinda bilimsel esaslara dayanmakta ve gida giivenligi politikasinin temel bilesen-
lerinden biri olarak kabul edilmektedir. Bu makalede, AB ve Tiirk Gida Mevzuati’nin gelisim siireci, gida glivenilirligi
icin risk analizi yaklagimi ve risk analizi siireci ile ilgili bilgiler derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Risk analizi, Gida mevzuati, 5996 sayili kanun, AB uyum siireci

Risk analysis in Turkish food legislation

Abstract: European Union (EU) was forced to make some fundamental regulations on food safety legislation due to
some major food crisis in Europe. Within the scope of Turkey’s EU accession process, Turkish food legislation was
rearranged and Law no. 5996 on “Veterinary Services, Plant Health, Food and Feed Law” came into force in 2010.
With this law, risk analysis was brought into Turkish food legislation along with a lot of new subjects. Risk analysis is
a process harboring three interconnected components; risk assessment, risk management and risk communication. This
process is based on scientific principles to ensure food and feed safety, consumer health, animal health and welfare, and
plant health issues, being some of the main components of the food safety policy. In this review, the development of
European Union and Turkish Food Legislations, risk analysis approach to food safety and risk analysis process have

Derleme / Review Article

been compiled.

Key words: Risk analysis, Food legislation, Law no. 5996, Compliance with EU

Giris

Son yirmi yilda yasanan Bovine Spongiform
Encephalopathy (BSE), kus gribi ve dioksin krizi
gibi halk sagligini etkileyen bir takim dnemli olay-
lar, gida mevzuatinda gida giivenilirliginin 6nemini
gozler Oniine sermis ve Avrupa Birligi (AB)’nin,
etkin bir gida denetimi mekanizmast ile tliketicinin
giivenilir gida temin etmesini hedefleyen “ciftlikten
sofraya gida giivenligi” anlayisin1 benimsemesine
neden olmustur [15,21,31].

AB-Tiirkiye iligkileri 1959 yilinda baslayip,
2000’11 yillarin basinda ivme kazanmig [4] ve bu
siire¢ icerisinde Avrupa Komisyonu, aday tilkele-
rin Topluluga katilma siirecinde AB standartlarini
yeteri kadar karsilayamadiklar1 takdirde tyelikle-
rinin kabul edilmeyecegini agik bir sekilde ortaya

koymustur [22]. AB’ye uyum siireci miizakere-
leri kapsaminda goriisiilen 35 fasildan 12.’si olan
“Gida Giivenligi, Veterinerlik ve Bitki Sagligi”
fasli, 13 Haziran 2010 tarihinde 27610 sayili Resmi
Gazete’de yayimlanan 5996 sayili  “Veteriner
Hizmetleri, Bitki Saghgi, Gida ve Yem Kanunu nun
kabul edilmesiyle agilmistir [6,9]. Bu Kanun’un
ilkelerinden biri olan “risk analizi”, Turk Gida
Mevzuati’nda temel konulardan biri olarak yerini
almigtir.

AB’de gida mevzuati gelisim asamalari:
Avrupa’da gida mevzuatinin gelistirilmesine iliskin
ilk adim, 1997 yi1linda yayimlanan “Yesil Kitap” ile
baslamistir. Ardindan 2000 yilinda, gida giivenligi-
ne iliskin tiim konularin ilk kez bir arada ele alindi-
81 “Beyaz Kitap” yayimlanmistir. AB’nin g¢iftlikten
sofraya gida giivenligi anlayisinin temel prensiple-
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rine 181k tutan bu dokiimanda tiiketicinin korunma-
s1, insan sagligi, hayvan saglhigi, hayvan refahi ve
bitki saglig1 gibi pek ¢ok konu ele alinmis, Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) kurulmasi ge-
rekliligi tizerinde durulmustur [19,20,21,34]. 2002
yilinda “Avrupa Birligi Genel Gida Yasasi” olarak
da adlandirilan 178/2002/EC sayili regiilasyonun
yayimlanmasi ile gida zincirinin her agamasinda
gerek gida gerek yem isletmecilerinin {iriinlerinin
ciftlikten sofraya uluslararasi standartlara uygun bir
sekilde olmas1 gerekliligi yasal bir zemine oturtul-
mustur. Gida giivenligi konusunda bagimsiz bilim-
sel tavsiyeler sunan EFSA bu tiiziige dayandirilarak
kurulmustur [2,35].

Tiirkiye’de gida mevzuatinin tarihsel gelisi-
mi: Tirkiye’de gida ile ilgili ilk uygulamalar 1930
yilinda ¢ikarilan 1580 sayili “Belediye Yasasinda
yer alan hiikiimler ile baglamis ve sonrasinda ayni
yil yiiriirlige giren 1593 sayilt “Umumi Hifzissihha
Kanunu’nda daha kapsamli olarak yer bulmus-
tur. Umumi Hifzissihha Kanunu’na dayanilarak,
1942 yilinda “Gida Nizamnamesi”, daha sonra da
1952 yilinda “Gida Maddeleri Tiiziigii” ¢ikarilmis-
tir. 1995 yilinda, 560 sayili “Gidalarin Uretimi,
Tiiketimi ve Denetlenmesine Dair Kanun Hiikmiinde
Kararname” yayimlanana kadar Tirkiye’de tiim
gida mevzuat1 Gida Maddeleri Tiiztigii ve ilgili bir-
ka¢ yonetmelikten olusmustur. Cergeve niteliginde
bir diizenleme olan 560 sayili Kanun Hiikmiinde
Kararname (KHK), gida hizmetlerine yonelik temel
ve yapisal degisiklikler getirmis, gida iiretimi yapan
isletmelerin ruhsatlandirma yetkisi ve tiim gida de-
netim hizmetleri Saglik Bakanligi’na birakilmistir
[15,33,37].

Tiirkiye’nin 1963 yilinda Avrupa Ekonomik
Toplulugu ile ortaklik anlagsmasi imzalamasi ile
baslayan, 1987 yilinda tam {iyelige basvurmasi ile
“Gegis Donemi’ ne giren ve 1999 yilinda adayligi-
nin resmen onaylanmasi ile dontim noktasini yasa-
yan Tiirkiye’nin AB’ye uyum siirecinde [4], 2004
yilinda yiriirlige giren 5179 sayili “Gidalarin
Uretimi, Tiiketimi ve Denetlenmesine Dair Kanun
Hiikmiinde Kararnamenin Degistirilerek Kabulii
Hakkinda Kanun” ile gida glivenliginde AB mevzu-
atina uyum saglayacak yeni bir yon ¢izilmeye ¢ali-
stlmigtir [15]. AB’ye katilim siirecinde miizakere fa-
sillarindan 12.si olan “Gida Giivenligi, Veterinerlik

ve Bitki Saghg:” fasli, ciftlikten sofraya kadar tim

stirecte gida glivenliginin teminini 6ngdren kapsam-
I1 bir mevzuat olusturulmasini amaglamaktadir [7].
5179 sayili Kanun, her ne kadar AB gida mevzuati
temel alinarak olusturulsa da 12. faslin a¢ilmasi i¢in
gerekli olan alt1 acilis kriterinden “Gida, Yem ve
Veterinerlik Cerceve Mevzuati” kriteri igin yeterli
olamamistir [22,35]. Bu kapsamda ¢alismalara bas-
lanmis ve 2010 yilinda gida giivenligi konusunda
AB mevzuatina uyumlu bir Kanun olan 5996 sayili
“Veteriner Hizmetleri, Bitki Sagligi, Gida ve Yem
Kanunu” ¢ikartilarak kabul edilmistir. Bu Kanun ile
gida ve yem giivenilirligi, halk sagligi, bitki ve hay-
van sagligi ile hayvan 1slah1 ve refahi, tiiketici men-
faatleri ile ¢evrenin korunmasi alanlarinda diizenle-
meler getirilmis, daha 6nce bu konular1 diizenleyen
Kanunlar ile bu Kanunlara bagh ¢ikarilan ikincil
mevzuatlar tek ¢ati altinda toplanmistir. 5996 say1-
It Kanun ile gidalarin denetimine iliskin konularda
tek yetki Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’na
verilmistir [3,5].

Gida mevzuatinda risk analizi: 5996 sayili
Kanunun getirdigi en 6nemli yeniliklerden biri, gida
zinciri ve yem ile ilgili islemlerde, insan sagligi ve
yasaminin en yiiksek diizeyde korunmasi genel he-
definin saglanmasi i¢in risk analizine dayanilmasi
zorunlulugudur [10]. 5179 sayili Kanun risk anali-
zinin yasal ¢ercevede ele alinmasinda onciiliik yap-
sa da, ulusal gida mevzuatinda risk analizine dayali
sistemin kurulmasi gerekliliginin hitkkme baglanma-
s1 5996 sayil1 Kanun ile saglanmistir. Bu kapsamda
gida giivenligi alaninda uluslararasi kuruluslarin
Tiirkiye’deki irtibat noktasi olan Gida ve Kontrol
Genel Midirligi biinyesinde Risk Degerlendirme
Dairesi Bagkanligi kurulmustur [1,3,5].

Risk analizi: Risk analizi, gida ile iligkili olas1
kimyasal, biyolojik veya fiziksel tehlikeler hakkin-
da bilimsel bilgilerin sistematik ve seffaf bir sekilde
toplanmasi, analiz edilmesi ve degerlendirilmesini
amaglayip, tanimlanan gesitli alternatif secenekleri-
nin en iyisinin secilerek uygulanmasini saglayan bir
stirectir [27]. Miihendislik, ekonomi ve saglik gibi
alanlarin yan sira [14,16] gida giivenilirligi i¢in de
uygulanan risk analizi, hiyerarsik sira olmaksizin
birbirine bagl olan risk degerlendirmesi, risk yone-
timi ve risk iletisimi bilesenlerinden olusmaktadir
[3]. Risk tanimini olusturan/kullanan kurumlarin
gorev kapsamlarina bagl olarak risk ile ilgili ta-
nimlarda bazi farkliliklar olsa da Tiirkiye’de [3] ve
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diinya genelinde [25] gida zincirinde fikir birligine
varilan tanimlara gore, risk; saglik iizerinde olum-
suz etki yaratma ihtimali bulunan tehlike ile sidde-
ti arasindaki fonksiyonel iliskiyi ifade etmektedir.
Tehlike ise; saglik bakimindan olumsuz etki yarat-
ma potansiyeli bulunan, gida ve yemdeki biyolojik,
kimyasal veya fiziksel etmenler ile gida ve yemin
durumunu ifade etmektedir.

