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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayım Koşulları
1. Dergi, T.C. Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, Etlik Veteri-
ner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü’nün hakemli, 
bilimsel yayın organı olup, yılda iki defa yayımlanır. Derginin kı-
saltılmış adı “Etlik Vet Mikrobiyol Derg” dir.
2. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde veteriner hekimlik 
alanında yapılan, başka bir yerde yayımlanmamış olan orijinal bi-
limsel araştırmalar, güncel derleme, gözlem, kısa bilimsel çalışma-
lar ve enstitüden haberler yayımlanır. Derleme şeklindeki yazılar; 
orijinal olması, en son yenilikleri içermesi, klasik bilgilerin tekrarı 
olmaması durumunda kabul edilir. Derlemeyi hazırlayan yazarın, o 
konuda ulusal ya da uluslararası düzeyde orijinal yayın ve araştır-
malar yapmış olması koşulu aranır.
3. Türkçe ve İngilizce olarak hazırlanacak metinler 12 punto Times 
New Roman yazı karakterinde, düz metin olarak, çift aralıklı ve 
kenarlarda 30 mm boşluk bırakılarak, A4 formundaki beyaz kağıda 
yazılmalıdır. Yazıların tamamı, şekil ve tablolar dahil olmak üzere 
orijinal bilimsel araştırmalarda 16, derlemelerde 10, gözlemlerde 6 
ve kısa bilimsel çalışmalarda 4 sayfayı geçmemelidir.
4. Microsoft Word formatındaki metin ile en az 300 dpi çözünürlükteki 
JPEG formatındaki resim/lerin tamamı etlikvetmikrobiyolderg@
gmail.com e-posta adresine gönderilmelidir.
5. Türkçe orijinal çalışmalar konu başlığı, yazar/yazarların adları, 
adresleri, Türkçe özet ve anahtar sözcükler, İngilizce başlık, İngi-
lizce özet ve anahtar sözcükler, giriş, materyal ve metot, bulgular, 
tartışma ve sonuç, teşekkür ve kaynaklar sırası ile hazırlanmalıdır. 
İngilizce orijinal çalışmalar konu başlığı, yazar/yazarların adları, 
adresleri, İngilizce özet ve anahtar sözcükler, Türkçe başlık, Türk-
çe özet ve anahtar sözcükler, giriş, materyal ve metot, bulgular, 
tartışma ve sonuç, teşekkür ve kaynaklar şeklinde hazırlanmalıdır. 
Kısa bilimsel çalışmaların ve derlemelerin başlık ve özet bölümleri 
orijinal çalışma formatında, bundan sonraki bölümleri ise, derleme-
lerde; giriş, metin ve kaynaklar şeklinde, kısa bilimsel çalışmalarda 
ise bölümlendirme yapılmadan hazırlanmalıdır.
6. Orijinal çalışmalar ve gözlemler aşağıdaki sıraya göre düzenle-
nerek yazılmalıdır.
Başlık, kısa, konu hakkında bilgi verici olmalı ve küçük harflerle 
yazılmalıdır.
Yazar(lar)ın, ad(lar)ı küçük, soyad(lar)ı büyük harflerle yazılmalı 
ve unvan belirtilmemelidir.
Özet, Türkçe ve İngilizce olarak, tek paragraf halinde ve en fazla 
500 sözcük olmalıdır.
Anahtar kelimeler, Türkiye Bilim Terimleri’nden seçilmeli, alfa-
betik sıraya göre yazılmalı ve 5 sözcüğü geçmemelidir.
Giriş, konu ile ilgili kısa literatür bilgisi içermeli, son paragrafında 
çalışmanın amacı vurgulanmalı ve iki sayfayı geçmemelidir.
Materyal ve Metot, ayrıntıya girmeden, anlaşılır biçimde yazılma-
lıdır. Başlıklar kalın, alt başlıklar italik yazı tipiyle belirtilmelidir.
Bulgular bölümünde veriler, tekrarlama yapmadan açık bir şekilde 
belirtilmelidir. Tablo başlıkları tablonun üstünde, şekil başlıkları 
ise şeklin altında belirtilmelidir.
Tartışma ve Sonuç bölümünde, araştırmanın sonucunda elde edi-
len bulgular, diğer araştırıcıların bulguları ile karşılaştırılmalı ve 
literatüre olan katkısı kısaca belirtilmelidir.
Teşekkür bölümü, gerekli görülüyorsa kaynaklardan hemen önce 
belirtilmelidir.
Kaynaklar bölümünde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik 
olarak sıralanmalı ve numaralanmalıdır. Metin içerisindeki kaynak, 
yazar soyadı yazılıp sıra numarası ile; cümle sonunda ise sadece 
sıra numarası ile köşeli parantez içerisinde yazılmalıdır. Cümle 
sonunda birden çok kaynak belirtilecek ise kaynak numaraları kü-

çükten büyüğe doğru sıralanmalıdır. Metin içerisinde ikiden çok 
yazarlı kaynak kullanımlarında ilk yazarın soyadı yazılmalı diğer 
yazarlar ise “ve ark.” (İngilizce metinlerde “et al.”) kısaltması ile 
belirtilmelidir. Dergi adlarının kısaltılmasında “Periodical Title 
Abbreviations: By Abbreviation” son baskısı esas alınmalıdır. Kay-
naklar listesinde yazar(lar)ın aynı yıla ait birden fazla yayını varsa, 
yayın tarihinin yanına “a” ve “b” şeklinde belirtilmelidir.
Kaynak yazımı ve sıralaması aşağıdaki gibi yapılmalıdır;
Süreli Yayın:
Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK, (1992). 
Induced transplacental transmission of N. caninum in cattle. J Am 
Vet Med Ass. 201, 709-713.
Yazarlı Kitap:
Fleiss Jl, (1981). Statistical methods for rates and proportions. 
Second edition. New York: John Willey and Sons, p.103.
Editörlü Kitap:
Balows A, Hausler WJ, Herramann Kl, eds., (1990). Manual of Clinical 
Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
Editörlü Kitapta Bölüm:
Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes. 
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.
Kongre Bildirileri:
Çetindağ M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, İzmir-Turkey.
Tezler:
Aksoy E, (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve immuno-
peroksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. Doktora Tezi, AÜ 
Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ankara.
Anonim:
Anonim, (2009). Contagious equine metritis. Erişim adresi: http://
www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, Erişim tarihi: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erişim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erişim tarihi: 14.11.2009.
Yazışma adresi, çok yazarlı çalışmalarda yazışma adresi olarak 
yazarlardan sadece birinin adı/soyadı, adresi ve e-posta adresi ça-
lışmanın sonunda belirtilmelidir.
7. Latince cins ve tür isimleri italik yazı tipi ile yazılmalıdır. Tüm 
ölçüler SI (Systeme Internationale)’ye göre verilmelidir.
8. Dergide yayımlanmak üzere gönderilen makaleler tüm yazarlar 
tarafından imzalanan “Yayın Hakkı Devri Sözleşmesi” ve başvu-
ruya ilişkin bir dilekçe ile birlikte gönderilmelidir. Yayımlanması 
uygun görülen çalışmalar, istendiğinde Yayım Komitesi’nin basıma 
ilişkin kararı, yazar(lar)ına bildirilir.
9. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’nde yayımlanacak olan, 
hayvan deneylerine dayalı bilimsel çalışmalarda “Etik Kurul Onayı 
Alınmıştır” ifadesi aranır.
10. Gönderilen yazıların basım düzeltmeleri orijinal metne göre ya-
pıldığından, yazıların her türlü sorumluluğu yazarlara aittir.
11. Ürünlerin ticari adları ile karşılaştırılmalarına yönelik araştır-
malar derginin ilgi kapsamı dışındadır.
12. Araştırmaya konu olan maddelerin ve ürünlerin ticari adları 
kullanılmamalıdır.
13. Şayet varsa araştırmanın desteklendiği kurum adı ve proje nu-
marası belirtilmelidir. 
14. Dergiye gönderilen yazılar geliş tarihine göre yayımlanır.
15. Yayımlanmayan yazılar, yazarına iade edilmez.

Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors
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Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions
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 cattle. J Am 
Vet Med Ass. 201, 709-713.
For books:
Fleiss Jl, (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 Kl, 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 monocytogenes. 
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.
For congress papers:
Çetindağ M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic trem-
atoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International Con-
gress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, İzmir-Turkey.
For dissertations:
Aksoy E, (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve İmmuno-
peroksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. 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.

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 must be selected from Medical Subject Headings, 
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 square pa-
renthesis. If there is more than one reference that refers to the same 
issue, these should be arranged by smallest to biggest reference list 
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Yayın Hakkı Devri Sözleşmesi
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi - Ankara

Aşağıda başlığı bulunan ve yazarları belirtilen makalenin tüm sorumluluğu Etlik Veteriner Mikrobiyoloji 
Dergisi Yayın Komisyonu Başkanlığı’na ulaşıncaya kadar yazar/larına aittir.
Yayının adı:  .....................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
Yazar/ların ad/ları:  ...........................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
Aşağıda isim ve imzaları bulunan yazarlar; yayınlamak üzere gönderdikleri makalenin orijinal olduğunu, 
daha önce başka bir dergiye yayınlanmak üzere gönderilmediğini ve kısmen ya da tamamen yayınlanma-
dığını, gerekli düzeltmelerle birlikte her türlü yayın hakkının, yazının yayımlanmasından sonra Etlik Vete-
riner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devrettiklerini kabul ederler. Yayımlanmak üzere gönderilen bu makalenin 
tüm sorumluluğunu da yazar/lar üstlenmektedir.
Yukarıdaki makalenin tüm hakları Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’ne devredilmiştir.
Yazar ad/ları     İmza          Tarih
..........................................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
Yazışma Adresi:  ..............................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................

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;
Title of paper:  ..................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
Authors names:  ...............................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
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
..........................................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................
Correspondence Address:  ................................................................................................................................
..........................................................................................................................................................................

Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors





Yazışma adresi / Correspondence: Ishraga G. Ibrahim, Central Veterinary Research Laboratories. Soba, Khartoum, Sudan 
E-posta: ibrahimishraga@yahoo.com

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2016; 27 (1): 1-4 Araştırma Makalesi / Research Article

Effect of Female Camel Urine on Different Testosterone Levels in Adult Male 
Rats

Khogali M.E. Salwa1, Abd Alla M.A. Dalia2, Elhassan AM 3, Ishraga G. Ibrahim1,  
Esra M. Musa1, Samia H. Abdarahman1

1Central Veterinary Research Laboratories. Soba, Khartoum, Sudan
2University Of Khartoum, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry

3AlribatUniversity, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognasy, Sudan

Geliş Tarihi / Received: 08.12.2014, Kabul Tarihi / Accepted: 09.07.2015

Abstract: Our objectives were to investigate the effect of female camel urine on abnormal hormonal levels in male rats 
and to evaluate total protein, globulin, albumin and body weight gain according to administration of female camel urine. 
Twenty four adult Wistar albino rats were divided into four groups, normal testosterone control, treated control and high 
and low serum testosterone groups which produced by injection of testosterone Enanthate and Lead Acetate respectively 
twice a week for 21 days. All groups except the control group (normal) were orally dosed female camel urine (2ml / 
100 gram body weight) for another 21 days. Female camel urine regulated the high and low testosterone level to their 
normal serum level. Testosterone level was significantly increased (P<0.01) in group three after seven days of female 
camel urine administration. The same time no change was observed on normal testosterone level group. In the 3th week 
all treated groups showed significant (P<0.01) increase in the testosterone level compared to the previous week. Total 
protein, globulin and albumin were significantly (P< 0.05) elevated before and after female camel urine treatment.
Key words: Camel urine, rat, testosterone

Dişi Deve İdrarının Erişkin Erkek Ratlarda Farklı Testosteron Seviyelerine Etkisi
Özet: Bu çalışmada dişi deve idrarının erkek ratlarda anormal hormon seviyelerine etkisi ile total protein, globulin, al-
bümin ve canlı ağırlık artışı değerlerindeki değişimin araştırılması amaçlandı. Yirmi dört erişkin Wistar albino rat; nor-
mal testosteron kontrol, tedavi edilmiş kontrol, yüksek serum testosteron ve düşük serum testosteron olmak üzere dört 
gruba ayrıldı. Düşük ve yüksek testosteron seviyeleri 21 gün boyunca haftada iki kez testosteron enantat ve kurşun ase-
tat enjeksiyonu ile sağlandı. Enjeksiyonlar ile başlangıç seviyelerine ve kontrol grubuna göre istatistiksel olarak önemli 
testosteron seviyeleri elde edildi (P<0,01). Kontrol grubu hariç tüm gruplara 21 gün boyunca oral olarak dişi deve idrarı 
verildi (2 ml/ 100 g vücut ağırlığı). Dişi deve idrarı düşük ve yüksek testosteron seviyelerine sahip gruplarda testosteron 
seviyelerini normal serum seviyelerine düşürürken, normal serum seviyesine sahip tedavi edilmiş grupta idrar uygula-
masından 7 gün sonra testosteron seviyesinde herhangi bir değişikliğe yol açmadı. Tedavi edilmiş tüm gruplarda üçüncü 
haftada bir önceki haftaya kıyasla testosteron seviyelerinde istatistiksel olarak önemli artışlar şekillendi (P<0,01). Total 
protein, globulin ve albümin seviyeleri idrar uygulamasından önce ve sonra yükseldi (P<0,05).
Anahtar kelimeler: Deve idrarı, rat, testosteron

Introduction

Urine of one humped camel (Camelus Dromedaries) 
is medically used for centuries in different parts of 
Arab countries. It has been shown throughout the 
history of medical science till today that urine has 
a profound medical uses for allergies, psoriasis, 
burns, internal disorders, tuberculosis, fertility, alo-
pecia and cancer [12, 8, 13]. Camel urine can influ-
ence the hormonal changes that lead to hair losses.
Testosterone is a more potent androgen that results 
in miniaturization of hair follicle and changes the 

cyclic phase of hair growth cycle [17]. Hormonal 
problems are one of the causes of hair loss [14]. 
Testosterone is the major hormone that affect fertil-
ity in men, it is needed to initiate spermatogenesis 
at puberty and for maintenance of this process in 
the adult. Sex hormone levels can cause changes 
in body composition independently and through 
mediating factors. Testosterone has anabolic ef-
fects which promote protein synthesis and growth 
of the tissues, growth of muscle mass and strength, 
increase bone density and strength, stimulation of 
linear growth and bone maturation. Testosterone 
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and 5 alpha dihydrotestosterone (DHT) are respon-
sible for most of the biological androgenic effects. 
Several studies discussed the effect of natural prod-
ucts, herbs and medicinal plants on Testosterone 
Hormone Level [2], but research that conducting 
the effects of camel urine on hormones or protein 
metabolism are scarce. This study is designed to ex-
amine the effect of camel urine on different (TL) 
together with some parameters related to protein 
metabolism namely serum total protein, globulins 
and albumin as well as body weights.

Materıals and Methods
Experimental Animals
In this study 24 Wistar albino, adult male rats weigh-
ing 140 to 200 grams are used. Animals were kept in 
the Central Veterinary Research Laboratories prem-
ises at Soba, Khartoum, Sudan. They were kept un-
der standard condition of temperature (23°C) and 
relative humidity (65%) 12h light and 12h dark 
cycle and adequate ventilation, they were provided 
with balanced diet and water ad libitum.

Experimental Design
Rats were randomly selected and assigned into four 
groups. Group one was control for normal testoster-
one level, group two was control for female camel 
urine, group three and four represent high and low 
testosterone levels.

Dosing
Urine was collected by natural urination or by 
tashweel technique (2 ml/100Gb.w) high and low 
Testesterone level were brought by parental injec-
tion of Testosterone Enanthate (1.5 mg) and Lead 
Acetate (8 mg) respectively according to the meth-
od described by Brunner et al., [5] and [4].

Blood Samples
Blood samples were taken once before female camel 
urine (FCU) treatment and weekly after FCU treat-
ment .The samples were collected in a plain vials, 
allowed to stand and thereafter centrifuged at 2000 
rpm for 10 minutes, serum was then separated and 
frozen at 20°C till analyzed.

Hormonal Assay
Serum testosterone was measured by enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) microwell method 
described by Rajkowski et al., [15].

Biochemical Analysis
Total protein and albumin were determined accord-
ing to Friedman and Young, [7]. Using Biuret re-
agent kit and Bromocresol green.
Globulin values were calculated by subtracting the 
values of albumin from the corresponding values of 
total protein [1].

Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using computer 
software package statistics (Version 8). It was used 
to perform analysis of variance (ANOVA), Day and 
Quinn [6].

Results
The variation in the effect of female camel urine 
in the testosterone levels are illustrated in fig-
ure 1. Testosterone level was significantly in-
creased (P<0.01) in group three after seven days 
of female camel urine administration. The level of 
Testosterone was somewhat increase in group four, 
no changes were observed in groups one and two. 
At day 21 there was an increase in serum testester-
one level in all groups treated with FCU compared 
to the previous weeks.

Figure 1. Effect of female camel urine on testosterone 
level(ng/ml)
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The effect FCU on the total protein under different 
testosterone levels in the treated rats is shown in fig-
ure 2. At day zero high and low testesterone level 
groups were found to have significantly low (P< 
0.05 ) serum total protein compared to the control 
group . In all groups after two weeks administra-
tion of female camel urine, total protein levels were 
significantly (P< 0.01) increased and became at the 
same level in the control group (Figure 2). 

Figure 2. Effect of female camel urine on the rat serum 
total protein(g/dl)

Although, serum albumin significantly increa-
sed (p< 0.05 ) compared to the previous week in 
the normal testosterone group after seven days of 
female camel urine administration, no change was 
observed in all other treated groups (Figure 3)

Figure 3. Effect of she-camel urine on the rat serum al-
bumin level(g/dl.)

Figure (4) represents the influence of FCU on glob-
ulin level in all groups. Serum globulin was signifi-

cantly (p< 0.01) elevated after seven days of FCU 
treatment .There was significant (p< 0.05) increase 
in the normal testosterone group compared to the 
previous days .All groups showed an increase in 
globulin level at day 14 and 21, but high testoster-
one group was significantly (p< 0, 01) higher than 
the controlgroup during all weeks of treatment.

Figure 4. Effect of she-camel urine on the serum globu-
lin level(g/dl)

Discussion and Conclusion

In the present study, high serum testosterone in male 
rats showed highly significant (P< 0.01) lower level 
after 7 days of FCU administration compared to 
day zero and remained stable for another week. On 
day 21 the hormonal level was raised to nearly the 
same level before FCU administration. This may 
be due to the presence of none sterified fatty acids 
which can inhibit testosterone synthesis by affect-
ing cholesterol utilization or endogenous concentra-
tion [11].This findings were similar to Wayne et al, 
[20], who found that Oleic acid treatment inhibited 
testosterone synthesis by inhibiting cholesterol es-
terase activity. Also Tehming and Shutsung, [18] re-
ported that some unsaturated fatty acids (Linoleic, 
palmitleic , oleic and myristoleic) are potent inhibi-
tors of 5-α reductaseenyme which convert testoster-
one into 5-α dihydrotestosterone. High testosterone 
reduce total protein in this study which in agreement 
with Mebh et al., [10] findings, also Baron, [3], doc-
umented that three factors may lead to a decrease 
in plasma total protein and albumin concentration, 
liver damage impaired intake of protein and toxic 
destruction of the protein . Albumin was slightly af-
fected and this was in agreement with Sharaf et al,. 
[16] and Zaki et al., [21] who studied lead toxicity 
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in bulls and marino sheep respectively and disagree 
with Voet and Voet, (19) who found a significant 
increase in serum albumin. However, FCU caused 
highly significant (P< 0.01) elevation on serum total 
protein and globulin level after 7, 14 and 21days. 
The increment observed in total protein, globu-
lin and normalization of elevated hormonal levels 
might be due to the nourishing compounds in camel 
urine [9].

Oral administration of female camel urine for 
three weeks resulted in transient lowering on the 
high testosterone level, gradual increase in the low 
testosterone level while the group of normal level 
was not affected by FCU administration. All groups 
treated by FCU showed significant increase in total 
protein, globulin and rats body weight. This study 
concluded that camel urine can rectify and regulate 
serum testosterone level, increase protein synthesis 
and support the body immunity.
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Introduction

Ticks are the most prominent vectors within pests 
after mosquitoes. The genus Hyalomma Koch, 1844, 
like all other tick species, are ectoparasites that feed 
on animals and humans and transmit a great variety 
of parasitic, ricketsial, bacterial and viral agents to 
both humans and animals including; Lyme disease, 
babesiosis, ehrlichiosis, tularemia, Crimean-Congo 
hemorrhagic fever [7,16]. There are 30 Hyalomma 
species known to exist throughout the world. The 
genus Hyalomma distributed in Asia, southern Eu-
rope and Africa [8,14]. Among these, nine spp. have 
been identified in Turkey: H. aegyptium, H. anatoli-
cum, H. dromedarii, H. excavatum, H. impeltatum, 
H. marginatum, H. rufipes, H. scupense (syn H. de-
tritum), H. turanicum [3,6,10].

Tortoises are known as the common hosts for 
adult H.aegyptium in the Mediterranean region, 
Balkan countries, Middle East, Central Asia, North-
ern Africa, Afghanistan and Pakistan [1,17,18]. The 
species Testudo graeca Linnaeus, 1758, is a tortoise 

inhabiting in Northern Africa, Middle East and Eu-
rope [16]. H.aegyptium is known as a three-host life 
cycle tick and infests tortoises, lizards, hedgehogs, 
birds, small mammals and even human. However, 
tortoises of the genus Testudo are the main hosts 
of adult H.aegyptium [1,6,18-20]. In this study, the 
ticks on T.graeca living in natural areas in Aydin 
and Izmir province were determined.

Material and Methods

This study was carried out between 07.05.2007 
and 08.07.2008 on a total twelve tortoises found in 
Izmir and Aydin, Turkey (Figure 1). Tortoises were 
captured in forested areas, roadsides, vegetable gar-
dens and all were inspected for the presence of ticks. 
Ticks were collected manually from alive tortoises 
and preserved in 70% ethanol for identification. All 
collected ticks were identified based on morpholog-
ical differences of each species using the methods 
described by Hoogstraal [14] and Apanaskevich [1].

Prevalence of Hyalomma aegyptium (Linneaus, 1758) on Tortoises (Testudo 
graeca) in Izmir and Aydin Province, Turkey

Serkan Bakirci

Adnan Menderes University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Parasitology
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Abstract: In this study, a total of 228 adult ticks were collected from twelve tortoises between 07.05.2007 and 08.07.2008 
in Izmir and Aydin, Turkey. All ticks were identified as Hyalomma aegyptium. The proportion of adult ticks collected 
from Izmir and Aydin provinces were 60,08% (n=137) and 39,92% (n=91), respectively.
Key words: Hyalomma aegyptium, ticks, tortoise, Turkey

İzmir ve Aydın İlindeki Kaplumbağalarda Hyalomma aegyptium (Linneaus, 1758)’un 
Yaygınlığı

Özet: Bu çalışmada, 07.05.2007 ve 08.07.2008 tarihleri arasında İzmir ve Aydin illerinde yakalanan 12 kaplumbağadan 
toplam 228 adet erişkin kene toplanmıştır. Toplanan tüm keneler Hyalomma aegyptium olarak identifiye edilmiştir. 
İzmir ve Aydin illerinden toplanan kenelerin oranı sırasıyla %60,08 (n=137) ve %39,92 (n=91) olarak belirlenmiştir.
Anahtar kelimeler: Hyalomma aegyptium, kaplumbağa, kene, Türkiye
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Results

During the study a total of 228 adult ticks were col-
lected from tortoises. Attached ticks were found on 
the skin parts of hind legs and neck of tortoises. 
All collected ticks were identified as H.aegyptium 
(Figure 2). It was found that 147 (64,47%) out of 
228 identified ticks were male and 81 (35,53%) 

Figure 1. Turkey, and 
locations of sampling 
areas (small stars) 
within Izmir and 
Aydin province.

out of 228 were found to be female (Table 1). The 
proportion of adult ticks collected from Izmir and 
Aydin provinces were 60,08% (n=137) and 39,92% 
(n=91), respectively (Table 1). Evaluation of the 
distribution of ticks attached on a montly base in-
dicated that infestation by H.aegyptium increased 
May - July with the highest numbers of attached oc-
curing during the summer season.

Figure 2. Hyalomma aegyptium male (A), Hyalomma aegyptium female (B)

Table 1. Distribution of Hyalomma aegyptium according 
to study area

İzmir Aydın
♂ ♀ ♂ ♀ Prevalence %

March - - 11 - 4,8
May 41 40 7 3 39,91
June 32 9 28 12 35,53
July 14 1 14 16 19,74
Total 87 50 60 31 100

Discussion

Hyalomma aegyptium is known as dominant species 
among ticks parasitizing tortoises in Mediterranean 
region, Northern Africa, Balkan countries, Pakistan, 
Russia, India, Middle East [1,12,17,19], having a 
typical three-host life cycle. In Balkan countries and 
southern Europe the hosts of H.aegyptium are pri-
marily tortoises but also lizards, dog, horse, hedge-
hog, cattle [12,14,17]. On the other hand the adult 
form H.aegyptium were reported from cattle and 
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buffaloes from Balkan countries, Pakistan, Turkey, 
India [2,5,12,19]. While larvae and nymph forms 
of H.aegyptium mostly attack on partridges, lizards 
and a wide variety of rodents, the adults parasit-
ize mainly on turtles [1,6,17]. The adult forms of 
H.aegyptium are also demonstrated to parasitize on 
humans [6,11,15,20]. In feeding, hosts of ticks and 
predilection sites on host body vary depending on 
tick species and instars [6,15]. In the present study, 
the predilection sites of H.aegyptium were mainly 
observed on hind limbs of tortoises and some were 
found on the neck.

Increasing number of human tick infestation 
rates raise the question about the importance of 
H.aegyptium as a vector of pathogens [6,15,20]. 
H.aegyptium threatens human health and animal 
production as they are shown to transmit patho-
gens like Borrelia burgdorferi, Theileria annulata, 
Pasteurella tularensis, Ricketsia aeschlimannii 
[9,16,19]. A spirochete, Borrelia turcica was also 
isolated from H.aegyptium collected from tortoises 
in Turkey [13]. 

In previous studies, H.aegyptium adults were 
reported from tortoises, lizards, hedgehog, cattle and 
human in Turkey [2,4,6,12,16]. Results obtained in 
this study, showed that H.aegyptium was the only 
tick species on tortoises in our study area. In previ-
ous studies, H.aegyptium, Haemaphysalis sulcata, 
H.inermis and Rhipicephalus sanguineus were 
reported from tortoises in Balkan countries [19]. 
Existence of eight different tick species belonging 
to three different genus on cattle has been demon-
strated in Aydin province, in which H.aegyptium 
species could not be determined on cattle in Aydin 
province [7].

In conclusion, this study demonstrated the ex-
istence of H.aegyptium on tortoises in Aydin and 
Izmir provinces. However, in terms of determining 
the true prevalence of this tick on both tortoises and 
other animals and its potential role on transmitting 
diseases more studies need to be performed.
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Giriş

Contagious ecthyma (CE) veya contagious pustular 
dermatitis olarak bilinen orf hastalığı koyun ve ke-
çilerde özellikle kuzu ve oğlaklarda dudak, burun 
çevresi, ağız mukozası, meme ve meme uçlarında 
yaygın olarak görülen nonsistemik eruptif deri has-
talığıdır [10,14]. Hastalık etkeni Poxviridae fami-
yasının Parapoxvirus genusunda yer alan orf viru-
sudur [14]. CE enfeksiyonunun teşhisinde Elektron 
mikroskopi, virus izolasyonu, Serum Nötralizasyon 
Testi, Komplemet Fiksasyon Testi, Agar Jel Immuno 
Diffüzyon, İmmunperoksidaz,  Floresan Antikor 

Tekniği, ELISA ve Polimeraz Zincir Reksiyonu 
(PCR) Testleri kullanılmaktadır [5,11,15,18]. Orf 
virusunun izolasyonu amacıyla primer kuzu ve 
oğlak hücre kültürleri ile birlikte vero, fetal lamb 
lung (CSL-503), BHK, MDBK, MDCK gibi de-
vamlı üretilebilen hücre kültürleri kullanılmaktadır 
[1,4,8,16,17].

Bu çalışma, CE enfeksiyonuna yakalanmış 
kuzu ve oğlaklardan orf virusunun izolasyonunda 
sürekli pasajlanabilir cell line FLK-BLV-044 hücre 
kültürünün kullanılması amacıyla gerçekleştirilmiş-
tir.

Contagious Ecthyma Virusu (ORF) İzolasyonunda FLK-BLV-044 Hücre 
Kültürünün Kullanılması

Veli Gülyaz1, Fahriye Saraç1, Mustafa Hasöksüz2, Hüseyin Çakıroğlu1, Zeynel Arslan1
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Özet: Bu çalışma, FLK-BLV-044 hücre kültürünün Contagious Ecthyma (CE) enfeksiyonuna yakalanmış kuzu ve oğ-
laklardan orf virusunun izolasyonunda ilk kez kullanılması amacıyla gerçekleştirilmiştir. Klinik olarak CE lezyonlarına 
sahip 4 oğlak ve 2 kuzuya ait dudak dokusundan hazırlanan inokulumlar PCR testi ile orf virusuna ait nükleik asitlerin 
varlığı yönünden test edildi. Örneklerden monolayer FLK-BLV-044 hücre kültürlerine ekimler gerçekleştirildi. Yapılan 
hücre kültürü ekimlerinin 2. pasajında hücre yuvarlaklaşması ile karekterize sitopatik efekt (CPE) odaklarının oluştuğu 
saptandı. PCR testi ile izole edilen virusların orf virusu olduğu, üreyen virusların titrelerinin 3 oğlak ve 1 kuzu izolatında 
DKID50 105,5 ve 1 kuzu ve 1 oğlak izolatında 105,0/ml olduğu, yapılan histopatolojik boyamalarda üreyen virusların intra-
sitoplazmik inkluzyon cisimleri oluşturduğu saptandı. Sonuç olarak, sürekli üretilebilir karakterde olan FLK-BLV-044 
hücre kültürünün CE enfeksiyonuna yakalanmış hayvanlardan orf virusunun izolasyonunda kullanılabileceği ortaya 
konulmuştur.
Anahtar kelimeler: Contagious ecthyma, hücre kültürü, izolasyon, orf virus

The Use of FLK-BLV-044 Cell Culture for Isolation of Contagious Ecthyma Virus (Orf)
Abstract: The aim of this study was to use of FLK-BLV-044 cell culture for isolation of orf viruses from lambs and kids 
infected with contagious ecthyma virus. For this purpose, the existence of nucleic acid of orf virus was analyzed by PCR 
test from inoculum prepared from lips clinicaly infected 4 kids and 2 lambs. Each of the samples were inoculated into 
FLK-BLK-044 monolayer cell cultures. Cytopathogenic effect (CPE) characterized by rounding of the cells were seen 
in the second passage of the cell cultures. Isolated viruses were idendified as orf virus by PCR test. The titer of viruses 
were found as 105.5/ml TCID50 for 3 kids and 1 lamb strains, 105.0/ml for 1 goat and 1 lamb strains. Intracytoplasmic 
inclusion bodies were detected in infected cells with HxE staining. In conclusion, it was represented that the FLK-
BLV-044 cell cultures, propagated permanently, can be used for isolation of orf virus from infected materials obtained 
from kids and lambs. 
Key words: Cell culture, Contagious Ecthyma, isolation, orf virus
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Materyal ve Metot

Enfekte doku örnekleri
Çalışmada kullanılan enfekte dudak derisi örnekleri 
klinik olarak CE lezyonlarına sahip 1-3 aylık 4 oğ-
lak ve 2 kuzudan elde edildi.

Hücre kültürü
CE şüpheli doku örneklerinden orf virusu izolasyo-
nu amacıyla kullanılan FLK-BLV-044 (ovine emb-
rional kidney cells) (DSMZ No: ACC 153) Almanya 
DSMZ hücre kültürü koleksiyonundan temin edildi.

İnokulum hazırlanması
Kuzu ve oğlaklardan elde edilen lezyonlu dudak 
deri örnekleri havan içinde ezilerek virus üretme va-
satı içinde homojenatlar hazırlandı. Örnekler 3000 
rpm’de 20 dakika santrifüj edildi ve 0,45 µm filtre-
lerden geçirildi [9].

Doku örneklerinde orf virusunun tespiti
Doku homojenatlarından DNA ekstraksiyonu 
amacıyla ticari genomik DNA purifikasyon kiti 
(Promega) kullanıldı. DNA peletleri 50 ml distile su 
içinde toplandı ve kullanılıncaya kadar -20 °C’de 
saklandı. Orf virusunun identifikasyonu amacıyla 
Inoshima ve ark. (2000) tarafından bildirilen se-
mi-nested PCR metodu kullanıldı.[13]

Virus izolasyonu
Flasklarda %10 FCS içeren Dulbecco’s MEM/
Ham’s F-12 (Biochrom) vasatı ile monolayer hüc-
re kültürü hazırlandı (Şekil 2). Hazırlanan örnek-
ler FLK-BLV-044 hücre kültürüne inokule edildi. 
Hücre kültürleri 37°C’de, %5 CO2’li etüvde inku-
basyona bırakıldı. Her gün inverted mikroskopta 
sitopatik efekt (CPE) oluşumu yönünden kontrolleri 
gerçekleştirildi. Hücre kültürlerinde CPE oluşumla-
rı gözlenene kadar 5 günde bir kör pasajlar yapıldı 
ve %75 CPE görülen hücre kültürleri 3 kez dondu-
rulup çözdürüldü. Santrifüj ile temizlenen süper-
natantlar kullanılıncaya kadar -80°C’de muhafaza 
edildi [8, 9].

