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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

1. Türkçe ve İngilizce olarak hazırlanacak metinler 12 pt, Times 
New Roman yazı karakterinde, iki yana yaslanmış düz metin 
olarak, tüm kenarlarda 25 mm boşluk bırakılarak ve tek aralıklı 
sayfa düzeninde A4 (210 × 297 mm) boyutunda yazılmalıdır. 
Yazıların tamamı, şekil ve tablolar dahil olmak üzere orijinal 
bilimsel araştırmalarda 16, derlemelerde 10, olgu sunumlarında ve 
kısa bildirilerde 6 ve editöre mektuplarda 4 sayfayı kaynaklar hariç 
geçmemesi istenir.
2. *.doc ve *.docx biçimindeki metin ile en az 300 dpi çözünürlükteki 
*.jpeg veya *.tiff biçimindeki şekillerin ve tabloların tamamı 
DergiPark üzerinden gönderilmelidir. 

Başvuru sırasında sunulacak dosyalar:
a. Başlık sayfası:
3. Yazı tipi (orijinal araştırma, güncel/davetli derleme, olgu 
sunumu, kısa bildiriler, editöre mektup) belirtilir. 
4. Konuyu özetleyen kısa başlık yazılır. On kelimeyi geçmemesi 
önerilir.
5. Tüm yazarların adlarının ilk harfleri ve soyadlarının tümü büyük 
olacak şekilde yazıldıktan sonra üst simge ile numaralandırılarak 
çalıştıkları kurum ve adres bilgileri verilmelidir. Adreslerde şehir 
ve ülke adları belirtilmelidir. ORCID numarası verilmesi zorunlu 
değildir. ORCID numaraları harflerle belirtilerek adreslerden sonra 
yazılabilir.
6. Sorumlu yazar “*” ile belirtilerek açık adres satırlarından sonra 
açık adres, telefon, e-posta bilgilerine yer verilmelidir. Kurum 
bilgileri birden başlayarak numaralandırılıp, adres, şehir, ülke 
bilgisi yazar isimleri altına eklenmelidir. Bu sayfada “sorumlu 
yazar” belirtilmeli isim, açık adres, telefon ve e-posta bilgileri 
eklenmelidir. Örnek olarak;

Farelerde Papilla Filiformislerin Işık ve Taramalı Elektron 
Mikroskobik Yapısı
Burhan Toprak1,a,*

1.Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü, 
Genetik Laboratuvarı, 06020, Ankara, Türkiye
a.ORCID: 0000-0003-1082-4559
*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Şefik Kolaylı Cad. No: 
23-1 06200, Keçiören-Ankara Tel: +903123254826
Deney hayvanları kullanımı etik kurulu ve diğer etik kurul 
kararları ve izinler: İlgili kararlara ilişkin bilgiler (Alındığı 
kuruluş, tarih ve sayı) bu başlık altında verilmelidir.
Teşekkürler: kısmı başlık sayfasında yer almalıdır. Daha önce 
kongrelerde sunulan her çeşit bildirinin, başlık sayfasında kongre 
adı, yer ve tarih verilerek belirtilmelidir,
Maddi destek ve çıkar ilişkisi: Makale sonunda varsa çalışmayı 
maddi olarak destekleyen kişi ve kuruluşlar ve varsa bu kuruluşların 
yazarlarla olan çıkar ilişkileri belirtilmelidir. (Olmaması durumu 
da “Çalışmayı maddi olarak destekleyen kişi/kuruluş yoktur ve 
yazarların herhangi bir çıkara dayalı ilişkisi yoktur” şeklinde 
yazılmalıdır.
b. Makalenin ana metini:
7. Başlık, özet ve en çok beşer adet anahtar kelime, Türkçe 
ve İngilizce olarak, ana metin ve kaynaklarla birlikte Başlık 
sayfasından ayrı bir dosya olarak sisteme yüklenmelidir.
8. Orijinal bilimsel araştırmalarda, olgu sunumlarında ve kısa 
bildirilerde Türkçe ve İngilizce başlık, özet ve en az beş adet 
anahtar sözcük, giriş, gereç ve yöntem, bulgular, tartışma ve 
sonuç, kaynaklar sırası ile hazırlanmalıdır. Olgu sunumlarında olgu 
geçmişi kısmı da oluşturulabilir. 

9. Tablo ve şekiller hem ayrı olarak sisteme yüklenmeli hem de 
yazı içinde olması gereken yere yerleştirilmelidir. 
10. Oluşturulan bu ana metin dosyasında kesinlikle yazar adı, 
kurum, e-posta bilgisi vb. detaylar olmaması gerekmektedir. Tüm 
satırlara sürekli olarak devam eden numara verilmelidir.
11. Özet, Türkçe ve İngilizce olarak, tek paragraf halinde en fazla 
250 sözcük olmalıdır.
12. Anahtar kelimeler, makale içeriğine uygun olarak seçilmeli, 
alfabetik sıraya göre yazılmalı ve beş sözcüğü geçmemelidir.
13. Giriş, konu ile ilgili özet literatür bilgisi içermeli, son 
paragrafında çalışmanın amacı vurgulanmalıdır.
14. Gereç ve Yöntem, ayrıntıya girmeden, anlaşılır biçimde 
yazılmalıdır. İstenilirse alt başlık kullanılabilir. Alt başlıklar italik 
yazı tipiyle belirtilmelidir. (Ekstraksiyon işlemi, İstatiksel yöntem, 
Deney deseni vb.)
15. Bulgular, bölümünde veriler, tekrarlama yapmadan açık bir 
şekilde belirtilmelidir. Bulgular tablo ve şekillerle desteklenerek 
kısa olarak sunulmalıdır. Tablo başlıkları tablonun üstünde, şekil ve 
grafik başlıkları ise şeklin altında belirtilmelidir. Tablo ve şekillerin 
kodlanması nümerik veya alfa nümerik sembollerle gösterilmelidir.
16. Tartışma ve Sonuç bölümünde, araştırmanın sonucunda elde 
edilen bulgular, diğer araştırıcıların bulguları ile karşılaştırılmalı ve 
literatüre olan katkısı belirtilmelidir.
17. Kaynaklar, kaynaklar listesi soyadına göre alfabetik ve 
kronolojik olarak sıralanmalıdır. Metin içerisindeki kaynak, 
yazar soyadı ve yayın tarihi yazılarak Toprak (2006); Toprak ve 
Erol (2007); Toprak ve ark. (2008); Toprak (2012, 2013) cümle 
sonunda ise sadece parantez içerisinde yazar soyadı ve yayın tarihi 
noktalama işaretinden önce yazılmalıdır (Toprak 2006; Toprak ve 
Toprak 2007; Toprak ve ark. 2008; Toprak 2012, 2013); Cümle 
sonunda birden çok kaynak belirtilecek ise kaynaklar tarih sırasına 
göre küçükten büyüğe doğru sıralanmalıdır. Metin içerisinde ikiden 
çok yazarlı kaynak kullanımlarında ilk yazarın soyadı yazılmalı 
diğer yazarlar ise “ve ark.” kısaltması ile belirtilmelidir. Yazılarda 
ve yerine & işareti kullanılmamalıdır.
18. Dergi adlarının kısaltılmasında “Periodical Title Abbreviations: 
By Abbreviation” son baskısı esas alınmalıdır. Kaynaklar listesinde 
yazar(lar)ın aynı yıla ait birden fazla yayını varsa, yayın tarihinin 
yanına “a” ve “b” şeklinde ibare koyularak belirtilmelidir.
19. 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 
Diego. p.248-256.
Kongre Bildirileri:
Çetindağ M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic 
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International 
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October 10-14, İzmir-
Turkey.

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayım Koşulları
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Tezler:
Aksoy E, (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve 
immunoperoksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. Doktora 
Tezi, AÜ Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ankara.
Anonim:
Resmi kuruluşlar (Tarım ve Orman Bakanlığı, OIE, FAO vb.) 
internet sitesi harici kaynakların kullanımı önerilmez. 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.
20. Kaynakların sonuna mevcut ise doi numarası yazılmalıdır.
c. Tam makale: Başlık ve ana metin içeriğinin birleştirilmesiyle 
oluşturulan tam yazı *.pdf dosyası olarak sisteme yüklenmelidir. 
21. Kaynaklar alfabetik olarak sıralandıktan sonra ayrıca 
numaralandırmaya gerek yoktur.
22. Simgelerin kullanımına dikkat edilmelidir. Örnek olarak 
çarpma işareti olarak “x” yerine “×” kullanılmalıdır.
23. Latince cins ve tür isimleri italik yazı tipi ile yazılmalıdır 
(Monachus monachus, Anisakis sp.). Tüm ölçüler SI’e (Systeme 
Internationale) göre verilmelidir.
24. Deneylerde kullanılan kimyasal, kit vb. gereçlerin marka, 
model, üretim yeri bilgileri yer almalıdır. Örnek: Blu-T4 ETVAC 
aşısı (Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü, 
Ankara, Türkiye).
25. Başlık sayfası, makalenin ana metni ve tam makale olmak üzere 
üç dosya başvuruda bulunmalıdır. 
26. Yayınlanması uygun görülen çalışmaların basılmasına ilişkin 
karar yazar(lar)ına bildirilir.
27. Türkçe yazılar hazırlanırken dil ve kelime bilgisi kuralları için 
Türk Dil Kurumu’nun hazırladığı kaynaklar esas alınmalıdır.
28. Dergiye gönderilen yazılar kabul tarihine göre yayınlanır. Dergi 
gerekli gördüğü durumlarda sıralamayı değiştirme hakkını saklı 
tutar.

Yayın, Hakemleme, Etik İlkeleri ve Yasal Sorumluluklar
Bu dergi öncelikli olarak bakteriyoloji, parazitoloji, viroloji, halk 
sağlığı, epidemiyoloji, aşı üretimi, laboratuvar kalite yönetim sis-
temleri olmak üzere, diğer tüm veteriner bilim alanlarını kapsa-
maktadır. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi araştırma ve yayın 
etiği standartlarına bağlıdır. İntihal tespit edilmesi kabulden sonra 
bile bir yazının reddedilmesine neden olabilir. Editörler, herhangi 
bir etik suistimal şüphesinde, ilgili uluslararası yayın ve araştırma 
etiği kurallarına (COPE guidelines, Cse White Paper on Publication 
Ethics, ORI) uygun olarak hareket eder. Dergimizde yayınlanması 
için gönderilen bilimsel çalışmaların European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Ot-
her Scientific Purposes, Deneysel ve Diğer Bilimsel Amaçlar için 
Kullanılan Hayvanların Refah ve Korunmasına Dair Yönetmelik 
hükümlerine uygun olarak yapıldığını, gerekli tüm kurumsal etik 
ve yasal izinlerin alındığını varsayarak, bu konuda dergi yönetimi 
olarak sorumluluk kabul etmemektedir. Çalışmada “Hayvan” öğe-
si kullanılmış ise yazarlar, yazının Gereç ve Yöntem bölümünde 
çalışmalarında hayvan haklarını koruduklarını ve ilgili etik kurul-
dan onay aldıklarını belirtmek zorundadır. Dergimiz gönderilen bi-
limsel çalışmalarda European consensus-platform for alternatives 
stratejilerine uygun olarak deney hayvanlarının kullanımında 3R 
(Replacement, Reduction ve Refinement) kuralına uygun davranıl-
masını bekler ve destekler. Farklı etik kurul onayı ya da izin alması 

(Örneğin klinik araştırmalar etik kurul onayı gibi) değerlendirme 
süresince fark edilen yazıların değerlendirmesine ara verilerek ge-
rekli izinleri alması için sorumlu yazar uyarılır, gerekli izinlerin 
tamamlanmasından sonra yayın sürecine devam edilir. Söz konusu 
onay bilgileri gereç ve yöntem kısmına eklenir. Çalışmalarla ilgi-
li uluslararası ve ulusal düzenlemeler çerçevesince gerekli kurum 
ve kuruluşlardan alınması gereken tüm izinlerin (Örneğin yaban 
hayatına yönelik çalışma izin belgesi gibi) alınarak çalışmaya baş-
lanması yazarların sorumluluğundadır. Dergi bu konuda sorumlu 
tutulamaz. Yazının sorumlu yazarı tarafından sistem aracılığıyla 
gönderilmesi ile yazının bir bölümünün veya tamamının başka bir 
yerde yayınlanmadığı ve aynı anda bir diğer dergide değerlendiril-
me sürecinde olmadığı şeklinde değerlendirilir. Tüm yazarlar yayın 
içeriği ve hakkında hem fikir olduklarını beyan etmiş sayılırlar. 
Maddi destek ve çıkar ilişkisi durumu ayrıca başvuru sırasında edi-
töre bildirilmelidir. Yazıların Türkçe ve İngilizce tam metinlerinin 
gönderilmesi ve yayına kabul edilmesi halinde tek bir yazı olarak 
kabul edilerek sırasıyla Türkçesi ve İngilizcesi yayınlanır. Gönderi-
len yazıların basım düzeltmeleri orijinal metne göre yapıldığından, 
yazıların her türlü sorumluluğu (etik, bilimsel, yasal, vb.) yazarlara 
aittir. Dergide yayınlanmak üzere gönderilen yazılar tüm yazarlar 
tarafından imzalanan “Yayın Hakkı Devri Sözleşmesi” ile dergiye 
gönderilir. 
Etlik Veteriner Mikrobiyoloji dergisi açık erişimi desteklemektedir. 
Yayınlanmak üzere kabul edilen yazıların her türlü yayın hakkı 
yayıncıya aittir. Ancak yazarlar “Eğitim amaçlı, kendi kişisel 
kullanım hakkı, Makalenin tümünü veya bir kısmını bir toplantıda 
veya konferansta kullanma, Makalenin tümünü veya bir kısmını 
bir toplantıda veya konferansta kullanma, Çalışmalarını çevrimiçi 
olarak kurumsal depolarda veya internet sitelerinde yayınlama, 
Makalelerinin görünürlüğünü arttırmak için herhangi bir sosyal 
medya platformu kullanma, Makalede açıklanan herhangi bir işlem 
veya prosedür için patent ve ticari marka haklarını saklı tutar. 
Yayınlanması uygun görülen çalışmaların basılmasına ilişkin karar 
yazar(lar)ına bildirilir. Türkçe yazılar hazırlanırken dil ve kelime 
bilgisi kuralları için Türk Dil Kurumu’nun hazırladığı kaynaklar 
esas alınmalıdır. Dergiye gönderilen yazılar kabul tarihine göre 
yayınlanır. Dergi gerekli gördüğü durumlarda sıralamayı değiştirme 
hakkını saklı tutar. Yazıların basım işleri ve yayınlanması için 
herhangi bir ücret talep edilmez. Yazarlara da yazılarının basılması 
karşılığında herhangi bir ödeme yapılmaz. Yayınlanmayan yazılar, 
yazarına iade edilmez. Gönderilen makalelere ilişkin İtirazda 
veya şikâyette bulunmak isteyen yazarlar, ilk olarak, sorumlu 
yazı işleri müdürüne bir itiraz mektubu göndermelidir. Mektupta, 
itiraz veya şikâyet konusu hakkında ayrıntılı bilgi verilmelidir. 
Böyle bir durumda, sorumlu yazı işleri müdürü konuyu en kısa 
sürede incelemesi için editör veya yayın kurulu üyelerinden birini 
görevlendirir. Gerekirse, sorunu araştırmak için arabulucu olarak 
harici bir uzman atanabilir. Ancak sorumlu yazı işleri müdürü, tüm 
temyiz ve şikâyetler için karar verme sürecindeki nihai otoritedir. 
Dergi, itiraz ve şikâyetlerini incelerken COPE kurallarına uyar. 
Yayın hakkı devri sözleşmesine buradan ulaşabilirsiniz.
Tarihçe ve Arşiv
1960-1976 yılları arasında Etlik Veteriner Bakteriyoloji Enstitüsü 
Dergisi,
1977-1986 yılları arasında Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Enstitüsü 
Dergisi,
1987 yılından günümüze kadar Etlik Veteriner Mikrobiyoloji 
Dergisi adıyla yayınlamıştır.
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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

1. Manuscripts in Turkish and English languages should be written 
as a justified text leaving 25 mm from all margins, in 12pt Times 
New Roman text character, in single-spaced page format and A4 
(210 × 297 mm) size. All manuscripts including figures and tables 
should not exceed 16 pages for scientific articles, 10 pages for 
reviews, 6 pages for case reports and short communications and 4 
pages for letters to the editor except references.
2. The manuscripts in *.doc or *.docx formats and figures of 
maximum 300dpi resolution in *.jpeg or *.tiff formats and tables 
should be sent via DergiPark. 

Three files to be summited during the Application
a. Title Page
3. Type of manuscript (original research, up-to-date/invited review, 
case report, short communication, letter to the editor) is indicated.
4. Title summarizing the subject is written. It is suggested not to 
exceed 10 words.
5. After the first letter of names and all letters of surname of authors 
are written in capital letters, institutions and addresses of authors 
should be written via enumerating the names by superscripts. 
Names of cities and countries should be indicated in addresses. 
ORCID number submission is not obligatory. ORCID numbers can 
be written after addresses with an indication of letters. 
6. The responsible author should be indicated with “*” and after 
address lines, full address, e-mail, and phone number should be 
added. Institution information should be enumerated starting with 
1 and address, name of city and country should be added under 
authors’ names. Example:

The Structure of Papilla Filliforms in Mice Under Light and 
Scanned Electron Microscope

Burhan Toprak1, a,*

1.Veterinary Control Central Research Institute, Laboratory of 
Genetics, 06020, Ankara, Turkey
a.ORCID: 0000-0003-1082-4559
*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Şefik Kolaylı Cad. No: 
23-1 06200, Keçiören-Phone: +903123254826
Use of laboratory animals Ethics Committee and other decisions 
of Ethics Committee and Permissions: Information about related 
decisions (Issue of institution, date, and number) should be given 
under this title.
Acknowledgment: This part should take place in the title page. 
All communications presented in congresses earlier should be 
indicated in title page with name, place, and date of congress.
Financial Support and Conflict of interest: All persons and 
institutions in support of finance and, if any, conflict of interest 
with authors should be disclosed at the end of the article. In case 
of no conflict of interest, it should be stated as “There is no person/
institution funding the work and authors have no conflicts of 
interest.”
b. The main text of Article
7. Title, abstract and up to five keywords should be uploaded in both 
Turkish and English. They should also be uploaded to the system 
with the main text and resources, but as a separate file from the title 
page. For non-Turkish language speakers, a Turkish language title, 
summary and keywords will be written by the editorial staff.
8. In original scientific research, case reports and short reports 
should be prepared according to the following range. Turkish 
and English titles, abstracts, at least five keywords, introduction, 
materials and methods, findings, discussion and conclusions and 
references.

9. Tables and figures should be separately uploaded to the system 
and also placed where they should be in the text.
10. Name of the author, institution, e-mail information and so on. 
details don’t should be In this main text file. All lines should be 
numbered continuously.
11. The summary should briefly describe the results and 
conclusion, less than 250 words.
12. Five keywords should be selected from Medical Subject 
Headings, should be written in alphabetical order.
13. The introduction should include summary literature 
relaventing subject of the article and the purpose of the study 
should be emphasized in the last paragraph.
14. Materials and methods should be written in a comprehensible 
way and be aware giving details. Subtitle can be used if desired. 
Subtitles must be defined in italic font. (Extraction process, 
Statistical method, Experimental design, etc.)
15. In the findings, the data should be clearly indicated without 
repetition. Findings should be supported by tables and figures and 
presented briefly. Table headings should be indicated above the 
table and figure and graphic headings should be given below the 
figure. The coding of tables and figures should be indicated by 
numeric or alpha-numeric symbols.
16. In the Discussion and Conclusion, the findings obtained 
from the research should be compared with the findings of other 
researchers and their contribution to the literature should be 
specified.
17. References should be listed and numbered alphabetically and 
chronologically according to the surnames. References in the text 
should be written as author surname and date of publication, for 
example, Toprak (2006); Toprak and Erol (2007); Toprak et al. 
(2008); Toprak (2012, 2013). If the references are at the end of the 
sentence, references should be written only in parenthesis as the 
surname of the author and date of publication and the surname of 
the author and the date of publication should be also written before 
the punctuation mark. For example (Soil 2006; Soil and Soil 2007; 
Soil et al. 2008; Soil 2012, 2013); If more than one reference is 
to be given at the end of the sentence, the references should be 
ordered from small to large in order of date. “&” mark should not 
be used instead of “and”.
18. Abbreviations of journals should be made based on the last 
edition of “Periodical Title Abbreviations: By Abbreviation”. In 
the list of references, if the author has more than one publication 
of the same year, it should be indicated with “a” and “b next to the 
publication date.
19. Reference writing and ranking should be done as follows;
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 the chapter in edited books:
Bahk J, Marth EH, (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes. 
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic Press Inc, San 
Diego. p.248-256
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For congress papers:
Çetindağ M, (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic 
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International 
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, İzmir-
Turkey.
For dissertations:
Aksoy E, (1997). Sığır Vebası hastalığının histolojik ve 
İmmunoperoksidaz yöntemle tanısı üzerine çalışmalar. Ph.D. 
Thesis, Ankara University Institute of Health Sciences, Ankara
Anonymous:
It is not recommended to use other internet sites other out of website 
of the official institutions (Ministry of Agriculture and Forestry, 
OIE, FAO, etc.). Anonymous, (2009). Contagious equine metritis. 
Access address: HTTP: // www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, 
Date of access: 17.10.2009.
Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Access address: HTTP:// 
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Date of access: 14.11.2009.
20. If doi number available, Doi number should be written at the 
end of the references.
c. Full article: Full text created by combining title and main text 
content should be uploaded to the system as * .pdf file.
21. If the references are ranked alphabetically, there is no need to 
renumber them.
22. It should be attention to the use of symbols. For example, as 
multiplication sign, “x”” should be used instead of “×”.
23. Latin genus and species names should be written in italics 
(Monachus monachus, Anisakis sp.). All dimensions should be 
given according to SI (Systeme Internationale).
24. The brand, model and production place information of the 
chemical and kit used in the experiments should be written. 
Example: Blu-T4 ETVAC vaccine (Central Veterinary Control and 
Research Institute, Ankara, Turkey).
25. It should be applied with three files consisting of the title page, 
the main text of the article, and the full article.
26. The decision to publish works that are deemed appropriate to 
publish shall be notified to the author(s).
27. When writing articles in Turkish, the vocabulary rules should 
be based on the sources prepared by the Turkish Language 
Association.
28. Articles sent to the journal are published according to the date 
of acceptance. The journal may change the publishing rank when 
it deems necessary.

Publication, Arbitration, Ethical Principles, and Legal 
Responsibilities
This journal covers primarily bacteriology, parasitology, virology, 
public health, epidemiology, vaccine production, laboratory quality 
management systems, and all other veterinary sciences.
Journal of Etlik Veterinary Microbiology is subject to research and 
publication ethics standards. Plagiarism can lead to rejection of an 
article even after acceptance. The editors act in accordance with the 
relevant international publication and research ethics rules (COPE 
guidelines, CSI White Paper on Publication Ethics, ORI) in case of 
any ethical misuse. Assuming that the scientific studies submitted 
for publication in our journal are carried out in accordance with 
the provisions of the Regulation on Welfare and Protection of 
Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes with 
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals 
used for Experimental and Other Scientific Purposes, and that all 
necessary institutional ethics and legal permissions are taken, the 
journal management does not accept responsibility as a matter 
of responsibility. If the “Animal” element is used in the study, 
the authors must state that they protect animal rights in their 
studies and that they have taken approval from the relevant ethics 
committee. Our journal expects and supports the compliance of 
3R (Replacement, Reduction, and Refinement) rules in the use of 
experimental animals in accordance with the European consensus-
platform for alternatives strategies in scientific studies.
Approval of different ethics committee or permission (for example, 
clinical research ethics committee approval) during the evaluation 
of the discontinuation of the review of the articles that are required 
to receive the necessary authorizations are warned, the publication 
process is continued after the necessary permissions are completed. 
The approval information should be added to the material and 
method section.
It is the authors’ responsibility to ensure that all permits (such as 
work permits for wildlife) are obtained from the relevant institutions 
and organizations in accordance with international and national 
regulations. The journal cannot be held responsible for this matter. 
History and Archive
Journal was published between 1960-1976 as Journal of Etlik 
Veterinary Bacteriology Institute,
Between 1977-1986 as Journal of Etlik Veterinary Microbiology 
Institute Dergisi,
From starting 1987 till today as Journal of Etlik Veterinary 
Microbiology.
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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi
Yayın Hakkı Devri Sözleşmesi*

Aşağıda başlığı bulunan ve yazarları belirtilen yazının; 

Başlığı: 

1. Yazar(lar) olarak, yazım(ız)ın orijinal olduğunu, değerlendirilmek üzere eşzamanlı olarak başka bir 
dergiye sunulmadığını, halen başka bir dergide değerlendirme aşamasında olmadığını, bildiri özeti olmak 
dışında daha önce başka bir dergide yayınlanmadığını, bilimsel ve etik sorumluluğunun tarafım(ız)a ait 
olduğunu, diğer yazarlara ulaşılamaması halinde, tüm yazarların bu başvurudan haberdar olduklarını ve 
tüm yazarların araştırmanın her sürecine aktif katıldıklarını beyan ederim(z). 

2. Yapılan çalışmanın derginin yayın kurallarında belirtilen tüm etik değerleri ve kuralları gözeterek, toplumu, 
herhangi bir kurumu ya da kişiyi rencide edici herhangi bir şekilde yapılmadığını, deney hayvanlarının 
kullanımında etik kurallarına uyulması için gerekli özenin gösterildiğini, dergi sahibi, sorumlu yazı işleri 
müdürü, editörü ve yayın kurulunun yapılan çalışmadan ve yazıdan dolayı doğabilecek tüm hukuki 
işlemlerde sorumluluk taşımadığını kabul ederim(z). 

3. Yazım(ız)ın yayınlanmak üzere kabul edilmesi halinde, gerekli görülen düzeltmelerle birlikte, derginizin 
belirttiği tüm yazım basılı ve elektronik olarak yayın kurallarına uygun basılması, çoğaltılması, dağıtılması 
gibi tüm haklarını yayın kurallarında belirtilen diğer haklarım(ız) saklı kalmak koşuluyla Etlik Veteriner 
Mikrobiyoloji Dergisi’ne devrettiğimizi gayri kabili rücu olarak kabul ederim(z). 

Yazar Adı ve Soyadı** Sorumlu Yazar İmza Tarih/Yer

*Yazının yayınlanmak üzere Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’ne kabul edilmemesi durumunda bu 
sözleşme geçersizdir. Sözleşmenin bağımsız kopyaları farklı kuruluşlarda çalışan yazarlar tarafından ıslak 
olarak imzalanarak ayrı ayrı sisteme yüklenebilir. İmzalar özgün olmalıdır. 
**Yazarlar yazıda belirtildiği gibi sıralanmalıdır. 

Sorumlu Yazara ait telefon ve yazışma adresi:
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Journal of Etlik Veterinary Microbiology Copyright Release Form*

Author(s) of the manuscript of which title and authors are undermentioned declare(s) that 

Title:

1. The manuscript is original and has not been submitted or considered for publication elsewhere, is not 
published elsewhere except in the form of abstract, and scientific and ethical responsibility belong(s) 
to me/us. In case all authors are not reached, all authors have been informed of the application and all 
authors have participated in the work process actively. 

2. The work has been performed in consideration of ethical values and rules of the journal indicated in 
the publication rules; has been performed in a way not to offend any society, foundation or person and 
special care are shown to comply with ethical rules during animal testing. The owner of the journal, 
editor in chief, the editorial board are not responsible for the legal acts generated from the work and the 
manuscript.

3. In case of acceptance for publication of the manuscript, with the corrections considered necessary I/
we hereby grant the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, without recourse, the right to publish, 
distribute, reproduce the manuscript according to your Journal’s all printing and electronic printing rules 
reserving the other rights indicated in the publication rules.

Full Name of the Author** Corresponding Author Signature Date/Place

*The contract is invalid in case the submitted manuscript is not accepted. Independent copies of the contract 
can be ink signed by the authors working in different institutions and be uploaded separately.
**Authors’ name must be in order as they are in the manuscript.

Contact Number and Address of the Corresponding Author:
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Köpeklerde Burun Boşluğundan Pseudomonas aeruginosa’nın İzolasyonu ve 
Antibiyotik Duyarlılıkları

Seyfullah Zeyrek1, Göksel Erbaş2

1Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Işıklı/Aydın
2Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Işıklı/Aydın

Geliş Tarihi / Received: 06.02.2019, Kabul Tarihi / Accepted: 14.05.2019

Özet: Pseudomonas aeruginosa inatçı bir patojendir ve antibiyotik dirençliliği nedeniyle de mücadelesi zordur. 
Araştırmamızda Aydın’ın Kuşadası ilçesinde bulunan özel bir Veteriner kliniğine 2017 yılı Ekim - Kasım - Aralık ay-
larında gelen köpeklerin burun boşluğundan alınan 100 adet sürüntü örneği P. aeruginosa yönünden incelenmiştir. 
Örnekler alındıktan sonra soğuk zincir altında Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 
Rutin Teşhis laboratuarına getirilmişlerdir. Yapılan mikrobiyoloji analizler neticesinde 11 adet P. aureginosa izole ve 
identifiye edilmiş ve izolatların Kirby Bauer disk difüzyon yöntemi ile antibiyotik duyarlılıkları belirlenmiştir. P. ae-
ruginosa izolatlarının tamamı Amoksisilin klavulonik asit, Ampisilin/sulbaktam, İmipemen , Kloksasilin ve Penisilin/
Novobiosin’e karşı dirençli oldukları tespit edilmiştir. Kanamisin/Cephaleksin’e karşı izolatlardan 7’sinin dirençli 
(%64), 4’ünün ise duyarlı (%36) olduğu belirlenmiştir. Bununla birlikte 5 izolatın Oksitetrasiklin’e orta düzey duyarlı 
(%45), 6 izolatın ise duyarlı (%55) olduğu belirlenmiştir. Çalışmada elde edilen 11 izolatın tümünün Enrofloksasin ve 
Gentamisin’e karşı duyarlı olduğu saptanmıştır. Köpeklerde solunum yolunu etkileyen bakteriyel hastalıklarda etkenin 
identifikasyonu ve doğru antibiyotik seçimi oldukça önemlidir. Çalışma sonuçları P. aureginosa izolatlarının çoklu 
antibiyotik direncine sahip olduklarını göstermiştir. Bununla birlikte klinik olarak karşılaşılabilecek vakalarda tedavide 
Enrofloksasin ve/veya Gentamisin etken maddeleri tavsiye edilmektedir.
Anahtar kelimeler: Köpek, Pseudomonas aeruginosa, burun boşluğu, antibiyotik duyarlılık 

Isolation and Antibiotic Susceptibility of Pseudomonas aeruginosa from Nasal Cavity in Dogs
Abstract: Pseudomonas aeruginosa is a persistent pathogen and it is difficult to control because of its antibiotic re-
sistance. In our study, a sample of 100 swabs taken from the nasal cavity of dogs from October to December 2017 in 
a private veterinary clinic in Kuşadası district of Aydın were examined. After the samples had been taken, they were 
brought to Aydın Adnan Menderes University Veterinary Faculty Microbiology Routine Diagnosis laboratory under 
cold chain. In consequences of performed microbiological tests, 11 P. aureginosa were isolated and identified, and an-
tibiotic susceptibility tests were performed by using Kirby Bauer disc diffusion method. All of the 11 identified strains 
were determined resistant to Amoxicillin clavulonic acid, Ampicillin/sulbactam, İmipemen, Cloxacillin and Penicillin/
Novobiosin. Seven of the isolates were resistant to Kanamycin/Cephaleksin (64%) while 4 of them (36%) were sensi-
tive. However, 5 isolates were detected moderately-sensitive (45%) and 6 isolates were sensitive (55%) to oxytetracy-
cline. And all identified bacteria were reported to be sensitive to Enrofloxacin and Gentamicin. In bacterial diseases, af-
fecting the respiratory tract in dogs, identification of the agent and selection of the correct antibiotic are very important. 
The results showed that P. aeruginosa isolates had multiple antibiotic resistances. However, in the clinically relevant 
cases, Enrofloxacin and / or Gentamicin are recommended for treatment.
Key words: Dog, Pseudomonas aeruginosa, nasal cavitiy, antibiotic susceptibility

Giriş

Köpeklerde gastrointestinal sistem ve deri hastalık-
larını takiben, en sık karşılaşılan hastalıklar solu-
num sistemi hastalıklarıdır [18]. Köpeklerde solu-
num sistemi hastalıkları diğer türlere istinaden az 
olsa da; barınak, araştırma üniteleri ve petshoplar 
gibi köpeklerin sık barındırıldığı ortamlarda yo-
ğun karşılaşılan sağlık problemlerindendir [11, 21]. 

Köpeklerdeki alt solunum yolu hastalıkları; viral, 
bakteriyel, riketsiyal, paraziter, fungal ve protozo-
al kökenli enfeksiyonlar; hipersensitivite ve immün 
kökenli hastalıklar; tromboembolism, hipertansi-
yon, neoplasi ve travmatik akciğer hastalıklarını 
içerir [3]. Köpeklerde enfeksiyöz kökenli solunum 
sistemi hastalıklarının oluşmasıda, bakteriler önem-
li bir rol oynamaktadır. Sağlıklı köpeklerin alt so-
lunum yollarında düşük miktarda mikroorganizma 
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(alfa-hemolitik streptokok, stafilokok, Bordatella 
bronchiseptica, P. aureginosa, Pasteurella multo-
cida ve Klebsiella pneumoniae gibi) bulunmak-
tadır [12, 16]. Mukosiliyer mekanizmanın işlevi-
nin azalması ve bağışıklık sisteminin zayıflaması 
durumunda, normal florada yer alan fırsatçı veya 
enfeksiyon etkeni mikroorganizmaların çoğalması 
söz konusudur [12]. Escherichia coli, P. multocida, 
Klebsiella türleri, Streptokokal türler, B. bronchi-
septica ve Staphylococcus türleri, Pseudomonas ve 
Mycoplasma türleri gibi fırsatçı bakteriler, bakteri-
yel pneumonilerde yaygın izole edilen bakterilerdir 
[25]. 

P. aeruginosa fırsatçı patojen bakteri olarak ka-
bul edilmektedir. Bu bakterinin patojenik ve patoje-
nik olmayan suşları arasındaki temel farklılık, pato-
jenik suşların virulans faktörleri üretebilme özelliği 
bulunmaktadır. Çeşitli virulans faktörleri olabildiği 
içinde çok farklı enfeksiyonlara neden olmaktadır. 
Bunların başında akut veya kronik yapıda akciğer 
enfeksiyonu, septisemi, üriner sistem enfeksiyonu, 
endokardit, dermatit ve osteokondrit gibi enfeksi-
yonlara neden olmaktadır [23]. 

Pneumoni, özellikle köpeklerde barınaklarda, 
yetiştiriciliğin yapıldığı bölgelerde yüksek mortali-
teye sahip bir sorundur. Bu nedenle pneumoni, pek 
çok viral, bakteriyel, fungal, paraziter nedenlerden 
dolayı ortaya çıkabilir. Solunum sistemi yaşamı cid-
di anlamda tehdit eden bir durumdur. Bu sebeple P. 
aeruginosa çok fazla araştırlmamış olması ve anti-
biyotik dirençliliğin de çok fazla olması nedeniyle 
tedavilere cevap vermemesi sebebiyle bu konu üze-
rine çalışma yapılması planlanmıştır. 

Bu araştırma ile Aydın ili, Kuşadası ilçesindeki 
köpeklerde solunum yolu hastalıklarına sebebiyet 
verebilen ve aynı zamanda zoonoz özelliğe sahip P. 
aeruginosa isimli bakterinin köpeklerin burun boş-
luğundan izolasyonu ve bu bakterinin antibiyotik-
lere karşı olan duyarlılığının saptanması amaçlan-
mıştır.

Materyal ve Metot
Örnekler
Çalışmada Aydın’ın Kuşadası ilçesinde bulunan 
özel bir Veteriner kliniğine 2017 yılı Ekim - Kasım 
- Aralık aylarında getirilen köpeklerin burun boşlu-
ğundan alınan 100 adet sürüntü örneği kullanıldı. 

Bu örneklerin 50’si dişi köpeklerden 50’si ise erkek 
köpeklerden alındı. Örnekler alındıktan sonra soğuk 
zincir altında Aydın Adnan Menderes Üniversitesi 
Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Rutin Teşhis la-
boratuarına getirildi. 

Örneklerden P. aeruginosa İzolasyon ve 
İdentifikasyonu
Köpeklerin burun boşluğundan alınan ve soğuk zin-
cir altında laboratuvara getirilen sürüntü örnekleri, 
%7 koyun kanlı agarlara (Oxoid, CM0055) ve Mac-
Conkey (Oxoid, CM0115) besiyerlerine inokule 
edildi ve 37°C’de yaklaşık 24 saat süre ile inkubas-
yona bırakıldı. İnkubasyon sonucunda morfolojik 
yönden Pseudomonas kolonilerine benzeyen kolo-
ni oluşumları öze yardımı ile alınarak tekrar Mac-
Conkey agar ve Pseudomonas selektif besiyerlerine 
(Oxoid, CM0559) pasajlandı ve 37°C’de 24 saat 
inkubasyona bırakıldı. Daha sonra üreme görülen 
bakteriyel kolonilerinden Gram boyama yapıldı. 
Gram negatif, oksidaz ve katalaz testi pozitif olan 
kolonilerden pasajlanarak izolatların saf kültürle-
ri elde edildi [17, 20]. Bu izolatlara P. aeruginosa 
yönünden biyokimyasal testler uygulandı [5, 6, 15]. 
Ayrıca izolatlar TSB’ye inokule edildi ve 24-48 saat 
37°C’de ve 25°C’de oda ısısında inkubasyona bıra-
kıldı. İnkubasyon sonrası sarı-yeşil renkte pyosiya-
nin pigment varlığı saptanan koloniler P. aerugino-
sa olarak doğrulandı.

Antibiyotik Duyarlılık Testleri
İzole edilen suşların antibiyotik duyarlılık testleri 
Kirby Bauer Disk Diffüzyon yöntemine göre yapıl-
dı [4]. Çalışmada Antibiyotik duyarlılık testlerinde, 
Amoxacillin-Clavulanik asit (Oxoid, 20/10 µg), 
Gentamisin (Oxoid, 10 µg), Ampisilin/sulbaktam 
(Oxoid, 10/10 µg), Kanamisin+Cephaleksin (Oxo-
id, 75 µg), Enrofloksasin (Oxoid, 5 µg), İmipemen 
(Oxoid, 10 µg), Kloksasilin (Oxoid, 5 µg), Oksitet-
rasiklin (Oxoid, 30 µg) ve Penisilin + Novobiosin 
(Oxoid, 10U/30 µg) etken maddeleri kullanıldı. 
Özetle içinde 1 ml TSB bulunan tüplere McFarland 
No:1 yoğunluğunda ekilerek 37°C’de inkube edildi. 
Mueller Hinton agar petrilerine bu buyyon kültür-
lerinden 0,1 ml pipet aracılığı ile aktarılarak cam 
bagetle yayıldı ve kurumaya bırakıldı. Standart an-
tibiyotik diskleri steril bir pens yardımı ile eşit ara-
lıklarla petri üzerine yerleştirildi. Petriler 37°C’de 
18 saat inkube edildi. İnkubasyon sonrasında her 



Zeyrek S ve Erbaş G. Köpeklerde Burundan Pseudomonas aeruginosa’nın İzolasyonu ve Antibiyotik Duyarlılıkları 3

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 1-6

diskin çevresinde bulunan inhibisyon zon çapları 
milimetrik olarak ölçüldü ve standartları ile karşı-
laştırıldı [4, 7].

Bulgular
Araştırmada köpeklerin burun boşluğundan alınan 
toplam 100 adet sürüntü örneğinden genel amaçlı 
ve spesifik besiyerleri kullanılarak ve de yapılan bi-
yokimyasal testler sonucunda 11 (%11) adet P. ae-
ruginosa izolatı identifiye edilmiştir. 

Örneklerin, cinsiyete göre dağılımı incelendi-
ğinde, P. aeruginosa izolatlarından 4’ü(%36) erkek, 
7’si (%64) dişi köpeklerden elde edilmiştir. Bununla 
birlikte bu 11 köpeğin 3’ünün (%27) ev ortamında 
beslendiği, 8’inin(%73) ise dış ortamda bakılan kö-
peklerden oluştuğu belirlenmiştir. Ek olarak köpek-
lerin 2’si (%18) küçük köpek ırklarından, 9’u (%82) 
ise iri cüsseli ırklardandı.

P. aeruginosa izolatlarına yapılan antibiyo-
tik duyarlılık testleri sonucunda 11 suşun tamamı 
Amoksisilin klavulonik asit, Ampisilin/sulbaktam, 
İmipenem, Kloksasilin ve Penisilin/Novobiosin’e 
karşı dirençli olarak tespit edilmiştir. Elde edilen 
izolatlardan 7’si ise Kanamisin/Cephaleksin’e di-
rençli (%64), 4’ü ise duyarlı (%36) olarak bulun-
muştur. Bununla birlikte 5 izolat Oksitetrasiklin’e 
orta düzey duyarlı (%45), 6 izolat ise duyarlı (%55) 
olarak belirlenmiştir. Çalışmada izole ve identifiye 
edilen 11 bakterinin tümü ise Enrofloksasin ve Gen-
tamisin etken maddelerine karşı duyarlı bulunmuş-
tur. 

Elde edilen antibiyogram sonuçları Tablo 1’de 
gösterilmiştir.

Tablo1. Pseudomonas aeruginosa İzolatlarının 
Antibiyogram Sonuçları (n=11)
Antibiyotik Etken Maddesi S* I* R*

Amoksisilin klavulonik asit (20/10 μg) 11
Gentamisin (10 μg) 11
Ampisilin/sulbaktam (10/10 μg) 11
Kanamisin/Cephaleksin (75 μg) 4 7
Enrofloksasin (5 μg) 11
İmipemen (10 μg) 11
Kloksasilin (5 μg) 11
Penisilin/Novobiosin (10U/30 μg) 11
Oksitetrasiklin (30 μg) 6 5

* S = Duyarlı, İ = Orta derece Duyarlı, R = Dirençli

Tartışma ve Sonuç

Solunum sistemi hastalıkları köpek ve kediler-
de sık görülür. Solunum yolunun primer problemle-
ri olan öksürük ve nefes darlığı gibi klinik belirtiler 
ile ortaya çıkmakta, diğer organ sistemlerinde (ör-
neğin konjestif kalp yetmezliği) bozukluklara neden 
olabilmektedirler [3].

Hem genç hem de yaşlı hayvanlar, solunum 
yolu hastalığı geliştirme riski altındadır. Doğumda, 
solunum ve bağışıklık sistemleri tamamen geliş-
memiştir; bu, akciğerlere patojenlerin girmesini ve 
yayılmasını kolaylaştırır ve alveoler bulaşma mey-
dana gelebilir. Yaşlı hayvanlarda normal mukosili-
yer klirensi ve immünolojik anerjiyi bozan kronik 
dejeneratif değişiklikler, akciğerleri havadaki pato-
jenlere ve toksik partiküllere karşı daha savunmasız 
hale getirebilir [1].

Normalde köpeklerde çeşitli kommensal 
bakteri florası (P. multocida, B. bronchiseptica, 
Streptococci, Staphylococci, P. aeruginosa ve koli-
form bakteriler dahil) vardır ve bu bakteriler burun, 
nazofarinks ve üst trakeanda ve en azından aralıklı 
olarak klinik bulgulara neden olmadan akciğerler-
de bulunmaktadırlar. Bu bakterilerden kaynaklanan 
fırsatçı enfeksiyonlar genellikle, solunum savunma 
mekanizmalarının birincil bir patojenle (örneğin, 
distemper, parainfluenza virüsü veya köpeklerde 
köpek tipi 2 adenovirüs ve kedilerde rinotrasheitis 
virüsü veya kedilerde kalikivirüs) enfeksiyonu ile 
ortaya çıkmaktadır [25].

Solunum yolu hastalığını meydana getiren pa-
tojenler, iyileşme gösteren hayvanların solunum yo-
lunda kalmaya devam ederler. Çeşitli stres ortam-
larında, bu hayvanlarda enfeksiyon tekrarlayabilir; 
ayrıca diğerleri için bir enfeksiyon kaynağı olarak 
da tehdit oluştururlar. Kötü yönetim uygulamaları 
(örneğin, aşırı kalabalıklaşma) genellikle kötü hij-
yenik ve çevresel koşullar ile ilişkilendirilir ve or-
taya çıkan stres, enfeksiyonların görülme sıklığını 
ve şiddetini artırır. Enfeksiyonların yayılmasını 
destekleyen koşullar, genellikle, kulübelerde, evcil 
hayvan dükkanlarında, yatılı tesislerde ve barınak-
larda meydana gelir [2].

Solunum yolu enfeksiyonu bulunan köpek-
lerde klinik olarak; halsizlik, iştahsızlık gibi genel 
semptomlarla birlikte öksürük, yüksek ateş, burun 
akıntısı ve trakeal duyarlılık olduğu bildirilmekte-
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dir. P. aeruginosa enfeksiyonunda mortalitenin asıl 
sebeplerinden olan akciğer, enfeksiyonda en çok et-
kilenen organdır. Bakteriyemik P. aeruginosa pnö-
monisinin patolojik özellikleri 1917 yılı başlarında 
tanımlanmış olup, kan damarı invazyonu ve nekroz 
ile karakterizedir [22].

Köpeklerde solunum yolu ile ilgili çalışmalar 
incelendiğinde P. aureginosa izolasyon oranının 
genelde %5 ile 10 arasında olduğu gözlemlenmek-
tedir. Angus ve ark [1] solunum yolu hastalığı şüp-
heli köpeklerde %7.8 oranında P. aureginosa izole 
etmişlerdir. Knotek ve ark [13] ise kronik rinitli bir 
köpekten P. aeruginosa izole ettiklerini bildirmiş-
lerdir. Johnson ve ark [10] 2001-2011 yılları arasın-
da yaptıkları retrospektif çalışmada, bronkoalveoler 
lavaj yöntemi kullanarak solunum sistemi problemli 
köpeklerden aldıkları 105 numunenin 6 (%6)’sının 
P. aeruginosa olduğunu tespit etmişlerdir. Koçhan 
ve ark [14] Diyarbakır’da İnfeksiyöz Trakeabron-
şitis semptomları gösteren hayvanlarda yaptıkları 
bir çalışmada %10 oranında P. aeruginosa izole et-
mişler ve izolatlar ile yapılan antibiyotik duyarlılık 
testlerinde ampisilin, sefuruksim ve sefuruksim ak-
setil’e orta düzey, gentamisin, amikasin, sefoksitin, 
amoksisilin+klovulonik asit, piperasin/tazobaktam, 
kolitsin ve tetrasiklin etken maddelerine ise duyarlı 
olduğunu tespit etmişlerdir. Çalışma sonuçlarımız 
daha önce yapılan araştırmalar ile karşılaştırıldığın-
da P. aureginosa izolasyon oranımızın az da olsa 
yüksek olduğu görülmektedir.

P. aeruginosa antibiyotiklere dirençli olduğun-
dan dolayı tehlikeli bir patojendir. Bakteri doğal 
olarak sahip olduğu lipopolisakkarit (LPS) yapı-
sındaki dış membran ile (permeabilite bariyerleri 
mevcut olduğundan) bir çok antibiyotiğe rezistans-
lık kazanmaktadır. Terapötik dozlardaki antibiyotik 
konsantrasyonlarına karşı, yüzeylerinde, hücrelerin 
içine girişi engelleyen, hava ve su geçirmez özel-
likte biyofilm oluşturma eğilimindedirler. Ayrıca, 
doğal olarak yaşadığı çevrede basiller, aktinomy-
cesler, küfler ve mayalarla ilişkili olarak yaşadık-
larından, çevrelerinde doğal olarak bulunan anti-
bakteriyellere dirençli bulunmaları doğaldır. Ayrıca 
bünyelerinde antibiyotik rezistant plazmidlerini de 
barındırırlar. R faktörleri ve RTFs ile birlikte, gen-
lerin transdüksiyon ve konjugasyon gibi bakteriyel 
proseslerle aktarılabilecekleri anlamındadır. Sadece 
birkaç antibiyotik Pseudomonas’lara karşı etkilidir 

ki bunlar, flourokinolonlar, gentamisin ve imipe-
nem’dir. Yine de bunların herbiri tüm serotiplere 
karşı etkili değildir [19, 24]. Köpeklerde P. aeru-
ginosa ile ilişkili bronşiektazi enfeksiyonlarında, 
amoksisilin klavulanik asit kombinasyonu hariç 
betalaktamlar uygun seçim değildir çünkü solu-
num yollarına penetrasyonları zayıftır. Florokino-
lonlar, tetrasiklinler, klindamisin, metronidazol ve 
azitromisin solunum yollarına iyi penetre olmaları 
sebebiyle uygun seçimlerdir. Makrolidler (özellikle 
azitromisin) biyofilm formasyonuna neden olan P. 
aeruginosa’yı inhibe etmek için çok daha iyi bir se-
çimdir [9]. Araştırmamızda izole ve identifiye edi-
len 11 P. aeruginosa izolatınınnın tamamı literatür 
bilgisinde de bahsedilidiği üzere Amoksisilin kla-
vulonik asit (%100), Ampisilin/sulbaktam (%100), 
İmipemen (%100), Kloksasilin (%100) ve Penisilin/
Novobiosin (%100) etken maddelerine dirençli ola-
rak tespit edilmiştir. Sonuçlarımız irdelendiğinde, 
literatür bilgide de verildiği [24] üzere İmipemen 
etken maddesinin Pseudomonas’ların tüm suşlarına 
karşı etkili olmadığı görülmüştür. Bunun yanında 
bahsedilen bilgilere paralel bir şekilde izole edilen 
tüm suşlar Gentamisin’e karşı duyarlı bulunmuşlar-
dır.