1. Risk Degerlendirmesi: Risk degerlendir-
mesi, bilimsel olarak tehlikenin tanimlanmasi, teh-
likenin niteliklerinin belirlenmesi, tehlikeye maruz
kalmanin degerlendirilmesi ve risk unsurlarimin
belirlenmesini kapsayan dort basamakli bir siiregtir
[3]. Bu tanimlama kantitatif ve kalitatif risk deger-
lendirmesini de kapsamaktadir [27]. Uluslararasi
standartlara uygun bir sekilde giftlikten sofraya gida
giivenliginin saglanmasi, tiiketime sunulan gidalar-
da tehlike ajanlarinin tamamen ortadan kaldirilmasi
veya kabul edilen seviyelere getirilebilmesi i¢in her
tirlit tedbirlerin alinmast gerekliligini getirmek-
tedir. Risk degerlendirmesi, sistematik ve bilimsel
tabanli bir siire¢ olup, riskin bilinmeyenlerini man-
tikli, seffaf ve dogru belgelerle agiklamay1 hedefle-
mektedir [30].

Gida giivenilirliginde risk degerlendirmesi
kimyasal ve mikrobiyolojik olmak iizere ikiye ayril-
maktadir. Kimyasal risk degerlendirmesi gida katki
maddeleri, gida kontaminantlar1 veya veteriner ilag
kalintilar1 i¢in yapilirken, mikrobiyolojik risk de-
gerlendirmesi gidalarla alinan patojen mikroorga-
nizmalarin insan lizerinde olusturabilecegi olumsuz
etkileri incelemektedir [27]. Risk degerlendirmesin-
de detayli bilimsel verilere ulagsmak i¢in risk sirala-
masindan veya epidemiyoloji tabanli metodolojiler-
den yararlanilmaktadir [28]. Risk siralama araglari
olarak; risk faktorlerini gdz Oniine alarak riskleri
derecelendirmek ve diizenlemeleri 6nceliklendir-
mek i¢in, ¢esitli lilkeler ve kuruluslarin gelistirdik-
leri modeller ve yazilim programlari kullanilmakta-
dir [13,32]. Bu araglar sayesinde birbiri ile iligkili
olan tehlikeler ve riskler karsilagtirilarak, kritik ve
oncelikli olarak arastirtlmasi gereken konularin
belirlenmesi kolaylagsmaktadir [18]. Epidemiyoloji
ise, Ozellikle tehlikenin tanimlanmasi ve karakteri-
zasyonu asamalarinda oldukga 6nemli ve giivenilir
bir bilgi kaynagi olup, bu amagla vaka caligmala-
rindan, siirveyans analizlerinden ve ilgili arastirma-
lardan yararlanilmaktadir. Risk siralama araclar1 ve

epidemiyolojik calismalar genellikle beraber kulla-
nilmaktadir [8,12,28].

1.1. Tehlikenin tanimlanmasi: Gida giiveni-
lirliginde tehlike ajanlar1 biyolojik, kimyasal ve fi-
ziksel olmak iizere ii¢ grupta toplanir. Saglik {izerin-
de olumsuz etki yaratacak bu tehlikelerin bilimsel
sonuglara dayali olarak tanimlanmasi, risk yonetimi
siirecinde yoneticilere yol gostermektedir [27].

1.2. Tehlikenin karakterizasyonu: Ilgili teh-
likeye maruz kalindiginda olugsan olumsuz etkinin
kalitatif ya da kantitatif olarak degerlendirilmesidir.
Biyolojik, kimyasal ve fiziksel ajanlara maruz kal-
ma sonucunda, tiiketicide olugan tepkiler doz-yanit
iliskisine dayandirilarak karakterize edilmektedir
[27].

1.3. Maruziyet degerlendirmesi: Maruziyet
degerlendirmesi, tiiketilen gidada bulunan tehlikeler
hakkinda bilimsel fikir edinilmesini saglamaktadir.
Gidadaki tehlike ajan1 ve gidanin tiiketici tarafindan
titketim siklig1 goz Oniine alinarak, tiiketicinin teh-
like ajanina ne derece maruz kaldig1 degerlendirilir.
Sorunun niteligine bagl olarak gida zincirinde {ire-
tim, depolama ve dagitim asamalar1 da dikkate ali-
narak degerlendirme yapilmalidir [27]. Genellikle
uygulandigi {ilke veya bolgenin 6zel {iretim, isleme
ve tiikketim desenine bagl olarak oldukga spesifiktir
[29].

1.3.1. Kalitatif maruziyet degerlendirmesi:
Kalitatif maruziyet degerlendirmesi, riske iliskin
tiim verilerin toplanip, derlenip, birbirleri ile iligki-
lendirilip sunuldugu bir degerlendirmedir. Tiim ola-
siliklarin objektif ve titizlikle iligkilendirilebilmesi
bu degerlendirme siireci i¢in olduk¢a Onemlidir.
Kalitatif risk degerlendirmesi, risk yoneticilerinin
hazirlik niteliginde olan risk yonetimi faaliyetleri-
nin belirlenmesinde ve risklerin ileri diizeyde arasg-
tirilmasinin gerekip gerekmedigine karar verme sii-
recinde kullanilmaktadir [27,29,30].

1.3.2. Kantitatif maruziyet degerlendirmesi:
Kantitatif maruziyet degerlendirmesi, risk ve riske
iliskin belirsizliklerin sayisal veriler ve analizlerle
aciklandig1 degerlendirmedir. Bu amacla “belirleyi-
ci” veya “olasiliksal” olmak {izere iki farkli mate-
matiksel model kullanilmaktadir. Kantitatif risk de-
gerlendirmesi, risk yonetimi sorularina kalitatif risk
degerlendirmesine kiyasla daha ayrmtili cevaplar
sunar [27,29].
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1.3.3. Yari-kantitatif maruziyet degerlendir-
mesi: Yari-kantitatif risk degerlendirmesi, kalitatif
ve kantitatif risk degerlendirmesi arasinda yer alan,
riske iligkin tiim verilerin elde edilemedigi durum-
larda riski skorlayarak degerlendirmeye yarayan
bir yontemdir. Kantitatif risk degerlendirmesinde-
ki matematiksel modellere ya da kalitatif risk de-
gerlendirmesindeki gibi ¢ok detayli veriye ihtiyac
duyulmamaktadir. Bununla birlikte tiim risk deger-
lendirme sekillerinde oldugu gibi bunda da erisile-
bilinen her tiirlii verinin eksiksiz ve titizlikle toplan-
mast gerekmektedir [29,36].

1.4. Risk karakterizasyonu: Risk karakteri-
zasyonunda, tiim risk degerlendirme basamaklarin-
da elde edilen sonuglar birlestirilerek risk tahmini
yapilmaktadir. Risk tahmini ve tehlikeye maruz
kalma sonuglari, olumsuz etkilerin olugsma olasilig
tahmini ile birlikte ele alinir. Bu sayede risk yone-
ticilerinin, risk ile ger¢ekte mevcut olan problemin
ne derece yakindan iliskili oldugunu gérmesi sag-
lanmaktadir [18,27].

2. Risk yonetimi: Risk yonetimi, risk degerlendir-
mesi ve yasal faktorler goz Oniinde tutularak ilgili
taraflarla istisare ile uygun olabilecek kontrol 6n-
lemlerine iliskin alternatiflerin degerlendirilmesi,
tercih edilmesi ve uygulanmasi siirecidir [3]. Bu
sebeple, gida giivenligi problemlerinin en iyi sekil-
de idare edilebilmesi i¢in risk yonetimi anahtar rolii
oynamaktadir [27]. Risk yonetimi, gida giivenligi-
ni tehdit eden bir durumda risk degerlendirme so-
nuglarimi baz alarak bir risk profili olusturmayi, bu
profile dayali alternatif politikalar tireterek icinden
en uygun olanim se¢ip uygulamay1 gerektirir [23,
24]. Alternatif politikalarin degerlendirilmesi risk
yonetiminde kritik bir nokta olup, bu politikalar de-
gerlendirilirken risk degerlendirmesinde elde edilen
bilimsel sonuglar ve tiiketici i¢cin 6nemli olan eko-
nomik, yasal, etik, ¢evresel, sosyal ve siyasi faktor-
ler géz oniinde bulundurulmalidir. Tlgili politikalar
degerlendirilirken mutlaka ilgili kisilere danigilma-
It ve risk iletisimi ile sinerji igerisinde olunmalidir
[27].

Risk yonetimi birbiriyle iliskili dort temel asa-
madan olusmaktadr.

i) Hazirlik Niteliginde Olan Risk Yonetimi

Faaliyetleri: Gida gilivenilirligi sorununun tanim-
lanmasi, gida giivenilirligi sorunlarinin derecelen-

dirilmesi ve Onceliklendirilmesi, risk degerlendir-
menin gerekli olup olmadigina karar verilmesi, risk
degerlendirme talebinde bulunulmasi,

ii) Risk Yonetimi Seceneklerinin Tanimlanmasi
ve Seg¢imi: Uygulanabilir yonetim segeneklerinin
tanimlanmasi, tanimlanan yonetim segeneklerinin
degerlendirilmesi, risk yonetimi opsiyonlarinin se-
cilmesi, tercih edilen risk yonetim segeneklerinin
lizerinde karara varilmasi,

iii) Risk Yonetimi Segenekleri Degerlendirilme-
si: Olasi se¢eneklerin belirlenmesi ve tercih edile-
nin segilmesi,

iv) Izleme ve Gozden Gegirme: Sonuglarin der-
lenmesi ve alinan tedbirlerin basarisinin degerlendi-
rilmesi konularin1 kapsamaktadir [26].

3. Risk iletisimi: Risk iletisimi, risk analizi sii-
recinde risk degerlendiricileri, risk yoneticileri ve
diger ilgili taraflarin tehlike, risk, riskle ilgili faktor-
ler ve riskin algilanmasina iliskin bilgi ve goriisler
ile risk degerlendirmesi bulgular ve risk yonetimi
kararlarinin agiklamalarini da kapsayan bilgi ve dii-
stincelerin paylagimidir [3].