Virus titrasyonu
Hücre kültüründe CPE oluşturarak üreyen orf virus-
larının titrasyonu FLK-BLV-044 hücre kültüründe 

Buddle ve ark. [2,3] tarafından bildirilen metotla 
gerçekleştirildi. Santrifüj işlemi 3000 rpm’de 20 
dakika yapılarak hücre kalıntılarından temizlenen 
virus süspansiyonunun DMEM/Ham’s-F12 vasatı 
içinde 10 katlı dilüsyonu yapıldı. Her dilüsyondan 
96 gözlü pleytlerin 4 gözüne 100’er µl kondu ve 
üzerine 1x104/ml hücre süspansiyonundan 100’er 
µl eklendi. Pleytler 37°C’de, %5 CO2’li etüvde in-
kubasyona bırakıldı ve pleytler CPE oluşumları yö-
nünden 5-7 gün süreyle gözlendi. TCID50 değerleri 
Karber Metodu ile saptandı. 

Hücre kültürlerinde virus üremesinin tespiti

Hücre kültürlerinin histolojik muayenesi
İzole edilen orf viruslarının hücre kültüründe üre-
mesi esnasında oluşturduğu inkluzyon cisimciği-
nin saptanması amacıyla orf virusu inokulasyonu 
yapılan FLK-BLV-044 lamel hücre kültüründe 
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama gerçekleştiril-
di [7]. 

Orf virusu varlığının saptanması
Toplanan klinik örnekler ve pozitif kontrolden, viral 
DNA’nın ekstraksiyonu için, DNAeasy Blood and 
Tissue Kit (QIAGEN) üretici talimatlarına göre kul-
lanıldı. 

PCR reaksiyonu
PCR reaksiyonu için Inoshima ve ark. (2000) tara-
fından bildirilen yöntem uygulandı. PCR ürününün 
çoğaltılmasında, elde edilen viral DNA’dan 1 mik-
rogram, toplam 50 µl reaksiyon miktarı için, 0,2 
mM her bir primerden (PPP-1 ve PPP-4), 200 mM 
dNTP, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 
mM MgCl2 ve 1U Taq DNA polimeraz (Fermentas) 
kullanıldı.

PCR reaksiyonu için ısı döngü cihazı (Techne 
TC-412 Thermal Cycler), 95°C’de 9 dk’yı takiben, 
94°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk olacak 
şekilde 30 siklus şeklinde ayarlandı. Semi nested 
PCR, ilk reaksiyon sonucu elde edilen 5 µl PCR 
ürünü ile aynı reaksiyon şartlarında PPP-3 ve PPP-4 
primerleri kullanılarak tekrarlandı [13]. PCR ürün-
lerinin görüntülenmesi, 0,5 µg/ml etidyum bromid 
içeren %1’lik agaroz jelin elektroforezi ile gerçek-
leştirildi.
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Bulgular

Klinik olarak CE enfeksiyonu belirtileri gösteren 4 
oğlak ve 2 kuzu numunesinden hazırlanan homo-
jenatların semi-nested PCR testi ile 235 bp büyük-
lüğünde amplikonlar elde edildi (Şekil 1). Virus 
izolasyonu amacıyla hücre kültürüne yapılan inoku-
lasyonlar sonucu hücre kültürlerinin 2. pasajlarında 
virus üremesine bağlı CPE odaklarının, inkubasyo-
nun 3. gününden itibaren ortaya çıktığı ve 5. günde 

%90’a ulaştığı gözlendi (Şekil 3). Üreyen virusların 
titreleri 3 oğlak ve 1 kuzu izolatında DKID50 105,5/
ml ve 1 kuzu ve 1 oğlak izolatında 105,0/ml olarak 
belirlendi. FLK-BLV-044 hücre kültürlerinde izole 
edilen 6 izolatın yapılan semi-nested PCR ile orf 
virusu olduğu (Şekil 3), lamel hücre kültürlerinin 
histopatolojik boyamalarında üreyen virusların int-
rasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri oluşturduğu 
tespit edildi (Şekil 4).

Şekil 1. M: Marker (50 bp), 1-5: 1. PCR (PPP1-PPP4), 6-10: Semi-nested PCR (PPP3-PPP4)

Şekil 2. FLK-BLV-044 hücre kültürü

Şekil 3. Orf virusunun CPE oluşumları

Şekil 4. FLK-BLV-044 hücre kültüründe orf virusuna ait 
intrasitoplazmik inkluzyon cisimciği

Tartışma

Koyun ve keçilerde CE enfeksiyonunun teşhi-
si amacıyla son yıllarda PCR kullanılırken, virus 
izolasyonu metodunun zaman alması ve zahmetli 
olması nedeniyle yaygın olarak kullanılmamakta-
dır. Ancak, orf virusunun gerek moleküler gerekse 
aşı-patojenite çalışmaları amacıyla izolasyon ça-
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lışmalarına ihtiyaç duyulmaktadır. Koyun ve ke-
çilerde orf virusunun izolasyonu amacıyla primer 
ve sürekli hücre kültürleri yaygın olarak kullanıl-
maktadır [2,3,6,8,12]. Primer hücre kültürleri virus 
izolasyonları için her ne kadar uygun ise de birçok 
dezavantaja sahiptirler. Primer hücre kültürlerinin 
düzenli aralıklarla hayvan dokularından hazırlan-
ması, karekterize edilmesi ve viral kontaminantlar 
yönünden test edilmeleri de gerekmektedir. Sürekli 
üretilebilen hücreler bu dezavantajlara sahip olma-
dıkları gibi likit nitrojende kullanılıncaya kadar yıl-
larca saklanabilirler [16].

Orf virusunun izolasyonu amacıyla yapılan di-
ğer çalışmalarda primer ve sürekli hücre kültürle-
rinde elde edilen virus titreleri DKID50 104,5-107,5/
ml olduğu ve virusun 2-3 kör pasajı takiben hücre 
kültürlerinde yuvarlaklaşma ile karakterize CPE 
oluşturduğu bildirilmiştir [3,6,8,12] Bu çalışmada, 
orf virusunun FLK-BLV-044 hücre kültüründe 2. 
kör pasajda DKID50 105,5-105,0/ml titrelerde hücre 
yuvarlaklaşması ile karakterize üremesinin diğer 
çalışmalarda elde edilen sonuçlarla benzer olduğu 
görülmüştür. 

Sonuç olarak, bu çalışma ile devamlı üretile-
bilir (permanent cell line) hücre hattı olan FLK-
BLV-044 hücre kültürünün orf virusu izolasyonu 
amacıyla kullanılabileceği ortaya konulmuştur.
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Özet: Contagious ecthyma (CE), özellikle kuzu ve oğlaklarda yaygın şekilde görülen ve Orf virusu tarafından oluşturu-
lan viral bir enfeksiyondur. Bu çalışma, Sakarya’da bir koyun işletmesinde CE enfeksiyonuna yakalanan koyun ve ku-
zularda şiddetli dudak ve diş eti lezyonlarının oluşmasında immunosuppressive etki yapan persiste pestivirus varlığının 
araştırılması amacıyla gerçekleştirildi. Bu amaçla, CE enfeksiyonuna özgü semptomlar gösteren sakız ırkı 18 koyun ve 
26 kuzudan kan ve dudak lezyonlarından doku örnekleri alındı. Alınan doku örneklerinde orf virusu ve kanlardan elde 
edilen lökosit örneklerinde polymerase chain reaction (PCR)  ile pestivirus antijen varlığı araştırıldı. Doku numuneleri 
yapılan semi-nested PCR testi ile orf virusu yönünden pozitif bulunurken aynı hayvanlara ait lökosit örneklerinin nested 
RT-PCR metodu ile pestivirus nükleik asit varlığı yönünden negatif olduğu saptandı. Sonuç olarak, bu vakada kuzular 
ve koyunlarda görülen şiddetli CE enfeksiyonun temelinde pestivirusların etkisinin olmadığı, dudaklarda yoğun olarak 
görülen lezyonların izole edilen virusların patojenitesinden ve koyunların ırkından kaynaklanabileceği kanaatine varıl-
mıştır.
Anahtar kelimeler: Contagious ecthyma, koyun, kuzu, orf, pestivirus,

The Determination of Presence of Pestivirus in Sheep and Lambs Infected with Contagious 
Ecthyma (Orf)

Abstract: Contagious ecthyma (CE), caused by Orf virus is widespread viral infection in young sheep and goats espe-
cially in newborn lambs and kids. In a sheep flock, severe lesions of the lips and gums caused by CE virus were detected 
at 18 of 115 sheep between the 2 and 4 ages and at 26 of 72 lambs during the clinical examination of animals in Sakarya. 
The aim of this study was to determine the presence of persistent pestiviruses that causes immunosupressive effect on 
formation of severe CE lesions in the sheep and lambs. For this purpose, the blood and lip samples were taken from 18 
sheep and 26 lambs showing the CE-specific symptoms. For the identification of orf virus, tissue samples leukocyte 
samples obtained from bloods were tested by PCR to determinate the presence of orf and pestivirus antigens.Orf viruses 
were determined from all tissue samples obtained lip samples with semi-nested PCR and leukocyte samples were found 
as negative for the presence of pestivirus nucleic acid by nested RT-PCR test. As a result, in this case, the existence of 
pestivirus was not found on severe CE infection in lambs and sheep. It was concluded that intensive lesions seen on lips 
can be connected to pathogenicity of the isolated viruses and caused by the race of sheep. 
Key words: Contagious ecthyma, lamb, orf virus, pestivirus, sheep, 

Giriş

Contagious ecthyma (CE), Parapoxvirus genusu 
içinde yer alan orf virusu tarafından oluşturulan vi-
ral bir enfeksiyondur. CE, özellikle yeni doğan kuzu 
ve oğlaklar ile genç koyun ve keçilerde yaygın şe-
kilde görülür. CE’ya bağlı lezyonlar özellikle genç 
kuzu ve oğlaklarda ağız çevresi, dudak, diş etlerinde 
görülürken, tipik lezyonlar doğum yapmış koyun ve 
keçilerin memelerinde ve nadiren dudak-diş etlerin-
de ortaya çıkmaktadır [6].

Koyunlarda pestivirus enfeksiyonları, bovine 
viral diarrhea (BVDV) ve border disease virusu 

(BDV) tarafından oluşturulan, koyunlarda immu-
nosupresyon gebelik dönemine bağlı olarak yavru 
atma ve yeni doğan kuzularda; merkezi sinir sistemi 
bozuklukları, tüylerde dikleşme, normalin altında 
doğum ağırlığı ve kafatasında değişikliklerle karak-
terize bulaşıcı viral bir hastalıktır [11,20]

Bu çalışmanın amacı, CE enfeksiyonuna yaka-
lanan koyun ve kuzularda şiddetli dudak ve diş eti 
lezyonlarının oluşmasında, immunosupresif etkisi 
yapan persiste pestivirus varlığının araştırılmasıdır.
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Materyal ve Metot 

Materyal
Çalışmada, orf ve pestivirus tespiti amacıyla, doku 
ve kan örnekleri Sakarya’da CE enfeksiyonuna ya-
kalanan 2-4 yaş arası sakız ırkı 18 koyun ve 1-2 ay-
lık 26 kuzudan sağlandı.

Metot
İnokulum hazırlanması: Kuzu ve oğlaklardan elde 
edilen lezyonlu dudak deri örnekleri havan içinde 
ezilerek virus üretme vasatı içinde homojenatlar ha-
zırlandı. Örnekler 3000 rpm’de 20 dakika santrifüj 
edildi ve 0,45 µM filtrelerden geçirildi [10].
Doku örneklerinde Orf virusunun tespiti: Top-
lanan klinik örnekler ve pozitif kontrolden viral 
DNA’nın ekstraksiyonu için, DNAeasy Blood and 
Tissue Kit (QIAGEN) üretici talimatlarına göre kul-
lanıldı. DNA pelletleri 50 µl distile su içinde toplan-
dı ve kullanılıncaya kadar -20 °C’de saklandı. Orf 
virusunun identifikasyonu amacıyla Inoshima ve 
ark. (2000) tarafından bildirilen semi-nested PCR 
metodu kullanıldı. [15]
PCR reaksiyonu: PCR reaksiyonu için Inoshima 
ve ark. (2000) tarafından bildirilen yöntem uygulan-
dı. PCR ürününün çoğaltılmasında, elde edilen viral 
DNA’dan 1 mikrogram olacak şekilde, toplam 50 µl 
reaksiyon miktarı için, 0,2 mM her bir primerden 
(PPP-1 ve PPP-4) , 200 mM dNTP, 10 mM Tris-HCl 
(pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2 ve 1U Taq 
DNA polimeraz (Fermentas) kullanıldı.

PCR reaksiyonu için ısı döngü cihazı (Techne 
TC-412 Thermal Cycler), 95°C’de 9 dk’yı takiben, 
94°C’de 1 dk 55°C’de 1 dak ve 72°C’de 1 dk ola-
cak şekilde 30 siklus şeklinde ayarlandı. Semi nes-
ted PCR, ilk reaksiyon sonucu elde edilen 5 µl PCR 
ürünü ile aynı reaksiyon şartlarında PPP-3 ve PPP-4 
primerleri kullanılarak tekrarlandı [15]. PCR ürün-
lerinin görüntülenmesi, 0,5 µgr/ml etidyum bromid 
içeren %1’lik agaroz jelin elektroforezi ile gerçek-
leştirildi. [15]
Lökosit örneklerinde pestivirus varlığının sap-
tanması: Lökosit örneklerinden viral RNA’nın 
ekstraksiyonu için High Pure Viral Nucleic Acid 
kit (Roche) kullanıldı. Örneklerle birlikte RNA 
ekstraksiyonu yapılmış pozitif ve negatif örnekler 
kullanıldı. Bunun için, RNA ekstraksiyon kontrolü 

olarak, BVDV pozitif bir RNA ve su RT-PCR kont-
rolü olarak kullanıldı. 

PCR’da; V324 ( 5’-ATG CCC WTA GTA GGA 
CTA GCA - 3’) ve V326  (5’-TCA ACT CCA TGT 
GCC ATG TAC  -3’) dış primerler,  A11 ( 5’-AGT 
ACA GGG TAG TCG TCA GTG GTT CG- 3’) 
ve A14 (5’-CAA CTC CAT GTG CCA TGT ACA 
GCA -3’) primerleri iç primerler olarak kullanıldı. 
Bu primerler, yaklaşık 300 bp ve 200 bp büyüklü-
ğünde fragmentler amplifiye etmektedir.

PCR ürünlerinin elde edilmesi için, McGoldrick 
ve ark. (1999) tarafından belirtilen yönteme göre re-
aksiyon, RT ve PCR basamaklarının tek tüpte bir-
leştirilmesi ve takiben nPCR’ın ayrı bir tüpte yapıl-
ması olarak iki basamakta gerçekleştirildi [16]

Birinci basamakta, viral RNA’dan cDNA sente-
zi ve PCR için Qiagen One step RT-PCR kiti kulla-
nıldı ve RT- PCR reaksiyonu 20 µl olarak hazırlan-
dı. Reaksiyon karışımı, 6 µl RNase free su, 4 µl 5x 
RT-PCR buffer, 0,8 µl dNTP’s, 4 µl Q solution, 1’er 
µl V324 (20pmoles/ul) ve V326 (20pmoles/ µl) pri-
merleri, 0,8 µl enzim mix olacak şekilde hazırlandı 
ve bu karışıma 2,4 µl daha önce ekstrakte edilmiş 
RNA eklendi.

Thermalcycler, cDNA sentezi için; 50ºC’de 30 
dk 1 siklus, PCR aktivasyonu için; 95ºC’de 15 dk 
1 siklus ve amplifikasyon için; 35 siklus olacak şe-
kilde, 95ºC’de 1’dk, 56ºC’de 1 dk 72ºC’de 1 dk ve 
son olarak 72ºC’de 10 dk 1 siklus şeklinde prog-
ramlandı. 

Nested PCR için, PCR Master Mix (2X) kiti 
(Fermentas) kullanıldı ve reaksiyon karışımı 10 µl 
2xMaster Mix, 2’er µl A11(20 Pmoles/ul) ve A14 
primerleri, 6 µl RNase free su şeklinde hazırlan-
dı. Bu karışıma 1/10 oranında sulandırılmış birinci 
basamak reaksiyondan elde edilen 2 µl PCR ürünü 
eklendi.

Termalcycler cihazı, 94ºC’de 2 dk, 30 siklus 
olacak şekilde, 94ºC’de 1 dk, 56ºC’de 1 dk, 72ºC’de 
1 dk ve son olarak, 72ºC’de 5 dk olacak şekilde 
programlandı. 

PCR ürünleri, 0,2 µg/ml ethidium bromide içe-
ren %2’lik agar jele, 5 µl yüklendikten sonra elekt-
roforezi yapılarak, UV transimülatörde görüntülen-
di.



14 Gülyaz V ve ark. Contagious Ecthyma Enfeksiyonu Görülen Koyun ve Kuzularda Pestivirus

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 27, Sayı 1, 2016, 12-15

Bulgular 

CE enfeksiyonuna yakalanan 18 koyun ve 26 ku-
zudan sağlanan doku homojenatlarında semi-nested 
PCR testi 235 bp büyüklüğünde amplikonlar elde 
edilerek doku örnekleri orf virusu yönünden pozitif 
olarak bulunurken (Şekil 1), aynı hayvanlara ait lö-
kosit örneklerinin nested RT-ŞPCR metodu ile pes-
tivirus nükleik asit varlığı yönünden yaklaşık 300 
bp ve 200 bp büyüklüğünde fragmentler amplifiye 
edilemedi (Şekil 2).

Şekil 1. Şekilde 1;1: basamak pozitif kontrol, 2;2. basa-
mak pozitif kontrol, 3; 1. basamak negatif kontrol,4; 2 
basamak negatif kontrol

Şekil 2. 1. basamak PCR, 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif 
Kontrol; 2. Basamak PCR, 3: pozitif Kontrol, 4: negatif 
konrol

Tartışma ve Sonuç

CE enfeksiyonu genç kuzu ve oğlakların dışında er-
gin koyun ve keçilerde özellikle atipik ve persiste, 
multifokal, proliferatif lezyonlarla karekterize en-
feksiyonlar şeklinde sık sık görülmekte olduğu ve 
sebep olarak immun yetmezlik ve orf virusun viru-
lensinin etkili olabileceği bildirilmiştir [1,2,14].
Persiste koyun ve keçilerden izole edilen virusların 
koyun ve keçilerde yapılan patojenite çalışmala-

rında, Orf virus izolatlarının persiste enfeksiyon-
lar oluşturmasının sebebi olarak en yaygın görüş 
immun yetmezlik olarak bildirilmektedir [9,17]. 
Koyun ve keçilerde immun yetmezlik nedenlerin-
den biri de persiste enfeksiyonlara sebep olan pes-
tiviruslardır. 

Koyun ve keçilerde özellikle atipik ve persiste 
CE enfeksiyonlarının görülmesinde immun sistemi 
olumsuz etkileyen sebepler arasında, hayvanların 
bir yerden başka bir yere nakledilmesi [23], mineral 
madde eksikliği, hayvanların kuru ve sert otlaklar-
da otlatılması [12], hayvan rasyonlarında bulunan 
bakır ve demir arasında mineral madde dengesizliği 
[5] yapılan çalışmalarda bildirilmiştir.

Bu çalışma, CE enfeksiyonuna yakalanan ergin 
koyun ve bu koyunlara ait kuzularda şiddetli dudak 
ve diş eti lezyonlarının oluşmasında immunosupre-
sif etki yapan persiste pestivirus varlığının araştı-
rılması amacıyla gerçekleştirilmiş, ancak kuzularla 
birlikte 3-4 yaş ergin koyunlarda özellikle dudak, 
diş eti ve meme lezyonlarıyla karekterize CE en-
feksiyonu görülen hayvanların lökosit örneklerinde 
pestivirus varlığı saptanamamıştır.

Sonuç olarak hastalık olgularının vitamin-mi-
neral eksiklikleri, parazit enfestasyonları ve kronik 
zehirlenmeler yönünden incelenmesinin atipik ve 
persiste CE enfeksiyonlarının sebeplerinin ortaya 
konulmasında uygun olacağı kanaatine varılmıştır.
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Özet: Bu çalışma Marmara Bölgesi’nde yeni doğan ishalli buzağılarda BCoV’unun yaygınlığının tespiti, virus izolasyo-
nu ve aşı virusu belirlenmesi amacıyla gerçekleştirildi. İstanbul, Tekirdağ, Kırklareli, Kocaeli illerinden sırasıyla 28, 37, 
15 ve 20 adet olmak üzere toplam100 adet ishal görülen 0-2 aylık buzağıya ait gaita numunesi çalışıldı. Her bir numune 
örneği BCoV antijen detection ELISA ve PCR ile test edildi. Yapılan analizler sonucu gaita numunelerinden PCR testi 
ile 2 adet BCoV nükleik asit varlığı saptandı. Pozitif bulunan gaita örnekleri 1/10 dilüsyonlarda sulandırılıp HRT hücre 
kültürüne ekimleri yapıldı. Pozitif numunelerden yapılan hücre kültürü ekimlerinde BCoV izole edilemedi.
Anahtar kelimeler: Coronavirus, Buzağı, ELISA, izolasyon, PCR, Patojenite

The Determination and Pathogenicity of Bovine Coronavirus in Newborn Calves with 
Diarrhea in Marmara Region

Abstract: The aim of this research project was to determine the prevalence of BCoV infection in dairy enterprises 
in Marmara region, Turkey and to isolate the seed strain for a Turkish vaccine. A total of 100 feces samples obtained 
from calves up to 2 months were examined that were collected 28, 37, 20 and 15 samples from provinces of İstanbul, 
Tekirdağ, Kocaeli and Kırklareli, respectively. All samples were tested for BCoV using by ELISA and PCR assays. Two 
samples were detected as positive by PCR. For virus isolation, 1/10 dilution of feces samples was inoculated in HRT cell 
cultures. On contrary to assays, the virus was not isolated. 
Key words: Coronavirus, calves, ELISA, isolation, PCR, pathogenicity

Giriş

Bovine coronavirus (BCoV) ilk defa Mebus ve ar-
kadaşları tarafından 1973 yılında neonatal buzağı 
ishalleri etkeni olarak bildirilmiştir. Ayrıca virus 
sığır solunum sistemi ve ergin sığırların kış dizante-
risi etkeni olarak tanımlanmıştır. Bir vakada buzağı-
larda deneysel çalışma esnasında kaza eseri insanla-
ra bulaştığı bildirilmiştir [8,18]. 

BCoV etkeni tracheal ve lenfoid organ kültü-
ründe üretilmekte birlikte cell line hücre kültürle-
rinden HRT-18, Vero, MDBK, MDCK hücre kültür-
lerinde de üretilmektedir. Hücre kültürlerine tripsin 
ve pankreatinin eklenmesi virusun üremesi üzerine 
olumlu etkisi vardır. Hücre kültürlerinin erken pa-
sajlarında virus üremesine bağlı olarak tipik sitopa-
tojenik (CPE) odaklar görülmeyebilir. İleri pasajlar-
da syncytia oluşumu, hücrelerin yüzeyden ayrılma-
sı gibi oluşumlarla CPE odakları netleşir. Virusun 
üremesine bağlı olarak meydana gelen plaklar be-
siyerine agaroz ve tripsin eklenmesiyle net olarak 

gözlenir. Deneysel enfeksiyon amacıyla kolostrum 
almamış Germ-free ve konvansiyonel buzağılar 
kullanılır [4,8]. 

BCoV partikülleri 80-160 nm, ortalama 120 
nm çapındadır. BCoV izolatları poliklonal serum ile 
yapılan çalışmalarda tek serotipe sahiptirler. Ayrıca 
monoklonal antikorlar ile N, S, HE proteinleri bakı-
mından farklı suşlar saptanmıştır. Ayrıca suşlar ara-
sında CPE ve plak oluşturma özellikleri bakımından 
farklılıklar olduğu bildirilmiştir. Virus üremesine 
bağlı hücre stoplazmasında inklüzyon cisimcikleri 
saptanır [12]. 

BCoV’unun meydana getirdiği enteritis vaka-
ları buzağıların yaşına, immun sistemin durumuna, 
virus suşuna ve dozuna bağlı olarak değişiklik gös-
terir. Özellikle kolostrum almamış genç buzağılarda 
şiddetli ishal ortaya çıkar. Deneysel enfeksiyonlar-
da virus inokulasyonunu takiben 48 saat sonra sarı 
ishal gelişir ve 3-6 gün sürer. Bu periyotta virus ga-
ita da saptanabilir. Akut dönemde buzağılar anorek-
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sik ve durgundur. Eğer ishal şiddetliyse buzağılarda 
dehidrasyon ve pireksi görülür. Hastalık şiddetliy-
se buzağılarda ölüm oranı yükselir. BCoV ve BRV 
enfeksiyonları çoğunlukla genç hayvanlarda görül-
mektedir. Yeni doğanlar genellikle yaşamlarının ilk 
haftasında enfeksiyona duyarlı olup, BCoV enfek-
siyonu sıklıkla 3-21 günlük yaş grubundaki buza-
ğılarda kolon ve incebağırsaklarda meydana gelen 
lokal bir enfeksiyondur [21,22]. 

BRV enfeksiyonu ve BCoV ile gelişen sindi-
rim sistemi enfeksiyonlarında etkenlerin alınması 
enfekte gaita ile bulaşık yem ve sular ile oral yol-
dan olmaktadır. Erişkin hayvanlar genellikle BRV 
ve BCoV ile subklinik enfekte olduklarından, has-
talığın sürü içinde yayılmasında önemli rol oynarlar 
[11,13]. Virusun saçılışı gebeliğin geç dönemlerinde 
özellikle doğum yaptıkları gün muhtemelen hormo-
nal değişiklikler ve hormonların immun sistemdeki 
etkilerine bağlı olarak artmaktadır [2]. Bu nedenle 
sürü içindeki subklinik enfekte erişkin hayvanlar 
yeni doğan buzağıların etkeni edinmelerinde önem-
li rol oynarlar. Bundan başka sağlıklı görünümlü 
buzağıların nazal svap örnekleri ya da gaitalarından 
BCoV, gaita örneklerinden BRV izolasyonları bildi-
rilmiş olup, bu buzağıların virusu düşük titrede saç-
tıkları ve sürüde klinik enfeksiyonların oluşmasında 
önemli rol aldıkları bildirilmiştir [16]. 

BCoV, İngiltere, Almanya ve diğer bazı avrupa 
ülkelerinde, Japonya ve Çin’de yeni doğan buzağı-
larda diyare etkeni olarak tanımlanmıştır [5].

Etken sığır popülasyonu arasında yaygındır. 
Virus hem ishalli hemde sağlıklı buzağılarda sap-
tanabilir. Sığırlar arasındaki insidensi %8-69 olur-
ken, ishalli ve sağlıklı buzağılarda %24’e kadar 
tespit edilmiştir. Yeni doğan buzağılarda ishallere 
neden olan en önemli viral etkenler arasında bovine 
rotavirus (BRV)’larla birlikte bovine coronavirus 
[BCoV)’lar önemli yer tutmaktadır. Ülkemizde ve 
diğer ülkelerde yapılan çalışmalar sonucu kimi ül-
kelerde BCoV enfeksiyonunun BRV enfeksiyonu-
na göre daha fazla olduğu, kimi ülkelerde ise tersi 
durum arz ettiği bildirilmektedir. Ülkemizde BRV 
ve BCoV’ların neden olduğu buzağı ishalleri ile 
mücadelede başarılı olmanın bir yoluda etkenlerin 
varlığı ve oranlarının bilinmesine bağlıdır. Özellikle 
BCoV ishallerinin önlenmesi amacıyla gebe sığırla-
ra yapılan aşılamaların etkinliği, hastalık etkeninin 
yaygınlığının bilinmesine bağlıdır[14].

Bu proje, Marmara Bölgesi’nde sığır yetişti-
riciliği yapılan işletmelerdeki buzağılarda görülen 
BCoV izolasyonu, aşı suşu seçimi ve patojenitesi-
nin saptanması amacıyla gerçekleştirildi. 

Materyal ve Metod

Materyal
Gaita örnekleri: Bu çalışmada Marmara Bölgesi 
illerinden; İstanbul, Tekirdağ, Kırklareli ve 
Kocaeli’nde süt sığırcılığı yapan işletmelerden sıra-
sıyla 28, 37, 15 ve 20 adet olmak üzere ishal görü-
len, 0-2 aylık toplam 100 buzağıya ait gaita numu-
nesi işlendi.
Hücre kültürü: Virus izolasyonu ve serum nötra-
lizasyon testleri için Human Rectal Tümör [HRT) 
hücre kültürü, ABD Ohio Tarımsal Araştırma ve 
Kalkınma Merkezinden temin edildi. 
Referans Coronavirus suşu: BCoV Mebus 
suşu ABD Ohio Tarımsal Araştırma ve Kalkınma 
Merkezinden temin edildi ve pozitif kontrol olarak 
kullanıldı. 
Coronavirus hiperimmun serumu: BCoV Mebus 
suşu kullanılarak tavşanlarda hazırlandı [5,9,13,19].
Vasat: Hücre kültürü ve virus üretimi amacıyla 
Glasgow Minimium Essential Medium (GMEM) 
kullanıldı.
Fötal Calf Serum: Hücre kültürü hazırlanmasında 
%10 oranında GMEM vasatına eklendi. 
Pankreatin: 10mikrogram/ml oranında virus üret-
me vasatına eklendi.

ELISA test kiti; Ticari ELISA test kiti (Bio-X 
Coronavirus Antijen Detektion Elisa Kit ) kullanıl-
dı. 
Deneme hayvanları: Çalışmada izole ve identifi-
ye edilecek BCoV suşlarının buzağılarda patojenite 
çalışmaları amacıyla, BCoV aşısı yapılmamış ve 
doğum öncesi kanlarında BCoV karşı antikor taşı-
madıkları saptanan gebe sığırlardan doğan 4 buzağı 
kullanılacaktır [3]. İsolasyon gerçekleştirilemediği 
için deneme hayvanı kullanılmadı.

Metod
Gaita örneklerinin hazırlanması: İshalli buzağılar-
dan toplanan 100 gaita örneği 10µg/ml pankreatin, 
100 IU/ml penicilin, 100mg/ml streptomicin ve 
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10µl/ml partricine içeren GMEM vasatı ile %10 
oranında sulandırıldı. Sulandırılan gaita örnekle-
ri 3000 rpm’de 30 dakika süreyle santrifüj edildi. 
Ayrılan süpernatantlar ve 0,22µm por çaplı memb-
ran filtrelerden süzüldü ve elde edilen süzüntüler cr-
yoviallere taksim edilerek -70°C’de kullanılıncaya 
kadar muhafaza edildi [8,13,17]. 
Coronavirusların RT-PCR ile saptanması: RNA 
izolasyonu: Gaita veya hücre kültürü örneklerinden 
RNA izolasyonu High Pure Viral Nucleic Asid Kit 
(Roche) protokolu uygulanarak yapıldı. 
RT-PCR: RT-PCR aşaması [11]’ nın bildirdiği yön-
tem kullanılarak One Step RT-PCR Kit (Qıagen) ile 
gerçekleştirildi.

İzole edilen RNA’lar BCoV’unun Mebus su-
şunun N proteininden seçilen 729bp lik (GenBank 
No. M16620) bölgeyi kodlayan spesifik pri-
merler F:(-GCAATCCAGTAGTAGAGCGT-) ( 
21-40); R:(-CTTAGTGGCATCCTTGCCAA-) 
(731-750); nested PCR için Fn primer, 
(-GCCGATCAGTCCGACCAATG-) (79-98);Rn 
primer, (-AGAATGTCAGCCGGGGTAG-) (467-
485) kullanıldı. RT- PCR ürünleri sırasıyla 730 ve 
407 bp’dir.

İlk tur PCR için;
İzole edilen RNA’nın 2,5µl’si ile 0,3µl DMSO 

karıştırıldı ve üzerine 17,2µl master miks (5,6 µl 
DPEC’li su, 4µl 5x buffer, 4µl Q solusyonu, 0,8µl 
dNTP, 0,8µl enzim 0,5’er µl primerler) eklendi. 
Karışımı içeren tüpler thermalcycler cihazına yer-
leştirilerek 50°C’de 30 dk(1siklus), 95°C’de 15dk(-
1siklus), 95°C’de 1dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 2 dk 
(30 siklus) ve 72°C’de 10 dk(1 siklus) olacak şekil-
de ilk tur PCR işlemi gerçekleştirildi.

İkinci tur nested PCR için; 2x MMix 
(Fermentas) 10 µl, DPEC’li su 6 µl, Primer Fn 
1 µl Primer Rn 1 µl içeren karışım hazırlandı. 
Hazırlanan bu karışıma ilk tur PCR ürününden 2 µl 
eklendi. Karışımı içeren tüpler thermalcycler ciha-
zına yerleştirilerek(1siklus) 95°C’de 5dk, 30 siklus 
için 95°C’de 1dk, 58°C’de 1 dk, 72°C’de 2 dk ve 
(1 siklus) 72°C’de 10 dk olacak şekilde nested PCR 
işlemi gerçekleştirildi.
Birinci ve İkinci tur PCR ürünleri (cDNA) %2’lik 
agarozda yürütülerek UV altında gözlemlendi [12].
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): 
Bu amaçla ticari ELISA test kiti (Bio-X Coronavirus 

ELISA Kit) kullanıldı. Gaita örnekleri üretici firma 
tarafından belirlenen uygulama yönergesi doğrultu-
sunda işlenerek 450 nm filtre absorbansları okun-
mak suretiyle sonuçlar değerlendirildi [2,7].
Human Rectal Tümör (HRT) hücre kültürü ha-
zırlanması: Azot tankında muhafaza edilen HRT 
hücre kültürü 37°C’lik benmaride hızlı bir şekil-
de çözdürüldü, 3-5X105/ml hücre olacak şekilde 
%10 FCS içeren GMEM vasatı ile sulandırılarak 
25 cm2’lik flasklara 7,5 ml konarak 37°C’de ve %5 
CO2’li ortamda monolayer hücre kültürü hazırlandı 
[3,5,8]. 
Hücre kültüründe BCV izolasyonu: Gaita örnek-
lerinden hazırlanan süpernatantlardan 100 µl 25 
cm2’ lik flasklarda üretilen HRT hücre kültürlerine 
ekimleri yapıldı. Bu amaçla, %90 monolayer olarak 
üreyen HRT hücre kültürlerinin vasatları döküldü, 
3 kez 10µg/ml pankreatin, 100 IU/ml penicilin, 100 
mg/ml streptomicin ve 10 µl/ml partricine içeren 
GMEM vasatı ile hücre yüzeyleri yıkandı ve 7,5 ml 
pankreatinli GMEM vasatı konarak 1 saat süreyle 
37°C’de inkube edildi. İnkubasyon periyodu sonun-
da flasklardaki hücrelerin yüzeyleri 3 kez pankrea-
tinli GMEM vasatı ile yıkandı ve her flaska 10µg/
ml pankreatin içeren 7,5 ml GMEM vasatı konarak 
37°C’de %5 CO2’li etüvde inkubasyona bırakıldı. 
Her gaita örneğinden ekim yapılan 4 flask hücre 
kültüründen ikisine her iki günde bir 500 μg/ml saf 
pankreatin solüsyonundan 25’er µl eklendi. Hücre 
kültürleri 10 gün süreyle her gün CPE oluşumları 
yönünden kontrolleri yapılarak her örneğin 3 kör 
pasajı gerçekleştirildi [6,8,17].