Harihahan ve ark [8] tarafından Grenada’daki 
köpeklerden çeşitli klinik koşullarda 44 P.aerugino-
sa suşu elde edilmiştir. İzolatların çoğunluğu otitis, 
dermatitisi de kapsayan deri hastalıkları, yara ve 
apselerden izole edilmiştir. İzolatlar 6 antibiyotiğe 
karşı standart disk difüzyon testiyle test edilmiştir. 
En az direnç sırasıyla gentamisine (%9.8), enrof-
loksasine (%15.8) ve neomisine (%41.8) karşı ge-
lişmiştir. Tetrasikline % 85.3 oranında direnç oluş-
makla beraber, tüm izolatlar amoksisilin klavulanik 
asit ve cephalothin’e doğal direnç göstermiştir [8]. 
Araştırmamızda elde edilen izolatlardan 7’si Kana-
misin/Cephaleksin’e dirençli (%64), 4’ü ise duyarlı 
(%36) olarak bulunmuştur. Bununla birlikte 5 izolat 
Oksitetrasiklin’e orta düzey duyarlı (%45), 6 izolat 
ise duyarlı (%55) olarak belirlenmiştir. Çalışmada 
izole ve identifiye edilen 11 bakterinin tümü (%100) 
ise Harihahan ve ark [8] araştırmasında ki sonuçlara 
benzer şekilde Enrofloksasin ve Gentamisin etken 
maddesine karşı duyarlı olarak tespit edilmiştir.

Sonuç olarak, araştırmada köpeklerin burun 
boşluğundan alınan toplam 100 adet sürüntü örne-
ğinden genel amaçlı ve spesifik besiyerleri kullanı-
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larak ve de yapılan biyokimyasal testler sonucunda 
11 (% 11) adet P. aeruginosa izolatı elde edilmiş-
tir. P. aeruginosa’nın köpeklerin burun boşluğunda 
kommensal olarak bulunabileceği bilinmektedir. 
Ancak bakterinin immun sistemin zayıfladığı du-
rumlarda virülens faktörleri yardımı ile patojeni-
te kazanabileceği ve başta pneumoni olmak üzere 
çeşitli enfeksiyonlara yol açabileceği unutulmama-
lıdır. Araştırma sonuçlarında da görüldüğü üzere 
bakterinin birçok antibiyotiğe karşı kuvvetli bir di-
rençliliği olduğu tespit edilmiştir. Bundan dolayıdır 
ki özellikle inatçı pneumoni vakalarında mutlaka 
etken izolayonu ve antibiyogram yapılması zorun-
luluğu vardır. Doğru antibiyotik etken maddesi kul-
lanılmadığı sürece hem bakterilerde ki hızlı direnç 
gelişimi hem de hastalığın sağaltılamaması gibi du-
rumlar kaçınılmazdır. 

Teşekkür
Bu çalışma Veteriner Hekim Seyfullah Zeyrek’in 
Yüksek Lisans tez çalışmasından özetlenmiştir ve 
Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Bilimsel Araş-
tırma Projeleri Birimi tarafından VTF-17051 proje 
numarası ile desteklenmiştir. Araştırmada yalnızca 
sürüntü örnekleri kullanıldığından dolayı Etik kurul 
kararı gerekmemektedir.
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Özet: Sığır Parainfluenza tip 3 virusu (BPI3V), tüm ruminantlarda özellikle sığırlarda solunum bozukluklarına neden 
olan en önemli etkenler arasındadır. Koyun, keçi ve sığırların bu enfeksiyona duyarlılık seviyelerini karşılaştırmak için 
aynı çiftlik koşullarında en az bir yıl veya daha fazla bir süredir birlikte yetiştirilen hayvanlardan kan örnekleri alındı. 
Örnekler Kütahya, Manisa ve Afyonkarahisar illerindeki 12 küçük-orta ölçekli özel çiftliklerden elde edildi. 117 sığır, 
432 koyun ve 302 keçinin serumları BPI3V için Serum Nötralizasyon Testi ile incelendi. Test sonuçlarına göre, seropo-
zitiflik sığır, koyun ve keçilerde sırasıyla%76.9, %21.9 ve %27.8 olarak belirlendi. Antikor titrelerinin geometrik orta-
laması sığırlarda 1:28, koyunlarda 1:10.9 ve keçilerde 1:10 idi. Enfeksiyona maruz kalmanın tüm türlerde, özellikle de 
sığırlarda yaygın olduğu bulundu. Koyun ve keçilerin duyarlılığı neredeyse aynıydı ancak sığırlardan daha azdı. Sonuç 
olarak, koyun ve keçilerin sığırlar için rezervuar konakçı olamayacağı, ancak sığırların bu diğer iki tür için daha yüksek 
risk potansiyeline sahip olabileceği belirlendi. 
Anahtar kelimeler: BovineParainfluenza 3 Virus, Koyun, Keçi, Sığır.

Serological Comparison of Sensitivity of Cattle, Sheep and Goats to Bovine Parainfluenza 3 
Virus Infection in Field Conditions

Abstract: Bovine Parainfluenzatype 3 virus (BPI3V) are among the prominent agent that cause respiratory disorders 
in all ruminant species especially in cattle. In order to determine the susceptibility levels of sheep, goats and cattle to 
this infection, blood samples were obtained from animals that have been breeding together at the same farm conditions 
for at least one year or more. Samples were obtained from 12 small-medium scale private farms in Kütahya, Manisa 
and Afyonkarahisar provinces. The sera of 117 cattle, 432 sheep and 302 goats were examined by Serum Neutralization 
Test for BPI3V. According to test results, seropositivity was determined as 76.9%, 21.9% and 27.8%, in cattle, sheep 
and goats, respectively. The geometric mean of antibody titres was 1: 28 in cattle, 1: 10.9 in sheep and 1:10 in goats. 
Exposure to the infection was common in all species, especially in cattle. The sensitivity of sheep and goats was almost 
the same and less than that of cattle. As a result, sheep and goats could not be reservoir hosts for cattle, but cattle could 
have higher risk potential for other two species. 
Key words: BovineParainfluenza 3 Virus, Serology, Turkey

Giriş

Evcil ruminant yetiştiriciliğinde tüm dünyada, özel-
likle gelişmiş ülkelerde en önemli sağlık sorunla-
rından biri solunum sistemi bozukluklarıdır [9]. Et 
ve süt veriminde azalma, ilaç ve tedavi giderleri ile 
işçilik maliyetindeki artışlar nedeniyle ciddi eko-
nomik kayıplara yol açar [33]. Akut solunum sis-
temi bozukluklarının (SSB) ortaya çıkmasında et-
kili olan birçok faktörün başında son derece çeşitli 
olabilen etiyolojik ajanlar gelir. Bakteri ve viruslar 
birlikte veya ayrı olarak etkin olabilir iseler de [4], 
asıl ajan genellikle viruslardır [8]. Solunum sistemi 
enfeksiyonlarının gelişimine neden olabilen çok sa-
yıda viral etken bulunmakla birlikte, sahada en sık 

izole edilen viruslar Bovine Parainfluenza tip 3 vi-
rus (BPI3V), Bovine Herpesvirus tip 1 (BoHV1), 
Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV), 
Bovine Viral Diarrhea Viruslarıdır (BVDV) ve bu 
virusların sıklıkla miks seyrettiği bildirilmektedir 
[8, 10, 12, 17, 19, 28, 29, 31]. Ülkemizde de so-
lunum sistemi viruslarının varlık ve yaygınlıklarına 
yönelik çok sayıda araştırma bulunmaktadır [2, 6, 
11, 30, 34]. 

BPI3V, Paramyxoviridae familyasının 
Paramyxovirinae alt familyası içerisinde bulunan 
Respirovirus genusuna dahil, zarlı, negatif polarite-
li, tek iplikcikli RNAvirusu olup, monopartit genom 
ile helikal simetrili nükleokapside sahip bir virustur 
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[18, 28]. Referens suşu Shipping Fever 4’tür (SF4). 
Saha izolatlarının filogenetik analizi sonucunda vi-
rus a, b ve c olarak üç genotip altında sınıflandırıl-
mış, bunların da alt tipleri olduğu bildirilmiştir [23, 
25, 27]. Başlıca solunum sistemini etkileyen virus, 
saha şartlarında son derece yaygın olarak bulunması 
nedeniyle, dengesiz beslenme, kapalı intensif yetiş-
tirme, hayvanların taşınmaları gibi immundepres-
yona yol açan şartların varlığında akut olarak görü-
lür ve diğer bakteriyel ve viral etkenlerin gelişimine 
predispozisyon oluşturarak enzootik bronko-pneu-
monilerin şekillenmesine yol açar [10, 12, 16, 19].

Deneysel enfeksiyonlarda sığır, koyun ve ke-
çilerde benzer bozuklukların şekillendiği görül-
müştür. Bryson ve ark. [5] kolostrum verilmemiş 
13 danada yaptıkları deneysel çalışmada tipik 
semptomların 12 danada geliştiğini bildirmişler, 
patolojik incelemede ise, tüm solunum sisteminde 
antijen varlığı, üst ve alt solunum sisteminde epitel 
hücrelerinde ve alveolar makrafajlarda hiperplazi 
ve nekroz, siliyal hücrelerde silyum kayıpları ile tip 
2 pnömonositlerde hiperplazi sonucu interalveoler 
septalarda kalınlaşmalar olduğunu tespit etmişler-
dir. Keçilerde yapılan deneysel bir çalışmada [1], 
11 keçi enfekte edilmiş, viral saçılımın 6. güne ka-
dar devam etmesine rağmen semptom görülmediği 
ve BPI3V spesifik antikorların en erken 12. günde 
ortaya çıktığı bildirilmiştir. Hayvanlar 2-16 günler 
arasında ötenazi yapılarak alınan örneklerde trake, 
tonsil, retrofaringeal ve bronşial lenf nodülleri ve 
akciğer dokularında 2-5. günler arasında virus varlı-
ğı saptanmıştır. Lehmkul ve Cutlip [22], bir haftalık 
kolostrum almamış 5 kuzuya virus inokule etmişler, 
bifazik ateş, öksürük ve solunum güçlüğü, anoreksi, 
akciğerlerde multifokal konsolidasyon alanları, na-
zal mukozada ülserasyonlar belirlemiş, antijen var-
lığı nazal sekresyonlarda, trakeal sıvıda ve akciğer 
dokusunda tespit edilmiş ve tüm kuzuların serokon-
versiyon gösterdiklerini bildirmişlerdir.

Koyun ve keçilerin BPI3V enfeksiyonuna du-
yarlı oldukları hem deneysel enfeksiyonlar [1, 22], 
hem de saha çalışmaları [3, 14, 20, 26, 32, 37, 38] ile 
gösterilmiş ise de, tür duyarlılıkları açısından dikka-
te değer bir farklılık olup olmadığı bilinmemektedir. 
Bu çalışmada aynı işletmede, aynı koşullar altında 
birlikte yetiştirilen sığır, koyun ve keçilerde BPI3V 
enfeksiyonunu serolojik olarak araştırarak tür du-
yarlılıklarına ilişkin olası farklılıklar ile, küçük ru-

minantların sığırlar için potansiyel rezervuar rolle-
rinin olup olmadığına dair bilgi edinmek ve ayrıca 
Afyonkarahisar ili ve çevresinde enfeksiyonun bu 
türlerdeki varlık ve oranlarını belirlemek amaçlan-
dı.

Materyal ve Metot

Hayvan Materyali: Bu çalışmada en az bir yıl veya 
daha uzun süre aynı çiftlikte birlikte yetiştirilen sı-
ğır, koyun ve keçilerden kan serum örnekleri elde 
edildi. Afyonkarahisar, Manisa ve Kütahya illerinde 
bulunan, küçük-orta ölçekli 12 özel çiftlikten 117 sı-
ğır, 432 koyun ve 302 keçi, toplamda ise 851 örnek 
elde edildi (tablo 1). Örnekleme sırasında hayvanlar 
klinik olarak sağlıklı görünümlü idi. İşletmelerde 
düzenli tutulmuş sağlık kayıtları bulunmamakla bir-
likte çalışılması hedeflenmiş olan enfeksiyonla ilgili 
her hangi bir aşı uygulamasının yapılmadığı öğre-
nildi. Çalışmada doğal enfeksiyona yönelik araş-
tırma yapmak amaçlandığı için, maternal antikor 
bulunma riskine karşı en az 6 aylık ve üstü bireyler 
örneklendi. Sığırlar çoğunlukla 1-4, koyun ve keçi-
ler ise 1-3 yaş aralığında idi. Örneklemede cinsiyet 
açısından bir tercih yapılmamış olmakla birlikte, 
yaygın yetiştirme tercihleri nedeniyle her üç türde 
de hayvanların tamamına yakını dişi idi.

Kan örnekleri Vena Jugularis’ten silikonlu va-
kumlu tüplere alındı ve soğuk zincir altında labo-
ratuara ulaştırıldı. Santrifüj edildikten sonra (3000 
devir/dk, 10 dk) ayrıştırılan kan serumları stok tüp-
lerine aktarıldı ve benmaride 56oC’de 30 dk tutula-
rak inaktive edildikten sonra testlerde kullanılınca-
ya kadar -20oC’de saklandılar.
HücreKültürü: Virusun üretilme aşaması, tit-
rasyon ve serum nötralizasyon testlerinde Madin 
Darby bovine kidney (MDBK) (ATCC, CCL-22) 
hücre hattı tercih edildi. Vasat olarak da Eagle’s 
Minimal Essential Medium (EMEM) ve testin tipi 
ile hücrelerin gelişim aşamalarına göre %1 ile 5 ara-
lığında değişen oranlarda Fötal Dana Serum (FDS) 
kullanıldı. Hücreler üretildikten sonra testlere baş-
lanmadan once Direkt ELISA ile pestivirus konta-
minasyonu açısından kontrol edildiler.
Test Virusu: Çalışmada Ankara Üniversitesi 
Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalından sağ-
lanmış olan BPI3V’un referens suşu SF-4 kullanıl-
dı.
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Titrasyon: Kontrol virus vasat ile logaritma 10 
tabanına göre 8 basamak sulandırıldı ve her sulan-
dırmadan mikropleytin 4 gözüne 100’er µl konul-
du. Virus kontrol için 50’şer µl saf virus ile vasat, 
hücre kontrol için 100’er µl serumlu vasat konul-
du ve tüm kuyucuklara 50 µl hücre süspansiyonu 
(300.000 hücre/ml) ilave edilerek etüve kaldırıldı. 
Viral üremeye bağlı olarak gelişen sitopatolojiler 24 
ve 48. saatlerde incelenerek DKID50 ve 100DKID50 
değerleri hesaplandı.
Serum Nötralizasyon test: Bu çalışmada BPI3V 
spesifik antikorlarının tespiti için mikro serum nöt-
ralizasyon test (SNT) kullanıldı. Elde edilen kan se-
rumları vasat ile 1/5 oranında sulandırıldıktan sonra 
96 gözlü mikropleytin ikişer gözüne 50 µl olarak 
konuldu. Üzerine eşit miktarda 100DKID50 oranın-
da sulandırılmış referens kontrol virus konularak 
etüvde (%5 CO2, 37oC) 1 saat inkubasyona bırakıl-
dı. Süre sonunda tüm gözlere aynı miktarda hücre 
ilave edilerek etüve kaldırıldı. Bir gün sonra doku 
kültürü mikroskobuyla değerlendirilen örneklerden 
pozitif olanlar Serum Nötralizasyon50 (SN50) testine 
tabi tutuldular. Serum örneklerinin 1/5, 1/10…1/160 

aralığında seri sulandırmaları aynı yöntemle tekrar 
test edilerek antikor titre değerleri saptandı.

Bulgular
Tirasyon Sonuçları: Titrasyon testi sonucun-
da kontrol virusun doku kültür infektif dozu 
(100DKID50/0.1ml) 10-4.5 olarak tespit edildi.
Serolojik veriler: Serumlarının en az 1/5 oranında 
yapılan sulandırılmasında viral üreme görülmeyen 
örnekler pozitif olarak kabul edildi. BPI3V spesi-
fik antikorlar tüm işletmelerde sığır ve koyunlarda 
tespit edilirken 3 işletmede (2, 4 ve 12 nolu işlet-
meler) keçilerin tamamının negatif olduğu görüldü. 
Sığırlarda en düşük oran 9 nolu işletmede %28.5 
(2/7) olarak belirlenirken, 7, 11 ve 12 nolu işletme-
lerde %100 seropozitiflik olduğu görüldü, toplamda 
ise 117 sığırın 90’ının (%76.9) antikor taşıdığı tespit 
edildi. Koyunlarda %12.5 ile %43.1 aralığında de-
ğişen seropozitiflik, tümünün %21.9’unda (95/432) 
saptandı. Keçilerde ise en yüksek oran %58.3 
(14/24) ile 6 nolu işletmede saptandı, tüm keçilerin 
84’ünün (%27.8) BPI3V antikoru taşıdıkları belir-
lendi (tablo 1). 

Tablo 1. Örneklenen sığır, koyun ve keçi sayıları ile BPI3V spesifik antikor verileri

Çiftlik No İller
Sığır Koyun Keçi

HS* Ab % HS Ab % HS Ab %
1 Kütahya 12 6 50 8 1 12.5 9 3 33.3
2 Kütahya 17 16 94.1 7 1 14.2 7 0 0
3 Kütahya 15 14 93.3 6 1 16.6 13 4 30.7
4 Manisa 9 3 33.3 29 6 20.6 2 0 0
5 Manisa 9 8 88.8 55 7 12.7 8 2 25
6 Afyon 4 2 50 27 9 33.3 24 14 58.3
7 Afyon 11 11 100 71 10 14 57 9 15.7
8 Afyon 9 6 66.6 56 12 21.4 15 3 20
9 Afyon 7 2 28.5 80 15 18.7 56 13 23.2
10 Afyon 4 2 50 58 25 43.1 66 13 19.6
11 Afyon 10 10 100 25 6 24 40 23 57.5
12 Afyon 10 10 100 10 2 20 5 0 0

Toplam
Gözlenen 117 90 76.9 432 95 21.9 302 84 27.8
Beklenen 117 37 31.6 432 137 31.7 302 95 31.6

ATGO** 28 10.9 10

HS*; Hayvan Sayısı	 BPI3V Ki-Kare=131.63; p<0.05 ATGO	 **;Antikor titrelerinin Geometrik Ortalamaları

Türlere göre BPI3V antikor titre dağılımları in-
celendiğinde, sığırlarda 1/10 ile 1/20 titrelerde en 
yüksek seviyenin olduğu ancak 1/5 sulandırmadan 

itibaren keçilerde titrenin hızla azaldığı, koyunlarda 
ise keçilere oranla daha ılımlı bir azalma gösterdiği 
belirlendi.
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Şekil 1. BPI3V seropozitif sığır, koyun ve keçilerde anti-
kor titre dağılımları

İstatistiksel Analiz: Çalışılan virusa karşı, ki-kare 
testi kullanılarak yapılan incelemeler sonucunda 
türler arasında duyarlılık bakımından fark bulun-
duğu tespit edildi (p<0.05). Enfeksiyonlara maruz 
kalma açısından seropozitiflik dağılımları incelen-
diğinde koyun ve keçilerin her iki enfeksiyona da 
duyarlılıklarının benzer olduğu ancak sığırların ko-
yun ve keçilere nazaran daha duyarlı olduğu sonu-
cuna ulaşıldı (BPI3V için Ki-kare=131.63; p<0.05). 
Çiftlikler arasında fark bulunmakla birlikte bazı 
çiftliklerde istatistiksel değerlendirme yapabilmek 
için yeterli sayıda hayvan bulunmadığı için analiz-
lerde tüm sürülerden elde edilen veriler birlikte de-
ğerlendirildi. 

Tartışma ve Sonuç
Her ne kadar koyun ve keçilerin BPI3V enfeksiyo-
nuna duyarlı oldukları biliniyor olsa da, tür duyar-
lılık farklılıklarına dair net bir veri bulunmamakta-
dır. Bu araştırmada söz konusu virusun bölgedeki 
insidenslerinin ortaya konulmasından daha önemli 
olarak, saha şartlarında yaygın olarak yetiştirilen 
bu üç ruminant türünde, tür duyarlılık seviyelerine 
dair veri elde etmek amaçlandı. Örneklerin alınaca-
ğı çiftlikler belirlenirken hayvanların yerli olmaları, 
söz konusu viruslar için aşısız olmaları, en az son 
1 yıl veya daha fazla bir süredir aynı çiftlik şart-
larında yetiştirmekte oldukları, çiftlik çalışanlarının 
değişken olmadığı küçük-orta ölçekli özel çiftlikler 
olmalarına dikkat edildi. Çalışılan işletmelerin hiç 
birinde sürü hekimi/danışman bulunmadığı ve ba-
kanlık tarafından yürütülen rutin aşılamalar dışında 
bir aşı uygulaması yapılmadığı kaydedildi. Sahada 
bu niteliklere haiz, 3 türün birlikte yetiştirildiği çift-
liklere oldukça nadir rastlanmaktadır. İşletmelerde-
ki hayvan sayıları son derece değişken olduğundan 

ve istatistiksel değerlendirme yapmaya uygun hay-
van sayısına her işletmede ulaşılamadığı için çiftlik 
bazında analizler yapılamadı ve istatistiksel analiz 
toplam hayvan sayısı üzerinden değerlendirildi. 

Bu çalışmada örnek alınan sürüler yeni oluştu-
rulmuş sürüler değildi ve tümünde toplam sığır sa-
yısı 30’dan az idi. Sadece birkaç işletmede 100’ün 
üstünde koyun keçi bulunmakta idi. Sığırlar kış 
aylarında kapalı ahır şartlarında yetiştirilmekle bir-
likte hava şartlarının uygun olduğu aylarda küçük 
ruminantlarla birlikte meraya çıkarılmakta oldukla-
rı bilgisi alındı. Koyun ve keçilerin tamamen karışık 
olarak, sığır barınağı ile bitişik veya çok yakınında 
yarı açık ağıllarda tutulmakla oldukları, yılın büyük 
bölümünde meraya çıkarıldıkları ve sulama ünite-
lerinin çiftlik içinde tüm hayvanlar tarafından ortak 
kullanıldığı bildirildi. Ayrıca örnek alınan işletmele-
rin tamamı aile tipi küçük işletmeler oldukları için, 
hiç birinde profesyonel çalışan bulunmadığı ve çift-
liğin tüm işlerinin aile üyeleri tarafından yapıldığı 
öğrenildi. Bu şartlar altında virusun direkt-indirekt 
ve aerosol bulaşma riskinin çok yüksek olabilece-
ği görülmektedir. Ayrıca barınak temizliklerinin 
genelde tek bir kişi tarafından yapıldığı ve hayvan 
sağımının aynı veya farklı ancak yine tek bir kişi 
tarafından yapıldığı bilgisi göz önüne alındığında, 
bireyler ve türler arası bulaşmalarda insan faktörü-
nün de önemli olabileceği anlaşılmaktadır.

Elde edilen test sonuçlarına göre, örnek alınan 
tüm çiftliklerde, tüm sığır ve koyunlarda BPI3V 
spesifik antikorlar tespit edildi. Keçilerde pozitifli-
ğin gözlenmediği 12 işletmenin 3’ünde (2, 4 ve 12 
nolu işletmeler) alınan örnek sayısı oldukça az idi 
(2-7 arası). Tüm işletmeler değerlendirildiğinde en 
yüksek oranlar; sığırlarda 3 işletmede %100, ko-
yunlarda 10 nolu işletmede %43.1 ve keçilerde ise 
6 nolu işletmede %58.3 olarak belirlendi (tablo 1). 
Toplamda ise sığırlarda %76.9, koyunlarda %21.9 
ve keçilerde 27.8 oranları belirlendi. Bu güne ka-
dar ülkemizin farklı yerlerinde bu üç türde yapılan 
serolojik incelemeler örneklemenin yapıldığı andan 
geriye dönük olarak yaklaşık bir yıl içindeki viru-
sa maruz kalma durumunu ortaya koyan saha ça-
lışmalarıdır. Ayrıca örnekleme yapılan işletmelerin 
genellikle tek bir türün yetiştiriciliğinin yapıldığı 
işletmeler oldukları dikkat çekmektedir. Araştır-
malar BPI3V enfeksiyonunun tüm dünyada olduğu 
gibi [13, 19, 21, 24], ülkemizin farklı bölgelerinde 
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yapılan araştırmalarda sığırlarda oldukça yüksek 
seviyedeki yaygınlığını ortaya koymaktadır. Alkan 
ve ark. [2] bir çok ilden aldıkları örneklerde % 52.7 
(229/434) oranında BPI3V spesifik antikor varlı-
ğı belirlemişlerdir. Malatya’da %89.7 (897/1.000) 
[26], Kuzeybatı Anadolu’da %43 (251/584) [36], 
Konya’da %91.1 (164/180) [15], Aydın’da %38.2 
(110/288) [11], Doğu ve Güneydoğu Anadolu’da 
%18 (85/471) [7] oranları bildirilmiştir. Küçük ru-
minantlarda yürütülen araştırmalar sığırlara göre 
daha azdır ancak koyunlarda akut solunum sistemi 
bozukluklarında yüksek seviyede spesifik antikor 
varlığını bildiren araştırmalar vardır. Yüzbaşıgil 
[38] 200 adet pnömonili kuzunun akciğer dokusunu 
incelemiş, 8’inde immuno-histokimyasal yöntem-
lerle BPI3 antijeni tespit etmiş, bu dokularda yap-
tığı bakteriyolojik incelemeler sonucunda %45.50 
oranında bakteri izolasyonu yapmış, BPI3V pozitif 
olan örneklerde örneklerde M. Haemolytica ile P. 
multocida bakterilerini de izole etmiş, en çok izole 
edilen etkenin M. haemolytica (%20.50) olduğunu 
bildirmiştir. Kuzeybatı Anadolu’da yapılan bir araş-
tırmada toplam 288 koyunda %8.8 ve 160 keçide 
%19.7 seropozitiflik bildirilmiştir [37]. Elazığ ve 
Malatya illerinde yapılan bir başka çalışmada keçi-
lerde %16, koyunlarda %7.6 oranı tespit edilmiştir 
[20]. Keçilerde yapılan çalışmalarda Turan ve Bolat 
[32] Diyarbakır ve Şanlıurfa illerinde %47.1, Van 
ilinde Ataseven ve ark. [3] %5.2 (21/407) seropozi-
tiflik bildirmişlerdir. Yener ve ark. [35] Bitlis ve Van 
illerinde çalışmış, histopatolojik olarak pneumoni 
teşhisi koydukları keçi akciğer dokularında %66.6 
oranında antijen tespit etmişlerdir. Bu çalışmanın 
yapıldığı bölgede, Gür ve ark. [14] Afyonkarahisar, 
Konya ve Eskişehir illerinden elde ettikleri 1.346 
keçi örneğinde %43.3 seropozitiflik saptamışlardır. 
Bu araştırmada keçilerde belirlenen oranlar biraz 
daha az olmakla birlikte örneklerin bölge, zaman ve 
sürü farklılıkları göz önünde tutulduğundan normal 
karşılanabilir. Tespit edilen oranlar ülkemizde son 
yıllarda yapılan araştırmalarla karşılaştırıldığında 
uyumlu kabul edilebilecek değerlerdir.

Virusun epidemiyolojik özellikleri ve işletme-
lerdeki yetiştirme şartlarına bağlı bulaşma dina-
mikleri göz önüne alındığında enfeksiyonun tüm 
türlerde eşzamanlı seyredeceği öngörüldü. Genel 
olarak, tüm türlerde antikor titreleri yüksek değildi. 
Her ne kadar grafik 1’de verilen antikor titre dağı-

lımları çiftlik bazında değil, tüm veriler üzerinden 
hazırlanmış ise de, söz konusu enfeksiyonun örnek-
lemenin yapıldığı zamana çok yakın bir dönemde 
geçirilmediği anlaşılmaktadır. Yine de yaklaşık son 
bir yıl içinde klinik veya subklinik olarak doğal 
enfeksiyona maruz kalındığı ve serokonversiyon 
şekillendiği görülmektedir. Çalışılan türler için-
de BPI3V enfeksiyonuna en duyarlı tür sığırlardır. 
Koyun ve keçilerin daha az duyarlı oldukları fakat 
bu iki türde belirlenen oranların birbirine çok yakın 
olması dolayısıyla duyarlılıklarının da benzer oldu-
ğu sonucuna varıldı. Spesifik antikor varlığı üzerin-
den yapılan istatistik analizlerin ortaya koyduğu bu 
değerlendirmeyi tam olarak destekleyen bir diğer 
veri de, seropozitif hayvanlarda belirlenen antikor 
titre oranlarıdır. Antikor titrelerinin geometrik or-
talamaları sığırlarda 1:28 iken, bu değer koyun ve 
keçilerde sırasıyla 1:10.9 ve 1:10 olarak belirlendi. 
Bu veriler ışında koyun ve keçilerin, sığırlar için 
rezervuar konakçı rollerinin olamayacağı fakat tam 
tersinin daha mümkün olabileceği kanısına varıldı. 
Yine de söz konusu üç türün birlikte yetiştirildiği 
veya sahada daha sık rastlanan şekli ile koyun ve 
sığırın birlikte bulundurulduğu işletmelerde, türler 
arası bulaşmaların her zaman mümkün olduğu göz 
önünde tutularak, genel yetiştirme şartlarının opti-
mal seviyelerde sağlanmasının yanı sıra, viral en-
feksiyonlar ile mücadele çalışmalarında bu türlerin 
birlikte değerlendirilmeleri gerekmektedir.
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Abstract: Cystic echinococcosis is a zoonotic disease with worldwide distribution caused by Echinococcus granulosus, 
represents a substantial global health problem. Hydatid cyst (Echinococcus) has a remarkable negative effect on the 
health of people and the economic development of the country. The objective of this study was to investigate the CD68, 
nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 3 (NMNAT 3), Neuregulin 1 (NRG1) and Neuregulin 2 (NRG2) expres-
sions in bovine lungs infected with E. granulosus and to identify whether they have any correlation with pulmonary 
pathology. For this purpose, 30 bovine lung tissues were used between January 2016 and December 2016 collected in 
Kırıkkale slaughterhouse. In histopathologic examinations, proliferation of fibrous connective tissue and infiltration 
of mononuclear cells were detected in the lung tissues of the bovine. Most of the cysts were seen to be quite thick 
capsule. There was also a cellular line rich in abundant fibroblasts and mononuclear cells. The cyst wall was found to 
be an eosinophilic laminar structure. There was infiltration with lymphocytes and macrophages, especially eosinophils 
and giant cells. Immunohistochemically, CD68 positivity was seen around the bronchi, bronchioles and cystic matter. 
However; NMNAT 3, NRG1 and NRG2 showed no positive reactions in macrophages, bronchi, bronchioles and alveo-
lar epithelium. These results indicate that NMNAT 3, NRG1 and NRG2 pathways were not used in pulmonary pathol-
ogy. Therefore, it is the most important result of the study that the adhesion molecules in pulmonary pathology are not 
originating from NMNAT 3, NRG1 and NRG2.
Key words: CD68, NMNAT 3, Neuregulin 1, Neuregulin 2, Pathology

Kistik Ekinokokkozisli Sığır Akciğerlerinde Hücre Adezyon Moleküllerinin Araştırılması
Özet: Kistik ekinokokkozis, dünya çapında Echinococcus granulosus’un neden olduğu geniş dağılımı olan zoonotik 
bir hastalıktır ve önemli bir küresel sağlık sorunudur. Kist hidatid (Echinococcus), insan sağlığı ve ülkenin ekonomik 
gelişimi üzerinde dikkate değer bir olumsuz etkiye sahiptir. Bu çalışmanın amacı E. granulosus ile enfekte olmuş sığır 
akciğerlerinde CD68, nikotinamid nükleotid adenililtransferaz 3 (NMNAT 3), Neuregulin 1 (NRG1) ve Neuregulin 
2 (NRG2) ekspresyonlarını araştırmak ve pulmoner patoloji ile herhangi bir korelasyon olup olmadığını saptamaktır. 
Bu amaçla Kırıkkale kesimhanesinde Ocak 2016 ile Aralık 2016 arasında toplanan 30 adet büyükbaş akciğer dokusu 
kullanıldı. Histopatolojik incelemede, sığırların akciğer dokularında fibröz bağ dokusu proliferasyonu ve mononükleer 
hücrelerin infiltrasyonu saptandı. Kistlerin çoğunun oldukça kalın bir kapsülü olduğu görüldü. Ayrıca fibroblastlar ve 
mononüklear hücreler bakımından zengin bir hücresel hat vardı. Kist duvarının eozinofilik bir laminar yapı gösterdiği 
tespit edildi. Lenfosit, makrofaj, özellikle eozinofil infiltrasyonları ve dev hücrelerinin de görüldüğü yangısal alanlar 
dikkati çekti. İmmünhistokimyasal olarak, CD68 ekspresyonları bronş, bronşiyol ve kistik yapının etrafında gözlendi. 
NMNAT 3, NRG1 ve NRG2 makrofajlarda, bronş, bronşiyol ve alveolar epitellerinde hiçbir pozitif reaksiyon göster-
memiştir. Bu sonuçlar, pulmoner patolojide NMNAT 3, NRG1 ve NRG2 yollarının kullanılmadığını göstermektedir. 
Bu nedenle, çalışmanın en önemli sonucu, pulmoner patolojide adezyon moleküllerinin NMNAT 3, Neuregulin 1 ve 
Neuregulin 2’den kaynaklanmadığıdır.
Anahtar kelimeler: CD68, NMNAT 3, Neuregulin 1, Neuregulin 2, Patoloji

Introduction

Cystic echinococcosis (CE), also known as hydatid 
cyst, is a zoonotic disease caused by Eccinococcus 
granulosus and is widely observed in our country 
and in the world. The definitive host of E. granulo-

sus is varies where there are many wild carnivores 
except the dog and red foxes. Human and animals 
such as sheep, cattle, and swine are the intermediate 
host of the parasite. The definitive hosts are infec-
ted by taking the infected organs by the alimentary 
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route. Adult parasites are consist of the released 
protoscolexes. The final host contaminates the en-
vironment with pregnant rings thrown from adult 
parasites [19]. 

Clinical findings of hydatid cyst may not be 
seen for years due to the slow development of the 
cyst and its importance in organelle localization. 
The size of the lesions is directly proportional to 
the location of the cyst in the host [21]. Molecular 
characterization studies have shown that there are 
genetic differences among E. granulosus isolated 
from different hosts and countries [29]. Therefore, 
the control of CE is important for revelation of the 
strains seen in endemic regions, and it is important 
to control the disease [8].

NAD is the coenzyme that involved in many 
metabolic enzymatic reactions. Nicotinamide nucle-
otide adenylyltransferase 3 (NMNAT-3) regulates 
the mitochondrial NAD level in the mitochondria in 
cells. Previous studies have shown that NMNAT-3 
is expressed in lung tissue [3]. However, there were 
no studies found about this molecule in domestic 
animals in CE cases. Neuregulin 1 (NRG1) is a tro-
phic factor that is indicative of an epidermal growth 
factor (EGF) signaling by inducing ErbB receptor 
tyrosine kinases [10,28]. Neuregulin 2 (NRG2), an 
insert variant of NRG1, is a transmembrane protein 
that assists in the regulation of cell proliferation, 
cellular differentiation and survival [4, 5]. As shown 
by the studies, NRG1 and NRG2 were expressed in 
the lung epithelial tissues [22]. It has been reported, 
these molecules found especially in alveolar, bron-
chial and bronchiolar epithelia. In recent years, the 
effectiveness of these molecules has been investi-
gated in lung cancers and inflammatory cases. It has 
been concluded that it has anti-inflammatory action 
in inflammatory cases. Cluster of Differentiation 68 
(CD68) is a protein that is excreted in large amounts 
from tissue macrophages in tissues and monocytes 
in the blood [16]. 

In this study, the presence of NMNAT 3, NRG1, 
NRG2 and CD68 expressions were investigated in 
E. granulosus in naturally infected bovine lungs. In 
addition, it was aimed to investigate the role of in-
flammatory response of these molecules in lung in 
CE. Thus, it has been try to determine whether there 
is a relationship between pulmonary pathology and 
the expressions of these markers. 

Materials and Methods
Materials

Materials were collected from Kırıkkale slaugh-
terhouse. Regular checks were conducted between 
January 2016 and December 2016. During this 
time, 45 lung tissues with cysts hydatid were col-
lected. The infected lung tissues of these 45 ani-
mals were classified as firstly macroscopic and 
then histopathological according to their severity. 
Macroscopically, a total of 30 bovine lung tissues 
with at least one cyst in all lobes of the lung were 
included in the study (Figure 1 A-B). However, in 
order to examine the entire cyst structure in a histol-
ogy slide, cystic tissues smaller than 1 cm in diam-
eter were processed histopathologically.

Methods
Histopathological Method
After the fixation procedure, the lung tissues were 
subjected to alcohol, xylol and paraffin wax respec-
tively. Subsequently the tissues were cut at 5 µm 
thickness of sections by microtome, glued to slides 
and examined under light microscope, after stained 
by haematoxylin and eosin staining [18].

The following criteria were evaluated semi-
quantitatively for histopathological scoring of the 
cases. Cyst diameter (mm), inflammatory cell and 
fibrous tissue infiltrations (No lesion: 0, Mild: +1, 
Moderate: +2 and Severe: +3). Data were statisti-
cally described in terms of mean and standard de-
viation (mean±SD) for histopathological scoring.

Immunohistochemical Method
Indirect immunoperoxidase method was used for 
immunohistochemical results. For this purpose, 5 
µm thick sections of paraffin wax were adhered to 
positive charged slides. The sections were dried in 
a 60 0C oven for 15 min. Then these sections were 
subjected to 3 times for 5 minutes xylene and then 
96%, 90%, 80%, 70% and 50% alcohols for the 
deparaffinization procedure. At the end of this pro-
cess, sections were boiled in citrate buffer solution 
for 20 min for antigen retrieval procedure. Then 
3% H2O2 was added to the sections to remove per-
oxidase activity and incubated for 7 min. After this 
process, the block solution was added for 5 min and 
the primary antibodies [Anti-NMNAT-3 antibody 
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(Santa Cruz Biotechnology, inc. sc-390433), Anti-
Neuregulin-1 antibody (Santa Cruz Biotechnology, 
inc. Sc-57384), Anti-Neuregulin-2 antibody (Santa 
Cruz Biotechnology, inc. Sc-398594) and Anti 
CD68 antibody (Santa Cruz Biotechnology, inc. sc-
514937)] were incubated for 2 hours. At the end of 
the incubation, biotinylated secondary antibody and 
streptavidin solution were added at 15 minute inter-

vals. The sections were finally stained with amino-
ethyl carbazole (AEC). After counter-staining with 
hematoxylin, slides were closed by coverslips and 
evaluated under a light microscope. The negative 
control slides were also stained according to the 
same procedure. However, PBS was used instead of 
the primary antibody.

Figure 1. A. Gross appearances of cysts in the lung (arrows). B. Close up view of cysts (arrows).

Results

Histopathological lesion scores were given into the 
table 1. Histopathological examination revealed fi-
brous connective tissue proliferation and infiltration 
of mononuclear cells in lung tissues of cattle (Figure 
2A). Most of the cysts had a thick capsule. In most 
cases, the cyst wall showed an eosinophilic laminar 

structure. In the inflammation sites, lymphocytes, 
macrophages, eosinophil granulocyte and foreign 
body giant cell infiltrations were seen (Figure 2B). 
Alveolar canals were enlarged and an inflammatory 
infiltrate was found in some peribronchial and peri-
bronchiolar areas (Figure 2C). In some cases, bron-
chiolar epithelial cell atrophy and emphysema areas 
were remarkable.

Table 1. The statistics of cyst diameter and lesion scores of histopathological examinations
N=30 Cyst diameter (mm) Inflammatory cell infiltrations score Fibrous tissue score
Mean + Std error od Mean 5.85 ± 0.539 1.95 ± 0.169 1.5 ± 0.211
Std Deviation 2.412 0.759 0.945

Figure 2. A. Mononuclear cell infiltrations (blue arrow) around the cyst wall (black arrows) and fibrous connective 
tissue (red arrow). X40. HE. B. Cyst wall (black arrows) and foreign body giant cell infiltrations (arrowheads). X400.
HE. C. Enlargement of the alveoli (A), hyperemia in the blood vessels (Hv) and inflammatory cell infiltrations (ar-
rows) around the bronchiolar (Br) area. X40. HE.
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As a result of immunohistochemical investi-
gations, NMNAT 3, NRG1 and NRG2 expressions 
were not observed (Figure 3A-C). CD68 expres-
sions were found to be positive for intracytoplas-

mic reactions in macrophages in the inflammatory 
cell surrounding the cyst and in some cases mac-
rophages in the peribronchial and peribronchiolar 
areas (Figure 3D-E).

Figure 3. A-C. Immunonegative reactions in the lung tissue of NMNAT-3, NRG1 and NRG2. X100. AEC. D-E. intra-
cytoplasmic positive immunostaining in the macrophages in the inflammatory cell infiltrations (arrows). X400. AEC. 

Discussion and Conclusion

Cystic echinococcosis is a serious zoonotic disease 
in countries where environmental health and pre-
ventive medicine measures are not cared enough. It 
has a wide spread due to its presence all over the 
world. It is widely seen all over the world. Dogs and 
wild canines have a major role in the transmission 
of disease [14]. In this context, it is very important 
to reveal the pathological changes and molecular 
reactions occur in intermediate hosts such as cattle, 
sheep and pigs. In this study we investigated the 
expression of NMNAT 3, NRG1, NRG2 and CD68 
cytokines in bovine lung with CE. The main aim is 
to determine the pathways of the pathogenesis of 
the disease by the molecular level.

Some researchers have focused on specific cas-
es on CE and they investigated the where the disease 
is localized [1,11,26]. In one hand, some previous 
investigators emphasize the molecular characteriza-
tion of the agent [9,24]. On the other hand, some 
other researchers emphasized the importance of 
nad1 / cox1 gene expression by genetically locating 
/ expressing [12,13]. In addition, a large proportion 
of scientist focused on the diagnosis of the disease 
[6,27]. Eckert et al. [7] stated that the necropsy find-
ings are the best method for the diagnosis of CE. 

However, Larrieu et al. [17] explained that they 
could not find a statistical difference between nec-
ropsy findings and histopathological examination 
in their study. In the present study, all cases in the 
study had both grossly and histopathological find-
ings to confirm CE. Findings of the present study 
are consistent with the results of previous studies 
[2,15,22,25]. 

The studies on the pathogenesis of the disease 
are very limited and there are still unexplored points. 
Yin et al. [33] studied on the expression of TGF-β 
related to determine the pathogenesis of the CE. In 
a pathogenesis study investigating the expression 
of interleukin (IL) in the lungs in experimentally 
CE infections, the expression of IL-10 increased 
while IL-5 and IL-17A expression decreased [32]. 
Vismarra et al. [31] observed immunohistochemi-
cally positive reactions of FOXP3 around the cyst, 
most of which were CD3 positive. Sakamoto and 
Cabrera [23], obtained CD8 positive reactions in 
the inflammatory area around the cyst in the cattle 
lungs and stated that these cells could originate 
from lymph nodes draining the lungs. Vatankhah 
[30] reported CD68 positive immune reactions in 
inflammatory cells around the cyst in human liver 
tissues with CE. In this study, CD68 positive im-
munostaining were found in the macrophages in 
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the peribronchial and bronchiolar areas with asso-
ciated with the inflammatory cells around the cyst 
in the cattle lungs. Although there is no previous 
study with cytokines such as NMNAT-3, NRG1 and 
NRG2, the expressions of these molecules were not 
determined in CE lung tissues.

In conclusion, the findings obtained from this 
study showed that NRG1 and NRG2 expressions 
that show a similarity between Neuregulin deriva-
tives in the pathogenesis of CE do not make sense. 
Additionally, another important finding was that 
transferase activation (NMNAT 3) was not used as 
an important pathway by using nicotinamide mono-
nucleotide mediated energy (ATP). Therefore, it is 
thought that antihelmintics will not play a role in the 
mechanism of action and the development of new 
therapies. However, CD68 expressions were firstly 
demonstrated in the cattle lung with natural CE in-
fections.
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Özet: Bu çalışmada, yaz ve kış dönemlerinde Aydın ilinde çeşitli restoranlardan toplanan 100 adet çöp şiş örneği mik-
robiyolojik özellikleri bakımından incelenmiştir. Mikrobiyolojik analizler sonucunda TMACB sayıları değerlendirildi-
ğinde kış mevsiminde 4.14-7.12 log kob/g arasında ve ortalama 5.53 log kob/g olarak bulunmuştur. Yaz mevsiminde ise, 
4.50-7.81 log kob/g arasında ve ortalama 6.33 log kob/g olarak saptanmıştır. Çöp şişlerden elde edilen Staphylococcus 
aureus sayıları değerlendirildiğinde; kış ayında <2 ile 5.81 log kob/g arasında ve ortalama olarak 5.04 log kob/g, yaz 
ayında ise <2 ile 6.07 log kob/g arasında ve ortalama 4.80 log kob/g olarak bulunmuştur. Kış ayında 50 adet çöp şiş 
örneğinin 16 tanesinde (% 32), yaz ayında 50 adet çöp şiş örneğinin 30 tanesinde (% 60) S. aureus tespit edilmiştir. 
Çalışmadaki koliform bakteri sayıları incelendiğinde ise, belirlenen dilüsyon oranlarında yaz mevsiminde 2-6.23 log 
kob/g sayıları arasında ve ortalama olarak 4.83 log kob/g olarak, kış mevsiminde <2-5.21 log kob/g arasında ve ortalama 
3.93 log kob/g olarak bulunmuştur. E. coli sayıları değerlendirildiğinde ise, yaz döneminde minimum <2, maksimum 
4.51 log kob/g ortalama 3.65 log kob/g olarak tespit edilmiştir. Maya küf sayıları değerlendirildiğinde yaz ayında 2.84-
6.19 log kob/g aralığında ve ortalama 4.88 log kob/g, kış ayında ise <2-5.54 log kob/g aralığında ortalama olarak 4.47 
log kob/g olarak tespit edilmiştir. Bununla birlikte yaz ayında 50 numunenin 6 tanesinde (% 12), kış ayında ise 50 
numunenin 1 tanesinde (% 2) Salmonella spp. varlığı tespit edilmiştir. Bu çalışmanın sonucunda çöp şiş örneklerinin 
üretimi esnasında, kırmızı etin kesiminden tüketime gelinceye kadar hijyenik koşullara yeterince uyulmaması sebebiyle 
mikrobiyolojik kriterlerin genel olarak yetersiz olduğu belirlenmiştir. Çöp şiş örneklerinde gıda enfeksiyonlarına sebep 
olan S. aureus, Salmonella spp. ve koliform grubu bakterilerin bulunması halk sağlığı açısından risk teşkil etmektedir. 

Anahtar kelimeler: Çöp şiş, halk sağlığı, mikrobiyal kalite.

Examination of the Microbiological Quality of Çöp Şiş Available for Consumption in the 
Province of Aydın

Abstract: In this study, 100 samples of çöp şiş collected from a variety of restaurants in the summer and winter seasons 
were examined in terms of microbiological properties in the province of Aydın. When microbiological analysis results 
are evaluated considering the numbers TVC in the winter season between 4.14 to 7.12 log cfu/g and an average 5.53 
log cfu/g, in the summer season, between 4.50-7.81 log cfu/g and an average 6.33 log cfu/g. When the numbers of S. 
aureus obtained from çöp şiş evaluated; in the winter season <2 to 5.81 log cfu/g and averaged 5.04 log cfu/g, while in 
the summer season <2 to 6.07 log cfu/g, and 4.80 per log cfu/g, respectively. In the winter 16 of 50 çöp şiş samples, (32 
%), in the summer 30 of 50 çöp şiş samples (60 %) S. aureus have been identified. When the number of coliform bacteria 
examined in the study, in the summer season between 2-6.23 log cfu/g, number in the specified dilution rates and aver-
age 4.83 log cfu/g, in the winter season <2 between 5.21 log cfu/g, and an average of 3.93 log cfu/g, respectively. When 
the number of E. coli assessed, in the summer minimum of <2, max of 4.51 log cfu/g and 3.65 log cfu/g was determined. 
When the yeast and mold counts evaluated in the summer 2.84-6.19 log cfu/g and an average range of 4.88 log cfu/g, 
while in the winter <2-5.54 log cfu/g in the range of 4.47 average log cfu/g was determined. Our study Salmonella spp. 
in terms of presence in the summer season in 6 of 50 samples (12 %), while in the winter season of 1 out of 50 samples 
(2 %) Salmonella spp. presence was detected. The results of this study, during the production of çöp şiş samples, until 
the cut consumption of red meat because it was determined that enough non-observance of hygienic conditions micro-
biological criteria is generally inadequate. In the examples of çöp şiş that cause food infections of S. aureus, Salmonella 
spp. and coliform bacteria poses a risk to public health. 
Key words: Çöp şiş, public health, microbial quality.