Risk iletisimi, tiim paydaglarla istisare iginde
bulunarak risk yoneticilerinin gida giivenilirligine
iligkin sorunlari en dogru sekilde tanimlamasina ve
alternatif politikalar gelistirmesine katkida bulun-
maktadir [24]. Risk degerlendiricileri, risk yoneti-
cileri, tiiketiciler, endistri, akademik kurumlar ve
ilgili paydaslar arasinda siirekli ve etkilesim iginde
bilgi alig verisinde bulunarak yiiriitiilen risk iletigi-
mi sayesinde [27]; tliketicinin risklerden haberdar
olmasi, halkin gidalardaki riskleri ve gida giliven-
ligine yonelik standartlar1 anlamasia katkida bu-
lunulmas1 ve gida giivenligini saglayan kuruluslar
bazinda halkin giiveninin kazanilmasi saglanir [24].

Gida giivenligine iligkin risklerin ve risk yone-
ticilerinin kararlarinin agik, kesin ve tim paydasla-
rin kolay bir sekilde anlayacagi bicimde agiklanma-
s1 oldukc¢a onemlidir. Etkili risk iletisimi i¢in risk
degerlendirmesinin kullanilabilir ve anlasilir olmasi
amaciyla bilirkisiler tarafindan hedef kitlelere akta-
rilmalidir. Bu amagla web siteleri, basili yayinlar,
dijital yaynlar, toplantilar ve ¢aligtaylar, halk istisa-
releri, ortak/paydas aglari, sosyal aglar, bloglar gibi
kitle iletisim araglar1 kullanilabilir [11].
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Sonu¢

AB ile miizakere siirecinin bir getirisi olan 5996 sa-
yili1 Kanun’un yiiriirliige girmesi ile birlikte Tiirkiye
kendine, “ciftlikten sofraya gida giivenligi” an-
layisim1  benimseyerek AB standartlarina uyum
saglayacak yeni bir yon cizmistir. Ilgili Kanunun
uygulama siirecinde gida mevzuatimiza giren en
6nemli kavramlardan biri risk analizidir. Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi bu konu ile ilgili
adimlar1 atmis, Gida ve Kontrol Genel Miidiirligii
blinyesinde hayvan sagligi ve refahi, bitki sagli-
g1, yem ve gida giivenilirligi konularinda bilimsel
esaslara dayali risk degerlendirmesi yapmak tizere
Risk Degerlendirme Daire Baskanligi’n1 kurmustur
[3,5]. Ancak, risk degerlendirmesi ve risk yonetimi
birbirinden bagimsiz olarak yiiriitiilmesi gereken
konulardir. Tiirkiye’de heniiz Avrupa’da oldugu
gibi yonetim ve degerlendirmenin birbirinden ayri
tutuldugu EFSA gibi bir kurulus bulunmamakta-
dir. Bununla birlikte, “Aday ve Potansiyel Aday
Ulkelerin EFSA’ya Hazirlanmast Projesi’nde 2006
yilindan bu yana yer alan Tiirkiye [17], EFSA’nin
yiiriitmekte oldugu faaliyetlere etkin bir sekilde
dahil olarak, ileride risk degerlendirmesinde EFSA
gibi bagimsiz bilimsel tavsiye sunan bir kurulusun
olusturulmast igin gerekli c¢aligmalart siirdiirmek-
tedir. Boyle bir kurulusun var olmasi, Tiirkiye nin
gida giivenilirliginde ¢ok daha saglam adimlar at-
masina yardimci olacaktir.
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Ixodid kenelerle miicadelede kimyasal akarisidlere alternatif yollar
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Ozet: Ixodidae ailesindeki kenelerle basarili miicadelenin hedefi disi kenenin yeni bir nesil olusturmasinin éniine gegil-
mesidir. Bu amagla giiniimiizde en yaygin kullanilan yol kimyasal akarisit uygulamalaridir. Ancak kenelerde akarisitlere
kars1 gelisen direng ve ciftlik hayvanlarinda et ve siit tirtinlerindeki ilag kalintilar1 gibi sebeplerle kimyasal akarisitlere
alternatif miicadele metotlarinin gelistirilmesi gereksinimini ortaya ¢ikmustir. Steril erkek kene tiretilmesi, as1 gelistiril-
mesi ve kenelere direngli hayvanlarin yetistirilmesi uygulamalar kene ile miicadelede alternatif yontemler arasindadir.

Anahtar kelimeler: Alternatif metotlar, Ixodidae, kene, kimyasal akarisit

Alternative ways of combating with Ixodidae tick by chemical acaricide

Summary: The target of a successful control against Ixodidae spp. is to avoid creating a new generation of female ticks.
For this purpose, chemical acaricide applications are now the mostly widely used. However, alternative control methods
need to develop due to developing acaricide resistance in ticks and drug residues in meat and dairy products of farms
animals. Sterile male technique, vaccine and raising of animals resistant to ticks are alternative methods of tick control.

Key words: Alternative methods, Ixodidae, tick, chemical acaricide

Giris

Ixodidae ailesinde yer alan Ixodes, Hyalomma,
Amblyomma,  Haemophysalis,  Dermacentor,
Rhipicephalus ve Rhipicephalus (Boophilus) cins-
leri hem veteriner hem de insan hekimligi yoniin-
den 6nemli kene tiirlerini barindirmaktadir [24].
Keneler insan ve hayvanlara pek ¢ok patojen bu-
lastiran, kanla beslenen zorunlu ektoparazitlerdir.
Gliniimiizde kiiresel 1sinmaya bagl iklim degisik-
likleri sebebiyle insan ve hayvanlarda kene ile tasi-
nan hastaliklarin arttig1 goriillmektedir [20].

Ixodidae ailesindeki kenelerle basarili miica-
delenin hedefi disi kenenin yeni bir nesil olustur-
masinin dniine gecilmesidir. Bu amagla giiniimiizde
kullanilan en yaygin yontem kimyasal akarisit uy-
gulamalaridir [16]. Akarisitler, daldirma banyolari,
sprey, damlatma ve dokme seklinde uygulanir [22].
Akarisit kullaniminda Onerilen uygulama direktif-
lerine mutlaka uyulmali ve doz agimi hususunda
dikkatli olunmalidir. Ciftlik hayvanlar1 ve insanlar
icin toksik nitelikte bilesikler olan akarisitler hay-
van dokularinda kalint1 birakmasinin yani sira ¢ev-
re i¢cin de tehlike olusturmaktadir [20]. Kenelerde
geligsen akarisit direnci ve ¢iftlik hayvanlarinda et

ve siit iiriinlerindeki ilag kalintilart sebebiyle kim-
yasal akarisitlere alternatif miicadele metotlarinin
gelistirilmesi gereksinimini dogurmustur [16,18].
Bu kapsamda kene ile miicadele amaciyla degisik
yontemler kullanilmaktadir. Steril erkek kene tiretil-
mesi, as1 gelistirilmesi ve kenelere direncgli hayvan-
larin yetistirilmesi uygulamalar1 giiniimiizde kene
ile miicadelede kullanilan baslica alternatif yontem-
ler arasindadir. Bu derlemede en sik kullanilan bu
yontemler ayrintili bicimde agiklanacaktir.

Steril erkek kene iiretilmesi

Steril erkek kene {iretilmesi yontemi, dogadaki ke-
nelerle ¢iftlesecek cok sayida kisir erkek kenenin
iiretilmesi ve dogaya birakilmasi yoluyla kenelerin
iireme potansiyelinin diisiiriilmesi ve zamanla do-
gadaki kene popiilasyonun azaltilmasi prensibine
dayanmaktadir. Bu yontemde erkek kenelerin kul-
lanilmasindaki amag steril erkekle ¢iftlesen disinin
yumurtalarindan yeni neslin olusumunun tiimden
veya kismen baskilanmasidir [2]. Sterilite islemi
kenenin gamma radyasyonla iradiye edilmesi veya
RNA interferans1 metodu ile yapilmaktadir [2,8].
Gamma radyasyonla yapilan irradiasyonda erkek
keneler kullanilmaktadir [2]. Bu teknik kullanilarak
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yapilan miicadelede dogaya cok sayida irradiye er-
kek kene salinmasi gerektiginden pratige uygulan-
masinda bazi sinirlamalar mevcuttur.

RNA interferanst (RNA’1), canli hiicrelerde bu-
lunan ve hangi genin nasil aktif olacagini belirleyen
ve kontrol eden bir sistemdir. RNA’i ile “genin sus-
turulmas1” Dermacentor variabilis’teki subolesin
geninde kullanmistir [8]. Subolesin, kene beslenme
ve liremesinde rol alan ve kene tiirleri arasinda yiik-
sek oranda korunmus bir proteindir, rekombinant
protein olarak kullanildiginda tiim kene gelisim saf-
halarina kars1 konakta bagisiklik sekillendirmekte-
dir [21]. RNA’1 ile subolesin geninin susturulmas,
kenenin hayatta kalmasini ve tiremesini azaltmasi-
nin yani sira kenenin dokularinin (bagirsak, tikii-
rik bezleri, iireme dokular1 ve embriyolar) genetik
olarak bozulmasima yol acarak kisir kenelerin se-
killenmesine neden olmaktadir. RNA’1 teknigi daha
once ekin zararlilari ile miicadelede basarili olmus
olsa da bu metodun kene kontroliindeki potansiyeli
biiyiik 6lgekli saha testleri ile heniiz arastiritlmamis-
tir. Bununla birlikte, RNA’i ile kenelerde sterilite
olusturulmasi ile yapilacak kene miicadelesinde do-
gaya cok sayida “subolesin-susturulmus kenenin”
salimmasini gerektirmesi bu yontemin pratige akta-
riminda sinirlama teskil etmektedir. Bunun yani sira
genetigi degistirilmis kenelerin dogaya salinmasi
konusunda bazi endiseler de mevcuttur [8,21].

Kene asilari

Vektor ve patojen genomigi ve proteomigi konusun-
daki ilerlemeler, kene proteinlerini hedefleyen asi-
larin hem kenelerin beslenmesini ve iiremesini hem
de kenedeki patojenlerin omurgali konaga gecmesi-
ni ve bulagsmasini azaltabildigini gostermistir [20].
As1 gelistirme siireci ile yeni bir pestisit gelistirme
stireci kiyaslandiginda, asinin daha ucuz bir tekno-
loji ile tretilebilir ve siirdiiriilebilir bir potansiyele
sahip oldugu goriiliir. Asilama, ¢evreyle daha dost
bir yontem oldugu i¢in, kene yayilisinin ve kene
kaynakli enfeksiyonlarin kontrolii i¢in ilgi ¢ekici bir
alternatiftir. Asilama ile hem vektdr hem de kene ile
taginan ¢esitli hastaliklar kontrol edilebilir [20].