Bulgular ve Tartışma

Gaita örneklerinde BCoV varlığının saptanması: 
İshalli buzağılardan toplanan 100 adet gaita örnek-
lerinden 2 adetinde (%2) RT-PCR ile BCoV varlığı 
pozitif olarak tespit edildi.

Human Rectal Tümör (HRT) hücre kültüründe 
BCoV izolasyonu: Gaita örneklerinden hazırlanan 
süpernatantlardan HRT hücre kültürlerine yapılan 
ekimlerde 3 kör pasaj sonrasında, BCoV izolasyo-
nu yapılamadı [2,6], yapmış olduğu çalışmada, 116 
erişkin sığırdan alınan gaita örneklerini BCoV an-
tijenleri yönünden ELISA ile, 919 erişkin sığırdan 
alınan kan örneklerini Coronavirus spesifik antikor-
ları yönünden mikronötralizasyon testi ile incelen-
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diğini, elde edilen veriler sonucu erişkin sığırlarda 
Coronavirus enfeksiyonunun yaygın olduğunu ve 
yeni doğanların Coronavirus enfeksiyonlarında, 
erişkin sığırların da bir epidemiyolojik kaynak 
olarak değerlendirilmesi gerekliliğini ortaya koy-
muştur. Erdoğan ve ark.,(2003) Kars ve yöresinde 
neonatal buzağılarda BRV ve BCoV’unun yaygın-
lığının belirlenmesi amacıyla yaptıkları çalışmada, 
neonatal buzağılarda ishal insidensi %28,8 olarak 
bulunurken BRV ve BCoV’ların prevalanslarını 
sırasıyla %31,1 ve %2,2 olarak belirlemişlerdir. 
Türkiye’nin 16 farklı ilinden toplanan 1-30 gün-
lük ishalli buzağıya ait 185 gaita örneğinin 48’inde 
(% 25,9) BRV, 27’sinde tek başına BRV, 24’ünde 
(% 13) BCoV, 8’inde tek başına BCoV, 9’unda 
BRV+BCV birlikte tespit edilmiştir [6]. İshal semp-
tomu gösteren 83 buzağıdan sağlanan gaita örnekle-
rinin 52’sinde (%61,4) BRV ve BCoV yönünden et-
kenlerin varlığının saptandığını, 52 olgunun 7’sinde 
(%13,4) BRV ve BCoV ile mix enfeksiyonlar oldu-
ğunu, 37 (%71,1) olguda sadece BRV ve 8 (%15,4) 
olguda sadece BCoV etkenlerinin varlığının ELISA 
tekniği ile saptandığını bildirmiştir [2,20], tarafın-
dan 180 ishalli sığırdan sağlanan gaita ve nazal svap 
örneklerinin kontrolü sonucunda gaita örneklerinin 
%3 ünde, nazal svap örneklerinin %31’inde virus 
izolasyonu yapılmak suretiyle BCoV enfeksiyonu-
nun varlığı saptanmıştır. Araştırıcılar ishalli buzağı-
lar ile aynı ahırda bulunan sağlıklı görünümlü bu-
zağıların nazal svap örneklerinin % 25 inde BCoV 
varlığını bildirmişlerdir.

[1] yaptıkları çalışmada, ishal görülen 8 haf-
talık 108 buzağıdan topladıkları gaita örneklerinde 
ELISA metodu ile BCoV oranının %38,9 olarak 
saptandığını bildirmişlerdir.

[17], tarafından Çin’de yapılan araştırmada 
buzağılarda ishallerin ilk 2 aylık dönem içinde ol-
duğunu, morbidite oranın %98,8 (78/79), mortalite 
oranının %10 (8/79) olarak saptandığını, çalışma-
larında 10 adet ishalli buzağılara ait gaita örnek-
lerinin BCoV yönünden 10 örnekten HA-HI ile 4 
(%40) adetinde, ELISA metodu ile 6 (%60) adetin-
de BCoV’un pozitif bulunduğunu bildirmişlerdir.

[22], Endonezya’da ishalli 78 buzağıya ait gai-
ta örneklerinde BCoV oranını %5 olarak saptamış-
lardır.

[9], tarafından 121 sığır gaitasında BCoV an-
tijenleri yönünden ELISA metodu ile yapılan tara-

malarda, 121 gaita örneğinin 6’sında (%5) serbest, 
85’inde (%70) ise BCoV’larının immunglobulinleri 
ile complex halde olduklarını tespit ettikleri bildi-
rilmiştir. 

[15], ishal görülen 8 buzağının gaitaları üzerin-
de yaptıkları çalışmada 1 buzağıda aynı hafta içinde 
gaita ve nasal svaplarında BCoV’u tespit ettiklerini, 
bir buzağıda doğumdan sonraki 4. haftada önce ga-
itada sonra 6. haftada nasal svaplarında, bir buza-
ğıda ise 9. haftada gaita örneğinde, 10. haftada ise 
nasal svaplarında BCoV tespit ettiklerini bildirmiş-
ler, BCoV epidemiyolojisinde buzağı ishallerinde 
respiratorik formun, virus saçımı yönünden üze-
rinde durulmasının gerekliliğini vurgulamışlardır. 
Tarafımızdan yapılan bu çalışmada ishal görülen 
100 buzağıya ait gaita örneklerinden 2’sinde %2 
oranında ELISA ve RT-PCR ile BCoV antijenleri 
tespit edilmiştir. Tespit edilen bu oran [10], tarafın-
dan bildirilen orana yakın olmasına rağmen, aynı 
tespit oranının yapılan diğer bazı çalışmalarda bildi-
rilen [1,2,9,15,20,22] oranlardan çok düşük olduğu 
görülmüştür.

BCoV’unun meydana getirdiği enteritis vaka-
ları buzağıların yaşına, immun sistemin durumuna, 
virus suşuna ve dozuna bağlı olarak değişiklik gös-
terir. Özellikle kolostrum almamış genç buzağılar-
da şiddetli ishal ortaya çıkar. Buzağılarda enteritis 
vakalarında virus saçılımı enfeksiyonu izleyen gün-
lerde azalacağından ishal görülen buzağılarda en-
feksiyonun ilk 2 gününde gaita örneğinin alınması 
ve alınan örneklerin soğuk zincir altında dondurul-
madan laboratuarlara gönderilmesi BCoV unun tes-
pitinde önemlidir. Gaita örneklerinin BCoV yönün-
den uygun olmayan şartlarda muhafaza edilmesi ve 
buzağılarda belli bir tedavi süreci sonrası analiz için 
gaita örneklerinin laboratuvara gönderilmesi BCoV 
tespitini zorlaştırmaktadır. 

Deneysel enfeksiyonlarda virus inokulasyonu-
nu takiben 48 saat sonra sarı ishal belirtileri gelişir 
ve 3-6 gün sürer. Bu periyotta virus gaitada sapta-
nabilir [21,22]. Ancak direkt gaita süpernatantı ile 
yapılan patojenite çalışmasında buzağılarda ishal 
ile karakterize klinik bulguların saptanamaması-
nın, RT-PCR ile BCoV pozitif gaita örneklerindeki 
BCoV’nun inaktif olmasından kaynaklandığı düşü-
nülmektedir. Bu sonuç bize, buzağılarda enteritis 
vakalarında BCoV unun tespitinde virus saçılımının 
enfeksiyonu izleyen günlerde azalacağından, ishal 
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görülen buzağılarda enfeksiyonun ilk 2 gününde 
gaita örneğinin alınması ve alınan örneklerin soğuk 
zincir altında dondurulmadan laboratuarlara gönde-
rilmesinin önemini ortaya koymaktadır.

Tarafımızdan yapılan bu çalışmada BCoV ora-
nının düşük bulunması (%2) ve virusun izole edi-
lememesinin, gaita örneklerinin buzağılarda ishale 
karşı bir tedavi uygulandıktan sonra alınmasından 
ve gönderilme esnasında soğuk zincire uyulmama-
sından kaynaklanabileceği, ayrıca [9], tarafından da 
bildirildiği üzere, gaita örneklerinde BCoV’larının 
immunglobulinleri ile complex halde oldukların-
dan, özellikle ELISA ile düşük oranda bulunduğu 
kanaatine varılmıştır.
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Özet: Çalışma, subklinik mastitisli ineklerde süt ve süt hücrelerinde Vitamin C düzeylerinin belirlenmesi amacıyla 
yapılmıştır. Süt örneklerinde somatik hücre sayımı yapıldı ve örnekler kontrol (1-87 x 1000 hücre), mastitli 1. grup 
(154-380 x 1000 hücre), 2. grup (418-812 x 1000 hücre), 3. grup (914-1928 x 1000 hücre) ve 4. grup (2614-8050 x 1000 
hücre) olacak şekilde gruplandırıldı (n=12). Süt hücrelerinde ve süt serumunda (yağı ve hücreleri alınmış) Vitamin C 
düzeyleri belirlendi ve Vitamin C ve süt somatik hücre sayısı arasındaki korelasyonlar hesaplandı. Ayrıca alınan süt nu-
munelerinden mikrobiyolojik ekim yapılarak, etken izolasyonu ve identifikasyonu yapıldı. Subklinik mastitisli sütlerde 
(1, 2, 3, ve 4. gruplar) µg/106 hücredeki Vitamin C düzeyleri kontrol grubundan düşük olarak bulunurken (p<0,001), 
süt hücresi Vitamin C düzeyleri ile süt somatik hücre sayısı arasında pozitif bir korelasyon belirlendi (r=0,469, p<0,001 
n=60). Süt serumu sonuçları ele alındığında mastitli 4. grup Vitamin C düzeyleri diğer mastit gruplarına (p<0,05) ve 
kontrol grubuna (p>0,05) göre düşük olduğu görüldü. Ayrıca süt serumu Vitamin C düzeyleri ile süt somatik hücreleri 
arasında negatif bir korelasyon saptandı (r=-0,420, p<0,01 n=60). Sonuç olarak subklinik mastitisin derecesi ile ilgili 
olarak somatik hücre sayısının arttığı, süt serumu Vitamin C düzeylerinin düştüğü, birim hücre başına düşen Vitamin C 
düzeylerinin azaldığı, Vitamin C düzeyleri ile mastit arasında bir bağıntının olduğu belirlendi.
Anahtar kelimeler: Subklinik mastitis, Vitamin C, Süt Somatik Hücre Sayısı, İdentifikasyon

Effects of Subclinical Mastitis on Milk Somatic Cells and Milk Vitamin C Levels in Cows
Abstract: In this study, it was aimed to determine the levels of Vit C in milk and milk cells of subclinical mastitic cows. 
Somatic cell count was determined in the quarter milk samples of all animals and the groups were scored control (1-87 
x 1000 cells), mastitic 1st group (154-380 x 1000 cells), 2nd group (418-812 x 1000 cells), 3rd group (914-1928 x 1000 
cells) and 5th group (2614-8050 x 1000 cells) (n=12). Milk serum and milk cell Vitamin C levels were determined and 
the correlation between Vitamin C levels and somatic cell count were evaluated. Also microbiological diagnosis was 
conducted. In subclinical mastitic milks, Vitamin C levels (µg/106 cell) were lower compared to control group (p<0,001) 
and positive correlation was determined between milk cell Vitamin C levels and somatic cell count (r=0,469, p<0,001 
n=60). As regards milk serum, Vitamin C levels were lower in the 5th group compared to the other mastitic (p<0,05) 
and control groups (p>0,05). There was a negative correlation between milk serum Vitamin C levels and somatic cell 
count (r=-0,420, p<0,01 n=60). In conclusion, it was found that somatic cell count was elevated with the mastitis levels, 
gradually, Vitamin C levels per cell and in milk serum decreased in mastitis. It is also found that there was a correlation 
between Vitamin C levels and mastitis.
Key words: Sublinical Mastitis, Vitamin C, Somatic Cell Count, Identification

Giriş

Mastitis hayvan sağlığını tehdit etmesinin yanı 
sıra ciddi ekonomik kayıplara neden olan ve insan 
sağlığı ve beslenmesi açısından da önemli olan bir 
problemdir. Mastitis sütteki fiziksel, kimyasal ve 

bakteriyolojik değişimlerle meme glandular doku-
sundaki patolojik değişimleri kapsar [19]. Klinik 
mastitis olgularında süt ve meme dokusunda önemli 
yangısal belirtiler görülürken, subklinik mastitiste 
gözle görülür değişiklikler oluşmamaktadır. Bu ne-
denle subklinik mastitis uzun süre ve daha yaygın 
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bir şekilde devam etmekte ve daha fazla ekonomik 
kayıplara neden olmaktadır [4]. 

Subklinik mastitis görülme sıklığı Türkiye’de 
%30 olarak belirlenmiş, görülme sıklığının böl-
gelere göre farklılık gösterdiği bildirilmiştir; Kars 
yöresinde yapılan çalışmada bu oran %15.78 iken, 
Afyon ilinde % 43.7, Konya yöresinde %23, Hatay 
ilinde %48 ile %71, Çukurova bölgesinde %58 ola-
rak bildirilmiştir [13]. Ayrıca kooperatifler bünye-
sindeki işletmelerde bu oranların, büyük işletmele-
re göre daha yüksek olduğu (% 61.3 inek, % 26.7 
meme lobu) da bildirilmiştir [23]. Bu durum; böl-
genin sıcaklık ve nem oranının yüksek olmasından 
kaynaklanabildiği gibi, sağım ve altlık yönetimin-
den de direkt olarak etkilenmektedir [28].

Somatik hücreler meme dokusundan süte karı-
şan epitel hücreleri ve yangı veya travma durum-
larında kandan meme bezine geçen lökositlerden 
oluşmaktadır. Süt somatik hücrelerinin %75’ini 
lökositler (lenfosit, nötrofil ve makrofaj) %25’ini 
de epitel hücreleri oluşturur [19]. Meme dokusu 
enfeksiyonlarında sütteki lökosit ve epitel hücre 
sayıları artar [4]. Sağlıklı meme somatik hücre sa-
yısı 100.000 hücre/ml’den az kabul edilirken [18], 
meme içi enfeksiyon geliştiğinde enfeksiyona kar-
şı artan immun yanıta paralel olarak lökosit sayısı 
(özellikle nötrofiller) önemli ölçüde artar. Bu sayı-
nın, California Mastitis Test (CMT) şüpheli olanlar-
da 150.000-500.000, CMT (+) olanlarda 400.000-
1.500.000, CMT (++) olanlarda 800.000-5.000.000 
ve CMT (+++) olanlarda ise 5.000.000’dan fazla 
sayıda olduğu bildirilmektedir [1, 4, 5]. 

Yangı sırasında lökositlerde meydana gelen 
artış, mikroorganizmalara karşı vücudun savunma 
sistemlerinden birini oluşturmakta ve serbest radi-
kal üretimini artırmaktadır. Serbest radikal eşlen-
memiş elektron taşıyan atom veya atom gruplarıdır. 
Bu moleküllerin artması sonucu meydana gelen ok-
sidatif hasara bağlı olarak, membran bütünlüğünün 
bozulduğu, DNA hasarlarının olduğu proteinlerin 
yapı ve fonksiyonlarının değiştiği bildirilmektedir 
[16]. Serbest radikallerin zararlı etkilerine karşı or-
ganizmada antioksidan olarak ifade edilen koruyucu 
mekanizmalar vardır. Bu koruyucu mekanizmaların 
bir kısmı serbest radikal oluşumunu önlerken, bir 
kısmı ise oluşmuş serbest radikallerin zararlı etkile-
rini önlemektedir. Artan serbest radikaller ve mev-
cut antioksidan moleküller arasındaki dengesizlik 

oksidatif strese sebep olmaktadır [11]. Serbest radi-
kallerin zararlı etkilerinden korunmak için hücreler 
enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma 
sistemlerini kullanırlar. Bunlar başlıca; superoksid 
dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzi-
matik ve glutatyon, α-tokoferol, karotenoidler ve 
Vitamin C (Vit C) gibi enzimatik olmayan mole-
küllerdir [11, 20]. Eschericia coli ile deneysel ola-
rak enfekte edilen Holstein ineklerde 24 saat sonra 
alınan süt örneklerinde Vit C düzeylerinin mastitis 
derecesinin artması ile birlikte önemli düzeyde düş-
tüğü bildirilmiştir [25]. Develerde de mastitisli süt-
lerdeki Vit C düzeyleri sağlıklılara göre daha düşük 
olarak belirlenmiştir [12]. Yapılan araştırmalarda; 
antioksidanlar düzeyinde meydana gelen azalmanın 
mastitis riskini arttırabileceği ve antioksidan takvi-
yesinin ise bunun önlenmesinde etkili olabileceği 
belirtilmektedir [21, 22].

Subklinik mastitis oluşumunda rol oynayan 
patojenler kontagiyöz (S. aureus, S. agalactia ve S. 
bovis) ve çevresel (E. coli, P. aeruginosa, S. uberis, 
S. chromogenes ve diğer koagulaz negatif stafilo-
koklar) olarak sınıflandırılmaktadır. Son yıllarda 
dünyada subklinik mastitis etkenleri arasında koa-
gulaz negatif stafilokolar (KNS) ilgi çekmektedir. 
KNS’ler subklinik mastitise neden olduğundan son 
yıllarda birçok ülkede subklinik mastitisin önemli 
etkenlerinden biri olarak kabul edilmektedir [2]. 

Sunulan çalışmada farklı derecelerde subkli-
nik mastitisli sütlerde (yağı ve hücreleri alınmış) ve 
hücrelerinde Vit C düzeylerinin belirlenmesi, Vit C 
ve somatik hücre sayısı arasındaki olası korelasyo-
nun incelenmesi amaçlandı. Ayrıca mastitis etkenle-
rinin tespiti yapılarak patojenler ile Vit C düzeyleri 
arasındaki bağıntı incelendi.

Materyal ve Metod

Materyal
Laktasyonun aynı döneminde olan 4-5 yaş aralığın-
daki Holstein ırkı inekler çalışmanın hayvan mater-
yalini oluşturdu. Meme başı temizlenip %70’lik al-
kol ile silindikten sonra ilk sıkım süt atılarak her bir 
meme lobundan 45-50’şer ml süt örnekleri alındı. 
İneklerin her bir meme lobundan alınan süt örnekle-
ri California Mastitis Test (CMT) ile muayene edi-
lerek, CMT reaksiyonlarına (- negatif, -/+ şüpheli, 
+1, +2, +3) göre gruplandırıldı. 
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Metot

Somatik Hücre Sayımı
Çalışmada subjektif [9] bir metod olan CMT skor-
lamasına göre alınan süt örneklerinde somatik hüc-
re sayımı yapıldı ve yeniden yapılan skorlamada 
örnekler, kontrol (1-87 x 1000 hücre), mastitli 1. 
grup (154-380 x 1000 hücre), 2. grup (418-812 x 
1000 hücre), 3. grup (914-1928 x 1000 hücre) ve 
4. grup (2614-8050 x 1000 hücre) olarak grup-
landırıldı (n=12). Alınan süt örneklerine, hücrele-
ri koruma amaçlı, 0.05 ml %24 mg sodyum azid 
(Sigma-Aldrich) eklendi. Somatik hücre sayımı 
yarı-otomatik bir cihaz olan ve flowsitometri pren-
sibi ile çalışan Bentley BactoCount IBCm (Bentley 
Instruments Inc.,Chaska, MN, USA) ile gerçekleş-
tirildi.

Biyokimyasal Analizler
Biyokimya laboratuvarına getirilen sütler, süt seru-
mu ve süt hücrelerinin ayrımlanması için 600 g’de 
4°C’de 10 dk. santrifüj edildi. Santrifüj sonrası üst-
teki yağ tabakası koton bir aparat ile alınarak, yağı 
ve hücreleri uzaklaştırılan, süpernatant (süt serumu) 
eppendorf tüplere aktarıldı, Vit C analizi için, üzeri-
ne %6’lık Triklor asetik asit (TCA, 1 birim serum+2 
birim TCA) eklenerek analizler için -86°C soğutu-
cuda saklandı. Santrifüj sonrası dipteki pellet, so-
ğuk PBS ile 2 defa yıkandı. Her yıkama sonrasında 
600 g’de 4°C’de 10 dk santrifüj edildi. Yıkanmış 
hücre pelleti PBS ile 2 ml’ye tamamlandı. Hücreler 
10 sn süreli, 30 sn soğutmalı, 5 tekrarlı olacak şe-
kilde sonike edildi (Bandelin, Sonopuls, HD 2070, 
Almanya). Sonikasyon sonrasında homojenatlar 
13000 g’de 4°C’de 15 dk santrifüj edildi. Hücre ho-
mojenizasyon süpernatantları, üzerine %6’lık trik-
lor asetik asit (TCA, 1 birim serum+2 birim TCA) 
eklenerek, analizler için -86°C soğutucuda saklandı. 
Analizden hemen önce süt serumu ve hücre homo-
jenizasyon süpernatantları çözündürüldü ve 1000 
g’de 4°C’de 15 dk santrifüj edildi. Süpernatantlarda 
Vit C analizi yapıldı.

Vitamin C Analizi
Süt serumu ve hücre süpernatantlarında Vit C anali-
zi Haag [5]’ın metoduna göre yapıldı: Askorbik asit 
hafif oksitleyici etkenlerle dehidro askorbikasite 
dönüşür, dehidro askorbik asit hafif asit solüsyon-
larda yavaş bir şekilde diketogulonikasite dönüşür. 

Dehidro askorbik asit ve diketogulonik asit, 2,4-di-
nitrofenilhidrazin (DNPH) ile reaksiyona girerek 
bis 2,4-dinitrofenilhidrazonu oluşturur. Sonuçlar 
µg/ml ve µg/106 hücre olarak verildi.

Mikrobiyolojik Muayene
Laboratuvara getirilen süt numuneleri öncelikle 
bakteriyoskopi amacıyla Gram boyama yapılarak 
mikroskopta incelendi ve bakteriyoskopik bulgular 
kayıt edildi. Antibiyotik bulunmayan steril plastik 
numune kaplarına alınan süt numunelerinin, Kanlı 
Agar, MacConkey Agar’a ekimleri yapıldı ve 37°C’ 
de 2-3 gün süre ile aerobik ortamda inkübe edil-
dikten sonra üreyen koloniler bakteriyolojik testler 
kullanılarak identifiye edildi. Ayrıca tüm bu numu-
nelerden Sabouraud Dextrose Agar’a ekimler yapı-
larak 25°C’ de 7-10 gün süreyle aerobik ortamda in-
kübe edildikten sonra Aspergillus spp., ve Candida 
spp. yönünden cins düzeyinde identifikasyonları 
araştırıldı [15, 17]. 

İstatistiksel Değerlendirme
Elde edilen değerler SPSS 15.0 programında 
ANOVA ile değerlendirilerek, gruplararası farklı-
lıklar Duncan testi ile ortaya konuldu. Korelasyon 
analizleri için Pearson Korelasyon uygulandı ve 
p<0.05 önem düzeyinde önemli kabul edildi. 

Bulgular

Alınan süt örneklerinden hazırlanan hücre ho-
mojenatı süpernatantlarının 1 ml’sindeki somatik 
hücre sayıları ile Vitamin C (µg/ml ve µg/106 hücre) 
düzeyleri Tablo 1’de sunuldu.

Tablo 1. Sağlıklı ve mastitisli sütlerde hücre sayıları ve 
Vitamin C düzeyleri (n=12, Ort±SH)

1 ml hücre
süpernatantındaki
hücre sayısı x 1000

Vitamin C
µg/ml

Vitamin C
µg/106 hücre

Kontrol 247-3153 1,18±0,12 a 2,47±0,75 a

1. grup 3751-7620 1,31±0,16 a 0,23±0,02 b

2. grup 7641-15484 4,10±1,05 b 0,41±0,11 b

3. grup 22155-43087 1,62±0,25 a 0,06±0,01 b

4. grup 35507-170560 5,23±1,37 b 0,07±0,02 b

p * *

* : p<0,001, a, b: Aynı sütundaki farklı harfler birbirinden istatistiki 
açıdan farklıdır.
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Süt hücre Vit C düzeyleri ile süt somatik hücre 
sayıları arasında pozitif bir korelasyon belirlendi ve 
Figür 1’de sunuldu.

Figür 1. Süt hücrelerinde Vitamin C düzeyleri ile so-
matik hücre sayıları arasındaki korelasyon (r=0,469, 
p<0,001 n=60)

Alınan süt örneklerinin 1 ml’sindeki somatik 
hücre sayıları ve süt serumundaki Vit C düzeyleri 
Tablo 2’de sunuldu.

Tablo 2. Sağlıklı ve mastitisli sütlerde Vitamin C düzey-
leri (n=12, Ort±SH)

1 ml sütteki
hücre sayısı x 1000

Vitamin C
µg/ml

Kontrol 1-87 23,78±0,55ab

1. grup 154-380 26,53±0,74a

2. grup 418-812 25,40±2,53a

3. grup 914-1928 24,79±1,28a

4. grup 2614-8050 19,89±2,04b

p **

* : p<0,05, a, b: Aynı sütundaki farklı harfler birbirinden istatistiki açı-
dan farklıdır.

Tablo 3. Mastitisli sütlerden (n=12, toplam 48 adet süt) 
izole edilen patojenler
Patojenler Sayı (%)
CNS (Coagulase Negative Staphylococcus) 20 (41,6)
Streptococcus spp. 2 (4,16)
Bacillus spp. 4 (8,32)
Maya 2 (4,16)
Miks Enfeksiyon 3 (6,25)
Etkenli 31 (64,58)
Etkensiz 17 (35,42)
Toplam mastitisli süt sayısı 48 (100)

KNS ve diğer patojenler arasında Vit C düzeyleri yönünden önemli bir 
farklılık belirlenmedi (p>0.05).

Mastitis 4. grup Vit C düzeyleri diğer mastitis 
gruplarına (p<0.05) ve kontrol grubuna (p>0.05) 
göre düşük olarak belirlendi.

Süt serumlarındaki Vit C düzeyleri ile süt so-
matik hücreleri arasında negatif bir korelasyon be-
lirlendi ve Figür 2’de sunuldu.

Figür 2. Süt serumunda Vitamin C düzeyleri ile somatik 
hücre sayıları arasındaki korelasyon (r=-0,420, p<0,01 
n=60)

Tartışma ve Sonuç

Mastitis süt sığırcılığının önemli problemlerinden 
birisini oluşturmakta ve etkilediği her bir meme 
lobunda süt üretimini baskılayarak ciddi ekono-
mik kayıplara sebep olmaktadır. Çalışmamızda süt 
hücrelerinin sonikasyonundan sonra elde edilen sü-
pernatantta ve yağı ve hücreleri uzaklaştırılmış süt 
serumlarında Vit C düzeylerinin değişimi, Vit C ile 
somatik hücre sayıları arasındaki korelasyonlar be-
lirlenmiştir. Sonuçta sağlıklı ve mastitisli sütlerin 
değerleri arasında önemli farklılıklar gözlenmiştir.

Sağlıklı süt serumundan elde edilen Vit C dü-
zeyleri sağlıklı inek sütlerinde bildirilen düzeyler 
ile uyum göstermiştir [8, -25]. Çalışmamızda masti-
tisli sütlerdeki Vit C düzeylerinin yalnızca 4. grup-
ta grupta düştüğü belirlenmiştir. Weiss ve ark. [25] 
Eschericia coli ile deneysel olarak mastitis oluşturu-
lan Holstein ırkı ineklerde 24 saat sonra alınan süt 
örneklerinde Vit C düzeylerinin mastitis derecesinin 
artması ile birlikte önemli düzeyde düştüğünü bil-
dirmişlerdir. Staphylococcus aureus, Streptococcus 
agalacia ve Echericia coli ile mastitisli ineklerde 
kan serumu Vit C düzeylerinde de bir düşüş bildi-
rilmiştir [10].
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Somatik hücreler meme dokusundan süte karı-
şan epitel hücreleri ve yangı veya travma durum-
larında kandan meme bezine geçen lökositlerden 
oluşmaktadır. Süt somatik hücrelerinin %75’ini 
lökositler (lenfosit, nötrofil ve makrofaj) %25’ini 
de epitel hücreleri oluşturur [19]. Meme dokusun-
da enfeksiyon oluştuğunda sütteki lökosit ve epitel 
hücre sayıları artar [4]. Sağlıklı bir memede somatik 
hücre sayısı 200.000 hücre /ml’den az kabul edilir-
ken [4, 18], meme içi bir enfeksiyon geliştiğinde 
enfeksiyona karşı artan immun yanıta paralel ola-
rak lökosit sayısı (özellikle nötrofiller) önemli öl-
çüde artar. Çalışmamızda süt hücrelerinde yapılan 
Vit C analizlerinde, µg/ml üzerinden değerlendiril-
diğinde özellikle 4. grupta yüksek Vit C düzeyleri 
belirlenmiştir. Somatik hücre sayısının çok fazla 
artması (4. grupta) ile nisbi bir Vit C artışı olduğu 
düşünülmektedir zira µg/106 hücre üzerinden de-
ğerlendirildiğinde, mastitis derecesi arttıkça Vit C 
düzeylerinde azalma görülmüştür ancak istatistiki 
fark sadece kontrol grubu ile gözlenmiştir. Yapılan 
literatür taramalarında sağlıklı ve mastitisli sütler-
de somatik hücre Vit C düzeylerinin belirlendiği bir 
çalışmaya rastlanılmamıştır. Ancak Weiss ve Hogan 
[26] lipolisakkarit (LPS) uygulaması ile oluşturu-
lan mastitiste, süt nötrofil hücrelerini izole ederek 
dondurma ve çözündürme yöntemi ile hücre lizisi 
sağlamış ve HPLC metodu ile Vit C düzeylerini 
belirlemişlerdir. Buna göre süt nötrofillerindeki Vit 
C düzeylerini 80-90 pmol/106 hücre (yaklaşık 0,15-
0,17 µg/106 hücre) olarak bildirmişlerdir. Sunulan 
çalışmada Vit C düzeylerindeki farklılık metodolo-
jinin farklı olmasının yanısıra hücre farklılığından 
da kaynaklanabilir zira elde edilen hücre pelleti tüm 
süt somatik hücreleri yanısıra mikroorganizma Vit 
C düzeylerini de içermektedir. LPS ile oluşturulan 
yangı sırasında süt nötrofillerindeki Vit C düzeyleri 
aynı hayvanlardaki kan nötrofillerinden 3 kat daha 
yüksek olarak belirlenmiştir [26]. İnsan nötrofille-
ri aktive edildiğinde nötrofillerin ortamdan Vit C 
alımı 10-30 kata kadar artmaktadır [24]. Vitamin 
C’nin özellikle lökositlerdeki düzeylerinin plazma 
düzeylerine göre oldukça yüksek olduğu da bildi-
rilmiştir [7]. Vitamin C’nin nötrofillerce alımı, yan-
gı sırasında hücre içinde meydana gelen oksidatif 
hasarın önlenmesi amacıyla olabilir [24]. Süt nöt-
rofillerindeki Vit C düzeylerinin yüksekliği, meme 
yangısı sırasında sütteki nötrofillerin, kandakine 
göre daha fazla aktive olmasıyla ilgili olabilir [26]. 

Sunulan çalışmada hücre Vit C düzeyleri ve süt so-
matik hücre sayısı arasında pozitif bir korelasyon 
belirlenmiştir (p<0,001). Bu bulgular araştırıcıların 
bulguları ile uyumlu görülmektedir. Ayrıca süt se-
rumu Vit C düzeyleri ile 1 ml sütteki somatik hücre 
sayısı arasında belirlenen negatif korelasyon da, Vit 
C’nin süt hücreleri tarafından ortamdan alındığını 
ve kullanıldığını gösterebilir. Başpınar ve ark. [3] in 
vitro kan lökositlerinin dış ortamdan Vit C alımının, 
dozun artışına bağlı olarak, arttığını, ayrıca Vit C 
dozu yükseldikçe, aktive edilen lökositlerin, fago-
sitik ve mikrobisidal aktivitelerinin arttığını bildir-
mişlerdir. Wiess ve Hogan [26] LSD ile oluşturulan 
mastitis modelinde dışarıdan Vit C takviyesinin süt 
hücrelerinde ve sütte Vit C düzeylerini etkilemedi-
ğini bildirmişlerdir. Diğer yandan E.coli ile oluştu-
rulan mastitis olgusunda süt Vit C düzeylerinde dü-
şüş bildirmişler ve bakteriyel ve bakteriyel olmayan 
mastitise memenin Vit C yanıtının farklı olduğunu 
düşünmüşlerdir [25]. 