Giriş

Çöp şiş, dana etinin yumuşak kısımlarının şişlere 
dizilip pişirilmesiyle tüketilen, besin değeri oldukça 

yüksek olan ve Ege Bölgesi’nde ve özellikle Aydın 
ilinde sıklıkla tüketilen yöresel bir yemek çeşididir 
ve tarihi 140 yıl öncesine dayanmaktadır. 
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İzmir-Aydın demiryolu yapımında görev alan 
mühendisler farklı yemek kültürleri nedeniyle geç-
miş zamanlarda zorluklar yaşamışlardır. Beslenme 
konusunu günlerce düşünmüşler ve en riski en az 
olan yemeğin çubuklara taktıkları etleri ateşte pişi-
rerek tüketmek olduğunu bulmuşlardır. İngiliz mü-
hendislerin sürekli bu etleri yediğini gören Egeliler 
bu yemeği zamanla kendileri yaparak satmaya baş-
lamışlardır. Yıllar önce Cumhuriyet Gazetesi’nin 
Pazar ekinde bir yazıda Ortaklar ilçesindeki gelir 
düzeyi düşük ailelerin çocuklarının boyunlarına as-
tıkları mangallarla mühendislere çöp şiş sattıkları 
yayınlanmıştır. Bu tat 140 yıldır özellikle Aydın ili 
Ortaklar ilçesinin değişmeyen lezzeti olmuştur [23].

Kırmızı et yüksek protein içeriği, su aktivitesi 
ve pH seviyesi nedeniyle bakterilerin gelişmesi ve 
hayatta kalması için elverişli koşullar sağlamakta, 
gıda kaynaklı zehirlenmeler açısından potansiyel 
bir tehlike oluşturmaktadır [11]. Kesim prosesinin 
başında karkasların yüzeyi steril kabul edilmekle 
birlikte, prosesin devamında yüzeysel kontaminas-
yon kaçınılmaz bir hal almaktadır. Kesim sırasında, 
kesim sonrası taşıma, depolama, parçalama işlem-
leri ile hem karkas yüzeyi değişik türde bozulmaya 
neden olan hem de bağırsak orjinli patojen bakteri-
lerle kontamine olmaktadır [10,16,19]. 

Gıda maddelerinin mikrobiyolojik kriterleri-
nin belirlenmesinde toplam mezofilik aerobik can-
lı bakteri (TMACB), koliform grubu bakteriler, E. 
coli, S. aureus, fekal Streptococcus, Clostridium 
perfiringes ve maya küf sayıları ile Salmonella spp. 
varlığı dikkate alınmaktadır [13].

Bu çalışma, Aydın ili ve ilçelerinde çeşitli iş-
letmelerde satışa sunulan çöp şişlerin yaz ve kış 
mevsimlerine göre mikrobiyolojik kalitesinin araş-
tırılması ve halk sağlığı açısından değerlendirilmesi 
amacıyla yapılmıştır.

Materyal ve Metot

Çalışmada Aydın ilinde Ağustos ve Kasım aylarında 
restoranlardan temin edilen 100 adet çiğ çöp şiş nu-
munesi, her bir numuneden 100 gram olacak şekil-
de steril poşetler içinde soğuk zincir altında Adnan 
Menderes Üniversitesi, Veteriner Fakültesi Besin/
Gıda Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalı labo-
ratuvarına getirilerek Toplam Mezofilik Aerobik 
Canlı Bakteri (TMACB), S. aureus, koliform bak-

teri, E. coli, maya-küf sayıları ile Salmonella spp. 
varlığı yönüyle incelendi. 

Toplanan çöp şiş örneklerinden aseptik şart-
larda alınan 10’ar gram numune, içerisinde 90 
ml steril fizyolojik peptonlu su (Labkim T73029, 
Fluka 70179) bulunan stomacher torbalarına ko-
nulup Stomacher (Bag mixer, Interscience, France) 
içerisinde 2 dakika boyunca homojenize edildi. 
Homojenize edilen çöp şiş örneklerinden TMACB, 
E.coli, koliform ve S. aureus sayıları için seri dilüs-
yonlar hazırlandı.

TMACB Sayısının Belirlenmesi
Elde edilen dilüsyonlardan Plate Count Agar’a 
(OXOID CM463) yüzeyde yayma plak yöntemi 
kullanılarak inokulasyonlar yapıldı ve petri kutuları 
37 °C’ de 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 
sonunda sonuçlar koloni oluşturan birim/gram (ko-
b/g) olarak değerlendirildi [4,14].

S. aureus Sayısının Belirlenmesi
Çöp şiş örneklerinde S. aureus sayısını belirlemek 
için TSE 6582-1 ISO 6888-1 standardı kullanıldı. 
Hazırlanan dilüsyonlardan Egg yolk – Tellurite 
Emulsion (OXOID SR0054C) içeren Baird Parker 
Agar’ a (OXOID CM275) yüzeyde yayma plak yön-
temiyle ekim yapıldı. Ekim yapılan BPA içeren petri 
kutuları 37°C’ de 24 – 48 saat inkübe edidikten son-
ra etrafı şeffaf zonla çevirili, gri ve siyah renkli ko-
loniler S. aureus şüpheli koloniler olarak belirlendi. 
Şüpheli S. aureus kolonileri DNaz agara (OXOID 
CM0321) öze ile inkübe edildi ve 37°C’ de 24 saat 
inkübe edildi. İnkübasyon sonrası petri yüzeyini 
kaplayacak biçimde 1N HCl eklendi ve DNA’nın 
HCl ile muamelesi sonrası presipitasyon varlığı 
incelendi. DNA’nın mikroorganizmalar tarafından 
kullanılmayan bölgeleri mat, DNA’ ın parçaladığı 
bölgelerde şeffaf zonlar gözlendi. Yine şüpheli S. 
aureus kolonileri Mannitol Salt Agar’ a (OXOID 
CM0085) öze yardımıyla geçildi. Besiyerinin fe-
nol kırmızısı renginin sarıya dönmesi pozitif ola-
rak değerlendirildi. Pozitif örneklerin doğrulaması 
Dryspot (OXOID DR0100M) ile yapıldı [17].

Koliform ve E. coli Sayısının Belirlenmesi
Koliform ve E. coli sayısının belirlenmesi için ha-
zırlanan dilüsyonlardan Violet Red Bile Agar ’a 
(OXOID CM0107) çift katlı dökme plak ekim yön-
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temi kullanılarak ekim yapılmış ve 37°C’ de 48 saat 
inkübe edildikten sonra kırmızı renkli koloniler 
koliform bakteri değerlendirildi ve E. coli için ti-
pik (kırmızı renkli etrafı pembe zonlu) olan koloni-
ler seçilerek 44°C’ de 24 saat içerisinde asit (laktik 
asit) ve gaz (CO2) oluşturma testi ve IMVIC testleri 
uygulandı [9,14].

Salmonella spp. İzolasyon ve İdentifikasyonu
Aseptik olarak alınan, soğuk zincir altında laba-
ratuvara getirilen çöp şiş örneklerinde Salmonella 
spp. varlığının tespiti TSE ISO 6579 standardı kul-
lanılarak yapıldı. Her bir örnekten steril stomacher 
torbalarına 25’ er gram çöp şiş konularak 225 ml 
tamponlanmış peptonlu su (OXOID CM509) içeri-
sinde 2 dakika stomacherde homojenize edildikten 
sonra 37°C’ de 24 saat inkübe edildi. Ön zengin-
leştirme işleminden sonra her bir çöp şiş numune-
sinden 0.1 ml alınarak 10 ml Rappaport–Vassiliadis 
Enrichment Broth (OXOID CM0669) içeren tüple-
re inokule edilerek 42°C’ de 24 saat inkübasyona 
bırakıldı. İnkübasyon sonunda her tüpten yuvarlak 
uçlu öze ile bir öze dolusu alınarak Deoxycholale-
te Agar’ a inakulasyonlar yapıldı ve inakule edilen 
petri kutuları 37°C’ de 24 saat inkübe edildi. İnkü-
basyon süresi sonunda oluşan pembe renkli ve siyah 
merkezli şüpheli koloniler biyokimyasal testler ve 
Salmonella Latex Test (OXOID FT 0203A) kiti kul-
lanılarak değerlendirildi [17].

Maya ve Küf Sayısının Belirlenmesi
Maya ve küf sayılarının tespiti için steril % 10’ luk 
tartarik asit çözeltisi ile pH’sı 3,5’ e ayarlanmış 
Potato Dextrose Agar (OXOID 0139) kullanılarak 
yayma plak ekim yapıldı ve 21± °C’ de 5 gün petri-
ler inkübe edildikten sonra sonuçlar değerlendirildi 
[18].

Bulgular

Bu araştırmada çöp şiş örnekleri TMACB, S. au-
reus, Koliform Bakteri, E. coli, ve maya küf sayı-
ları ile Salmonella spp. varlığı yönünden mevsimsel 
olarak incelenmiş olup analiz sonuçları Tablo 1 ve 
Tablo 2 ‘de gösterilmiştir.

İncelenen örneklerde Tablo 1’de görüldüğü gibi 
TMACB sayısı, total koliform bakteriler E. coli, S. 
aureus, ve maya küf sayılarının yaz ayındaki orta-

lamaları sırasıyla 6.33, 4.83, 3.65, 4.80, 4.88 log10 
kob/g düzeyinde saptanmıştır. Kış ayında ise Tablo 
2’de görüldüğü gibi TMACB sayısı, total koliform 
bakteriler, E. coli, S. aureus, ve maya küf sayıla-
rının ortalamalarının sırasıyla 5.53, 3.93, <2, 5.04, 
4.47 log10 kob/g düzeyinde olduğu bulunmuştur. 
Yaz ayında incelenen 50 adet çöp şiş örneğinin 12 
tanesi (% 24) E.coli, 30 tanesi (% 60) ise S. aureus 
açısından pozitif olarak bulunmuştur. Kış ayında in-
celenen 50 adet örneğinin 16 tanesinde (% 32) S. 
aureus pozitif bulunurken, örneklerin hiçbirisinde 
E. coli varlığına rastlanılmamıştır.

İncelenen toplam 100 adet çöp şiş örneğinin 
yaz ayında 6 tanesinde (% 12) Salmonella spp. var-
lığına rastlanırken, kış ayında örneklerin 1 tanesin-
de (% 2) Salmonella spp. saptanmıştır.

Tartışma ve Sonuç

Çöp şişlerden elde edilen TMACB sayıları kış mev-
siminde 4.14-7.12 log kob/g arasında ve ortalama 
5.53 log kob/g, yaz mevsiminde ise, 4.50-7.81 log 
kob/g arasında ve ortalama 6.33 log kob/g olarak 
bulunmuştur. David ve ark. [7] Avustralya’da yap-
tıkları bir çalışmada 360 adet kırmızı et numune-
sinde TMACB sayısını 5.79 log kob/g olarak tespit 
etmişlerdir. Cohen ve ark. [5] tarafından Kazablan-
ka’da mezbahalarda, kasaplarda ve süpermarket-
lerde mevsimsel olarak 26’şar adet parça kırmızı et 
örneklerinden elde ettikleri çalışmada TMACB sa-
yısı mezbahalarda kış mevsiminde ortalama 5.1 log 
kob/g, yaz mevsiminde 5.2 log kob/g, kasaplardan 
aldıkları parça kırmızı et örneklerinde kış mevsi-
minde ortalama 6.5 log kob/g, yaz mevsiminde 7.3 
log kob/g, süpermarketlerden aldıkları et örnekle-
rinde ise kış mevsiminde ortalama 7.1 log kob/g, 
yaz mevsiminde 7.3 log kob/g olarak belirlenmiş-
tir. Nursoy ve Akgün [16] tarafından Ankarada’ ki 
askeri birliklerin ihtiyacı için alınan karkaslardaki 
TMACB sayısı 4.57-6.92 log kob/g arasında ve or-
talama 5.71 log kob/g olarak, parçalamadan sonra 
ise TMACB sayısı 4.93-7.89 log kob/g arasında ve 
ortalama 6.20 log kob/g olarak bulunmuştur. Akan 
[1] et ve et ürünleri ile ilgili yaptığı bir çalışmada 16 
adet parça et numunesinin TMACB sayısını 3.71-
7.74 log kob/g arasında ve ortalama 5.76 log kob/g 
olarak belirlemiştir. Tuncer [22] tarafından yapılan 
Bitlis ili ve çevresinde askeri mutfaklarda kullanı-
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lan sığır etleri ile ilgili çalışmada 100 adet örneğin 
TMACB sayısı ortalama olarak 4.15 olarak bulun-
muştur. Thomas ve ark. [21] tarafından Etiyopya’da 
yapılan bir çalışmada belediye kesimhanesinde 55 
adet kırmızı et örneğinin TMACB sayısı 1.27 x 105-
1.05 x 107 kob/g arasında ve ortalama olarak 6.35 
log kob/g, restoranlardan alınan 55 adet et örneğinin 
TMACB sayısı 1.08 x 105-2.00 x 107 kob/g arasında 
ve ortalama 6.45 log kob/g, 3 adet bölgesel market-
ten alınan 50’şer adet et örneğin ortalama TMACB 
sayıları ise 6.8, 6.78, 6.77 log kob/g olarak belirlen-
miştir. 

Genel hijyen ve mikrobiyal yükün belirlenme-
sinde indikatör olarak kullanılan TMACB sayısının 
yüksek olması halinde diğer mikroorganizma grup-
larının sayısı da yüksek olmaktadır. Gıdalarda bulu-
nan insan ve hayvan kaynaklı birçok patojen mikro-
organizma mezofilik yapıda olmakta ve aerobik ya 
da fakültatif anaerobik koşullarda üremektedirler. 
Ürünlerde aerobik mezofilik mikroorganizma sayı-
sının yüksek olması, patojenlerin bulunma olasılığı-
nın yüksek olduğunu göstermektedir [14]. 

Çöp şişlerden elde edilen S. aureus sayıları 
değerlendirildiğinde; kış ayında <2 ile 5.81 log ko-
b/g arasında ve ortalama olarak 5.04 log kob/g, yaz 
ayında ise <2 ile 6.07 log kob/g arasında ve ortala-
ma 4.80 log kob/g olarak bulunmuştur. Bununla bir-
likte yaz ayında 30 adet numunede (% 60) S. aureus 
pozitif olarak, kış ayında ise 16 numunede (% 32) S. 
aureus pozitif olarak tespit edilmiştir.

David ve ark. [7] Avustralya’da yaptıkları ça-
lışmada 360 adet kırmızı et numunesinde S. aureus 
sayısını 2.18 log kob/g olarak belirlemişlerdir. Çıtak 
ve ark. [6] yaptıkları bir çalışmada 20 adet kuşba-
şı örneğinde S. aureus sayısını 5.63 log kob/g ola-
rak bulmuşlardır. Özdemir [19] sığır karkaslarının 
mikrobiyel yükünün belirlenmesi çalışmasında S. 
aureus sayısını maksimum 4.38, minimum 3.14, or-
talama 3.85 log kob/cm2 olarak bulmuştur. Al-Jassas 
[2] tarafından yapılan bir çalışmada kasap ve mar-
ketlerden alınan kırmızı et örnekleri 4°C’de 5 gün 
depolanmış ve depolama sonunda mikrobiyel yük 
değerlendirilmiştir. Yaz mevsiminde süpermarket-
lerden temin edilen kırmızı et örneklerinde S. aureus 
sayısı 5. günün sonunda 4.2 log kob/g, kasaplardan 
temin edilen örneklerde ise 5.8 log kob/g olarak bu-
lunmuştur. Kış mevsiminde ise, süpermarketlerden 
alınan kırmızı et örneklerinde S. aureus sayısı 3.3 

log kob/g, kasaplardan alınan örneklerde 4.0 log 
kob/g olarak bulunmuştur. Çalışmada S. aureus’un 
düşük düzeyde saptanmasının, yüksek toplam me-
zofilik aerobik bakteri sayısından kaynaklanabile-
ceği öngörülmektedir. Bunun sebebi S. aureus’un 
rekabetçi özelliği zayıf bir bakteri olması ve gıda da 
başlangıçtaki sayısı yüksek olmadığı durumlarda iyi 
gelişememesidir [3]. 

Bu çalışmada kış mevsiminde S. aureus sayısı-
nın yaz mevsimine oranla daha az olmasının sebe-
bi; mevsimsel sıcaklıklar arasındaki farklılıktandır. 
Ayrıca mikroorganizmaların üremesini etkileyen di-
ğer faktörlerden olan pH, aw, atmosfer şartları, diğer 
organizmaların varlığı da sonuçları etkilemiş olabi-
leceği düşünülmektedir.

Çalışmadaki koliform bakteri sayıları incelen-
diğinde ise, belirlenen dilüsyon oranlarında yaz 
mevsiminde 2-6.23 log kob/g sayıları arasında ve 
ortalama olarak 4.83 log kob/g olarak, kış mevsi-
minde <2- 5.21 log kob/g arasında ve ortalama 3.93 
log kob/g olarak bulunmuştur. Cohen ve ark. [5] ta-
rafından Kazablanka’da yapılan bir araştırmada ke-
simhanelerden, kasaplardan ve süpermarketlerden 
26’şar adet et numuneleri yaz ve kış mevsimlerinde 
temin edilmiştir. Kesimhanelerden alınan örnekler-
de toplam koliform sayısı yaz ve kış mevsimlerinde 
1.6 log kob/g olarak, kasaplardan alınan örneklerde 
yaz mevsiminde 3.7 log kob/g, kış mevsiminde 2.8 
log kob/g olarak, süpermarketlerden alınan örnek-
lerde ise, yaz mevsiminde 3.2, kış mevsiminde 1.4 
log kob/g olarak tespit edilmiştir. Nursoy ve Akgün 
[16] tarafından sığır etlerinin mikrobiyolojik kriter-
leri üzerine yapılan bir çalışmada ise 30 adet karkas 
örneğinde toplam koliform bakteri sayısı 3.07- 5.20 
log kob/g değerleri arasında ve ortalama olarak 4.07 
log kob/g bulunmuş ve parçalama sonrası incelenen 
30 adet parça et örneğinde toplam koliform sayısı 
ise, 3.20-6.07 log kob/g aralığında ve ortalama 4.81 
log kob/g olarak tespit edilmiştir. Thomas ve ark. 
[21] tarafında Etiyopya’da yapılan bir araştırmada 
260 adet et örneği incelenmiştir. Kesimhanelerden 
temin edilen 55 adet et örneğinde toplam koliform 
sayısı 1.26x103-2.10x105 kob/g ve ortalama 4.52 
log kob/g olarak bulunmuştur. Restoran ve oteller-
den temin edilen 55 adet et örneğinde ise toplam 
koliform sayısı 1.01x103-1.18x105 kob/g, ortalama 
4.57 log kob/g olarak bulunmuştur. 3 adet yerel 
marketten temin edilen 50’şer adet et örneğinde ise 
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toplam koliform sayıları, ortalama 4.76 log kob/g, 
4.48 log kob/g, 4.72 log kob/g olarak bulunmuştur. 
Toplamda 260 adet et örneğinin toplam koliform 
bakteri sayısı sonucu ortalama 4.68 log kob/g ola-
rak bulunmuştur. Al-Jasass [2] tarafından yapılan 
bir araştırmada kırmızı etin yaz ve kış mevsimin-
de 4°C’de 5 gün boyunca depolanması sonucunda 
mikrobiyal değerleri incelenmiştir. İncelenen ör-
neklerde yaz mevsiminde 5. günün sonunda toplam 
koliform sayısı kasaplardan temin edilenlerde 4.8 
log kob/g, süpermarketlerden temin edilenlerde ise 
3.8 log kob/g olarak bulunurken, kış mevsiminde 
ise, kasaplardan temin edilen örneklerde toplam ko-
liform sayısı 4.5 log kob/g, süpermarketten temin 
edilenlerde ise 3.7 log kob/g olarak bulunmuştur. 

Gıdalarda indikatör mikroorganizmalardan 
olan toplam koliform varlığı ve bu indikatörün belli 
bir sınırın üstünde bulunması, ürünlerin yeterli ol-
mayan hijyen ve sanitasyon koşullarında işlendiği-
ni, insan, hayvan, toprak, su ve dışkı kaynaklı bir 
bulaşma ile kontamine olabilecek koşullarda üreti-
lip tüketime sunulduğunun bir göstergesi olarak ka-
bul edilmektedir [6]. Özellikle fekal kontaminasyo-
nun bir göstergesi olarak kabul edilen koliform bak-
terilerin karkas ve parça etlerde bu derece yüksek 
oranlarda bulunuyor olmasının, kesim, taşıma ve 
parçalama işlemleri esnasında hijyen kurallarına ye-
terince uyulmamasından ve personelin eğitilmemiş 
olmasından kaynaklanabileceği düşünülmektedir 
[16]. Yapılan bu çalışmada E. coli sayıları değerlen-
dirildiğinde ise, yaz ayında 50 adet çöp şiş örneği-
nin 12 tanesinde (% 24) E. coli ‘ye rastlanılmış, kış 
mevsiminde ise belirlenen dilüsyon oranlarında E. 
coli ‘ye rastlanılmamıştır. Yaz ayında rastlanılan E. 
coli sayıları minimum <2, maksimum 4.51 log ko-
b/g, ortalama 3.65 log kob/g olarak tespit edilmiştir. 
David ve ark. [7]’nın Avustralya’da yaptıkları çalış-
mada 360 adet et örneği incelenmiş ve E. coli sayısı 
1.49 log kob/g olarak bulunmuştur. Cohen ve ark. 
[5]’nın Kazablanka’da yapılan bir çalışmada ke-
simhaneden alınan 26 adet örnekte yaz mevsimin-
de E. coli sayısı 1.0 log kob/g, kış mevsiminde ise 
1.2 log kob/g olarak belirlemişlerdir. Kasaplardan 
aldıkları 26 adet et örneğinde ise, yaz mevsiminde 
E. coli sayısı 3.2 log kob/g, kış mevsiminde 2.4 log 
kob/g olarak, süpermarketten alınan 26 adet örnekte 
ise, yaz mevsiminde 2.5 log kob/g, kış mevsimin-
de 1.0 log kob/g olarak belirlenmiştir. Nursoy ve 

Akgün [16] Ankara’da sığır etleri üzerine yapılan 
bir çalışmada, 30 adet karkasın 18 tanesinde (% 60) 
E. coli’ye rastlanmış olup, E. coli sayıları 7.2x102-
9.6x104 kob/g arasında bulunmuştur. Parçalamadan 
sonraki 30 adet kırmızı et örneğinin 10 tanesinde 
(%33.3) E. coli ‘ye rastlanmakla birlikte E. coli sa-
yıları 3.2x102-7.2x105 kob/g olarak belirlenmiştir. 

Kasaplık hayvanların kesimi esnasında karkas 
ve organların ikincil kontaminasyonuna neden olan 
kaynaklar bulunmaktadır. Bunların en önemlisi fe-
kal kontaminasyon olup, özellikle hayvanların ba-
ğırsakları kesim esnasında fekal kontaminasyona 
önemli bir kaynak oluşturmaktadır [20]. İnsan ve 
hayvanların bağırsaklarında yaşayan E. coli, indika-
tör mikroorganizma olarak kabul edilmekte ve gı-
dalarda bulunması halinde fekal bir kontaminasyon 
olduğunun göstergesi olmaktadır. Bu bakterilerin 
doğal ortamı sıcakkanlı hayvanların bağırsakları ol-
duğundan dolayı her türlü et ve et ürünleri bakterinin 
bulaşmasında önemli bir etken olmaktadır. Kesim-
hane hijyeninin etkin olmaması ile kesim esnasında 
ete bulaşan bakteriler yeterli ısıl işlem ile muamele 
görmezlerse gıdalarda etkinliklerini sürdürerek tü-
keticiye bulaşmaktadırlar. Bu nedenle gıdanın üre-
timinden satışına kadar bütün aşamalarında hijyen 
kurallarına uyulması halk sağlığı açısından oldukça 
önem taşımaktadır [8].

Çöp şiş örneklerindeki maya küf sayıları değer-
lendirildiğinde yaz ayında 2.84-6.19 log kob/g ara-
lığında ve ortalama 4.88 log kob/g, kış ayında ise 
<2-5.54 log kob/g aralığında ortalama olarak 4.47 
log kob/g olarak tespit edilmiştir. Nursoy ve Akgün 
[16] Ankarada’ki askeri birliklerin ihtiyacı için alı-
nan sığır etlerinin mikrobiyolojik kalitesi üzerine 
yaptıkları bir çalışmada 30 adet karkas örneğinde 
maya ve küf sayısı 2.0x102-3.6x104 kob/g aralığında 
ve yine parçalamadan sonraki 30 adet et örneğinde 
maya ve küf sayısını 2.0x102-9.6x104 kob/g olarak 
tespit etmişlerdir. Mohamed [15] Sudan’ da yaptığı 
taze et ve et ürünleri ile ilgili çalışmasında 10 adet 
parça et numunelerinde toplam maya küf sayısını 
2.66x103 kob/g (3.42 log kob/g) olarak bulmuştur.

Çöp şiş numuneleri Salmonella spp. varlığı 
açısından değerlendirildiğinde yaz ayında 50 nu-
munenin 6 tanesinde (%12), kış ayında ise 50 nu-
munenin 1 tanesinde (%2) Salmonella spp. varlığı 
tespit edilmiştir. Tuncer [22] Bitlis ili ve çevresin-
deki askeri mutfaklarda kullanılan sığır gövde et-
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lerinde patojen varlığı çalışmasında incelediği 100 
adet karkas numunesinde Salmonella spp. varlığına 
rastlamamıştır. Yine sığır karkaslarının mikrobiyal 
kontaminasyonunun belirlenmesi amacıyla yapılan 
bir çalışmada incelenen 60 adet karkas numunesi-
nin hiçbirisinde Salmonella spp. izole edilememiştir 
[19]. Iyer ve ark. [12] tarafından Suudi Arabistan’da 
yapılan bir çalışmada hipermarketten temin ettikle-
ri 20 adet et örneğinde 1 tane (% 5), kasaplardan 
temin ettikleri 20 adet et örneğinde ise 9 tanesin-
de (% 45) Salmonella spp. varlığına rastladıklarını 
bildirmişlerdir. David ve ark. [7]’nın Avustralya’da 
yaptıkları çalışmada 360 adet kırmızı et örneğinin 4 
tanesinde (% 1.1) Salmonella spp. varlığına rastla-
nılmıştır. 

Çöp şişin yapımında kullanılan kırımızı etin, 
hayvanın kesimi, derisinin yüzülmesi, iç organların 
çıkartılması, parçalanması, soğutulması, muhafa-
za edilmesi ile şekillenen kontaminasyon riski çöp 
şişin mikrobiyal yükünü etkilemektedir. Sağlıklı 
kasaplık hayvanların kesim öncesi durumları da 
dikkate alındığında etin mikroflorası ve kontami-
nasyon durumu özellikle kesimden sonraki aşama-
larda önem taşımaktadır. Özellikle mezbahalardaki 
ve gıda işletmelerindeki personel, kullanılan alet ve 
ekipmanlar, karkasın taşınması, depolanması, so-
ğuk zincirin korunmaması mikrobiyel bulaşmada 
önemli potansiyel kaynak oluşturmaktadır. Karka-
sın parçalandıktan sonra çöp şiş için etlerin küçültü-
lerek yüzey alanlarının genişletilmesi de mikrobiyel 
açıdan etin yükünü arttıran bir unsur olmaktadır. 

Aydın ilinde satışa sunulan çöp şişlerin mik-
robiyolojik kalitesinin istenilen düzeyde olmama-
sı, halk sağlığı açısından potansiyel bir risk teşkil 
etmektedir. Buna ek olarak çöp şişlerin yeterli ısıl 
işlem görmeden tüketilmesi, çapraz kontaminasyon 
olması halinde sağlık açısından risk oluşturabilmek-
tedir. Sağlıklı çöp şiş üretimi sağlayabilmek ama-
cıyla öncelikle kesimhanede sağlıklı ve veteriner 
hekim kontrolünden geçmiş hayvan kullanılması, 
kesimin ve üretimin her aşamasında personelin ge-
rekli hijyen kurallarına uyması açısından bilinçlen-
dirilmesi, kesim ve parçalama işlemlerinin sonunda 
muhafaza koşullarına dikkat edilmesi, özellikle yaz 
aylarının oldukça sıcak geçtiği Aydın ilinde kırmızı 
etin çöp şiş restoranlarına taşınması aşamasında ge-
reken soğuk zincirin korunması ve pişirme işlemine 

kadar gereken soğuk muhafazanın sağlanması, çöp 
şişlerin hazırlanması aşamasında özellikle persone-
lin elinden kaynaklanan bulaşmaları önlemek ama-
cıyla personele gerekli eğitimin verilmesi, yine çöp 
şişlerin hazırlanması aşamasında çapraz kontami-
nasyonun önlenmesi amacıyla pişmiş ve çiğ etlerin 
temasının önlenmesi ve bunlarla ilgili tedbirlerin 
alınması gerektiğinin sonucuna varılmıştır.
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Özet: Bu araştırmada, dağ köylerinde çiğ koyun sütünden üretilen geleneksel peynirlerin erken olgunlaşma döneminde 
alınan örneklerinin yeni nesil sekanslama ve metagenomik analiz ile mikrobiyotaları saptanmıştır. Firmicutes ortalama 
%91,5 ile en yoğun filum olarak bulunurken, Actinobacteria en seyrek filum olarak (%0,01) bulundu. Peynir örnekle-
rinin metagenomik analizi sonucunda 25 cins belirlenirken bunlardan 23’ü tüm örneklerde ortak olarak bulundu. Cins 
düzeyinde en yüksek çeşitlilik 13 cins ile Enterobacteriaceae familyası içinde görüldü. Tüm örneklerde en baskın tür 
Lactococcuc lactis (ort.%84) olarak belirlendi. Tüm türler referans genlere %99’un üzerinde homoloji gösterdi. 
Anahtar kelimeler: Peynir, mikrobiyom, mikrobiyota, metagenomik analiz, Lactococcus lactis

Metagenomic Analysis of the Early Ripened Continental Cheese Microbiome
Abstract: In this study, microbiota of early ripened continental cheeses from raw sheep milk collected from moun-
tain villages was determined by next-generation sequencing and metagenomic analysis. Firmicutes was found as the 
dominant phylum by the avearge of 91,5%, when Actinobacteria was found as the minor phylum (0,01%). By the 
metagenomic analysis of cheese samples 25 genuses were determined, 23 of these genuses were found in all of the 
cheese samples. In the genus averages, the highest diversity was viewed in Enterobacteriaceae family as 13 genus. 
Lactococcuc lactis was determined as dominant (avr.84%) species in all samples. The all species showed more than 99% 
homology to the referance genes. 
Key words: Cheese, microbiome, microbiota, metagenomic analysis, Lactococcus lactis.

Giriş

Peynir, hammaddenin uygun bir pıhtılaştırıcı kul-
lanılarak pıhtılaştırılması ve pıhtıdan peyniraltı 
suyunun ayrılmasıyla ya da sütün permenantının 
ayrılmasından sonra pıhtılaştırılmasıyla elde edilen, 
farklı sertliklerde ve yağ içeriklerinde, salamura ile 
ya da kuru tuzlama ile tuzlanarak ya da tuzlanma-
dan, starter kültür kullanarak ya da kullanmadan, 
telemesi haşlanarak ya da haşlanmadan, çeşnili ya 
da çeşnisiz olarak, tekniğine uygun olarak üretilen, 
olgunlaştırılmadan ya da olgunlaştırıldıktan son-
ra tüketilen, çeşidine özgü karakteristik özellikler 
gösteren süt ürünüdür [7]. İlk peynirin Orta Doğu 
insanları ve Orta Asya göçebe Türkleri tarafından 
yapıldığı düşünülmektedir [2]. Peynirin günlük 
beslenmemizdeki önemi; kolay sindirilebilme özel-
liğinin yanı sıra, yapısında üretiminde kullanılan 
sütteki yağı, çözünmeyen tuzları, koloidal madde-
lerin tümüne yakın miktarını bulundurması ve süt 
serumundaki çözünen tuzlar, vitaminler, serum pro-
teinleri ve diğer besin unsurlarının da bir ölçüde ya-
pısına girmesinden kaynaklanır [17]. 

Geleneksel peynirlerin yapımındaki alışala-
gelmiş, geleneksel yöntemlerin peynirlerin duyusal 
özellikleri üzerindeki etkisinde mikrobiyotalarının 
çeşitliliği ve mikrobiyal aktiviteleri önemli yere 
sahiptir. Geleneksel peynirlerdeki çeşitlilik, herbir 
peynir tipine göre süt kaynağından olgunlaşmaya 
her aşamadaki farklılıklar, geniş bir mikrobiyotaya 
ve çevresel etkilere bağlı olarak şekillenen mikroor-
ganizma etkileri sonucu oluşmaktadır [9]. 

Peynir mikrobiyotasının peynirin organoleptik, 
fiziko-kimyasal özelliklerinin oluşumunda önem-
li kilit rolü vardır. Peynirlerin sınıflandırılmasında 
peynirin sahip olduğu mikrobiyal çeşitlilik veya 
aktivite dikkate alınmamakta, tekstürü, olgunlaş-
ma süresi ve benzeri özelliklerine göre sınıflandı-
rılmaktadır. Peynir, metabolik olarak aktif bakte-
rileri, maya ve küfleri gibi çeşitlilikleri yapısında 
barındıran mikrobiyolojik olarak aktif bir gıdadır. 
Moleküler teknikler gıda örneklerindeki mikroor-
ganizmaların genetik yapısının analizinde kullanıl-
maktayken, günümüzde through culture-indepen-
dent metotlar peynir ve diğer gıdaların kompleks 
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ekosistemlerinin analiz edilerek anlaşılabilmesini 
kolaylaştırmıştır [10]. 

Kültürden bağımsız teknikler, gıda mikrobiyo-
lojisinde önemli yere sahip gıda sistemlerinin mik-
robiyotalarının ve mikrobiyal çeşitliliklerinin de-
taylı araştırılmasını etkin hale getiren yöntemlerdir. 
Bunlara DNA bazlı tekniklerden, denaturing gra-
dient gel electrophoresis (DGGE), temporal tempe-
rature gradient gel electrophoresis (TTGE), single 
stranded conformation poly-morphisms (SSCP), 
polymerase chain reaction (PCR) örnek olarak sa-
yılabilirler. Tüm bu teknikler süt ve süt ürünlerinin 
mikrobiyolojisinin anlaşılmasında önemlidir, ancak 
mikrobiyal ekoloji alanı da sürekli gelişmektedir. 
Son yıllarda kültürden bağımsız yöntemlerin yerini 
next- generation sekans sistemlerinin aldığı görül-
mektedir. Bu sistemler, pekçok çevresel mikrobi-
yotanın başarılı şekilde profillerinin saptanmasını 
sağlamaktadır [11]. High throughput DNA sekans 
(HTS) tekniği ile oldukça düşük düzeylerdeki bak-
teriler saptanabilir. HTS yöntemi ile patojenik ve 
bozulmaya sebep olan bakterilerde saptanabilir. Bu 
yöntem kullanılarak peynir yapım aşamalarının her 
safhasında oluşan ve değişiklikler gösteren mikrobi-
yota iyi bir şekilde saptanabilir [6]. Son yıllarda ge-
liştirilen yeni nesil DNA dizileme yöntemleri yüksek 
doğrulukta oldukça hızlı dizileme yapabilen, yoğun 
ve özgün bilgi sağlayan yöntemlerdir [4]. Yeni nesil 
DNA dizileme teknolojilerinin ortak özelliği aynı 
anda milyonlarca kısa dizilemenin yapılabilmesi ve 
oldukça hızlı şekilde okunabilmesidir. Ayrıca elekt-
roforeze gerek kalmadan gerçek zamanlı okuma ya-
pabilmesi, daha doğru sonuçlar alınabilmesi, daha 
az hata eğilimli ve daha ekonomik olması bu tekno-
lojilerin eski sisteme göre avantajları arasında yer 
almaktadır [3,4,14]. Bu araştırmada, dağ köylerinde 
çiğ koyun sütünden üretilen geleneksel peynirlerin 
erken olgunlaşma döneminde alınan örneklerinin 
yeni nesil sekanslama ve metagenomik analiz ile 
mikrobiyotaları saptanmıştır.

Materyal ve Metod
Peynir örneklerinin hazırlanması
Aydın ilinin yüksek rakımlı dağ köylerinde koyun 
sütünden çiğ olarak üretilen geleneksel peynir ör-
nekleri toplandı. Toplanan 5 adet peynir erken ol-
gunlaşma döneminde incelendi. Peynir kalıbının iç 
bölgesinden alınan 1 cm2 örnek 25 ml steril DNAf-
ree distile suya eklendi ve stomacher ile homojenize 

edildi. Bu işlemden sonra bulanık süspansiyon for-
mundaki örnekler TissueLyser (Qiagen) ile muame-
le edilerek solusyon haline getirildi. 100 mikrolitre 
örnek moleküler işlemler için ayrıldı. Peynir örnek-
lerinin sekans hazırlığı için, DNA ekstraksiyonu 
QIAmp DNA Stool Kit (Qiagen) ile üretici firmanın 
talimatlarına uygun olarak gerçekleştirildi. Mikro-
biyal DNA konsantrasyonu Qubit (Thermo) ile öl-
çüldü ve minumum 1 -3 ng arasında olacak şekilde 
ayarlandı.

Yeni Nesil Sekanslama
16S Metagenomics Kit (Thermo Scientific, USA) 
ile 2 ayrı PCR mix (1.havuz: 2., 4., 8. varyant bölge; 
2.havuz: 3., 6., 7., 9. varyant bölge) hazırlandı. Po-
zitif kontrol olarak 1:20 dilüe edilmiş (1.5 ng/µl) E. 
coli DNA kontrol stoğu kullanıldı. PCR analizi so-
nucu elde edilen ürünler, %2’lik agaroz jel elektro-
forezine tabi tutuldu. Jel elektroforezine tabi tutulan 
PCR ürünleri Agencourt AMPure XP beads (Ther-
mo Scientific, USA) ile DynaMag-2 magneti yardı-
mıyla kitin önerdiği koşullar doğrultusunda pürifiye 
edildi. Elde edilen DNA’nın kantitasyonu, Ion Uni-
versal Library Quantitation Kit (Thermo Scientific, 
USA) ile üretici firmanın önerdiği koşullara uygun 
olarak Real-Time PCR analiziyle gerçekleştirildi. 
DNA konsantrasyonu, dilüsyon/konsantrasyon aya-
rı yapılarak gerçekleştirildi. 

Ion PGM Hi-Q View OT2 Kit ve Ion PGM Hi-Q 
View OT2 Solutions (Thermo Scientific, USA) ile 
firmanın önerdiği koşullar altında emülsiyon PCR’ı 
gerçekleştirildi. Bu amaçla Ion One Touch 1 (Ther-
mo Scientific, USA) cihazı kullanıldı.

Kütüphane oluşturulması (uçlara tamir en-
zimi uygulama) için Ion Plus Fragment Library 
Kit (Thermo Scientific, USA) ile üretici firmanın 
talimatlarına uygun şekilde kütüphane oluşturul-
du. Barkod ligasyonu, adaptör ligasyonu (bir ucu 
A adaptörü, diğer uca P1 adaptörü) için Barcode 
Adapters 1-16 Kit (Thermo Scientific, USA) ile 
kitin önerdiği koşullar doğrultusunda DNA barkod 
kütüphanesi oluşturuldu.

Mikroçipe yükleme için, PGM analizi için 
hazırlanan örnekler Ion 318 veya Ion 316 Chip 
(Thermo Scientific, USA)’e aktarıldı. PGM’de koş-
turma için, örneklerin yüklendiği mikroçipe Ion tor-
rent (Thermo Scientific, USA) cihazına yerleştirile-
rek sekans analizi gerçekleştirildi. 
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Metagenomik Analiz
İonReporter programı (Thermo Scientific, USA) 
tarafından yapılan bu analizde, okumaların kalite 
kontrolleri, eşik değerlerde elde edilen data istatis-
tikleri, her bir kompleksin gen içeriğinde değişiklik 
olup olmadığı, gen bölgesinin konumu ve uzunlu-
ğu, gen bölgesi ve her bir gen bazındaki homoloji 
oranları incelendi. Yeni nesil sekans sisteminin ça-
lışması ile ilişkili diğer biyoinformatik analiz sis-
teme yüklü programlar tarafından otomatik olarak 
yapıldı. Bu aşamadaki işlemler özetle, kütüphane 
oluşturulması ve cihaz çıktılarının dijital ortamda 
birleştirilerek dizinin oluşturulmasını kapsadı. Son 
aşama ise, sekanslama sonucunda elde edilen bil-
gilerin ilk aşamada yapıldığı gibi analizini, ayrıca 
BLAST programı ile kendi içinde ve GenBankası 
verileri ile karşılaştırmasını kapsadı. Bu işlemler 
sonucunda örnekte mevcut tüm prokaryotik orga-
nizmaların filumdan türe kadar olan taksonomik 
düzeylerde orantısal yoğunluğu elde edildi. Ayrıca 
bu tüm geçerli okumalar OTU (operasyonel takso-
nomik ünite) olarak alındı. Örneklerdeki familya, 
cins ve tür düzeyinde alfa-çeşitlilik gösterilmesi 
için Chao, Shannon ve Simpson rarefaction algo-
ritması kullanıldı. Aşağıda belirtilen okuma kalitesi 
eşikleri kullanıldı; minimal 10 okuma üstü, minimal 
150 baz okuma. 

Bulgular
İncelenen 5 peynir örneğinin yeni nesil DNA sekan-
sı sonucunda örnek başına ortalama 480653 okuma 
yapılırken, bunlardan 419842 adeti kalite filtrele-
rini geçti. Kalite dışı okumalar çıkarıldıktan son-
ra 330851 adeti haritalandırılarak mevcut bakteri 
taksonlarından biri ile eşleştirildi. Okuma sayıları 
kullanılan değişken bölgeye göre farklılık göster-
di. Haritalanan okumalar içinden en yüksek sayıda 
okuma 188938 ile V3 bölgesinde yapıldı. En düşük 

sayıda okuma ise 10844 ile V2 bölgesinde yapıldı. 
İncelenen peynir örneklerinin tümünde 3’er filum 
belirlendi. Firmicutes ortalama %91,5 ile en yoğun 
filum olarak bulunurken, Actinobacteria en seyrek 
filum olarak (%0,01) bulundu (Tablo1). Sınıf düze-
yinde Gammaproteobacteria (%8,4 ) saptanan tek 
Proteobacteria sınıfı oldu. Tüm peynir örneklerinde 
Actinobacteria filumu içinde 1, Firmicutes filumu 
içinde 5, Proteobacteria filumu içinde 3 familya be-
lirlendi. En yüksek oranda bulunan familya %86,2 
ile Streptococcaceae oldu. Bunu Firmicutes filumu 
içindeki familyalardan Enterococcaceae (%2,7) ve 
Lactobacillaceae (2,1) izledi. Enterobacteriaceae 
familyası ise %7,6 oranında bulundu. Genus düze-
yinde sonuçlar Tablo2’de gösterilmiştir. Peynir ör-
neklerinin metagenomik analizi sonucunda 25 adet 
cins belirlendi, bunlardan 23 adeti tüm örneklerde 
ortak olarak bulundu. Cins düzeyinde en yüksek 
çeşitlilik 13 cins ile Enterobacteriaceae familyası 
içinde görüldü. Diğer tüm familyalar en fazla 2 cins 
ile temsil edildi. Cins düzeyinde en yüksek ortalama 
relatif yoğunluk gösteren cins Lactococcus (%85,4) 
oldu. Peynir örneklerinin metagenomik analizi ile 
belirlenen türlerin ortalama relatif %oranları, pozi-
tif bulunan örnek sayısı ve referans genumlara % 
homolojisi Tablo3’de gösterilmiştir. İncelenen ör-
neklerde toplam 59 tür belirlenirken, bunlardan 20 
adeti tüm örneklerde ortak olarak bulundu. Toplam 
9 Enterococcus türü bulunurken, bunu 6 tür ile La-
ctobacillus, 5 tür ile Buttiauxiella ve 4 tür ile La-
ctococcus ve Citrobacter takip etti. Lactobacillus 
lactis tek başına %84 relatif yoğunluk ile en baskın 
tür olarak belirlendi. Bundan sonraki en yüksek di-
ğer türler Enterococcus italicus (%1,8), Citrobacter 
freundii (%1,7), Lactococcus raffinolactis (%1,35), 
Lactobacillus brevis (%1,1) olarak saptandı. Tüm 
türler referans genlere %99’un üzerinde homoloji 
gösterdi.

Tablo1. Peynir örneklerinin metagenomik analizi ile belirlenen üst taksonlar ortalama relatif % oranları
Filum % oranı Sınıf % oranı Takım % oranı Familya % oranı
Actinobacteria 0,01 Actinobacteria 0,01 Actinomycetales 0,01 Micrococcaceae 0,01
Firmicutes 91,58 Bacilli 91,58 Bacillales 0,24 Staphylococcaceae 0,24

Lactobacillales 91,34 Enterococcaceae 2,77
Lactobacillaceae 2,13
Leuconostocaceae 0,24
Streptococcaceae 86,2

Proteobacteria 8,42 Gammaproteobacteria 8,42 Enterobacteriales 7,69 Enterobacteriaceae 7,69
Pasteurellales 0,66 Pasteurellaceae 0,66
Pseudomonadales 0,07 Moraxellaceae 0,07



30 Savaşan S ve Beyaz D. Erken Olgunlaşma Dönemindeki Geleneksel Peynir Mikrobiyomunun Metagenomik Analizi

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 27-35

Tablo2. Peynir örneklerinin metagenomik analizi ile belirlenen tüm taksonomik üniteler.
Filum Sınıf Takım Aile Cins %

harita okuma Türler

Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Kocuria 0,01 salcida/varians

Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Macrococcus 0,19 caseolyticus/carouselicus

Staphylococcus 0,05 aureus/simiae

Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 2,772

italicus
durans
faecium
hirae
lactis
mundtii
raffinosus
thailandicus
villorum

Lactobacillaceae Lactobacillus 2,12

brevis
fabifermentans
paraplantarum
pentosus
plantarum
xiangfangensis

Pediococcus 0,01 pentosaceus/argentinicus

Leuconostocacceae Leuconostoc 0,24
mesenteroides
lactis
pseudomesenteroides

Streptococcaceae Lactococcus 85,42

lactis
raffinolactis
garvieae
taiwanensis

Streptococcus 0,78 parauberis/uberis

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Buttiauxella 0,75

agrestis
ferragutiae
izardii
noackitiae
warmboldiae

Citrobacter 3,03

murliniae
gillenii
freundii
braakii

Enterobacter 0,4
asburiae
cloacae
hormaechei

Escherichia 1,23
vulneris
albertii
fergusonii

Gibbsiella 0,31 quercinecans

Hafnia 0,1 paralvei/alvei

Klebsiella 0,15 oxytoca

Kluyvera 0,34 intermedia/ascorbata

Pantoea 0,13 agglomerans

Serratia 0,76 marcescens

Trabulsiella 0,09 guamensis

Yersinia 0,35

Yokenella 0,65 regensburgei

Pasteurellales Pasteurellaceae Pasteurella 0,01

Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 0,06 johnsonii

Enhydrobacter 0,01 aerosaccus
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Tablo3. Peynir mikrobiyomunun metagenomik analizi ile belirlenen türlerin ortalama relatif %oranları. Tabloda türün 
bulunduğu toplam örnek sayısı, okunan sekansın referans genoma % homolojisi ve forward:reverse oranı ayrı sütun-
larda gösterilmiştir.
Cins Tür Pozitif örnek sayısı ort. Relatif % % ID F:R
Kocuria salcida 3 0,005 >99

varians 2 0,005 >99
Macrococcus caseolyticus 5 0,1 99.17 - 100 37.6 : 62.4

carouselicus 2 0,09 >99
Staphylococcus aureus 3 0,04 >99

simiae 2 0,01 >99
Enterococcus italicus 5 1,8 99.11 - 100 73.33 : 26.67

durans 3 0,67 >99
faecium 2 0,05 >99
lactis 2 0,075 >99
hirae 2 0,04 >99
villorum 1 0,047 >99
mundtii 1 0,039 >99
thailandicus 1 0,03 >99
raffinosus 1 0,021 >99

Lactobacillus brevis 5 1,1 100 - 100 100 : 0
fabifermentans 3 0,77 >99
pentosus 2 0,1 >99
paraplantarum 1 0,07 >99
xiangfangensis 1 0,05 >99
plantarum 1 0,03 >99

Pediococcus pentosaceus 3 0,005 >99
argentinicus 2 0,005 >99

Leuconostoc mesenteroides 3 0,1 >99
lactis 2 0,08 >99
pseudomesenteroides 1 0,06 >99

Lactococcus lactis 5 84 99.02 - 100 79.94 : 20.06
raffinolactis 5 1,35 99.11 - 100 90.7 : 9.3
garvieae 5 0,065 99.14 - 99.14 0 : 100
taiwanensis 1 0,005 >99

Streptococcus parauberis 5 0,69 99.1 - 100 37.27 : 62.73
uberis 2 0,09 >99

Buttiauxella ferragutiae 3 0,25 >99
agrestis 2 0,17 >99
izardii 2 0,15 >99
warmboldiae 1 0,1 >99
noackitiae 1 0,08 >99

Citrobacter freundii 5 1,7 99.17 - 100 43.24 : 56.76
gillenii 5 0,8 99.08 - 100 27.06 : 72.94
murliniae 5 0,34 100 - 100 42.34 : 57.66
braakii 1 0,19 >99

Enhydrobacter aerosaccus 5 0,01 100 - 100 100 : 100
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Cins Tür Pozitif örnek sayısı ort. Relatif % % ID F:R
Enterobacter asburiae 3 0,2 >99

cloacae 2 0,1 >99
hormaechei 1 0,1 >99

Escherichia vulneris 5 0,9 99.44 - 100 48.18 : 51.82
albertii 3 0,18 >99
fergusonii 2 0,15 >99

Gibbsiella quercinecans 2 0,31 >99
Hafnia paralvei 5 0,08 99.58 - 99.58 0 : 100

alvei 2 0,02 >99
Klebsiella oxytoca 5 0,15 100 - 100 100 : 0
Kluyvera intermedia 5 0,25 99.58 - 99.58 0 : 100

ascorbata 2 0,09 >99
Pantoea agglomerans 5 0,13 100 - 100 100 : 0
Serratia marcescens 5 0,76 99.13 - 99.15 0 : 100
Trabulsiella guamensis 5 0,09 100 - 100 0 : 100
Yersinia sp. 3 0,35 >97
Yokenella regensburgei 5 0,65 99.17 - 99.17 0 : 100
Pasteurella sp. 2 0,01 >97
Acinetobacter johnsonii 5 0,06 99.44 - 99.44 100 : 0
Enhydrobacter aerosaccus 5 0,01 100 - 100 100 : 100

Tartışma ve Sonuç

Peynir mikrobiyolojik olarak aktif bir gıdadır ve 
mikrobiyotası organoleptik, fiziko-kimyasal ve ben-
zeri kendine has özelliklerinin oluşumunda önemli 
role sahiptir. Kültürden bağımsız yeni nesil sekans 
gibi yöntemlerin, peynirin sahip olduğu mikrobi-
yotanın detaylı incelenmesinde ve oluşumundaki 
mikrobiyal aktivitelerin araştırılmasında etkili hale 
geldiği düşünülmektedir.