Anti-kene asis1 gelistirmedeki en 6nemli husus
uygun antijenlerin bulunmasidir. As1 i¢in kullani-
lacak antijenleri tanimlamak i¢in farkli yontemler
kullanilmaktadir. En ¢ok uygulanan yontem ise

parazite kars1 konakta gelisen bagisiklik cevabinin
anlasilmasi ve bunun sonucunda asilarin gelisti-
rilmesidir [8]. Biyoinformatik, RNA’i, mutasyon,
transkriptomik, proteomik, bagisiklama ifade kii-
tiiphanesi (ELI) ve diger teknolojiler kullanilarak
kene genomlarinin karakterizasyonunda o&nemli
gelismeler saglanmistir [16]. Kenenin beslenmesini
engellemek amaciyla, agilama yoluyla bir immiino-
lojik cevap iiretmek miimkiindiir. Kene antijenleri
genellikle ya “exposed (goriiniir)” veya “concea-
led (gizli) antijenler” olarak kabul edilir. Goriiniir
antijenler kene enfestasyonu sirasinda konak bagi-
siklik sistemi ile temas eden antijenler olup stirekli
kenelerle enfeste olan konaklar bu antijenlere karsi
bagisiklik kazanirlar. Antijenlerin ikinci grubunu
olusturan gizli antijenler ise normal sartlar altinda
immiinolojik cevaba neden olmazlar ve konak ba-
gisiklik sistemine maruz kalmazlar [8]. Kenenin
bagirsaginda mevcut immiinojenik proteinler giz-
li antijenlere 0rnek verilebilir, asilama yoluyla bu
proteinlere kars1 konakta antikor gelismesi sonucu
kene konak iizerinde beslenirken bu spesifik immii-
noglobulinleri de alir ve bunlar da kenelerde olum-
suz etki olusturur [16].

Spesifik kene antijenleri arasinda ticarilesen
ilk trtin Bm86 proteinidir. Bu antijen géomlek de-
gistirme donemi Oncesinden baslayarak doymus
ergin kene oluncaya kadar tim yagam ¢cemberi bo-
yunca salgilanmaktadir. Bm86 ile immiinize edilen
konakta bu protein disi kenelerin sayisini, agirligini
ve lireme kapasitesini azaltan antikor-antijen etki-
lesimi olusturmaktir. Sonug olarak keneyle tasian
bazi patojenlerin yaygmligi da dolayli olarak bu
durumdan etkilenmektedir [20]. Sigirlardaki enfes-
tasyonlar1 kontrol edebilmek amaciyla 1990’larin
basinda ticari olarak piyasaya sunulan kene asilar
olan TickGARD ve Gavac, Rhipicephalus microp-
lus kenesinin orta mide kisminda bulunan Bm86
proteininden rekombinant teknoloji ile tretilmistir
[9,10,20]. Sigirlarda Bm86 temelli asilarin koruyu-
cu etkisi kapsamli saha galigmalari ile dogrulanmus,
konak tizerindeki ¢ok sayida ergin kenede 6liim se-
killenmis, hayatta kalan ergin kenelerin yumurtlama
kapasiteleri olumsuz yonde etkilenmistir. Asilanmig
sigirlardan kan emen kenelerin yumurtalarindan
¢ikan larva sayisinda ve bunlarin yasama kabiliye-
tinde de azalma sekillenmistir [23]. Sonugta sigir
stiriilerinde hem kene enfestasyonlarinda hem de
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babesiosis yayginliginda azalma meydana geldigi
gbzlenmistir [20].

Gavac ve TickGARD, sigirlarda Boophilus an-
nulatus’a kars1t %100 koruma saglarken Rhipicep-
halus appendiculatus ve Amblyomma variegatum
tizerine etkisi neredeyse sifir olmustur. Hyalomma
dromedarii ve Hyalomma anatolicum tizerindeki
caligmalar smirh olsa da agmin giiclii etki goster-
digi belirlenmistir [10,27]. Ticari olarak gelistirilen
BmS86 bazli asilar sigirlardaki kene enfestasyonla-
rin1 kontrol etmede etkili olmakla birlikte, enfes-
tasyondan sorumlu kenelerin tiirline bagl olarak
farkli diizeylerde etki gdstermesi nedeniyle bu asi
formiilasyonlarinin gelistirilmesine ihtiyag duyul-
mustur [27]. Buna iliskin olarak diger kene tiirlerin-
de Bm86 ortologlari ve homologlar1 kesfedilmistir.

Ba86, Bm86’ya %90°dan fazla benzerlik goste-
ren rekombinant bir R.annulatus Bm86 ortolog pro-
teinidir. Sigirlardaki deneysel ¢aligmalar, rekombi-
nant Ba86’nin R.annulatus ve R.microplus enfes-
tasyonlarin1 kontrol etmede daha etkili oldugunu
gostermistir [14]. H.anatolicum’un Bm86 homolo-
gunun klonlanmasi ile elde edilen ilk rekombinant
protein olan Haa86 ile sigirlarin agilanmasinin hem
kenelere kars1 koruma sagladigini hem de keneler
yoluyla Theileria annulata’nin taginmasinin azaldi-
&1 bildirilmistir [1]. R.microplus Bm95 glikoprote-
ininin Gliney Amerika’da Bm86 agis1 ile korunma
saglanamayan sigirlar1 kene enfestasyonuna karsi
korudugu bildirilmistir [5]. Bm95°le yapilan ¢alig-
malar, bu antijenin daha ¢ok kene tiiriine kars1 ko-
ruma sagladigimi gostermis ve Bm95’in, farkli bol-
gelerdeki R.microplus tiirleri ile olan enfestasyona
kars1 daha evrensel bir antijen olabilecegine isaret
etmistir [20].

Gliniimiizde kenenin tiikiiriik bezinden sali-
nan molekiiller, kene enfestasyonlarini sinirlandirip
kene kaynakli patojen aktarimini engelleyen anti-ke-
ne asilari i¢in potansiyel adaylar olarak degerlendi-
rilmektedir [20]. Konak iizerinde yavas beslenen
bir parazit olan kenenin, beslenmesini tamamlamak
icin gerekli olan siire boyunca yapisik kalabilmesi
icin konagin bagisiklik sistemini baskilamasi gerek-
lidir. Kenenin farkl tiikiiriik bilesenlerinin konakta
immunsupresif ve immunmodiilator etkilerinin yani
sira, bazilar1 da koruyucu bir bagisiklik tepkisi te-
tikleme yetenegine sahip antijenler gibi davranir
[9,18]. Eklembacakli vektorler beslenme sirasinda

konakta bagisiklik sistemini baskilarlar ve konak-
tan gelen immun reaksiyona karsilik olarak patoje-
ni giiclendirici bir takim faktorler salgilar. Ornegin
kene, Lyme hastalig1 ajan1 Borrelia burgdorferi’nin
memeli konaga naklini kolaylagtirmak i¢in tlikiiriik
proteinlerini kullanir. Beslenme sirasinda, kene tii-
kiirtik bezleri patojen aktarimini kolaylastiran ¢ok
cesitli molekiiller salgilar [20].

Kenenin tiikiiriik bezi proteinlerinden biri olan
64TRP memeli konagin deri proteinlerine benze-
mektedir. Hamster, beyaz fare ve tavsan modellerin-
de bu antijenin, kenenin tutundugu yeri hedefledigi
ve “gizli” orta mide antijenleriyle ¢apraz reaksiyona
girip kenelerin dliimiiyle sonuglanan ¢ift etkili bir
as1 gorevi gordiigli belirlenmistir. Histolojik ve im-
miinositolojik ¢alismalar, 64TRP immiinizasyonu-
nun temel etki yonteminin, kenenin deride beslendi-
g1 yerde meydana gelen lokal kiitandz gecikmis tip
hipersensitivite reaksiyonu olduguna isaret etmistir
[17]. 64TRP antijeniyle asilanan farelere Iricinus
tarafindan ensefalit virlisiiniin aktarilmasinin 6nle-
digini ve dolayisiyla patojen aktarimi iizerinde ko-
ruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir [17].

Salp15, konakta immiinosupresif 6zellige sahip
bir diger kene tiikiiriik proteini olup konakta CD4+
T hiicresi aktivasyonunu, komplement aktivitesini
ve dendritik hiicre islevini engellemektedir [7].

Kenelere kars1 as1 gelistirilmesi amaciyla kulla-
nilan proteinlerden biri de ferritinlerdir. Ferritinler,
kenenin beslenmesi sirasinda demir homeostazin-
da oncii bir rol oynayan demir depolama protein-
leridir. Omurgalilarda islevsel ortologlar1 olmayan
Ferritin2 yakin zamanda kene hemolenfinde sal-
gilanan bir mide-spesifik protein olarak karakte-
rize edilmistir ve orada bir demir tasiyicisi olarak
gorev yaptigr tespit edilmistir [20]. RNA’i ve re-
kombinant proteinli agilama yoluyla Ferritin2’nin
(RmFER2) bloke edilmesi, Iricinus, R.microplus
ve R.annulatus’ta beslenmenin, yumurtalamanin
ve fertilitenin azalmasiyla sonuglanmistir [20].
TROSPA, B.burgdorferi’den salinan OspA ig¢in bir
kene reseptoriidiir ve kenenin orta midesinde tespit
edilmistir [12]. TROSPA’nin fizyolojik islevi bilin-
memektedir fakat B.burgdorferi’nin kene midesin-
de ¢cogalmasi ve boylece vektordeki bakteriyel en-
feksiyonu desteklemesi i¢in OspA’nin TROSPA’ya
baglanmas1 gerekmektedir [12]. TROSPA’nin
TROSPA antiserumlariyla veya RNA’i yoluyla
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bloke edilmesi, B.burgdorferi’nin Lscapularis mi-
desinde ¢ogalmasimni azaltmakta ve sonu¢ olarak
vektorde mevcut bakterilerin kolonizasyonunu ve
potansiyel olarak konaga patojen aktarimini engel-
lemektedir. Bakteriyel OspA, patojen aktarimini
engelleyen bir Lyme hastalig1 asis1 olarak kullanil-
mustir. Kan emme esnasinda kene tarafindan kona-
ga B.burgdorferi’nin aktarimi gerceklesmeden o6nce
konak kaninda bulunan anti-OspA antikorlar1 kene
midesindeki spiroketleri yok etmektedir [12,20].
Serpinler (serin proteaz inhibitorleri) kan ile bes-
lenen eklembacaklilar dahil olmak iizere cok ce-
sitli organizmalarda bulunan, yapisal olarak birbiri
ile iligkili proteinlerden olusan biiyiik bir ailedir.
Organizmada kan pihtilagmasi, gida sindirimi, yan-
gisal ve immiin yanitlar gibi pek ¢ok 6nemli islevi
diizenledikleri bilinmektedir, dolayisiyla da kene
asis1 gelistirmede ilgi cekici hedef antijenlerdir
[12]. Farkli serpinlerin birlestirilerek sigirlarin asi-
lanmasi, Haemaphysalis ve Rhipicephalus cinsi ke-
nelerin beslenme oranlarini azaltmakta ve kenelerde
Oltim oranlarini artirmaktadir [12]. Bu immunizas-
yon T parva’nin sigirlara bulasmasini onlemedigi
ancak patojenin periferal kanda goriilmesini birkag
giin geciktirdigi belirlenmistir. Bu durum aginin me-
meli konaga patojen aktarimi iizerinde de bir etkisi
olduguna isaret etmektedir [13,20].