Subklinik mastitis oluşumunda rol oynayan 
patojenler kontagiyöz (S. aureus, S. agalactia ve S. 
bovis) ve çevresel (E. coli, P. aeruginosa, S. uberis, 
S. chromogenes ve diğer koagulaz negatif stafilo-
koklar) olarak sınıflandırılmaktadır [2]. Son yıllarda 
dünyada subklinik mastitis etkenleri arasında koa-
gulaz negatif stafilokoklar (KNS) dikkat çekmekte-
dir. Stafilococcus aureus gibi majör patojenlerden 
farklı olarak KNS’ler subklinik mastitise sebep 
olduğundan ayrıca antibiyotiklere karşı direnç ge-
liştirdiğinden son yıllarda birçok ülkede subklinik 
mastitisin önemli etkenlerinden biri olarak görül-
mektedir [14]. Subklinik mastitiste KNS’lerin diğer 
etkenlere göre daha baskın olduğu Yağcı [27] ile 
Türüt ve ark. [23] tarafından bildirilmiştir. Sunulan 
çalışmanın mikrobiyolojik sonuçları değerlendiril-
diğinde de KNS’lerin oranının (%41,6) diğer tüm 
patojenlere (%18,9) göre daha yüksek olduğu gö-
rülmüştür. KNS ve diğer patojenler arasında Vit C 
düzeyleri yönünden önemli bir farklılık belirlenme-
miştir.

Sonuç olarak subklinik mastitisin derecesi ile 
ilgili olarak somatik hücre sayısının arttığı, birim 
hücre başına düşen Vitamin C ve süt serumu Vit C 
düzeylerinin düştüğü belirlenmiş ve sütteki soma-
tik hücre sayısı arttıkça hücrelerin Vit C ihtiyacının 
arttığı ve bu ihtiyacın süt serumundan hücre içine 
Vit C alımının artırılarak giderilmeye çalışıldığı dü-
şünülmüştür. 
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Özet: Buzağı ve kuzularda brusella ve şap aşılarının eş zamanlı, farklı noktalardan uygulanması ile farklı zamanlarda 
uygulanması arasında oluşan antikor titrelerinin karşılaştırmalı olarak araştırılması amaçlanmıştır. Parenteral brusella ve 
şap aşısı 23 adet buzağı ve 105 adet kuzuda çalışılmış ve 12 ay süre ile antikor titreleri izlenmiştir. Konjuktival brusella 
ve şap aşısı 91 adet buzağıda çalışılmış ve 2 ay süre ile antikor titreleri takip edilmiştir. Aşılama grupları, her çalışma 
grubunda hayvanlar üçe bölünerek elde edilmiş ve bu gruplara tek başına şap aşısı, tek başına brusella aşısı ve eş zaman-
lı 2 aşı uygulaması gerçekleştirilmiştir. Aşılamalardan önce ve aşılama sonrasında 14, 28, 60, 90, 180 ve 360. günlerde 
kan numunesi alınmıştır. Brusella antikor titresi serum aglütinasyon testi ile şap antikor titresi serum nötralizasyon testi 
ile saptanmıştır. Sonuç olarak brusella ve şap aşılarının simultane olarak uygulanmasında şap aşısı antikor titrelerinde 
düşme görülmezken brusella antikor titrelerinde genel olarak artış tespit edilmiştir.
Anahtar kelimeler: Antikor, aşı, beraber, brusella, şap hastalığı

The Effect of Simultaneous Application of Brucella and FMD Vaccines on Antibody Level 
in Cattle and Sheep

Abstract: The aim of this research was to investigate the antibody titers of brucellosis, foot and mouth disease (FMD) 
vaccines and compare differences of application site and application of different times in calves and lambs. Twenty 
three calves and 105 lambs were vaccinated by brucellosis and FMD vaccines and antibody titer was followed during 
12 months. was 91 calves vaccinated by conjunctival brucellosis and FMD vaccines were examined antibody titers for 2 
months. In vaccinated groups each group animals were divided 3 parts. First one was for FMD vaccination, second one 
was for brucellosis vaccination third one was for both vaccination. The blood samples were taken before vaccination 
and after vaccination in 14, 28, 60, 90, 180, 360 days. The antibody titers to brucellosis vaccine was determined by plate 
agglutination test. The antibody titers to FMD was determined with Serum Neutralization Test. Finally It was concluded 
that FMD antibody titers was not affected by simultaneous vaccination of Brucellosis and FMD. 
Key words: Antibody, brucellosis, FMD, simultaneous, vaccine

Giriş

Şap hastalığı Picornaviridae familyasına bağlı Ap-
htovirus genusuna ait bir virus tarafından meydana 
getirilmektedir [12,15]. Virus zarsız olup tek zincir-
li RNA taşımaktadır [7,12,15].

Brusella, Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım 
Teşkilatı (FAO), Dünya Sağlık Örgütü (WHO), 
Uluslararası Salgın Hastalıklar Ofisi (OIE) tarafın-
dan dünyada en yaygın zoonoz olarak kabul edil-
mektedir. 

Brucellosis, campylobacteriosis, salmonello-
sis ve chlamydiosis koyunlarda en çok tespit edilen 
atık etkenlerindendir [14,20]. 2003-2007 yılları ara-
sında Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Araştırma 
Enstitüsüne gönderilen 463 adet aborte koyun fetu-
sundan en fazla oranda (% 30,02) Brucella izole ve 
identifiye edilmiştir [20]. Brusella insanlarda klasik 
olarak titreme ile yükselen ateş, aşırı terleme, baş 
ağrısı, halsizlik, bel ve yaygın vücut ağrıları ile sey-
reden kronik zoonotik infeksiyonlara neden olmak-
tadır [3,14].
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Şap aşısı inaktif, adjuvantlı bir aşı iken brusella 
aşısı attenüe bir aşıdır. Ülkemizde 2012 Ocak ayı 
itibari ile sığırlara konjuktival S19, koyunlara kon-
juktival Rev.1 aşısı uygulanmaktadır.

Aşıların beraber uygulanmasında 3 yol kulla-
nılmaktadır. Aynı anda farklı noktalardan simultane 
aşılama şeklinde uygulanmaktadır. Ya da kombine 
aşılama ismi ile nitelendirilen ya 2 aşının uygula-
madan hemen önce birleştirilip tek enjeksiyonla 
verilmesi şeklinde ya da üretim esnasında 2 farklı 
aşının birleştirilerek tek şişeye konulması şeklinde 
olmaktadır. 

Ülkemizde halen koyun-keçi vebası aşısı ve 
şap aşısı simultane olarak uygulanmaktadır.

1970 yılından sonra Fransa’da şap ve inaktif 
brusella aşıları geniş çapta kombine aşı şeklinde 
uygulanmıştır. Çalışmalarda beklenen titreler elde 
edilmiştir [9]. 

Garcia-Carillo ve ark. (1978), Kathuria ve ark. 
(1976) simultane aşılamada canlı attenüe aşıların 
şap aşısına olan immun yanıtı azalttığını ileri sür-
müşlerdir. Daha sonra Ortadoğu ve Afrika’da sığır 
vebasının tekrar görülmesi ile Hedger ve arkadaşla-
rı 1986 yılında Umman Sultanlığı’nda şap ve sığır 
vebası için simultane aşılama çalışması yapmıştır. 
Hedger ve arkadaşları hayvanları 3’e ayrılıp sadece 
şap, sadece sığır vebası ve şap+sığır vebası simulta-
ne şekilde uygulamıştır. Aşılamaların yapıldığı gün, 
21. gün ve 42. günde kan numuneleri alınıp her iki 
titre tayini için nötralizasyon testi uygulanmıştır. 
Gruplar arası fark istatistiki çalışmalar yapılarak 
ortaya konulmuştur. Hedger ve arkadaşları 1986 
yılında simultane aşılamanın titre kaybı olmaksızın 
güvenle kullanılabileceği sonucunu bulmuşlardır. 
Afrika ve Ortadoğuda inaktif şap aşısı ve attenüe 
sığır vebası aşısı simultane olarak ülke hayvanlarına 
uygulanmıştır.

Mastan ve ark. [16] brusella ve şap hastalığına 
karşı kombine aşılamanın sonuçlarını görmek için 
bir çalışma yapmışlardır. Her grubun 5 adet kobay-
dan oluştuğu 8 grup oluşturmuşlardır. Gruplar; 1- 
Sadece canlı brusella S19 aşısı 2- Sadece şap aşısı 
3- Canlı brusella S19 ve şap aşılaması (simultane) 
4- Canlı brusella S19 ve şap aşılaması (kombine) 5- 
Sadece inaktif brusella S19 aşısı 6- İnaktif brucella 
S19 ve şap aşılaması (simultane) 7- İnaktif brusella 
S19 ve şap aşılaması (kombine) 8- Kontrol olarak 

dizayn edilmiştir. Şap aşısı olarak formolle inaktive, 
alüminyum hidrokside adsorbe, saponinli trivalan 
aşı kullanılmıştır. Şap virusunun inaktivasyonunda 
kullanılan formolün canlı brusella aşısı üzerinde za-
rarlı etkisi olup olmadığı ortaya konulmaya çalışıl-
mıştır. Yapılan invivo ve invitro deneylerde formo-
lün kombine aşı içerisindeki brusella S19 üzerinde 
hiçbir zararlı etkisinin olmadığı tespit edilmiştir. 
Kobaylara aşılamadan sonra eprüvasyon çalışma-
sı uygulanmıştır. Canlı brusella S19 ve şap aşıları 
gerek simultane gerekse kombine olarak uygulan-
dığında tek yapılan canlı brusella aşılamasına göre 
daha iyi eprüvasyon sonuçları vermiştir. Canlı bru-
sella S19 ile kombine şap aşılarının inaktif brusella 
S19 ile kombine şap aşılarına göre titre değerleri ve 
eprüvasyon değerleri daha yüksek çıkmıştır. Bu du-
rum canlı aşı ile inaktif aşıyı kombine etmenin iki 
inaktif aşıyı kombine etmeye göre daha iyi titre ve-
receği görüşüne katkı sunmuştur. Bu çalışmada dişi 
ve erkek kobaylar arasında herhangi bir fark tespit 
edilmemiştir.

İlk simultane aşılama çalışmalarından birini 
Castaneda ve ark. [6] yapmıştır. Şap aşısı ve canlı 
vesiculer stomatitis aşısı 4-6 aylık buzağılara simul-
tane şekilde boynun iki yanından yapılmıştır. İlk 
aşılamadan 3-4 ay sonra aşılamalar tekrarlanmıştır. 
Sonuç olarak aşılar ayrı ayrı yapıldıklarında oluşan 
antikor titresi daha yüksek olmamıştır.

Ivanyi ve ark. [11] attenüe viral diare aşısı ile 
inaktif şap aşısını simultane uygulamışlardır. 18 sı-
ğır üç gruba ayrılarak bir gruba iki aşı beraber, bir 
gruba sadece attenüe viral diare aşısı, bir gruba sa-
dece şap aşısı yapılmıştır. On haftalık sürede kan 
numunesi alınıp nötralizasyon testi yapılmış ve ep-
rüvasyon uygulanmıştır. Hem nötralizasyonda hem 
eprüvasyon çalışmasında simultane aşılama yapılan 
grubun diğer gruplardan farkı bulunamamıştır.

Hedger ve ark. [10] 3 gruba ayrılan toplam 118 
sığır üzerinde simultane aşılama çalışması yapmış-
tır. Bir gruba trivalan şap aşısı yapılmış, bir gruba 
attenüe doku kültürü sığır vebası aşısı yapılmış ve 
diğer gruba da her iki aşı simultane bir şekilde boy-
nun farklı bölgelerinden yapılmıştır. Serolojik yanıt, 
virüs nötralizasyon testi ile gözlenmiştir. Simultane 
şekilde yapılan aşılamada ayrı ayrı yapılanlara göre 
serolojik cevapta önemli derecede farklılık tespit 
edilmemiştir. 
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Domuz yavrularına De Clercq ve ark. [8] inak-
tif, adjuvantlı şap ve attenüe klasik domuz ateşi 
aşılarını simultane uygulamışlardır. Klasik domuz 
ateşi ile beraber şap aşısı yapılan domuzlarda yal-
nız şap aşısı yapılanlara göre antikor cevabında bir 
değişiklik olmaz iken simultane yapılan aşılamada 
klasik domuz ateşine karşı oluşan antikor titresi tek 
aşı yapılan gruba göre daha yüksek elde edilmiştir. 

Farklı bir çalışmayı ise Srinivas ve ark. [17] şap 
ve sığır vebası aşısı saha koşuları altında simultane 
şekilde yapılarak aşılı hayvanlarda oluşan antikor 
üretiminin gelişmesinde interferens etkinin olup ol-
madığı araştırmıştır. Sonuç olarak aşılar yalnız veya 
simultane yapıldıklarında herhangi bir yan etki ol-
maksızın aynı serolojik cevabı oluşturmuştur. 

Çalışmanın amacı 2 aşının aynı anda farklı 
noktalardan uygulanması ile oluşan antikor titresi-
nin izlenerek, simultane aşılamaya zemin oluşturul-
masıdır.

Materyal ve Metot

Aşı
Aşılamalarda Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü 
tarafından üretilen Brucella abortus S19 genç aşısı 
(buzağı için, deri altı ve konjuktival), Brucella me-
litensis Rev.1 genç aşısı (kuzu için, deri altı ve kon-
juktival) ve Şap Enstitüsü tarafından üretilen şap 
aşısı (sığır ve koyunlar için) kullanılmıştır. Şap aşısı 
olarak Turvac Oil Bivalan, 10/11 seri nolu aşı kulla-
nılmıştır. Brucella abortus S19 aşısı olarak 2009/6 
seri nolu aşı ve Brucella melitensis Rev.1 aşısı ola-
rak 2010/1 seri nolu aşı kullanılmıştır.

Antijen
Brusella antikor titrelerini belirlemek için ticari 
olarak Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü tarafın-
dan üretilen Brucella tüp aglütinasyon antijeni; şap 
virus antikorları için BHK-21 An31 hücresi ve 100 
TCID50 virus kullanılmıştır.

Hayvanlar
Parenteral brusella ve şap aşısı 23 buzağı ve 105 ku-
zuya uygulanmıştır. Konjuktival brusella ve şap aşı-
laması 91 adet buzağıya uygulanmıştır. Parenteral 
çalışmaya alınan buzağılar 90-117 günlük, kuzular 
3-6 aylıktır. Konjuktival çalışmaya alınan buzağılar 
95-178 günlüktür. Çalışmada Montofon ırkı buzağı 

ve Merinos ırkı kuzular kullanılmıştır. Gruplar oluş-
turulurken yaşlara göre dağılım yapılmıştır. Hay-
vanlar arasında bakım ve beslenme açısından fark 
bulunmamaktadır. Çalışmalar Konya’nın Kadınha-
nı İlçesi’nde bulunan TİGEM’e ait Altınova Tarım 
İşletmesi’nde yapılmıştır.

Serum
Aşılamalardan önce ve aşılama sonrasında 14, 28, 
60, 90, 180 ve 360. günlerde alınan kan serumların-
daki antikor titre düzeyleri belirlenmiştir.

Deneme ve kontrol gruplarının seçimi
105 kuzu, 23 buzağı ve 91 buzağıdan oluşan 3 grup 
halinde çalışmalar yapılmıştır. Belirli günlerde alı-
nan kan numunelerinde antikor titre tayini için test-
ler yapılmıştır. Şap antikor titresi için serum nöt-
ralizasyon testi, brusella antikor titresi için serum 
aglütinasyon testi uygulanmıştır. 

Deneme grupları
1 Nolu deneme grubu: buzağı, parenteral brusella 
ve şap aşısı uygulaması
2 Nolu deneme grubu: buzağı, konjuktival brusella 
ve şap aşısı uygulaması
3 Nolu deneme grubu: kuzu, parenteral brusella ve 
şap aşısı uygulaması

Kontrol grupları
1 Nolu kontrol grubu: buzağı, parenteral brusella 
aşısı uygulaması
2 Nolu kontrol grubu: buzağı, konjuktival brusella 
aşısı uygulaması
3 Nolu kontrol grubu: buzağı, tek doz şap aşısı uy-
gulaması
4 Nolu kontrol grubu: buzağı, 2 doz şap aşısı uygu-
laması
5 Nolu kontrol grubu: kuzu, parenteral brusella aşısı 
uygulaması 
6 Nolu kontrol grubu: kuzu, tek doz şap aşısı uygu-
laması
7 Nolu kontrol grubu: kuzu, 2 doz şap aşısı uygu-
laması
8 Nolu kontrol grubu: kuzu, 3 doz şap aşısı uygu-
laması
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Şap aşısı prospektüsüne göre ilk aşılamayı takiben 
1 ay sonra ikinci doz aşı uygulanmıştır. İkinci aşıla-
madan 5 ay sonra 3. doz aşı uygulanmıştır.

Aşı ve aşılama takvimi

Tablo1. Aşılama takvimi
Aşılamalar

0. Gün 28. Gün 2. Ay 3. Ay 6. Ay 12. Ay
Şap+Br. Ş + B Ş Ş Ş
Şap Ş Ş B Ş Ş
Br. B Ş Ş Ş Ş

Brucella abortus S19 genç aşısı, dişi danalara 
boyundan deri altı, Brucella melitensis Rev.1 genç 
aşısı dişi ve erkek kuzulara scapulanın gerisinden 
deri altı tatbik edilmiştir. Konjuktival aşı konjukti-
va ya da konjuktival keseye damlatılmıştır. Bivalan 
yağ adjuvantlı şap aşısı ise deri altı yolla tatbik edil-
miştir. Sıfırıncı gün ve aşılamalardan sonraki anti-
kor titresinin artışını gözlemlemek için 14, 28, 60, 
90, 180 ve 360. günlerde kan alınmıştır. Bağışıklık 
brusella aşısında aşılamadan 21 gün sonra, şap aşı-
sında aşılamadan 28 gün sonra şekillenmektedir. 

Serolojik testler

Serum aglütinasyon testi
Brusella antikor titre tayini için kullanılmıştır. Dok-
san altı gözlü U tabanlı plate’in serum dilüsyonu 
için 6 gözü kullanılmıştır. Reaksiyonların okunma-
sında göz aldanmalarını önlemek ve hataya düşme-
mek için her testte bir kontrolle çalışılmıştır (Aslan-
taş, 2006).

Serum nötralizasyon testi
Şap antikor titre tayini için kullanılmıştır. 96 gözlü 
plate’lerde BHK-21 An31 hücresi %70-80 mono-
layer hale geldiğinde kullanılmıştır. Virusların 0,1 
100 TCID50 olacak şekilde dilusyonları yapılarak 
test protokolüne uygun şekilde titre tayini yapılmış-
tır (Şap Enstitüsü Protokolü).

İstatistik sonuçları
Önemlilik testlerine geçmeden önce veri setleri pa-
rametrik test varsayımlarından olan normallik ve 
varyansların homojenliği yönünden sırasıyla Sha-
piro Wilk ve Levene testi ile incelenmiştir. Elde 
edilen sonuçlara göre ayrı ayrı her bir zamanda alı-
nan ölçümler için gruplar arası farkın anlamlılığı 
parametrik test varsayımlarını sağlayan değişkenler 
için Student T testi ile sağlamayanlar için ise Mann 
Whitney U testi ile incelenmiştir. Sonuçlar mini-
mum %5 hata payı ile değerlendirilmiştir. SPSS14.1 
paket programından yararlanılmıştır.

Bulgular

Serum nötralizasyon testi sonuçları
Nötralizasyon testi ile şap antikor titresi belirlen-
miştir. 1/22 ve üzeri titreye sahip hayvanlar hastalı-
ğa karşı bağışık kabul edilmektedir. Buzağılarda ve 
kuzularda 1/4 ve >1/44 arasında değişen maternal 
antikor titreleri bulunmaktadır. Gruplandırmalar yaş 
göz önüne alınarak yapıldığından maternal antikor-
lu hayvanlar gruplara genelde homojen şekilde da-
ğılım göstermiştir.

Tablo 2. Parenteral brusella ve şap aşısı uygulanan buzağılarda O tipi şap antikorlarının titre dağılımı
<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

Şa
p 

O
 ti

pi
 a

nt
ik

or

14. Gün
Ş+B 1 2 1 1 2 1 8

Ş 1 1 4 1 1 8

28. Gün
Ş+B 1 1 1 3 1 1 8

Ş 1 1 1 1 3 1 8

2. Ay
Ş+B 1 1 1 2 2 7

Ş 1 2 1 3 1 8

3. Ay
Ş+B 1 2 1 1 1 1 7

Ş 1 3 2 1 1 8

6. Ay
Ş+B 3 2 1 1 7

Ş 2 1 3 1 1 8
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Açıklama: Nötralizayon testinde 1/22 ve üzeri 
titreye sahip hayvanların hastalığa karşı korunduğu 
göz önüne alındığında 14. gün sonuçlarına göre si-
multane aşılamada buzağıların 5/8’i bağışık iken sa-
dece şap aşılaması yapılan grupta buzağıların 2/8’i 
bağışıktır. 28. günde simultane grup 7/8 oranında 
bağışık iken sadece şap aşılaması yapılan grup 5/8 
oranında bağışıktır. 2. ayda simultane grup 6/7, şap 
grubu 7/8 oranında bağışık, 3. ayda simultane grup 
7/7, şap grubu 7/8 oranında bağışık, 6. ayda simul-

tane grup 1/7, şap grubu 2/8 oranında bağışıktır. 6 
ayda antikor titrelerindeki düşmeler O tipi virüs ya-
pısından kaynaklanmakta olup genel bir durum ola-
rak değerlendirilmektedir. Gruplardaki hayvanlarda 
korumayı sağlayan en düşük titre baz alınarak ya-
pılan karşılaştırmalarda simultane grubun daha iyi 
titre verdiği sonucuna ulaşılmaktadır. İstatistiki ola-
rak yapılan karşılaştırmalarda eş zamanlı aşılama 
yapılan gruptaki buzağıların O tipi antikor titresi ile 
yalnız şap aşılaması yapılan grup arasında istatistiki 
olarak fark bulunmamıştır (p>0,05).

Tablo 3. Parenteral brusella ve şap aşısı uygulanan buzağılarda A tipi şap antikorlarının titre dağılımı
<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

Şa
p 

A
 ti

pi
 a

nt
ik

or

14. Gün
Ş+B 3 2 2 1 8

Ş 2 2 3 1 8

28. Gün
Ş+B 1 1 4 1 1 8

Ş 1 2 1 2 1 1 8

2. Ay
Ş+B 1 1 1 3 1 7

Ş 1 3 4 8

3. Ay
Ş+B 2 2 1 1 1 7

Ş 1 2 1 3 1 8

6. Ay
Ş+B 1 2 1 1 1 1 7

Ş 1 3 1 1 2 8

Açıklama: 14. gün sonuçlarına göre simultane 
aşılamada buzağıların 3/8’i bağışık iken sadece şap 
aşılamasında buzağıların 4/8’i bağışıktır. 28. günde 
simultane grup 6/8 oranında bağışık iken, sadece 
şap aşılaması yapılan grup 4/8 oranında bağışıktır. 
2. ve 3.ayda simultane grup 7/7, şap grubu 8/8 ora-
nında bağışık, 6. ayda simultane grup 6/7, şap grubu 
8/8 oranında bağışıktır. Gruplardaki hayvanlarda 

korumayı sağlayan en düşük titre baz alınarak ya-
pılan karşılaştırmalarda grupların birbiri ile uyumlu 
sonuç gösterdiği düşünülmektedir. İstatistiki olarak 
yapılan karşılaştırmalarda eş zamanlı aşılama yapı-
lan gruptaki hayvanlar ile yalnız şap aşılaması ya-
pılan grup arasında A tipi antikor titresi açısından 
istatistiki olarak fark bulunmamıştır (p>0,05).

Tablo 4. Parenteral brusella ve şap aşısı uygulanan kuzularda O tipi şap antikorlarının titre dağılımı
<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

Şa
p 

O
 ti

pi
 a

nt
ik

or

14. Gün
Ş+B 5 1 1 3 9 5 7 1 3 35

Ş 2 2 5 6 4 3 7 2 2 2 35

28. Gün
Ş+B 6 2 4 3 4 6 2 8 35

Ş 3 1 4 4 8 4 2 6 2 1 35

2. Ay
Ş+B 1 5 6 4 5 3 4 4 2 1 35

Ş 2 2 4 8 4 6 3 3 2 34

3. Ay
Ş+B 3 3 3 6 5 3 2 4 2 1 3 35

Ş 1 1 1 2 3 2 4 5 6 5 2 2 34

6. Ay
Ş+B 5 1 2 6 3 4 4 2 2 1 2 32

Ş 3 1 4 3 5 2 3 5 1 3 1 1 32



32 Hancı İ ve ark. Sığır ve Koyunlarda Brusella ve Şap Aşısı Uygulamalarının Antikor Düzeylerine Etkisi

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez Cilt 27, Sayı 1, 2016, 27-37

Açıklama: 14. gün sonuçlarına göre simulta-
ne aşılamada kuzular 28/35 oranında bağışık iken 
sadece şap aşılamasında buzağıların 26/35 oranında 
bağışıktır. 28. günde simultane grup 20/35 oranın-
da bağışık iken, sadece şap aşılaması yapılan grup 
23/35 oranında bağışıktır. 2. ayda simultane grup 
19/35, şap grubu 30/34 oranında bağışık, 3. ayda 
simultane grup 26/35, şap grubu 29/34 oranında 
bağışık, 6. ayda simultane grup 18/32, şap grubu 
21/32 oranında bağışıktır. Gruplardaki hayvanlarda 
korumayı sağlayan en düşük titre baz alınarak ya-
pılan karşılaştırmalarda genel olarak şap grubunun 
titrelerinin yüksek olduğu görünmektedir. Bunun 

sebebi olarak simultane grupta maternal antikor 
gösteren hayvan 1/35 oranında iken şap grubunda 
32/35 olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 
Çalışmadaki kuzuları yetiştiren işletme kayıtların-
da kuzuların doğum tarihi bulunmadığından grup-
landırmada yaş esas alınamamıştır. Bu sebeple şap 
grubuna maternal antikoru yüksek kuzular isteğimiz 
dışında denk gelmiştir. 2. ayda eş zamanlı grubun 
O tipi antikor titresi yalnız şap aşılaması yapılan 
grubun antikor titresinden istatistiki olarak düşük 
çıkmıştır (p<0.05). Bu durumunda maternal antikor 
sebebi ile kaynaklandığı düşünülmektedir.

Tablo 5. Parenteral brusella ve şap aşısı uygulanan kuzularda A tipi şap antikorlarının titre dağılımı
<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

Şa
p 

A
 ti

pi
 a

nt
ik

or

14. Gün
Ş+B 1 1 1 3 5 6 6 5 4 2 1 35

Ş 1 1 1 1 3 5 5 2 9 3 2 2 35

28. Gün
Ş+B 2 3 2 5 8 6 4 5 35

Ş 1 4 3 1 3 2 12 2 6 1 35

2. Ay
Ş+B 2 2 2 3 4 6 9 4 3 35

Ş 1 2 2 5 6 7 9 2 34

3. Ay
Ş+B 1 1 5 1 3 5 3 4 3 3 4 1 1 35

Ş 1 1 1 6 6 6 3 1 4 1 4 34

6. Ay
Ş+B 1 2 3 2 4 7 4 2 2 3 1 1 32

Ş 2 1 1 4 3 6 4 7 2 1 1 32

Açıklama: 14. gün sonuçlarına göre simulta-
ne aşılamada kuzuların 32/35’i bağışık iken sadece 
şap aşılaması yapılan grupta kuzuların 31/35’i ba-
ğışıktır. Bu şekilde 28. günde simultane grup 28/35 
oranında bağışık iken, sadece şap aşılaması yapılan 
grup 26/35 oranında bağışıktır. 2. ayda simultane 
grup 35/35, şap grubu 34/34 oranında bağışık, 3. 
ayda simultane grup 33/35, şap grubu 33/34 oranın-
da bağışık, 6. ayda simultane grup 29/32, şap grubu 

30/32 oranında bağışıktır. Gruplardaki hayvanlarda 
korumayı sağlayan en düşük titre baz alınarak yapı-
lan karşılaştırmalarda genel olarak birbirine yakın 
koruma düzeylerinin sağlandığı görülmektedir. İs-
tatistiki olarak yapılan karşılaştırmalarda eş zaman-
lı aşılama yapılan gruptaki hayvanlar ile yalnız şap 
aşılaması yapılan grup arasında A tipi antikor tit-
resi açısından istatistiki olarak fark bulunmamıştır 
(p>0,05).

Tablo 6. Konjuktival brusella ve şap aşısı uygulanan buzağılarda O tipi şap antikorlarının titre dağılımı
<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

Şa
p 

O
 ti

pi
 a

nt
ik

or 14. Gün
Ş+B 1 1 2 3 1 3 4 5 3 8 31

Ş 1 1 1 2 2 3 3 4 12 29

28. Gün
Ş+B 4 3 5 6 2 3 1 3 2 1 30

Ş 7 3 3 4 3 2 5 1 1 29

2. Ay
Ş+B 1 2 3 2 9 5 5 1 2 30

Ş 1 1 1 3 2 3 2 4 5 6 28
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Açıklama: 14. gün sonuçlarına göre simultane 
aşılamada buzağıların 31/31’i bağışık iken sadece 
şap aşılamasında buzağıların 29/29’u bağışıktır. 28. 
günde simultane grup 12/30 oranında bağışık iken, 
sadece şap aşılaması yapılan grup 12/29 oranında 
bağışıktır. 28. günde şap aşısının rapeli yapılması 
ile 2. ayda simultane grup 30/30, şap grubu 27/28 
oranında bağışık olmuştur. Gruplardaki hayvanlar-

da korumayı sağlayan en düşük titre baz alınarak 
yapılan karşılaştırmalarda genel olarak birbirine ya-
kın koruma düzeylerinin sağlandığı görülmektedir. 
İstatistiki olarak yapılan karşılaştırmalarda eş za-
manlı aşılama yapılan gruptaki hayvanlar ile yalnız 
şap aşılaması yapılan grup arasında O tipi antikor 
titresi açısından fark bulunmamıştır (p>0,05).

Tablo 7. Konjuktival brusella ve şap aşısı uygulanan buzağılarda A tipi şap antikorlarının titre dağılımı
<1/8 1/8 1/11 1/16 1/22 1/32 1/44 1/64 1/96 1/128 1/192 1/256 1/362 1/512 >1/512 n

Şa
p 

A
 ti

pi
 a

nt
ik

or 14. Gün
Ş+B 3 3 4 2 5 3 1 2 3 1 1 1 1 1 31

Ş 4 4 3 2 6 2 1 2 1 3 1 29

28. Gün
Ş+B 1 1 5 5 6 1 4 3 1 1 1 29

Ş 2 1 1 3 5 5 5 1 3 3 29

2. Ay
Ş+B 1 1 3 2 10 14 31

Ş 1 2 1 6 5 14 29

Açıklama: 14. gün sonuçlarına göre simultane 
aşılamada buzağıların 21/31 oranında bağışık iken 
sadece şap aşılamasında buzağıların 18/29 oranında 
bağışıktır. 28. günde simultane grup 22/29 oranın-
da bağışık iken, sadece şap aşılaması yapılan grup 
22/29 oranında bağışıktır. 2. ayda simultane grup 
30/31 oranında şap grubu 29/29 oranında bağışık-
tır. Gruplardaki hayvanlarda korumayı sağlayan en 
düşük titre baz alınarak yapılan karşılaştırmalarda 
genel olarak birbirine yakın koruma düzeylerinin 
sağlandığı görülmektedir. Eş zamanlı grubun anti-
kor titresi ile yalnız şap aşılaması yapılan grubun 

antikor titresi arasında istatistiki olarak fark tespit 
edilmemiştir (p>0,05).

Serum aglütinasyon testi sonuçları
Aglütinasyon testi ile brusella antikor titresi be-
lirlenmiştir. Bu testte 1/10 antikor titresi humoral 
immun yanıtın kabul edildiği en küçük titre değeri 
olarak kabul edilmiştir. Parenteral çalışmada bru-
sella maternal antikoru bulunmazken, konjuktival 
çalışmada 3 hayvanda 1/10 titrede maternal antikor 
tespit edilmiştir. Bu hayvanlar gruplara homojen şe-
kilde dağılmıştır.

<1/10 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 ≥1/320 n sayısı

B
ru

se
lla

 a
nt

ik
or

14. Gün
Ş+B 1 4 2 1 8

B 1 1 2 3 7

28. Gün
Ş+B 2 2 3 1 8

B 1 2 4 7

2. Ay
Ş+B 1 4 2 7

B 1 6 7

3. Ay
Ş+B 1 5 1 7

Ş 1 6 7

6. Ay
Ş+B 7 7

B 6 6

12. Ay
Ş+B 5 5

B 5 5

Tablo 8. Parenteral brusella ve şap 
aşısı uygulanan buzağılarda brusella 
antikor titre dağılımı
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Açıklama: 14. gün ve 28. gün sonuçlarına göre 
hem simultane hem brusella aşısı yapılan gruptaki 
hayvanların tamamında immun yanıt şekillenmiştir. 
2. ayda simultane grup 6/7, brusella grubu 7/7 ora-
nında immun yanıt vermiştir. 3. ayda simultane grup 
ve brusella grubu 6/7 oranında immun yanıt vermiş-
tir. 6 ve 12. Aylarda hayvanlarda immun yanıt be-
lirlenememiştir. Bunun sebebi çalışmada kullanılan 
buzağıların 90-117 günlük olması ve brusella aşı-

sında genç hayvanlardaki humoral immun yanıtın 
kısa sürmesinden kaynaklandığı düşünülmektedir. 
Gruplardaki hayvanlarda korumayı sağlayan en 
düşük titre baz alınarak yapılan karşılaştırmalarda 
genel olarak birbirine yakın koruma düzeylerinin 
sağlandığı görülmektedir. Sadece 2. ayda brusella 
grubu istatistiki olarak simultane gruptan daha yük-
sek titre değeri vermiştir (p<0,05).