Oscypek, Polonya’da Tatra dağları bölgesine 
özgü, çiğ koyun sütünden, starter kültür kullanıl-
madan üretilen, haşlamış-tütsülenmiş bir peynir 
çeşitidir. Oscypek peynirinin yapımı ve olgunlaş-
ması aşamalarında oluşan mikrobiyotanın incelen-
mesi amaçlı yapılan çalışmada, hem kültürel hem 
de PCR-DGGE ve 16S rRNA gen amplikonlarının 
pyrosekans gibi kültürden bağımsız metodlar kul-
lanılmıştır. Kültüre bağlı ve PCR-DGGE teknik-
leri ile peynirdeki predominant mikroorganizma-
lar saptanmış, sekans tekniği (454 pyrosekans) ile 
çok daha fazla düzeyde bakteri çeşitliliği saptan-
mıştır. Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 
Streptococcus, Enterococcus gibi bakteri cinsleri her 

üç yöntemle de saptanmışken, Bifidobacteriaceae, 
Moraxellaceae (çoğunlukla Enhydrobacter) gibi ai-
lelere bağlı subdominant bakteriler ve düşük düzey-
lerdeki bakteriler pyrosekans ile saptanabilmiştir. 
Bir peynir bakteri sisteminde bifidobacteria sekan-
sının varlığı ilk kez bildirilmiştir. Bakterilerin ya-
nısıra, yüksek oranda maya çeşitliliği saptanmıştır. 
Oscypek peynirinin bakteriyel çeşitliliğinde önemli 
olan Bifidobacteriaceae, Moraxellaceae (çoğun-
lukla Enhydrobacter) %0,71 ve %0,45 gibi düşük 
oranlarda saptanmıştır. Bölgesel şartlar, peynirin 
yapım aşamaları gibi sebeplere bağlı olarak, barsak 
mikrobiyotasına, üretim alanına (su, personel v.b.) 
ait olduğu bilinen Actinobacteria ve Proteobacteria 
bakterilerinin bulunması şaşırtıcı değildir. Sonuç 
okumalarının %20’si gibi yüksek bir oranı sınıf-
landırılmamış taksonomi olarak belirtilmiştir [1]. 
Polonya’da çiğ koyun sütü ile yapılan peynirdeki 
(Oscypek) saptanan mikrobiyotada bulunan bakte-
riler bu çalışmada bulunan bakterilerle aynı olup bu 
çalışmada bifidobacteria bulunmamıştır.

Azores bölgesinin (Portekiz) çiğ inek sü-
tünden üretilen yöresel peyniri Pico ‘nun bakte-
riyel çeşitliliğinin saptanması amacı ile yapılan 
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bu ilk çalışmada, Pico peynirinin mikrobiyotası-
nın belirlenmesi amacıyla, 16S rDNA’ nın V3-V4 
bölgelerinin etiketlenmiş amplikonlarının pyro-
sekansı ve Operational Taxonomic Unit-based 
(OTU-based) analizleri yapılmıştır. Pyrosekans 
sonucunda, 4 filum (Firmicutes, Proteobacteria, 
Actinobacteria, Bacteriodetes) ve 54 cins belir-
lenmiştir. Predominant cins olarak Lactococcus 
(%77) saptanmıştır. Staphylococcus %0,5 olarak 
belirlenmiştir. OTU analizleri ile Lactococcus, 
Streptococcus, Acinetobacter, Enterococcus, 
Lactobacillus, Staphylococcus, Rothia, Pantoea 
ve sınıflandırılamamış Enterobacteriaceae ailesine 
bağlı bakteriler saptanmıştır [13]. Bu çalışmada ise 
Bacteriodetes filumu saptanmamış, diğer 3 filum 
Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria belir-
lenmiştir, Lactococcus %85.42 oranında saptanmış-
tır.

Sicilya’da (İtalya) üretilen el yapımı Ragusano 
peynirinin mikrobiyal çeşitliliğini araştırmak ama-
cıyla yapılan çalışmada, PCR, reverse transcripta-
se-PCR ve 16S rRNA genlerinin (rDNA) denature 
gradient gel elektroforezis (DGGE) yöntemleri kul-
lanılmıştır. Klonlama ve sekans uygulamaları son-
rası rDNA amplikonları, Leuconostoc, Lactococcus 
lactis, Macrococcus caseolyticus türlerini kapsa-
yan mezofilik laktik asit bakterilerinin (LAB) çiğ 
sütte baskın olduğu, laktik fermentasyon sırasında 
ise Streptococcus thermophilus’un baskın olduğu 
saptanmıştır. Diğer termofilik laktik asit bakteri-
leri (Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fer-
mentum) peynirin olgunlaşması aşamasında oluş-
maya başladıkları belirlenmiştir. Farklı çiftliklerde 
üretilen Ragusano peynirlerinin mikrobiyotasının, 
üretim şeklinin ve çevresel faktörlerin benzerliği-
ne paralel olarak saptandığı bildirilmiştir [12]. Bu 
çalışmada ise farklı olarak Streptococcus thermop-
hilus saptanmamış, Streptococcus parauberis ve 
Streptococcus uberis saptanmıştır. Lactobacillus ge-
nusu %2.12 oranında belirlenmiş, tür düzeyinde ise 
Lactobacillus brevis, Lactobacillus fabifermentans, 
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus paraplanta-
rum, Lactobacillus xiangfangensis, Lactobacillus 
plantarum saptanmıştır.

Kontinental tipte salamura peynir yapım aşa-
maları sırasında mikrobiyal değişimlerin saptanma-
sı amacıyla yapılan bu araştırmada 16S rRNA amp-
likon sekansı kullanılmıştır. Peynirin olgunlaşma 

aşaması boyunca, uzun olgunlaşma gününe sahip 
peynirlerde, kısa süreli olgunlaşma gününe sahip 
peynirlere göre daha fazla mikrobiyal çeşitliliğe 
sahip olduğu belirlenmiştir. Pastörize sütten üretil-
miş kontinental tip peynirlerle ilişkilendirilmeyen 
Thermus, Pseudoalteromonas, Bifidobacterium ge-
numlarının tespit edilmesi dikkat çekici bir sonuç 
olarak bildirilmiştir. Klasik kültür analiz yöntem-
leri ve PCR tekniği tüm mikrobiyal popülasyonun 
saptanmasında yetersiz kalmaktadır. High throu-
ghput next generation sequencing (NGS) yüksek 
düzeyde kompleks ekosistemlerde dominant ve 
sub-dominant mikrobiyal popülasyonların anlamlı 
analizlerine olanak sağlamaktadır. Analizler sonu-
cunda α-çeşitliliğin peynirin olgunlaşma aşama-
sında azaldığı saptanmıştır. Filogenetik olarak 5 
filuma (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, 
Deniococcus-Thermus, Actinobacteria) ait bakte-
rilerin saptandığı bildirilmiştir. Lactobacillus ve 
Streptococcus populasyonları hem kısa olgunlaş-
tırma süresine sahip hem de uzun olgunlaştırma 
süresine ait peynir örneklerinde dominant düzeyde 
saptanmıştır. Acinetobacter ve Pseudomonas sade-
ce erken olgunlaştırma süresine sahip peynirlerde, 
Corynebacterium ve Brevibacterium yalnızca uzun 
olgunlaştırma süresine sahip peynir örneklerin-
de sub-dominant olarak saptanmışlardır [16]. Bu 
çalışmada 3 filum ( Firmicutes, Actinobacteria, 
Proteobacteria ) belirlenmiştir. 

Gıda üretim alanlarındaki mikrobiyal kontami-
nasyon gıda kalitesi ve güvenliği açısından oldukça 
önemlidir. Bu araştırmada bir süt işletmesi üretim 
alanındaki mikrobiyota hem 16S rRNA hem de 
26S rRNA bazlı high-throughput amplikon sekans 
(HTS) ile çalışılmıştır. Çevresel svapların mikrobi-
yotasının oldukça kompleks olduğu, 200’den fazla 
taksonomik birim içerdiği bildirilmiştir. Örneklerin 
%70’inin mikrobiyotasında laktik asit bakterileri 
özellikle Streptococcus thermophilus baskın ola-
rak saptanmıştır. Örneklerin %50’sinin mikrobi-
yotasında da peynirlerde bozulmaya sebep olan 
Pseudomonas, Acinetobacter, Psychrobacter bakte-
rileri belirlenmiştir. En yoğun olarak saptanan ma-
yalar ise Kluyveromyces marxanius, Yamadazyma 
triangularis, Trichosporon faecale, Debaryomyces 
hansenii olarak bildirilmiştir. Beta-çeşitlilik ana-
lizlerinin, maya ve bakteri popülasyonlarına bağlı 
olarak çevresel ve peynir örnekleri arasındaki ay-
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rımı net olarak gösterdiği bildirilmiştir [15]. Bu ça-
lışmada Acinetobacter saptanmış, Pseudomonas ve 
Psychrobacter saptanmamıştır. Moraxellaceae aile-
sinden Acinetobacter johnsonii ve Enhydrobacter 
aerosaccus tüm peynir örneklerinde bulunmuştur. 

Yerel süt mikrobiyotasının, teknolojik ve çevre-
sel parametrelerin olgunlaştırılmış peynirin mikro-
biyotası üzerine etkilerini, farklı ortamlarda üretilen 
Gouda peynirinin yapısında bulunan predominant 
mikrobiyal yapının çeşitliliğini araştırmak amaçlı 
bu çalışmada, analizlerde PCR-denaturing gradient 
gel electrophoresis (PCR-DGGE) tekniği kullanıl-
mıştır. Pastörize sütten üretilen Gouda peynirlerin-
deki bakteriyel çeşitliliğin düşük düzeylerde olduğu 
bildirilmiştir. Çiğ sütten üretilen peynirlerdeki ente-
rokok ve pediokok çeşitliliği, pastörize sütten üreti-
len peynirlerdekine göre bir miktar yüksek düzeyde 
saptanmıştır. Peynirdeki lezzet oluşumunda önemli 
yeri olan Lactobacillus plantarum yalnızca çiğ sütten 
üretilen peynirlerde saptanmıştır. Bir günlük olan ve 
çiğ sütten üretilen peynirlerde mastitis etkeni olan 
Streptococcus dysgalactiae saptanmıştır ve yine 
çiğ sütten üretilmiş peynirlerde Enterobacteriaceae 
genumumda yer alan Gammaproteobacteria yük-
sek düzeylerde bulunmuştur [5]. Bu çalışmada 
Lactobacillus plantarum 1 peynir örneğinde saptan-
mışken, Lactobacillus brevis tüm peynir örneklerin-
de saptanmış, Gammaproteobacteria %8,42 oranın-
da saptanmıştır. 

Camembert peyniri gibi kompleks bir ekosis-
teme sahip peynirin real-time PCR (qPCR) tek-
niği ile maya ve küf yönünden mikrobiyotasının 
araştırıldığı çalışma sonucunda peynir ekosiste-
minde, Kluyveromyces lactis az yoğunlukta iken, 
Penicillium camemberti ve Geotrichum candi-
dum’un hızlıca dominant hale geldikleri saptan-
mıştır. Peynir ekosistemine katılan Debaryomyces 
hanseii’in ise Kluyveromyces lactis’in gelişimini 
tamamen inhibe ettiği bildirilmiştir [8]. 

Yeni nesil sekans sisteminin ve bununla iliş-
kili bioinformatik araçların kalite skorları, kul-
lanılan filtreler ve yüksek homoloji düzeyleri, 
okumaların ve sonuçların %99 üzerinde güvenilir 
olduğunu gösterdi. İncelenen peynir örneklerinde 
ortak olarak bulunan mikrobiyomun kompozis-
yonu sütte doğal olarak bulunan bakterilerin yan-
sıması olarak değerlendirildi. Elde edilen bulgular 
geleneksel peynirin olgunlaşmasında Lactococcus 

lactis’in baskın olduğunu göstermektedir, ayrıca 
bunun yanında Lactobacillus, Enterococcus ve di-
ğer Lactococcus türlerinin peynirin tat, koku, aro-
ma gibi özelliklerinin oluşumunda rol aldığı düşü-
nülmüştür. Muhtemelen peynirin konvansiyonel 
kültüründe ayırt edilemeyen Lactobacillus brevis, 
Lactobacillus fabifermentans, Lactobacillus pen-
tosus, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus 
xiangfangensis, Lactobacillus plantarum gibi diğer 
türlerinde geleneksel peynir üzerindeki etkilerinin 
incelenmesi gerektiğini göstermiştir. Sütün doğal 
yapısında bulunan ve peynir oluşumunda rol oy-
nayan bakteriler yanında, genellikle patojen ve ko-
mensal bakterileri kapsayan proteobakterilerinde 
bulunması, peynirdeki olası kontaminasyonları ve 
halk sağlığı yönünü akla getirmektedir. Ancak ge-
rek bu gruptaki bakterilerin relatif yoğunluğunun 
düşük olması ve gerekse bu bakterilerin taksonomik 
dağılımı, bunların kaynağının fekal kontaminasyon 
olduğunu düşündürmüştür. Tespit edilen proteolitik 
bakterilerin dağılımı ruminant fekal mikrobiyomu 
ile uyum göstermektedir. Kırsal kesimdeki süt sa-
ğım koşulları, koyun sağımındaki bilinen konta-
minasyon olasılığı gözönüne alındığında saptanan 
proteobakterilerin özellikle enterobakterilerin varlı-
ğının normal olduğunu düşündürmüştür.
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Özet: Batı Nil Virüsü (BNV) Flaviviridae ailesine mensup olup artopodlarla bulaşan, insanlar, atlar, kuşlar ve çeşitli 
vahşi hayvanlarda ensefalit vakası ile seyredebilen ve salgınlara sebep olabilen bir zoonoz hastalık etkenidir. BNV’nin 
doğal vektörü Culex ve Aedes cinsi sivrisinekler olup, bu artropodlar ile yabani kuşlar arasında önemli bir bulaşma 
zinciri mevcuttur. BNV’nin enfeksiyon spektrumunda at, insan, köpek, koyun gibi memeli hayvanlar ile tavuk gibi evcil 
kanatlı hayvanlar da bulunabilmektedir. Bu çalışmada Şanlıurfa’da yerleşik damızlık atlarda Batı Nil virüsü enfeksi-
yonunun serolojik (ELISA ve PRNT) ve virolojik (Real Time RT-PCR) olarak araştırılması hedeflenmiştir. Bu amaçla 
Şanlıurfa ilinde 10 farklı merkezde bulunan toplam 277 damızlık attan alınan kan serumu örnekleri kullanıldı. Örnekler 
öncelikle BNV Ab ELISA testine tabi tutularak antikor varlığı açısından değerlendirildi. Örneklerden 42 adedi (%15.16) 
seropozitif, 16 adedi (%5.77) şüpheli, 219 adedi (%79.06) seronegatif olarak değerlendirildi. Mevcut seropozitif ve şüp-
heli örnekler PRNT’ye tabi tutuldu. Söz konusu 42 seropozitif örnekten 11 adedi (%26.19)’nin spesifik Batı Nil virüs 
antikoru taşıdığı tespit edildi. Şüpheli örneklerin hiçbirinde PRNT seropozitifliğine rastlanmadı. Örneklenen 277 damız-
lık atın 11 adedinde (%3.97) spesifik Batı Nil virüs antikoru saptandı. BNV Ab ELISA testi ile seropozitif olarak tespit 
edilen 42 örnek ile 16 adet şüpheli örneğin hiçbirisinde Real Time Revers Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(rtRT-PCR) ile viral RNA saptanamadı. 
Anahtar kelimeler: Batı Nil Virüs, ELISA, PCR, PRNT

Serological and Virological Investigation of West Nile Virus Infection in Resident Breeder 
Horses at Şanlıurfa Province

Abstract: The West Nile Virus (BNV) is a zoonotic disease agent that is a member of the Flaviviridae family and which 
is transmitted by artopods and can cause encephalitis in humans, horses, birds and various wild animals. The natural vec-
tor of the BNV is the Culex and Aedes genus mosquitoes, and there is an important contamination chain between these 
arthropods and wild birds. In the infection spectrum of BNV, mammalian animals such as horses, humans, dogs, sheep, 
and domestic poultry such as chickens can be found. In this study, it was aimed to investigate West Nile virus infection 
in serological (ELISA and PRNT) and virological (Real Time RT-PCR) in breeding horses in located in Şanlıurfa. For 
this purpose, blood serum samples taken from 277 breeding horses in 10 different centers in Şanlıurfa province were 
used. Samples were first subjected to BNV Ab ELISA and evaluated for antibody presence. 42 (15.16%) of the samples 
were seropositive, 16 (5.77%) were suspected and 219 (79.06%) were seronegative. Existing seropositive and suspi-
cious samples were subjected to PRNT. Eleven (26.19%) of the 42 seropositive samples were identified to carry specific 
West Nile virus antibodies. None of the suspicious specimens had PRNT seropositivy. Eleven (3.97%) of 277 breeding 
horses were identified with specific West Nile virus antibodies. No viral RNA could be detected by Real Time Revers 
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (rtRT-PCR) in 42 samples seropositive by BNV Ab ELISA test.
Key words: ELISA, PCR, PRNT, West Nile Virus

Giriş

Batı Nil Virüsü (BNV) insanlar, atlar, kuşlar ve çe-
şitli vahşi hayvanlarda ensefalit vakası ile seyreden 
salgınlara sebep olabilen, artropodlarla bulaşan, 
Flaviviridae ailesine mensup zoonoz bir hastalık 
etkenidir [2,4,8]. Virüsün doğal taşıyıcısı Culex 
ve Aedes cinsi sivrisineklerdir. Yabani kuşlarla bu 
artropodlar arasında önemli bir geçiş zincirine sa-

hip olan virüs insan, at, köpek, koyun gibi memeli 
hayvanlar ile tavuk gibi evcil kanatlı hayvanları da 
enfekte edebilmektedir [18,19,20].

Ülkemizin, kuşların önemli göç yolları arasında 
yer alması enfeksiyonun yayılması açısından önem 
arz etmektedir. Aynı zamanda ülkemizin at yetişti-
riciliği açısından oldukça ileri bir noktada olması, 
enfeksiyonunun at yetiştiriciliğinde sebep olabile-
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ceği performans düşüklüğü ve kayıplardan dolayı 
Batı Nil Virüs enfeksiyonunu ekonomik yönden 
önemli bir hale getirmektedir. Bu çalışmanın yapıl-
dığı coğrafi konumun göçmen kuşların göç yolları 
üzerinde yer alması, bölgenin ılıman iklim kuşağın-
da bulunması ve sulak arazi oranının yüksek olması 
ve araştırmada örneklenen yerleşik at popülasyonu 
yanında yılın belirli zamanlarında yarış programı 
kapsamında olan Şanlıurfa’ya ülkenin değişik şe-
hirlerinden gelen yarış atları için de Batı Nil Virüs 
enfeksiyonu riskinin algılanması ve bu yolla yurdun 
değişik bölgelerine virüs iletimi olasılıklarının de-
ğerlendirilmesi adına Şanlıurfa’da yerleşik atlarda 
Batı Nil Virüsü enfeksiyonunun serolojik ve virolo-
jik olarak araştırılması amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot
Örneklenen İşletmeler
Çalışmada Şanlıurfa merkez ve çevre ilçelerinde da-
mızlık at yetiştiriciliği yapan 10 ayrı işletmede bu-
lunan toplam 277 attan alınan kan serumu örnekleri 
kullanıldı (Tablo 1). Mevcut işletmelerde bulunan 
atların yaşamları boyunca bulundukları il/ilçe’den 
farklı bir yere götürülmedikleri ve Batı Nil virüsü 
enfeksiyonuna karşı aşılanmadıkları öğrenildi. 

Tablo 1. Örnekleme yapılan işletmeler. 
İşletme

No
İşletmenin
Bulunduğu İlçe

Örneklenen
Hayvan Sayısı

I Merkez/Eyyübiye 21
II Merkez/Karaköprü 51
III Siverek 47
IV Siverek/Haliliye 44
V Suruç 53
VI Hilvan 47
VII Akçakale 5
VIII Halfeti 2
IX Viranşehir 1
X Bozova 6

Toplam 277

Hücre Kültürü
BNV’nin üretilmesi, virüsün titresinin hesaplan-
ması ve Plak Redüksiyon Nötralizasyon Testinde 
(PRNT) Vero E6 (ATCC CCL81-Afrika Yeşil 
Maymun Böbrek) devamlı hücre kültürü kullanıldı. 

Virüs
Araştırmada, Ankara Üniversitesi Veteriner 
Fakültesi, Viroloji Anabilim Dalı laboratuvarı ko-
leksiyonunda mevcut BNV suşu (West Nile virus 
NY-99 strain) kullanıldı. Virüs Vero E6 hücre kültü-
ründe üretildi ve PRNT’de 3x106/mL plak oluşturan 
ünite titresinde kullanıldı.

Kan Serum Örneklerinin Hazırlanması
Silikonlu tüplere alınan kan, pıhtılaştıktan sonra 
2000 devirde 10 dakika santrifüj edilip serumla-
rı ayrıldı. Serumlar test edilinceye kadar -20°C’de 
muhafaza edildi. PRNT öncesi serum örnekleri 
56°C’de 30 dakika tutulmak suretiyle inaktive edil-
di.

BNV Ab ELISA Testi
BNV proteinlerine karşı oluşan antikorların tespi-
ti amacıyla bütün serum örnekleri INGEZIM West 
Nile COMPAC antikor ELISA testine tabi tutuldu. 
Testin uygulama basamakları ve değerlendirme öl-
çütleri üretici firmanın belirlediği kriterlere göre 
yapıldı. 

BNV IgM ELISA Testi
BNV Ab ELISA test kiti ile seropozitif olarak tes-
pit edilen örnekler ile şüpheli olarak değerlendiri-
len bütün serum örnekleri BNV’ye spesifik akut 
dönem antikorlarının tespiti amacıyla IDEXX West 
Nile Virus IgM Antikor ELISA testine tabi tutuldu. 
Testin yapım aşamaları ve değerlendirme kriterleri 
üretici firmanın belirttiği prosedüre göre uygulandı.

Plak Redüksiyon Nötralizasyon Testi (PRNT)
BNV Ab ELISA test kiti ile seropozitif olarak tespit 
edilen 42 serum örneği ile şüpheli olarak değerlen-
dirilen 16 serum örneği plak redüksiyon nötralizas-
yon testine tabi tutuldu. Virüs kontrol gözlerindeki 
plak sayısının % 80 ve daha yüksek oranda azalma-
sına yol açan serum sulandırması o örneğin BNV’ye 
karşı spesifik nötralizan antikor taşıdığı yönünde 
değerlendirildi.

Real Time Revers Transkriptaz-Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu (rtRT-PCR)
BNV Ab ELISA test kiti ile seropozitif (42) ve 
şüpheli olarak değerlendirilen (16) serum örnek-
leri rtRT-PCR’a tabi tutuldu. Öncelikle viral ge-
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nomik RNA izolasyonu amacıyla ticari QIAamp 
Viral RNA Mini Kiti üretici firmanın önerdiği şe-
kilde kullanılarak RNA ekstraksiyonu yapıldı. Söz 
konusu örnekler viral genomik RNA varlığı açı-
sından gerçek zamanlı ters transkripsiyonlu poli-

meraz zincir reaksiyonuna tabi tutuldu. Bu amaçla 
Thermo Fisher tarafından geliştirilmiş Lineage-1 ve 
Lineage-2’yi tespit etme özelliğine sahip primer ve 
problar kullanıldı.

Testte kullanılan Primer ve prob dizaynları aşağıda sunuldu.
NS2A-Fwd	 5’-GGG CCT TCT GGT CGT GTT C-3’
NS2A-Prob	 5’-FAM-CCA CCC AGG AGG TCC TTC GCA A-TAMRA-3’
NS2A-Rev	 5’-GAT CTT GGC YGT CCA CCT C-3’

Kullanılan internal pozitif kontrol için primer ve prob dizaynları aşağıda sunuldu.
NS5-2-Fwd	 5’-GAA GAG ACC TCG GGC TCA TG-3’
NS5-2-Prob	 5’-VIC-CCA ACG CCA TTT GCT CCG CTG-TAMRA-3’
NS5-2-Rev	 5’-CGG TAG GGA CCC AAT TCA CA-3’

Realtime RT-PCR (rtRT-PCR) reaksiyon karı-
şımını hazırlamak için gerekli bileşenler ve miktar-
ları tablo 2’de gösterildi. 

Tablo 2. rtRT-PCR karışım bileşenleri ve miktarları.
Bileşen Miktar(μL)
2 x Reaksiyon Karışımı 12,5 µL
Primer Forward (50 pmol/µL) 1 µL
Primer Reverse ( 50 pmol/µL) 1 µL
DNAse, RNAse ari H2O 5,0 µL
Superscript mix 0,5 µL
Toplam 20 µL

Elde edilen rtRT-PCR reaksiyon karışımı 5 µL 
RNA ekstraktı ile +4°C’deki soğutucu bloklarda 
karıştırıldı. Elde edilen 25 µL üründeki saptama 
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System 
cihazı ile tablo 3’de verilen süre ve döngülerden 
oluşan programla gerçekleştirildi.

Tablo 3. Real Time RT-PCR ısı döngüsü ve döngü sayısı.
Safhalar Sıcaklık Süre Siklus sayısı
cDNA Sentezi 50°C 15 dk 1
Ön Denatürasyon 95°C 120 sn 1
Denatürasyon 95°C 10 sn

35
Bağlanma/Uzama 60°C 30 sn

Test örneklerine ait sonuçlar pozitif ve negatif 
kontrollerle karşılaştırılarak değerlendirildi. Pozitif 

kontrol ve pozitif örneklerde Ct değeri 35’den kü-
çük ve yükselen bir sigmoid logaritmik eğri olarak, 
Negatif kontrol ve negatif örneklerde ise Ct değe-
ri 35’ten büyük ve düz bir floresan çizgisi şeklin-
de izlendi. Ct değeri 30-35 arasında olan örnekler 
ise zayıf pozitif olarak değerlendirildi ve tekrar test 
edildi. 

Bulgular
BNV Ab ELISA ve BNV IgM ELISA Testi 
Sonuçları
Örnekleme yapılan toplam 10 adet işletmenin 6 
tanesinde Batı Nil virüsüne ait antikor varlığı tes-
pit edildi. Toplam 277 ata ait kan serum örneğinin 
BNV Ab ELISA ile kontrolü sonucunda örneklerin 
42 adeti seropozitif olarak belirlendi. On altı adet 
serum örneği ise testin değerlendirme kriterine göre 
şüpheli olarak kabul edildi. Söz konusu şüpheli 
örnekler ikinci kez aynı teste tabi tutuldu ve yine 
şüpheli aralıkta değerlendirildiler. Seropozitif ola-
rak tespit edilen örnekler (42 adet) ile şüpheli ara-
lıkta kalan örnekler (16 adet) IgM ELISA testi ile 
ikinci bir teste tabi tutularak söz konusu seropozitif 
hayvanların kaçının akut enfekte olduğunun tespiti 
yapıldı. Söz konusu 42 seropozitif örnekten 1 adeti 
IgM pozitif olarak bulunurken geri kalan 41 örnek 
IgG olarak değerlendirildi. Şüpheli aralıkta yer alan 
16 adet örnekten hiçbirinde IgM varlığı tespit edil-
medi. Örneklere uygulanan ELISA testlerinin so-
nuçları tablo 4’de sunuldu.
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Tablo 4. İşletmelere göre ELISA sonuçlarının dağılımı.

İşletme No İşletmenin Bulunduğu İlçe Örneklenen Hayvan Sayısı
Pozitif (%)
BNVAb (+) IgM (+)

I Merkez/Eyyübiye 21 3 (14.28) -
II Merkez/Karaköprü 51 5 (9.8) -
III Siverek 47 7 (14.89) -
IV Siverek/Haliliye 44 3 (6.81) 1* (2.27)
V Suruç 53 11 (20.75) -
VI Hilvan 47 13 (27.65) -
VII Akçakale 5 0 -
VIII Halfeti 2 0 -
IX Viranşehir 1 0 -
X Bozova 6 0 -

Toplam 277 42 (15.16) 1 (0.36)
 * Örnek aynı zamanda BNV Ab (+) örneklerden biri

Plak Redüksiyon Nötralizasyon Testi (PRNT) 
Sonuçları
ELISA testi ile tespit edilen seropozitifliklerin Batı 
Nil virüs’a karşı spesifik olup olmadığının saptan-
masına yönelik olarak BNV Ab ELISA testi ile se-
ropozitif olarak tespit edilen 42 örnek ile şüpheli 
aralıkta değerlendirilen 16 örnek Plak Redüksiyon 
Nötralizasyon Testine alındı. Seropozitif 42 ör-
nekden 11 adedi (%26.19) PRNT’de pozitif olarak 

tespit edildi ve bu bireyler BN virüse karşı spesifik 
antikor oluşturan bireyler olarak kabul edildi. IgM 
ELISA testi ile seropozitif olarak tespit edilen bir ör-
nek PRNT’de negatif sonuç verdi. BNV Ab ELISA 
testi ile şüpheli aralıkta değerlendirilen örneklerin 
hiçbirinde PRNT seropozitifliği saptanmadı. BNV 
Ab ELISA ve PRNT sonuçları karşılaştırmalı olarak 
tablo 5’de sunuldu.

Tablo 5. BNV Ab ELISA ve PRNT sonuçlarının ilçelere göre dağılımı.
İşletmenin 
Bulunduğu İlçe

Örneklenen
hayvan sayısı

ELISA Pozitif
hayvan sayısı (%)

PRNT Pozitif
hayvan sayısı (%)

Merkez/Eyyübiye 21 3 (14.28) 1 (4.76)
Merkez/Karaköprü 51 5 (9.8) 4 (7.84)
Siverek 47 7 (14.89) 3 (6.38)
Siverek/Haliliye 44 3 (6.81) 0
Suruç 53 11 (20.75) 1 (1.88)
Hilvan 47 13 (27.65) 2 (4.25)
Akçakale 5 0 0
Halfeti 2 0 0
Viranşehir 1 0 0
Bozova 6 0 0
Toplam 277 42 (15.16) 11 (3.97)

Real Time Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu Sonuçları
BNV Ab ELISA pozitif 42 ve şüpheli 16 adet örne-
ğinin ekstraksiyonu yapıldı ve elde edilen ürünler 

Real Time RT-PCR ile test edildi. Örneklerin hiçbi-
risinde Lineage 1 ve Lineage 2’ye ait BNV genomik 
RNA’sı tespit edilemedi.
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Tartışma ve Sonuç

Virüs ilk kez Uganda’da Batı Nil adı verilen bölge-
de yüksek ateşli bir kadın hastadan izole edilmiştir 
[17]. BNV’nin sebep olduğu at ensefaliti olguları 
ise ilk kez 1960’lı yılların başlarında Mısır ve Fran-
sa’da bildirilmiştir [3]. Batı Nil virüs enfeksiyonu 
çeşitli zamanlarda Asya, Afrika, Orta doğu, Balkan-
lar, Avrupa’nın doğusu ve güneyinde atlar ve diğer 
memelilerde salgınlara neden olmuştur. 

Güney Afrika’da 1974 yılında BNV’nin se-
bep olduğu yaklaşık 10.000 ateşli insan olgusu, en 
büyük BNV salgını olarak bilinmektedir [3]. Ro-
manya’da 1996 yılında BNV, arboviral ensefalitin 
büyük bir sebebi olarak ortaya çıkmış olup, altısı 
ölüm ile sonuçlanan 393 ensefalitli insan olgusu 
bildirilmiştir. Bindokuzyüz doksanaltı yılından son-
ra insanlarda ve atlarda BNV ensefalit olgularının 
Akdeniz havzasında, Rusya ve Avusturya’da hızlı 
bir şekilde arttığı bildirilmiştir [3].

Ülkemizde Batı Nil virüs enfeksiyonu ile ilgili 
insanlarda da yapılmış çeşitli çalışmalar bulunmak-
tadır. Bu konuda yapılmış ilk serolojik araştırmada 
İzmir, Erzurum, Adana ve Diyarbakır illerinde beş 
yaş altında, 6-15 yaş arasında ve 16 yaş üzerinde 
olmak üzere üç farklı yaş grubundan alınan toplam 
559 serum örneğinde hemaglütinasyon inhibisyon 
testiyle Batı Nil veya buna benzer bir ajanla mey-
dana gelen bir enfeksiyonun ülkemizde varlığı gös-
terilmiştir [9].

Serter [14] tarafından yapılan bir araştırmada 
1966 yılında İzmir ve civarından sinirsel belirtilerle 
hastaneye gelen bireylerin üçte birinin bu ajanlarla 
enfekte olduğu ve bunların çoğunun Arbovirüsler 
tarafından meydana gelen enfeksiyonlar olduğu ile-
ri sürülmüştür. Serter tarafından 1964-1966 yılları 
arasında İzmir ve civarında 20 hastanın kan serum-
larında arbovirüslerin araştırıldığı araştırma bulgu-
ları, Batı Nil başta olmak üzere bazı Arbovirüsler 
için pozitif reaksiyonları ve muhtemelen geçirilmiş 
enfeksiyonları işaret etmektedir. 

Araştırıcı benzer şekilde 1968’de İzmir ve 
çevresinde tick-borne virüs meningoensefalitlerini 
araştırmış ve Tick-borne, West Nile, Dengue Fever, 
Tahyna ve Sindois virüslerine karşı antikor varlığını 
tespit etmiştir [15]. 

Meço [10] Güneydoğu Anadolu Bölgesinde 
1970’lerde yaptığı bir çalışmada 937 bireye ait kan 

serumu örneğinde hemaglütinasyon inhibisyon testi 
ile BNV seropozitifliğini araştırmış ve bu bölgedeki 
farklı illerde %38 - 47.8 arasında değişen oranlarda 
seropozitiflik bulmuş ve seropozitifliğin yaşla bir-
likte arttığını vurgulamıştır. 

Serter’in 1980’de yürüttüğü bir başka çalış-
mada ise Ege illerinde yaptığı örneklemelerde he-
maglutinasyon inhibisyon testi ile 1074 bireyin 
%29,1’inde virüse spesifik antikorlar saptanmış, 
bunun %74’ü de nötralizasyon testi ile doğrulan-
mıştır [16]. Fakat elde edilen verilerin yüksek oran-
da Flavivirüsler arasında meydana gelen antijenik 
çapraz reaksiyonlardan kaynaklandığı belirtilmiştir.

Batı Nil virüs enfeksiyonu ülkemizde son 15 
yıl içerisinde özellikle at yetiştiriciliği yapılan iş-
letmelerde önemli bir enfeksiyon olarak karşımıza 
çıkmaktadır. Ülkemizde yapılan bildirimler ince-
lendiğinde enfeksiyonun özellikle ilkbahar yaz 
mevsimlerinde havanın ısınması ile artış gösterdiği, 
göçmen kuş popülasyonlarının durak yerlerinde ve 
sulak arazi oranının fazla olduğu bölgelerde yayılı-
ma sahip olduğu görülmektedir [5]. 

Özkul ve ark. (13) farklı türlerin kan serumla-
rına uyguladıkları PRN testinde 40 katır örneğinin 
1’inde (%2.5), 100 sığır örneğinin 4’ünde (%4), 114 
köpek örneğinin 43’ünde (%13.5), 259 at örneğinin 
35’inde (%13.5), 88 insan örneğinin 18’inde (%20
.4) ve 100 koyun örneğinin 1’inde (%1) batı Nil vi-
rus nötralizan antikorlarını tespit etmiş, elde edilen 
sonuçları geniş bir memeli yelpazesinin virüse ma-
ruz kaldığı şeklinde değerlendirmiştir. 

Bu çalışmada Şanlıurfa merkez ve çevre ilçele-
rinde yerleşik bulunan ve sağlıklı görünen Batı Nil 
virüs enfeksiyonunun son konakçısı olan damızlık 
atlarda hastalığın serolojik ve virolojik olarak araştı-
rılması amaçlanmıştır. Bu amaçla Şanlıurfa merkez 
ve çevresindeki ilçeleri kapsayan toplam 10 farklı 
merkezde yer alan ve mevcut yerlerinden örnekle-
me anına kadar farklı bir yere götürülmeyen ve yer 
değişikliği yapılmayan toplam 277 sağlıklı görü-
nümlü damızlık ata ait kan serumu örnekleri kul-
lanılmıştır. Söz konusu örnekler öncelikle Batı Nil 
virüsüne karşı antikor ELISA testine tabi tutulmuş, 
test edilen toplam 277 ata ait kan serumu örneğinin 
42 adedinde (%15.16) antikor varlığı saptanmıştır. 
On altı adet serum örneği testin değerlendirme kri-
terine göre şüpheli aralıkta bulunmuş bu sebeple 2. 



Duyum RA ve Karaoğlu T. Şanlıurfa’da Damızlık Atlarda BNV Enfeksiyonu’nun Serolojik ve Virolojik Olarak Araştırılması 41

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 36-43

kez aynı teste tabi tutulmuş ve yine şüpheli aralıkta 
saptanmıştır. 

Çalışmada örneklenen hayvanların kan serum-
larına yapılan BNV Ab ELISA testi ile öncelikli 
olarak hayvanların enfeksiyona maruz kalıp kalma-
dığı tespit edildi. Antikor pozitif olarak tespit edilen 
hayvanlar bu defa Batı Nil virüsü IgM ELISA tes-
tine tabi tutularak hangilerinin akut enfekte, hangi-
lerinin ise konvelesan dönemde olduğunun tespitine 
yönelik bir çıkarıma tabi tutuldular. Bu amaçla sero-
pozitif olarak tespit edilen 42 adet örnek ile 16 adet 
şüpheli örnek BNV IgM ELISA testine tabi tutuldu. 
BNV Ab ELISA testi ile seropozitif olarak saptanan 
42 örneğin 1 adeti IgM pozitif olarak saptanırken 
geri kalan 41 örnek IgG pozitif olarak değerlendiril-
di. Şüpheli 16 örnekten herhangi birisinde ise IgM 
seropozitifliği saptanmadı. Söz konusu IgM seropo-
zitif hayvanın IV no’lu merkezden örneklendiği ve 
mevcut 3 adet seropozitifliğin iki adedinin IgG ve 
bir adedinin IgM şeklinde olduğu sonucuna varıldı 
(Tablo 4). 

Örneklemelerin yapıldığı on adet merkezden 6 
adedinde (I, II, III, IV, V, VI) antikor varlığı tespit 
edilirken, 4 adet merkezden örneklenen hayvanların 
kan serum örneğinde (VII, VIII, IX, X) antikor var-
lığına rastlanmadı. 

Antikor varlığı tespit edilen merkezler tek tek 
değerlendirildiğinde (tablo 4); en yüksek seropozi-
tiflik oranı VI no’lu merkezde %27.65 (13/47) ola-
rak tespit edildi. Bunu sırasıyla; V nolu merkezde 
%20.75 (11/53), III no’lu merkezde %14.89 (7/47), 
I no’lu merkezde %14.28 (3/21), II no’lu merkezde 
%9.8 (5/51) ve IV no’lu merkezde %6.81 (3/44)’lik 
seropozitiflik değerleri takip etti. 

Araştırmaya katılan VII, VIII, IX ve X no’lu 
merkezlerde ise herhangi bir antikor türü yönünden 
seropozitifliğe rastlanamamıştır. Söz konusu mer-
kezlerde örneklenen hayvan sayısına bakıldığında 
VII no’lu merkezden 5, VIII no’lu merkezden 2, IX 
no’lu merkezden 1 ve X no’lu merkezden 6 hay-
vanın örneklendiği görülmektedir. Bu merkezler-
den yapılan örneklemelerden elde edilen sonuçlar 
enfeksiyonun o işletmelerdeki varlığı veya yokluğu 
hakkında söz söyleyebilmek için son derece yeter-
sizdir. Ancak örneklem büyüklüğünün biraz daha 
fazla olduğu komşu ilçelerin sonuçlarına bakıldı-
ğında, söz konusu hastalığa yönelik seroprevalansın 

%6.81 (IV no’lu merkez) ile %27.65 (VI no’lu mer-
kez) arasında değiştiği görülmektedir.

Batı Nil Virüse ilişkin serokonversiyonların 
tespiti için üretilen ELISA temelli test sistemleri, 
Flavivirüs cinsi içindeki diğer virüslere karşı olu-
şan antikorlar ile çapraz reaksiyon verebilmektedir. 
Yapılan çeşitli araştırmalarda BNV ELISA Antikor 
test sistemlerinin St Louis ensefalitis virüs, Japon 
ensefalitis virüs, Usutu virüs veya tick-borne en-
cephalitis (TBE) gibi diğer bazı flavivirüslere karşı 
oluşan antikorlar ile çapraz reaksiyon verebildiği 
belirtilmektedir. Nitekim Dünya Hayvan Sağlığı 
Organizasyonu’nun [1] ilgili web sayfalarında da 
konu ile ilgili dikkat çekilerek, Batı Nil virüs’e karşı 
serolojik testler içinde en spesifik olan testin PRNT 
olduğu ifade edilmekte ve önerilmektedir. 

Sırbistan’da yapılan bir çalışmada da 2007-
2011 yılları arasında 252 attan toplanan serum 
örnekleri ELISA (Ingezim West Nile Compac 
ELISA, İspanya) testine tabi tutulmuş ve 72 adet 
örnek (%28.57) seropozitif olarak tespit edilmiştir. 
Mevcut 72 seropozitif örneğe yapılan PRNT sonu-
cunda örneklerden 48 adedinin (%19.04) spesifik 
Batı Nil virüse karşı oluşmuş antikor taşıdığı sonu-
cuna varılmıştır [11].

Bizim çalışmamızda da seropozitif olarak tes-
pit edilen toplam 42 adet ELISA seropozitif ve 16 
adet şüpheli örneğe PRNT uygulanmıştır. Test so-
nucunda toplam 42 adet pozitif serum örneğinin 11 
adedinde (%26.19) Batı Nil virüsü antikoru tespit 
edilmiştir. PRNT sonuçları göz önüne alındığında 
örneklemelerin yapıldığı toplam 10 adet merkezin 
5’inde Batı Nil virüsa karşı spesifik antikor taşıyan 
bireyler tespit edilmiştir. Örneklemelerin yapıldığı 
merkezler tek tek değerlendirildiğinde ise Batı Nil 
virüse karşı oluşmuş spesifik antikor varlığının en 
yüksek II no’lu merkezde %7.84 (4/51) olduğu tes-
pit edilmiştir. Diğer seropozitif merkezlerde bu oran 
sırasıyla; III no’lu merkezde %6.38 (3/47), I no’lu 
merkezde %4.76 (1/21), VI no’lu merkezde %4.25 
(2/47) ve V no’lu merkezde %1.88 (1/53) olarak bu-
lunmuştur (Tablo 5). Araştırmada IV, VII, VIII, IX 
ve X no’lu merkezlerden yapılan örneklemelerde 
ise Batı Nil virüse spesifik antikor varlığı taşıyan bi-
reylere rastlanmamıştır. ELISA testi ile seropozitif 
olarak tespit edilen ancak PRNT’de negatif olarak 
değerlendirilen örneklerdeki ELISA antikor pozitif-
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liğinin, aynı grup virüslerle olası çapraz reaksiyon-
lara bağlı olabileceği sonucuna varılmıştır. 

Bölgesel virüs sirkülasyonunun doğrulanma-
sına yönelik olarak bölgedeki insanlarda yapılan 
farklı serolojik taramalar da çalışmamızın sonuçla-
rını destekler mahiyettedir. Şanlıurfa’da ve Siverek 
ilçesinde 2007 yılında yürütülen bir araştırmada, 
181 adet sağlıklı bireyden alınan kan serum örnek-
lerinde indirekt immufloresan yöntemi kullanılarak 
virüse spesifik IgG antikorlarının tespiti amaçlan-
mıştır. Araştırma kapsamında çalışılan örnekler-
de %16 oranında seropozitiflik elde edilmiş ve bu 
seropozitifiklerin %9.5’i PRNT ile teyit edilmiştir. 
Araştırma sonunda bölgedeki sivrisinek hareketlili-
ği ile doğru orantılı olarak bireylerde olası Batı Nil 
virüs enfeksiyonu varlığı da kanıtlanmıştır [6, 12]. 

Orta Anadolu bölgesinde 2516 bireyde yapılan 
başka bir araştırmada ise virüse karşı oluşan IgG 
antikorlarının ELISA testiyle taraması yapılmış-
tır. Araştırma sonucunda %0.99 (25/2516) oranın-
da IgG pozitifiği belirlenmiş ve örneklerin %0.56 
(14/2516)’sı PRNT ile doğrulanmıştır. Bu araştırma 
Orta Anadolu’da virüsün bölgedeki aktivitesini is-
patlamıştır [7]. 

Bu araştırma ile Şanlıurfa merkez ve çevre il-
çelerinde yerleşik damızlık atlarda enfeksiyonun 
varlığı ve yaygınlığı araştırılmış, BNV Ab ELISA 
testi ile % 15.16 (42/277) seropozitif olarak değer-
lendirilen örneklere yapılan PRNT ile spesifik Batı 
Nil virüs antikor oranının %3.97 (11/277) olduğu 
sonucuna varılmıştır. Gerek bu araştırmada elde 
edilen sonuçlar ve gerekse yukarıda açıklanan diğer 
araştırma sonuçları birlikte değerlendirildiğinde, 
özellikle BNV’a spesifik antikor varlığının tespitin-
de serolojik testler içinde PRNT’nin yüksek spesifi-
teye sahip olduğu unutulmamalıdır. 

Çalışma kapsamında birinci aşamada BNV 
Ab ELISA ile seropozitif olarak değerlendirilen 42 
örnek ile şüpheli olarak değerlendirilen 16 örneğe 
(toplam 58 örnek) uygulanan Real Time RT-PCR 
testinde pozitiflik saptanamadığından moleküler 
epidemiyolojik değerlendirmeye tabi tutulacak bir 
veriye ulaşılamamıştır. Enfeksiyona maruz kalan 
tek tırnaklılarda viremi döneminin oldukça kısa 
sürdüğü bilinen bir gerçektir. Dolayısıyla çalışma 
kapsamında örneklenen hayvanlarda örnekleme 
anında herhangi bir akut hastalık tablosunun da bil-

dirilmemiş olması ve virüsün doğasında tanımlan-
mış bir uzun süreli viremi bulunmaması sebebiyle 
bu sonuç normal karşılanmıştır. Bu anlamda virüsün 
ülkemizdeki sirkülasyonun belirlenmesi için daha 
geniş saha çalışmalarına gereksinim duyulmaktadır. 
Ayrıca zoonoz olan Batı Nil Virüsünün muhtemel 
insan vakalarına da sebep olabileceği göz önüne 
alındığında özellikle hastalığın bulaştırılmasında 
rol oynayan sokucu sinek popülasyonlarının yaşa-
mını daha uzun süre sürdürebildiği, mevsimsel ola-
rak daha ılıman bölgelerde enfeksiyonun her zaman 
akılda tutulmasında fayda bulunmaktadır. 