Kenelere direncli hayvan irklarinin gelistirilmesi

Kene enfestasyonunlarina karsi dogal konak diren-
cinin kesfedilmesini takiben kene enfestasyonunun
onlenmesinde keneye direncgli sigir biyotiplerinin
yetigtirilmesi yontemi alternatif miicadele yontem-
leri arasina girmistir [4,25]. Kene enfestasyonuna
direncli s1g1r yetistiriciliginde konak immun sistemi
esas rol oynar [25]. Kene diren¢ mekanizmalarinin
belirlenmesi amaciyla farklt sigir irklar1 iizerinde
yapilacak caligmalar alternatif kontrol metotlarinin
gelistirilmesine ciddi katkilar saglayacaktir.

Sigirlarin keneye karsi olan direnglerini mor-
folojik, fizyolojik ve davranigsal 6zellikler gibi cok
cesitli faktorler etkilemektedir. Ornegin konagin
viicut biiyiikligii hayvan tizerindeki kene miktarini
etkilemektedir. Biiyiik ciisseli hayvanlar kiiciiklere
gore kene enfestasyonundan daha ¢ok etkilenmek-
tedir. inek ve diivelerde, danalara gore kene diren-
cinin daha yiiksek oldugu ve bunun testesteron hor-
monundan kaynaklandigi diistintilmektedir [11].

Kene enfestasyonuna karsi sekillenen direng
mekanizmasinin temelinde sigirlarda dogustan olan
ve pek ¢ogu da yiiksek derecede kalitsalliga sahip
deri Ozellikleri bulunmaktadir. Kenenin tutunmasi
icin uygun olmayan deri yapisina sahip olmak si-
girda kene enfestasyonuna karsi dnemli bir direng
unsurudur. Killarin uzunlugu, kalinlig, piirtizsiizlii-
§ii ve rengi gibi fenotipik karakterler sigira tutunan
kene sayist1 tizerinde etkiye sahiptir. Kisa, piirtizsiiz
(tutunma agisindan) ve acik renkli killara sahip deri-
ye daha az kenenin tutundugu tespit edilmistir [19].

Kene antijenlerine karsi sekillenen kutanoz
hipersensitivite reaksiyonlar da konak direncini et-
kilemektedir. Enfestasyonun hemen baginda konak
derisinde sekillenen hipersensitivite reaksiyonu
kenenin tutunmasini engeller. Direngli konaklarda
kenenin tutundugu yerde bol miktarda mononiikle-
er, eozinofil ve bazofil 16kositler izlenmistir [18].
Kene direncinde kendi kendini timar etme davranisi
o6nemlidir. Bu davranigin temelinde derideki sitop-
lazmik graniil iceren mast hiicreleri ve histaminler
bulunmaktadir. Kenenin tutundugu yerden salian
histaminler konagin timar istegini olugturmakta ve
bdylece kenenin tutunmasini engellemektedir [6].
Daha secici beslenme davraniglarindan dolayr geng
hayvanlar digerlerine gore daha az kene tasimakta-
dirlar [18].

Kenelere karsit konak direnci irklar arasinda
farklilik gostermektedir. Avrupa rklarinin (Bos ta-
urus) dogal kosullar altinda, melez Hint irklarina
gore 2,5 kat daha fazla kene tasidigi gozlenmistir
[3]. Afrika’da dogal olarak yetisen sigir irklart ithal
melez sigirlara gore kenelere karst daha fazla di-
reng gostermektedirler. Diger taraftan Avustralya ve
Brezilya gibi iilkelerde keneye direngli melez irklar
gelistirilmistir [18].

Konagin ektoparazitlere karsi genetik direnci-
nin siit verimi ya da biiyiimede oldugu gibi kalit-
sal oldugu ve seleksiyonla konakta kene direncinin
cok yiiksek seviyelere taginabilecegi diistinilmiistiir
[4]. Hayvanlarda keneye karsi genetik degisim ¢ok
yavas sekillenmesine ragmen kene direnci bakimin-
dan seleksiyon yapilmasi 6nemli bir segenek kabul
edilmektedir [4]. Ancak kenelere kars1 direng yo-
niinden yapilacak seleksiyonunun, hayvanlarda bii-
ylime, et kalitesi ve siit verimliligi gibi diger iiretim
ozelliklerini etkilememesi gerektigi dikkate alinma-
lidir [15,18].
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Sigirlarda keneye karsi direncin belirlenme-
sinde “fenotipin” baz alinarak seleksiyon yapil-
mast O6nemli bir kisitlamadir. Bu sebeple direng
tespitinde molekiiler genetik yontemler daha c¢ok
kullanilmakta [18], aday genlerin belirlenmesi iize-
rinde ¢alisilmaktadir [25]. Sigirlarda, 16kosit antijen
kompleksi (BoLA) olarak bilinen major histocom-
patibility complex (MHC) allellerinin kene enfes-
tasyonu ile iligkili oldugu ortaya koyulmustur [25].
Oldukga polimorfik olan BoL A genindeki mikrosa-
tellit markerlarinin (isaretleyicilerin) bulunmasi ile
dogal ve deneysel kene enfestasyonlar1 esnasinda
sigirlarda MHC lokusu i¢in direng alellerinin ha-
ritas1 olusturulmustur [25]. Ancak BoLA allelinin
kene direnci ile ilgili ¢aligmalardan elde edilen
sonuglar birbiriyle uyumlu olmamistir [18]. Daha
sonraki calismalarda BoLA polimorfizmine gore
secilen DNA mikrosatellit markerlarina gore sigir-
daki 23. kromozomda keneye kars1 konak direncini
etkileyen genetik varyasyon tespit edilmistir [26].
Gen ifadesi profillerinden elde edilen sonuglar si-
girlarda keneye kars1 bagisiklikta rol oynayan aday
genlerin belirlenmesi i¢in alternatif bir metot olarak
imit vermektedir. cDNA mikroarrayler (mikrogip)
kullanilarak yapilan bir calismada Adaptaur 1rki si-
girlarmin derisinde kene direnci ile ilgili 66 direng
geni tanimlamis ve direncinin deri yapisiyla ilgili
genlerle aciklanabilecegi ileri siiriilmiistiir [26].

Ciftlik hayvanlarinda bagisiklikla iligkili
Quantitative trait loci (QTL) saptanmustir [18]. QTL
ile genetik teknolojilerdeki gelismeler hayvanlarin
genotiplerini bireysel olarak degerlendirmek igin
bir firsat sunmaktadir. Ilgili gen lokuslarin yerlesi-
minin bilinmesi, ekonomik 6nemi olan 6zelliklerde
secimin etkisini artirmak amaciyla faydalanilabilen,
genotip ve fenotip arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla tahmini bir esitlik veren referans bir po-
pulasyonun yetistirilmesi i¢in kullanilabilir. Bu ge-
nom tarama yontemi, ¢esitlilige neden oldugu sani-
lan bir¢cok genin kompleks 6zellikleri igin etkili bir
sekilde kullanilir. Tek niikleotit polimorfizmi (SNP)
analizlerini kullanilarak, konakta kene direncine
bagli olan ve immiin sistemi etkileyen bir¢ok gen
rapor edilmigtir [18].

Sonug olarak, kene ve kene kaynakli hastaliklar
hayvan yetistiriciligi ve sagligi bakimindan 6nem-
li oranda ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Klasik kene kontrol yontemi olan kimyasal akarisit-
ler kisa vadede diisiiniildiigiinde yiiksek etki orani
ve hizli sonu¢ vermesi gibi bazi avantajlar1 dolayi-
styla cazip goriinmekle beraber uzun vadede kene-
lerin bu akarisitlere diren¢ kazanmasi sonucunda
miicadele daha imkansiz hale gelebilecektir. Daha
da onemlisi bu akarisitlerin hayvansal {tirtinlerde
kalint1 birakmasi insan sagligi agisindan son dere-
ce onemli riskler tasimaktadir. Akarisitlerin parazit
olmayan eklembacaklilar iizerine olumsuz etkile-
rinden dolay1 dogal denge iizerinde de istenmeyen
etkilerinin oldugu bir gercektir. Akarisitlerden vaz-
gecip dogal miicadele yontemlerine gegmek hemen
mimkiin degildir ancak kademeli olarak akarisit
uygulamalar1 azaltilip, dogal ve ¢evre dostu miica-
dele yontemlerine gegilmelidir.

Kaynaklar

1. Azhahianambi PI, De La Fuente J, Suryanarayana VYV,
Ghosh S, (2009). Cloning, expression and immunoprotec-
tive efficacy of rHaa86, the homologue of the Bm86 tick
vaccine antigen, from Hyalomma anatolicum anatolicum.
Parasite Immunol, 31, 111-122.

2. Bakira S, Bilgic HB, Karaer Z, Diizgiin A, Emre Z,
(2013). Studies on the application of the sterile-male tech-
nique on the tick Hyalomma excavatum. Ankara Univ Vet
Fak Derg, 60, 93-98.

3. Bianchin I, Catto JB, Kichel AN, Torres RAA, Honer MR,
(2007). The effect of the control of endo and ectoparasites
on weight gains in crossbred cattle (Bos taurus taurus %
Bos taurus indicus). Trop Anim Health Prod, 39, 287-296.

4. Budeli MA, Nephawe KA, Norris D, Selapa L, Bergh L,
Maiwashe A, (2009). Genetic parameter estimates for tick
resistance in Bonsmara cattle. S Afr J Anim Sci, 39, 321-
327.