<1/10 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 ≥1/320 n sayısı
B

ru
se

lla
 a

nt
ik

or
14. Gün

Ş+B 1 2 1 9 15 7 35
B 1 1 1 12 15 4 34

28. Gün
Ş+B 5 17 10 3 35

B 2 2 3 16 9 2 34

2. Ay
Ş+B 9 11 11 3 34

B 11 10 9 3 33

3. Ay
Ş+B 11 13 10 34

B 18 11 2 1 32

6. Ay
Ş+B 14 16 1 31

B 21 9 1 31

12. Ay
Ş+B 18 9 27

B 17 6 23

Tablo 9. Parenteral brusella ve şap 
aşısı uygulanan kuzularda brusella 
antikor titre dağılımı

Açıklama: 14. gün simultane grup 34/35 ora-
nında, brusella grubu 33/34 oranında ve 28. gün 
sonuçlarına göre simultane grup 35/35 oranında 
brusella grubu 32/34 oranında, 2. ay simultane grup 
25/34 oranında brusella grubu 22/33 oranında, bru-
sella grubu 22/33 oranında, 3. Ay simultane grup 
23/34 oranında, brusella grubu 14/32 oranında, 6. 
Ay simultane grup 17/31 oranında brusella grubu 
10/31 oranında, 12.ay simultane grup 9/27, brusel-

la grubu 6/23 oranında immun yanıt göstermiştir. 
İmmun yanıtın bu kadar uzun sürmesinin sebebi 
kuzuların 3-6 aylık olmasından kaynaklandığı dü-
şünülmektedir. Gruplardaki kuzularda immun yanıt 
baz alınarak yapılan karşılaştırmalarda genel olarak 
simultane grupta daha yüksek immun yanıt alındığı 
görülmektedir. Tüm karşılaştırmalarda eş zamanlı 
gruptan istatistiki olarak daha yüksek antikor titresi 
elde edilmiştir (tüm gruplarda p<0,005).

<1/10 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 ≥1/320 n sayısı

B
ru

se
lla

 a
nt

ik
or 14. Gün

Ş+B 19 9 2 1 31
B 19 5 3 4 31

28. Gün
Ş+B 22 4 3 29

B 20 11 31

2. Ay
Ş+B 6 6

B 6 6

Tablo 10. Konjuktival brusella ve şap 
aşısı uygulanan buzağılarda brusella 
antikor titre dağılımı

Açıklama: 14. gün simultane grup ve brusel-
la grubu 12/31 oranında, 28. gün sonuçlarına göre 
simultane grup 7/29 oranında brucella grubu 11/31 
oranında, 2. ay simultane grupta immun yanıt belir-

lenemiştir. Grupların immun yanıt değerleri birbiri-
ne pareleldir. Aşının konjuktival olması ve buzağı-
ların 95-178 günlük olması sebebi ile immun yanıtın 
28. günden sonra belirlenemediği düşünülmektedir. 
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Tüm gruplarda eş zamanlı grup ile tek aşılama ya-
pılan grup arasında istatistiki fark bulunamamıştır 
(p>0,005).

Şekil 1. Grup karşılaştırmalarının yüzdesel değerleri.

Çalışmanın yapıldığı grupların 41 adet karşı-
laştırmasında istatistiksel olarak %80,48’inde (33 
adet) simultane aşılama ile tek aşılama yapılan 
grup arasında farklılık tespit edilmemiştir (p>0.05). 
Grupların %14,63’ünde (6 adet) Parenteral Brusel-
la ve Şap aşısı uygulanan kuzularda 14. gün, 28. 

gün, 2. ay, 3. ay, 6. ay ve 12. ayın kan numunele-
rinde simultane grubun brusella antikor titresi sa-
dece brusella aşısı yapılan grubun antikor titresine 
göre istatistiki olarak yüksektir (p<0.05). Grupların 
%2,43’ünde(1 adet) Parenteral Brusella ve Şap aşı-
sı uygulanan kuzularda 2. ayda O tipi şap antikor 
titresi simultane aşılanan grubun antikor titresinden 
istatistiki olarak yüksektir (p<0.05). Bunun sebebi 
olarak simultane grupta maternal antikor gösteren 
hayvan 1/35 oranında iken şap grubunda 32/35 ol-
masından kaynaklandığı düşünülmektedir. Çalışma-
daki kuzuları yetiştiren işletme kayıtlarında kuzula-
rın doğum tarihi bulunmadığından gruplandırmada 
yaş esas alınamamıştır. Gruplardan %2,43’ünde (1 
adet) Parenteral Brusella ve Şap aşısı uygulanan bu-
zağılarda 2. ayda Brusella grubunun antikor titresi 
simultane aşılanan grubun antikor titresinden ista-
tistiki olarak yüksektir (p<0.05).

Karşılaştırmaların 33 adedinde p>0.05 bulu-
narak gruplar arası istatistiki fark bulunmamıştır. 
p<0,05 sonucu ile istatistiki fark olan 8 gruptaki is-
tatistiki analiz sonuçları şu şekildedir: 

Tablo 11. İstatistiki sonuçlar
Brusella ve şap aşı grupları Grup Arit. ort. Standart sapma p değeri Sonuç

Parenteral brusella ve şap buzağı
2. Ay brusella antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 1,0429 0,20702 0,033
(B >Ş+B)

B 1,2571 0,11339 0,039

Parenteral brusella ve şap kuzu
2. Ay O tipi şap antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 1,3403 0,39855 0,002
(Ş>Ş+B)

Ş 1,6321 0,36231 0,002

Şap ve parenteral brusella kuzu
14. Gün brusella antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 2,1074 0,49476 0,000
(Ş+B>B)

B 2,0688 0,42758 0,000

Şap ve parenteral brusella kuzu
28. Gün brusella antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 1,6943 0,24964 0,003
(Ş+B>B)

B 1,6000 0,35420 0,003

Şap ve parenteral brusella kuzu
2. Ay brusella antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 1,0176 0,26568 0,007
(Ş+B>B)

B 1,0455 0,31927 0,007

Şap ve parenteral brusella kuzu
3. Ay brusella antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 0,9912 0,23915 0,000
(Ş+B>B)

B 0,8688 0,22781 0,000

Şap ve parenteral brusella kuzu
6. Ay brusella antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 0,8742 0,16925 0,000
(Ş+B>B)

B 0,8065 0,16520 0,000

Şap ve parenteral brusella kuzu
12. Ay brusella antikor titresi karşılaştırma

Ş+B 0,8000 0,14412 0,000
(Ş+B>B)

B 0,7783 0,13469 0,001

Tartışma ve Sonuç
Serum nötralizasyon test sonuçlarına göre buzağı-
larda uygulanan şap ve parenteral brusella aşılama-

larında 6. ay sonuçları O tipi antikor titreleri A tipi-
ne sonuçlarına göre nispeten daha düşük çıkmıştır. 
Bu durum O tipi virüs yapısından kaynaklanan ge-
nel olarak O tipinde bağışıklığın kısa sürmesinden 
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kaynaklanmaktadır. Şap ve parenteral brusella aşı-
ları uygulanan kuzulardaki O ve A tipi antikor titre-
lerinin buzağılardaki antikor titrelerinden nispeten 
yüksek olduğu görülmektedir. Bu durum kuzuların 
3-6 aylık yaşta olması, buzağıların 90-117 günlük 
olması ile kuzuların yaşları sebebi ile immun sis-
temlerinin daha gelişmiş olması ile izah edilebil-
mektedir. Keza aynı sebepten konjuktival brusella 
çalışmasında kullanılan buzağıların 95-178 günlük 
olması parenteral çalışmada kullanılan 90-117 gün-
lük buzağılardan daha yüksek şap antikor titresi 
elde edilmesine yol açmıştır. Parenteral brusella ve 
şap aşısı uygulanan kuzuların 2. ayda O tipi şap an-
tikor titresi sadece şap aşılaması yapılan grubun an-
tikor titresinden istatistiki olarak düşüktür. Bunun, 
simultane grupta maternal antikor gösteren hayvan 
1/35 oranında iken şap grubunda 32/35 olmasından 
kaynaklandığı düşünülmektedir. Çalışmadaki kuzu-
ları yetiştiren işletme kayıtlarında kuzuların doğum 
tarihi bulunmadığından gruplandırmada yaş esas 
alınamamıştır. İlk aşının yapıldığı gün aynı zaman-
da 0. gün kanları alındığından şap grubuna maternal 
antikoru olan kuzular tesadüfi olarak bir araya gel-
miştir. 

Serum aglütinasyon test sonuçlarına göre buza-
ğılardaki parenteral aşılamada brusella antikorları 3. 
aydan sonra titre vermezken konjuktival aşılamada 
28. günden sonra titre vermemiştir. Bu konjuktival 
aşı içerisindeki CFU (colony forming unit) ile ilgili 
beklenen bir durumdur. Kuzulardaki parenteral bru-
sella antikorlarının 12. ayda dahi tespit edilmesi ça-
lışmaya alınan kuzuların 3-6 aylık olması ve yaşları 
sebebi ile daha güçlü immun yanıt oluşturabilme-
sinden kaynaklandığı düşünülmektedir.

Parenteral brusella ve şap aşısı uygulanan ku-
zularda 14. gün, 28. gün, 2. ay, 3. ay, 6. ay ve 12. 
ayın kan numunelerinde simultane grubun brusella 
antikor titresi sadece brusella aşısı yapılan grubun 
antikor titresine göre istatistiki olarak yüksektir. Bu 
durumun şap aşısının yağ adjuvantı sayesinde oldu-
ğu düşünülmektedir. Adjuvantlar aşılarda depo et-
kisi oluşturarak immun sistemi daha fazla uyarmak 
için kullanılmaktadırlar. Adjuvantlar makrofajları 
stimule ederek elde edilen immunglobulin miktarı-
nı arttırmaktadırlar. Boersma ve arkadaşlarının [5] 
yaptığı çalışmaya göre yağlı adjuvantların uygulan-
masında IL-1 en ön plana çıkan sitokindir. İnterlö-
kinler hem humoral hem hücresel immun yanıtın 

artmasında etkili olmaktadır. Allison ve ark. [1] 
yaptığı çalışmaya göre yağlı adjuvantlar interlökin-
ler üzerindeki etkisi ile humoral yanıtta IgG1 ceva-
bını arttırmaktadır. Brusella antikor titre tespiti için 
yapılan aglütinasyon testinde simultane aşılamada 
brusella antikor titresinin tek yapılan aşılamaya 
göre daha yüksek bulunmasının sebebi yağ adjuva-
nın interlökinler üzerindeki etkisi ile Ig oluşumunu 
arttırması olarak düşünülmektedir. Ayrıca Mastan 
ve arkadaşlarının [16] kobaylarda yaptığı çalış-
maya göre canlı brucella S-19 ve şap aşıları gerek 
simultane gerekse kombine olarak uygulandığında 
tek yapılan canlı brusella aşılamasına göre daha iyi 
eprüvasyon sonuçları vermiştir. Ayrıca canlı bru-
sella S19 ile kombine şap aşılarının inaktif brusella 
S19 ile kombine şap aşılarına göre titre değerleri 
ve eprüvasyon değerleri daha yüksek çıkmıştır. Bu 
durum şap aşısı içerisindeki yağ adjuvantının inter-
lökinler aracılığı ile hücresel immunite üzerindeki 
etkisini göstermekte ve çalışmamız ile aynı sonucu 
paylaşmaktadır. Başka bir çalışmada De Clercq ve 
ark. [8] domuz yavrularına inaktif, adjuvantlı şap ve 
attenüe klasik domuz ateşi aşılarını simultane uy-
gulamışlardır. Simultane yapılan aşılamada klasik 
domuz ateşine karşı oluşan antikor miktarı tek aşı 
yapılan gruba göre daha yüksek elde edilmiştir. Bu 
çalışma da bulduğumuz sonucu desteklemektedir.

Sonuç olarak çalışmada brusella ve şap aşıları-
nın simultane olarak uygulanmasında şap aşısı açı-
sından bir titre kaybı olmadığı belirlenmiştir. Bru-
sella ve şap aşılarının eş zamanlı uygulanmasında 
brusellaya karşı oluşan humoral yanıt olumlu etki-
lenip daha yüksek antikor titresi vermiştir. Brusella 
aşısı attenüe bir aşı olduğundan hücresel immunite 
ile bağışıklık oluşturmaktadır. Humoral immunite 
de şekillenmektedir. Brucella aşısı ile elde edilen 
hücresel immunite günümüzde herhangi bir test ile 
tespit edilememektedir. Aynı zamanda yeterli ola-
naklar olmaması nedeni ile brusella aşısının eprü-
vasyon çalışması yapılamamıştır.

Teşekkür
Değerli destekleri için Şap Enstitüsü İdaresi’ne, Şap 
Enstitüsü Epidemiyoloji Ünitesi ve Kalite Kontrol 
Bölümü çalışanlarına, TAGEM’e, TİGEM’e, Altı-
nova Tarım İşletmesi Müdürlüğü’ne ve Pendik Ve-
teriner Kontrol Enstitüsü Müdürlüğü’ne teşekkür 
ederiz.
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Özet: Bakterilerin paraziti olan bakteriyofajlar, keşfedildikten sonra bakteriyel hastalıklara karşı tedavide kullanılmaya 
başlanmış ancak antibiyotiklerin keşfiyle, özellikle Batı ülkelerinde, faj tedavisine ilgi azalmıştır. Günümüzde antibiyo-
tiklere karşı bakteri direncinin oluşması önemli bir sorun haline gelmiştir. Bu durum, bakteriyel hastalıkların tedavisinde 
ve proflakside alternatif arayışları zorunlu kılmıştır ve faj tedavisi yeniden ele alınmıştır.
Anahtar kelimeler: Bakteriyofaj, faj, tedavi

Bacteriophage Therapy
Abstract: Bacteriophages are parasites of bacteria and they had been used in treatment against bacterial diseases since 
them discovery. However, the discovery of antibiotics, has been decreased interest in phage therapy, especially in 
Western countries. Nowadays, bacterial resistance against antibiotics has become an important issue. This necessitated 
the search for alternative therapy to bacterial diseases and prophylaxis so phage therapy has been reconsidered.
Key words: Bacteriophage, phage, therapy

Giriş

Bakteriyofaj (faj), Eski Yunanca’da bakteriyiyen 
anlamına gelir. Fajlar, 20-30 dakikalık kısa yaşam 
sikluslarıyla, DNA ya da RNA’ya sahip, basit ya-
pıda virüslerdir. Genellikle sulak alanlarda olmakla 
beraber, konakçının olduğu her yerde bulunabilirler. 
Yeryüzünde 1031 faj partikülü olduğu tahmin edil-
mektedir [31,41]. 

Memeli hücrelerini enfekte etmeyen fajlar, 
yalnızca tek bir bakteri türüne, ya da serotipine pa-
tojendir [32]. Bakteriyofajlar identifiye edildikten 
sonra, mevcut bilgilere dayanılarak, patojenlere 
karşı antibakteriyel ajan olarak hızlı bir şekilde uy-
gulanmaya başlanmıştır ve yaklaşık doksan yıldır 
farklı alanlarda da kullanılmaktadır [31].

Tarihçe

İlk olarak 1896’da Ernest Hankin tarafından Vibrio 
cholerae’ya karşı bir antibakteriyel aktivitenin var-
lığı bildirilmiştir. Nikolay Fyodorovich Gamaleya, 
Bacillus subtilis üzerine çalışırken benzer bir feno-
menin varlığını gözlemlemiştir. Frederick Twort, 
1915’te, bunun antibakteriyel bir virüs etkinliği 

olabileceği hipotezini savunmuştur. D’Herelle, di-
zanterili hastaların dışkı örneklerinde, “invisible-
microbe” (görünmez mikrop) olarak adlandırdığı, 
bakteri içermeyen filtratlar tespit etmiş, 1917’de 
“bakteriyofaj fenomen”ini tanımlamış ve 1919’da 
fajları dizanteri tedavisinde kullanmıştır [17]. Bak-
teriyofajlar, elektronmikroskopta ise ilk kez 1940’ta 
Helmut Rushka tarafından görüntülenmiştir [43].

D’Herelle, bakteriyofajın tavuk ve tavşanlarda-
ki gastrointestinal ve septisemik hastalıklarda etkin-
liği kanıtlandıktan sonra insanlar üzerinde çalışmış, 
Shigabakteriyofaj süspansiyonundan önce kendi-
sine, ailesinden üç kişiye ve çalışma arkadaşlarına 
oral yola uygulayarak, bunun lokal ya da genel her-
hangi bir olumsuz reaksiyon oluşturmadığını kanıt-
lamıştır. Bu denemeler faj tedavisinin güvenilirliği 
konusunda o dönem yeterli kabul edilmiştir. D’He-
relle, hıyarcıklı veba (Yersinia pestis enfeksiyonu) 
teşhisi konmuş dört hastanın enfekte aksiller ve in-
guinal lenf düğümlerine direkt olarak antiplak faj 
preparasyonu enjekte etmiş ve hastalar iyileşmiştir. 
Bilim adamı daha sonra, Hindistan, Gürcistan, ABD 
ve Fransa’da faj terapi ve araştırma merkezleri ku-
rulmasına öncülük etmiştir [42].
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Bazı şirketler 1930’dan itibaren farklı patojen-
lere karşı fajları ticarileştirmeye başlamıştır. Pa-
ris’te, çeşitli bakteriyel enfeksiyonlara karşı beş fajlı 
ticari preparat (Baktekolifaj, Baktorinofaj, Baktoin-
testifaj, Baktopiyofaj, ve Baktostafofaj) üretilmiş ve 
bu preparatlar daha sonra Fransa’nın en büyük şir-
ketlerinden olacak L’Oreal tarafından pazarlanmış-
tır. Ayrıca ABD’de 1940’ta, insanlarda kullanılmak 
üzere yedi faj preparatı üretilmiştir. İkinci Dünya 
Savaşı sonrası antibiyotiklerin keşfiyle Batı’da te-
rapötik amaçlı faj kullanımı azalmasına rağmen, 
özellikle eski SSCB (Sovyet Sosyalist Cumhuriyet-
ler Birliği)’de, Gürcistan ve Polonya’daki çalışma-
lar istikrarlı bir şekilde devam etmiştir [1,41]. Gür-
cistan’da EIBMV (Eliava Institute of Bacteriophage 
Microbiology and Virology, 1923) ve Polonya’da 
HIIET (Hirszfeld Institute of Immunology and Ex-
perimental Therapy,1952) fajların araştırılmasında 
ve üretiminde aktif olmuştur [41].

Faj tedavisi yeniden 1982’de Smith ve Bob 
Huggins tarafından tekrar canlanmış. Batı’daki ça-
lışmalar, Polonya ve eski SSCB’de yapılan çalışma-
ların tekrar ele alınmasıyla ivme kazanmıştır [31].

Günümüzde, faj lizinleri, bakteriyel enfeksi-
yonların tedavisinde tek başlarına potansiyel tedavi 
unsuru olarak incelenmiş ve dünya çapında, anti-
bakteriyel ajan olarak fajlarla ilgili önemli sayıda 
araştırmalar yapılmıştır. Ayrıca FDA, 2006 yılından 
itibaren gıdalarda koruyucu olarak kullanılan bazı 
ticari faj preparatlarının üretimini onaylamıştır [31]. 
Moleküler biyolojinin pek çok sırrı fajlar sayesinde 
çözülmüştür ve bakteriyofajlar hâlen biyoteknolo-
ji ve moleküler biyolojiye katkıda bulunmaktadır 
[17].

Fajın Morfolojisi ve Sınıflandırılması
Büyüklükleri 20-200 nm kadardır. Ana yapıları-
nı DNA ya da RNA karakterinde genetik materyal 
oluşturur. 

Tanımlanmış fajlar genel olarak; morfolojik 
özellikleri, nükleik asit türü, zarf ya da lipidlerin 
varlığı-yokluğuna göre onüç familyaya ayrılmıştır. 
Bakteriyofajlar, morfolojik özellikleri bakımından 
farklılık göstermesine rağmen, %90’ı baş kısmında 
dsDNA (doublestranded) genomu bulunduran litik 
fajlardır ve ikozahedral (kübik) simetri gösterirler. 
Kapsid, bakteri hücresinin yüzeyindeki reseptörle-
re tutunmada kullanılan, iplikçiklerden oluşmuş bir 

kuyrukla bağlanır (Şekil 1). Kuyruk, hedef bakteri 
reseptörlerine adsorbe olur ve faj DNA’sı bakteri 
hücresine aktarılır (Resim 1) [17]. Bu fajlar; Myo-
viridae (uzun, kasılabilen kuyruk), Siphoviridae 
(uzun, esnek, kasılamayan kuyruk), Podoviridae 
(kısa, kasılmayan kuyruk) olmak üzere morfolojik 
olarak üç temel aileye ayrılırlar [32].

Şekil 1. Fajın morfolojisi

Resim 1. Myoviridae familyasından T4 fajın elektron 
mikroskop görüntüsü [16]

Yaşam Döngüsüne Göre Fajlar

Fajlar, litik ve lizojenik siklus olmak üzere iki tür 
yaşam döngüsüne sahiptir. Litik (virülent) fajlar; 
sayılarının gittikçe artması (otodozajlama), normal 
florada minimal bozulma, düşük toksisite, antibiyo-
tiklerle çapraz direnç oluşturmama, hızlı iyileşme 
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sağlama gibi bir dizi doğal özellikleri nedeni ile po-
tansiyel antibakteriyeldirler [35].

Litik fajlar: Bakteriyolitik mekanizmalarına 
göre ikiye ayrılabilir;

Tek litik faktörle hücre duvarını yıkımlayanlar; 
bu litik fajlar, küçük, ssDNA veya ssRNA genomu-
na sahiptir ve hücre duvarı sentezi inhibisyonuyla 
bakteriyolizisi indükleyen tek bir litik faktörle kod-
lanmıştır.

Bakteri hücre duvarını virolizin-holin sistem-
le hidrolize edenler; en bilinenleri, bütün kuyruklu 
fajları içeren, virolizin-holin sistemle dsDNA kod-
layan büyük litik fajlardır. Virolizin, bakteri hücre 
duvarındaki peptidoglikanı hidrolize eden bir mu-
ralitik enzimdir (endolizin) ve stoplazmada üretilir. 
Holin küçük bir peptit olup, fajın yaşam siklusunda 
belirlenen (programlanan) bir zamanda virolizinin 
hücre duvarına erişimine imkan vermek için memb-
randa yıkım oluşturmak üzere oligomerize olur. 
Hücre lizisi ve projenlerin serbest hale gelmesi ho-
lin kontrolünde olur [16]. 

Tipik litik faj döngüsünde faj, bakteri hücre-
sinin rastgele hareketi sırasında, konağa ait teiko-
ik asit, lipopolisakkarit, oligosakkarit, peptidogli-
kan, protein gibi yüzey bileşenleri içeren reseptör 
bölgeleriyle karşılaştığında bağlanma gerçekleşir 
(adsorbsiyon). Bazı durumlarda kapsül, pili, fla-
gella da reseptör olarak faj tarafından kullanılır. 
Bakteriyofaj genomunun bakteri hücresine enjek-
siyon (penetrasyon) mekanizması, virüsün morfo-
lojisine bağlı olarak farklılık göstermekle beraber, 
genellikle kuyruğun kasılıp bakteri hücre duvarında 
bir delik oluşturmasıyla açıklanır. Viral genomun, 
konakçı hücrenin RNA polimeraz enzimiyle trans-
kripsiyonu, erken mRNA oluşumuna neden olur. 
Bakterinin metabolik mekanizması virüs tarafından 
ele geçirilir ve metabolik süreç, yeni virüs bileşen-
lerinin üretilmesine yönlendirilir. Bu kompanentler 
daha sonra biraraya gelerek virionu oluşturur (latent 
dönem). Projen litik fajlar, serbest kalırken bakteri 
hücresini lize ederek onun hızlı bir şekilde ölümüne 
neden olur [16,32]. Bakteri lizisi, agar üzerinde plak 
adı verilen alanları oluşturur.

Enfekte bir bakteri hücresinden 100’den fazla 
faj serbest kalabilir ve bunların her biri yeni bir bak-
teri hücresine bulaşabilir. Enfeksiyon siklusu, tüm 

duyarlı bakteri hücreleri ölene kadar devam etme 
potansiyeli taşır [16].

Lizojenik (ılımlı) fajlar: Konakçının yaşam 
döngüsünün bir bölümünde profaj adı verilen pasif 
bir halde yer alırlar. Lizojenik döngüde viral DNA 
genellikle konak hücre DNA’sına entegre olur, bak-
teriyel DNA replikasyona uğrarken aynı anda faj 
DNA’sı da çoğalır ve böylece her bir yavru hücre 
(profaj) viral DNA içerir. Faj, bazen de plasmid ola-
rak yer alır. Konak hücre DNA’sı replike olduğunda 
profaj DNA’sı da çoğaltılır ve böylece bir sonraki 
nesle gen aktarılır. Ilımlı fajlar, laboratuvar çalışma-
larında kullanılmalarına rağmen faj tedavisinde na-
diren kullanılır. Bunun nedeni, ılımlı fajların pato-
jenleri %100 öldürmemesi ve “lizojenik fenomen” 
olarak bilinen ve bazı durumlarda bakterinin daha 
virülent hale gelmesine neden olan genleri içerme-
sidir [16]. Ancak ılımlı bir faj, gen baskılama tekno-
lojisi kullanılarak bakterinin patojenitesini düşüre-
cek yönde tasarlanabilir [11].

Lizojenik fajlar kendiliğinden litik döngüye 
girmezler. Ancak bir lizojenik hücre popülasyonu, 
ortam koşullarının değişmesi ya da değiştirilmesiy-
le; mitomycin C vasıtasıyla, UV ışığına maruz bı-
rakılarak ya da mutajenik ajanlar vasıtasıyla; lizise 
indüklenebilir, yüksek sıcaklık ve sabit fazın etkisi 
altında lizojenik ve litik gelişim arasında geçiş ya-
pabilir [16,17,19,10]. Profaj, kendisinin ve yakın 
ilişkili fajların gen transkripsiyonunu engelleyen 
baskılayıcı bir proteini yönetir. Böylece bir profajın 
varlığı, bakteri hücresinde, diğer faj enfeksiyonları-
na karşı bir tür bağışıklık kazandırır [16].

Flamentöz morfolojiye sahip bazı fajlar hücre 
duvarında yıkıcı etki yaratmadan, duvarın içinden 
geçerek konak hücreden ayrılırlar. Bu fajlar teda-
viyle ilgili olarak dikkate alınmazlar [16].

Faj seçimi, İzolasyonu ve Saflaştırılması

Tüm faj tedavisi protokollerinde ilk adım, faj se-
çimi ve izolasyonudur. Uygulamada iki şekilde faj 
seçimi söz konusudur. İlki, tekli faj bileşenlerin-
den daha geniş bir etkinlik yelpazesine sahip (ge-
niş spektrumlu) ve kısa sürede direnç oluşmasına 
imkân vermeyen Pyofaj ve intestifaj gibi çoklu faj 
kokteylleridir. İkincisi, enfeksiyondan ya da doğal 
ortamdan alınan, önceden iyi tanımlanmış fajla teste 
tabi tutulan faj seçimidir [1]. 
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Faj izole edilecek örnekler, konağın sıklıkla bulu-
nabileceği ortamlardan alınır; bunlar genellikle su, 
toprak, bitki artıkları, dışkı, atık su arıtma tesisleri-
dir. Örneğin, enterik patojenlere karşı kullanılan faj-
lar, doğal olarak dışkı numunelerinden ya da kana-
lizasyon suyundan izole edilir. Faj izolasyonu yön-
temlerinde farklar olsa da temelde aynı yol izlenir. 
Öncelikle toplanan örnekte faj varlığı tespit edilir. 

Direkt izolasyon yönteminde örnek, filtreden 
geçirilir ve kontaminant mikroorganizma hücrele-
rinden arındırılır. Su ya da kanalizasyon atıklarında 
bu uygulanabilir; basit bir santrifüjden sonra, büyük 
partikül ve hücreleri geçirmeyen, fajların geçişine 
izin veren bir membran filtre ile filtrasyon uygula-
nır. Katı örneklerse, steril sıvı besiyeri ya da buffer-
le karıştırıldıktan sonra santrifüj ve filtrasyona tabi 
tutulur. Pleytler kaplanır (dilüe edilerek) ve oluşan 
plaklar incelenir. Konsantrasyon sağlamak isteni-
yorsa ya da gerekliyse, plaklama işleminden önce 
ultrasantrifüj, ultrafiltrasyon gibi yöntemler uygu-
lanmalıdır [11].

Zenginleştirmeyle izolasyonda, uygun besiye-
rinde üretilmiş konakçıya örnekler ilave edilir, in-
kübasyonun ardından santrifüj edilir. Faj-Konakçı 
içerikli suspansiyon filtreden geçirilerek hedef bak-
teri bulunan agara farklı dilüsyonlarda yayılır, plak-
lar sayılır. Zenginleştirme, faj miktarının az olduğu 
durumlara karşı daha geçerli bir yaklaşımdır [11].

Sıvı besiyerinde, bakterilerin neden olduğu bu-
lanıklık, fajlar bakterileri parçaladığında kaybolur. 
Katı besiyerinde ise fajların bakterileri parçaladığı 
alanlar açık kalır ve bu bölgeler plak olarak adlan-
dırılır. Bir süspansiyondaki faj sayısı, agar üzerinde 
plak oluşturan titre ile (plaque forming unit, PFU) 
ifade edilir. Çift tabaka agar ekim ve Rutin Test Di-
lüsyon olmak üzere iki sayım yöntemi vardır [15]. 
Fajlar, liyofilize veya dondurularak kurutulmuş hal-
de uzun yıllar stabil kalabilmektedir [9,11].

Fajların Kullanım Alanları

İnsan ve hayvanlarda tedaviye yönelik kullanımları 
dışındaki uygulamalar şu şekilde sıralanabilir;
Gıda ve tarımda biyolojik kontrol maddesi ola-
rak: Bakteriyofajlar, karkas ve diğer işlenmiş ürün-
lerdeki ve taze sebze meyvelerdeki dekontaminas-
yonları azaltmak, ayrıca ekipmanlarda ve temas 

yüzeylerinde dezenfeksiyonu sağlamak, bozulabilir 
gıda ürünlerinin raf ömrünü uzatmak amacıyla do-
ğal koruyucu olarak kullanılabilir.
Biyoteknoloji: Çalışmalar, modern biyoteknolojide 
fajların kullanılabileceğini göstermiştir. Fajlar, gen 
terapisinde, aşı ve proteinlerin nakil aracı olarak, 
patojenik bakterilerin tespitinde, protein, peptit ya 
da antikor kütüphanelerinin taranmasında araç ola-
rak kullanılabilir
Moleküler biyoloji: Günümüzde immun teknikler-
le gen teknolojisinin değerlendirildiği faj gösterim 
teknolojisini (faj display), yeni kuşak rekombinant 
antikorların geliştirilmesinde kullanmaktadır.
Bakterilerin identifikasyonu: Fajlar, gıda kaynak-
lı ve klinik bakteriyel patojenlerin direkt tespit ve 
identifikasyonunda araç olarak kullanılır.
Su ürünleri: Su ürünleri hastalıklarına karşı alter-
natif tedavi veya proflakside kullanılma potansiyeli 
taşırlar, ancak az sayıda çalışma yapılmıştır.

İnsanlarda Faj Kullanımı

İnsanlarda ilk faj çalışmaları, D’Herelle tarafından 
dizanterili ve vebalı hastalarda gerçekleştirilmiştir. 
Tiflis Eliava Enstitüsü’nde, gönüllülerde güvenlik 
çalışmalarını da içeren, sistemik uygulamalara yö-
nelik faj preparayonları geliştirilmiştir. Özellikle 
immun yetersizliği olan hastalarda, bebeklerde, pel-
vik inflamasyon vakalarında kullanılmıştır. Pyofaj 
ve İntestifaj gibi fajlar, gazlı gangrene karşı gerek 
proflaktik gerekse tedavi edici olarak ve askerlerin 
yara enfeksiyonlarında acil müdahalede başarılı bir 
şekilde kullanılmıştır [1]. SSCB’nin dağılmasının 
ardından başlayan Gürcistan Bağımsızlık Mücade-
lesi’nde (1991-92), savaş için özel olarak geliştiril-
miş olan faj preparasyonları uygulanmış ve askerler 
tarafından Abazya’daki savaş bölgesine faj bidon-
ları taşınmıştır. Fajlar, Rusya ve Gürcistan arasında 
2008’de patlak veren savaşta askerlerde tedavi ama-
cıyla yoğun bir şekilde kullanılmıştır [1].

Faj tedavisi, 1981-1986 yılları arasında 550 va-
kada uygulanmış; hastaların % 92,4’ ünde iyileşme, 
% 6,9’ unda belirtilerde gerileme görülmüş ve % 
0,7’ sinde herhangi bir etki oluşmadığı bildirilmiştir. 

Postoperatif ya da başka nedenlerden oluşan 
kronik deri enfeksiyonlarında etken olan Staphy-
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lococcus ve Gram negatif bakterilere (Klebsiella, 
Escherichia, Proteus, Pseudomonas) karşı uygula-
nan faj tedavisinde, hastaların %77’sinde iyileşme 
olmuş, kalan %23’ünde ise yan etkilerin gelişmesi-
ne ya da iyileşme belirtisi olmamasına bağlı olarak 
tedavi durdurulmuştur [1,31].

Oftalmoloji alanında da başarılı faj çalışmaları 
gerçekleştirilmiştir. Dautova ve ark, 16’sında pru-
lent kornea ülseri de bulunan travmatik bakteriyel 
keratitisli 30 hastayı “Pio” bakteriyofajla tedavi et-
miştir. Eşit sayıdaki kontrol grubu gentamisin göz 
damlası ile tedavi edilirken, faj uygulanan hastalar, 
gentamisin uygulananlardan erken taburcu edilmiş-
tir [1].

Antibiyotiğe dirençli bakteriyel akut konjuk-
tivit olan otuz çocuğa faj uygulanmış, hastaların 
tamamı yedi günde iyileşmiş, sonraki ay yapılan 
kontrolde enfeksiyonun nüks etmediği gözlenmiştir 
[1].