Araştırma bulguları, çalışmanın yapıldığı coğ-
rafi konumun göçmen kuşların göç yolları üzerinde 
yer alması, bölgenin ılıman iklim kuşağında bulun-
ması ve sulak arazi oranının yüksek olması enfeksi-
yonun yayılması açısından önemli ipuçları verirken, 
araştırmada örneklenen yerleşik at popülasyonu 
yanında yılın belirli zamanlarında yarış programı 
kapsamında olan Şanlıurfa’ya ülkenin değişik şe-
hirlerinden gelen yarış atları için de Batı Nil Virüs 
enfeksiyonu riskinin algılanması ve bu yolla yurdun 
değişik bölgelerine virüs iletimi olasılıklarının de-
ğerlendirilmesi adına önem arz etmektedir.
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Özet: Antibiyotiklerin artan kullanımı mikroorganizmaların direnç kazanmasına neden olmuştur. Bu durumda özellikle 
kolay elde edilebilen, daha az yan etkiye sahip bitki kaynaklı terapötik maddelere ihtiyaç duyulmaktadır. 
Zingiber officinale (Zencefil) eski çağlardan beri tüm dünyada doğrudan antimikrobiyal etkinliğe sahip olması nedeniy-
le bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde kullanılmıştır. 
Çalışmada Zingiber officinale bitkisinin Soxhlette hazırlanan etanol ekstraktlarının, standart Staphylococcus aureus 
(ATCC-25923), Escherichia coli (ATCC-25922) ve insanlardan izole edilmiş daha önce farklı antibiyotiklere dirençli 
olduğu bilinen Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumoniae etkenlerine karşı antibakteriyel aktivitesi ile, ampi-
silin (AM), sefazolin (CZ), sefuroksim (CXM), meropenem (MEM), kolistin (CL), ofloksasin (OFX), sulfametoksazol/ 
trimetoprim (SXT), tetrasiklin (TE), gentamisinin (GM) etkilerinin agar difüzyon yöntemi ile karşılaştırılması amaç-
landı.
Bu çalışmada zencefil (Zingiber officinale) ekstraktının tüm test edilmiş bakterilerden Staphylococcus aureus’a karşı 5 
µL ,10 µL,15 µL ve 20 µL ekstrakt emdirilen diskler çevresinde sırasıyla 7 mm, 10 mm, 11 mm, 15 mm inhibisyon zon 
çapları ile ekstraktın artan miktarlarıyla etkisinin fazlalaştığı gözlendi. Escherichia coli’de ise sadece 20 µL ekstrakt 
uygulanan disk çevresinde 7 mm inhibisyon zon çapı saptandı. Diğer bakterilerde ise ekstraktın etkinliğinin görüldüğü 
bir inhibisyon zon çapı oluşmadı.
Sonuç olarak, Zingiber officinale’nin yapısındaki bileşiklerin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’ye karşı doza 
bağlı olarak antibakteriyel etkinliğe sahip olması dolayısıyla ekstraktın MİK ve MBK üzerine çalışmaların yapılmasının 
faydalı olacağı düşünüldü.
Anahtar kelimeler: Zencefil, Antibiyotik duyarlılığı, Antibakteriyal etki, Bakteri

Antibacterial Effect of Zingiber Officinale (Ginger)
Abstract: The increased use of antibiotics has caused microorganisms to gain resistance. This situation requires plant-
derived therapeutic agents with less side effects, which are particularly easy to obtain.
Zingiber officinale has been used in the treatment of bacterial infections since ancient times because it has direct anti-
microbial activity all over the world.
In our study, ethanol extracts prepared from Soxhlette of Zingiber officinale plant, with antibacterial activity against 
the agents of Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae isolated from patients known to be resistant, 
Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Escherichia coli (ATCC-25922), the antimicrobial activity of ampicillin (AM), 
cefazolin (CZ), cefuroxime (CXM), meropenem (MEM), colistin (CL), ofloxacin (OFX), sulphamethoxazole / trim-
ethoprim (SXT), tetracycline (TE) and gentamicin (GM)), which are currently used, were compared with agar diffusion 
method.
In this study, it was observed that the effect of ginger extract was increased by increasing amounts of extract with 7mm, 
10mm, 11mm, 15mm inhibition zone diameters around Staphylococcus aureus against 5 μL, 10 μL, 15 μL and 20 μL 
extracts respectively from all tested bacteria. In the case of Escherichia coli, only 7 μM inhibition zone diameter was 
detected around the disk where only 20 μL extract was applied. In the other bacteria, an inhibition zone diameter, in 
which activity of extract observed did not occur.
As a conclusion, we think that it is useful to study the MIC and MBK of the extract because the compounds of Zingiber 
officinale have antimicrobial activity depending on dose against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
Key words: Zingiber officinale, Antibiotic susceptibility, Antibacterial effect, Bacteri
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Giriş

Bakteriyel enfeksiyonlar önemli morbidite ve mor-
talite nedenidir. Son yıllarda patojen etkenlerin ge-
liştirdiği antibiyotik direnci, hatta çoklu ilaç direnci 
nedeniyle bilim insanları çeşitli kaynaklardan an-
timikrobiyal aktiviteye sahip, yeni antimikrobiyal 
ajanların geliştirilmesi ile ilgili çalışmalar yapmak-
tadırlar [8].

Latince adı Zingiber officinale olan zencefil, 
Zingiberaceae familyasına ait, boyu bir metreye 
kadar uzayabilen, ince uzun yapraklı, sarı-kırmızı 
renkli çiçek açan bir bitkidir. Çin başta olmak üzere, 
Hindistan, Endonezya, Vietnam, Japonya gibi tro-
pikal ya da subtropikal iklimlerde yetiştirilmektedir 
[33].

Zencefilin kök veya rizomları, baharat olarak 
ve tıbbi amaçlı kullanılmak üzere yetiştirilmekte-
dir. Asya yemeklerinin vazgeçilmez bir baharatıdır. 
Ayrıca yüzyıllardır Asya, Hindistan ve çeşitli Arap 
ülkelerinde tıbbi amaçlı kullanılmıştır. Zencefil, çiğ 
veya pişmiş olarak kullanılabilir. Taze, kurutulmuş 
ve toz haline getirilmiş formları da bulunur [32].

Zencefil, Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) 
tarafından çok az yan etkisi olan sağlıklı bir madde 
olarak da bildirilmiştir [20]. 

Sivasothy ve ark. [29]’nın yaptığı çalışmada, 
zencefilin yaprak ve rizomlarından hidrodestilas-
yon yöntemiyle elde edilen uçucu yağları, mikro 
seyreltme tekniği kullanarak antibakteriyel aktivi-
telerinin değerlendirilmiştir. Buna göre kök ve ri-
zomlardan elde edilen yağların Gram-pozitif bakte-
rilerden Bacillus licheniformis, Bacillus spizizenii, 
Staphylococcus aureus’a ve Gram-negatif bakteri-
lerden Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve 
Pseudomonas stutzeri’ye karşı orta derecede etkin 
olduğunu ortaya koymuşlardır. Benzer bakteriler 
üzerine zencefilin etkinliğini belirlemek üzerine 
yapılmış diğer bir çalışmada da, zencefil ekstrakt-
larının patojen bakterilere karşı etkisinin, artan kon-
santrasyonla paralel olarak artarak inhibisyon çapı-
nın büyüdüğü belirlenmiştir [4]. 

Sağmal ineklerde mastitis olgusundan izo-
le edilen Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis ve Streptococcus agalactiae etkenle-
rine karşı kırmızı zencefilin farklı konsantrasyon-
larda ekstraktlarının etkisi araştırılmış, sırasıyla 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus au-

reus, Streptococcus agalactiae’ya etkin bulunduğu 
bildirilmiştir [24].

Ekwenye ve Elegalam [12]’ın zencefil ve sarım-
saktan elde ettiği sulu ve etanollü ekstraktların an-
tibakteriyel etkisini Escherichia coli ve Salmonella 
Typhi etkenleri üzerinde test ettiklerinde zencefilin 
sarımsaktan daha etkin bulduklarını ve etanollü eks-
traktın ise sulu ekstraktan özellikle Escherichia coli 
üzerinde etkin bulunduğunu göstermişlerdir.

Akintobi ve ark.[6]’nın zencefilden elde ettik-
leri sulu ve etanollü ekstraktların altı patojen Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteri üzerinde antibak-
teriyel etkisini araştırmışlar ve çalışmada zencefil 
ekstraktının Proteus mirabilis’de en yüksek düzey-
de inhibe edici etki gösterirken, Staphylococcus au-
reus ve Salmonella Typhi karşı daha az etkin bulun-
muş ve Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 
Bacillus subtilis karşı antibakteriyel etki belirlene-
memiştir.

Anbu Jeba Sunilson ve ark.[9]’nın yaptığı 
çalışmada zencefil (Zingiber officinale), zerde-
çal (Curcuma longa) ve havlıcan (Alpinia galan-
ga) ekstraktlarının Escherichia coli, Salmonella 
Enteriditis, Clostridium perfringers, Staphylacoccus 
aureus, Campylobacter jejuni, Bacillus cereus, 
Saccharomyces cerevisiae, Hansenula anomala, 
Mucor mucedo, Candida albicans mikroorganiz-
malarına karşı antimikrobiyal açıdan doğal gıda ko-
ruyucu olarak kullanılma potansiyelinin olduğunu 
ortaya koymuşlardır.

Zencefil (Zingiber officinale) ve karabi-
ber (Piper nigrum)’in etanol ekstraktlarının 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli ve Proteus 
üzerinde in vitro antimikrobiyal aktiviteleri değer-
lendirildiği çalışmada, Pseudomonas aeruginosa 
ve Escherichia coli üzerine inhibe edici etki göz-
lenmediği bildirilmiştir. Aynı çalışmada zencefil 
ekstraktının, Proteus spp.’de 50-800 μg / ml disk 
konsantrasyon aralığında ve Staphylococcus au-
reus, Klebsiella pneumonia’da ise 100-800 μg/ml 
disk konsantrasyonunda duyarlı olduğu rapor edil-
miştir [31].

Rawat [25]’ın yaptığı çalışmada, Escherichia 
coli, Staphylococcus spp. ve Klebsiella spp’ye karşı 
artan zencefil etanollü ekstraktının miktarına bağlı 
olarak inhibisyon zon çaplarının arttığını saptamış-
tır.



46 Göçmen

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 44-50

Çoklu ilaç direnci gösteren bakterilerden 
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis karşı zen-
cefil ve soğandan elde edilen sulu ve etanollü eks-
traktların antibakteriyel etkilerinin değerlendirildiği 
çalışmada ise her iki ekstraktın antibakteriyel etkisi 
belirlenmiştir [26]. 

Njobdi ve ark.[22]’nın yaptığı çalışmada kuru 
ve taze zencefilden hazırlanan ekstraktların anti-
bakteriyal etkisi Escherichia coli ve Staphylococcus 
aureus etkenleri üzerine test edilmiştir. Her iki etke-
ne karşı, taze ve kuru zencefil ekstraktının antibak-
teriyal etkisi değerlendirildiğinde, Staphylococcus 
aureus karşı diğer bakteriye göre daha etkin olduğu 
ve aynı bakterilere karşı ise zencefilin taze formu-
nun daha etkin rapor edilmiştir. 

Bu çalışmada, Bursa Uludağ Üniversitesi 
Tıp Fakültesi’nde yatan hastalardan izole edi-
len ve çoğu antibiyotiğe dirençli olduğu bilinen 
Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumo-
niae ile Bursa Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi 
Mikrobiyoloji Laboratuarı kültür koleksiyonundan 
Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Escherichia 
coli (ATCC-25922) standart bakteri suşlarına karşı, 
kuru zencefil ekstraktının antibakteriyel etkisi araş-
tırılmıştır.

Materyal ve Metot
Zencefil Ekstraktının Hazırlanması
Gıda analiz laboratuvarında, kurutulmuş kök halin-
deki zencefil Sinbo marka parçalayıcıda toz haline 
getirildi. Daha sonra zencefil ekstraktının eldesi 
için, toz haline getirilen zencefilden yaklaşık 25 gr 
örnek alınarak, gıda endüstrisinde kullanımına izin 
verilen bir yardımcı çözücü olan etanol ile Soxhlet 
düzeneğinde dört saat boyunca ekstrakte edilmiştir. 
Bunu takiben Heidolph G3 marka Rotary evapora-
tör yardımıyla etanolü uçurularak bitkinin ham eks-
traktı elde edilmiştir. Balon içerisinde kalan ekstrakt 
steril ependorf tüplerine laminar flow ortamında ak-
tarılmıştır. Tüpler uygulama yapılacağı zamana ka-
dar derin dondurucuda muhafaza edilmiştir.

Test Edilen Bakteriler
Bu araştırmada bakteri türleri olarak Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafından 
kullanımı önerilen duyarlılık özelliği bilinen kalite 
kontrol suşlarından Staphylococcus aureus (ATCC-

25923) ve Escherichia coli (ATCC-25922) ile has-
talardan izole edilmiş, antimikrobiyal direnci oldu-
ğu bilinen Acinetobacter baumannii ve Klebsiella 
pneumoniae etkenleri test edilmiştir [11].

Zencefil Ekstraktının Antibakteriyel Aktivitesi 
ve Duyarlılık Karşılaştırılması
Bakteriyoloji laboratuvarında zencefil ekstrak-
tının antibakteriyal aktivitesini belirlemek için, 
CLSI’nın standart disk difüzyon metodu kulla-
nıldı. Antibakteriyal duyarlılığı test edilecek olan 
Staphylococcus aureus (ATCC25923), Escherichia 
coli (ATCC-25922) ve dirençli olduğu bilinen 
hastalardan izole edilmiş Acinetobacter bauman-
nii, Klebsiella pneumoniae etkenleri donduru-
cudan (-20°C) çıkarıldı. Ulusal Mikrobiyoloji 
Standartlarına göre, Columbia Agar’da (Koyun kanı 
5%) (BD Kat. No. 254005) yeniden canlandırılma-
sı işlemi için ekimleri yapılarak, 37°C’de 24 saat 
etüve konuldu. Üreyen bakterilerin kolonilerinden 
öze ile alınarak 0.5 McFarland (1x108 hücre/mL, 
BioMérieux, Marcy I’Etoile, France) standart yo-
ğunluğunda olacak şekilde steril %0.9 NaCl solüs-
yonu içerisinde süspansiyonları hazırlandı. Her bir 
bakteri için 0.5 McFarland standart yoğunluğundaki 
süspansiyonları eküvyon yardımı ile üç petri kabın-
da Mueller Hinton agara (Becton Dickinson GmbH 
Kat. No. 254030) yayıldı. Bakteri süspansiyonu 
yayıldıktan 15 dk sonra, ilk petri kabına 6 mm ça-
pındaki steril standart boş antibiyotik disklerinden 
beş adet yerleştirildi. İlk dört diske, 5-10-15 ve 20 
µL zencefil ekstraktı, diğerine kontrol için, 10 µL 
steril %0.9 NaCl emdirilmiş disk yerleştirildi. Diğer 
bakteri yayılmış petri kaplarına ise, Staphylococcus 
aureus (ATCC-25923), Escherichia coli (ATCC-
25922) için günümüzde kullanılan diğer antibiyotik 
diskleri olan, ampisilin (10 µg) (AM) sefazolin (30 
µg) (CZ), sefuroksim (30 µg) (CXM), meropenem 
(10 µg) (MEM), ofloksasin (5 µg) (OFX), sulfa-
metoksazol/ trimetoprim (23.75/1.25 µg) (SXT), 
tetrasiklin (30 µg) (TE), gentamisin (10 µg) (GM) 
yerleştirildi. Acinetobacter baumannii ve Klebsiella 
pneumoniae etkenleri için meropenem (10 µg) 
(MEM) yerine kolistin (10 µg) (CL) diski yerleşti-
rildi. Daha sonra tüm petri kapları 24 saat 37°C’de 
etüvde inkübe edildi. Süre sonunda, disklerin çev-
resinde inhibisyon zonu alanları mm olarak ölçüle-
rek inhibisyon çapları elde edilerek, etki düzeyleri 
belirlendi.



Göçmen 47

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 44-50

Bulgular

Yapılan çalışmada, kuru zencefilin etanollü eks-
traktının Staphylococcus aureus (ATCC-25923), 
Escherichia coli (ATCC-25922) ve hastalardan izole 
edilmiş olan, dirençli olduğu bilinen Acinetobacter 
baumannii, Klebsiella pneumoniae üzerinde etkisi 
test edilmiştir. 

Elde edilen bulgularda ekstraktın, test edilen 
bakterilerden en fazla Staphylococcus aureus karşı 
etkin olduğu saptandı. Escherichia coli’nin düşük 
µL konsantrasyonlarında etkinliği görülmezken, 
disklere emdirilen en yüksek ekstrakt konsantrasyo-
nu olan 20 µL’de çok az inhibisyon zonu tespit edil-
di. Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumo-
niae’de test edilen ekstraktın herhangi bir etkinliği 
belirlenememiştir (Tablo 1).

Test edilen bakterilerilerden Staphylococcus 
aureus’a karşı ekstraktın ihhibe edici etkisi ekstrak-
tın konsantrasyon miktarı ile doğru orantılı olarak 
artmaktadır.

Yatan hastalardan izole edilen Acinetobacter 
baumannii ve Klebsiella pneumoniae etkenlerine 
karşı ekstraktın inhibe edici etkisi belirlenememiş-
tir.

Araştırma sırasında farklı sınıflara ait 8 bak-
teriyel ajan kullanılmıştır. Kaydedilen sonuçlar-
da; Staphylococcus aureus’un (ATCC-25923), 
Escherichia coli’nin (ATCC-25922) test edilen tüm 
antibiyotiklere duyarlı olduğu, Acinetobacter ba-
umannii test edilen 7 antibiyotiğe direnç gösterir-
ken, gentamisin karşı orta duyarlı olduğu belirlendi. 
Klebsiella pneumoniae’nın kolistin ve ofloksasin 
duyarlı olduğu saptandı (Tablo 2).

Tablo 1. Kuru zencefilin etanol ekstraktının bakterilerde 
oluşturduğu inhibisyon çapları

Bakteri
Disklere emdirilen miktar (µL)
5 µL 10 µL 15 µL 20 µL

Staphylococcus aureus 7 mm 10 mm 11 mm 15 mm
Escherichia coli 6 mm 6 mm 6 mm 7 mm
Acinetobacter baumannii 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm
Klebsiella pneumoniae 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm

Tablo 2. Sentetik antibakteriyellerin bakterilerde oluşturduğu inhibisyon çapları (mm)

Sentetik
Antibakteriyeller

İnhibisyon çapları (mm)
Staphylococcus aureus

(ATCC-25923)
Escherichia coli
(ATCC-25922)

Acinetobacter
baumannii

Klebsiella
pneumoniae

Ampisilin 30 17 Ampisilin 6 6
Sefazolin 38 21.5 Sefazolin 6 6
Sefuroksim 32 22 Sefuroksim 6 6
Meropenem 34 32 Kolistin 6 14
Ofloksasin 28 36 Ofloksasin 6 16
Sulfamethoxazole
/Trimethoprim 30 23 Sulfamethoxazole

/Trimethoprim 6 6

Tetrasiklin 28 23.5 Tetrasiklin 6 6
Gentamisin 23 21 Gentamisin 14 6

Tartışma ve Sonuç

Her geçen gün büyüyen sağlık sorunlarıyla ilgi-
li olarak, son zamanlarda mikrobiyal hastalıkları 
kontrol altına almak için, doğal antimikrobiyallerin 
etkinliğinin belirlenmesi üzerine çalışmalar artmış-
tır. Özellikle düşük maliyetli tıbbi bitkilerin içeri-
ğinde bulunan farklı fitoterapötik maddeler nede-
niyle, birçok araştırmada antibakteriyel etkilerinin 
görüldüğü bildirilmiştir [4, 13]. Hatta antibiyotiğe 

dirençli bakterilerde dahi tedavi edici etkileri de-
ğerlendirilmiştir [19,30]. Aghazadeh ve ark.[3] bazı 
Candida türlerine ve bakteriyel patojenlere karşı 
zencefil ekstraktının antifungal, antimikrobiyal ve 
anti-biyofilm özelliklerini inceledikleri araştırma-
larında bitkisel özlerin, antibiyotik direnci gelişen 
mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal tedavi için 
yeni bir dönemi temsil ettiği görüşünü bildirmek-
tedirler. Bitkilerin antimikrobiyal potansiyelinin, 
tanenlerden, saponinlerden, fenolik bileşiklerden, 
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uçucu yağlardan ve flavonoidlerden kaynaklandığı 
düşünülmektedir [2]. Günümüzde antibiyotik teda-
visinin sınırlı etkiye sahip olduğu çoklu ilaç diren-
cine sahip suşlara karşı bitki ekstraktlarının, daha 
etkin olduğu bildirilmektedir [24]. Buna ilave ola-
rak yapılan bir çalışmada bitki ekstraktlarının anti-
biyotiklerle sinerjik etki gösterdiği bildirilmiştir. Bu 
sinerjik etki, özellikle bakteriyel direnç problemi-
ni çözmede yardımcı olabilecek yeni bir yaklaşım 
olarak kabul edilmektedir [28]. Son zamanlarda, 
bitki antimikrobiyallerinin, yalnızca antimikro-
biyal özelliklere sahip olmadıkları aynı zamanda 
ilaçlar ile eşzamanlı olarak alındıklarında, o ilacın 
etkisini arttırdıkları için sinerjik arttırıcılar olduğu 
bulunmuştur [15, 16]. Bazı çalışmalarda ise, bitki-
lerin tedavi edici etkilerinin bileşimlerinde bulunan 
farklı fitokimyasal maddelerin sinerjik etkisinden 
kaynaklandığı, bu nedenle bitkisel bileşimlerin anti-
biyotiklere göre dirençli mikroorganizmalarda daha 
etkin olduğu rapor edilmektedir [21,27]. Yapılan 
farklı bir çalışmada, sentetik ilaçlarla fitoterapi kar-
şılaştırıldığında, serbest ajanların stabilitesinde ve 
biyoyararlanımında fitoterapinin küçük dozlarında 
bile terapötik etki elde etme olanağı sağladığı vur-
gulanmaktadır [5]. Zencefil ekstraktlarının antibak-
teriyel aktivitesi ve inhibisyon aktivitesi, zencefilin 
kimyasal özelliklerine bağlanabilir. Zencefilin an-
tibakteriyel etkisini belirleyen ana bileşen uçucu 
yağlarında bulunan bir terpenoid olan zingiberen-
dir [23]. Auta ve ark.[10]’nın yaptığı araştırmada 
bizim çalışmamıza benzer olarak zencefil 20 mg/
ml etanolik zencefil ekstresinin Pseudomanas areu-
ginosa ve Escherichia coli’ye karşı antimikrobiyal 
aktivitesi olduğu bildirilmiştir. Diğer yapılan bir 
çalışmada, sarımsak ve zencefilin sulu, etanol ve 
metanollü ekstraktlarının, ilaca dirençli Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Shigella sonnei, Staphylococcus epidermidis ve 
Salmonella Typhi’ye karşı antibakteriyel etkileri 
üzerine çalışılmıştır. Zencefilin metanol ve etanol 
ekstraktlarının antibakteriyel aktivitelerinin sulu 
ekstraktlara göre organik çözücüler içinde çözülen 
flavonoidler ve uçucu yağ gibi bileşikler nedeniyle 
daha fazla olduğu, bu nedenle zencefilin sulu eks-
traktına göre etanol ekstraktının Escherichia coli 
ve Shigella spp. üzerinde maksimum etki göster-

diği rapor edilmiştir [13]. Buna karşın bizim çalış-
mamızda ise zencefilin etanol ekstraktının en etkin 
olduğu patojen Staphylococcus aureus olarak be-
lirlenmiştir. Kamerun’da bitter kola ve zencefilin 
antibakteriyel etkinliği ile ilgili yapılmış çalışmada 
Staphylococcus aureus üzerine zencefilin çalışma-
mızda olduğu gibi antibakteriyel aktivitesi olduğu 
belirlenmiştir [7]. Karuppiah ve Rajaram [17]’ın 
sarımsak, karanfil ve zencefil ekstraktlarının anti-
bakteriyel potansiyellerini Gram- pozitif ve negatif 
çoklu ilaç dirençli bakterilerde belirlemek üzere 
yaptıkları çalışmada Enterobacter sp. ve Klebsiella 
sp. hariç diğer tüm izolatlarda zencefilin 25 µg/mL 
etanol ekstraktının etkin olduğunu saptamışlardır. 
Bu çalışmaya benzer olarak bizim araştırmamızda 
da, yatan hastalardan izole edilen ve çoğu antibiyo-
tiğe dirençli olduğu bilinen Klebsiella pneumoniae 
etkenine karşı farklı konsantrasyonlarda uyguladı-
ğımız etanol ekstraktının çevresinde kantitatif ola-
rak değerlendirebileceğimiz inhibisyon zon çapı 
belirleyemedik. Acinetobacter baumannii suşları-
nın üzerine zencefilin farklı üç tür ekstraktının an-
timikrobiyal aktivitesini belirlemek üzere yapılan 
diğer bir çalışmada etkenin seftriakson, siproflok-
sasin, seftazidim, sefotaksim, sefepim ve piperasil-
lin gibi antibiyotiklere dirençli olduğu ve kolistine 
(%4) karşı düşük dirençli bulunduğu, buna karşın 
zencefilin kloform ekstraktının aynı ajan üzerine et-
kin olduğu bildirilmiştir [14]. Yaptığımız çalışmada 
ise, Acinetobacter baumannii test edilen tüm antibi-
yotiklerin tamamına karşı dirençli iken, Klebsiella 
pneumoniae’nın kolistin ve ofloksasin duyarlı ol-
duğu ve ancak zencefil ekstraktının kullanılan kon-
santrasyonlarının her iki etkende de etkin olmadığı 
görüldü.

Sonuç olarak, zencefil ekstraktlarının birçok 
mikrobiyal hastalıkların tedavisinde büyük potansi-
yele sahip olduğunu gösteren geniş bilimsel kanıtlar 
mevcuttur. Çalışmamızda da zencefil ekstraktının 
etkinliği, disklerin etrafındaki inhibisyon bölge-
lerinin çapı ölçülerek kantitatif olarak yapılmıştır. 
Ekstraktın antibakteriyal etkiye sahip olduğu ve 
ekstrakt miktarına bağlı olarak antibakteriyal etki-
nin arttığı belirlendi. Bu elde edilen sonuçlara da-
yanılarak zencefilin bileşiklerini izole etmek ve an-
timikrobiyal etkisini daha iyi aydınlatmak için yeni 
çalışmaların yapılması gerektiği düşünüldü. 
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Özet: Bu çalışmada, Brucella abortus S19 aşı şuşu ile liyoprotektan karışımlarının termal analizi yapılarak kritik formü-
lasyon sıcaklıklarının belirlenmesi, karşılaştırmalı sonuçlar ile liyofilizasyon optimizasyonu için istifade edilebilecek 
bilgilere ulaşılması amaçlanmıştır. S19 aşısı ile 3 farklı liyoprotektan (mannitol, sukroz, trehaloz) 3 farklı konsantras-
yonda (%5, %10, %15) kullanılarak 9 farklı formülasyonun analizi termal görüntüleme cihazı olan dondurarak kurutma 
mikroskopu (FDM) ve Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ile elektriksel direnç (Zsin) analizini sağlayan termal analiz 
cihazı ile yapılmıştır. Termal analiz ve görüntüleme cihazların kullanımıyla elde edilen kritik formülasyon sıcaklıkları 
ile liyoprotektan tercihi ve konsantrasyonu arasındaki ilişki araştırılmıştır. Aşı yarı mamulü ile liyoprotektantan oluşan 
formulasyon içeriğinde liyoprotektan değiştirildiğinde formulasyonun kritik sıcaklık değerinde de kayda değer farklar, 
gözlenmiştir. Her liyoprotektanın farklı konsantrasyonda kullanımında ise kurutma prosesinin yeni baştan dizayn edil-
mesini gerektiren farklar tespit edilmemiştir. Sonuç olarak çalışma sonucunda elde edilen bulguların gelecek çalışmalar 
için oluşturulmuş temel bir reçete üzerinden protektan madde konsantrasyonunun arttırılarak yapılacak liyofilizasyon 
proseslerinin yürütülmesi ile verim ve stabilitenin arttırılabileceği kanısına varılmıştır.
Anahtar kelimeler: B. abortus S-19, Liyofilizasyon, Liyoprotektan, Termal Analiz.

Investigating the Critical Formulation Temperatures of Brucella Abortus S-19 Vaccine With 
Different Liyoprotectants Prior to Liyophilisation

Abstract: The aim of this study is to determine the critical temperatures of formulations composed of Brucella abortus 
S19 vaccine strain and liyoprotectants. It also attempts to obtain the necessary information that may be beneficial for 
the optimization of liyophilisation process by the help of comparative results among formulations. Thermal analysis of 
9 different formulations consisting of S19 strain and each of 3 lyoprotectants (mannitol, sucrose, trehalose) at 3 differ-
ent concentrations (5%, 10%,15%) was carried out by freeze drying microscopy (FDM), differential thermal analysis 
(DTA),and electrical impedance (Zsin) analysis. Correlations between liyoprotectant choice and liyoprotectant con-
centration were investigated by the help of critical formulation temperatures obtained through thermal analysis and 
screening instruments. Significant differences in the critical temperature of vaccine with liyoprotectant formulation were 
observed when a different liyoprotectant was used. However, differences that require the redesign of the whole drying 
process were not observed at the different concentrations of the same liyoprotectant. In conclusion, in the guide of a 
baseline recipe, evaluation of the liyophilisation process carried out through increasing the amount of liyoprotectant can 
be recommended to increase stability and performance.
Key words: B. abortus S-19, Liyophilisation, Liyoprotectant, Thermal Analysis.

Giriş

Liyofilizasyon, endüstrinin ve bilimin farklı dalla-
rında yaygın olarak kullanılmaktadır. Biyolojik ma-
teryallerin preservasyonundaki kullanımı da kayda 
değer seviyededir. Bu bağlamda liyofilizasyon, 
özellikle liyofilize formdaki zayıflatılmış aşıların 
üretim zincirinde önemli bir basamağı oluşturmak-
tadır. Liyofilizasyon basamaklarının, liyofilize edi-
lecek ürünün formülasyon özelliklerine göre oluş-

turulması, üretim zincirindeki diğer basamaklar ile 
aynı seviyede önem taşımaktadır. Bir liyofilizasyon 
döngüsünün oluşturulmasında birincil ve en önem-
li basamak formülasyonun karakterize edilmesidir 
[11]. Formülasyonların, prosese bağlı ürün kusurla-
rını önlemek adına soğutulduğu ve birincil kurutma 
süresince aynı düşük sıcaklık derecesinin korundu-
ğu kritik bir sıcaklığı bulunmaktadır [22]. Söz konu-
su kritik sıcaklıklar amorf ürünler için kollaps-çök-
me sıcaklığı (Tc) veya cam geçiş sıcaklığı (Tg’) ve 
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kristalin yapılar için ötektik (Teu) erime noktasıdır 
[8,12]. Tc değeri materyalin yumuşayarak yapısını 
koruyamadığı sıcaklık noktasıdır. Çözünen mater-
yalin eridiği ve çözücü ayrıldıktan sonra herhangi 
bir yapının oluşamadığı sıcaklık noktası da “Teu” 
olarak tanımlanmaktadır. “Tg” ise donmuş materya-
lin kırılgan formu yitirip esneklik kazandığı sıcak-
lık değeridir [22]. Formülasyonların kritik sıcaklık 
değerleri, ürüne ait hassas özellikler arasında temel 
noktada bulunmaktadır. 

Liyofilize bir formülasyon çok farklı yardımcı 
maddeler içerebilmektedir [26]. Liyofilizasyonda 
tercih edilen liyoprotektan gibi bazı yardımcı mad-
delerin hem dondurma hem de kurutma basamakla-
rında stabilizasyon sağladıkları paylaşılmıştır [17]. 
Liyoprotektan gibi ara maddeler, kimyasal olarak 
hassas biyoaktif bileşenler için koruma sağlaya-
bilmektedirler [7]. Trehaloz, sukroz ve maltoz gibi 
dissakaridlerin, dondurma ve kurutmada stabili-
zasyon sağlayabildikleri bildirilmiştir [17]. Sukroz 
gibi sakkaridler genellikle suyun uzaklaşmasından 
kaynaklı denatürasyona karşı protein konformasyo-
nunu korumak için kullanılmaktadır. Dissakkarid 
ajanlar haricinde mannitol ise hacim arttırıcı olarak 
formülasyonlarda sıklıkla kullanılmaktadır [11,23]. 
Mannitol ayrıca sahip olduğu yüksek Teu değeri ile 
birincil kurutmanın kolay ve hızlı olmasını sağla-
maktadır [26]. Hacim arttırıcı ajanlar, toplam katı 
içeriğini arttırarak mekanik olarak daha dirençli bir 
ürün dolgusu oluşturmak için kullanılmaktadır [8]. 
Prosesin birinci basamağı olan dondurmanın kont-
rolü ürün kalitesi ve prosesi optimize etmek adına 
son derece önemlidir [13]. Bu bakımdan dondurma 
prosesinin, reçeteye dökülmesinde ürüne ait kritik 
sıcaklıkları temsil eden Teu, Tc ve Tg’ değerlerinin 
göz önünde bulundurulması çok önemlidir [6]. Söz 
konusu kritik formülasyon sıcaklıkları, tercih edilen 
yardımcı ajanlara göre farklılık gösterebilmekte-
dir. Liyofilizasyon döngüsünü tam olarak optimi-
ze etmek için en önemli yol, sublimasyon devam 
ederken formülasyonun ürün sıcaklığını “kritik sı-
caklığına” yakın fakat aşmayacak seviyede kontrol 
etmektir. Bu amaçla yardımcı maddelerin ve final 
formülasyonun termal davranışını belirlemek için 
çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. En sık kullanı-
lan teknikler FDM ile DTA ve/veya Zsin analizle-
ridir [18]. Formülasyonun fiziko-kimyasal halin-
den kaynaklı olarak prosesin uygulama sıcaklığı, 

aşılmaması gereken maksimum müsaade edilebilir 
ürün sıcaklığı ile sınırlıdır. Bu sıcaklık, “kritik for-
mülasyon sıcaklığı” olarak tanımlanmaktadır [15]. 
Dondurarak kurutma prosesi için kurutulacak for-
mülasyonların kritik parametrelere göre analiz edil-
mesi gereklidir. Tc değeri sıklıkla FDM ile tespit 
edilmektedir [9,10]. Bu amaçla değişken sıcaklık 
ve vakum altında kurumakta olan ürüne ait numu-
nenin gözlemlenmesine izin veren FDM cihazı ile 
kritik formülasyon sıcaklıkları belirlenebilmektedir 
[8]. Tg’ analizi için kullanılan DTA ise, bir örneğin 
ve bir referansın (genellikle örneği hazırlamak için 
kullanılan su ile aynı standartta) birebir aynı koşul-
larda soğuma ve ısınmasını içeren, bu esnada ürün 
ve referanstaki sıcaklık değişimlerini gözlemleye-
rek bu gözlemi sıcaklık veya zaman işlevi içinde 
grafiklendiren bir teknik olarak tanımlanmaktadır 
[27]. DTA analiz cihazı, DTA ve Zsin analiz kabi-
liyetini beraber taşımaktadır [21].Termal analiz ve 
görüntüleme cihazlarının etkin seviyede kullanımı 
proses geliştirilmesinde ve araştırma-geliştirme 
çalışmalarında zaman tasarrufu ve maliyet düşüşü 
sağlayabilecektir.

Liyofilizasyon genellikle zaman alıcı bir pro-
sestir ve özellikle optimum döngü koşulları tasar-
lanmadığı zaman gereksiz yere daha uzun birincil 
kurutma sürelerine ihtiyaç duyulmakta ve dolayı-
sıyla daha masraflı bir işleme dönüşebilmektedir 
[12,18]. Uygun liyofilizasyon reçetesinin oluşturul-
ması ve sonraki basamaklara devam edilmesi for-
mülasyonun kritik sıcaklık parametrelerindeki ge-
rekliliklere riayet edilmesine bağlıdır. Bu bakımdan 
liyofilizasyon işlemine başlamadan önce dondurma 
ve kurutma basamakları tasarlanırken kesinlikle 
prosese maruz kalacak ürün özellikleri ve solut-sol-
vent muhteviyatı ile konsantrasyonu göz önünde 
bulundurulmalıdır.

Zoonoz bir hastalık olan bruselloz, sığırlarda 
yavru atmaya yol açarak ekonomik kayıplara neden 
olmakta, hayvan ve toplum sağlığı için de risk oluş-
turmaktadır. Bu çalışmanın amacı sığır brusellozuna 
karşı kontrol ve eradikasyon çalışmalarında yaygın 
olarak kullanılan S19 aşısına ait kritik formülasyon 
sıcaklıklarını farklı liyoprotektanlar kullanılarak 
belirlemektir. Elde edilen veriler, S19 aşısı için li-
yobilizasyon kaybını azaltan ve stabiliteyi artıran 
uygun liyofilizasyon reçetelerinin kurgulanması 
için basamak oluşturmaktadır.
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Materyal ve Metod

Kullanılan aşı suşu ve liyoprotektanlar: Bu çalış-
mada, B. abortus S19 aşı suşu ve 3 farklı liyopro-
tektan kullanılmıştır. S-19 aşı suşu üretimi Pendik 
Veteriner Kontrol Enstitüsü Brusella Referans ve 
Aşı Üretim Laboratuvarında S-19 ana tohum su-
şundan (ATS-PVKEA-13-04) yapılmıştır. Sukroz 
(Cas No: 57-50-1), Trehaloz (Cas No: 6138-23-4) 
ve Mannitol (Cas No:69-65-8) her biri %5, %10 ve 
%15’lik konsantrasyonda kullanılmıştır.
Kullanılan Termal Analiz ve Görüntüleme 
Cihazları (FDM, DTA): Termal görüntüleme ve 
analiz için FDM ve DTA cihazları kullanılmıştır.
B. abortus S-19 aşı yarı mamulü ile liyoprotek-
tanların birleştirilmesi: Ana tohum suşundan pa-
sajlanan çalışma tohum şuşu ile biyoreaktörde aşı 
suşu üretimi yapılmıştır. Biyoreaktörde üretilen 
S-19 aşı yarı mamulünün konsantrasyon işlemi 
sonrası, seyreltme yöntemiyle canlılık sayımı yapı-
larak, yarı mamulün bakteri yükü 1410x109 kob/ml 
olarak tespit edilmiştir [2]. Üretim sonrası canlılık 
sayımı ile bakteri yükü (kob/ml) belirlenmiş olan 
yarı mamul aşı ürünü her bir liyoprotektanın farklı 
konsantrasyonları ile seyreltilerek final yarı mamul 
aşı ürünü oluşturulmuştur. Her bir konsantrasyon-
daki liyoprotektanlar ile aşı bulk ürünü, 9,4 kat su-
landırılarak, formülasyonun S-19 şuş yükü 150x109 
kob/ml olarak düzenlenmiştir. 
Kritik formülasyon sıcaklıklarının tespit edil-
mesi (FDM, DTA, Zsin): FDM ile numunelerin 
çalışması sırasında, 16-20 mm çapında ince bir 
cam slayt dondurarak kurutma aşamasının gerçek-
leşeceği gümüş blok üzerine yerleştirildi. Örnek 
çözeltinin yaklaşık 2 µl’si her deney sırasında bu 
cam slayt üzerine konulup, daha ince ve daha kü-
çük (10-13 mm) bir cam slayt, numune damlacığı-
nın üstüne yerleştirildi [16]. Numunenin analizi için 
cihaza bağlı bilgisayarda tanımlanmış bir sıcaklık 
profili seçildi. Bu profile göre 20 ºC/dk’lık soğut-
ma ivmesi ile ürün -40 ºC’ye ulaştırıldı. Bu sıcaklık 
noktasına ulaşana kadar 60 saniye aralıklarla ciha-
zın kamerası ile örnek görüntüsünün resmi çekildi. 
Ardından vakum pompası devreye alındı.Numune, 
çökme noktası boyunca bir 1°C/dk düşüş hızı kul-
lanılarak ısıtılmış ve bu süre boyunca süblimasyon 
ara yüzeyindeki yapı kayıplarının durumu (boşluk-
lar, delikler, çatlaklar, vb.) incelenerek kollaps sı-

caklığı belirlenmiştir [16]. Isıtma aşamasında her 5 
saniyede bir otomatik olarak mikroskoptaki görün-
tünün resmi çekilerek, üründeki termal değişim kısa 
zaman aralığında çekilen resimlerin gözlemlenmesi 
ile değerlendirilmiştir.

Zsin ve DTA analizinde, referans ve numune-
nin sıcaklığa karşı hem solüsyon impedansı hem 
de solüsyon donarken, erirken veya yumuşarken ki 
ekzotermik ve endotermik değişiklikler DTA anali-
zi ile grafiklendirilir [3]. Zsin ve DTA analizi, her 
bir numune (3ml) üzerinde aynı anda gerçekleştiril-
miştir. Örnek ve referans malzeme paslanmaz çelik 
örnek hücrelerine konularak, cihaza ait sıvı nitro-
jen tankı ile 100 ºC’nin altına soğutulmuş ve ardın-
dan örnek taşıyıcı hücreler tanktan yukarı alınarak 
ısıtma işlemi başlatılmıştır ve tüm problar 0ºC’nin 
üzerini gösterene kadar örnekler ısıtılmıştır. Her bir 
örnek hücresinde yer alan problar sayesinde termal 
değişikliklere ve iyonik hareketliliğin artmasına 
bağlı olarak, solüsyonlarda meydana gelen önemli 
olayların sıcaklıklarının belirlenmesi, ısınma pro-
filinin yorumlanması ve çizilmesi için ham veriler 
doğrudan excel dosyasına aktarılmıştır [3].

Bulgular
Çalışma için seçilen liyoprotektanların ve aşı yarı 
mamul ürünü ile liyoprotektan birleşimi olan for-
mülasyon numunelerinin 3 tekrarlı olarak yapılan 
analizlerin ortalama sonuçları Tablo-1’de listelen-
mektedir.

Aşı yarı mamulü ilavesi öncesi yapılan ana-
lizlerde farklı konsantrasyonlardaki salt sukroz, 
trehaloz ve mannitol solüsyonları arasında FDM ci-
hazında kollaps sıcaklığı olarak elde edilen sıcaklık 
dereceleri arasında sırasıyla en yüksek 1,1; 0,5 ve 
0,2°C fark olan, birbirine çok yakın sıcaklık nokta-
ları tespit edilmiştir. Aynı numunelerin DTA ve Zsin 
analiz sonuçları FDM de tespit edilenlerden daha 
düşük sıcaklık noktaları olmuştur. Farklı konsant-
rasyonlardaki salt sukroz solusyonlarına ait DTA ve 
Zsin analiz sonuçlarının kendi arasındaki en büyük 
fark ise sırasıyla 4,62 ve 2,71°C olarak bulunmuş-
tur. Bu sıcaklık farkı trehaloz örnekleri için sırasıy-
la 1,58 ve 1,53 olarak mannitol örnekleri için 1,14 
ve 0,67°C olarak belirlenmiştir. Mannitolün, Zsin 
ve DTA analizi sonucu elde edilen kritik sıcaklık-
lar Grafik-1’de yer almaktadır. Sukroz ve trehaloza 
göre daha yüksek sıcaklık noktaları tespit edilmiştir.
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Tablo-1: Numunelerin FDM, Zsin ve DTA analizlerinde 
elde edilen kritik formülasyon sıcaklıkları.
Numune FDM (°C) Zsin (°C) DTA (°C)
Sucrose%5 -32,1 -37,22 -36,64
Sucrose%10 -31,1 -34,51 -37,72
Sucrose%15 -30,9 -36,88 -33,10
Sucrose%5 + S19 -30,96 - -31,4
Sucrose%10 + S19 -31,73 - -33,6
Sucrose%15 + S19 -30,75 - -35,21
Trehalose%5 -27,27 -36,97 -32,33
Trehalose%10 -28 -38,5 -32,43
Trehalose%15 -27,5 -38,2 -30,85
Trehalose%5 + S19 -28,23 - -32
Trehalose%10 + S19 -27,40 - -33,25
Trehalose%15 + S19 -26,53 - -31,73
Mannitol%5 -1,6 -3,35 -3,42
Mannitol%10 -1,4 -2,68 -4,13
Mannitol%15 -1,5 -2,98 -4,56
Mannitol%5 + S19 -5 - -6,9
Mannitol%10 + S19 -4,5 - -6,32
Mannitol%15 + S19 -2,8 - -6,43

Aşı yarı mamulü ilavesi sonrası yapılan ana-
lizlerde aşı ürünü ile beraber farklı konsantrasyon-
larda sukroz, trehaloz ve mannitol içeren formülas-
yonların kendileri arasında konsantrasyon farkına 

bağlı FDM cihazında kollaps sıcaklığı olarak elde 
edilen sıcaklık değerleri arasında sırasıyla en yük-
sek 0,98, 1,7 ve 2,2°C fark olan, birbirine çok yakın 
sıcaklık noktaları tespit edilmiştir. Resim-1’de %15 
Sukroz+S19 aşı formülasyonunda meydana gelen 
kollaps, FDM cihazında -30°C’de rahatlıkla göz-
lenmektedir.

Aynı örneklerin DTA analiz sonuçları FDM de 
tespit edilenlerden daha düşük sıcaklık noktaları 
olmuştur. Formülasyon örneklerinin Zsin eğrileri 
değerlendirilmemiştir. Farklı konsantrasyonlardaki 
sukroz solusyonları ve aşı ürünü ile beraber hazır-
lanmış formülasyon örneklerine ait DTA analiz so-
nuçları arasındaki en büyük fark ise 3,81°C olarak 
bulunmuştur. Bu sıcaklık farkı trehalozun yer aldı-
ğı formülasyon örnekleri için 1,53 olarak mannitol 
için ise 0,58 olarak belirlenmiştir. S19 aşı suşu ile 
sukroz, trehaloz, mannitol solüsyonlarından hazır-
lanan formülasyon numunelerinin FDM ile DTA 
analizleri arasındaki en büyük sıcaklık farkları sıra-
sıyla 4,46; 5,6 ve 3,68°C olarak gözlenmiştir. 

Aşı ürünü ile birleştirilmemiş liyoprotektan so-
lüsyonlarının FDM, DTA ve Zsin analizlerinde ve 
aşı ürünü ile liyoprotektan karışımı sağlanmış for-
mülasyon örneklerininin FDM ve DTA analizlerin-
de konsantrasyon artışına bağlı kritik sıcaklıklarda 
çok büyük değişimlerin olmadığı gözlenmiştir.

Grafik 1. %15 Mannitole ait DTA ve Zsin analiz sonuçları.
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Resim 1. %15 Sukroz + S19 aşı formülasyonu için kol-
laps alanı (-30 C°).

Tartışma ve Sonuç

Liyofilizasyonda kullanılan yardımcı maddelerin 
kristalizasyon davranışlarını yansıtan Tc ve Tg’ 
değeri liyofilizasyon prosesinin geliştirilmesinde 
dikkate alınan önemli fizikokimyasal karakterlerdir 
[10]. FDM görüntüleme sonuçları değerlendirildi-
ğinde, aşı yarı mamulü ve farklı konsantrasyonlar-
daki yardımcı ajanlar ile standart bir dilusyon ora-
nına göre hazırlanmış formülasyonlarda kollapsın 
veya erimenin gözlendiği sıcaklıklar arasında majör 
farklılıklar gözlenmemiştir. Sukroz için farklı çalış-
malarda Tc değeri -32°C [8,19] ve Tg’ -28°C [4,14] 
olarak belirtilmektedir. Trehaloz için -28°C [13] ve 
-30°C [18] Tg’ ve -29°C ise Tc [1] değeri olarak 
paylaşılmıştır. Mannitol ise -3°C olan daha yüksek 
bir Teu değerine sahiptir [24]. Paylaşılan bu sıcaklık 
değerleri ile FDM analizinden elde edilen sonuçlar 
karşılaştırıldığında sukroz, trehaloz ve mannitolde 
konsantrasyon artışına rağmen sırasıyla en fazla 
1,75; 2,47 ve 2°C sıcaklık değişimleri gözlemlen-
miştir. Birincil kurutma süresince sıcaklığın kritik 
proses sıcaklık değerlerini aşmamak üzere azami 
seviyede yüksek tutulması gerekmektedir. Birincil 
kurutmayı takiben ikincil kurutmada sıcaklığın 
yükseltilmesi, üründen donmuş kısım uzaklaşma-
dığında erimeye neden olabilir. Birincil kurutmanın 
bitiş sıcaklık noktasının tayini bu açıdan çok büyük 
önem taşır [8]. Bu açıdan tespit edilen sıcaklıklar 
birinci kurutmada optimum hedef sıcaklığının belir-
lenmesinde sağlayacakları yardımdan ötürü kayda 
değer sonuçlardır.

FDM sonuçları görüntüleme cihazında elde 
edilen resimlerin değerlendirilmesi sonucu kayıt 
edilmiştir. Böylece FDM de tespit edilen Tc sıcak-
lığının başlangıç veya tam kollaps işaret edebildi-

ği paylaşılmıştır. Aynı zamanda FDM cihazının 
başlangıç kollapsının belirlenmesinin subjektif bir 
değerlendirme temeline dayanmakta olduğu belir-
tilmiştir [10]. Bizim yaptığımız analizlerde gözlem 
kriteri olarak kollaps hattında göz ile rahatlıkla se-
çilebilen başlangıç noktalarını temel aldık. Bu so-
nuçlar reçete oluşturulmasında sadece kollaps ve 
erime sıcaklıkları temel alındığında yardımcı mad-
de konsantrasyon artışına bağlı majör varyasyonlar 
içermeyen sıcaklık aralıklarının kullanılabileceği 
göstermektedir. Görsel olarak bir kollapsı gözlem-
leme olasılığının mikroskobun ışık kaynağı ve po-
larizasyon filtresi ile sınırlı olduğu da unutulmama-
lıdır [15].

Aşı yarı mamulü ile yardımcı madde formülas-
yonlarında DTA eğrilerinde görülen pik noktaları 
farklı konsantrasyonlarda dahil olmak üzere FDM 
cihazında tespit edilen kollaps sıcaklıklarından daha 
düşük sıcaklıkları işaret etmektedir. DTA analizinde 
gözlemlenen ekzotermik pikler donmuş materyal 
içinde stabilizasyon ve yeniden düzenlemeyi gös-
termektedir [3]. Bir diğer çalışmada benzer olarak 
ürün Tc değeri -18,6; -17,4 olarak tespit edilmişken 
DTA cihazı ile aynı ürün için impedens analizine 
göre -25 derecede ürün formunda bir yumuşama 
gözlenmiştir [22]. Ayrıca aynı liyoprotektan ve kon-
santrasyon için Tc ile Tg’ ve Teu sıcaklıkları arasın-
daki söz konusu tespit edilen farklar için cihazlar 
arasında çalışma prensibi ve sonuçların değerlendir-
me metodu farklılığının göz önünde bulundurulma-
sı tavsiyesi ortaya konulabilmektedir.

Tc ve Tg’, her iki değer de ürün sıcaklığının 
(Tp) üst limitini belirlemeye yardımcı olmaktadır. 
Tc değerleri genellikle 1-3°C Tg’ değerinin üstün-
de olduğu ve Tc değerinin üzerinde bir kurutmanın 
makrokollaps ile sonuçlanabileceği belirtilmiştir 
[10]. Bir başka yayında ise Tg’ ve Tc aynı deney-
sel parametreleri temsil etmedikleri açıklanmış ve 
Tc değerlerinin genellikle ilişkili Tg’ değerlerin-
den 2-5°C daha yüksek olduğu raporlanmıştır [15]. 
Bizim çalışmamızda bahsedilen yayın sonuçların-
daki benzer sıcaklık farkları gözlemlenmiştir. Bu 
sıcaklıkların aşı yarı mamulü ile yardımcı madde 
karışımlarında devam ediyor olması, reçete dizay-
nı açısından göz önünde bulundurulması faydalı 
bir bulgudur. Zira gözlemlenen Tc ve Tg’ değerleri 
arasındaki korelasyonun yorumlanmasını kolaylaş-
tırabilir. Tg değeri için unutulmaması gereken nokta 
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Tg’ nin bir sıcaklık aralığı olduğu ve tek bir sıcaklık 
noktası olmadığıdır [15].