5. Canales M, Labruna M, Soares J, Prudencio C, De La
Fuente J, (2009). Protective efficacy of bacterial mem-
branes containing surface exposed BM95 antigenic pep-
tides for the control of cattle tick infestations. Vaccine, 27,
7244-7248.

6. Dai J, Narasimhan S, Zhang L, Liu L, Wang P, Fikrig E,
(2010). Tick histamine release factor is critical for Ixodes
scapularis engorgementand transmission of the Lyme dis-
ease agent. PLoS Pathog, 24, 6, e1001205.

7. Dai J, Wang P, Adusumilli S, Booth CJ, Narasimhan
S, Anguita J, (2009). Antibodies against a tick protein,
Salp15,protect mice from the Lyme disease agent. Cell Host
Microbe, 6, 482-492.

8. De La Fuente J, Almazan J, Naranjo C, Blouin V, Mezer
EF, Kocan JM, (2006). Autocidal control of ticks by silenc-
ing of a single gene by RNA interference. Biochem Biophys
Res Commun, 344, 332-338

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx

Cilt 26, Sayi1 1, 2015, 29-34



34

Atan P ve Yildiz K. Ixodid kenelerle miicadelede kimyasal akarisidlere alternatif yollar

9. De La Fuente J, Kocan KM, (20006). Strategies for develop-

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

ment of vaccines for control of ixodid tick species. Parasite
Immunol, 28, 275-283.

De La Fuente J, Rodriguez M, Montero C, Redondo M,
Garcia JC, Mendez L, Serrano E, Valdes M, Enriquez
A, Canales M, Ramos E, Boue O, Machado H, Leonart
R, (1999). Vaccination against ticks (Boophilus spp.):
the experience with the Bm86-based vaccine GavacTM.
Genetic Analysis-Biomolecular Engineering, 15, 143-148.
Hughes VL, Randolph, SE, (2001). Testosterone depresses
innate and acquired resistance to ticks in natural rodent
hosts: a force for aggregated distributions of parasites. J
Parasitol, 87, 49-54.
Hovius JW, Vandam AP, Fikri GE, (2007). Tick- host-
pathogen interaction in Lyme borreliosis. Trends Parasitol,
23, 434-438.
Imamura S, Konnai S, Vazida S, Yamada S, Nakajima C,
Ito Y, (2008). Effects of anti-tick cocktail vaccine against
Rhipicephalus appendiculatus. Jpn J Vet Res, 56, 85-98
Jeyabal L, Azhahianambi P, Susitha K, Ray DD,

Chaudhuri P, Vanlahmuaka T, (2010). Efficacy of

rHaa86, an orthologue of Bm86, against challenge infes-
tations of Hyalomma anatolicum anatolicum. Transbound
Emerg Dis, 57, 96-102.

Jonsson NN, Mayer DG, Green PE, (2000). Possible risk
factors on Queensland dairy farms for acaricide resistance
in cattle tick (B. microplus). Vet Parasitol, 88, 79-92.

Kiss T, Cadar D, Spinu M, (2012). Tick prevention at a
crossroad: New and renewed solutions. Vet Parasitol, 187,
357- 366

Labuda M, Trimnell AR, Lickova M, Kazimirova M,
Davies GM, Lissina O, (2006). An antivector vaccine pro-
tects against a lethal vector-borne pathogen. PLoS Pathog,
2:e27.

Mapholi NO, Marufu MC, Maiwashea A, Bangaa CB,
Muchenjec V, Neila DMM, Chimonyob M, Dzamae
K, (2014). Towards a genomics approach to tick (Acari:

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Ixodidae) control in cattle. Ticks Tick-borne Dis, 5, 475-
483.

Marufu MC, Chimonyo M, Dzama K, Mapiye C, (2011).
Tick prevalence in cattle raised on sweet and sour range-
lands in semiarid areas. Trop Anim Health Prod. 43, 307-
313.

Merino O, Alberdi P, De La Lastra JMP, De La Fuente
J, (2013). Tick vaccines and the control of tick-borne
pathogens. Front cell infect microbiol. 3, 30.

Merino O, Almazan C, Canales M, Villar M, Moreno
CJA, Estrada PA, Kocan K, De La Fuente J, (2011).
Control of Rhipicephalus (Boophilus) microplus infesta-
tions by the combination of subolesin vaccination and tick
autocidal control after subolesin gene knockdownin ticks
fed on cattle. Vaccine, 29, 2248-2254.

Taylor MA, Coop RL, Wall RL, (2007). Veterinary
Parasitology, 3rd ed, Wiley-Blackwell.

Turner LB, Harrison BE, Bunch RJ, Port NLR,
Barendse W, (2010). 4 genome-wide association study of
tick burden and milk composition in cattle. Anim Prod Sci,
50, 235-245

Tiizer E, Toparlak M, Goksu K, (1997). Veteriner
Entomoloji. Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ders
Notu.

Untalan PM, Pruett JH, Steelman CD, (2007). Association
of the bovine leukocyteantigen major histocompatibility
complex class II DRB3*4401 allele with host resistance to
the Lone Star tick, Amblyomma americanum. Vet Parasitol,
145, 190-195.

Wang YH, Reverter A, Kemp D, McWilliam SM,
Ingham A, Davis CA, Moore RJ, Lehnert SA, (2007).
Gene expression profiling of Hereford Shorthorn cattle
following challenge with Boophilus microplus tick larvae.
Aust J Exp Agric, 47, 1397-1407.

Willadsen P, Bird P, Cobon GS, Hungerford J, (1995).
Commercialisation of a recombinant vaccine against
Boophylus microplus. Parasitology, 110, 43-50.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez/Sayfalar/AnaSayfa.aspx

Cilt 26, Sayi1 1, 2015, 29-34



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2015; 26 (1): 35-40

Biyolojik Maddelerin Kurutularak Saklanmasi: Liyofilizasyon
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Ozet: Organik maddelerden suyun uzaklastiriimast siirecini tanimlayan liyofilizasyon, giintimiizde tiim diinyada gerek
saglik endiistrisinde ve gerekse gida endiistrisinde ¢ok fazla kullanim alani bulan bir tekniktir. Bu teknikte azaltilmig
basing (vakum) altinda, dondurulmus haldeki soliisyonlardan suyun uzaklastirilmasi ile biyolojik maddeler ve gidalar,
bozulma meydana gelmeden uzun siire saklanabilmektedir. Liyofilizasyonun, uzun bir siire¢ olmasi, sicaklik ve basin-
cin i¢inde bulundugu hassas dengeler iizerine kurulmus olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmasina ragmen halen diinyada
siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu teknik, aslen eski bir yontem olmasina karsin biyolojik ve organik maddelerin
saklanmasina iliskin daha etkin bir teknik gelistirilemediginden gliniimiizde tiim diinyada halen etkinligini ve dnemini
korumaktadir. Bununla birlikte prensipte ayn1 olmakla birlikte liyofilizasyon teknolojisi stirekli gelistirilmektedir.

Anahtar kelimeler: Liyofilizasyon, liyofilizasyon basamaklari, liyofilizasyon dezavantaj/avantaji, liyofilizasyon me-
kanizmas, liyofilizasyon metotlart (dondurma, birincil kurutma, ikincil kurutma)

Protection of biological materials by drying: Lyophilization

Summary: Lyophilization which defines the process of evaporating the water from organic materials is a widely used
technique over the world including health and food industries. This technique provides long term storing of biological
materials and food by removing the water from frozen solutions under low pressure (vacuum). Although lyophilization
has some disadvantages such as being a time taking process and built delicate balances involving temperature and pres-
sure, it is still commonly used over the world. Even though it is originally an old technique, there has not been developed
a more effective technique for long term storing of biological and organic materials yet. For this reason, lyophilization
still protect its importance and effectiveness. Though their basic principles are the same, novel lyophilization techniques
are continuously developing.

Key words: Lyophilization, Lyophilization disadvantages/advantages, Lyophilization mechanism, Lyophilization

Derleme / Review Article

methods (freezing, primary drying, and secondary drying), Lyophilization steps

Giris

Su hiicreler igerisindeki biyokimyasal aktiviteleri
destekleyen evrensel bir ¢coziiciidiir. Bu sayede can-
lilik islemleri ve metabolik aktiviteler kesintisiz de-
vam etmektedir. Daha basit sekliyle; su olmadigin-
da hayat diye tanimladigimiz dongii durmaktadir.
Dolayist ile su hayat i¢in esansiyeldir. Ancak ayni
zamanda su, depolanmus {irinlerin bozulmasinda da
onemli bir rol oynamaktadir [7]. Ozellikle bozul-
ma ve ¢lirime organizmalarinin ¢ogalmasi ve oto-
liz siireci i¢in de gereken ortami saglamaktadir. Bu
sebeplerden dolay1 ¢abuk bozulmaya meyilli tirlin-
lerin dayanikliliginin artirilmasi i¢in suyun bu tiriin-
lerden uzaklastirilmasi gerekmektedir [3]. Organik
maddelerden suyun uzaklastirilmasi siirecini liyofi-
lizasyon ve freeze drying terimleri tanimlamaktadir.
Bu iki terim kokende ayni siireg, prensip ve meka-

nizmalar1 tanimlamakla birlikte, “liyofilizasyon”
terimi daha ¢ok farmasotik ve medikal endiistride
kullanilirken; “frezee-drying” terimi, daha ¢ok gida
endiistrisinde kullanilmaktadir [8,28].

Liyofilizasyon kisaca, yiyecek ve biyolojik
tirlinlerin bozulmadan kalmasini saglamak ve oda
sicakliginda daha kolay depolayabilmek amaciy-
la bu irlinlerden suyun uzaklastirilmasi siirecidir.
Daha teknik olarak ifade etmek gerekirse; azaltilmis
basing (vakum) altinda dondurulan soliisyonlardan
suyun uzaklastirilmast prensibine dayanan bir ku-
rutma yontemidir [18,22].