Kanserle eş zamanlı olarak; S. aureus, P. aeru-
ginosa, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca 
ve E. coli’ye bağlı bakteriyel enfeksiyona yakalan-
mış, antibiyotikle tedaviye yanıt alınmamış, 20 kan-
ser hastasına faj terapisi uygulanmıştır. Oral yolla 
günde üç kez faj verilen hastaların tamamı, tedaviyi 
izleyen 2 ila 9 hafta arasında ( ort. 32 gün ) tamamen 
iyileşmiştir [45].

Antibiyotiğe dirençli, 94 septisemi olgusu fajla 
tedavi edilmiş, vakaların 71’inde antibiyotik tedavi-
si ile faj tedavisi birlikte uygulanmış, kalan 23’üne 
sadece faj tedavisi uygulanmıştır. Bu tedavide 94 
olgunun %85.1’inde iyileşme olurken, %14.9’unda 
etki görülmemiştir (Weber-Dabrowska ve ark., 
2003).

Çeşitli firmalar tarafından, kulak enfeksiyonla-
rı, bacak ülserleri ve yanık yaralarının tedavisi için 
insanlarda klinik faj çalışmaları başlatılmıştır [10]. 
Stafilokkokal perfore osteomiyelit, akut-kronik cer-
rahi yara enfeksiyonları, inatçı deri ülseri olgula-
rında antistafajlar kullanılarak iyileşme sağlandığı 
belirtilmiştir (Summers, 2001).

Faj terapisinde elde edilen başarı ortalama ola-
rak %85’ tir ve antibiyotik tedavisinin etkili olmadı-
ğı durumlarda, bakteriyel patojenlerle mücadelede 
faj tedavisinin yüksek etkinliği olduğunu göstermiş-
tir [31].

Hayvanlarda Faj Kullanımı

Antibiyotiklerin keşfinden sonra ilk önemli çalış-
malar 1982-87’de Smith ve Huggins (Institute for 
Animal Disease Research, Cambridgeshire) tarafın-
dan yapılmıştır. Bu deneylerden birinde, potansiyel 
letal doz olan 3x108 CFU (colony forming unit) 
mL-1 E.coli K1 enjekte edilmiş farelere, İntramus-
kuler yoldan tek doz, 3x108 PFU (plaque forming 
unit) faj enjekte edilmiş, farelerde tam bir iyileşme 
sağlanmıştır. Deneyde bazı E. coli izolatlarının di-
rençli olduğu ancak bunların virülensinin daha az 
olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, tek doz faj tedavisi-
nin; tetrasiklin, ampisilin, trimetoprim, sulfafurazol 
ve kloramfenikolün çoklu dozlarından daha etkin 
olduğunu gösterilmiştir. Buzağı, domuz yavrusu ve 
kuzularda E. coli kaynaklı yeni doğan ishalini önle-
mek için faj başarıyla kullanılmıştır (Smith ve Hug-
gins, 1982). Fare ölümlerinin, Smith ve Huggins’in 
kullandığı faj oranına bağlı olarak değişkenlik gös-
termesi çok önemli bir bulgu olmuş ve bakteriyel 
enfeksiyonların tedavisinde fajları başarıyla kullan-
ma umudunu yeniden canlandırmış, Batı’da pek çok 
araştırmacı bu konuya yönelmiştir [31]. 

Smith ve Huggins (1983,1987) keçilere uy-
gulanan faj tedavisinden sonra faj dirençli (phage-
resistant) E.coli mutant oluşumunu tanımlamıştır. 
Faj terapisinde mutantların ortaya çıkması olası 
bir sorun olarak ele alınmıştır. Ancak, çok sayıda 
çalışmada, karakterize edilmiş olan faj rezistans 
mutantların, virülensinin daha az olduğu veya hiç 
olmadığı görüşü ağırlık kazanmıştır. Faj rezistans 
mutantların, etkinliği en fazla olan fajın tespitinde 
kullanılabileceği düşünülmüştür [23].

Merril ve ark (1996), farenin kan dolaşımında 
normalden uzun süre dolaşımda kalan bazı faj spe-
sifik suşları izole etmiştir. Longcirculating denilen 
bu faj türevleri, farelerde λvir (w60) (E.coli spesi-
fik faj) ve P22vir (R34) (Salmonella typhimurium 
spesifik faj) olarak belirlenmiştir. Çalışma, Long-
circulating λ mutantların, asıl suşlardan daha fazla 
anti bakteriyel etkinlik kapasitesine sahip olduğunu 
göstermiştir [28].

E.coli K1 suşunun neden olduğu septisemi ve 
menenjit benzeri bir enfeksiyonda tavuklara, hasta-
lık belirtileri görülmeye başladığında faj uygulan-
mış ve koruma sağlanmıştır. Aynı çalışmada, kolost-
rum almamış buzağılar oral yolla E coli ile enfekte 
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edilmiş, sekiz saat sonra İM. faj inokule edilmiştir. 
Sonuç olarak septisemi oluşumu gecikmiş ve bakte-
rinin yaşam süresi kısalmıştır [2].

Köpeklerde P. aeruruginosa’nın neden olduğu 
otitis externaya karşı faj tedavisi üzerine klinik ça-
lışma yapılmış ve sonuçlar, uygulanan faj karışımı 
tedavisinin etkili olduğu göstermiştir [40]. 

P. aeruruginosa’ya bağlı kronik otit gelişen 10 
köpekte; kulak içine P. aeruruginosa’ karşı aktif 6 
bakteriyofaj suşunun her birinden yaklaşık 105 PFU 
içeren topikal preparatlar uygulanmıştır. Uygulama-
dan 48 saat sonra swap alınarak bakteri ve faj sayı-
mı yapılmıştır; faj sayısının arttığı, hedef bakteri sa-
yısının azaldığı, ayrıca tedaviden önce yüksek olan 
klinik skorların düştüğü tespit edilmiştir. Bu tedavi, 
fajla enfeksiyon tedavisinde rapor edilmiş ilk klinik 
veteriner çalışması olmuştur [18].

Broylerlerdeki bir E. coli’ye bağlı septisemi 
tedavisinde fajın, İM ve solunum yolu ile uygulan-
dığında etkinliği incelenmiş, kas içi enjeksiyonlarda 
ölüm oranının azaldığı gözlenmiştir [20].

Broylerlerdeki Kolibasillozise karşı bakteriyo-
faj-Enroflaksasin kombine tedavide mortalite görül-
memiştir [22].

Koyun ve sığırlarda E.coli O157:H7 sayısını 
kontrol altına alabilmek amacıyla fajların kulla-
nıldığı çalışmada, rektoanal bölgeye direkt olarak 
SH1ve KH1 (spesifik litik fajlar) birlikte uygulan-
dığında E.coli O157:H7 sayısında azalma tespit 
edilmiştir [36].

S. aureus’ tan kaynaklanan subklinik mastitis 
olgusunda, S. aureus faj K, intramamillar yoldan 5 
gün uygulanmış, istatistiksel olarak önemli bir so-
nuç elde edilememiştir. S. aureus izolatları, faj K 
lizisine duyarlı oldukları halde etkinlik elde edile-
memiş olması, süt proteinleri ya da meme bezlerin-
deki enzimatik aktivitenin, faj-hedef bakteri bağlan-
masına engel oluşturabileceği üzerinde durulmuştur 
[12,13].

Tavuklarda Salmonella typhimurium’a karşı 
Salmonella spesifik faj kokteyli uygulanan hayvan-
ların ileum ve sekumlarında Salmonella sayısının 
azaldığı, aynı zamanda tavuklarda kilo artışı görül-
müştür [31].

Vankomisine dirençli Enterococcus faecium 
(VRE) ile enfekte (109 CFU) fareler üzerinde yapı-

lan çalışmada, tek doz İP (intraperitonal) ve iki yük-
sek doz (109 ve 108 PFU) olmak üzere litik ENB6 
ve C33 fajları kullanılmış ve VRE bakteriyemik fa-
relerin tamamı iyileşmiştir. Bu bakterinin, linezolid, 
quinupristindalfopristin gibi yeni antibiyotiklere 
dahi direnç oluşturabilen suşları bulunmaktadır ve 
alternatif tedavi olarak önemli bir yere sahip olmuş-
tur [3].

Farelerde, MRSA (Metisilin rezistans S. au-
reus) suşları da içeren S. aureus’a karşı bakteriyofaj 
ΦMR11 ile koruma çalışması yapılmıştır. İntrape-
ritonal olarak 8X108 CFU S. aureus enjekte edil-
miş farelerde bakteriyemi oluşmuş ve enfeksiyon 
ölümle sonuçlanmıştır. Periton içine ayrı bölgeler-
den bakteri ve saflaştırılmış faj suspansiyonu veri-
len farelerde ise ölümlerin baskılandığı gözlenmiş-
tir. Bakteri eradike edilene kadar ΦMR11’in kanda 
önemli düzeylerde bulunduğu tespit edilmiştir [27].

İlaca dirençli bakteriler, su ürünleri yetiştiri-
ciliğinde de problem olmuş ve balık patojenleriyle 
mücadele etmek için de fajlar kullanılmıştır. Aynı 
cinsi balıklardaki Pseudomonas plecoglossicida en-
feksiyonuna karşı balıkların faj yoluyla korunması 
üzerine çalışılmıştır [33]. Sarıkuyruk cinsi balık-
lardaki Lactobacillus garvieae enfeksiyonuna karşı 
intraperitonal ve oral faj uygulanmış, kontrol gru-
bunda sadece %10 sağkalım, tedavi grubunda %100 
iyileşme gözlenmiştir [30].

Fajın Uygulanma Şekilleri

Oral: Oral bakteriyofaj uygulamasının gastrointes-
tinal hastalıkların ve bazı durumlarda sistemik has-
talıkların tedavisinde başarılı olduğu gösterilmiştir. 
Bu uygulamada faj, yiyecek ve içeceklere ilave edi-
lebilir ve kullanımı kolaydır. Patojenik hedef bak-
teriler, bağırsağa lokalize olduklarından oral yolla 
verilen fajlar bağırsaklara ulaşabilir. Yüksek mide 
asiditesi ve proteolitik aktiviteye karşı faj etkinliği-
nin korunması için polimer mikrokapsülleme, anti-
asit uygulaması gibi metotlar kullanılabilir. Son za-
manlarda, oral verilen bazı fajların dolaşım sistemi 
tarafından absorbe edilebildiği gösterilmiştir [35]. 
Lokal, topikal: Lokal ve topikal faj uygulamaları-
nın başarılı olduğu, birçok çalışmayla literatürler-
de yer almıştır. Staphyloccoci, Klebsiella, Pseudo-
monas, Proteus ve Escherichia’dan kaynaklanan; 
konjuktivit, otit, gingivit, furunkulozis, dekubitis 
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ülseri,açık yara enfeksiyonu, yanık, ostit (kırıklar-
dan kaynaklanan), kronik suppuratif fistül gibi en-
feksiyonların tedavisinde pyofaj gibi faj kokteylleri 
ile lokal ve/veya topikal uygulamalar yapılabilmek-
tedir. P. aeruginosa, S. aureus ve Streptococcus 
spp’yi hedef alan, fajların yanı sıra siproflaksasin de 
içeren PhagoBioDerm adlı ticari ürün, doğrudan en-
fekte yaraların üzerine örtülerek, küçük parçalar ya 
da toz halinde yara üzerine dökülerek veya enfek-
siyon bölgesinin içersine yerleştirilerek kullanılanı-
labilen bir üründür. Faj preparatındaki temel bir bi-
leşen, yarayı iyileştirmenin yanı sıra, ölü dokuların 
uzaklaştırılmasını da sağlayarak fajın hızlı üreyen 
bakterilere erişimini kolaylaştırma özelliğindedir 
[14,37].
Aerosol: Genellikle sprey formunda kullanılmak 
üzere, kanatlılarda solunum yolu enfeksiyonlarına 
neden olan etkenlere karşı faj tedavi çalışmaları 
yapılmıştır. Yakın zamanda beşeri tıpta invitro ya-
pılan çalışmada bakteriyofaj solüsyonu nebulizatör 
kullanılarak uygulanmış ve iyi sonuçlar alınmıştır. 
Faj titrasyonunun aerosol faj uygulamasının başarı-
sında önemli olduğu anlaşılmıştır [35].
Rektal: E. coli spesifik KH1 ve SH1 fajları sığırlara 
rektal yolla verildiğinde bağırsaklardaki O157 sayı-
sında azalma olduğu tespit edilmiştir. Rusya’da rek-
tal supozituvar preparatları marketlerde satılmakla 
birlikte, rektal faj uygulamasının farmakokinetiği, 
daha fazla araştırılması gereken bir konudur [25].
Parenteral: İM (intramusküler), İP (intraperitonal) 
ve SC (supkutan) uygulamalar, özellikle hayvan de-
neyi çalışmalarında en iyi sonuç alınan uygulama 
yöntemleri olmuştur. Pek çok araştırmada kullanıl-
mıştır. Fajın, İV verildiğinde bağışıklık sistemi tara-
fından hızlı bir şekilde elimine edildiği anlaşılmıştır. 
Bu yöntemle ilgili çok az yayın bulunmaktadır [7].

Fajların Antibiyotiklerle Karşılaştırılması
1. Bakteriyofajlar, sadece bağırsaktaki patojenleri 
hedef alır, doğal mikroflorayı etkilemez. Bakteri tü-
rüne spesifiktirler.
2. Bakteriyofajların etki mekanizmalarının, tüm an-
tibiyotiklerden farklı olması nedeniyle, çoklu anti-
biyotik direnci gösteren bakterilere karşı bile etki-
lidirler. 
3. Bakteriyofajların sayıları, hedef hücre içersinde 
kendiliğinden üstel olarak çoğaldığından (otodozaj-

lama) optimum terapötik etki oluşturmak için, çoğu 
zaman tekrar dozuna gerek yoktur. 
4. Fajların, damar yapısı bozuk olan dokulara nüfuz 
edebileceği ve kan-beyin bariyerini aşabileceğine 
dair kanıtlar vardır.
5. Baktriyofajlar yan etki oluşturmazlar. Lizis sı-
rasında ortaya çıkan endotoksinlerin neden olduğu 
hafif yan etkiler bildirilmiştir.
6. Litik fajla enfekte olan bakteri, canlılığını sürdür-
meyeceğinden, bakterinin direnç oluşturma olasılığı 
azdır. Faj direnci geliştiğinde yeni bir fajın seçilme-
si hızlı işleyen bir süreçtir, birkaç gün veya hafta 
sürer. Faja dirençli bakteriler, benzer hedef aralığın-
daki diğer fajlara duyarlı kalır.
7. Tedavi dışında proflaktik olarak da kullanılabilir.
8. Özellikle kronik enfeksiyonlarda antibiyotik-
lere tercih edilmeleri daha az maliyetli olabilir 
[1,5,16,29,31],

Önemli Kriterler

Faj seleksiyonu: Tüm fajlar tedavide kullanmaya 
uygun değildir. Bu nedenle doğru faj seçimi önemli-
dir. Tedavide kullanılacak faj(lar) kolay sağlanabilir 
ve hedef bakteriyi öldürecek kombinasyonda olma-
lı, normal koşullar altında ve sıcaklıkta stabilitesini 
korumalıdır. Konuyla ilgili etkinlik ve zarasızlık 
çalışmaları yapılmalı, hatta ideal olanı, tam sekansı 
belirlenerek, toksingen gibi istenmeyen genlerin ol-
madığı kesinleştirilmelidir. Ilımlı ve toksin taşıyan, 
hedef bakteriye karşı öldürme yeteneği zayıf olan 
fajlar tedaviye dahil edilmemeli ve seçilecek fajın 
bakteriler arasında gen transfer (transdüksiyon) 
potansiyeli düşük olmalıdır. Faj karakterizasyonu 
için, virion morfolojisine (elektron mikroskop ile), 
protein profiline, genotip özelliklerine bakılabilir. 
Sonuç olarak seçilecek fajın ılımlı faj olmaması, 
hastayı etkileyecek virülens faktörleri taşımaması 
ve antibateriyel virülensinin olması önemlidir ve bu 
tespitler için ideal olanı tam-genom sekans analizi-
dir [1,5].
Konakçı Aralığının Darlığı: Yapılacak tedavi ön-
cesinde, konakçı aralığı minimum seviyede tutu-
larak patojenin spesifik faja duyarlılığı tespit edil-
melidir. Fajlar, diğer antibakteriyellerle veya faj 
kokteylleri olarak kullanılırsa litik faj spektrumu 
genişletilebilir.
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Fajların Farmasötik Özellikleri

Farmasötik olarak fajlar, protein temelli ve canlı 
ajanlar olduğundan hastanın immun sistemiyle et-
kileşime girme potansiyeli taşır. Bakteri hücresinin 
lize edilmesiyle serbest kalan bakteriyel toksinler, 
immun sistemle etkileşime girebilir (Şekil 2) . An-

cak protein bazlı ilaçlar, bakteriyel lizis oluştura-
bilecek kimyasal antibiyotikler, zayıflatılmış canlı 
aşılar vücutta benzer etkiler gösterme potansiyeli 
taşımalarına rağmen kullanımlarına izin verilmiştir. 
Bu nedenle faj bazlı farmasötikler de değerlendirme 
dışı bırakılmamalıdır [1,5].

Şekil 2. Klinik faj tedavisinde 
karşılaşılabilecek engellere ge-
nel bakış [46]

(a) Fajlar dar spektrumlu antimikrobiyal ajanlardır, bu nedenle geniş bir hedef bakteri spektrumuna karşı etkinlikleri 
olmayabilir.
(b) Bakteriler, çeşitli intra ve ekstraseluler mekanizmalarla faja karşı direnç geliştirebilir.
(c) Bakteritofaj elde etme süreci; üretim, saflaştırma, formülasyon ve kalite kontrol olmak üzere çok basamaklıdır. Bu 
süreç, endotoksin ve lizisle ortaya çıkan diğer hücresel toksinlerin varlığı ve multifaj kokteyllerine ihtiyacın olması 
gibi nedenlerle karmaşıklaşır.
(d) İnvivo hücre lizisi sırasında serbest kalan toksinler, sistemik inflamatuvar bir yanıta neden olma potansiyeli taşır 
ve mortalite, morbiditeyi arttırabilir.
(e) Bakteriyofaj konağın immun sistemi tarafından ortadan kaldırılabilir.
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Sonuç

Yıllardır yapılan faj tedavi çalışmalarının geldiği 
noktada, etkin olmayan fajların, faj Yıllardır yapı-
lan faj tedavi çalışmalarının geldiği noktada, etkin 
olmayan fajların, faj rezistans bakterilere karşı daha 
etkili olan mutant fajlar oluşturularak ya da yeni faj-
larla güncellenmesi önem kazanmaktadır. Gürcistan 
ve Polonya’da, faj terapi merkezlerindeki faj ban-
kalarında, düzenli olarak güncellenen çok sayıda 
farklı faj bulunmaktadır. Bazı durumlarda faj has-
tadan izole edilmekte (otofaj) ve bu prosedür birkaç 
gün ya da hafta sürmektedir. Ancak bu uygulamalar, 
geçerli ruhsatlandırma süreçlerine uygun bulunma-
maktadır. Avrupa İlaç Ajansı (EMA - European Me-
dicines Agency) bakteriyofajları, “Tıbbi Biyolojik 
Ürün” olarak kayıtlarına almıştır. Amerikan Gıda ve 
İlaç Dairesi’nin (US FDA- Food and Drug Admi-
nistration) öne sürdüğü gerekli test sayısı ve araştır-
malar, faj tedavisinin canlanmasını ciddi şekilde et-
kilemektedir. Otoritelerin yaklaşımına karşın, bazı 
firmalar pahalı lisanslama koşullarıyla ürünlerini 
pazarlamaktadır [34]. 

Gün geçtikçe küresel bir sorun haline gelen anti-
biyotik direnci ve antibiyotik kullanımının maliyetli 
olması; insanlarda ve evcil hayvanlarda, su ürünleri 
yetiştiriciliğinde, bazı bitkilerde patojen bakterilere 
karşı korunma-tedavide faj ve diğer alternatiflerin 
kullanılması konusunu zorunlu kılmaktadır. Fajlar, 
modern teknolojiler kullanılarak ve plasebo kont-
rollü çalışmalara devam edilerek, ilaç rezistans bak-
terilere karşı ve hâlâ duyarlı olan bakterilere karşı 
antibiyotiklerle birlikte kullanıldığında başarı şansı 
yüksektir. Veterinerlik ve kamu sağlığı alanında bu 
konuyla ilgili gelişmeler sağlanması, araştırma pro-
jelerinin mali olarak desteklenmesine bağlıdır [26].
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Özet: MikroRNA’lar (miRNA)18-25 nükleotit (nt) uzunluğunda genom üzerinde protein kodlayan intron veya ekzon 
bölgelerindeki RNA genlerinden transkripsiyonu sağlanan, fakat proteine translasyonu gerçekleşmeyen, fonksiyonel 
RNA molekülleridir. Tüm canlılarda çeşitli fiziksel ve patolojik kondisyonlarda post–transkripsiyonel gen düzenleyici 
olarak miRNA’ların rolü evcil hayvanlar da dahil birçok organizmanın incelenmesiyle aydınlanmaktadır. miRNA’ların 
gen ekspresyonunda, fenotipik değişkenliğin şekillenmesinde ve hastalık gelişminde regülatör olarak önemli rollerinin 
olduğu tespit edilmiştir. Yapılan çalışmaların ışığı altında miRNA’ların önemi son zamanlarda Veteriner Hekimlikte de 
fark edilmiştir. Taşıma ve eğlence için kullanılan, aynı zamanda ekonomik değere sahip evcil at (Equus caballus), insan 
uygarlığının çok önemli bir parçası olmuştur. Tıbbi açıdan at ile insan arasında alerji ve osteoartrit gibi 90’dan fazla 
kalıtsal hastalık ortaktır. Biyomekanik ve egzersiz fizyolojisi çalışmalarında en iyi model organizma attır. İnsanlık tarihi 
için at bu kadar önemli bir organizma olmasına rağmen, atlarda miRNA’lar ve miRNA’ların klinik kondüsyonlar üzerine 
etkisi hakkındaki çalışmalar oldukça azdır. Bu derleme miRNA’lar ve atlarda miRNA’lar ile ilgili yapılan çalışmalar 
hakkında bilgi vermek amacıyla hazırlanmıştır.
Anahtar kelimeler: Equus caballus, mikroRNA, mRNA

MicroRNA’s and Studies Performed on Horses Concerning MicroRNA’s
Abstract: MicroRNA’s (miRNAs) are the functional RNA molecules consisting of about 18- 25 nucleotides (nt), tran-
scribed but not translated to proteins through genes those are at the protein coding introns or exons on the genom. The 
role of miRNAs as a post-transcriptional regulator in all organisms on various physical and pathological conditions as 
enlightening through examining the organisms including domestic animals. miRNA’s have been found to play critical 
roles on gene expression, occurance of phenotypic variations and as regulators on disease development. In scope of the 
studies performed recently, the importance of miRNA’s were realized on Veterinary Medicine Equus caballus (domestic 
horse) has been a very important part of the human civilization since it is used for transportation and fun in addition 
to its economic value. Medically, over 90 hereditary diseases such as allergies and osteoarthritis are common between 
horse and human. The best model organism for studying biomechanics and exercise physiology are the horses. In spite 
of being such and important organism for the human history, studies related to miRNA’s at horses on effect of miRNA’s 
on clinical conditions of horses are very few. This review is prepeared in order to give information about miRNA’s and 
limited in horses miRNA studies performed on horses
Key words: Equus caballus, mikroRNA, mRNA

Giriş

Memeli genomunun sadece %3’ lük kısmı protein 
kodlayan mRNA’ları ifade etmektedir. Geri kalan 
% 97’ lik kısım ise uzun ve kısa protein kodlama-
yan RNA’ lardan oluşmaktadır [6]. Proteine çevri-
lemeyen RNA’lara kodlamayan RNA (ncRNA) adı 
verilmektedir [3,10]. Evrimsel açıdan korunmuş 
dizilere sahip ncRNA’lar biyolojik reaksiyonların 
katalizlenmesinden, hücresel savunmaya, gelişim-
sel süreçlerden hücresel cevaba kadar pek çok gö-
reve sahiptirler [26]. ncRNA’ların diğer işlevleri 
arasında transkripsiyonel ve post transkripsiyonel 

gen susturumu ve kromozomların yeniden model-
lenmesi de yer almaktadır. Çok sayıda tipi bulunan 
ncRNA’lar, yaşam için gerekli ve düzenleyici ncR-
NA’lar olarak iki ana sınıfa ayrılmaktadır. Yaşam 
için gerekli ncRNA’lar canlıların bütün dokularında 
bulunarak çok sayıda işlevleri yerine getirirken, gen 
ifadesinin düzenlenmesinde işlevleri olan düzenle-
yici ncRNA’lar ise nt sayılarına göre uzun ncRNA 
(>200 nt) ve kısa ncRNA (<200 nt) olarak iki alt 
sınıfa ayrılmaktadır [21]. X kromozomunun inak-
tivasyonundan sorumlu Xist ve Tsix RNA, embri-
yonik pluripotent hücrelerinin üreme hücrelerine 
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farklılaşmasında ve transkripsiyonunda işlev gören 
Long intergenic non-coding RNA (LincRNA) ve 
mRNA’nın post transkripsiyonel düzenleyicisi olan 
circular RNA (circRNA)’lar uzun ncRNA sınıfına, 
mRNA’nın transkripsiyonel düzenleyicisi olarak 
işlev yapan short interfering RNA (siRNA), mik-
roRNA (miRNA) ve eşey hücrelerinde transpozon 
ve retroelementlerin baskılanmasından sorumlu 
olan P-element induced wimpy testis RNA (piwiR-
NA)’lar ise kısa ncRNA sınıfına girmektedirler 
[21,39]. 

miRNA’ların Genomik Organizasyonu
miRNA’ların kromozomal yerleşimleri kendilerinin 
anlatımını ve işlevlerini etkilemektedir. Bu neden-
le miRNA genomik organizasyonunun bilinmesi 
önemlidir [27]. miRNAların yaklaşık yarısı küme 
yerleşimi gösterir. Küme şeklinde olan miRNA’lar 
operon benzeri bir yapıya sahip olup, polisistro-
nik (Birden fazla proteinin genetik koduna sahip) 
olarak transkripsiyona uğrar [33,34]. Kümelenmiş 
miRNA’ların önemli bir özelliği de türler arasında 
korunmuş olması, homolog miRNA’ların tüm tür-
lerde gözlenmesidir [28]. miRNA’lar genler arası/
gen içi ve intronik/ekzonik yerleşime göre gruplan-
dırılmaktadır [14,40].

miRNA Biyogenezi
miRNA’lar işlevlerini çoğunlukla mRNA’nın 3’ ter-
cüme edilmeyen bölgesine (3’ UTR) bağlanarak, 
daha azınlıkta 5’-UTR, ORF (open reading frame) 
ya da promotör bölgelerine bağlanarak yapmakta-
dırlar [13,31,32]. DNA’dan ilk olarak çoğunlukla 
RNA polimeraz II veya azınlıkta RNA polimeraz 
III enzimleri tarafından >1000 nt uzunluğunda ol-
gun miRNA’nın öncül transkripti olan birincil-miR-
NA (pri-miRNA) sentezlenir [8,34]. Karakteristik 
mRNA gibi pri-miRNA’ların 5’ ucunda 7 metilgu-
anozin başlığı ve 3’ ucunda poli A kuyruğu bulun-
maktadır [36,38,42]. Tek zincirden oluşan pri-miR-
NA’lar kendi üzerinde kıvrılarak saç tokası yapısını 
oluştururlar. Çekirdek RNAaz III endonükleaz aile-
sinden olan Drosha enzimi, alt ünitesi ile birleşerek 
pri-miRNA’yı keser ve kesilen miRNA’lar 70-100 
nt uzunluğunda olup öncü miRNA’ya (pre-miRNA) 
dönüşürler [13,19]. pre-miRNA nüklear transport 
reseptör (Exportin 5) ile çekirdekten sitoplazmaya 
geçerek sitoplazmada RNAaz III ailesinden Dicer 

enzimi, alt ünitesi ile birleşir ve pri-miRNA’nın saç 
tokası yapısını keser. Dicer enzimi tarafından ke-
silen RNA’lar 3’ uçlarında 2 nt’lik çıkıntı kalacak 
biçimde 18-25 nt uzunluğunda kısa çift iplikli olgun 
miRNA’lara dönüşürler [14]. Çift iplikli miRNA’la-
rın bir ipliği Argonuate-2 (Ago-2) bağlı RISC enzim 
kompleksine bağlanarak hedef mRNA’nın 3’UTR, 
5’UTR, ORF bölgelerine ya da promotör bölgele-
rine bağlanarak ya da mRNA’yı parçalayarak trans-
lasyonu engeller [21,23]. miRNA’ların tipik yolak-
larının dışında atipik yolaklar da tanımlanmış ve bu 
yolakların ortaya çıkış nedeni henüz belirleneme-
miştir. Bu yolaklar Drosha- bağımsız yolaklar ve 
Dicer bağımsız yolaklar olmak üzere ikiye ayrılırlar 
[15,22,30,43]. Atipik miRNA yolaklarını seçen bu 
RNA’lar kırpılma yapmaksızın henüz belirleneme-
yen bir mekanizma ile kısa pre-miRNA benzeri saç 
tokası yapısı oluştururlar ve doğrudan Dicer enzi-
mi ile kesime uğramaktadırlar. Ayrıca tRNA ben-
zeri yapılar, pre-tRNA ve endo-siRNA yapıları da 
Drosha enzimine gerek duymadan olgun miRNA’yı 
oluşturmaktadırlar [13,18,20,24].

Atlarda Belirlenen miRNA’lar
miRNA’ların gen ekspresyonunda, fenotipik de-
ğişkenlik şekillenmesinde ve hastalık gelişmesin-
de regülatör olarak önemli rollerinin olduğu tespit 
edilmiştir [7,9,11]. Atlarda miRNA’lar ile ilgili ilk 
çalışma Zhou ve ark. (2009) tarafından yapılmıştır. 
Bu çalışmada; 354 olgun at miRNA’ları belirlemek 
ve tanımlamak için in silico (RNA veri tabanları) 
analitik yöntem kullanılmıştır. At sperminde 82 adet 
yeni miRNA’nın varlığı tespit edilmiştir ve sperm 
fonksiyonları, fertilite ve üremenin düzenlenme-
sinde miRNA’ların rolünün olduğu düşünülmüştür 
[44,45]. 

Barrrey ve ark. (2010) tarafından direkt klon-
lama teknolojisi kullanılarak sağlıklı ve miyopatik 
atlarda kas dokusunda miRNA’ların ifade profili 
belirlenmiştir [5]. Kalıtsal kas hastalığı olan atların 
kan örneklerinde kas-spesifik miRNA’ların varlığı-
nı tespit edilmiş ve atlarda kas patoloji tanısı için 
minimal invazif metodoloji ile yeni miRNA’ların 
geliştirilmesine olanak sağlanmıştır [5,9].

Kim ve ark. (2014) Yeni Nesil Sekans (YNS) 
teknolojisi kullanarak iskelet kasları, kolon ve ka-
raciğer dâhil normal at dokularından elde ettikleri 
örnekler ile yaptıkları çalışmada; 292 adet bilinen 
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ve 329 adet yeni miRNA identifiye etmişlerdir. 
Sekiz safkan attan aldıkları iskelet kasında, karaci-
ğerde ve kolonda yüksek verimlilikte miRNA’ların 
21838589 ile 11973300 arası değişen sayılarda kısa 
okuma sekanslarının sonucu ile elde edilen % 100 
yüksek kalitede cDNA kütüphanesini oluşturmuş-
lardır. Kim ve ark. (2014) tarafından atlarda kas, 
kolon ve karaciğer dokularında bulunan miRNA’ 
ların uzunlukları ve dağılımları belirlenmiş ve bu 
miRNA’ların yaklaşık % 83’ nün sekansları 20-24 
nt aralığında yoğunlaştığı bulunmuştur. Ayrıca elde 
edilen miRNA’larda en sık rastlanan uzunluğun tüm 
dokularda 23 nt olduğu tespit edilmiştir [29].

Atlarda miRNA’ların dokulara göre profili
Organ veya dokular için miRNA’nın ekpresyon pro-
fili göz önüne alındığında organ spesifik miRNA’la-
rın alt kümelerini keşfetmek klinik olarak hastalıklar 
açısından önemlidir. Atlarda, karaciğer, iskelet kası 
ve kalın bağırsak dâhil olmak üzere başlıca organ-
larda miRNA’ların karakterizasyonunun yapılması 
önemli at hastalıkları ile yakından ilişkilidir. Kim 
ve ark. (2014) tarafından at dokularında bilinen 
miRNA’ları analiz edilmiş ve alt kümeler şeklinde 
dokuya özel miRNA’lar (kas dokusunda 36, kolon 
örneklerinde 99 ve karaciğerde 31) tespit edilmiştir. 
İkincil yapılarda, Dicer bölünme mevkilerinin ve 
bilinmeyen miRNA’ların minumum serbest ener-
jileri de belirlenmiştir. Bu analizler ile atlarda 329 
adet bilinmeyen miRNA sekansı yeni aday miRNA 
olarak belirlenmiştir. Atlarda miRNA’lar dokuya 
özel bir biçimde eksprese edilip; kas örneklerinde 
31, kolon örneklerinde 123 ve karaciğer örneklerin-
de 45 yeni miRNA tespit edilmiştir. Kolona özgü 
miRNA’ların kolonun düzenleyici sisteminde daha 
karmaşık rolleri olduğu ortaya koyulmuştur [17,29].

Atlarda miRNA’ların Kromozomal Dağılımı 
Atlarda toplam 292 bilinen miRNA, 29. ve 31. kro-
mozomlar hariç diğer kromozomlar arasında hari-
talanmıştır [35]. Yaklaşık 160 adet miRNA’nın 3 
kb büyüklüğündeki bir bölgede bir arada lokalize 
olduğu tespit edilmiştir. At genomunda miRNA’la-
rı kodlayan genler 51. farklı küme halinde bireysel 
kromozomlar üzerinde değişik bölgelerde lokalize 
olmuştur. Örneğin, 24. Kromozomda 4 miRNA kü-
mesinde 40 miRNA geni bulunurken 6, 12, 14, 16, 
18 ve 20. kromozomlarda sadece 2 miRNA geni bu-
lunmaktadır.