Dondurarak kurutma uzun sürmesi nedeni ile 
oldukça pahalı bir proses olduğu için proses geli-
şiminde, en uzun süren birincil kurutma süresinin 
asgariye indirilmesi anahtar rol oynar. Fakat buzun 
tamamı üründen uzaklaşmadan ikincil kurutma aşa-
masında kollaps sıcaklığının üzerinde ürün sıcaklı-
ğındaki artış büyük olasılıkla kollaps veya ötektik 
erimeye neden olmaktadır [12,20]. Bu açıdan B. 
abortus S19 aşılarının liyofilizasyonunda, çalışma-
mızda tespit edilen kritik sıcaklıklarının, göz önün-
de bulundurularak sıcaklığın yükseltilmesi kollaps 
veya ötektik erimeyi önleyebileceği öngörülebil-
mektedir.

Çalışma sonucunda FDM cihazı ile Tc ve DTA 
ile de Tg’ veya Teu belirlenmiştir. Tg’ değerinde 
ama Tc’nin altında kurutma yüksek konsantrasyon-
daki protein formülasyonları için kullanılabilmekte-
dir [10]. Sukroz ve trehaloza kıyasla aşı yarı mamul 
ürünü ile mannitol karışımı için elde ettiğimiz daha 
yüksek ötektik sıcaklık değerleri liyofilizasyon re-
çetesinin oluşturulması daha geniş güvenli sıcak-
lık aralıkları sunabileceğine işaret edebilmektedir. 
Kristalin mannitolun, tek başında -40°C’de sukroz-
da gerçekleşen kollapsı, beraber kullanıldığında 
-10°C kuruyan sukroz yapısında önlediği bir rapor-
da paylaşılmıştır [23]. Çalışmamızda gerek FDM 
ile gözlemlenen Tc ve gerekse DTA ile elde edilen 
Tg’ veya Teu değerlerinde konsantrasyon değişikli-
ğine bağlı yüksek sıcaklık farkları gözlenmemiştir. 
Benzer bir çalışmada da farklı konsantrasyonlar-
daki (%5, %10, %20) sukroz ve trehaloza ait DSC 
(Diferansiyel Taramalı Kalorimetri) analizlerinde 
belirlenen Tg’ değerinde 1°C’den daha az sıcaklık 
farklılıkları gözlenmiştir [10]. Bu nedenle tercih 
edilecek protektan ajanın belirli seviyedeki yüksek 
konsantrasyonlarının kullanımı halinde bile çalışma 
numuneleri ve izlenen metoda göre prosesin yakın 
kritik sıcaklıklarda sürdürülebileceği düşünülmek-
tedir. Bu sayede daha fazla koruyucu ajan ile ürü-
nün çevrelenmesinin sağlanabilmesi liyofilizasyon 
kaybını azaltan bir avantaj sağlayabilecektir. Zira 
mevcut uygulamada ürün güvenliği ve kalitesi adı-
na proses dizaynı, ürün sıcaklığı için 2-5°C’lik bir 
güven aralığı ile ilişkili olarak belirlenmektedir. Bu 
aralık üretim hacminin yükseltilmesinde, teknolo-
ji transferinde ve farklı liyofilizator kullanımında 

küçük değişikliklere olanak sağlamaktadır [17,27]. 
Liyofilizasyon başından sonuna kadar bağlantılı bir 
proses olarak yorumladığımızda konsantrasyon artı-
şının ikinci kurutma için de etkisini değerlendirmek 
gerekebilir. Sıklıkla birincil kurutma sırasında ürün-
de kollaps oluşma ihtimali ikincil kurutmaya kıyas-
la daha fazladır [5]. Çünkü birincil kurutma sonrası 
ürün içeriğinde su miktarı daha düşük seviyelerde 
bulunmaktadır. Fakat ikincil kuruma koşulları ay-
rıca çözünen maddenin konsantrasyonuna bağlıdır. 
Çözünen maddenin konsantrasyonu yüksek oldu-
ğunda, emilen suyun çıkarılması daha zor hale gel-
diğinden, ikincil kurutma daha uzun zamanda veya 
daha yüksek sıcaklıkta gerçekleşir [6]. Bu nedenle 
protektan ajanın daha konsantre halde kullanılması 
dolaylı olarak ürün-protektan formülasyonun katı 
madde içeriğini yükselteceği için liyofilizasyon 
prosesi verimliliğini ve sürdürülebilirliğini olumsuz 
yönde etkileyebilir.

Dondururak kurutma prosesinde ölü veya canlı 
organizmalar, enzimler, hormonlar, organ ekstraktı 
gibi materyaller, hassas biyolojik materyaller olarak 
kabul edilmiştir. Kurutmada zorluklara neden olan 
preperasyonlara örnek olarak da aşılar gösterilmiştir 
[25]. Bu açıdan çalışmamızda elde edilen sonuçlar, 
Brucella abortus S19 aşı suşu temel alınarak liyo-
filize aşıların reçete optimizasyonu için daha geniş 
güvenli kurutma sıcaklık aralığını sağlayacak li-
yoprotektanın seçimi ve bu ajanın konsantrasyonu-
nun belirlenmesi yönünde temel bir basamak oluş-
turmuştur.
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Özet: Lyme hastalığı ya da Borreliozis; Borrelia burgdorferi adlı spiroket şekilli bir bakterinin neden olduğu, dün-
yada köpeklerde ve insanlarda yaygın olarak görülen, başlıca Ixodes cinsi kenelerle bulaşan, kalp, eklemler ve sinir 
sisteminde bozukluklarla karakterize ve kronikleşebilen enfeksiyöz bir hastalıktır. Günümüzde sistemik inflamatuar 
yanıtın komplementleri olan nötrofil-lenfosit oranı (NLO), monosit-lenfosit oranı (MLO) ve platalet-lenfosit oranı 
(PLO) birçok hastalık prognozunun değerlendirilmesi ve prediktif parametreler olarak kullanılmaktadır. Bu çalışmadaki 
amacımız ise ilk defa kronik bir inflamasyona neden olan B. burgdorferi’i yönünden doğal enfekte seropozitif köpek-
ler ile seronegatif köpeklerin tedavi öncesi başüstü parametreleri olan nötrofil (NEU), NLO, lenfosit (LYM), monosit 
(MONO), MLO, platalet (PLT) ve PLO değerlerinin karşılaştırılmasıdır. Yirmi dört adet sahipli köpekten tedavi öncesi 
alınan tam kan ve serum örnekleri çalışma materyalini oluşturmuştur. Serum örneklerinin B. burgdorferi’ye karşı oluşan 
IgG antikor yanıtı ELISA yöntemi ile belirlenmiştir. Sonrasında bu 7 adet seropozitif örnek Western Blot yöntemi ile 
doğrulanmıştır. Gruplar arası NEU, NLO, MONO, MLO, PLT ve PLO değerleri karşılaştırılmış ancak, istatiksel bir fark 
bulunamamıştır. Sonuç olarak lyme hastalığı yönünden seropozitif köpekler ile seronegatif köpeklerin ilk kez NLO, 
MLO, ve PLO değerlerinin karşılaştırıldığı mevcut çalışma ile uygulaması kolay ve düşük maliyetli sistemik inflamas-
yon belirteçlerinin veteriner pratikteki kullanımlarının genişletilmesi yönündeki gerçekleştirilecek çalışmalara katkı 
sağlayacağı düşünülmektedir.
Anahtar kelimeler: Köpek, Borrelia burgdorferi, nötrofil-lenfosit, monosit-lenfosit, platelet-lenfosit, oran

Detection of Neutrophil–Lymphocyte, Monocyte- Lymphocyte and Platelet–Lymphocyte 
Ratios in Dogs Naturally İnfected with Borrelia burgdorferi

Abstract: Lyme disease or Borreliosis; is a commonly seen infectious disease in the dogs and men worldwide which 
caused by a spirochete shaped bacterium called B. burgdorferi, mainly transmitted with the Ixodes species of ticks 
and affects heart, joints and characterized with neurological system disorders. Nowadays, as being components of 
the systemic inflammatory response, the neutrophil-lymphocyte (NLR), monocyte-lymphocyte (MLR) and platelet-
lymphocyte ratios (PLR) are used as predicting parameters for the evaluation of the progression of various diseases. 
Our interest in the current study is to determine whether pretreatment NEU, NLR, LYM, MONO, MLR, PLT and PLR 
levels as bedside markers, differ in seropositive dogs naturally infected with B. burgdorferi which leads a chronic in-
flammation from seronegative dogs for the first time. Twenty four whole blood and serum samples of the client-owned 
dogs formed the study material. Seven of the serum samples were showed IgG against B. burgdorferi by ELISA and 
detected as seropositive. Later these 7 seropositive dogs were confirmed by Western Blot method. NEU, NLR, MONO, 
MLR, PLT and PLR levels were compared between groups, but there were not found any statistical significance for 
these parameters between groups. Consequently, it is thought that within this study, which firstly compared the NLO, 
MLO, and PLO values of seropositive dogs and seronegative dogs in terms of Lyme disease, is thought to contribute 
to the studies to be carried out in order to expand the use of these easily applicable and low cost systemic inflammation 
markers in veterinary practice. 
Key words: Dog, Borrelia burgdorferi, neutrophil-lymphocyte, monocyte-lymphocyte platelet-lymphocyte, ratio

Giriş

Lyme hastalığı ya da Borreliozis; Borrelia burgdor-
feri adlı spiroket şekilli bir bakterinin neden olduğu, 
dünyada yaygın olarak görülen, başlıca Ixodes cinsi 
kenelerle bulaşan, kalp, eklemler ve sinir sistemin-

de bozukluklarla karakterize, ancak birçok organı 
da etkileyen ve kronikleşebilen enfeksiyöz bir has-
talıktır. Köpek Borreliozis’i ise ilk kez 1980’lerde 
Amerika Birleşik Devletleri’nde tanımlanmış ve 
kısa zamanda tüm dünyaya yayılmıştır [9]. 
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Köpeklerde Lyme hastalığı birçok organ ve 
sistemi etkilemekte birlikte, en sık eklemlerin etki-
lendiği rapor edilmiştir [7, 10]. Hastalık her yaştaki 
köpekte eroziv olmayan artritis, topallık, ağrı, ateş 
(T>39,5°C), iştahsızlık, lenfadenopati ve yorgunluk 
şeklinde görülürken, yaşlı köpeklerde böbrek yet-
mezliğinin daha sık görüldüğü belirlenmiştir [10]. 
Miyokarditis ve endokarditis gibi kardiak bozuk-
lukların hastalıkta nadir olarak oluştuğu ortaya ko-
nulmuştur [7].

Köpeklerde lyme hastalığının eroziv veya ero-
ziv olmayan artrit formlarının dışında şekillenen 
nefropati formunda ödemli vaskülit veya efüzyon; 
olası körlük veya kalp üfürümlü hipertansiyon; 
tromboembolik olaylar ve bazen vaskülit, hipertan-
siyon, üremik ensefalopati veya menenjitin nörolo-
jik belirtileri (örneğin, nöbet, nistagmus, kollasps) 
gibi semptomlar görülebilmektedir [4, 20]. 

Bu sendromdaki laboratuvar anormallikleri-
ni ise dejeneratif olmayan anemi, stres lökogramı, 
trombositopeni, hipoalbuminemi, azotemi, hiper-
kolesterolemi, hiperfosfatemi ve bazen hiperkalemi 
ve hiperbilirubinemi oluşturmaktadır. İdrar mua-
yenesinde proteinüri ve hemoglobinüri, hematüri, 
glukozüri, bilirubinüri ve negatif bakteri kültürü 
ile aktif bir sedimentasyonda azalma görülebilmek-
tedir. Çoğu vaka oligürik veya anürik olup böbrek 
yetmezliği nedeni ile hasta köpekler ölebilmektedir 
[6, 4, 15, 20].

Çoğu zaman immun ilişkili mediyatörlerin 
oldukça geniş ve karmaşık sıraya sahip olmaları, 
kritik hastalıklarda immun yanıtın değerlendirilme-
sinde kullanılacak uygun biyokimyasal parametre-
lerden iyi bir prediktif belirteç olarak yararlanmayı 
mümkün kılmamaktadır [5]. Son zamanlarda hali 
hazırda kolaylıkla elimizin altında bulunan tam kan 
sayımından köken alan oranlar, henüz herhangi bir 
konsensus oluşturulmamasına rağmen potansiyel 
biyokimyasal belirteçler olarak beşeri hekimlikte 
yaygın olarak kullanılmaktadır [14, 16, 26]. 

Glasgow Prognostik Skoru’nun yanında siste-
mik inflamatuar yanıtın komplementleri olarak nöt-
rofil-lenfosit oranı (NLO), monosit-lenfosit oranı 
(MLO) ve platalet-lenfosit oranı (PLO) yer almak-
tadır [8, 18]. Son zamanlarda bu oranlar karsinoge-
nezis ve tümör progresyonun değerlendirilmesinin 
yanı sıra birçok inflamasyon ilişkili hastalıklarda 
örneğin kardiyovasküler hastalıklar [13], malignan-

siler [22], otoimmun hastalıklar [3, 24], akut pank-
reatitis [23], kronik obstruktif pulmoner hastalıklar 
[12, 25], overiyan apselerde, Chron hastalığı ve 
siroziste prognozun değerlendirilmesinde prediktif 
parametreler olarak kullanılmaktadır [1]. Ucuz ve 
kolaylıkla erişilebilecek olan bu oran ve skorlama-
ların henüz veteriner hekimlikte kullanılması için 
çok sayıda kapsamlı çalışmalara ihtiyaç vardır.

Bu çalışmanın amacı ise ilk defa kronik bir 
inflamasyona neden olan B. burgdorferi’nin neden 
olduğu lyme hastalığı yönünden seropozitif köpek-
ler ile seronegatif köpeklerin NEU, NLO, MONO, 
MLO, PLT ve PLO değerlerinin karşılaştırılmasıdır.

Materyal ve Metot
Çalışma Materyali
Çalışma materyalini, Nisan 2017 ile Haziran 2018 
tarihleri arasında Ondokuz Mayıs Üniversitesi Ve-
teriner Fakültesi Eğitim Uygulama ve Araştırma 
Hastanesi’ne tedavi veya kontrol amacıyla getirilen 
sahipli, çeşitli ırk ve yaşlarda, dişi ve erkek toplam 
24 adet köpek oluşturmuştur. Çalışmaya daha önce 
B. burgdorferi’ye karşı aşılanmamış ve Lyme hasta-
lığı yönünden herhangi bir tedavi görmemiş toplam 
24 adet köpek dâhil edilmiştir. Serolojik olarak B. 
burgdorferi yönünden pozitif kabul edilen 7 adet 
köpek deney grubunu oluştururken, geriye kalan ve 
serolojik olarak negatif kabul edilen 17 adet köpek 
ise kontrol grubunu oluşturmuştur. Çalışma yerel 
hayvan etik kurulunca onaylanmıştır (2016/64).

Total Kan Sayımı
Rutin muayenede tedavi öncesi 2 ml EDTA’lı tüple-
re, 5 ml kuru tüplere alınmış olan kan örnekleri ça-
lışma materyali olarak kullanılmıştır. EDTA’lı tüp-
lere alınan kan örnekleri total kan sayımı için sayım 
öncesi karıştırıcıda orta devirde karıştırılıp çalışıl-
maya hazır hale getirilmiş, sonrasında 24 adet tam 
kan örneği BC-5000 Vet Auto Hematoloji cihazıyla 
çalışılmış ve sonuçlar (WBC, NEU, LYM, MONO, 
EOS, LY%, MONO%, EOS%, NEU%, RBC, HGB, 
HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, RDW-SD, 
PLT, PCT, MPV, PDW) kayıt altına alınmıştır. Ça-
lışma köpeklerine ait tam kan sayımı değerlerinden 
NLO (nötrofil/lenfosit), MLO (monosit/lenfosit) ve 
PLO (platelet/lenfosit), lenfosit sayılarının sırası 
ile nötrofil, monosit ve platelet sayılarına ayrı ayrı 
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bölünerek hesaplanmasından elde edilmiştir [19]. 
Lyme hastalığının serolojik tanısı amacıyla jelli tüp-
lere alınan örnekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj 
edilerek serumları 2 farklı ependorf tüpüne aktarıla-
rak çalışılana kadar -20 0C’de muhafaza edilmiştir.

Serolojik Olarak Köpek Spesifik Anti B. 
burgdorferi IgG Seviyelerinin ELISA Yöntemi 
ile Tespiti
Köpeklerden alınan serum örnekleri öncelikle B. 
burgdorferi’ye karşı oluşan IgG antikor yanıtını be-
lirlemek amacı ile EUROIMMUN® Anti-Borrelia 
ELISA Köpek IgG (Lübeck, Germany) kitleriyle 
üretici firmanın direktiflerine uygun olarak çalışıl-
mış ve 450 nm’de ELISA okuyucuda okutulmuştur. 
Elde edilen okuma değerleri prospektüste belirti-
len yönteme göre hesaplanmış ve test sonucunda 
kalibrasyona ait değerlere bölünerek son değerlere 
ulaşılmıştır. Her bir örneğin pozitif, negatif ya da 
sınırda pozitifliği belirlenmiştir. 

Serolojik Olarak Köpek Spesifik Anti B. 
burgdorferi IgG Pozitif Köpeklerin Western Blot 
Yöntemi ile Doğrulanması
ELISA yöntemi ile pozitif bulunan serum örnek-
leri, EUROIMMUN®  Anti-Borrelia EUROLINE 
Köpek IgG (Lübeck, Germany) kitleri ile çalışılmış-
tır. Test görsel olarak değerlendirilmiş olup, her bir 
örneğin verdiği bant sayısı ve çeşidine göre değer-
lendirme yapılmıştır. Spesifik antijen bant değer-
lendirmesinde; VIsE, P100, P39, OspA (p31), OspC 
(P25), p21, p18 yer almaktadır. Sonuçlar üretici fir-
manın direktiflerine göre firmanın göndermiş oldu-
ğu test kontrol kâğıtlarının üzerinde görsel olarak 
değerlendirilmiştir.

İstatistiksel Analiz

Çalışmaya dâhil edilen tüm köpeklerin NEU, LYM, 
MONO, PLT, NLO, MLO ve PLO değerlerinin 
normal dağılım gösterip göstermediğini belirlemek 
amacı ile Kolmogorov-Smirnov testi kullanılmıştır. 
Sonrasında deney ve kontrol grubu arasında NEU, 
LYM, MONO, PLT, NLO, MLO ve PLO değerleri-
nin karşılaştırılmasında ise Student t testi uygulan-
mıştır.

Bulgular

Çalışma materyalini oluşturan 24 köpeğin, 7’si B. 
burgdorferi’ye karşı oluşan anti IgG antikor yö-
nünden seropozitif olarak bulunurken, 17 köpek se-
ronegatif olarak tespit edilmiştir (Tablo 1). Deney 
grubunu oluşturan 7 köpeğin seropozitiflikleri ise 
sonrasında Western Blot yöntemi ile doğrulanmış-
tır. Deney ve kontrol gruplarına ait NEU, LYM, 
MONO, PLT değerleri Figür 1’de gösterilmiştir. 
Deney ve kontrol gruplarına ait NLO, MLO, PLO 
değerleri ise Figür 2’de gösterilmiştir.

Figür-1: Borrelia burgdorferi ile doğal enfekte se-
ropozitif (Deney grubu; mavi renkli) ve seronegatif 
köpeklerin (Kontrol grubu; kırmızı renk) tedavi ön-
cesi NEU, LYM, MONO ve PLT değerlerinin su-
nulduğu Kutu-Bıyık grafikleri (Box-and-whiskers 
plot). Orta Kutu, gözlemin %50’sini oluşturmakta-
dır; kutunun alt kısmı birinci çeyrekliği ve kutunun 
üstü üçüncü çeyrekliği oluşturmaktadır. Kutunun 
ortasındaki yatay çizgi ise medyandır. Her kutu-
daki çarpı işareti o kutuya ait ortalama değeri ver-
mektedir. Bıyıklar, çeyrekler arası aralıktan 1,5 kez 
çıkartılan en küçük ve en büyük gözlemlere kadar 
uzanmaktadır ve ayrı ayrı noktalar halinde belirtil-
mişlerdir. 



Çakır K ve Pekmezci D. B. burgdorferi ile Enfekte Köpeklerin Nötrofil-Lenfosit, Monosit-Lenfosit ve Platelet-Lenfosit Oranları 61

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 58-63

Figür-2: Borrelia burgdorferi ile doğal enfekte se-
ropozitif (Deney grubu; mavi renkli) ve seronega-
tif köpeklerin (Kontrol grubu; kırmızı renk) tedavi 
öncesi NLO, MLO ve PLO değerlerinin sunulduğu 
Kutu-Bıyık grafikleri (Box-and-whiskers plot). Orta 
Kutu, gözlemin %50’sini oluşturmaktadır; kutunun 
alt kısmı birinci çeyrekliği ve kutunun üstü üçüncü 
çeyrekliği oluşturmaktadır. Kutunun ortasındaki ya-
tay çizgi ise medyandır. Her kutudaki çarpı işareti 
o kutuya ait ortalama değeri vermektedir. Bıyıklar, 
çeyrekler arası aralıktan 1,5 kez çıkartılan en küçük 
ve en büyük gözlemlere kadar uzanmaktadır ve ayrı 
ayrı noktalar halinde belirtilmişlerdir.

Tablo 1. Çalışma materyalini oluşturan 24 köpeğin ırk, yaş ve cinsiyetlerine ait veriler.
Anti B. burgdorferi IgG yönünden pozitif köpekler

Irk Yaş Cinsiyet Uygulama ve Araştırma Hastanesine Getiriliş Nedeni
Golden Retriever 8 Dişi Genel Muayene
Rottweiler 5 Erkek Belirtilmemiş
Mastiff 5 Erkek Topallık
Akbaş 5 aylık Erkek Gastritis
Pointer 6 aylık Erkek Çam Kese Böceği Toksikasyonu
Doberman Pinscher 10 Dişi Piyometra
Golden Retriever 11 Dişi Atopik Dermatit

Anti B. burgdorferi IgG yönünden negatif köpekler
Irk Yaş Cinsiyet Uygulama ve Araştırma Hastanesine Getiriliş Nedeni
İngiliz Pointer 1 Erkek Genel Muayene
Golden Retriever 6 Erkek Genel Muayene
Melez 6 aylık Dişi Belirtilmemiş
Melez 9 aylık Dişi Belirtilmemiş
Setter 2 Erkek Ovariohisterektomi
Pointer 1 Erkek Gastritis
Alman Çoban Köpeği 8 Dişi Genel Kontrol
Kangal 6 aylık Dişi Genel Kontrol
Labrador Retriever 9 Dişi Ovariohisterektomi
Melez 2 Dişi Genel Kontrol
Melez 8 aylık Dişi Genel Kontrol
Melez 4 aylık Dişi Genel Kontrol
Melez 4 aylık Erkek Genel Kontrol
Melez 15 Dişi Genel Kontrol
Belçika Malinois 1 Erkek Genel Kontrol
Melez 5 aylık Erkek Genel Kontrol
Melez 3 Erkek Genel Kontrol
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Tartışma

Lyme hastalıklı insanlar ve köpeklerde hematolo-
jik ve serum biyokimyasal değerler genellikle nor-
mal sınırlar içerisinde yer almaktadır [15]. Benzer 
sonuçlar çalışmamız içinde geçerli olmuştur. Zira 
deney grubuna ait ortalama NEU, LYM, MONO, 
PLT değerleri sırası ile 9,5x109/L, 2,05x109/L, 
0,742x109/L ve 318,68x109/L olarak bulunmuştur. 
Bu sonuçlar Scorpio ve ark. [21] yapmış oldukla-
rı çalışma ile benzerlik göstermektedir. Sunulan 
çalışmada deney ve kontrol grubunun NEU, LYM, 
MONO, PLT değerlerinin karşılaştırılmasında ise 
istatiksel olarak bir farklılık (P>0.05) tespit edile-
memiştir. 

Deney ve kontrol gruplarının NLO, MLO ve 
PLO değerlerinin karşılaştırılmasında ise yine is-
tatiksel olarak bir farklılık (P>0.05) olmamakla 
beraber deney grubunun NLO ortalama değerinin 
(7,2), kontrol grubuna göre (5,2) yüksek olduğu 
belirlenmiştir. Bazı çalışmalarda lokal lenfositik 
yanıtın, invazif yapıdaki lenfositik reaksiyonlar gibi 
değerlendirilmeleri neticesinde düşük NLO oranı 
ile karşılaşıldığını ve bunun sonucunda ise progno-
zun daha iyi olduğu bildirilmektedir [17]. Mevcut 
çalışmamızda kontrol grubuna kıyasla deney grubu-
nun yüksek LYM değerine sahip olmasına rağmen 
yine deney NLO değerinin de yüksek olduğu tes-
pit edilmektedir. Bu durum çalışmamızdaki deney 
ve kontrol grup örnek sayılarının düşük olması ile 
açıklanabilir. MLO değerleri bakımından mevcut 
çalışmada deney (0,7) ve kontrol grubu (0,6) karşı-
laştırılmasında yine istatiksel bir farklılık (P>0.05) 
bulunmamıştır.

Deney ve kontrol gruplarının PLT ve PLO 
değerleri bakımından karşılaştırılmalarında yine 
istatiksel bir farklılık (P>0.05) tespit edilememiş-
tir. Bununla birlikte deney PLO değerinin (241,2) 
kontrol grubuna göre (182,8) yüksek bulundu-
ğu tespit edilmiştir. Sonuçlarımız Scorpio ve ark. 
[21]’nın yapmış oldukları ve PLT bakımından se-
ropozitif ve negatif köpekleri karşılaştırdıkları ça-
lışma ile benzerlik göstermektedir. Araştırmacılar 
çalışmalarında seropozitif köpeklerin PLT değer-
lerinin (286,78x109/L) seronegatif olanlara (202,42 
x109/L) istatiksel olarak bir farklılık göstermediğini 
tespit etmişlerdir [21]. Yapılan son çalışmalar pla-
teletlerin sistemik inflamasyonda özellikle de athe-

rogeneziste oldukça önemli bir role sahip olduğunu 
göstermektedir [11]. Plateletler birçok farklı hücre 
tipleri ile örneğin endoteliyal ve dendritik hücreler, 
T-lenfositler, ve mononükleer fagositler ile etkile-
şim içindedir [2]. Çalışmamızda lyme hastalıklı 
köpeklerde PLO’nun yükselme eğiliminde olduğu 
söylenebilir. Değerlendirmede PLO’nun yüksek bu-
lunması ise bu hastalardaki sistemik inflamasyonun 
da yüksek olabileceğini göstermektedir. Son yıllar-
da beşeri hekimlikte uygulama kolaylığı ve düşük 
maliyetinden ötürü NLO, MLO ve PLO değerleri 
sayısız hastalığın prognozunun değerlendirilmesin-
de kullanılmaktadır. Beşeri hekimlikte meta analiz-
ler doğrultusunda tüm inflamatuar yanıttaki sitokin 
ve akut faz proteinleri ile korrelasyonları valide 
edilmiş NLO, MLO ve PLO’nun B. burgdorferi 
yönünden seropozitif ve negatif köpeklerde değer-
lendirildiği çalışmamızda örnek sayımızın her iki 
grupta az olması çalışmamızı kısıtlayan en önemli 
nedeni oluşturmaktadır. 

Sonuç

Kronik inflamasyona neden olan B. burgdorferi’nin 
neden olduğu lyme hastalığı yönünden seropozitif 
köpekler ile seronegatif köpeklerin ilk kez NLO, 
MLO ve PLO değerlerinin karşılaştırıldığı bu ça-
lışmada, NLO ve PLO değerlerinin lyme yönünden 
seropozitif köpeklerde yükselme eğiliminde olduğu 
söylenebilir. Sonuç olarak, bu çalışma ile uygula-
ması kolay ve düşük maliyetli sistemik inflamasyon 
belirteçlerinin veteriner pratikteki kullanımlarının 
genişletilmesi yönünde gerçekleştirilecek çalışma-
lara katkı sağlayacağını düşünmekteyiz.
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Abstract: The taxonomy of Hysterothylacium genus remains incomplete and unclear in Turkish waters. In the pres-
ent study, H. adumcum larvae were morphologically identified from Merlangius merlangus euxinus in the Black Sea, 
Turkey. The nuclear ribosomal internal transcribed spacer region (ITS-1, 5.8S subunit, ITS-2) and the small subunit 
of the mitochondrial ribosomal RNA (rrnS) gene of H. aduncum were amplified and sequenced. The BLAST analysis 
indicated that obtained ITS sequences were identical to that of the reference sequence of H. aduncum (accession no 
JX413596) recorded previously from the Black Sea, Turkey. The rrnS gene of H. aduncum from the Black Sea, Turkey 
(MK886768) showed 97.94 to 99.56% identity to the isolates of H. aduncum from the Mediterranean Sea (MF000685-
MF000691) and the Chinese waters (MF140344). Moreover, pairwise comparison between the rrnS sequences of the 
H. aduncum from the Black Sea, Turkey (MK886768) and others H. aduncum isolates from the Mediterranean Sea 
(MF000685-MF000691), the Chinese waters (MF140344) showed differences ranged from 0.2 and 1.7%. Consequently, 
H. aduncum from the Black Sea was characterized for the first time by sequencing of the mitochondrial rrnS gene with 
the present study.
Key words: Hysterothylacium aduncum, molecular characterization, mitochondrial rrnS gene, Black Sea, Turkey

Türkiye’nin Karadeniz Kıyılarındaki Merlangius merlangus euxinus’u (Linnaeus, 1758) 
Enfekte Eden Hysterothylacium aduncum (Nematoda: Raphidascarididae) Larvasının 
Küçük Alt Ünite Ribozomal RNA Gen Bölgesine Göre Moleküler Karakterizasyonu

Özet: Türkiye sularında Hysterothylacium cinsinin taksonomisi eksik ve belirsizdir. Bu araştırmada Türkiye’nin 
Karadeniz kıyılarında avlanan Merlangius merlangus euxinus’da H. aduncum larvaları morfolojik olarak teşhis edil-
di. H. aduncum’un nükleer ribozomal ITS (ITS-1, 5.8S subunit, ITS-2) ve küçük alt ünite mitokondriyal ribozomal 
RNA (rrnS) gen bölgeleri çoğaltıldı ve sekanslandı. H. aduncum’un ITS sekanslarının BLAST analizleri daha önce 
Türkiye’nin Karadeniz kıyılarından rapor edilen H. aduncum’un referans dizisiyle (erişim numarası JX413596) identik 
olduğunu gösterdi. Türkiye Karadeniz’den H. aduncum rrnS geni (MK886768), Akdeniz (MF000685-MF000691) ile 
Çin sularındaki (MF140344) bulunan H. aduncum izolatları ile %97.94-99.56 arasında benzerlik gösterdi. Bununla 
birlikte, Türkiye Karadeniz’den elde edilen H. aduncum’un rrnS dizisi ile Akdeniz (MF000685-MF000691) ve Çin su-
larındaki (MF140344) diğer H. aduncum izolatlarının ikili karşılaştırmasında %0,2 ile %1,7 arasında farklılık gözlendi. 
Bu çalışma ile ilk kez Karadeniz’den H. aduncum’un mitokondriyal rrnS geni moleküler olarak karakterize edildi.
Anahtar kelimeler: Hysterothylacium aduncum, moleküler karakterizasyon, mitokondriyal rrnS gen, Karadeniz, Türkiye

Introduction

Hysterothylacium species belonging to family of the 
Raphidascarididae has a circumpolar distribution in 
the Northern Hemisphere that mainly found in ma-
rine teleost in temperate and cold waters [4] and a 
few fresh water hosts [16, 21]. To date, there are 
over 70 recognizable Hysterothylacium species with 
worldwide distribution [17]. However, only three 
species, H. aduncum, H. fabri and H. reliquens have 

been molecularly characterized from Turkish waters 
[11, 18, 20, 25]. These molecular studies have been 
also proven to be useful for the accurate identifica-
tion of those Hysterothylacium species using DNA 
sequencing of ribosomal internal transcribed spacer 
(ITS) regions and the mitochondrial cytochrome c 
oxidase subunit 1 (cox1) and (cox2) genes [11, 18, 
20, 25]. Molecular data on Hysterothylacium genus 
infecting fish from Turkish waters is still not suf-
ficient. Nevertheless, before the present study, there 
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had been no reports of characterizing the H. adun-
cum from the Black Sea using well-defined mito-
chondrial rrnS gene sequences. For this reason, in 
the present study, H. aduncum from the Black Sea 
were genetically characterized for the first time by 
sequencing of mitochondrial rrnS marker.

Materials and Methods
Parasite Collection and PCR Amplification
Hysterothylacium spp. larvae were collected from 
Merlangius merlangus euxinus in the Black Sea, 
Turkey between September and November 2018. 
Larvae were identified using the morphology of the 
labia, the position of the excretory pore, the intesti-
nal cecum, ventricular appendix and the tail [3, 23]. 
Three of fourth-stage larvae were randomly selected 
among the total larvae samples and were subjected 
to the molecular analysis. Total DNA was extracted 
from the middle part of larvae using the DNA ex-
traction kit (Thermo Scientific). The nuclear ribo-
somal ITS region (ITS-1, 5.8S subunit, ITS-2) and 
the small subunit of the mitochondrial ribosomal 
RNA (rrnS) gene were targeted for amplifications. 
ITS regions were amplified using the primers NC5 
(5′-GTA GGT GAA CCT GCG GAA GGA TCA TT-
3′) and NC2 (5′-TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT-
3′) [28]. PCR conditions followed the protocol de-
scribed by Pekmezci et al. [18]. Then, the rrnS gene 
was amplified using MH3 (5′-TTG TTC CAG AAT 
AAT CGG CTA GAC TT-3′) and MH4.5 (5′-TCT 
ACT TTA CTA CAA CTT ACT CC-3′) [6]. PCR 
conditions were also used according to D’Amelio 
et al. [6]. PCR products were visualized on 1.5% 
agarose gel by UV transillumination.

DNA Sequencing and Phylogenetic Analysis
Three fourth stage larvae morphologically identified 
as H. aduncum were sequenced using ABI PRISM 
310 genetic analyser (Applied Biosystems) for ITS 
and rrnS genes. The quality of the sequences were 
checked using Geneious R11 (Biomatters Ltd.) 
and Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen). Later, 
sequences were verified by forward and reverse 
comparisons, assembled, and edited with Contig 
Express in Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen) 
and Geneious R11 (Biomatters Ltd.). The obtained 
consensus sequences were compared with previ-
ously published data for identification by using the 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) via 
GenBank database [1]. The rrnS sequences were 
aligned with others known H. aduncum in previ-
ous studies [8, 15] using ClustalW in MEGA 7.0 
multiple sequence alignments [27] and adjusted 
manually. Genetic distances were calculated using 
the Kimura two-parameter model with pairwise de-
letion in Mega 7.0 [13]. Phylogenetic relationships 
were inferred using maximum likelihood (ML) with 
selection of the best model for nucleotide substitu-
tion by the Find Best DNA Model test implemented 
in MEGA 7.0 [13]. The Hasegawa-Kishino-Yano 
model (HKY + G) was selected using Akaike infor-
mation criterion (AIC). Bootstrap confidence values 
were calculated with for 100 repetitions for ML [7]. 
Bootstrap values ≥ 70 were considered well support-
ed [10]. The nucleotide sequences were deposited 
in GenBank database under the accession numbers: 
MK886768 for rrnS gene. Reference specimens and 
isolated DNA samples are stored at the “Department 
of Aquatic Animal Diseases, Veterinary Medicine 
Faculty, Ondokuz Mayıs University,” Samsun, 
Turkey.

Result
The amplifications of the rrnS gene and ITS region 
produced a fragment of approximately 500 bp and 
1000 bp from different individuals, respectively, 
on agarose gels. While the rrnS products were sub-
jected to direct sequencing giving products 480 bp 
long, ITS products were 900 bp long. No intraspe-
cific nucleotide variability within different individ-
uals was observed in the rrnS gene and ITS region. 
The H. aduncum isolates showed 100% identity to 
that of the reference sequence of H. aduncum (ac-
cession from JX413596) recorded previously from 
the Black Sea, Turkey [18]. The percent identities 
among H. aduncum isolates from Black Sea, Turkey 
(MK886768) showed 97.94-99.56% identity with 
various geographical isolates of H. aduncum from 
the Mediterranean Sea (MF000685-MF000691) 
and the Chinese waters (MF140344) from GenBank 
according to rrnS gene. Pairwise comparison be-
tween the rrnS sequences of the H. aduncum iso-
lates from the Black Sea, Turkey (MK886768) and 
others H. aduncum isolates from the Mediterranean 
Sea (MF000685-MF000691), the Chinese waters 
(MF140344) showed differences ranged from 0.2 
and 1.7% (Table 1). Also, the present rrnS sequence 



66 Molecular Characterization of Hysterothylacium aduncum Larvae Infecting Merlangius merlangus euxinus on rrnS gene Analysis

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 64-69

(MF140344) was aligned with the same gene for H. 
aduncum (MF000685-MF000691 and MF140344) 
which was previously deposited in GenBank (Fig. 
1). Moreover, H. aduncum (MK886768) in the Black 

Sea, Turkey and others H. aduncum (EU852345-
EU852348 and MF140344) isolates were clustered 
in the same clade in the ML tree (Fig. 2) inferred 
from the rrnS sequence analysis.

Table 1. Pairwise comparison of nucleotide sequence differences (%) in the rrnS among H. aduncum isolates and 
various geographical isolates

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1-MK886768, Black Sea, Turkey
2-MF000685, Mediterranean Sea 0.007
3-MF000686, Mediterranean Sea 0.007 0.004
4-MF000687, Mediterranean Sea 0.009 0.007 0.007
5-MF000688, Mediterranean Sea 0.004 0.002 0.002 0.004
6-MF000689, Mediterranean Sea 0.007 0.004 0.004 0.007 0.002
7-MF000690, Mediterranean Sea 0.007 0.004 0.004 0.007 0.002 0.004
8-MF000691, Mediterranean Sea 0.009 0.007 0.007 0.009 0.004 0.007 0.007
9-MF140344, Chinese waters 0.021 0.017 0.017 0.020 0.015 0.017 0.017 0.015

Figure 1. Alignment of the rrnS sequences of the H. aduncum larvae isolated from Black Sea with respect to the 
H.adumcum have previously been sequenced and deposited in GenBank under the accession numbers. The alignment 
was performed using BioEdit. Dots indicate identity with the first sequence and dashes are inferred insertion–deletion 
events.
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Figure 2. Phylogenetic rela-
tionships between H. adun-
cum (MK886768) from the 
present study and other H. 
aduncum as inferred by maxi-
mum likelihood obtained 
from rrnS gene. The scale 
bar indicates the distance in 
substitutions per nucleotide. 
Bootstrap values were calcu-
lated over 100 replicates and 
percentages ≥ 70% are shown 
at the internal nodes. C. over-
streeti was used as out group

Discussion

Morphologic identification of larval stage of ani-
sakid and raphidascaridid nematodes is extremely 
difficult due to the existence of sibling or cryptic 
species. Therefore, molecular genetic techniques 
are more reliable for a proper species identifica-
tion of larval and adult anisakid and raphidascaridid 
nematodes [12, 28, 18-20, 22, 24-26]. Until now, 
morphological and molecular data on species of 
Hysterothylacium genus infecting marine fish from 
Turkish waters have been still not sufficient. To date, 
only three Hysterothylacium species have been mo-
lecularly reported from different marine fish species 
from Turkish waters. Hysterothylacium aduncum, 
H. fabri and H. reliquens species were genetically 
characterized based on DNA sequencing of ITS re-
gions and the mitochondrial cox1 and cox2 genes 
from Turkish waters [11, 18, 20, 25]. Moreover, in 
the present study, larvae of H. aduncum infecting M. 
merlangus euxinus caught off the Black Sea, Turkey 
were characterized for the first time by sequencing of 
the mitochondrial rrnS gene. Phylogenetic analysis 
revealed that our H. aduncum isolate clustered with 
others known H. aduncum sequences in a mono-
phyletic clade in rrnS tree (Fig. 1). Furthermore, ge-
netic distance analyses for rrnS gene also revealed 

a very low intraspecific genetic distance between 
the obtained H. aduncum isolate (MK886768) 
and other H. aduncum isolates previously reported 
(MF000685-MF000691) from the Mediterranean 
Sea (p distance=0.004 to 0.009) (Table 1). Low in-
traspecific genetic variability among H. aduncum 
specimens has also previously been detected in the 
ITS sequences [2, 9, 12, 14, 18]. Whereas a low 
level of intraspecific nucleotide difference among 
the present isolate (MK886768) and others H. ad-
umcum isolates (MF000685-MF000691) from the 
Mediterranean Sea in the rrnS sequence, H. adun-
cum only should be considered as a single species. 
Nevertheless, high intraspecific genetic diversity 
was detected among our isolate (MK886768) and 
H. aduncum from the Chinese waters (MF140344) 
in the rrnS gene (p distance=0.021) (Table 1). In ad-
ditional to, geographically distant population of the 
same Hysterothylacium species may be cause intra-
specific genetic diffrences.

Conclusion
In the current study, the mitochondrial rrnS gene se-
quences of H. aduncum from the Black Sea are de-
termined for the first time. Sequence analysis of the 
rrnS gene provided a useful approach for the spe-
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cific identification of H. aduncum. Moreover, these 
valid genetic data of H. aduncum (MF140344) can 
be used to establish the phylogenetic relationships 
with Hysterothylacium species from the Black Sea 
and various geographical areas. Further researches 
using the different genetic markers are required to 
examine the genetic variability and population’s 
genetic structure within larvae and adult stage of 
Hysterothylacium species from the Turkish waters.
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Özet: Bu çalışmada, koyunların enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığına karşı alüminyum hidroksit ve poli (D, 
L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) adjuvantları kullanılarak üretilen aşıların kobaylarda oluşturduğu bağışıklık dü-
zeyleri karşılaştırıldı. Clostridium novyi tip A kültürünün formol ile inaktivasyonundan sonra, alüminyum hidrokside 
adsorbe edilmiş ve çift emülsiyon çözücü buharlaştırma yöntemi uygulanarak PLGA (laktid/glikolid oranı: (50/50), mo-
leküler ağırlık: 30.000-60.000 dalton) ile enkapsüle edilmiş antjen içeren iki farklı toksoid aşı hazırlandı. Aşıların oluş-
turduğu bağışıklık düzeyini belirlemek için 5-6 aylık ve ağırlıkları 400-500 gr olan erkek kobaylar kullanıldı. Her biri 10 
kobaydan oluşan 3 grup oluşturuldu. Birinci gruptakilere 21 gün arayla çift doz (2 ml+2ml) alüminyum hidroksitli aşı, 
ikinci gruptakilere PLGA mikrosferli aşı tek doz (2 ml) ve üçüncü gruptakilere PLGA mikrosferli aşı yarım doz (1ml) 
derialtı yolla verildi. Birinci gruptaki kobaylardan rapel aşılamadan, ikinci ve üçüncü gruptaki kobaylardan tek doz 
aşılamadan sonraki 15, 30 ve 45’inci günlerde kalpten kan örnekleri alınarak havuzlanmış serum örnekleri elde edildi. 
Kan serumlarındaki antikor düzeyi fare Toksin Nötralizasyon Test (TNT) ile belirlendi. Tek doz mikrosferli aşı ile çift 
doz alüminyum hidroksitli aşı uygulamalarından sonraki 30’uncu ve 45’inci günlerde aynı düzeyde antikor (8 IU/ml) 
saptandı. Ancak 15’inci günde çift doz alüminyum hidroksitli aşının antikor düzeyi 4 IU/ml iken, tek doz PLGA mikros-
ferli aşının antitor düzeyi 2 IU/ml olarak bulundu. Yarım doz PLGA mikrosferli aşı verilen kobaylarda yeterli düzeyde 
(antikor titresi˂2.5 IU/ml) bağışıklık elde edilemedi. Sonuç olarak, tek dozlu veteriner aşıların geliştirilmesi amacıyla 
farklı polimer tipi ve enkapsulasyon yöntemleri kullanılarak daha geniş kapsamlı çalışmaların yapılması gerekmektedir. 
Anahtar kelimeler: Adjuvant, alüminyum hidroksit, aşı, Clostridium novyi, PLGA 

Investigation of Adjuvant Effect of Poly (D, L-Lactic-Co-Glycolic Acid) (PLGA) 
Biopolymer in the Vaccine Production Against Infectious Necrotic Hepatitis

Abstract: In this study, immunity levels of the vaccines produced by using aluminum hydroxide and Poly (D, L-Lactic-
Co-Glycolic Acid) (PLGA) adjuvants against infectious necrotic hepatitis of sheep were compared in guinea pigs. After 
the culture of Clostridium novyi tip A was inactivated by formaldehyde, the two different toxoid vaccines containing an-
tigen adsorbed onto aluminum hydroxide and encapsulated in PLGA (lactide/glycolide ratio: (50/50), molecular weight: 
30.000-60.000 dalton) were prepared. Encapsulation of antigen in PLGA particles was performed by double emulsion 
solvent evaporation method. Male guinea pigs (400-500 g, 5-6 months old) were used to determine the immune re-
sponse to vaccination. Animals were divided into 3 groups with 10 in each group. The first group received double dose 
aluminum hydroxide-adsorbed vaccine (2 ml + 2 ml) with 21 days intervals, the second group received a single PLGA 
microsphere vaccine (2 ml) and the third group received a half dose PLGA microsphere vaccine (1 ml) subcutaneously. 
At 15th, 30th and 45th days after booster dose in the first group and a single dose in the other groups, blood samples 
were taken from the heart and pooled serum samples were obtained. Antibody levels in the pooled serum samples were 
determined by the mouse Toxin Neutralization Test (TNT). The same antibody level (8 IU /ml) was determined at 30th 
and 45th days after vaccination with double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine and a single dose PLGA mi-
crosphere vaccine. However, on day 15, the antibody level of the double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine 
was 4 IU/ml and the antibody level of the single dose PLGA microsphere vaccine was found to be 2 IU/ml. A half dose 
of PLGA microsphere vaccine did not produce a sufficient immun response (antibody titer ˂ 2.5 IU/ml). In conclusion, 
more extensive studies should be done to develop single-dose veterinary vaccines by using different polymer types and 
encapsulation methods.
Key words: Adjuvant, aluminum hydroxide, vaccine, Clostridium novyi, PLGA 
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Giriş

Aşılar, insan ve hayvanları enfeksiyonlara karşı 
koruyan biyolojik maddelerdir [34]. İlk aşı 1796 
yılında Edward Jenner tarafından çiçek hastalığı-
na karşı uygulanmıştır [29]. Aşılama, enfeksiyon 
hastalıklardan korunmak için maliyeti en düşük ve 
etkili yöntemlerden biri olarak kabul edilir [8, 25]. 
Bir aşı tipik olarak hastalık etkenlerinin ölü ya da 
hastalık yapma gücü zayıflatılmış formları, mikro-
organizmaların toksinleri veya yüzey proteinlerini 
içermektedir [34]. Konvansiyonel yöntemlerle ha-
zırlanan canlı (atenue), ölü (inaktif) ve toksoid aşı-
lar halen başarılı bir şekilde uygulanmaktadır [5]. 
Son yıllarda moleküler biyoloji ve immünolojide-
ki gelişmelere paralel olarak DNA aşıları, rekom-
binant DNA aşıları ve rekombinant subunit aşılar 
gibi biyoteknolojik aşılar geliştirilmiştir [8]. Canlı 
aşılar hem hücresel hem de humoral immun yanıtı 
uyararak daha güçlü bağışıklık oluştururlar. Ancak 
bağışıklık sistemi zayıf canlılarda aşı içerisindeki 
mikroorganizmanın hastalığa yol açması ve apato-
jen suşun yeniden patojen özellik kazanması deza-
vantaj oluşturmaktadır [10]. Ölü aşıların hastalığa 
yol açma riski yoktur fakat canlı aşılara göre daha 
kısa süreli bir yanıt oluştururlar. Özellikle hücresel 
bağışıklık daha zayıf şekillenir [26]. Uzun süreli ve 
yeterli bir bağışıklığın elde edilebilmesi için ölü aşı-
ların adjuvantlarla birlikte verilmesi ve rapel dozla-
rın uygulanması gerekir [25].

Adjuvantlar aşı antijenlerinin immunojenik 
özelliğini artıran maddelerdir [39]. İlk adjuvant 
1920 yılında keşfedilmiştir. Daha sonraki yıllarda 
adjuvant etkisi gösteren birçok madde keşfedilme-
sine rağmen toksik etkilerinden dolayı aşı ile kulla-
nımı kabul görmemiştir. Alüminyum tuzları, MF59, 
ASO3, ASO4 ve virozomlar insan aşılarında kulla-
nılan lisanslı adjuvantlardır [26]. Adjuvantlar depo 
etkisi göstererek antijenlerin yavaş salınımını sağ-
larlar ve bağışıklığın şekillenmesinde görev alan an-
tijen sunan hücreler, B ve T lenfositlerinin nonspe-
sifik aktivasyonuna yol açarlar [13]. Adjuvantlarla 
birlikte alınan antijenlerin çoğu dendtritik hücreler 
tarafından lenf nodüllerine taşınır. Dendritik hüc-
reler, makrofajlar ve B lenfositleri gibi antijen su-
nan hücreler antijeni işler ve büyük doku uyuşum 
kompleks molekülleri içerisinde T hücrelerine su-
narlar [39]. Alüminyum tuzları, adjuvant olarak 
hem insan hem de hayvan aşılarında uzun zaman-

dan beri yaygın olarak kullanılmaktadır. Genellikle 
Th2 hücrelerinin uyarılmalarını sağladıklarından 
humoral bağışıklığın şekillenmesinde etkindirler 
[26]. Bu adjuvantlar güvenlidir, ancak nadir de olsa 
alerjik reaksiyonlar ve granulomların oluşumuna 
yol açabilirler [39]. 