Liyofilizasyonun tarihcesi, Eskimolarin avla-

diklan baliklart soguk, kuru Arktik riizgarlara ma-
ruz birakarak suyunu ugurmasi ile baslamaktadir

[3].
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Endiistriyel bir islem olarak liyofilizasyonun
tarihgesi ise oldukca yakin bir tarihe dayanmakta-
dir. Her ne kadar Altman 1890’11 yillarda histolojik
kesitlerin hazirlanmasinda liyofilizasyon teknigini
kullanmis ise de, bu teknik 40 yil boyunca dikkat
cekmemistir [22]. 1930’Iu yillarin baglarinda, faz-
la miktarlardaki kan iiriinlerinin ve antibiyotikle-
rin saklanmasi sorun olusturmaya basladiginda;
bu teknik dikkat ¢cekmis ve hizla gelistirilmistir.
Glinlimiizde biyolojik olmayan {irlinler (reaktif
veya 1siya duyarli kimyasallar), cansiz biyoiiriin-
ler (enzimler, hormonlar, antibiyotikler, vitaminler,
kan {tirtinleri, antikorlar, inaktif asilar, ayrica cerrahi
veya tibbi amacla kullanilan viicut dokular1), canli
organizmalar (yeniden sulandirildiklarinda biiylime
ve c¢ogalmasi istenen hiicreler, 6rnegin bakteriler,
mantarlar ve atteniie canli viral asilar), arastirmalar-
da kullanilacak dokular ve hatta sudan zarar gérmiis
kitaplar, teksirler, arkeolojik numunelerin korunma-
st ya da miizede sergilenecek bitki veya hayvan nu-
muneleri dahi liyofilize edilerek saklanabilmektedir
[25,26,29].

Glnlmizde liyofilizasyon en sik olarak beseri
saglik endistrisinde, veteriner hekimlik ve hayvan
sagligr alaninda ve gida endiistrisinde kullanilmak-
tadir. Saglik endiistrisinde en ¢ok kimyasal bile-
sikler, parenteral formiilasyonlar, agilar ve teshis
diriinlerinin  liyofilizasyonunda kullanilmaktadir.
Ancak son zamanlarda protein yapisindaki biyo-
teknoloji tirlinlerinin uzun siireli saklanmasinda da
liyofilizasyon teknigi kullanilmaya baslanmistir.
Veteriner hekimlik ve hayvan sagligi alaninda ise
liyofilizasyon daha ¢ok pet hayvanlarinin agilarinda
ve biiytik siirii as1 uygulamalarinda kullanilmakta-
dir [4]. Liyofilize halde kullanilan bu iiriinler sade-
ce hayvan popiilasyonunu korumakla kalmaz, ayni
zamanda iriiniin kalitesini de artirir. Gida endiist-
risinde liyofilizasyon terimi yerine freeze-drying
terimi kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde en ¢ok
bilinen kurutulmus iiriin kahvedir. Bunun disinda
paketlenmesi sirasinda agirhigi sebebiyle maliyetli
olan tiriinler de (et ve et {irinleri vb.) dondurularak
kurutulabilmektedir [13,14,18].

Liyofilizasyon Basamaklar: ve Mekanizmasi

Liyofilizasyon islemi birbirini takip eden, ardisik
iic asamadan meydana gelmektedir. Bunlar sirasiyla

dondurma, birincil kurutma ve ikincil kurutma ba-
samaklaridir (Sekil 1) [1,4,12,14,17,19].

LIYOFILIZASYON iSLEMI

Dondurma Birincil Kurutma ikincil Kurutma
(Katilagtirma) (Buzun sublimasyonu) De. sorption)
= 20 Vakum
£ 10 %1-2 su orani
0 %?5-10 su orani
-10
-20
-30
-40
-50 %95-99 su orani
-60 — . : . : .
(4] 10 20 30 40 50 60

Zaman (saat)

Sekil 1. Liyofilizasyon basamaklar1 ve mekanizmasi [ 14]

Dondurma

Liyofilizasyon siirecindeki en 6nemli adim dondur-
ma basamagidir. Bu basamak, {iriiniin kdpiiklenme-
sinin ve biizigmesinin engellenmesi, maddenin go-
riniislinlin ve ¢oziiniirliigiiniin muhafaza edilmesi,
maddenin hayati 6nem tasiyan 6zelliklerin korun-
mast ve 1stya bagimli reaksiyonlarin en aza indir-
genmesi agisindan en kritik adimdir. Ayrica, liyo-
filizasyon cihazinin 6nceden sogutulmasi, {irliniin
kalitesini arttirilmasina katki saglamaktadir [4,17].

Liyofilizasyon tekniginde iiriinler, {irlintin 6zel-
ligine bagl olarak iki yolla donmaktadir. Birinci
yolda, liyofilizasyona maruz birakilan tiriinlerin ¢o-
gunlugu, oncelikle ¢6ziicli olan su ve suyun iginde
¢0Oziilmiis veya slispanse halde bulunan maddelerden
olusur ki bunlara ¢6ziinen madde ad1 verilmektedir.
Dondurularak kurutulan iriinlerin ¢ogu otektiktir-
ler. Yani bu firiinlerin ¢ogu,bunlarin ¢dziinmesini
saglayan gevrelerindeki sudan daha diisiik sicaklik-
ta donan maddelerin karigimidir. Sulu siispansiyon
sogumaya basladig1 zaman, iiriin yapisinda bulunan
¢Oziinen madde konsantrasyonlarinda bir takim de-
gisiklikler meydana gelmektedir. Soguma ilerledik-
¢e, su buza doniisiir ve su buza doniistiik¢e ¢6ziinen
maddelerden ayrilmakta ve bu da ¢oziinen {irliniin
daha konsantre hale gelmesine sebep olmaktadir.
Uriin tamamen donmus gdziikmesine ragmen, ger-
¢ekte silispansiyondaki ¢dziinenin tamami donana
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kadar tam bir donma meydana gelmez. Coziicii ile
coziinenlerin ¢esitli konsantrasyonlarmin karisi-
mi, slispansiyonun Gtektigini olusturmaktadir [6].
Sadece otektik karisiminin tamami dondugu za-

man siispansiyon uygun olarak donmaktadir. Buna
otektik sicakligi denilmektedir. Bu, olusturulacak
irliniin stabil olmas1 acisindan oldukc¢a Onemlidir
[6,15] (Sekil 2).

Katinn (buz) liyofilizasyon
bolimiinde buhara e a1 =
doniigmesi (siiblimlesme) ~ ®a *
o
. )
3
4 o c
g Kondansatér
@
; :
g Kurumus kek
f: - . Stblimlesme yiizis < Sﬁbliml_esme yuzi ile liyofilizasyon
‘ ’ bolmest arasindaki basing farks
L 1 T I ) Donmus solusyon

Termal sivi Raf

Termal sivi, bolmedeki sicakligs kontrol etmek
igin raflar igerisinde dolasir

Sekil 2. Liyofilizasyon bolmesinin sematik ¢izimi ve kuruma stireci [14]

Uriinii dondurmanm ikinci yolu ise, siispan-
siyonun dondurma siireci boyunca cam formasyo-
nunu almasidir. Otektik formdan farkli olarak, tiim
siispansiyon sicaklik diistiikce viskoz olmaktadir.
Sonug olarak, iirlin cam ge¢is noktasi ad1 verilen bir
sicaklikta donmaktadir. Uriinleri bu sekilde dondur-
mak oldukga zor bir islemdir [14,17].

Ideal bir én dondurmanin gerceklesebilme-
si i¢in, soliisyon i¢indeki hem ¢dziicii suyun hem
¢oziinen maddenin tamamen kristallesmesi gerek-
mektedir [6,14]. Kristalizasyon, dondurma siireci
ile kurutulan tirlinliin mikro yapisini olugtumaktadir.
Bunun icin dondurulacak iiriiniin kimyasal yapisi-
na bagl olarak donma derecesine ulasilmasi gerek-
mektedir. Secilen dondurma sicakligi ve iiriiniin fi-
nal sicakligi, materyalin kaliteli sekilde kuruma ye-
tenegini de etkilemektedir [25]. Hizli soguma kiigiik
buz kristallerinin olugsmasiyla sonuglanir ve bu kris-
taller mikroskobik olarak ne kadar yogun ise, yapiy1
korumada o kadar faydalidir. Dondurma islemi ne
kadar basarili gerceklesirse o kadar iyi kurutulmus
final {irtin elde edilir.

Birincil Kurutma: Uriin formiilasyonu tama-
men donma noktasina ulastigi anda, liyofilizasyon

cihazi birincil kurutma basamagma ge¢mektedir.
Bu basamagin amaci, liyofilize edilecek iiriine zarar
vermeden bagil nem uzaklastirmadir. Liyofilizasyon
sistemlerinde daha iyi kurutulmus iirlin elde etmek
icin sicaklik ve basing parametrelerine dikkat edil-
melidir [18,19,22,24].

Donmus iirtinden buzun siiblimlesme (buzun
stvi hale gecmeden uzaklagmasi) orani, buz top-
layicinin buhar basinciyla {iriiniin buhar basinci
arasindaki farklihga baghdir. Uriin 6n dondurma
basamaginda tamamen kristalizasyon formuna
ulastiginda, liyofilizasyon sisteminde basing azal-
tilmaktadir. Buhar molekdilleri yiiksek basingli vial
icindeki iirtinden diisiik basingli ortama go¢ etmek-
tedir. Yani difiizyon meydana gelmektedir [24,30].
Liyofilizasyon boliimiiniin basincinin 0.8 mBar’a
kadar azalmasi, orneklerden suyun goc etmesine
sebep olmakta ve minimal direnci saglamak ama-
cryla ornekler iizerindeki gaz/buhar konsantrasyo-
nunu azaltarak siiblimasyon oranini diisiirmektedir.
Stiblimasyon orani, yaklasik ayarlanan mBar’a
ulasana kadar artacaktir. Dolayistyla, azalan sistem
basinct ile siiblimasyon orani artmayacak, ¢cok dii-
siik sistem basincinda beklenenin aksine azalacaktir
[21,28]. Buhar basinci ile sicaklik arasindaki iliski
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liyofilizasyon islemi sirasinda 6nemli bir etkendir.
Bu iliskinin diizenli yiiriimesi, liyofilizasyon sira-
sinda, iriiniin sicakligr buz toplama sicakligindan
daha fazla oldugu icin gereklidir. Liyofilize edilen
iiriindeki sicaklik, tirtiniin dondurulmus biitiinligii-
nii devam ettiren sicaklik ve iiriiniin buhar basimcmi
maksimuma ¢ikaran sicaklik arasindaki denge aci-
sindan son derece 6nemlidir [2,28]. Bu denge opti-
mum kurutmanin anahtaridir. Cogu triinler 6tektik
ve cam gecis noktasinda iyi donar. Bu ylizden {iriiniin
sicakligt bu kritik sicakligin hemen altinda 6teklik
sicaklik noktasina yiikselir ve basincin azalmasina
maruz kalir. Dondurma kurutma siireci de bu nokta-
da baslamaktadir. Dondurarak kurutma sistemlerin-
de vakum pompas1 mutlak gereklidir ve {irlintin dis
cevresinin basinci daha diisiik olarak ayarlanmakta-
dir (Sekil 2) [14]. Diger bir olmas1 gereken sistem,
donmus iiriinden ayrilan nemi toplayan soguk tuzak
(buz toplayici) olan toplayici sistemdir. Toplayici
sistem yogunlasabilen biitiin gazlar1 yogunlastirir.
Cihazin buhar basinci, iriiniin buhar basincindan
daha diisiik oldugu icin, molekiilleri gaz formuna
doniistiiren gaz toplayiciya dogru hareket etmeye
meyilli ve dogal afiniteye sahiptirler. Bundan dolay1
toplayict sicaklik, iirlin sicakligindan 6nemli Sl¢ii-
de daha diistik olmalidir [19]. Dondurarak kurutma
sistemlerinde diger bir onemli birlesen, enerjidir.
Enerji 1s1 formunda gereklidir. Bir gram suyu don-
mus durumundan gaz durumuna dogru siiblimlesti-
rebilmek i¢in ihtiya¢ duyulan enerji, bir gram suyu
dondurmak i¢in ihtiya¢ duyulan enerjiden neredey-
se 10 kat daha fazladir (buzun her grami 2700 jul)
(Sekil 3).