At miRNA’larında Nükleotid Dağılım Eğilimleri
miRNA’nın 5’ uç dizilerinin karakterizasyonu 
önemlidir çünkü miRNA’nın çekirdek sekansı miR-
NA ‘nın hedef mRNA’ya bağlanmasında kritiktir [1, 
14]. Ökaryotlarda miRNA’ların nükleotid sekans 
analizi 5’ pozisyonu açık bir şekilde “U” ve “A” 
için eğilimlidir [16]. Kim ve ark. (2014) at geno-
munda dokuya özel miRNA’ların 5’ ucunda en sık 
nükleotidin “U” olduğunu ve ardından A’in geldiği-
ni ortaya koymuştur ve bu bulgular diğer organiz-
malar ile yapılan çalışmalardan elde edilen sonuçlar 
ile tutarlıdır [2]. Atlarda tüm doku miRNA’larının 
üçüncü ve altıncı pozisyonlarda “C+G” yüzdeleri-
nin yüksek olduğu belirlenmiştir. miRNA çekirdek 
dizisindeki 6. pozisyondaki “C+G” içeriği miRNA 
için fonksiyon düzenleyici ve uyarıcı etkisi vardır. 
Kolondaki miRNA’lar farklı organlara göre bütün 
miRNA çekirdek nükleotidlerinde daha yüksek 
“C+G” oranına sahip olması kolonun fonksiyon-
larındaki farklılıktan kaynaklanabilir [2]. Organ-
spesifik miRNA’ların 5’ ucundaki ilk nükleotidi 
kas, kolon ve karaciğer dokularında sırasıyla % 40, 
% 35 ve % 43 sıklıkla “U”dir. Aynı şekilde, atlar-
da 18-19 nükleotid uzunluktaki miRNA’lar az ol-
masına rağmen sadece kolonda 18 ve 19 nükleotid 
uzunluğundaki miRNA’ların 5’ ucunda “G” ve “A” 
bulunur. miRNA’ları oluşturan nükleotidler arasın-
da “A+U” dağılımı, ortalama % 72 olarak hesap-
lanmıştır. Ancak; tüm dokularda 3’ten 6’ya kadar 
olan nükleotid pozisyonunda “C+G” oranı “A+U” 
oranından daha fazladır. Ayrıca kolon miRNA’sında 
2’den 8’e kadar olan miRNA çekirdeğine sahip olan 
nükleotid pozisyonlarında “C+G”nin, “A+U”e göre 
daha fazla olduğu belirlenmiştir [12,37].

Atlarda Polisistronik miRNA’ların Kromozomal 
Lokalizasyonları
miRNA’ların biyogenezi ya monosistronik (tek bir 
gene ait) ya polisistronik (birden fazla gene ait) 
lokusların transkripsiyonu ile başlatılır [4,8,25]. 
miRNAların yaklaşık yarısı küme yerleşimi gösterir 
[34]. Kümelenmiş miRNA’ ların önemli bir özelliği 
de türler arasında korunmuş olması, homolog miR-
NA’ların tüm türlerde gözlenmesidir. Bu nedenle 
miRNA’ların kromozomlar üzerinde polisistronik 
dağılımı önemlidir [28].

Kim ve ark. (2014) ve Zhou ve ark. (2009) at 
genomunda kromozom 17 üzerinde miR-17-92 kü-
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mesini saptamıştır. Bu kümenin miR-17, miR-18a, 
miR-19a, miR-19b, miR-20a ve miR-92’yi barındı-
ran ve insan dâhil tüm omurgalılarda iyi korunan bir 
küme olduğu bilinmektedir. Memelilerde miR-17-
92 kümesi iki miR-106b-25 ve miR-106a-363 adın-
da paraloglara (bir tek genomda gen ikilenmesi ile 
oluşmuş ve işlevleri farklılaşmış) ayrılmıştır. Ayrıca 
13. kromozom üzerinde lokolize olmuş eski küme 
ve X kromozomunda lokalize olmuş son kümeler 
tespit etmişlerdir. 

Kim ve ark. (2014) bilinen miRNA’ların yak-
laşık % 53‘ünün bir polisistronik birimin bir par-
çası olarak gözlendiğini ortaya koymuştur. İnsan 
verileri ile karşılaştırıldığında atta kromozomal ko-
numda kısmi farklılık olsa da miRNA’ların küme-
lenme özelliğinin korunmuş olduğu ortaya çıkmış-
tır. Atlarda polisistronik birimlerdeki miRNA’la-
rın oranı (% 50) zebrabalıklarının miRNA’ları ile 
benzerdir ve miRNA kümelerinin yaklaşık % 72’si 
hesaplama analizi ile tespit edilmiş at miRNA’ları 
ile aynıdır [41]. Ancak polisistron pozisyonlarda 
olduğu düşünülen 160 adet miRNA’ın 45’i in sili-
co yapılan çalışmalarda ortolog pozisyonda tespit 
edilememiştir. Bunun nedeni olarak farklı miRNA 
kümelenmeleri gösterilmektedir. İn silico analizde 
BLAST tarafından belirlenen limitli miRNA’lardan 
faydalanılırken bu çalışmada miRNA kümeleme, 
YNS teknolojisi dizi verilerine dayanarak yapılmış-
tır. Zhou ve ark. (2009) 2. kromozom üzerindeki 
miR-302a, -302b, -302c, -302d ve -367 ve X kro-
mozom üzerindeki miR-1912 ve -1264’i, polisist-
ronik miRNA’lar olarak bildirmiştir. Kim ve ark. 
(2014) tarafından bulunan polisistronik miRNA’lar 
Zhou ve ark. (2009) tarafından rapor edilmemiştir. 
Elde edilen bulgular at miRNA’ları için kümelenme 
özelliğinin ortaya çıkarılması için daha fazla çalış-
ma yapılmasının gerekliliğini göstermektedir. 

Sonuç
Bu bilgiler ışığında at genomunda miRNA üzeri-
ne yapılan çalışma sayısının oldukça sınırlı olduğu 
belirlenmiştir. YNS teknolojisi kullanılması ile atta 
normal dokularda bilinen 292 ve yeni 329 miRNA 
tespit edilmiş ve önemli ölçüde at miRNA veritaba-
nını zenginleştirdiği ve at miRNA’ları için değerli 
bir referans oluşturduğu ortaya çıkmıştır. Buna ek 
olarak, at dokularında genel miRNA ifade profili 
miRNA’ların birbirinden ayrı bir doku-spesifik bir 

şablonda ifade olduğu bulunmuştur. miRNA’nın 
sekansı, kromozomlar üzerindeki dağılımı ve kü-
melenme özellikleri atta miRNA’ ların biyolojik iş-
levlerinin aydınlatılmasında önemlidir. miRNA’lar 
doku gelişimi ve spesifik dokuların işlevinde önem-
li bir rol oynamaktadır ve bu nedenle, çeşitli pa-
tofizyolojik durumlarda çok değerli bir biomarker 
olarak geliştirilebilir. 
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Özet: Su samuru (Lutra lutra) yarı-sucul yaşayan, etçiller takımının sansargiller familyasında yer alan avcı bir hay-
vandır. Ekolojik dengenin göstergesi konumundaki bu hayvanlar dünyanın pek çok ülkesinde olduğu gibi ülkemizde 
de nesli tükenme noktasına geldiği için koruma altına alınmıştır. Su samurlarının mikrobiyal florası çok değişkenlik 
göstermesine rağmen, viral, bakteriyel, mantar ve paraziter hastalıklardan etkilenebilmektedirler. Pek çok evcil ve yaba-
ni hayvan türünde olduğu gibi insan populasyonları ile zaman zaman temas halinde oldukları için, özellikle taşıdıkları 
zoonoz etkenler açısından bu hayvanlarda görülen hastalıkların detaylı olarak incelenmesi önem arz etmektedir.
Anahtar kelimeler: Hastalık, Su samuru (Lutra lutra)

Diseases in Otters (Lutra lutra)
Abstract: The otter (Lutra lutra) is a hunter animal living a semi-aquatic in located Mustalidae family of carnivorous 
order. Indicator positions in the ecological balance of these animals as well as in many countries of the world in our 
country are also protected because it came to the point of extinction. Although the microbial flora of the otters much var-
iability, they may be affected from viral, bacterial, fungal and parasitic diseases. It is important detailed examination of 
diseases in these animals, especially in terms of zoonotic agents; because of they are sometimes in contact with human 
populations as well as many domestic and wild animals.
Key words: Disease, Otter (Lutra lutra)

Giriş

Türkiye’de bilinen 160 memeli türü vardır. Bunların 
yaklaşık 120’si yasalar kapsamında koruma altına 
alınmış ve 11’i de belirli dönemlerde avına izin ve-
rilen yaban hayvanları arasında yer almaktadır. Ül-
kemizdeki memeli hayvan türü sayısı pek çok Avru-
pa ülkesinden daha fazladır. Ancak ekosistemdeki 
olumsuz gelişmeler nedeniyle bazı türlerin nesilleri 
tükenme noktasına gelmiştir. Nesli tükenme nokta-
sına gelen memeli türlerinden bir tanesi de su samu-
ru (Lutra lutra Linnaeus, 1758)’dur [28].

Su samurları, etçiller (Carnivora) takımında, 
sansargiller (Mustelidea) familyasında, yer alan ya-
rı-sucul avcı hayvanlardır. Lutra lutra’nın bilinen 
on alt türü bildirilmektedir (Tablo 1). Ayrıca, kesin 
olarak bilinmeyen Angustifrons, Roensis, Splendi-
da, Stejnegeri olmak üzere 4 alt tür daha tanımlan-
mıştır [21].

Sucul ekosistemin en üst basamağında yer 
alan, biyolojik çeşitliliğin ve ekolojik-dengenin bir 
göstergesi olan bu hayvanlar, dünya çapında tehli-

ke altında olan diğer hayvanlar gibi kırmızı listede 
(IUCN/WCMC Red Data List) yer almaktadır [25]. 
Su samuru populasyonlarındaki azalma, su kirliliği, 
poliklorinat bifenil (PCB) konsantrasyonları, besin 
yetersizliği, kıyısal habitatın tahribi, kaçak avcılık, 
trafik kazaları ve balık tuzaklarına bağlı ölümler 
gibi çok çeşitli faktörlere bağlıdır [28]. Ancak bazı 
ülkelerde gerçekleştirilen yeniden kolonize edilme 
çalışmaları ile su samuru sayısında artış sağlanmış 
ve başarılı sonuçlar alınmıştır [29]. Dünyanın pek 
çok ülkesinde 1900’lü yıllardan beri sıkı kanunlarla 
korunsalar da, İrlanda’da köpek eğitimi, Arnavutluk 
gibi bazı ülkelerde kürkü için, Finlandiya, Macaris-
tan, Norveç, Polonya gibi ülkelerde de balık ye-
tiştiricileri tarafından zaman zaman avlanılmasına 
izin verilmektedir [21]. Ülkemizde ise su samuru, 
1/7/2003 tarihli ve 4915 sayılı Kara Avcılığı Kanu-
nunun 2 ve 4. maddelerine dayanılarak Orman ve 
Su İşleri Bakanlığınca koruma altına alınan yaban 
hayvanları arasındadır [10]. Su samurları fırsatçı 
hayvanlardır. Böcek, balık, kurbağa, kuş, küçük 
sürüngenler, küçük memeli hayvanlar, tatlı su mid-
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yeleri ve meyve gibi geniş bir yelpazede beslenme 
listesine sahiptirler [25]. Ancak, besin sınırlaması 
yaşadıkları bölgedeki çeşitlilikle doğrudan ilişki-
lidir. Bu durum somon balıkları ve su samuru iliş-
kisini inceleyen bir çalışmada ele alınmıştır [28]. 
Çalışma sonuçları somon balık seviyelerindeki artış 
ya da azalışın su samuru diyetini etkilemediğini ve 
beslenmede somon balığı dışındaki balıkların da 
tercih edilebildiğini göstermiştir. Çalışma bölge-
sindeki nehir ve göl sistemleri arasında belirgin bir 
ayrımın olmaması nedeniyle, gölde yaşayan yılan 
balıklarının da tüketildiği gözlenmiştir. Su samurla-
rının beslenme alışkanlıkları temiz su kaynaklarının 
istilacı türlerce biyolojik invazyonu sonucu oldukça 
değişmiştir. Bazı ülkelerde belirli bölgelerde sınırlı 
yayılış gösterirken, beslenme alışkanlıklarına göre 
yayılış alanları sınır tanımamaktadır [28]. Su samu-
ru populasyon yoğunluğu ve biyolojik/ekolojik ka-
rakteri hakkında Türkiye’de [10] ve pek çok Avrupa 
ülkesinde [25,28,29] çalışmalar yapılmıştır. Su sa-
muru populasyonlarının izlenmesi oldukça zordur. 
Pek çok bölgede insan yaşantısından uzak ve ürkek 
bir hayat sürmektedirler. Bu nedenle gerek ülkemiz-
de gerekse diğer ülkelerdeki verilerin populasyon 
yoğunluğunu ve ülkedeki dağılımını net olarak or-
taya koymaması doğaldır [34].

Tablo 1. Lutra lutra’nın alt türleri [21]

Alt tür ismi Dağılımı
L. lutra Yaygın
L. aurobrunnea Nepal

L. barang Tayland, Vietnam, Malezya,
Sumatra, Java

L. chinensis Çin
L. kutab Kaşmir
L. meridionalis İran, Güney Rusya
L. monticola Nepal, Sikkim, Assam
L. nair Sri Lanka, Güney Hindistan
L. seistanica Afganistan, Rusya, Pamir
L. whiteleyi Japonya

Su samurlarının doğadaki yayılışını izlemede 
dışkı, ayak veya belirleyici iz ve işaretlerin incelen-
mesi kullanılmaktadır. Demografik ve yaşam hika-
yeleri hakkında detaylı bilgi edinmek için genetik 
metotlardan da yararlanılmaktadır. Dışkıdan DNA 
analizi ile bireysel moleküler isimlendirme, kulla-
nılabilecek metotlar arasında gösterilmektedir. Dış-
kıdan DNA ekstraksiyon şansını arttırmak için top-

lanan dışkıların taze olmasını sağlamak adına gün 
doğumunda ve tekrarlayan günlerde örnek alınması 
gerekmektedir. Taze dışkı aynı zamanda fekal mik-
rofloranın mikroskobik ve makroskobik karakteri 
hakkında da sağlıklı bilgiler vermektedir [29].

Memeli hayvanlarda bağırsak mikroflorası 
beslenme alışkanlığı ve besin kaynağına göre de-
ğişkenlik gösterse de, su samurlarında beslenme 
ile mikroflora arasında ilişki olmadığı bildirilmek-
tedir. Su samuru fekal mikroflorası ve potansiyel 
patojenlerin identifikasyonu, su samuru populasyon 
sağlığı öneminin anlaşılması ve izlenmesi açısından 
oldukça önemlidir. Su samurlarının mikroflorasını 
belirlemek için yapılan bir çalışmada [25], 31 adet 
dışkı örneği aerobik, anaerobik sporlu bakteri izo-
lasyonu ve PCR ile viruslar (Coronavirus, Parvo-
virus, Adenovirus, Parainfluenza virus) yönünden 
incelenmiştir. Araştırma sonuçları su samurlarının 
mikroflorasında çok farklı bakteri olduğunu göster-
miştir. 88 adet Gram negatif (23 sınıf) ve 44 adet 
Gram negatif (10 sınıf) bakteri izole edilmiştir. Dört 
izolat kesin olarak identifiye edilememiş ve hayvan 
izolatları ile ilgili biyokimyasal testlerin optimizas-
yonu sonucu 16S rRNA sekansı gerçekleştirilmiştir 
(Tablo 2 ve 3). Hiçbir örnekte incelenen virus tipleri 
tespit edilememiştir. Araştırıcılar, farklı örnekleme 
alanlarından daha fazla hayvandan sağlanan kap-
samlı verilerle fekal flora ve geçici bakterilerin ayırt 
edilebileceğine işaret etmişlerdir.

Evcil hayvanlar ve insanlar birçok benzer pato-
jeni paylaşırlar. Evcil veya yabani hayvan orijinli ve 
insanlarda hastalığa neden olan patojenler zoonotik 
organizmalar olarak bilinmektedir [2]. İnsanları et-
kileyen hastalıkların yaklaşık %61’i zoonoz karak-
terde olduğu için dünya çapında yaygın bir insan 
sağlığı sorunudur. İnsanlardan hayvanlara geçen 
hastalıklar antropozoonoz hastalıklar olarak isim-
lendirilmektedir. Global insan populasyonundaki 
artışa paralel olarak antropozoonoz oranlarında be-
lirgin bir artış görülmektedir. Bazı insan hastalıkları 
yaban hayatının korunması ile doğrudan bağlantı-
lıdır. Evcil hayvan patojenlerinin çoğu (%77) ve 
evcil etçil hayvan patojenlerinin daha fazlası (%91) 
yaban hayatı dahil pek çok konakçıyı enfekte ede-
bilmektedir. Bu grup patojenleri tanımlamak, insan 
ve evcil hayvanlarda yeni enfeksiyonların ortaya 
çıkışını önlemek adına insan sağlığı açısından çok 
önemlidir [6].
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Tablo 2. Su samuru dışkı örneklerinden izole edilen Gram pozitif bakteriler [25]

Sınıf Tür İzolat sayısı
(%)

Pozitif örnek
sayısı

Aerococcus A. viridans 2(1.5) 2

Bacillus B. brevis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium,
B. pumilus, B. sphaericus, Bacillus sp. 12(9.1) 8

Cellulomonas/
Microbacterium Cellulomonas/Microbacterium sp. 2 (1.5) 2

Clostridium C. beijerinckii/butyricum, C. perfringens,
C. sordelii, Clostridium sp. 12 (9.1) 10

Corynebacterium C. aquaticum, C. diphteriae mitis 3 (2.3) 2
Enterococcus E. durans, E. faecalis, E. faecium 5 (3.8) 5
Paenibacillus P. alvei 1 (0.8) 1
Propionibacterium P. avidum 3 (2.3) 3
Staphylococcus S. simulans 1 (0.8) 2
Streptococcus S. porcinus 1 (0.8) 1
İsimlendirilmeyen 2 (1.5) 2
Toplam 44 (33.3)

Tablo 3. Su samuru dışkı örneklerinden izole edilen Gram negatif bakteriler [25]

Sınıf Tür İzolat sayısı
(%)

Pozitif örnek
sayısı

Acinetobacter A. lwoffi 1 (0.8) 1
Aeromonas A. hydrophila, A. hydrophila/caviae, A. sobria 18 (13.6) 15
Agrobacterium A. tumefaciens 1 (0.8) 1
Burkholderia B. cepacia 4 (3.0) 4
Buttiauxella B. agrestis 1 (0.8) 1
Chryseomonas C. luteola 1 (0.8) 1
Citrobacter C. amalonaticus, C. braaki, C. youngae, Citrobacter sp. 7 (5.3) 6
Empedobacter E. brevis 1 (0.8) 1

Enterobacter E. amnigenus, E. cancerogenus, E. cloacae, E. gergoviae,
E. sakazakii, Enterobacter sp. 7 (5.3) 7

Escherichia E. coli, E. vulneris 3 (2.3) 3
Hafnia H. alvei 2 (1.5) 2
Klebsiella K. oxytoca, K. pneumoniae, K. ozaenae 3 (2.3) 3
Moraxella Moraxella sp. 2 (1.5) 2
Morganella M. morganii 1 (0.8) 1
Pantoea P. agglomerans, Pantoea spp. 13 (9.8) 12
Pasteurella Pasteurella sp. 1 (0.8) 1
Pseudomonas P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida 5 (3.8) 5
Rahnella R. aquatilis 1 (0.8) 1
Salmonella S. arizonae, S. pullorum 4 (3.0) 3
Serratia S. fonticola, S. plymuthica, Serratia sp. 3 (2.3) 2
Shigella Shigella sp. 1 (0.8) 1
Vibrio V. alginolyticus, V. metschikovii, V. parahaemolyticus 5 (3.8) 5
Yokenella Y. regensburgei 1 (0.8) 1
İsimlendirilmeyen 2 (1.5) 2
Toplam 88 (66.7)
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Yaban hayatı ve evcil hayvanların paylaştıkları 
hastalıklar açısından hastalık ekolojisini etkileyen 
faktörleri araştırmak gerekmektedir. Şüphesiz hay-
van yetiştiriciliği ve yaban hayatı arasında bağlantı 
kuran çiftlikler, tarım alanları ve demografik deği-
şimler ve hayvan hareketleri hastalıkların yayılışın-
da önemli rol oynamaktadır. Su samurları zaman 
zaman yerleşim merkezlerine gelerek, insanlarla 
doğrudan temas kurabilmektedir [28].

Su samurlarında geçerli mikroflora karakteri-
zasyon çalışmaları yetersizdir, dışkı izolatlarının 
klinik önemi ve çevresel kontaminant ilişkili hasta-
lıklar hakkında az sayıda bilgi mevcuttur. Su samur-
ları viral, bakteriyel, mantar ve paraziter hastalıklar-
dan etkilenebilmektedir [29].

Su Samuru Hastalıkları

Bakteriyel Hastalıklar
Tüberküloz: Tüberküloz, çok bulaşıcı ve kronik 
seyrettiği için, su samurları açısından en önemli 
hastalıktır. Hastalık, Mycobacterium tuberculosis, 
M. bovis veya M. avium tarafından oluşturulmak-
tadır. Çoğu Avrupa ülkesinde sığır tüberkülozu 
eradike edilmişken ve M. humanus ve M. microti 
çok nadir izole edilirken, M. avium nedenli vakalar 
bildirilmektedir. Hastalık tüberkülozlu kanatlıların 
tüketilmesiyle meydana gelmektedir [21].

M. tuberculosis enfeksiyonu egzotik etçil hay-
vanlarda çok nadiren rapor edilmektedir. Avrupa’da 
hayvanat bahçesinden getirilen bir su samurunda 
tüberküloz vaka takdimi yapılmıştır [16]. Su sa-
murlarında ilk doğrulanmış M. bovis enfeksiyo-
nu Lee ve ark. [15] tarafından yapılmıştır. Önceki 
yıllarda da tüberküloz bildirimi yapılmıştır. Ancak, 
mikobakteriyel enfeksiyon bakteriyolojik kültür ve 
moleküler metotlarla doğrulanmamıştır [5]. Çeşitli 
mantar sporlarının solunması sonucu görülen akci-
ğer granulomatöz lezyonları, tüberküloz lezyonları-
na benzerlik gösterdiği için M. bovis izolasyonu ve 
doğrulanması yapılmalıdır [19].

Kuzey İrlanda’da 2008 yılı Ocak ayında ölü 
olarak bulunan yetişkin bir erkek su samuru post-
portem incelenmiştir. Karaciğer, akciğer, dalak ve 
ince barsak örnekleri histolojik olarak incelenmiş 
ve Ziehl-Neelsen (ZN) yöntemiyle boyanmıştır. 
Akciğer örneklerinde kapsüllenmemiş makrofaj ve 
lenfosit yığınlarından oluşan fibrinoid nekroz odak-

ları belirlenmiştir. ZN boyamada akciğer ve böbrek 
lezyonlarındaki makrofajlar içinde çok sayıda aside 
dirençli basiller saptanmıştır Böylece M. bovis’in su 
samurlarında enfeksiyon yapabildiği gösterilmiştir. 
Örneklerden izole edilen ve moleküler olarak da 
karakterize edilen M. bovis alt tipi sığırlarda tüber-
küloz vakalarından izole edilen suşlarla yakından 
ilişkili bulunmuştur. Bu nedenle, su samurlarının 
enfeksiyonu direkt veya indirekt olarak sığırlardan 
ya da aynı etkenle enfekte olduğu bilinen porsuk 
(Meles meles) gibi ortak bir yabani kaynaktan alabi-
leceğine işaret edilmektedir [15].

İngiltere’de gerçekleştirilen bir araştırmada, 
çoğunluğu trafik kazaları (%80) ve daha azı septik 
ısırık yaralanmaları (%10) sonucu ölmüş 690 su 
samuru incelenmiştir. Nekropsi sonucunda tüber-
küloz şüpheli lezyonlar histolojik ve doku örnekleri 
de kültürel yöntemlerle analiz edilmiştir [36]. Ay-
rıca 2000 yılı boyunca 18 su samuruna ait akciğer 
ve lenf düğümleri mikobakteriler yönünden kültü-
re edilmiştir [35]. Her iki çalışmada da organlarda 
makroskobik olarak tüberküloz lezyonları izlenme-
miş ve incelenen tüm örnekler mikobakteriler açı-
sından histolojik ve kültürel yönden negatif bulun-
muştur [35,36].

Çek Cumhuriyetinde 2002-2007 yılları arasın-
da gerçekleştirilen bir çalışmada [13] incelenen 4 su 
samurunun tamamı M. avium subsp. paratuberculo-
sis yönünden negatif bulunmuştur. Benzer şekilde, 
İspanya’da yabani karnivorlarda gerçekleştirilen 
retrospektif bir araştırmada [20] farklı türlerden 
alınan kan serumları M. bovis proteinine (MPB70) 
karşı antikor yönünden incelenmiş ve örnek alınan 
su samuru ELISA ile serolojik olarak negatif bulun-
muştur.

Salmonella Enfeksiyonları: Salmonella türle-
ri insan, evcil ve yabani hayvanları etkileyen önemli 
zoonotik enteropatojenlerdir. İnsan ve yaban haya-
tındaki hayvanlardan benzer türlerin izole edilme-
si, Salmonella türleri için yabani hayvanların birer 
rezervuar olabileceğini göstermiştir. Hayvanlar et-
keni asemptomatik olarak taşıyabilirler ve aralıklı 
olarak yayabilirler. Hayvanlarda enteritis, septisemi 
ve abort gelişebilir. Etkenler çevrede çok uzun süre 
canlı kalabildiği için, fekal-oral yolla veya kontami-
ne su ya da gıda ile bulaşabilmektedir. Su samurları, 
Salmonella türlerini kontamine su, gıda, hayvansal 
atıklar veya yabani kuşlardan alabilmektedir [26].
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Koruma alanlarındaki rehabilitasyon merke-
zinde [3] ve yabani hayatta [11] su samurlarından 
Salmonella türleri izole edilmiştir. Su samurlarında 
Salmonella anatum’un böbrek hasarı oluşturduğu 
bildirilmiştir [8]. Portekiz’de yapılan bir çalışmada 
[26] incelenen 67 su samuru dışkı örneğinin 5’inde 
(%7.6) Salmonella izolasyonu yapılmıştır. İzolatla-
rın 3’ü S. enterica ssp. arizonae, 2’si de S. Galli-
narum olarak identifiye edilmiştir. Araştırmada izo-
latların tamamı amoksisilin-klavulonik asit, ampisi-
lin, sefhaleksin ve penisiline dirençli bulunmuştur. 
Çoklu antibiyotik dirençliliğine sahip Salmonella 
türleri açısından su samurlarının taşıyıcı olabilece-
ğine vurgu yapılmıştır. Su samurlarında doğal ya-
şam alanlarında antibiyotik tedavisi görmedikleri 
halde, antibiyotik dirençli bakterilerin izole edil-
mesi dirençliliğin çevresel olarak aktarılabileceğini 
göstermektedir. Bu hayvanlar, evcil hayvanlarda ve 
insanlarda tedavi veya koruyucu amaçla kullanılan 
antibiyotiklerle yaşam alanlarında karşı karşıya ka-
labilmektedirler [29].

Enterokok Enfeksiyonları: Enterokoklar pek 
çok hayvan türünde olduğu gibi, su samurlarının 
da bağırsak mikroflorasını oluşturan bakterilerdir. 
Portekiz’de gerçekleştirilen bir çalışmada [31] su 
samurlarına ait dışkı örneklerinden, konvansiyonel/
moleküler metotlarla izole edilen 29 Enterokok suşu 
virülens faktör ve antibiyotik dirençliliği açısından 
incelenmiştir. İzolatların 19’u E. faecalis, 9’u E. fa-
ecium ve 1’i de E. durans olarak isimlendirilmiş ve 
PCR-fingerprinting sonucu yüksek düzeyde geno-
mik çeşitlilik saptanmıştır. İzolatların 3’ünde sitoli-
zin ve 6’sında jelatinaz belirlenmiştir. İzolatların 5’i 
ace ve acm, 7’si ebpABC, 14’ü gelE ve 3’ü de cylA 
genleri açısından pozitif bulunmuştur. Tüm izolat-
larda antibiyotik dirençlilik saptanmıştır. 17 izolatta 
tet(M) ve pbp5, 13 izolatta vanB ve 5 izolatta vanD 
direnç geni tespit edilmiştir. Tüm gentamisin di-
rençli enterokok suşlarında gentamisin dirençliliği-
ni kodlayan aac(60)-Ieaph(200) geni saptanmıştır. 
Tüm izolatlar virülens ve/veya antibiyotik direnç 
özelliklerine sahip oldukları için, serbest yaşayan 
su samurlarının virülent/dirençli enterokokların 
aynı ekolojik alanı paylaşan diğer hayvanlar arasın-
da yayılışındaki ve direkt olarak etkileşim halinde 
oldukları insanlar açısından potansiyel sağlık riski 
oluşturmasındaki rolleri göz ardı edilmemelidir. 
Antibiyotik dirençliliğinin düşük seviyelerde olma-

sı, örnek toplanan hayvanların önceleri antibiyotik 
tedavisi görmemesi nedeniyle beklenen bir sonuç 
olarak yorumlanmıştır. Bununla birlikte, su samuru 
orijinli 5 izolatın vankomisine ve 11 izolatın da gen-
tamisine dirençli olması özellikle bu antibiyotikle-
rin klinik öneminden dolayı dikkat çekicidir. Tüm 
izolatlar amoksisilin+klavulanat ve ampisiline du-
yarlı bulunmuştur. Diğer yandan, gentamisin insan-
larda yaygın bir şekilde enterokokal enfeksiyonların 
tedavisinde kullanıldığı için bu direncin ortaya çık-
ması ve yayılışı insan sağlığı açısından risk teşkil 
edebilmektedir [31].

Stafilokok Enfeksiyonları: Stafilokoklar su 
samurlarında apse olgularında izole edilmiştir [8]. 
Ayrıca, stafilokoklarla ilişkili hepatik hematom, ak-
ciğer, böbrek, dalak ve subkutanöz apseleri içeren 
sekonder enfeksiyonlar bildirilmiştir [11]. Başka 
bir çalışma Avusturya yaban hayatında oksasilin 
dirençli Stafilokok türlerinin belirlenmesi amacıyla 
2012-2013 yılları arasında gerçekleştirilmiştir. 40 
farklı yaban hayvanına ait burun ve perineal svap 
örneği incelenmiş ve bir su samurundan S. aureus 
izolasyonu yapılmıştır. Hayvanda makroskobik ola-
rak şiddetli purulent pnömoni ve leptomeningitis 
tespit edilmiştir. Böylece, su samurlarından ilk kez 
mecC geni pozitif MRSA saptanmıştır [17].

Yersinia Enfeksiyonları: Yersinia enterocoli-
tica ve Y. pseudotuberculosis insanlar için önemli 
enterik patojen etkenler arasında yer almaktadır. 
Enfektif insan suşları kontamine gıda, enfekte hay-
vanlarla temas ve kişiden kişiye temas ile bulaşa-
bilmektedir. Yabani hayvanlar Yersinia türlerinin 
bulaştırılmasında önemli bir potansiyel araç olarak 
görülmektedir. Su samurlarının, yersiniozisin epi-
demiyolojisinde önemli rol oynayan Y. enterocoliti-
ca ve Y. pseudotuberculosis bakımından muhtemel 
doğal rezervuar olduğu gösterilmiştir. Patojenik 
Yersinia türleri, su samurlarının da içinde olduğu 
37 farklı yabani hayvan türünde incelenmiş ve 3 su 
samuruna ait akciğer örneğinin 1’inden Y. pseudotu-
berculosis serotip O:2 izole edilmiştir [24].

Klostridiyal Enfeksiyonlar: İskoçya’da reha-
bilitasyon merkezinde, ölü bir su samuruna ait doku 
örneklerinde Clostridium piliforme izole ve identifi-
ye edilmiştir. Genellikle laboratuvar hayvanlarında 
Tyzzer hastalığına neden olan etken, ilk kez su sa-
murlarında bildirilmiştir [35]. Su samurlarında tok-
sijenik C. perfringens’in varlığı Kimber ve Kollias 
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[11] tarafından bildirilmiştir. Ayrıca gazlı kangren 
etkenlerinden C. welchii, su samurlarından izole 
edilmiştir [21].

Leptospirozis: Leptospirozis, hayvanlardan 
insanlara bulaşan zoonoz bir hastalıktır. Hastalık, 
belirti göstermeyen taşıyıcı kemirgenler, vahşi hay-
vanlar, çiftlik ve evcil hayvanların idrarları ile kirle-
tilmiş gıda ve sular ile bulaşabilmektedir [9]. İnkü-
basyon periyodu 2 gün-3 ay arasında değişmektedir. 
Su samurlarında Leptospira enfeksiyonu nadiren ra-
por edilmekle birlikte, inaktif aşılama ve yıllık tek-
rarı önerilmektedir [21]. Farklı türlerden 201 yabani 
ve evcil etçil hayvan üzerinde yapılan bir araştırma-
da [22] serum, idrar ve böbrek örnekleri leptospiro-
zis açısından incelenmiştir. Su samurları hariç tüm 
hayvanların etkenle temas ettikleri bildirilmiştir.

Diğer Bakteriyel İnfeksiyonlar: Su samurla-
rında Proteus mirabilis kökenli ürogenital sistem 
enfeksiyonları bildirilmiştir [3,8]. Böyle enfeksi-
yonlar genellikle Streptokok enfeksiyonları ve Ko-
libasillozis ile ilişkilendirilmiştir [21].