Nanopartiküller yaklaşık 40 yıl önce aşıların 
ve kanser tedavisinde kullanılan ilaçların taşınması 
amacıyla geliştirilmiştir. Doğal veya sentetik poli-
merlerle hazırlanan nanopartiküllerin boyutları 10-
1000 nm arasında değişmektedir [24]. Polimerler 
aşı antijenini korur ve depo görevi yaparak antije-
nin kontrollü salınımını sağlarlar. Polimerik parti-
küllerin tek doz aşıların ve mukozal aşıların geliş-
tirilmesinde etkili olduğu bildirilmiştir [29]. Klasik 
adjuvantlarla karşılaştırıldığında toksik olmamaları, 
biyouyumlu ve biyobozunur olmaları önemli bir 
avantaj sağlamaktadır. Polimerler hem hücresel 
hem de humoral bağışık yanıtı uyarırlar [35]. PLGA 
doku mühendisliğinde ve aşıların kontrollü salını-
mı için en fazla kullanılan ve FDA (Amerikan Gıda 
ve İlaç Dairesi) tarafından onaylanan bir polimerdir 
[20]. Son yıllarda insan [16, 17, 21, 28, 32, 33, 36, 
43] ve hayvan [37, 38, 40] aşılarının geliştirilmesin-
de PLGA biyopolimerinin etkinliği üzerinde birçok 
çalışma yapılmıştır.

Ülkemizde koyun yetiştiriciliğinde ekonomik 
kayıplara neden olan enfeksiyöz nekrotik hepati-
tis hastalığı akut, toksemik ve karaciğer nekrozları 
ile karakterize, öldürücü bakteriyel bir hastalıktır. 
Hastalık bazen sığırlarda da görülür. Hastalığın 
etkeni Clostridium novyi tip B’dir. Hastalığın olu-
şumunda bakterinin ürettiği özellikle alfa toksin 
önemli bir rol oynamaktadır [3]. Hastalıktan korun-
mada ülkemizde özel sektör tarafından üretilen veya 
ithal edilen toksoid aşılar kullanılmaktadır. Ancak 
yeterli bağışıklık elde etmek için 21 gün arayla aşı-
nın ikinci dozunun verilmesi gerekir. Tek doz aşı 
hayvanları korumamaktadır [22]. Literatür bilgisi-
ne göre, insan toksoid aşılarının geliştirilmesinde 
PLGA kullanılmış olmakla birlikte, bir hayvan aşısı 
olan enfeksiyöz nekrotik hepatitis toksoid aşısının 
geliştirilmesinde PLGA’nın etkisi daha önce araştı-
rılmamıştır. Bu çalışmada, enfeksiyöz nekrotik he-
patitis hastalığına karşı klasik yöntemlerle üretilen 
alüminyum hidroksitli aşının çift dozu ile PLGA 
kullanılarak üretilen aşının tek dozunun etkinliğinin 
karşılaştırılması amaçlanmıştır. 
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Materyal ve Metot

Bu çalışma için Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurulu Başkanlığı’nın 05.10.2016 tarih, 
2016/17 sayı ve 160 nolu kararı ile etik kurul onayı 
alındı.

Bakteri Suşu ve Standart Toksin: Aşı üreti-
minde kullanılan C. novyi tip A (UK) suşu ve Toksin 
Nötralizasyon Testinde (TNT) kullanılan C. novyi 
tip A alfa (α) standart toksin (L+/20, Dilüsyon Oranı: 
1/6) Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü’nden satın 
alındı. 

Deney Hayvanları: Üretilen aşının bağışıklık 
gücünü ölçmede kullanılan 5-6 aylık, 400-500 gr 
ağırlığındaki 30 adet erkek kobay (Guinea pig) ile 
toksin titresinin belirlenmesi, detoksifikasyon kont-
rolü ve TNT testinde kullanılan 4 haftalık 18-20 gr 
ağırlığındaki erkek fareler (Balb/c) Fırat Üniversite-
si Deneysel Araştırmalar Merkezi’nden temin edil-
di. Kobaylardan deneme öncesi kan örnekleri alındı 
ve TNT testi ile kan serumlarında antikor olmadığı 
belirlendi.

Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA): 
Antijenin kapsüllenmesinde PLGA (Sigma, lactide/
glycolide: (50/50), MW: 30.000-60.000) biyopoli-
meri kullanıldı.

Aşı Üretim Çalışmaları: Liyofilize C. nov-
yi tip A suşu 1 ml Tarrozi buyyon sıvısı ile sulan-
dırıldı. Bu sulandırmadan 0.5’er ml alınarak daha 
önce kaynatılıp soğutulmuş iki adet Tarrozi buyyon 
tüplerine ekim yapıldı ve 37ºC’de 24 saat anaero-
bik ortamda inkubasyona bırakıldı. Tarrozi buyyon 
kültüründen Gram boyama yapıldı ve besiyerlerine 
ekimler yapılarak suşun saf olup olmadığı kontro-
lü edildi. C. novyi dışında herhangi bir mikroorga-
nizma üremedi. Saflık kontrolünden sonra Tarrozi 
buyyon kültürleri, içerisinde bir litre Ardehali be-
siyeri bulunan şişeye aktarıldı. Bu besiyeri anaero-
bik gaz paketi içeren anaerobik jar içerisine kondu 
ve 37ºC’de 72 saat anaerobik ortamda inkubasyo-
na bırakıldı. Fareler (Balb/c) kullanılarak Ardehali 
besiyerinde üreyen C. novyi kültürünün alfa toksin 
titresi belirlendi ve minimal letal doz (MLD50/ml) 
değerleri saptandı. İnaktivasyon için kültüre %0.6 
oranında formol katıldı ve 10 gün 37ºC’de bekletil-
di. İnaktivasyon işlemini takiben kültürden numune 
alınarak canlılık ve detoksifikasyon kontrolü yapıl-
dı. Canlılık kontrolü için kıymalı buyyon, Tarrozi 

buyyon, nutrient buyyon (LAB068, LAB M) ve 
nutrient agara (LAB008, LAB M) ekim yapıldı ve 
besiyerleri 37ºC’de 1 hafta inkubasyona bırakıldı. 
Kültürün detoksifikasyon kontrolü farelerde yapıl-
dı. Daha sonra 1 litrelik kültürün yarısı alüminyum 
hidroksit ile adjuvantlama için ayrıldı. Diğer yarısı 
ise PLGA mikrosferlerinin hazırlanması için ayrı 
bir şişeye aktarıldı.

Alüminyum Hidroksit ile Adjuvantlama: 
Herhangi bir bakteri ve aktif toksin içermediği be-
lirlenen anakültür ve toksoid karışımına alüminyum 
hidroksit %20 oranında ve %80’lik fenol solüsyo-
nu %0.32 oranında katıldı. Oda ısısında bekletilen 
ana kültür ve toksoid karışımı 2 gün süre ile çal-
kalayıcı (Mipro) ile 50 rpm’de karıştırılarak adju-
vanta adsorbe edildi. Sterilite kontrolü için; aerobik 
bakteriler yönünden kanlı agara, anaerobik bakteri-
ler yönünden kıymalı buyyona, mikoplazmalar yö-
nünden PPLO agara (Difco) ve mantarlar yönünden 
sabouraud dextrose agara (Difco) ekim yapıldı. Za-
rarsızlık kontrolü için 2 adet kobaya derialtı yolla 
0.5 ml aşı verilerek aşılandı ve yan etkiler yönünden 
gözlem altına alındı. Aşı +4ºC’de buzdolabında sak-
landı [6].

PLGA Mikrosferlerinin Hazırlanması: 
PLGA mikrosferleri çift emülsiyon çözücü buhar-
laştırma metoduna göre hazırlandı [17]. Kısaca, 2 
ml toksoid içerisine %1.5 oranında trehaloz ve %2 
oranında Mg(OH)2 katıldı. Bunun üzerine metilen 
klorid içerisinde hazırlanmış %5’lik PLGA solüsyo-
nundan 25 ml ilave edilerek süspanse edildi. Daha 
sonra 50 W ve 10 saniye süre uygulanarak ultraso-
nik homojenizatörde (Bandelin) homojenize edildi. 
Bu emülsiyona %1’lik polivinil alkolden (PVA) 
100 ml eklendi ve homojenizatör (Heidolph Silent 
CrusherS) ile yüksek hızda (30.000 rpm) 10 saniye 
süreyle karıştırıldı. Bu emülsiyon 125 ml %0.3’lük 
PVA içerisine boşaltıldı ve 1 saat karıştırıldı. Daha 
sonra santrifüj işlemi uygulanarak mikrosferler 
toplandı ve distile su ile yıkandı. Mikrosferler va-
kumlu desikatörde kurutuldu ve +4 ºC’de buzdola-
bında saklandı. Bir aşı dozu (2 ml) toksoid miktarı 
(1/4000 MLD50/ml) kullanıldığında yaklaşık 1 gr 
kurutulmuş mikrosfer elde edildi. Tüm hayvanları 
aşılayacak miktarda mikrosferler hazırlandı.

Taramalı Elektron Mikroskop ile 
Mikrosferlerin İncelenmesi: Mikrosferlerin 
büyüklüğü ve şekli Fırat Üniversitesi Merkez 
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Laboratuvarı’nda bulunan Zeiss EVO MA10 marka 
taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile incelendi. 

PLGA Mikrosferlerinin İçindeki Antijen 
Miktarının Belirlenmesi: PLGA mikrosferlerinin 
içindeki yüklü protein miktarı Lowry metodu ile be-
lirlendi [30].

Bağışıklık Kontrolü: Hayvanları bağışıklamak 
için, kurutulmuş mikrosferler (15 gr) 30 ml PBS ile 
sulandırıldı. Alüminyum hidroksit adjuvantlı ve 
PLGA mikrosferli aşının bağışıklık testleri için her 
biri 10 kobaydan (5-6 aylık, 400-500 gr) oluşan 3 
grup oluşturuldu. Birinci gruptaki kobaylara 21 gün 
ara ile 2 ml alüminyum hidroksit adjuvantlı aşı deri 
altı yolla çift doz verildi. İkinci gruptaki kobaylara 
PLGA mikrosferli aşıdan 2 ml, üçüncü gruptaki ko-
baylara PLGA mikrosferli aşıdan 1 ml deri altı yolla 
tek doz enjekte edildi. Birinci gruptaki hayvanlar-
dan ikinci aşılamadan, ikinci ve üçüncü gruptaki 
hayvanlardan tek doz aşılamadan 15, 30 ve 45 gün 
sonra kalpten kan alınarak serumlar elde edildi. Her 
gruptaki hayvanların serumları havuzlanarak bir 
tüpte toplandı. Kobay kan serumlarında en az 2.5 
IU/ml düzeyinde antitoksinin varlığı farelerde Tok-
sin Nötralizasyon Test (TNT) ile belirlendi [6, 22]. 

Bulgular
Tarrozi buyyonda üreyen ana tohum suşu kültürün-
den yapılan Gram boyamada Gram pozitif, çomak 
şeklinde bazıları sporlu C. novyi bakterileri görül-
dü. Saflık kontolünde suşun saf olduğu belirlendi. 
Toksin üretim ortamı olarak kullanılan Ardehali 
besiyerinde üreyen kültürdeki C. novyi alfa toksin 
titresinin 1/4000 MLD50/ml olduğu tespit edildi. Aşı 
kültürünün inaktivasyonundan sonra yapılan canlı-
lık testinde herhangi bir mikroorganizma üremesi 
ve detoksifikasyon kontrolünde farelerde ölüm göz-
lemlenmedi. Deneysel olarak üretilen aşının aerobik 
ve anaerobik bakteriler, mikoplazmalar ve mantar-
lar yönünden yapılan sterilite testinde herhangi bir 
üreme saptanmadı. Kobaylarda yapılan zararsızlık 
testi sonucunda, hayvanlarda herhangi bir olumsuz 
reaksiyon gözlemlenmedi.

PLGA biyopolimeri ile kapsülleme işlemi son-
rasında antijenin %88 oranında mikrosferler içerisi-
ne yüklendiği saptandı. Taramalı elektron mikros-
kop analizinde mikrosferlerin çoğunun düzgün yu-
varlak şekilli olduğu görüldü. Bazı alanlarda kırık 
ve delik mikrosferler tespit edildi. Mikrosfer çapla-
rının ölçümü sonucunda çoğunun 1-5 µm çapında 
olduğu belirlendi (Şekil 1). 

Şekil 1. PLGA mikrosferlerinin SEM görüntüsü. 
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Alüminyum hidroksit adjuvantı katılmış aşı ile 
çift doz (2 ml+2 ml) aşılanmış kobayların kan se-
rumlarında antikor düzeyi 15’inci günde 4 IU/ml, 
30’uncu ve 45’inci günlerde 8 IU/ml olarak belir-
lendi. Bununla birlikte PLGA mikrosferli aşı ile tek 
doz (2 ml) aşılanmış kobayların kan serumlarında 
antitoksin düzeyi 15’inci günde 2 IU/ml, 30’uncu 
ve 45’inci günlerde 8 IU/ml, PLGA mikrosferli aşı 
ile yarım doz (1 ml) aşılanmış kobayların kan se-
rumlarında antikor düzeyi 15’inci günde 1 IU/ml, 

30’uncu günde ve 45’inci günde 2 IU/ml olarak 
tespit edildi. Alüminyum hidroksit adjuvantlı aşı ile 
ikinci aşılamadan ve PLGA mikrosferli aşının tek 
doz uygulanmasından sonra hayvanlardaki bağışık-
lık düzeyi, uluslararası standartlara göre minimum 
olması gereken düzeyin (2.5 IU/ml) üzerinde bu-
lundu. Bununla birlikte 1 ml PLGA mikrosferli aşı 
verilen hayvanlarda yeterli bağışıklık düzeyi sapta-
namadı (Şekil 2). 

Şekil 2. PLGA mikrosferli ve alüminyum hidroksitli aşılar ile aşılama sonrası oluşan antikor titreleri.

Tartışma ve Sonuç

İnsan ve hayvan aşılarının geliştirilmesinde nano-
teknolojinin kullanımı son yıllarda önem kazanmış-
tır [23]. PLG ve PLGA gibi sentetik polimerler mü-
kemmel biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerdir. 
Bu nedenle nanopartikül hazırlamada yaygın olarak 
kullanılmaktadırlar [1, 31]. Sentetik polimerlere 
ilave olarak aljinat ve kitosan gibi polisakkarit ya-
pıdaki doğal polimerler de nanopartiküllü aşıların 
hazırlanmasında kullanılmıştır [12, 17, 27]. 

Bu çalışmada, laboratuvarda küçük ölçekte en-
feksiyöz nekrotik hepatitis hastalığı aşısı üretilmiş 

ve adjuvant olarak alüminyum hidroksit ve PLGA 
biyopolimeri kullanılmıştır. Kobayları aşılamadan 
sonraki 15’inci günde alüminyum hidroksit adju-
vantlı çift doz aşının antikor titresi 15’inci günde 
4 IU/ml iken, tek doz verilen PLGA mikrosferli 
aşının antikor titresi 2 IU/ml olarak belirlenmiştir. 
Ancak 30’uncu ve 45’inci günlerde çift doz alü-
minyum hidroksit adjuvantlı aşı ile tek doz PLGA 
mikrosferli aşının antikor titresi aynı seviyede (8 
IU/ml) bulunmuştur. PLGA mikrosferli aşı yarım 
doz (1 ml) verildiğinde uluslararası kabul edilen 
titrenin (2.5 IU/ml) altında bir titre elde edilmiştir. 
Bu çalışmanın sonuçları, PLGA mikrosferli enfek-
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siyöz nekrotik hepatitis aşısının tek dozunun yeterli 
bir bağışıklık oluşturduğunu göstermektedir. Daha 
önce PLGA mikrosferli enfeksiyöz nekrotik hepa-
titis aşısı ile ilgili herhangi bir çalışma yapılmadı-
ğından tespit edilen antikor titrelerini karşılaştırmak 
mümkün olmamıştır. Bununla birlikte bu çalışmaya 
benzer bir şekilde tek doz PLGA mikrosferli insan 
tetanoz [17], difteri [43] ve hepatit B [16] aşılarında 
da yeterli bir bağışıklık düzeyi elde edilmiştir. 

Bu çalışmanın sonuçları, kapsülleme esnasında 
bir miktar antijeninin kaybına rağmen 30’uncu gün-
den sonra tek doz PLGA mikrosferli ve çift doz alü-
minyum hidroksitli aşının aynı düzeyde bağışıklık 
seviyesine ulaştığını göstermektedir. 15’inci günde 
PLGA mikrosferli aşının antikor titresinin düşük 
olması mikrosferler içerisinden ilk günlerde antije-
nin yavaş salınımından kaynaklanabilir. Polimerik 
partikül büyüklüğü, polimerin molekül ağırlığı ve 
hidrofobisitesi gibi faktörler antijen salınım süresini 
etkilemektedir. Düşük hidrofobisite ve daha küçük 
partikül büyüklüğüne sahip mikrosferden daha hızlı 
antjen salınımı gerçekleşir. Hidrofobisitesi yüksek 
ve daha büyük partiküllü mikrosferden antijen salı-
nımı çok yavaştır [18]. PLGA polimerinin bozunma 
yarı ömrünün polimerin monomer kompozisyonuy-
la ilişkili olduğu, glikolid/laktid oranı 50/50 oldu-
ğunda bozunma yarı ömrünün minimum düzeyde 
gerçekleştiği bildirilmiştir [9]. Bununla birlikte lak-
tid/glikolid oranı 75/25 olarak arttığında PLGA’nın 
bozunma oranının laktid/glikolid oranı 50/50 olan 
PLGA’dan daha hızlı olduğu saptanmıştır [15]. 
Diğer bir çalışmada ise, en yavaş hepatit B antijeni 
salınımı, laktid/glikolid oranı 50/50 olan PLGA po-
limeri kullanıldığında elde edilmiştir [36]. Partikül 
büyüklüğü 10 µm’den küçük mikrosferler hemen 
antijen sunan hücreler (dendritik hücreler ve makro-
fajlar) tarafından alınır ve adjuvant etkisi hemen 
başlar. Bundan daha büyük mikrosferler enjeksiyon 
yerinde kalır, yavaş yavaş antijen salınımı gerçekle-
şir [19]. Thomas ve ark. [41] tarafından yapılan bir 
çalışmada, 5µm çapındaki hepatit B antijeni yüklü 
mikrosferlerin 12 µm çapındakilerden daha güçlü 
bir immun yanıt oluşturduğu saptanmıştır. Eldridge 
ve ark. [11] tarafından yapılan çalışmada ise, stafi-
lokok enteroksin B toksoidi yüklü 10 µm’den küçük 
PLGA mikrosferlerinin daha güçlü immune yanıt 
oluşturduğu belirlenmiştir. Gutierro ve ark. [14], 
200, 500 ve 1000 nm büyüklüğündeki BSA yüklü 

PLGA partiküllerinin farelerde oluşturduğu antikor 
miktarlarını karşılaştırmışlar, küçük partiküllerden 
başlangıçta antijen salınımının daha yavaş olduğu 
fakat 1000 nm büyüklüğündeki partiküllerin daha 
yüksek IgG oluşumuna yol açtığını bildirmişlerdir. 
Yapılan bu çalışmada ise, antijenin kapsüllenmesin-
de laktid/glikolid oranı 50:50 ve molekül ağırlığı 
30.000-60.000 dalton olan PLGA biyopolimeri kul-
lanılmış ve mikrosferlerin çoğunun çapı 5 µm’den 
küçük bulunmuştur. Bu çalışmanın sonuçları laktid/
glikolid oranı 50:50 olan PLGA polimerin C. novyi 
toksoidinin enkapsülasyonu için kullanılabileceğini 
göstermektedir.

Koyunların enfeksiyöz nekrotik hepatitis has-
talığı etkeni olan C. novyi tip B ekstraselüler tok-
sinler (alfa, beta, zeta ve eta) üretir. Bu toksinler 
letal, ödamatöz ve sitotoksik aktiviteye sahiptir. 
Bu bakterinin sebep olduğu hastalıktan korunmada 
toksoid aşılardan yararlanılmaktadır. Alfa toksini en 
etkili toksin olup bu toksini içeren aşıların koruyu-
cu etki gösterdiği bildirilmiştir [3, 7]. Bu çalışma-
da saptanan antikor titreleri, aynı suş kullanılarak 
Baş ve Alp [6] tarafından hazırlanan monovalan 
ve kombine aşıdan elde edilen alfa antitoksin (an-
tikor) değerinden (>10) biraz düşük bulunmuştur. 
Bu farklılık aşı hazırlama tekniğinin farklılığından 
kaynaklanabilir. Baş ve Alp [6], aşıyı hazırlarken 
ultrafiltrasyon yöntemiyle konsantrasyon gerçek-
leştirmişlerdir. Araştırıcılar ultrafiltrasyon cihazı ile 
10.000-30.000 dalton büyüklüğündeki molekülleri 
filtre etmek suretiyle kültürü 3 kat konsantre ede-
rek, kültürün hacmini düşürmüşlerdir. Fakat bizim 
çalışmamızda konsantrasyon işlemi uygulanmamış-
tır. Konsantre edilmiş aşı içerisindeki antijen mikta-
rının fazla olması daha yüksek oranda antikor olu-
şumuna neden olabilir. Nitekim Amitoo ve ark. [2], 
C. novyi tip B toksoid aşısının kobaylara verdikleri 
aşı miktarını azalttıklarında antikor titresinin düştü-
ğünü belirlemişlerdir.

Aşı bağışıklık çalışmalarında elde edilen anti-
kor titreleri hayvan türlerine göre değişebilmekte-
dir. C. novyi aşısının bağışıklık çalışmaları tavşan-
larda yapıldığında elde edilen titreler, kobaylarda 
elde edilen titrelere göre 3-10 kat daha düşük bu-
lunmuştur [42]. Baş ve Alp [6], alüminyum hid-
roksitli C. novyi aşısının bağışıklık testini hem ko-
baylarda hem de koyunlarda yapmışlar, kobaylarda 
10 IU/ml’nin üzerinde ve koyunlarda 2.5-5 IU/ml 
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titre elde etmişlerdir. Kılıç ve Kılınç [22], alümin-
yum hidroksit adjuvantlı enfeksiyöz nekrotik hepa-
titis aşısı uygulanan koyunlarda aşının oluşturduğu 
bağışıklık düzeyini araştırmışlar, çift doz aşının 2. 
ayda antikor titresini 16 IU/ml düzeyinde tespit et-
mişlerdir. Her iki çalışmada da havuzlanmış serum 
örnekleri kullanılmıştır. 

Önceki çalışmalar PLGA ile kapsülleme iş-
leminde ilave edilen trehalozun toksoid içindeki 
antijenin stabilitesini artırdığını göstermektedir. 
PLGA’nın hidrolizi sonucu laktik ve glikolik asit 
açığa çıktığından mikrosferler içinde pH 3’ün altına 
düşer. Asidik pH’yı nötralize etmek için Mg(OH)2 
katılır. Trehaloz kapsülleme esnasında organik 
çözücülerden antijenik proteini korur. Trehaloz 
sulu ortamda kayda değer çözünürlüğe sahiptir. 
Trehalozlu ortamda antijen salınımı daha hızlıdır 
[16]. Protein stabilizatörü olarak sığır serum al-
bümin (BSA), manntitol ve sükroz kullanılmasına 
rağmen antijenin yapısının korunması ve daha iyi 
salınım için sadece trehalozun etkili olduğu, kapsül-
leme işleminde trehaloz konsantrasyonu % 0.5’den 
%2’ye artırıldığında, antijen salınımının da %80-
90 oranına ulaştığı, trehalozsuz mikrosferlerdeki 
yüklü protein miktarının %30-40 oranında olduğu 
bildirilmiştir [17]. Bununla birlikte, Quintilio ve 
ark. [32] tarafından yapılan bir çalışmada, prote-
in stabilizatörü içermeyen PLGA mikrosferleriyle 
kapsullenmiş tetanoz ve difteri aşıları uygulanan 
fare ve kobaylarda yeterli düzeyde bağışıklık elde 
edilmiştir. Yapılan bu çalışmada, mikrosferlerin ha-
zırlanmasında antijen kaybını önlemek için toksoid 
içerisine %1.5 oranında trehaloz ve %2 oranında 
Mg(OH)2 katılmıştır. Mikrosferler hazırlanırken ek-
lenen toksoid içerisindeki proteinin yaklaşık %88’i 
mikrosferler içerisine yüklenmiştir. Protein mikta-
rında yaklaşık % 12 oranında bir kayıp görülmesine 
rağmen çift doz alüminyum hidroksitli aşıyla aynı 
seviyede bağışıklık elde edilmiştir. Jaganathan ve 
ark. [17], trehaloz ilave ederek tetanoz antijenini 
PLGA ve kitosan ile kapsüllediklerinde mikrosfer-
ler içine protein yüklenme oranının %90’a çıktığını 
bildirmişlerdir. Bununla birlikte yapılan bir çalış-
mada [43] daha düşük protein yüklenme oranı sap-
tanmıştır. Protein yüklenme oranlarındaki bu farklı-
lıklar, kullanılan polimerin tipi, antijenin özelliği ve 
mikrosfer hazırlama yöntemlerinin farklı olmasın-
dan kaynaklanabilir. 

Sonuç olarak, PLGA mikrosferli enfeksiyöz 
nekrotik hepatitis aşısının tek dozunun alüminyum 
hidroksitli aşının çift dozu ile aynı düzeyde bağışık-
lık oluşturduğu ortaya konmuştur. Veteriner alanda 
daha ekonomik olması için maliyeti düşük polimer-
ler üretilmelidir. Farklı biyopolimerlerin veteriner 
aşılarının üretiminde kullanılabilirliği araştırılma-
lıdır. Polimer kullanılarak üretilen aşıların bağışık-
lık düzeyleri, mikrosferleri hazırlamada kullanılan 
yöntem, polimerin tipi, solventlerin çeşidi, protein 
stabilizatörleri gibi birçok faktörden etkilendiği için 
daha kapsamlı çalışmaların yapılmasına ihtiyaç du-
yulmaktadır. 

Teşekkür
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Özet: Bu araştırma sığırların önemli atık etkenlerinden biri olan Neospora caninum’un atık yapmış sığırlardaki yay-
gınlığının araştırılması amacıyla yapıldı. Bu amaçla, atık geçmişi ile Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü 
Müdürlüğü’ne 25 ilden gönderilen 986 sığır kan serumu N. caninum antikorları yönünden competitive ELISA (c-E-
LISA) ile tarandı ve örneklerde %32,35 (319/986) oranında N. caninum tespit edildi. Sığır çiftliklerinde N. caninum 
kaynaklı enfeksiyonlarda atıklara ilave olarak süt verimlerinde azalmaya, döl tutma problemine bağlı olarak erken da-
mızlıktan çıkarmaya ve persiste enfekte buzağıların doğmasına neden olarak ciddi ekonomik kayıplara yol açmaktadır.
Anahtar kelimeler: c-ELISA, Neospora caninum, sığır, 

Distribution of Anti-Neospora caninum Antibodies in Cattle with Abortion History
Abstract: This study was carried out to investigate the distribution of Neospora caninum which is a crucial abort-
ing agent in cattle breeding. For this purpose, 986 cattle serum samples, sent to Veterinary Control Central Research 
Institute from 25 different provinces in Turkey with abortion history, were tested with Competitive ELISA (c-ELISA) 
and anti-N. caninum antibodies were detected from 32.35% (319/986) of the samples. In addition to abortion in cattle, 
N. caninum causes economic losses in dairy and beef cattle farms due to reduction in milk yield, early separation from 
breeding by reason of reproductive disorders and persistently infected calf births. 
Key words: c-ELISA, cattle, Neospora caninum

Giriş

Neospora caninum, Toxoplasmatidae ailesinde yer 
alan zorunlu hücre içi protozoal etkendir. Etken 
ilk defa 1984 yılında Norveç’te yavru köpeklerde 
merkezi sinir sistemi ve iskelet kaslarında yangı 
olgularında tespit edilmiş ve tür teşhisi yapılama-
dığı için “teşhis edilememiş sporozoon kist” olarak 
tanımlanmıştır [9]. Sonraki yıllarda ABD’de toxop-
lasmosis benzeri hastalık belirtileri gösteren 23 kö-
peğin 10’unda etkene rastlanmış, etkenin yapısal 
ve antijenik özelliklerinin Toxoplasma gondii’den 
farklı olması nedeniyle Neospora caninum olarak 
isimlendirilmiştir [13]. 

Neospora caninum’un son konağının kanideler 
(köpek, çakal gibi), ara konağının ise başlıca sığır-
lar, nadiren de koyun, keçi, at ve köpek olduğu bil-
dirilmiştir [15, 16]. Son yıllarda yapılan çalışmalar, 
bazı kanatlı türlerinin de N. caninum’un ara konağı 
olabileceğini ortaya koymuştur. [1, 10, 11]. Etken 
ayrıca insan olmayan primatlar [4], kanguru [24] ve 
rodentlerde de [25] tespit edilmiştir.

Etkenin biyolojisinde, ara konak ve son ko-
naklarda enfeksiyona neden olan üç ayrı (takizoit, 
bradizoit ve ookist) form bulunmaktadır. Son ko-
nakların dışkılarıyla atılan sporlanmamış ookistler 
dış ortamda yaklaşık 24 saat içerisinde sporlanarak 
ara konaklar için enfektif hale dönüşür. Ara konak-
lar yemde, suda ya da toprakta bulunan sporlanmış 
ookistleri alarak enfeksiyona yakalanırlar Yine 
gebe ineklerde, etken endojen transplasental yolla 
%90’lara kadar yüksek oranda yavruya geçebilir ve 
gebeliğin dönemine bağlı olarak abort ya da enfekte 
buzağı doğumlarına yol açabilmektedir [12, 15]. 

Neospora caninum ara konak sığırlarda atık-
lara neden olduğu için veteriner hekimlik açısında 
oldukça önemlidir. Meksika’da 1987 yılında ilk 
kez bir süt çiftliğinde atıklar Bovine neosporosis ile 
ilişkilendirilmiş ve daha sonrasında da birçok atık 
vakasında etken ile karşılaşılmıştır [6]. Gebe sığır-
larda etkenin vertikal yolla yavruya geçmesi sonu-
cunda atığa, konjenital bozukluklara sahip (koordi-
nasyon bozukluğu, tremor ve ekstremitelerde hipe-
rekstansiyon gibi) ya da persiste enfekte buzağıların 
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doğmasına, döl tutmaması sonucunda damızlıktan 
ayrılmaya ve süt veriminin azalmasına yol açma-
sı nedenleriyle neosporiosis sığır yetiştiriciliğinde 
ciddi ekonomik kayıplara neden olmaktadır [6, 12, 
15, 16].

Sığırlarda N. caninum’un yaygınlığının araştı-
rılması amacıyla yapılan çalışmalar incelendiğinde 
etkenin teşhisinde yoğun olarak ELISA ve IFA test-
lerinin kullanılmakta olduğu görülmüştür [7, 15, 17, 
21]. Dünya’da sığırlarda N. caninum’un yaygınlığı-
nın araştırılması amacıyla yapılan serolojik çalışma-
lar incelendiğinde, etkenin altı kıtada da görüldüğü 
ve yaygınlığının kıtalara göre Kuzey Amerika’da 
%5,2-79, Güney Amerika’da %3,9-97,2, Avrupa’da 
%0,7-65, Asya’da %5,5-70, Afrika’da %8,96-20,4 
ve Avustralya’da %7,6-53 olduğu görülmektedir [7, 
8, 14, 15, 18, 21, 22, 23, 27, 28].

Türkiye’de sığırlarda N. caninum’un yaygın-
lığının araştırılması amacıyla yapılan serolojik 
çalışmaların hemen tamamında ticari ELISA tes-
tinin kullanıldığı görülmüş ve bu çalışmalarda N. 
caninum’un yaygınlığının, Sakarya’da %9,2 [30], 
Kırıkkale’de, İzmir’de ve Tokat’ta %10,77 [36], 
Ankara’da %10,15, Çankırı’da %6,93, Nevşehir’de 
%5,10, Eskişehir’de %5,43, Yozgat’ta %20,32 [34], 
Kayseri’de %7-10,82 [19, 34], Kırşehir’de %18,1-
19,55 [34, 35], Kırıkkale’de %32,72-66,66 [29, 34], 
Burdur’da %21,97, Aksaray’da %34,9 [29, 34], 
Kars’ta %2-7,2 [2, 26], Van’da %4,88 [5], Şanlıur-
fa’da %7,5 [31], Adana’da %10,7 [17], Elazığ’da 
%8,19-15 [3, 33], Malatya’da %4, Muş’ta %4,86 ve 
Bingöl’de %4,69 [3] olduğu bildirilmiştir. 

Çalışmanın amacı, Türkiye’nin 25 ilinden Ve-
teriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Mü-
dürlüğü’ne gönderilmiş olan atık yapmış sığır kan 
serumlarında N. caninum’un yaygınlığının araştırıl-
masıdır.

Materyal ve Metot
Çalışma materyalini, N. caninum varlığı yönünden 
incelenmesi amacıyla Veteriner Kontrol Merkez 
Araştırma Enstitü Müdürlüğü’ne gönderilmiş olan 
atık yapmış 986 sığıra ait kan serum örneği oluş-
turmaktadır. Serum örnekleri toplamda 25 ilden, 
soğuk zincir şartları altında gönderilmiştir. Örnek-
lerin gönderildiği iller ve örnek sayıları Tablo 1’de 
verilmiştir. Serum örneklerinde N. caninum antikor-
larının aranması için compatative ELISA (cELISA) 

(VMRD®, Pullman, ABD) kiti üretici firma talimat-
larına göre kullanılmıştır.

Sonuçlar Excel® (Microsoft®, V.2016, Was-
hington, ABD) programıyla kayıt altına alınmış ve 
SPSS® (IBM®, V. 21, Armonk, NY, ABD) progra-
mıyla sonuçların istatistiksel değerlendirilmiştir. 
Levene’s Test ile varyansların homojenliği kontrol 
edilmiştir. Pozitif ve negatif numuneler arasındaki 
önem farkı Bağımsız örneklem t-testi ile değer-
lendirilmiştir. İstatistik analizleri için önem sınırı 
p<0,05 olarak kabul edilmiştir. 

Bulgular

Tablo 1. Atık yapan sığır numunelerinin illere göre da-
ğılımı.

Sıra No İl Toplam
Numune

Pozitif
Numune

Pozitiflik
Oranı (%)

1 Adana 16 4 25,00
2 Aksaray 307 162 52,77
3 Ankara 14 1 7,14
4 Bartın 2 0 0,00
5 Bursa 33 3 9,09
6 Çankırı 11 1 9,09
7 Çorum 5 2 40,00
8 Denizli 3 0 0,00
9 Erzincan 11 0 0,00
10 Erzurum 3 0 0,00
11 Eskişehir 8 3 37,50
12 İstanbul 8 0 0,00
13 İzmir 13 3 23,08
14 Kastamonu 23 2 8,70
15 Kırıkkale 147 23 15,65
16 Kırklareli 25 4 16,00
17 Kırşehir 4 0 0,00
18 Malatya 6 1 16,67
19 Manisa 10 1 10,00
20 Muğla 100 32 32,00
21 Sakarya 4 0 0,00
22 Samsun 10 2 20,00
23 Siirt 2 0 0,00
24 Şanlıurfa 201 67 33,33
25 Tekirdağ 20 8 40,00

Toplam 986 319 32,35

Çalışmamızda incelenen 986 sığır kan serumunun 
319 (%32,35)’unda N. caninum tespit edilmiştir. 



80 Erol U ve ark. Atık Yapan Sığırlarda Anti-Neospora caninum Antikorlarının Yaygınlığının Araştırılması

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 78-81

Sonuçların illere göre dağılımı ve yüzde pozitiflik 
değerleri Tablo-1’de gösterilmektedir. 
Ülkemizde yapılan diğer çalışmalar ile karşılaştırıl-
dığında çalışmamızın örneklem büyüklüğü (p=0,50) 
ve pozitiflik sayısı (p=0,80) önceki çalışmalarla 
uyumlu bulunmuştur. 

Tartışma ve Sonuç
Neospora caninum, dünya genelinde sığırlarda atık-
lara neden olan en önemli etkenlerden biri olup, 
bunun yanında sığırlarda konjenital hasarlı buzağı-
ların doğmasına veya bazen de herhangi bir klinik 
belirti göstermeyen ancak N. caninum ile enfekte 
buzağıların doğmasına neden olmaktadır [12, 15]. 
Enfekte doğan bu hayvanların ilerleyen dönemlerde 
gebe kaldıklarında atık yapma ihtimalinin, etken ile 
karşılaşmamış hayvanlara göre yaklaşık iki kat daha 
fazla olduğu bildirilmiştir [15]. 

Bu çalışmada, atık yapmış sığırların 
%32,35’inde N. caninum tespit edilmiştir. Çalışma 
sonucu, çeşitli ülkelerde atık yapan sığırlarda N. ca-
ninum yaygınlığının c-ELISA ile araştırıldığı çalış-
malarla karşılaştırıldığında, Bulgaristan’dan (%10) 
[15], Çekya’dan (%0,5-3,9) [8, 15], Polonya’dan 
(%15,6) [15], Slovakya (%22,2)’dan [15], Sırbis-
tan’dan (%7,2-15,4) [22, 23], Romaya’dan (%27,7) 
[20] ve Sudan’dan (%10,7) [18], daha yüksek bu-
lunmuşken, yine bu oranın Brezilya’dan (%42,1), 
Meksika’dan (%42-59), ABD’den (%79), Porte-
kiz’den (%49), İspanya’dan (%35,4), İsveç’ten 
(%63), Birleşik Krallık (%60), Yeni Zelenda (%50-
53)’dan [15] ve Pakistan’dan (%43) [27] daha dü-
şük olduğu görülmüştür. 

Ülkemizde şimdiye kadar yapılan çalışmalar 
incelendiğinde, atık geçmişi olan sığırlarda N. cani-
num’un yaygınlığının araştırılması amacıyla yapıl-
mış yalnızca iki çalışma tespit edilmiştir. Bu çalış-
maların birinde 134 sığırın %35,7’sinin [31], diğe-
rinde ise Kırıkkale, Burdur ve Aksaray illerindeki 
427 sığırın %37,7’sinin kan serumunda N. caninum 
tespit edilmiştir [29]. Bu çalışmada ise atık yapan 
986 sığırın %32,35’inin kan serumunda N. caninum 
tespit edilmiş ve sonuç bu çalışmalar ile karşılaş-
tırıldığında pozitiflik oranının daha düşük olduğu 
görülmüştür. Neospora caninum’un yaygınlığının 
araştırılması amacıyla yapılan diğer çalışmalarda 
ise, örneklemenin bir bölgedeki sığırların tesadüfi 
olarak örneklenmesi ile oluşturulduğu görülmüş ve 

bu nedenle çalışma sonuçlarımız bu çalışmaların 
sonuçları ile karşılaştırılamamıştır. 

Neospora caninum’un yaygınlığının belirlen-
mesi amacıyla yapılan çalışmalarda elde edilen 
pozitiflik oranlarındaki farklılık nedenleri, sürü yö-
netimine, hayvanların beslenme ve barınma şekille-
rine, sürü büyüklüğüne, iklime, hayvanların temin 
edilme şekline ve hayvan ırkına bağlı olduğu belir-
tilmektedir [15].

Çalışma sonucunda atık yapan 986 sığırların 
%32,35’inde N. caninum antikorlarının tespit edil-
mesi kayda değer bir veri olup, sığır atık vakala-
rında N. caninum’un göz ardı edilmemesi gerek-
tiğini düşündürmektedir. Bu nedenle atık vakaları 
değerlendirilirken sığırlarda atıklara neden olan 
diğer etkenlerle birlikte N. caninum yönünden de 
analiz yaptırılması ve sonuçların değerlendirilmesi 
oldukça önemlidir. Sığırlarda atık vakalarının yanı 
sıra; persiste enfekte buzağı doğması, süt verimin-
de azalma ve erken damızlıktan çıkarma gibi cid-
di ekonomik kayıplara neden olan N. caninum’un, 
ülkemizdeki gerçek yaygınlığının belirlenebilmesi 
için önceki çalışmalara ek olarak ülkesel çapta epi-
demiyolojik bir çalışma gerektiği düşünülmektedir.
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Özet: Altın çakal (Canis aureus Linnaeus, 1758), Türkiye’de bulunan, dünyada da oldukça geniş yayılıma sahip yabani 
karnivorlardan biridir. Yabani karnivorlar çeşitli zoonoz helmintleri çevreye, insanlara ve diğer hayvanlara bulaştırma-
ları bakımından önemli bir kaynak oluşturmaktadır. Bu araştırmada, çakallarda bulunabilecek, çevreye bulaşarak insan 
ve hayvan sağlığını tehdit edecek helmintlerin varlığı aranmaktadır. Bu amaçla, Türkiye’nin Batı Karadeniz ve Güney 
Marmara bölgesinden Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü’ne gönderilen iki çakal incelenmiş, sindirim sis-
temlerinde; Alaria sp., Joyeuxiella echinorhyncoides, Mesocestoides sp., Uncinaria stenocephala, Rictularia cahirensis 
erişkinleri ile, Linguatula serrata nimfleri saptanmıştır. Bu çalışmada tespit edilen Alaria sp. ve L. serrata nimfleri 
bildiğimiz kadarıyla Türkiye’de altın çakallardan bildirilen ilk kayıttır.
Anahtar kelimeler: Altın çakal, Helmint, Linguatula serrata, Alaria sp., Zoonoz Helmintler 

Helminth Infections in Golden Jackals (Canis aureus Linnaeus, 1758) and Their Zoonotic 
Importance

Abstract: Golden jackal (Canis aureus Linnaeus,1758) is one of the wild carnivore in the worldwide spread. Wild 
carnivores are an important source of transmission of various zoonotic helminths to the environment, humans and other 
animals. In this study, it was aimed to diagnose helminths which can be found in golden jackals and will threaten human 
and animal health by transmitting to the environment. For this purpose, two jackals which were brought from Western 
Blacksea and Southern Marmara region of Turkey to the Veterinary Control Central Research Instıtute were examined; 
and adults of Alaria sp., Joyeuxiella echinorhyncoides, Mesocestoides sp., Uncinaria stenocephala, Rictularia cahiren-
sis and Linguatula serrata nymphs had been found in their gastrointestinal system. To the best of our knowledge, it is 
the first record of Alaria sp. and L. serrata nymphs in golden jackals from Turkey.
Key words: Golden Jackals, Helminth, Linguatula serrata, Alaria sp., Zoonotic helminths

Giriş

Altın çakal, mesokarnivor türlerinden olup, dünya-
da geniş yayılıma sahip karnivor türlerindedir [14]. 
Polytypic tür olan altın çakalın, 14 alt türü farklı 
coğrafik bölgelerde bulunmaktadır [10]. Altın çakal 
Afrika, Güney Doğu Asya, Orta Asya, Orta Doğu, 
Basra Körfezi ülkelerinde [14] ve Kuzey İtalya, 
Slovakya, Avusturya, Macaristan, Çek Cumhuriye-
ti, Kuzey Polonya, Slovenya, Romanya, Bosna-Her-
sek, Karadağ, Sırbistan, Ukrayna, Yunanistan, Bul-
garistan ve Türkiye’de yaşadığı bilinmektedir [4]. 

Türkiye’de oldukça geniş bir alanda yaşam sür-
düren altın çakallar özellikle sahil bölgelerinde ve 
deniz seviyesinden 1500 metre yükseklikteki nehir 

vadilerinde (Kocaeli, İstanbul, Kırklareli, Sakarya, 
Ankara, Adana, Mersin, Hatay, Gaziantep, Şanlıur-
fa, İzmir, Denizli, Muğla, Aydın, Burdur, Zongul-
dak, Karabük, Bolu, Artvin, Rize, Trabzon, Gire-
sun, Ordu, Samsun, Kastamonu, Bartın ve küçük bir 
popülasyon halinde Hakkari’de) bulunmaktadır [2]. 

Altın çakallar, 1,1 km2’den 20 km2’ye uzanan 
bir yaşam alanına sahiptir. Bu durum çakalların çe-
şitli parazitler türleri dışında diğer karnivorlar ile de 
temas ederek taşıdığı parazitleri onlara bulaştırarak 
etkenlerini daha geniş alanlara yayılma ihtimalini 
arttırmaktadır. Parazitlerin çevreye bulaşmasında ve 
insanlar için indirekt enfeksiyon kaynağı olmasında 
önemli rolü olduğu düşünülmektedir [10]. Altın ça-



Erol U ve ark. Altın Çakal’da Bulunan Helmint Enfeksiyonları ve Zoonotik Önemi 83

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 82-86

kallarda yapılan parazitolojik çalışmalar çoğunluk-
la helmintler üzerine olup, 38 ülkeden 119 helmint 
türü bildirilmiş ve bu helmint türleri içerisinde zoo-
noz öneme sahip olanlar da kaydedilmiştir [10]. 

Türkiye’nin Avrupa’daki komşusu Bulgaristan, 
Yunanistan ve doğu sınır komşusu İran’da çakal 
parazitlerinin yayılışı ile ilgili çeşitli çalışmalar bu-
lunmasına rağmen [7, 21, 25, 28, 30], Türkiye’deki 
çalışmalar sınırlı sayıdadır [16, 17, 19]. Yapılan bu 
çalışmalarda nekropsi sonrasında, Altın çakalda Me-
socestoides lineatus, Taenia polyacantha, Rictula-
ria cahirensis [19], Uncinaria stenocephala [17] ve 
Joyeuxiella echinorhynchoides, Toxascaris leonina, 
Toxocara canis, Uncinaria stenocephala kaydedil-
miştir [16]. İnsan sağlığını da etkileyen çok sayıda 
helmintin son konağı olduğu bilinmesine rağmen, 
örnek bulmadaki zorluklar nedeniyle özellikle Tür-
kiye’de bu hayvanların helmint yükü ile ilgili çok 
az bilgi bulunmaktadır. Bu yüzden çakal gibi yabani 
karnivorların helmintlerinin belirlenmesine yönelik 
yapılan çalışmalarda elde edilen verilerin tamamı-
nın değerli olduğu düşünülmektedir.

Bu çalışmanın amacı, Türkiye’nin iki farklı 
bölgesinden (Çanakkale-Ayvacık ve Bolu-Kıbrıs-
cık) elde edilen iki altın çakaldaki helmintlerin du-
rumunu saptamak, bulunan helmintlerin zoonotik 
özellikleri ve Türkiye’ye komşu ülkelerdeki (Yuna-
nistan, Bulgaristan, İran) altın çakallarda kaydedi-
len helmintlerin karşılaştırılması yapılmaktadır.

Materyal ve Metot
Örneklerin Toplanması ve Saklanması
Veteriner Kontrol Merkez Araştırma Enstitüsü Mü-
dürlüğüne 2014 yılında Bolu-Kıbrıscık ve 2016 yı-
lında Çanakkale-Ayvacık’tan iki ölü erkek altın çakal 
gönderilmiş, nekropsileri Munson ve ark. [20]’nın 
belirttiği yönteme göre yapılmıştır. Kalp, karaciğer 
ve akciğer örnekleri helmintolojik inceleme yapıla-
na kadar -20°C’de, ince ve kalın bağırsaklar ise önce 
olası Echinococcus sp. yumurtalarını inaktif hale ge-
tirebilmek amacıyla en az bir hafta süreyle -80°C’de 
bekletilmiş, sonrasında inceleme yapılana kadar 
-20°C’de saklanmıştır [9]. Örnekler incelemeden bir 
gece önce +4°C’de çözdürülmüştür.

Kalp, Akciğer ve Karaciğer Muayenesi
Kalp örnekleri makas yardımıyla açılarak, atrium ve 
ventriküller makroskobik olarak Dirofilaria immitis 

ve Angiostrongylus vasorum yönünden incelenmiş-
tir [24].

Karaciğer ve akciğer örneklerinin makroskobik 
incelenmesi sonunda, organlar steril makas yardı-
mıyla yaklaşık 2 cm3’lük parçalara ayrılarak, ılık 
%0,9’luk fizyolojik tuzlu su (FTS) içerisinde 37°C 
etüvde 2-4 saat inkube edilmiştir. Süre sonunda ör-
nekler musluk suyu altında 100 µm’lik elekten ge-
çirilmiş, üste kalan miktar stereo mikroskopta (×40) 
(Leica® M165 C) incelenmiştir [22]. 

Sindirim Sistemi Muayenesi
İnce ve kalın bağırsaklar Sedimentasyon ve Sayım 
Tekniği ile incelenmiştir [12]. Bağırsaklar beşer 
eşit parçaya bölünüp, tek ucu küt makas yardımıyla 
uzunlamasına açılmıştır. Bağırsak içeriği makros-
kobik olarak helmint yönünden kontrol edilmiştir. 
Ardından 100 μm’lik elekte yıkanmış, elek üstünde 
kalan içerik stereo mikroskop altında incelenmiştir. 
Bağırsak parçaları ise %0,9’luk FTS bulunan şişe-
lere alınarak, birkaç dakika şiddetli bir şekilde çal-
kalanmıştır. Süre sonunda bağırsak parçaları baş ve 
işaret parmağının arasına alınarak sıyrılmıştır. Ka-
lan içeriğe ise sedimentasyon tekniği uygulanmıştır. 
Sediment porsiyonlara ayrılarak stereo mikroskop 
altında incelenmiştir. Bulunan helmintler teşhisleri 
yapılana kadar gliserin alkolde +4°C’de saklanmış-
tır [12, 18]. Tespit edilen trematod ve cestod örnek-
leri Borax Carmen ile boyanırken [11], nematodlar 
laktofenol ile şeffaflandırılmıştır. Tespit edilen tüm 
helmintler tek tek incelenerek morfolojik özellikleri 
kaydedilmiş, tür teşhisleri ilgili literatürlere [3, 13, 
19, 29] göre yapılmıştır. 