Raf sicakhg
500
40 . AR AR A e
1 L ”
— /" <0 m
g ! i // ]
xo.’ 20 : 7 e g
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Sekil 3. Liyofilizasyon islemi sirasinda liyofilizasyon ba-
samaklar1 ile iiriin arasindaki sicaklik ve basing iliskisi
[14].

Primer kurutma sonucunda iiriin kek goriinii-
miinii almaktadir. Islem yaklasik 48 saat siirer ve
primer kurutma sonunda {iriiniin nem orani % 5-10
arasinda olmaktadir [12,23].

Ikincil Kurutma: Birincil kurutma islemi ta-
mamlandiktan sonra, halen pelletin yiizeyine absor-
be olmus su bulunabilmektedir. Uriin kurumus go-
rliniir ama rezidiiel nem igerigi, 1siya ve pelleti olus-
turan bilesenlerin dogasina bagli olmakla birlikte
%7-8 den daha yiiksek olabilir. Ancak ¢ogu durum-
da bu nem orani istenen biyolojik maddelerin sta-
bilitesini koruyabilmesi i¢in ¢ok yiiksektir. Bundan
dolay1, arzu edilen stabilite, olusan kek yapisinin
miktar1 ve 6zelligi degismeksizin nemin uzaklas-
tirtlmast ve dolayisiyla iiriindeki nem igeriginin
azaltilmasiyla elde edilmektedir. Bunun i¢in sekon-
der (ikincil) kurutma basamagina ihtiya¢ duyulur
[17]. Sekonder kurutmanin amaci, primer kurutma
sonrasi asinin ve biyolojik/organik materyallerinin
dayanikliligini ve 6mriinii arttirmak amaciyla {iriin-
deki bagil nemin en aza indirilmesidir. Bu siireg,
triinden bagil suyu uzaklastirdig1 igin ‘Isotermal
desorpsiyon’ olarak da adlandirilmaktadir [9,20].
Bu rezidiiel nemi uzaklastirma iglemi, genellikle raf
sicakligini artirarak, {iriniin 1s1s11 yiikselterek ve
siseler igerisindeki suyun kismi basincini azaltarak
gergeklestirilmektedir. Sekonder kurutma sirasinda
iriinde bulunan su, iriine ¢ok giiclii baghdir. Bu
ylizden suyun uzaklagtirilmasi i¢in ¢ok daha fazla
enerjiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, primer ku-
rutmanin aksine, sekonder kurutma, toplam siireg
zamaninin %30-40 teskil eder ve birincil kurutma
basamaginda uzaklastirilan suyun 1/2 ile 1/3 kadan
uzaklastirilir. Bu basamak sonucunda tirtindeki nem
icerigi % 2 veya daha az miktarlara indirgenmekte-
dir. %2 veya daha az nem orani ¢ogu liyofilize iiriin
icin kabul edilebilir bir limittir ve liyofilizasyonun
basarisinin bir gostergesidir [9,16,27].

Mikroorganizmalarin Liyofilizasyona Yamiti

Mikroorganizmalarin liyofilizasyona duyarlilig: ol-
dukea farklidir. Genelde bakteriler basarili bir sekil-
de liyofilize edilmektedirler. Ancak tiir, fizyolojik
olarak ne kadar karmasik hale gelirse liyofilizasyon
hasarma duyarliligi o kadar artmaktadir. Gram po-
zitif bakteriler ve sporlar bir¢ok farkli formiilasyon
ile basarili bir sekilde liyofilize edilebilmektedir.
Bunun tersine, Gram negatif bakteri tiirleri ayni sart-
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lar altinda daha zayif bir yasama oranina sahiptir.
Cogalma sartlar1 da yasama oranini etkilemektedir.
Cogalmanin logaritmik fazinda toplanan bakteriler,
sabit fazda toplanan bakterilere gore liyofilizasyona
daha duyarhdirlar [11,26].

Her ne kadar viruslar yasayan organizmalar
icerisinde fizyolojik olarak en basitleri olsa da, bun-
larin liyofilizasyona yanitlar1 belirgin derecede ¢ok
farklidir. Greiff ve Rightsel [10], viruslarin liyofili-
zasyondan sonra aktivitelerinin korunabilmesi i¢in
liyofilizasyon sirasinda virusun yapisal ve fonksi-
yonel organizasyonlariin yani sira niikleik asitle-
rin molekiil agirliklarin, kapsitin yapisi ve baskin
olan protein tiiriiniin g6z 6niline alinmasi gerektigini
de bildirmislerdir. Polioviruslarinda dahil oldugu
Grup VI’nin iiyeleri 6zellikle liyofilizasyona duyar-
lidirlar [25].

Liyofilizasyonda canli kalan mikroorganizma-
larmn siire¢ tarafindan hasara ugratilma ve kurutma
sonras1 onarim sirasinda mutasyona zorlanmasi da
olast bir durumdur (10). Liyofilizasyon ile olusabi-
lecek mutasyonlarin 6niine gegmek ic¢in, kurutma
vasatinin igerisine siilthidril’den zengin bilesiklerin
katilmasina ihtiya¢ duyulabilmektedir. Ayrica bazi
hassas biyolojik materyaller ise asir1 kurutuldugun-
da inaktif olabilmektedirler [5,11,26].

Liyofilizasyon Metotlar
Manifold Metodu

Bu metotta, ampuller, flasklar veya vialler tek tek
manifold veya kurutma boliimlerine yerlestirilmek-
tedir. Uriin ne dondurucularda ne de yiizey dondur-
ma ile dondurulmaktadir. On dondurulmus {iriin,
1sinmay1 engellemek icin hizlica kurutma bolimii-
ne yerlestirilmektedir. Uriiniin bulundugu kaplarda
vakum hemen olusturulmalidir. Bu metot, sadece
nispeten kiigiik voliimler ve otektikli ve ¢okiis si-
caklikli Girtinler i¢in kullanilabilmektedir [12,13].

Batch Metodu

Y18in kurutma olarak da adlandirilan bu metot, ayni
Olciilerde olan friinlerin, ¢ok miktarlar1 kurutma
tepsilerine beraber yerlestirilmektedir. Uriin, ge-
nellikle kurutma tepsilerinin 6n raflar1 iizerinde bir
on dondurma islemine tabi tutulmaktadir. Gerekli
vakum, sicaklik ve inert gaz ile birlikte ayn1 or-
tamda liyofilizasyon islemi gerceklestirilmektedir.

Ayni zamanda, bu metot, biitiin viallerin kapakla-
rmin ayni anda kapatilmasina olanak saglamakta-
dir. Batch kurutma metodu, bir iirline ait ¢ok sayida
ampll veya viallerin hazirlanmasinda ve farmasotik
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bir yontem-
dir [12,13].

Bulk Kurutma Metodu

Bulk kurutma metodu, batch metodu gibi tepsi ku-
rutularak yapilmaktadir. Ancak bulk iiriin tepsi igine
tek Uriin olarak dokiilmekte ve tek tinite olarak ku-
rutulmaktadir. Uriin, rafin tiim yiizeyine yayilmasi-
na ve viallerdeki kurutulan iiriinlerle ayn1 incelikte
olmasina ragmen, iriin kiitlesi igine 1s1 giris orani
degismektedir. Bu metot, yiiksek oranda nem ve ok-
sijene hassas olmayan stabil iiriinler i¢in kullanil-
maktadir [12,13].

Liyofilizasyonun Avantajlari

Liyofilizasyon sirasinda iiriiniin yogunlugundan
kaynakli olabilecek etkiler en aza indirgenmekte
ve kurutulmus {irlin igerisindeki bilesenlerin dagili-
mu1 siire¢ boyunca degismeden kalmaktadir. Bunun
yani sira, kurutulmus triindeki su igerigi ¢ok dii-
siik seviyelere indirgenebilmektedir. Bu da iiriiniin
dayanikliligint arttirmaktadir. Ciinkii su igerigi ne
kadar diisiikse tirliniin dayaniklilig1 da o kadar art-
maktadir. Ayrica iiriin normalde vakum veya iner
gaz altinda miihiirlendiginden, oksidatif denatiiras-
yon biiylik dlciide azaltilmaktadir. Liyofilizasyonun
bir diger avantaji ise suyun agirligimin azaltilmasi
ile birlikte iiriiniin agirhigr da azalmakta ve bu da
iriiniin nakli sirasinda olusacak maliyetleri diisiir-
mektedir. Islem, diger kurutma tekniklerine gore
daha kontrollii ¢evre sartlarinda gergeklestiginden
kontaminasyon riski azaltilmig olmaktadir. Son ola-
rak, biyolojik triinlerin depolanmasinda ve tasin-
masinda kolaylik saglamaktadir [1,14,28].

Liyofilizasyonun Dezavantajlar:

Liyofilizasyon sirasinda imalat ve iglem siiresi
uzundur. Bunun yani sira iirlinlin igerisindeki ucgu-
cu bilesenlerin (iirlinde bu bilesenler elzem olabi-
lir) vakumla uzaklastirilma riski de bulunmaktadir.
Ayrica, liyofilize edilmis iirtinlerin kullanilabilme-
leri icin c¢ogunlukla steril sulandiricilara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu da maliyeti artiran faktorlerden
biridir [1,18].
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