Acinetobacter ve Pasteurella türlerinin su sa-
murlarındaki potansiyel patojenik rolleri hakkın-
daki literatür verileri sınırlıdır. Kimber ve Kollias 
[11] Acinetobacter türlerini su samurlarında tanım-
lamışlar, ancak klinik önemi hakkında bilgi ver-
memişlerdir. Fransa’da su samuru rehabilitasyon 
merkezinde yapılan bir araştırmada [4], ısırık ve 
çeşitli nedenlerle yaralanan su samurlarında yüksek 
oranda (%62.5) ölümlerin görüldüğü bildirilmiştir. 
İncelenen örneklerin ikisinden Pasteurella multoci-
da izole edilmiştir.

Klebsiella pneumoniae kökenli retrofarengial 
apse ve ağır pnömoni olguları sonrası su samurla-
rında ölümler olduğu bildirilmiştir. Ayrıca araştı-
rıcılar, patojenik E. coli nedenli ürogenital sistem 
enfeksiyonlarından bahsetmişler ve beta-hemolitik 
streptokoklarla ilişkili ürogenital sistem enfeksi-
yonlarına dikkat çekmişlerdir [8].

Pseudomonas türlerinin potansiyel patojenik 
rolleri araştırılmış, sadece P. putrefaciens ile ilişkili 
su samuru hastalıkları belirlenmiştir [11].

İngiltere’de trafik kazası sonucu ölmüş su sa-
murundan izole edilen Gram pozitif katalaz negatif 
kok morfolojisine sahip bir bakterinin isimlendiril-
mesi fenotipik ve filogenetik incelemelerle araştı-
rılmıştır. Karşılaştırmalı 16S rRNA gen sekansı so-

nucunda bu bakteri Vagococcus sınıfı ile yakından 
ilişkili, ancak Vagococcus fluvialis ve V. salmonina-
rum’dan farklı, yeni bir alt tür olarak tanımlanmış-
tır. Bilinmeyen bu bakteri, biyokimyasal testler ve 
tüm hücre proteinlerinin elektroforetik analizleri ile 
iki Vagococcus türünden ayrılmıştır. Filogenetik ve 
fenotipik esaslara göre bu yeni tür V. lutrae olarak 
isimlendirilmiştir [14].

Plesiomonas shigelloides tarafından şekillendi-
rilen su samuru abort vakası bildirilmiştir [21].

Viral Hastalıklar
Su samurlarında bazı köpek ve kedi viral patojen-
lerine karşı duyarlılık belirlenmiştir. Köpek ve kedi 
parvovirusları, coronovirusları, köpek herpes virus-
ları ve köpek adenovirus tip 2’ye karşı antikorların 
varlığından söz edilmesine rağmen [11,12], su sa-
murlarının virusların yayılmasında rezervuar olarak 
potansiyel rolleri yeterince net değildir [21].

Su samurlarına ait dışkı örneklerinin Adenovi-
rus, Parvovirus, Parainfluenza virus yönünden PCR 
ile analiz edildiği bir çalışmada [25] tüm örnekler 
negatif bulunmuştur. Araştırmada, örnek alınma za-
manına dikkat çekilerek doğru örnekleme yapmak 
için farklı sezonlarda örnek alınması gerekliliğine 
vurgu yapılmıştır.

Diğer yandan Kore Cumhuriyeti’nde gerçek-
leştirilen bir araştırmada, ölü olarak bulunan bir 
su samurunda Canin adenovirus tip 1 (CAV-1) tes-
pit edilmiştir. Nekropside karaciğerde büyüme ve 
nekroz, böbrekte atrofi belirlenmiştir. Mikroskopik 
olarak plazma hücreleri ve lenfositlerden oluşan 
mononükleer hücre infiltrasyonu ile multifokal ka-
raciğer nekrozu saptanmıştır. Karaciğerde, elektron 
mikroskobu ile hepatositlerin çekirdeğinde karak-
teristik, 70 nm çapında, adenovirus partikülleri gö-
rülmüştür. Araştırıcılar, CAV-1 için su samurlarında 
ilk tespit olduğuna dikkat çekmişlerdir. Ayrıca, hay-
vanın etkene karşı aşılanmadığını, su samurları için 
hastalığın ölümcül olabileceğini bu nedenle inaktif 
bir aşı ile aşılama yapılması, ek olarak diğer etçil 
hayvanlarla temasın önlenmesi için etkili hijyenik 
tedbirlerin alınması gerekliliğine işaret etmişlerdir 
[27].

Kuduz: Avustralya ve bazı küçük adalar dı-
şında dünyanın pek çok kısmında Kuduz hastalığı 
görülmektedir. Su samurlarında kuduz vakaları bil-
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dirilmiş [30] ve insanlar için risk oluşturduklarına 
dikkat çekilmiştir. Hastalığın inkübasyon süresi bir 
hafta ile birkaç ay arasındadır. Su samurlarında ku-
duza karşı inaktif aşı ile her yıl aşılama bağışıklık 
için önerilmektedir [21].

Köpek Gençlik Hastalığı (Distemper): Su 
samurlarında köpek gençlik hastalığı virusu belir-
lenmiştir [7]. İnaktif bir aşı ile yıllık aşılama öne-
rilmektedir. Ancak, inaktif aşılama yeterince uzun 
süre bağışıklık sağlamadığı için attenüe canlı aşıla-
rın kullanılmasının daha doğru bir yaklaşım olduğu-
na dikkat çekilmektedir [21].

Parvovirus Enfeksiyonu: Su samurlarının 
hastalığa duyarlı olduğu bildirilmiş, bazı su samuru 
türlerinde hastalığa karşı seropozitiflik saptanmış ve 
inaktif köpek aşıları ile yıllık aşılama tavsiye edil-
miştir [21].

Mantar Hastalıkları
Su samurlarında mantar hastalıkları oldukça nadiren 
görülmektedir. Rapor edilen ilk mantar vakasından 
Monilia türü izole edilmiştir. Söz konusu mantar tü-
rünün normal deri mikroflorasında kommensal ola-
rak bulunan fırsatçı patojen olduğu belirlenmiştir. 
Hastalığın şekillenmesinde çevresel etkenler, kon-
disyon kaybı ve stres faktörleri etkili bulunmuştur. 
Ancak su samuru kürkünün sağlam olduğu ve man-
tarın yayılmadığı saptanmıştır [21].

İtalya’da gerçekleştirilen güncel bir çalışmada 
[17], trafik kazası sonucu ölen bir su samurundan 
Emmonsia türü mantar izole edilmiştir. Emmonsia 
türlerine ait mantarların solunması sonucu ortaya 
çıkan hastalık Adiaspiromikozis olarak tanımlan-
maktadır. Diğer yandan, Coccidiodes immitis, Mic-
rosporum spp ve Trychophyton spp. türü mantarla-
rın su samurlarında potansiyel olarak klinik öneme 
sahip oldukları bildirilmektedir [6].

Paraziter Hastalıklar
Su samurları çok sayıda zoonotik potansiyele sahip 
parazite konakçılık etmektedir. Yarı sucul yaşayan 
bu hayvanlar, kara, tatlı su ve deniz habitatları ara-
sında patojenlerin taşınmasında önemli rol üstlen-
mektedirler. Buna rağmen, su samurlarının taşıdığı 
parazitler fazlaca incelenmemiştir [21].

Su samurlarında kene ve bit dışında ektoparazit 
bildirimi yapılmamıştır. Ektoparaziter hastalıkların 

dağılımı, yayılışı ve görülme sıklığı biyolojik ya-
şam evrelerine bağlı olarak mevsimsel değişkenlik 
göstermektedir. Su samurlarında bulunan ektopara-
zitlerin ve bunların biyotik veya abiyotik değişken-
lerden etkilenip etkilenmediğini araştırmak için ya-
pılan bir çalışmada, incelenen hayvanlarda ektopa-
razit olarak sadece Ixodes hexagonus türünde kene 
tespit edilmiştir. İncelenen hayvanlarda başka kene 
türlerinin tespit edilmemesi, su samurların gece av-
lanması ve yarı sucul bir yaşam sürmesi ile bağlan-
tılı olabileceği ifade edilmiştir. Kondisyonu iyi olan 
hayvanlarda kötü kondisyonlu olanlara göre daha az 
kene gözlenmiştir. Su samurlarının çok sayıda kene 
taşıması nedeniyle bu hayvanların I. hexogonus türü 
kenelerce taşınan zoonoz etkenlerin yayılmasında 
potansiyel rollerinin araştırılması sonucuna varıl-
mıştır [32].

Diğer yandan, hastalıkların nakledilmesinde 
önemli olan, Amblyoma americanum, Dermacentor 
variabilis, Ixodes banisi, I. cookie ve I. uriae gibi 
kene türlerinin de su samurlarında tespiti yapılmış-
tır [6].

Su samurlarında sestod, nematod, trematod ve 
protozoon türlerini içeren, çok sayıda endoparazit 
türü tespit edilmiş, ancak pek çoğunun klinik ve 
patolojik önemi ortaya konulamamıştır. Spirometra 
mansonoides (sestod), Dracunculus insignis, Stron-
gyloides lutrae, Capillaria aerophilus, Capillaria 
hepatica, Gnathostoma miyazakii, Dioctophyme 
renale (nematod) ve Paragonimus kellicoti (trema-
tod)’nin su samurlarında hastalık yaptığı bilinmek-
tedir. Ayrıca, Cryptosporidium spp., Giardia spp., 
Isospora spp., Sarcocystis spp. ve Toxoplasma gon-
dii gibi protozoonlarla ilgili nadir de olsa, daha çok 
serolojik olmak üzere hastalık vakaları rapor edil-
miştir [6]. Diğer yandan, Isthmiophora melis, Opist-
horchis felineus, Eustrongylus gigas, Eryhelmis, 
Molineus, Heterophyidae alt türleri yaygın olarak 
saptanan endoparazitlerdir. I. melis ve O. felineus 
türleri zoonoz potansiyele sahiptirler. Su samurları-
nın karın boşluğunda ve pelvis renalisinde yaşayan 
E. gigas, böbrek doku hasarı, üreterlerde hipertro-
fi ve peritonitis oluşturabilen bir nematottur [21]. 
Genç bir su samurunun kalbinde Dirofilaria immitis 
belirlenmiş ve su samurlarının bu parazit için belir-
leyici konakçı olduğuna dikkat çekilmiştir [18].

Pseudamphistomum truncatum insanlar dahil 
balıkla beslenen memelileri de içeren geniş bir ko-
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nakçı spektrumuna sahip ve safrada yaşayan fırsatçı 
trematodtur. P. truncatum salyangoz ve tatlı su ba-
lıkları olmak üzere iki ara konakçılı karmaşık bir 
yaşam döngüsüne sahiptir. Enfekte balıkların tüke-
tilmesi ile memelilere bulaşabilen bu parazit, 249 su 
samurunun 7’sinde (%2.8) belirlenmiş ve vakaların 
çoğunun ölümle sonuçlandığı rapor edilmiştir [23].

Belarus’ta 18 yıllık periyotta farklı yabani hay-
vanlara ait 151 karkasın helmintolojik incelemesi 
amacıyla yapılan bir çalışmada [33], 25 su samu-
ru örneğinin sadece 1 (%4)’inde Fasciola hepatica 
tespit edilmiştir. Araştırıcılar ortak yaşam alanları-
nın F. hepatica yumurtalarını içeren dışkıları taşı-
yan yabani hayvanlarca kontamine edilmesinin ara-
konakçı olan yumuşakçaların enfeksiyonuna neden 
olabileceğine ve hastalığın diğer duyarlı konakçıla-
ra bulaştırılabileceğine dikkat çekmişlerdir.

Toksoplazmozis, hem insan hem de evcil ve 
yabani hayvanları etkileyen, dünya çapında öneme 
sahip zoonotik bir hastalıktır. Dünya Sağlık Örgütü, 
henüz yabani/evcil hayvanlar ve insanlar arasında 
kesin olarak enfeksiyon bağlantısı kurulamamasına 
rağmen, Toxoplasma gondii hakkında detaylı epi-
demiyolojik verilerin toplanmasını önermektedir. 
Yabani hayvanlarda hastalığın seroprevalansı ye-
terince çalışılmamıştır. İngiltere’de gerçekleştirilen 
bir araştırmada [4], çeşitli nedenlerle ölmüş 271 su 
samuruna ait göğüs boşluğundaki kan örneklerinin 
108 (%39.9)’inde T. gondii’ye karşı seropozitif-
lik belirlenmiştir. Çalışmada ölüm nedenlerinin bu 
hastalıktan olup olmadığının net olarak bilinmedi-
ğini, ancak su samurlarında seropozitifliğin yüksek 
bulunmasının hastalığın epidemiyolojisi açısından 
önemli olduğuna vurgu yapılmıştır. İspanya’da ya-
pılan benzer bir çalışmada [37], farklı türden 282 
yabani etçil hayvan T. gondii açısından serolojik 
olarak incelenmiş ve 6 su samurunun tamamında 
seropozitiflik saptanmıştır.

Su samurlarında, parazitlerin önemi diğer etçil 
hayvanlara göre daha azdır. Sosyal temas eksikli-
ği, düşük nüfus yoğunluğu ve genellikle büyük “ev 
aralığı” parazitlerin yayılışı için ekolojik engeller-
dir. Özellikle dışkılama alanlarına seyrek ziyaretler 
ve su ile sık temas dışkı ile enfeksiyon tehlikesini 
sınırlamaktadır. Ayrıca su, yumurta ve larva kon-
santrasyonunun seyreltilmesinde etkili olmaktadır. 
Ancak özellikle yaşam alanlarına yeni katılan hay-
vanlarda dışkıların parazitler açısından periyodik 

taranması gerekli görülmektedir. Bazı bölgelerde 
düzenli aşılamalara ilave olarak, endoparaziter ilaç 
uygulamaları önerilmektedir [21].

Neoplastik Hastalıklar
Su samurlarında neoplastik hastalıklar çok nadir gö-
rülmektedir. Ancak çeşitli ülkelerde zaman zaman 
bildirimi yapılmaktadır. Malignant melanom [38], 
hepatosellüler adenom [1] ve testis örneklerinde 
sertoli hücre tümörü [3] saptanmıştır.

Aşılama
Su samurları bazı viral hastalıklara (Kuduz, Distem-
per) karşı 1900’lü yıllarda aşılanmaktayken, günü-
müzde yaygın aşılamalar yapılmamaktadır. Bunun-
la birlikte Parvoviral enteritis, Distemper, Kuduz ve 
Leptospirozise karşı aşılamalar önerilmektedir [6].

Sonuç

Bu makalede, su samurlarında görülen hastalıklara 
ait güncel literatür verileri özetlenmiştir. Su samuru 
populasyonu bilinçsiz pestisit kullanımı, akarsular-
da balık stoklarını etkileyen çeşitli düzenlemeler, 
barajlar, akarsu vejetasyonunun kaldırılması, orman 
alanlarının açılması, yol yapımı, kaçak avcılık, isti-
lacı türlerin çoğalması, kıyı alanlarının tahrip edil-
mesi, evsel ve endüstriyel atıkların akarsulara bıra-
kılması gibi nedenlerle dünyanın pek çok ülkesinde 
tükenme noktasına gelmiştir.

Biyolojik çeşitliliğin ve dengenin bir gösterge-
si olarak kabul edilen bu hayvanların eski populas-
yonlarına ulaşmaları adına sıkı tedbirlerin alınması 
gerekmektedir. Pek çok ülkede su samurlarının ya-
yılışı ve yaşam alanlarını belirlemeye yönelik ça-
lışmalar yapılmıştır. Geçmişte ülkemizde geniş bir 
yayılış alanın olduğu bilinmekle birlikte, su samur-
larının dağılımı ile ilgili detaylı bilgiler yetersizdir. 
Ülkemizin değişik bölgelerinde yapılacak araştır-
malarla su samurları hakkında önemli veriler elde 
edilebilecektir.

Pek çok ülkede kurulmuş ve aktif olarak faali-
yet gösteren su samuru hastalık takibi ve rehabilitas-
yon merkezlerinin ülkemizde de kurulması gerek-
mektedir. Su samurlarının mikroflorası ve taşıdığı 
hastalıklar yönünden incelenmesi, bu hayvanların 
taşıdığı zoonotik hastalıkları ortaya çıkarabileceği 
için insan sağlığı açısından da önemlidir.
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Özet: Genetik çalışmalar 1865 yılında Gregor Mendel tarafından başlatılmıştır. Günümüzde de tüm dünyada bilim 
adamları tarafından büyük bir hızla devam ettirilmektedir. Genetik bir çalışma, üzerinde çalışılacak gen bölgesinin 
izolasyonu ile başlamaktadır. Bir gen bir kere izole edildikten sonra o gen üzerinde yapılacak işlemlerin sınırı yoktur. 
DNA ve RNA düzeyinde yapılan genetik çalışmalarda, genler tek başına ya da genlerin birbirleri ile olan etkileşimleri 
incelenerek tedavi yöntemleri geliştirilmeye çalışılmaktadır. Bilim adamları, izole edilen genler veya DNA parçaları 
için saklama yöntemleri araştırmaktadır. Bu yöntemlerden biri de DNA kütüphanesi oluşturmaktır. DNA kütüphane-
lerinin kurulmasıyla, kütüphanelerdeki kitaplar gibi DNA koleksiyonu ve deposunun oluşturulması amaçlanmaktadır. 
DNA kütüphaneleri; kanserde, nöroloji ve göz hastalıkları gibi alanlarda gen tedavisi çalışmalarında kullanılmaktadır. 
Ayrıca, rekombinant ilaçların bulunmasında, besin maddesi olarak ihtiyaç duyulan bazı proteinlerin üretilmesinde, çeşit-
li genlerin moleküler düzeyde tanımlandığı biyoteknolojik çalışmalarda, gen izolasyonu ve DNA kütüphanesi oluşturma 
yöntemine başvurulmaktadır.
Anahtar kelimeler: DNA kütüphanesi, gen izolasyonu, klonlama

Gene Identification and Construction of DNA Libraries
Abstract: Genetic studies were firstly started in 1865 by Gregor Mendel. Also the studies are continued at a great pace 
by the scientists on the world. A genetic study starts by isolation of the studied gene from the whole genom. When a 
gene is isolated from DNA, there is no limit of transactions on the gen. In the genetic studies on DNA and RNA have 
been studied the genes are single or genes interact with each other analyze and the treatment methods to developing. In 
present researches study on preserving methods of isolated genes or DNA fragments. One of these methods is to con-
stitute a library of the DNA. It is aimed to collection and archive the DNA in a DNA library by similar the books on the 
library. DNA libraries are frequently utilized for gene therapy in oncology, neurology, eye diseases and etc. Furthermore, 
method of DNA libraries are used in recombinant pharmaceutical manufacturing, production of some proteins as a nu-
tritient and in biotechnological studies that different genes are defined on molecular level.
Key words: DNA library, gene isolation, clonning

Giriş

Günümüzde kalıtımın esas fonksiyonel ünitesi olan, 
bir polipeptidi kodlayan kromozomal DNA dizi-
si olarak tanımlanan gen kavramı, ilk olarak 1865 
yılında Gregor MENDEL tarafından ortaya çıkar-
tılmıştır. Mendel, yaptığı hibritleme çalışmalarında 
ebeveynlerden yeni döllere aktarılan bazı karakte-
ristik özelliklerin olduğuna dikkat çekmiştir [7]. Bu 
tarihten sonra genlerin bir nesilden diğerine geçişi, 
genlerin fiziksel yapıları, genlerdeki varyasyonlar 
ve genlerin bir türün özellikleri üzerindeki etki yol-
ları tüm dünyadaki bilim adamları tarafından araştı-
rılmaya başlanmıştır [14].

Genetik alanında biyoteknolojik çalışmalar yü-
rütülürken birtakım zorluklarla karşılaşılmaktadır. 

Genetik bir çalışmanın başlangıcı, üzerinde çalışı-
lacak gen bölgesinin izolasyonu ile yapılmaktadır. 
Daha sonra bu gen bölgesi üzerinde çeşitli metot-
larla farklı işlemler uygulanmaktadır. Uzun bir gen 
bölgesi üzerinde yapılan çalışmalarda DNA’nın 
küçük parçalara ayrılarak çalışılmasının daha pra-
tik olacağı düşünülmektedir. Örneğin; insan genom 
uzunluğu 3 milyar 289 milyon bp uzunluğundadır 
ve yaklaşık 25 bin gen kodlar. Genetik kusuru olan 
ya da ilgilenilen DNA kısmını bulmak, samanlıkta 
iğne aramak gibidir. DNA’nın manipüle edilebile-
cek büyüklükte kısımlara ayrılarak çalışılması, her 
seferinde DNA’nın diğer kısımlarıyla uğraşma zo-
runluluğunu ortadan kaldıracaktır [8]. Ayrıca göz 
hastalıkları gibi birden fazla genin kontrolünde olu-
şan hastalık sebeplerinin moleküler düzeyde araştı-
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rılması gerekmektedir. DNA ve RNA düzeyinde ya-
pılan bu çalışmalarda, hastalıkla ilgisi olduğu düşü-
nülen genler izole edilerek ve genlerin birbirleri ile 
etkileşimleri moleküler düzeyde incelenerek tedavi 
yöntemleri geliştirilmeye çalışılmaktadır [6].

DNA’nın manipüle edilecek kısımlara ayrılarak 
saklanması işlemi DNA kütüphanelerinin oluşturul-
ması ile mümkün olabilmektedir. DNA kütüphane-
lerinin oluşturulması için ilk basamak ilgilenilen 
gen bölgesinin diğer DNA kısımlarından ayrımlan-
masıdır. DNA’yı manipüle edebilmek için iki çeşit 
gen izolasyon tekniği kullanılır: ilki, her alanda 
yaygın olarak kullanılan PCR (Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu) tekniğidir. Bu işlem saf gen numunesi-
ni elde etmek için kullanılabilir. Primerler ilgili ge-
nin her iki tarafına bağlanabilirse genin birçok kop-
yası sentezlenebilir [5,13]. Gen izolasyonunda kul-
lanılan diğer bir işlem gen klonlama yöntemidir. Bu 
işlem, ilgilenilen gen bölgesinin vektör denilen hal-
kasal bir DNA molekülüne sokulması ve vektörün 
bir konakçıya aktarılması ile gerçekleştirilmektedir. 
Vektör molekülü konak hücrede genin sayısız kop-
yalarını üretir ve üretilen kopya DNA molekülleri 
döllere geçer. Bu şekilde oluşan çok sayıda kopya-
dan sonra özdeş konağın bir kolonisi üretilmiş olur. 
Bu işlem tüm genoma yapılırsa o DNA’ya ait deği-
şik koloniler yani DNA kütüphaneleri oluşturulmuş 
olur [8]. İzole edilen bir gen üzerinde yapılabilecek 
işlemlerin sınırı yoktur. Mevcut teknolojik şartların 
izin verdiği ölçüde araştırmalar yapılmaktadır. İzole 
edilen genler veya DNA parçaları için saklama yön-
temi geliştirildiğinde ise gelecekte var olacak yeni 
teknolojilerle de çalışmalara faklı boyutlarda devam 
edilebilecektir. Geçmişte yaşayan insanlar, ölen ki-
şileri mumyalayarak korumaya, sonraki nesillere 
aktarabilmek için saklamaya çalışmışlardır. Gelişen 
teknolojiyle birlikte günümüzde mumyalama işle-
mine benzer şekilde kişilerin DNA’ları saklanmaya 
çalışılmaktadır. Sadece insanlar için değil, hayvan-
lar, bitkiler, hastalık etkenleri ve daha birçok canlı 
DNA’sı için saklama yöntemleri geliştirilmiştir. Bu 
amaçla geliştirilen yöntemlerden biri de DNA kü-
tüphaneleri oluşturmaktır. 

Gen izolasyonu ve DNA kütüphanelerinin 
oluşturulması
DNA kütüphanesi; saflaştırma, saklama ve analiz 
kolaylığı için bir vektör içine klonlanmış her bir 
organizmaya ait farklı DNA sekansları koleksiyo-

nu olarak tanımlanabilmektedir. DNA kütüphanesi 
oluşturabilmek için öncelikle DNA’nın ilgili doku-
dan izole edilmesi gereklidir. DNA’nın ortamdaki 
diğer moleküllerden ayrımlanarak izolasyon işlemi 
tamamlandıktan sonra DNA derişimleri ultraviyole 
absorbans spektrofotometresi ile hassas olarak ölçü-
lebilir [10]. İzole edilen DNA’ya ilk manipülatif gi-
rişim, DNA’nın küçük parçalara ayrılması işlemidir. 
DNA’nın restriksiyon enzimleri ile parçalara ayrıl-
masının ardından DNA parçalarının jel elektroforez-
de yürütülmesi ve otoradyografi ile görüntülenmesi 
sağlanır [4]. Hedeflenen gen bölgesinden DNA’nın 
geri kazanımı için jelden gen bölgesinin izolasyonu 
işlemi gerçekleştirilir. DNA geri kazanımı için ge-
liştirilmiş yöntemlere, ticari olarak üretilen küçük 
“sepharacyl” kolonlarla yapılan saflaştırma, düşük 
sıcaklıkta eriyebilen agaroz kullanılarak saflaştır-
ma, elektroelüsyon ve “gene clean” yöntemi örnek 
olarak gösterilebilir [12]. Bu yöntemlerle istenilen 
boyuttaki DNA fragmanını saf olarak elde etmek ve 
DNA’yı herhangi bir aşamada saflaştırmak olasıdır. 

Restriksiyon enzimleri ile kesilen bu küçük 
DNA parçalarının her biri uygun bir vektöre klon-
lanır. Hedef bölgenin elde edilmesinin ardından gen 
kütüphanesi yapımında istenen verimin sağlana-
bilmesinde kullanılacak vektör seçimi önemli yer 
tutmaktadır. Vektörler doğal ya da yapay olabilirler. 
Doğal vektörlerden biri, bakteri içerisinde çok sa-
yıda bulunan ve hem bakteri DNA’sı hem de diğer 
hemcinsleri ile uyumlu yaşayan plazmit DNA’sıdır. 
Diğer bir doğal vektör ise bakterileri enfekte eden 
ve bir bakteri kültüründe koloninin etrafından bol-
ca izole edilebilen faj DNA’sıdır. Bunların hari-
cinde yapay vektör olarak, üzerlerinde oynanarak 
yetenekleri daha uzun DNA parçalarını içerecek 
şekilde geliştirilen yapay kromozomlar oluşturul-
muştur. Bunlara örnek olarak; BAC (Bakteri Yapay 
Kromozomu), YAC (Maya Yapay Kromozomu), 
MAC (Memeli Yapay Kromozomu), HAC (İnsan 
Yapay Kromozomu), PAC (P1 Yapay Kromozomu) 
verilebilir [4,11]. 

Vektör DNA’sının izolasyonunun ardından 
DNA kütüphanelerinin oluşturulmasında önemli 
basamaklardan biri de vektör molekülü ve klonla-
nacak olan DNA molekülünün birbirine bağlanma-
sıyla gerçekleştirilen ligasyon işlemidir. Kullanılan 
vektöre göre konakçıya nakil işlemi ise farklılık 
göstermektedir. Plazmit ve bakteriyofajın konakçı-
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ya nakli rekombinant vektörün konakçıya naklinin 
gerçekleştiği işlem basamağına örnek olarak göste-
rilmektedir [4]. 

Bir sonraki işlem basamağı olarak, rekombi-
nant vektörü içine alan konakçının tespit edilmesi 

gereklidir. Hangilerinin rekombinant, hangilerinin 
kendi kendine bağlanan vektör molekülleri içerdik-
leri, inaktive edilen gen tarafından kodlanan özellik 
artık konak tarafından sergilenmediği için saptana-
bilir. 

Şekil 1. Gen izolasyonu ve DNA kütüphanesi oluşturulması işlemi basamakları

Mevcut bir kütüphaneden yaralanarak veya 
kütüphane oluşturulduktan sonra çalışmalara 
başlanabilmesi için ilgili gen bölgesinin yerinin 
saptanması gerekir. Bu amaçla kütüphaneler ta-
ranır. Klonlamanın doğrulanması için klonlanan 
genin DNA sekansının belirlenmesi önemlidir. 
Kütüphanenin saklanmasından önce kütüphane tit-

resi hesaplama ve kütüphane ebatı belirleme işlem-
leri yapılır [1, 3, 8, 15]

Tüm bu işlemlerin sonunda her biri DNA’nın 
bir kısmını içeren geniş bir klon koleksiyonu oluşur. 
Her biri DNA’nın ayrı bir parçasını içeren vektör-
ler, farklı uygun konakçılara aktarılır. Konakçılar 
uygun bir ortamda büyütülür. Büyüyen her kolo-
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ni DNA’nın özel bir kısmının klonlarını içerir. Bu 
klonlar kütüphanedeki kitaplar gibidir, ancak kütüp-
hanedeki gibi indekse sahip değildir. Kütüphaneden 
ilgilenilen bölgeyi seçme işlemine “tarama” (scre-
ening) denir, bu da en önemli ve son basamaktır. 
Bu aşamada, klonlanan genin tespiti kütüphanenin 
taranması ile yapılır. Klonlanan genin DNA sekansı 
belirlenerek klonlamanın doğrulanması sağlanır. Bu 
işlemler sonucunda elde edilen gen, gerekli durum-
larda izole edilip kullanılmak amacıyla gen kütüp-
hanelerinde depolanır.

Bir DNA kütüphanesi bahsedildiği gibi basit bir 
şekilde kurulabilir. Gen kütüphanesi oluşturulurken 
nasıl bir başlangıç materyali kullanıldığı ise önem-
li bir değerlendirmedir. Kullanılan DNA’nın elde 
ediliş şekline göre iki şekilde kütüphane oluşturu-
labilmektedir. Kromozomal DNA’nın izole edilip, 
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve takip eden 
diğer işlemler sonucunda klonlanması ile genomik 
kütüphaneler oluşturulmaktadır. İlgili dokudan mR-
NA’nın izole edilip, sonrasında cDNA sentezletti-
rilmesi ve cDNA’nın klonlanması ile sonuçlanan 
işlemde ise cDNA kütüphaneleri oluşturulmaktadır.

Gen bölgesinin aktarımında kullanılan vektöre 
göre kütüphaneler değişik isimlerle adlandırılabil-
mektedir. Örneğin; DNA fragmanlarını konakçıya 
aktarmak amacıyla vektör olarak maya yapay kro-
mozomunu kullanılmış ise, kütüphane YAC (maya 
yapay kromozomu) kütüphanesi olarak isimlendi-
rilmektedir [4].

Oluşturulmuş bir kütüphanenin kullanım 
alanlarından bazıları;
Bir gen izole edilip bir kez klonlandıktan sonra o 
gen üzerinde yapılabilecek işlemlerin, araştırmala-
rın sınırı yoktur. Birçok alanda değişik organizma-
larla çalışılmaktadır. Araştırmacılar bakteri, parazit, 
virüs ya da daha büyük organizmalar ile çalışabilir. 
Çalışılan genin izole edilmesi, çalışılan alanı daral-
tır. Bu da araştırmacıya zaman ve enerji tasarrufu 
sağlar. Ayrıca izole edilen bu gen bölgesi ya da tüm 
genom, tekrar aynı kişi veya başka araştırmacılar ta-
rafından kullanılmak istenebilir. Örneğin; teknoloji-
nin hızla ilerlediği içinde bulunduğumuz zamanlar-
da, Türkiye’de yapılan bir araştırma sonucu tespit 
edilen bir gen bölgesi internette yayınlanarak, bu-
nun dünyanın diğer ucundaki araştırıcılar tarafından 
kullanılması sağlanabilir. Buna benzer amaçlarla 

organizmaların genleri izole edilmeye çalışılır. Her 
gen ayrı bir fonksiyon üstlenir ve araştırıcılar tara-
fından bu fonksiyonlar kullanılarak yeni moleküller 
üretilmeye çalışılır. Bu sayede hastalıklara çare ola-
cak ilaçlar, aşılar ve hormonlar sentezlettirilir [4].

Günümüzdeki canlılara ait DNA bilgileri, gen 
kütüphaneleri yardımı ile sonraki nesillere aktarıla-
rak geleceğe ışık tutulabilir. İnsanların çeşme yap-
tırıp bunu sonraki nesillere aktararak, yardımsever-
liğin ölümsüzleştirilmek istendiği düşünüldüğünde, 
DNA kütüphanesi hazırlanarak gelecekte yaşayacak 
insanlara çeşme örneğinden çok daha fazla yardım-
cı olabileceği söylenebilir. 

İnsan nüfusunun artışıyla birlikte, besinsel ih-
tiyaçlar da artmakta, bu da hayvansal ve bitkisel 
üretimin arttırılması zorunluluğunu meydana getir-
mektedir. Bitki ve hayvanların genetiği değiştirile-
rek, gen eklenip çıkartılarak onların verimleri arttı-
rılmaya çalışılmaktadır. GDO’lu bitkiler ve broiler 
tavuklar genetiği değiştirilmiş canlılara örnek gös-
terilebilir [2, 9]

Oluşturulmuş bir DNA kütüphanesi bir kitap 
gibidir. Bilim ve teknolojideki gelişmeleri dikkate 
alarak, yeni her türlü imkandan yararlanmak ve yeni 
buluşlar kazandırmak için DNA üzerinde çalışma-
lar yapılır. Çalışmak için izole edilen bu DNA’ların 
bir kitap gibi saklanması, ihtiyaç olarak görülür. 
Hastalıklar ve hastalık etkenleri açısından değerlen-
dirildiğinde, sorunlu genlerin keşfedilmesi, mutas-
yonlu bölgelerin bakım ve onarımının yapılabilme-
si, tedavi yöntemlerinin geliştirilebilmesi gibi daha 
birçok amaçla oluşturulan DNA kütüphanelerine, 
günümüzde olduğu kadar gelecekte de ihtiyaç du-
yulacağı bir gerçektir. 
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