Bulgular

Çakallara ait kalp, karaciğer ve akciğer örnekle-
rinde herhangi bir helmint ya da gelişim dönemine 
rastlanmazken, bağırsaklarda bulunan helmintler ve 
sayıları Tablo 1’de gösterilmiştir. Çanakkale’den 
gönderilen altın çakal bir helmint türü (Joyeuxiella 
echinorhyncoides) ile enfekte iken, Bolu’dan gön-
derilen çakalda beş farklı helmint türü (Alaria sp., 
Mesocestoides sp., Uncinaria stenocephala, Rictu-
laria cahirensis ve Linguatula serrata nimfi) sap-
tanmıştır (Şekil 1).

Karnivorlarda bulunması muhtemel Echino-
coccus sp. yumurtalarının inaktivasyonu amacıyla 
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örnekler -80°C’de bekletilmiş, bu esnada çalışmada 
tespit edilen helmintlerin, morfolojilerinin büyük 
ölçüde bozulduğu görülmüştür.

Yapılan ölçümlerde; ölçümü yapılan 6 dişi U. 
stenocephala örnekleri 7,72-10,43 mm uzunluğun-
da ve 290-340 µm genişliğinde bulunmuştur. Vul-
va, parazitin arka ucuna 2,25-3,55 mm mesafelerde 
olup, parazitin son 1/3’ünde bulunduğu kaydedil-
miştir. Bu türde morfolojisinin bozulmadığı görülen 
bir erkek parazitten alınan ölçümlerde ise parazitin 
6,714 mm boyunda ve 270 µm eninde olduğu ölçül-
müştür. Parazitin spikülümleri neredeyse birbirine 
eşit ve 650 µm uzunluğunda olduğu ölçülmüştür. 
Tespit edilen erkek Rictularia cahirensis ise 7,26 
mm uzunluğunda ve 270 µm eninde olduğu ölçül-
müştür. Boylarının birbirine neredeyse eşit olduğu 
görülen spikülümlerin ise 217,5 µm olduğu ölçül-
müştür. Morfolojisi bozulmamış Linguatula serrata 
nimflerinin üçü ölçülmüş ve boyutlarının 6,06-8,20 
mm × 1236-1967 µm olduğu ölçülürken, parazitin 
kütikulasında yaka şeklinde küçük dikenciklerin 

bulunduğu tespit edilmiştir. Ölçümü yapılan iki 
Alaria sp. örneğinin 2,53-2,62 mm × 622-793 µm 
boyutlarında olduğu görülmüştür. Mesocestoides 
sp. nin ise 10 gebe halkası ölçülmüş ve boyutlarının 
1152-1397 × 1348-1912 µm olduğu ölçülmüştür. 
Joyeuxiella echinorhynchoides’in rostellumunda 
19-22 sıra çengel bulunduğu tespit edilmiştir. Halka 
laterallerinde bulunan iki genital atrium halkaların 
ön 1/3’ünde yer almaktadır. Halkalarda bulunan 
cirrus keseleri ise 169-228 µm uzunluğunda saptan-
mıştır.

Tablo 1. Bağırsaklarda bulunan helmintler ve sayıları.
Bulunan helmint türleri Bolu Çanakkale
Alaria sp. 2 -
Joyeuxiella echinorhynchoides - 29
Mesocestoides sp. 11 -
Uncinaria stenocephala 10 (7 ♀- 3 ♂) -
Rictularia cahirensis 2 (♂) -
Linguatula serrata nimfi 24 -

Şekil 1. A. Alaria sp. erişkin parazit, B. Mesocestoides sp. gebe halka, C. J. echinorhynchoides skoleksi Ç. U. steno-
cephala ön nihayeti D. R. cahirensis ön nihayeti ve tegümentteki dikenleri, E. L. serrata nimfi

Tartışma ve Sonuç
Altın çakallarda görülen; Alaria alata, Alaria canis, 
Heterophyes dispar, H. heterophyes, Trichinella sp., 

Toxocara sp., Ancylostoma sp., Joyeuxiella pasqu-
alei, Dipylidium caninum, Mesocestoides lineatus, 
Macracanthomynchus sp. ve Echinococcus granulo-



Erol U ve ark. Altın Çakal’da Bulunan Helmint Enfeksiyonları ve Zoonotik Önemi 85

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 82-86

sus gibi diğer karnivorlara da bulaşabilen ve zoonoz 
olan helmintler daha önce çeşitli çalışmalarda bil-
dirilmiştir [7, 10, 14, 15, 28]. Tespit edilen zoonoz 
helmint türleri, altın çakalların geniş yaşam alanla-
rına sahip olmaları ve günümüzde yaşam alanları-
nın şehirlere yaklaşması sebebiyle halk sağlığını da 
tehdit etmektedir. Ayrıca köpeklerin ve yabani kar-
nivorların birbiriyle etkileşimi arttıkça enfeksiyon-
ların da görülme ihtimali, yayılışı artmaktadır [14]. 

Türkiye’nin komşu ülkelerinde altın çakallar-
da yapılan helmint çalışmalarında saptanan türler 
birbirlerine benzerlik göstermektedir. Ancak araş-
tırmalarda kullanılan örnek sayılarının Türkiye’de 
yapılan çalışmalara oranla fazla sayıda olması ne-
deniyle, bu ülkelerde saptanan helmint çeşitliliği-
nin de Türkiye’de saptananlara oranla daha fazla 
olmasının nedeni olduğu düşünülmektedir. Örneğin 
Yunanistan’da incelenen beş altın çakalda Alaria 
alata, Mesocestoides sp., Taenia pisiformis, Taenia 
sp., Toxocara canis, Uncinaria stenocephala, Ancy-
lostoma caninum, Rictularia sp. türleri bulunmuş-
tur [21]. İran’da bir çakalda Mesocestoides sp. ve 
kancalıkurt [30], 10 altın çakalda yapılan çalışmada 
Toxocara canis, Toxascaris leonina, Rictularia af-
finis, Taenia hydatigena, Dipylidium caninum, Me-
socestoides lineatus, Joyeuxiella pasqualei, Dipyli-
dium nolleri, Macroacanthorhynchus hirudinaceus, 
Macroacanthorhynchus sp., Alaria canis [7] ve 11 
çakalda yapılan araştırmada ise Dipylidium cani-
num, Toxocara canis, Echinococcus granulosus, 
Toxascaris leonina, Diocthophyma renale, Tae-
nia hydatigena, Ancylostoma caninum, Dirofilaria 
immitis [28] türleri bildirilmiştir. Sırbistan’da 447 
altın çakalda 12 helmint türü saptanırken, en yay-
gın türlerin Mesocestoides lineatus, Alaria alata ve 
Toxocara canis olduğu kaydedilmiştir [6]. Ayrıca 
60 altın çakalda yapılan başka bir çalışmada ise, 
6 helmint türü teşhis edilmiş, bunlardan A. alata, 
Ancylostomatidae, T. canis en yaygın türler olarak 
kaydedilmiştir [14].

Çalışmamızda bulunan helmint türlerinden Ri-
ctularia cahirensis, Uncinaria stenocephala, Me-
socestoides sp., ve Joyeuxiella echinorhynchoides 
daha önce Türkiye’de çakallarda bildirilmiştir [16, 
17, 19]. Zoonotik önemi bulunan Alaria Türkiye’de 
daha önce tilkilerde [19] ve sokak köpeğinde [27] 
saptanmış, altın çakallarda ise kaydedilmemiştir. 
Ayrıca Linguatula serrata da daha sokak köpekle-

rinden bildirilmiş [1, 8], ancak çakallarda herhangi 
bir bildirim yapılmamıştır. Bu çalışmada tespit edi-
len Alaria sp. ve L. serrata nimfi bildiğimiz kada-
rıyla Türkiye’de altın çakallardaki ilk bildirimlerdir. 

Çakallarda tespit edilen ve zoonoz özelliği olan 
helmintlerin insanlara bulaşma yolları ve neden 
olduğu klinik tablolar incelendiğinde; insanlar en-
feksiyona Alaria sp.’nin mezoserkerli paratenik ko-
naklarının (kurbağa gibi) çiğ ya da az pişmiş olarak 
alınması ile yakalanmaktadır. Alınan mezoserkerle-
rin insanlarda direkt veya dolaşım yoluyla göz dahil 
tüm dokulara yayılabildiği ve insanlarda ölümlere 
neden olabildiği bildirilmiştir [27]. Benzer şekilde, 
Mesocestoides sp. tetrathyridiumları ile enfekte yı-
lan, tavuk ve av kuşları gibi ara konakların çiğ ya 
da az pişmiş olarak insanlar tarafından tüketilmesi 
ile pleural ve peritoneal tetrathyridiosis oluşmakta, 
ciddi klinik belirtilere, hatta ölümlere neden olabile-
ceği bildirilmektedir [23]. Uncinaria stenocephala 
L3’lerinin insan derisi ile temas etmesi durumun-
da, larvalar deriyi delerek Cutaneus Larva Migrans 
(Deri Larva Göçü) oluşturmakta, bu durum insan-
larda dermatitislere neden olmaktadır [5]. Lingu-
atula serrata’nın larval dönemleri de insanlarda 
görülen visceral pentastomiasis’in nedenlerinden 
biridir. Genelde asemptomatik görülse de, hepatik 
ya da pulmoner malignite şeklinde klinik ve radyo-
lojik olarak görülebilmektedir [26]. Çalışmada tes-
pit edilen helmintlerin tamamının, ya ara konakları 
ya da paratenik konakları çakalların yoğun olarak 
avladığı fare, rat, tavşan, kertenkele gibi sürüngen-
ler ve kuşlardır [2]. Bu durum çakal gibi yabani kar-
nivorların beslenme davranışları ile parazit çeşitlili-
ği ve parazit yükleri arasında bağlantı olduğunu da 
göstermektedir. Ayrıca çalışmada tespit edilen tüm 
helmint türlerine köpeklerin de son konak olduğu 
bilinmektedir. Bu nedenle köpek kaynaklı helmint 
enfeksiyonlardan korunma ve eradikasyon ile ilgili 
yapılacak her türlü programda yabani karnivorların 
da göz önüne alınması, oluşturulacak programların 
başarı ihtimalini daha da arttıracağı düşünülmek-
tedir. Bu nedenle oldukça geniş yayılışa sahip bu 
karnivor türündeki parazitlerin belirlenmesi ama-
cıyla daha geniş çaplı çalışmalar yapılarak bu hay-
vanların taşıdığı parazitlerin belirlenmesi hem halk 
sağlığı, hem de hayvan sağlığının korunması için 
oldukça gereklidir. Bu bağlamda çalışmamızda elde 
edilen sonuçlar altın çakallardaki parazitler hakkın-
da güncel veri niteliği taşımaktadır. 
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Özet: Ötenazi; hayvanlarda acı, korku ve sıkıntıya sebep olmadan, insancıl bir şekilde hayatı sonlandırma eylemidir. 
Laboratuvar hayvanları, çeşitli kimyasal, aşı, ilaç ve gıda katkı maddeleri gibi ürünlerin sağlık üzerindeki potansiyel 
etkilerini değerlendirmek için yapılan araştırmalarda kullanılmaktadır. Bu araştırmaların sonunda en çok uygulanan 
işlemlerden biri de ötenazidir. Laboratuvar hayvanlarının ötenazisinde kullanılan yöntemler kimyasal ve fiziksel olmak 
üzere ikiye ayrılmaktadır. Bu derlemede, laboratuvar hayvanlarında uygulanan ötenazinin tarihçesi, etik ilişkisi, etki 
mekanizması, kalıntıların ortadan kaldırılması ve yöntemleri hakkında bilgi verilmiştir.
Anahtar kelimeler: Ötenazi, Laboratuvar Hayvanı, Tarihçe, Etik, Yöntem

Euthanasia Methods in Laboratory Animals
Abstract: Euthanasia is humanitarian end-of-life action without causing pain, fear and distress in animals. Laboratory 
animals are used in research to evaluate the potential impacts on health in products such as various chemicals, vaccines, 
medicines and food additives. One of the most comm on operations at the end of these investigations is euthanasia. 
The methods used for euthanasia of laboratory animals are divided into chemical and physical methods. In this review 
article; history, ethicalrelation, mode of action, removal of remains and methods of euthanasia in laboratory animals are 
inform.
Key words: Euthanasia, Laboratory Animals, History, Ethics, Methods

Giriş
Tanım
Ötenazi, Yunanca “iyi” ve “ölüm” anlamına gelen 
sırasıyla “eu” ve “thanatos” kelimelerinin bir ara-
ya getirilmesiyle türetilmiştir. Daha geniş anlamda 
ötenazi; hayvanlarda acı, korku ve sıkıntıya sebep 
olmadan insancıl bir şekilde hayatı sonlandırma ey-
lemidir [25]. Ötenazi, sırasıyla bilinç kaybı, dola-
şım-solunumun durması ve beyin fonksiyon kaybı 
ile sonuçlanmaktadır [13]. Laboratuvar hayvanları, 
çeşitli kimyasal, aşı, ilaç ve gıda katkı maddeleri 
gibi ürünlerin sağlık üzerindeki kısa ve uzun süre-
li potansiyel etkilerini değerlendirmek için yapılan 
araştırmalarda kullanılmaktadır [12, 16]. Ötenazi, 
bilimsel araştırmalarda kan, doku ve organ elde et-
mek, aynı zamanda hayvanlarda ağrı, acı ve sıkıntı 
seviyelerini sonlandırmak için yapılır. Ötenazi yön-
temi ve tekniği, araştırmalardan elde edilecek so-
nuçlarda ölçülecek parametreleri doğrudan; örnek 
toplama, zamanlama ve yer seçimi ile ilgili olarak 
da dolaylı şekilde etkilemektedir. Ayrıca, deney 
hayvanlarında çeşitli seviyelerde stres tepkisi oluş-

turabilmekte, bu da kortikosteron ve diğer endok-
rin sinyal moleküllerinin seviyelerini etkileyerek; 
biyolojik belirteç olarak kullanılabilecek dokular-
da hedef düzeylerini etkilemektedir [7]. Evcil ve 
laboratuvar hayvanlarının ötenazisinde kullanılan 
yöntemler için esaslar, Kanada Konseyi (CCAC) ve 
Amerikan Veteriner Hekimler Birliği (AVMA) gibi 
kuruluşlar tarafından sağlanmaktadır [39].

Tarihçe
İnsanlar, başlangıçta hayvanları beslenme, ulaşım 
ve arkadaşlık için kullanmışlardır. Deneysel araş-
tırmalarda hayvanların kullanımı ise Aristoteles 
(MÖ 384-322) ve Hipokrat’ın (MÖ 460-370) insan 
anatomisi ve fizyolojisini araştırdığı çalışmalarla 
başlamıştır. Cladius Galen (MS 130-210), domuz, 
maymun ve üzerinde fizyolojik deneyler gerçekleş-
miştir. Galen’den sonra, Rönesans’ın başlangıcına 
(~1300) kadar deney hayvanlarıyla yapılan çalışma-
lara ara verilmiş, Avrupa’nın karanlık çağları olarak 
tanımlanan VII. ve XIV. yüzyıllar arasında, müslü-
man bilim insanları tarafından hayvanlar üzerinde, 
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davranış, yetiştirme, anatomi, operasyon ve tedavi 
ile ilgili birçok eser bilim dünyasına kazandırılmış-
tır. Daha sonra Andreas Vesalius’un (1514-1564) 
“16.Yüzyılın Anatomik Rönesans’ı” kabul edilen 
anatomi çalışmalarıyla devam edilmiştir. 17.yüzyıl-
da Descartes, insanların akıl ve maddeden oluşan ve 
düşünebilen varlıklar, hayvanların ise düşünemeyen 
makineler olarak görüldüğü Kartezyen felsefesini 
ortaya koymuştur. 20.yüzyılda farmakoloji, toksi-
koloji ve immünoloji gibi bilim alanlarındaki ge-
lişmeler ile deney hayvanlarının kullanımı daha da 
artmıştır [3, 12, 24]. 

Ötenazi ve etik ilişkisi
Deneylerde kullanılan hayvanların ağrı, ıstırap ve 
stresini en az düzeye indirmek gerekmektedir. Bu 
nedenle araştırmacılar, deney sırasında veya so-
nunda ve hayvanın gerçek ölümünden önce ötena-
zi kararı verebilirler. Buna göre ötenazi: araştırma 
protokolünde gerekliyse, analjezik, sedatif ve diğer 
tedavilerle hayvanın ağrı ve sıkıntısı giderilemiyor-
sa veya hayvanlar ölmek üzere ise uygulanmalıdır 
[20]. Ölmek üzere olan hayvanlarda görülen başlıca 
belirtiler; solunumun çok yavaş, yüzeysel ve çaba-
layarak olması, hızlı kilo kaybı, duruş bozukluğu, 
iştahsızlık, davranış bozukluğu, kaslarda atrofi, le-
tarji ve ayağa kalkamamasıdır. Ötenazi sonrasında 
elde edilecek dokuların araştırmanın amacına uy-
gun ve kullanılabilir durumda olması gerekir, aksi 
takdirde hayvanların kullanımı nedensiz ve etik 
dışı olacaktır [32, 37]. Ötenazi yöntemi seçilirken 
araştırmacılar uygun ve yasaklanan yöntemleri iyi 
bilmelidirler. Uygulamak istenilen ötenazi yönte-
mi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna sunulan 
projede ayrıntılı olarak yazılmalı ve mutlaka etik 
kurul tarafından onaylanan yöntem uygulanmalıdır 
[11,12, 20].

Ötenazi yöntemlerinin etki mekanizmaları
Ötenazide kullanılan yöntemler üç temel mekaniz-
ma ile ölüme neden olmaktadır. Bunlar doğrudan 
veya dolaylı şekilde gelişen hipoksi, hayati önem 
taşıyan nöronların baskılanması, beyin aktivitesinin 
ve önemli nöronların tahrip edilmesidir [7].

Ötenazide sonucun onaylanması
Ölümün tanımlanmasında en önemli bulgular; kalp 
ve solunumun durması, reflekslerin olmaması ve 
ölüm sertliği (rigor mortis) gözlenmesidir. Küçük 

laboratuvar hayvanlarında vücut sıcaklığının 
25°C’nin altına düşmesi de ölümün diğer bir belirti-
si olarak tanımlanmaktadır. Ölüm teyidi konusunda 
herhangi bir şüphe söz konusu ise ikinci bir ötena-
zi yöntemi kullanılmalıdır [7, 9]. Ölümün gerçek-
leştiğini onaylamak için solunum, kalp atışı, nab-
zın olmaması, mukozalarda renk kaybı, kornea ve 
palpebra reflekslerinin kaybolması, gözlerde buzlu 
cam görüntüsü ve rigor mortis işaretleri kullanılma-
lıdır [20, 17].

Kalıntıların ortadan kaldırılması
Hayvanlarda ölüm onaylandıktan sonra seçilen 
ötenazi yöntemine bakılmaksızın kalıntılar dik-
katli ve uygun bir şekilde ortadan kaldırılmalıdır. 
Kalıntıların imha edilmesinde gömme, yakma ve 
gübreleştirme gibi yöntemler kullanılmaktadır. 
Yalnızca hayvan kalıntıları değil kullanılan ilaçlar 
ve ötenazi sırasında ortaya çıkan diğer atıklar da 
dikkatli bir şekilde imha edilmelidir. Özellikle zo-
onoz hastalık taşıyan ya da radyoizotop ve toksik 
kimyasalların uygulandığı bilinen hayvanlar taşınır-
ken olası tehlikeler değerlendirilmeli ve korunmak 
için gerekli tedbirler alınmalıdır [7, 20, 28].

Ötenazi Yöntemleri

Laboratuvar hayvanlarının ötenazisinde kullanılan 
yöntemler; kimyasal ve fiziksel olmak üzere ikiye 
ayrılmaktadır. Kimyasal yöntemler; hayvanlarda 
ölüme neden olan farmasötik ya da kimyasal for-
mülasyonların uygun yollarla verilmesi esasına da-
yanmaktadır. Bu yöntemde kullanılan enjektabl ya 
da uçucu bileşikler, ilk olarak merkezi sinir sistemi-
ni daha sonra kardiyovasküler sistemi baskı altına 
alarak etkilerini gösterirler. Bu yöntem genellikle 
anestezik maddelerin yüksek dozları uygulanarak 
gerçekleştirilir. Fiziksel yöntemlere göre daha hızlı 
ve estetik metotlardır. Fiziksel yöntemler ise beyin 
ya da medulla spinalisin fiziksel travması ile hız-
lı bir şekilde bilinç kaybı oluşturmaktadır. Fiziksel 
yöntemler, farmasötik maddelerin kalıntı problemi-
ne yol açmadığı ve kimyasal yöntemlerden meyda-
na gelen fizikohistokimyasal ve biyokimyasal deği-
şimler oluşturmayan yöntemlerdir. Tür, yaş, vücut 
ağırlığı, kullanılacak teknik, uzmanlık ve ötenazi 
sonrası incelemeler gibi çeşitli faktörler göz önüne 
alınarak farklı ötenazi yöntemleri seçilebilir ya da 
birlikte uygulanabilir [7, 14, 15, 24].
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Kimyasal yöntemler
Kimyasal yöntemler; inhalasyon anestezikler, kar-
bonmonoksit (CO), nitrojen (azot, N2), argon (Ar) 
ve karbondioksit (CO2) gibi uçucu bileşiklerin uy-
gun kapalı sistemler aracılığıyla veya barbitürik asit 
ve türevleri, pentobarbital kombinasyonu, potas-
yum klorid, T-61, tribromoetanol, dissosiyatif ajan 
kombinasyonu ve alkoller gibi uçucu olmayan bi-
leşiklerin uygun yollarla laboratuvar hayvanlarına 
verilmesi ile gerçekleştirilir [33, 36].

Uçucu bileşikler
a) İnhalasyon anestezik ajanlar; halotan, izofluran, 
enfluran, sevofluran ve desfluran gibi ajanlar tek 
başlarına ya da azot peroksit ile birlikte laboratu-
var hayvanlarının ötenazisinde kullanılmaktadır. 
Ancak azot protoksit tek başına ötenazi amacıyla 
kullanılmaz [5]. Oluşabilecek hipoksiyi önlemek 
için inhalasyon anestezik ajanlarıyla birlikte kapa-
lı sisteme hava veya oksijen (O2) verilmelidir [20]. 
Halotan; laboratuvar hayvanlarının ötenazisinde 
sıklıkla kullanılan hızlı ve etkili bir ajandır [10]. 
%4’lük halotan fare, rat, kobay ve tavşanlarda 90 
saniye için de kalbi baskı altına alarak ölüm şekil-
lendirir [28]. Halotan; rat ve fareler için enfluran 
ve izofluran ile karşılaştırıldığında daha az irkilti-
cidir. Enfluran karaciğerde metabolize olduğundan; 
ilaç metabolizması ya da toksikolojik çalışmalarda 
tercih edilmemelidir. Bunun yerine halotan tercih 
edilebilir [19]. İzofluran, laboratuvar hayvanlarının 
ötenazisine yaygın olarak kullanılan diğer bir anes-
tezik ajan olup etkisini solunum ve kardiyovasküler 
sistemini baskılayarak meydana getirir. Karaciğer-
de metabolize olmadığı için karaciğer dokusu ile 
ilgili toksikolojik veya mikrozomal çalışmalarda 
ilk tercih edilen kimyasal bileşiklerdendir. Fakat 
kan glikoz konsantrasyonunu yapay olarak arttırdı-
ğı için kan-glikoz düzeyi çalışmalarında ve bunun 
etkileyebileceği araştırmalarda kullanılmamalıdır 
[20]. Keskin kokusu nedeniyle izofluran nefesini 
uzun süre tutabilecek hayvan türlerinde kullanılma-
malıdır [15]. Koku; hayvanların nefesini tutmasına 
neden olur ve bunun sonucunda da bilinç kaybı sü-
resi uzar [26]. İnhalasyon anestezik ajanların kapalı 
sistemlerde verilme hızı 0,5-10 L/dakika arasında 
olmalıdır. Eğer O2 ile beraber verilecekse akış hı-
zındaki oranı en fazla %5-7 arasında olmalıdır [30]. 
Anesteziye girişi hızlandırmak için %70’e kadar 

N2O diğer inhalasyon anestezik ajanlarla beraber 
kullanılabilir. İnhalasyon anesteziklerin ötenaziyi 
sağlayan dozları damar içi uygulandığında genel-
likle 5 saniyeden daha kısa sürede bilinç kaybı, 10 
saniyede de ölüm şekillenir. Periton içi uygulama-
larında ise genellikle 1-3 dakikada bilinç kaybı, 
5-20 dakika arasında ölüm şekillenir [27]. Uçucu 
bileşiklerin; damar içi enjeksiyon gerektirmemesi, 
küçük hayvanlara (<7 kg) kolay uygulanabilmeleri 
ve normal laboratuvar şartlarında yanıcı ve patlayıcı 
olmamaları gibi avantajları vardır. Ancak hayvan-
larda anesteziye girişte endişeye yol açmaları, taşı-
yıcı gaz olarak O2 kullanılması durumunda ötenazi 
süresinin uzaması, dokularda kalıntıya yol açmaları 
ve istismar için kullanılabilmeleri gibi dezavantaj-
ları vardır. [20].

b) Karbonmonoksit; (CO); renksiz, kokusuz 
ve patlayıcı olmayan (<%10-12) bir gazdır [20]. 
Ötenazi amacıyla kullanımı bazı ülkelerde yasak-
lanmıştır. Konsantrasyonu %10-12 üzerinde olduğu 
durumlarda, patlayıcı ve personel için toksik etkili 
olduğundan güvenilirlik problemleri ortaya çıkar 
[27]. Kobaylara kapalı sistemde hacimce %8 ora-
nında CO uygulandığında 2 dakika içinde kollaps 
ve 6 dakika içinde de ölüm şekillenir [19]. Rat ve 
farelerde ise % 4-6 konsantrasyondaki CO uygu-
laması sonrasında 40 saniye içinde kollaps ve bi-
linç kaybı, 2 dakika içinde solunumu ve 5-7 dakika 
içinde de kalbin çalışmasını baskılayarak ölüm şe-
killenir. Ağrısız bir yolla bilinç kaybı oluşturması, 
CO ile oluşan hipoksiye vücutta bir tepki şekillen-
memesi gibi avantajları, laboratuvar hayvanları için 
tiksindirici, CO gazına maruz kalan ışık, fan gibi 
elektrikli aletlerde patlama riskinin olması gibi bazı 
dezavantajları vardır [20].

c) Nitrojen ve argon (İnert gazlar); yanıcı/
patlayıcı olmayan, renksiz, kokusuz ve inert gaz-
lardır. Tek başlarına ötenazi için kullanılmazlar. 
Anesteziye alınmış ya da sedatif ilaç uygulanmış 
tavşan ve ratların ötenazisinde kullanılır. Ancak se-
datif ya da anestezik ajanlar ötenazi süresini uzatır-
lar [20]. Gerekli şartlar yerine getirildiğinde nitro-
jen ratlarda 30 saniye içinde bilinç kaybı ve 60 sani-
ye içinde de ölüm şekillendirmektedir. Bu yöntemin 
deney hayvanlarında kortikosteron konsantrasyonu-
nu belirlemek amacıyla yapılan araştırmalarda kul-
lanılabileceği önerilmektedir [20, 33]. İnert gazlar; 
yanıcı olmayıp, ucuz olmalarına rağmen, ratların 
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ötenazisinde tiksindirici bir kokuya sahip oldukla-
rından ve anesteziklerle beraber kullanıldıklarından 
dolayı ölüm süresini uzatabilmektedirler. [20].

d) Karbondioksit; Laboratuvar hayvanlarının 
ötenazisinde yaygın olarak kullanılan CO2 tek se-
ferde çok sayıda laboratuvar hayvanının ötenazisini 
sağlar. Deney hayvanlarında hipoksi şekillenmeden 
bilinç kaybı oluşturmak için oksijen ya da hava 
içinde en az %70 oranında CO2 verilmesi tavsiye 
edilmektedir. Fakat kobaylar için bu oranın %100 
olması önerilmektedir [7]. Kapalı sistem haznesi 
%10–30 hacim/dakika gaz akışıyla kademeli olarak 
CO2 ile doldurulmalıdır. Fare ve ratlarda %3-20 ara-
sındaki CO2 konsantrasyonu tiksinmeye, % 10-35 
arasındaki CO2 konsantrasyonu korku oluşumuna 
neden olmaktadır [18, 38]. Laboratuvar hayvanla-
rına kapalı sistemle %10–30 hacim/dakika gaz akı-
şıyla CO2 verildiğinde 1-3 dakika içinde bilinç kay-
bı, 5-10 dakika sonra da ölüm şekillenebilir [29].

Uçucu olmayan bileşikler
Deney hayvanlarının ötenazisinde kullanılan enjek-
tabl ajanlar intravenöz yolla uygulandığında hızlı 
ve güvenli bir şekilde etki meydana getirirler [7]. 
Ancak intravenöz yolla uygulamanın pratik olmadı-
ğı veya mümkün olmadığı durumlarda, irritan özel-
likte olmayan ötenazi ajanları periton içi yolla veri-
lebilir. Ayrıca anestezi altındaki deney hayvanlarına 
intrakardiyak yolla da verilebilir [20, 36]. Ötenazi 
için genellikle anestezi dozunun üç katı olacak şe-
kilde doz hesaplanması yapılmalıdır [7].

a) Barbitürik asit ve türevleri; barbitüratlar 
önce sinir sistemini baskı altına alarak bilinç kaybı 
oluşturur, daha sonra solunum ve kalbin çalışmasını 
baskılayarak etki gösterirler [19]. Barbitüratlar pe-
riton içi yolla uygulandığında bağırsaklarda artefakt 
ve üreme hormonlarının seviyesinde değişikliğe 
yol açabilirler [1, 2]. Tüm barbitürik asit türevleri 
ötenazi amacıyla anestezi dozunun üç katı mikta-
rında kullanılabilir [7]. Laboratuvar hayvanlarının 
ötenazisinde en yaygın kullanılan barbitürik asit 
türevi sodyum pentobarbital’in %18 (200 mg/ml) 
konsantrasyonu 200 mg/kg dozda intravenöz veya 
intraperitonal yolla uygulanabilir. İntrakardiyak en-
jeksiyon, şiddetli ağrıya neden olduğu için sadece 
genel anestezi altındaki deney hayvanlarına uygula-
nabilir. Ayrıca 50 mg/kg konsantrasyonda %10’luk 
etanol ve steril su içinde sodyum pentobarbitalin 

çözdürülerek kullanılması ötenazi sırasında deney 
hayvanlarında hemoliz oluşmasını engeller [33, 36]. 
Düşük seviyede huzursuzluğa neden olarak hızlı şe-
kilde ölüm şekillendirmesi, diğer ötenazi ajanları 
ile karşılaştırıldığında daha ekonomik olması gibi 
avantajlarının yanında, yeşil reçeteye tabi olması, 
diğer farmasotik ve kimyasal maddelerden ayrı mu-
hafaza edilmesi ve kaydının tutulması gibi dezavan-
tajları vardır [20]. 

b) Pentobarbital kombinasyonu; ötenazi için 
pentobarbital lokal anestezik ya da çırpınma önleyi-
ci  bileşikler ile kullanılmalıdır [20]. Pentobarbital 
ötenazi amacıyla nöromuskuler bloke edici ajanlar 
ile birlikte kullanılmamalıdır. Karın boşluğu organ-
larının ve solunum yollarının histopatolojik çalış-
malarında tercih edilen bir bileşiktir. Fakat ratlarda 
sperm motilitesini azalttığı için bu konuyla ilgili 
yapılacak çalışmalarda tercih edilmemelidir [33]. 
Pentobarbital kombinasyonu periton içi verilmesine 
takiben 5-10 dakika, damar içi verilmesine takiben 
20-60 saniye arasında ölüm şekillenebilir [29, 36].

c) Potasyum klorid (KCl); halojenür bir metal 
tuzudur [33]. Anestezi altındaki deney hayvanların 
ötenazisi için intravenöz ya da intrakardiyak yolla 
uygulandığında kalp kası hücrelerinde depolari-
zasyona yol açarak kalbin çalışmasını baskılar [14, 
33]. Ancak ötenazi için kullanılması Amerikan Gıda 
ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından onaylanmamıştır 
[20].

d) T-61; embudramide, mebezonyum iyod ve 
tetrakain hidroklorid karışımından oluşur. Etkisini 
hızlı bir şekilde gösterir fakat sadece intravenöz yol-
la ve çok yavaş bir şekilde uygulanmalıdır. Deney 
hayvanlarında damar içi enjeksiyon zor olduğundan 
ötenazi için T-61 çok tercih edilmemektedir. Diğer 
uygulama yollarıyla kesinlikle verilmemelidir [7, 
8].

e) Dissosiyatif ajan kombinasyonları; ketamin 
gibi dissosiyatif ajanların yüksek dozları labora-
tuvar hayvanlarının ötenazisinde sıklıkla kullanıl-
maktadır [34]. Ötenazi amacıyla ketamin/ksilazin 
kombinasyonu anestezi oluşturan dozunun dört katı 
miktarında kullanılmalıdır [6]. Bilinci açık kemir-
genlerde ketamin ve benzer dissosiyatif ajanlar, 
α-2-adrenerjik reseptör agonisti (ksilazin gibi) veya 
benzodiazepinler (diazepam gibi) ile kombinasyon 
halinde kullanılmalıdır [34].
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f) Alkoller; sinir ve solunum sistemini bas-
kı altına alarak anoksi ve anestezi oluşturarak etki 
gösterirler [20]. Etanol; fiziksel yöntemlere ihtiyaç 
duyulmadığında veya diğer ötenazi yöntemleri için 
gerekli bileşiklerin bulunmadığı durumlarda bilinç 
kaybı şekillenmiş rodentlerin ötenazisinde uygula-
nabilir. %70’lik etanolün periton içi uygulanması 
ötenazi için uygun bir yöntem olabileceği öneril-
miştir [7, 21]. Farelere %70’lik 0,5 ml etanol enjek-
te edildiğinde 1-2 dakika içinde koma, 2-4 dakika 
içinde de ölüm meydana gelebilir [21]. Farelerden 
antikor üretimi gibi uygulamalarda etanolle ötenazi 
kabul edilirken diğer uygulamalarda kullanıp kulla-
nılmaması konusunda görüş ayrılığı bulunmaktadır 
[22]. Tribromoetanol, farelerin anestezinde kullanı-
lan ilaç dışı kimyasal ajan enjektabl bir ajandır [35]. 
Ayrıca peritonitis şekillendirdiği için kullanımı tar-
tışmalıdır [23]. 

Fiziksel Yöntemler
Fiziksel yöntemler; servikal dislokasyon, dekapi-
tasyon, maserasyon, mikrodalga ve beyin sarsıntısı 
uygulamalarını içerir [33]. 

Servikal dislokasyon; yıllardır küçük laboratu-
var hayvanlarının ötenazisinde kullanılan bir yön-
temdir. Fare, erişkin olmayan tavşan (<1 kg) ve 200 
g’dan düşük vücut ağırlığına sahip sıçanların öte-
nazisinde uygulanır [6, 7, 14]. Servikal dislokasyon 
yönteminde omurilik koparılarak beyin ile hayati 
organlar arasındaki bağlantı kaybolur [14]. Büyük 
yapılı rodentlerde ve yaşlı sıçanlarda uygulama ön-
cesi sedasyona alınmaları tavsiye edilmektedir [8]. 
Yapılan araştırmalara göre sıçanlarda, servikal dis-
lokasyon meydana geldikten sonra beyindeki elekt-
riksel aktivitenin 13 saniye daha devam ettiği daha 
sonra kaybolduğu tespit edilmiştir. 200 g’dan fazla 
vücut ağırlığına sahip sıçan ve olgunlaşmış tavşan-
larda boyun bölgesinde yoğun kas kitlesi bulundu-
ğu için fiziksel olarak boyun omurunu kafatasından 
ayırmak oldukça zordur ve bu yöntem tavsiye edil-
mez [6, 20]. Ayrıca hamster ve kobaylarda boyun 
bölgesinin kısa ve kasların güçlü olması, boyun ile 
omuzlardaki deri kısmının gevşek olmasından do-
layı servikal dislokasyon yönteminin gerçekleştiril-
mesi oldukça zordur [8]. Laboratuvar hayvanların-
da servikal dislokasyon gerçekleştikten sonra 10-15 
saniye arasında bilinç kaybı, bilinç kaybı şekillen-
dikten sonra 10-15 saniye arasında ölüm şekillenir 

[29]. Dokularda kimyasal madde kalıntısına yol aç-
maması ve hızlı ölüm şekillendirmesi gibi avantaj-
ları, yöntemi uygulayan personel için estetik olarak 
hoşa gitmeyen bir durum olması, uygulanabilecek 
hayvan (fare, olgunlaşmamış tavşan ve 200 g’dan 
daha az vücut ağırlığına sahip sıçan) skalasının dar 
olması gibi dezavantajları vardır [20]. 

Dekapitasyon; keskin bir alet yardımıyla deney 
hayvanının boynu kesilerek baş ile gövde kısmının 
birbirinden ayrılması işlemidir. Baş ve gövde kısmı 
tam olarak birbirinden ayrıldığı için beyin dokusu 
yetersiz kanlanmadan dolayı tüm fonksiyonları-
nı kaybeder. Çeşitli türlerde dekapitasyon sonrası 
beyindeki elektriksel aktivite ortalama 13-14 sani-
ye devam etmektedir. Ancak bu durum anestezinin 
kullanılıp kullanılmadığına bağlı olarak 3-40 saniye 
arasında değişebilmektedir [4]. Dekapitasyon işlemi 
için özel dizayn edilmiş giyotinler kullanılmaktadır 
[14, 34]. Dokularda kimyasal madde kalıntısına yol 
açmaması, ölümün hızlı ve kolay meydana gelme-
si, anatomik olarak hasar görmemiş beyin dokusu 
elde edilebilmesi gibi avantajları yanında, yöntemi 
gerçekleştirmek için gerekli olan tutma işleminin 
hayvanlarda strese yol açabilmesi, dekapitasyon 
sonrası beyindeki elektriksel aktivitenin varlığının 
yorumlanmasının zor olması gibi dezavantajları 
vardır [20].

Mikrodalga; mikrodalga cihazları fare, sıçan ve 
küçük tavşanların (<300g) ötenazisinde kullanılmak 
üzere özel olarak (maksimum güç çıkışı 1,3-10 kW) 
tasarlanmıştır [7]. Cihaz deney hayvanın baş kısmı-
na mikrodalga enerji göndererek ölüm şekillendirir 
[20, 31]. Bilinç kaybı ve ölüm şekillenmesi için ge-
reken zaman cihazlar arasında farklılık göstermek-
tedir [20]. Ötenazi için rutin olarak kullanılan bir 
yöntem olmayıp daha çok nörobiyologlar tarafından 
beyin dokusundaki kimyasalların in vivo olarak in-
celenmesinde tercih edilmektedir [2, 7].

Beyin sarsıntısı (Concussion); deneyimli per-
sonel tarafından tavşanların oksipital bölgedeki 
boynun üst kısmına yardımcı ekipman ile hızlı bir 
şekilde vurularak gerçekleştirilir. Ölümün gerçek-
leştiği süre dolaşımın durması ile teyit edilmelidir 
[8, 15]. Bu uygulamada 0,1 saniyeden daha kısa sü-
rede bilinç kaybı, 5 saniye içinde de ölüm şekillenir 
[29]. Laboratuvar hayvanların ötenazisinde kullanı-
lan yöntemler aşağıdaki tablo 1’ de özetlemiştir [7, 
15, 20, 29].
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Yeni doğan ve fetüslerde ötenazi

Yeni doğan hayvanlar ve fetüslerin ötenazisinde 
özel durumlar vardır. Yeni doğan hayvanlar ve fe-
tüsler hipoksiye karşı dayanıklı oldukları için ötena-
zide CO2 uygulaması önerilmez. Enjektabl anestetik 
maddelerin (örneğin pentobarbital) yüksek dozları 
önerilmektedir. Servikal dislokasyon, yeni doğan 
hayvanların vücutlarının küçük olması nedeniyle 
ergin hayvanlarla karşılaştırıldığında uygulanabilir-
liği zordur. Fetüs, rahim (uterus) içinde bulunduğu 
süre boyunca bilinçli değildir. Eğer gebeliğin sonu-
na gelmiş hayvanlar öldürülecek ve fetüsün doku-
larını elde etmek için bilimsel gereksinime ihtiyaç 
yoksa anestezik maddelerin yüksek dozları anneye 

verilerek ötenazi gerçekleştirilebilir. Bunun sonu-
cunda fetüsler rahim içinde hipoksi şekillenmesin-
den dolayı ölürler [29].

Deney hayvanlarının ötenazisinde kabul 
edilmeyen yöntemler
Sitriknin, nikotin, kafein, magnezyum sülfat, de-
zenfektanlar, tüm nöromusküler bloke edici ajanlar, 
toksinler, solventler, hidrojen siyanür, kloralhidrat, 
boğma, trikloretilen, metoksifloran, hipotermi, nit-
rojen (tek başına olduğu zaman), azot oksit, opio-
idler, α-kloraloz, üretan vb. fiziksel ve kimyasal 
yöntemlerin deney hayvanlarının ötenazisinde kul-
lanılması uygun değildir [7, 8, 20].

Tablo 1. Rodentlerin ötenazisinde kullanılan bazı yöntemler ve özellikleri [7, 15, 20, 29]
Ajan Etki oluşturma 

mekanizması Etki şekli Hız Etki Uygulama 
kolaylığı

Personel 
güvenliği

Estetik 
değeri

Derecelendirme
(1-5) Görüş

Halotan, 
enfloran, 
izofloran

Hipoksi

Serebral korteks, subkortikal 
yapılar ve hayati öneme 
sahip merkezlerin doğrudan 
baskılanması

++ ++ ++ + ++ 5 Uygulanabilir

Sodyum 
pentobarbital

Hipoksi ve kalpte 
ritm bozukluğu MSS’ nin baskılanması ++ ++ + + ++ 5 Uygulanabilir

Servikal 
Dislokasyon Hipoksi

Beyin fonksiyonlarının 
doğrudan baskılanması ve 
kardiak fiprilasyon

++ ++ + ++ - 4
150-200 g’ın altındaki 
rodentler için 
uygulanabilir

T-61 Hipoksi
Serebral korteks, subkortikal 
yapılar ve solunumun 
baskılanması

++ ++ - + ++ 4 Sadece intravenöz 
uygulanmalıdır

Karbondioksit

Solunum asidozu 
ve anestezi 
sonrası hipoksi, 
hayati öneme 
sahip merkezlerin 
baskılanması 

Serebral korteks, subkortikal 
yapılar, hayati merkezlerin 
ve kalp kasının doğrudan 
baskılanması

+ ++ ++ ++ ++ 4 %70 konsantrayondan 
fazla olmalıdır

Potasyum klorid Kardiyotoksik

Serebral korteks, subkortikal 
yapılar, hayati merkezlerin 
ve kalp kasının doğrudan 
baskılanması

+ + - + ++ 4

Bilinçsiz hayvanlara 
intrakardiyak ya 
da intravenöz 
uygulanabilir

Mikrodalga 
ışıma

Beyindeki 
enzimlerin 
inaktivasyonu

Beyin sıcaklığının ani bir 
şekilde artması sonucu beyin 
enzimlerinin inaktivasyonu

++ ++ - ++ + 3

Sadece deneyimli 
personel tarafından 
uygulanabilir. Rutin 
uygulama değildir

Dekapitasyon

Hayati öneme 
sahip merkezlerin 
hasarından dolayı 
gelişen hipoksi

Beynin doğrudan 
baskılanması + + + ++ - 2 Diğer yöntemler 

tercih edilmelidir

Karbonmonoksit Hipoksi
Hemoglobine bağlanarak 
O2‘nin bağlanmasının 
engellenmesi

+ + + - ++ 2 Personel için 
tehlikelidir

Hız: ++ çok hızlı, + hızlı,- yavaş. Etki: ++ çok etkili, + etkili, -etkili değil. Uygulama kolaylığı: ++ kolay uygulanabilir, + deneyim gereklidir, - uz-
manlık gerektirir. Personel güvenliği. ++ tehlikeli değil, + az tehlikeli, - tehlikeli. Estetik değeri: ++ estetik, + çoğu insan için onaylanmış, - birkaç 
insan için kabul edilmez. Derecelendirme: 1 çok kötü 5 oldukça iyi.
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Özet: Tarih boyunca insanlar tarafından canlı mikroorganizmalar içeren bitkisel ve hayvansal orijinli fermente gıdalar 
tüketilmiştir. Geleneksel fermente gıdaların içerisinde ‘’Probiyotik’’ olarak isimlendirilen doğal mikroorganizmalar, 
yeterli miktarda uygulandığında konakçıya yarar sağlayan canlı mikroorganizmalar olarak tanımlanır. Her geçen gün 
doğal kaynaklardan izole edilen ya da mevcut bakteri soylarından türetilen yeni bakteriler keşfedilmekte ve dolayısıy-
la bu bakterilerin probiyotik olarak değerlendirmelerinin yapılması ve güvenilirliklerinin derinlemesine araştırılması 
gerekmektedir. Detaylı inceleme gerektiren mikroorganizmaların son örneklerini Leuconostoc mesenteroides, Bacillus 
subtilis natto, Clostridium butyricum, Bacteroides xylanisolvens, Akkermansia muciniphila, Fruktofilik laktik asit bak-
terileri (FLAB) ve Faecalibacterium prausnitzii oluşturmaktadır. Bu derlemede probiyotik özellikleri yeni ortaya çıka-
rılan bazı mikroorganizmalar hakkında bilgi verilmesi amaçlanmıştır. 
Anahtar kelimeler: Gıda, Probiyotik bakteri, Yeni mikroorganizma

Novel Microorganisms Accepted as Probiotics
Abstract: Throughout history, fermented foods from vegetable and animal origin including live microorganisms have 
been consumed by humans. In traditional fermented foods, natural microorganisms, called probiotics, are defined as 
live microorganisms that benefit the host when administered in sufficient amounts. Everyday, new bacteria, which are 
isolated from natural sources or derived from the current strains of bacteria, are discovered and therefore probiotic 
assessments and reliability of these bacteria should be investigated in depth. Recent samples of microorganisms requir-
ing detailed examination are Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis natto, Clostridium butyricum, Bacteroides 
xylanisolvens, Akkermansia muciniphila, Fructophilic lactic acid bacteria (FLAB) and Faecalibacterium prausnitzii. In 
this review, it is aimed to give information about some new microorganisms which have probiotic properties.
Key words: Food, Probiotic bacteria, New microorganism

Giriş

Antik çağlardan beri canlı mikroorganizmalar içe-
ren gıdalar insan beslenmesinin önemli bir bölü-
münü oluşturmuş ve özellikle fermente gıdalar, 
meyveler, meyve suları, hayvansal ürünler gibi 
doğal mikrobiyal içeriği olan gıdalar tüketilmiştir. 
İnsanlar, bakterilerin varlığını bile bilmeden, on-
ları birçok gıdanın üretimi ve saklanmasında etkin 
olarak kullanmışlardır [47]. Geleneksel fermente 
gıdaların içerisinde ‘’Probiyotik’’ olarak isimlen-
dirilen doğal mikroorganizmalar bulunmaktadır. 
Ancak unutmamak gerekir ki canlı bakteri içeren 
her fermente gıda aynı zamanda probiyotik özel-
likte değildir. Fermente gıdalar farklı sayı ve türde 
mikroorganizma içerdiklerinden bunların mikro-
biyolojik kompozisyonu tamamen bilinmemekte 
veya üretim prosesinde kontrol edilememektedir 
[30]. International Scientific Association for Probi-
otics and Prebiotics (ISAPP) bu nedenle, geleneksel 

fermente gıdalar için “canlı ve aktif bakteriyel kül-
türler içeren” terimini önermektedir. Probiyotikler, 
yeterli miktarda uygulandığında konakçıya yarar 
sağlayan canlı mikroorganizmalar olarak tanımla-
nır. Bu faydalar, araştırılan probiyotiklerin büyük 
çoğunluğunda; bağırsak geçişinin düzenlenmesi, 
patojenlerin rekabet dışı bırakılması ve spesifik 
kısa zincirli yağ asitleri üretimi gibi nispeten or-
tak mekanizmalar yoluyla sağlanmaktadır. Buna ek 
olarak, vitamin sentezi, enzimatik aktivite, bağırsak 
bariyer takviyesi ve kanserojenlerin nötrleştirilme 
mekanizmaları yer alır [10,30]. European Food Sa-
fety Authority (EFSA), biyolojik ajanların değer-
lendirilmesini basitleştirmek ve standardize etmek 
amacıyla mikroorganizmalar için genel risk değer-
lendirme yaklaşımı oluşturmaya yönelik Qualified 
Presumption of Safety (QPS) sistemini başlatmış-
tır. QPS yaklaşımı, düşük riskli mikroorganizmala-
rın değerlendirilmesini basitleştirerek, yüksek risk 
potansiyeli olan ajanlara daha fazla odaklanmayı 
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sağlamaktadır [36]. QPS kavramı, yem ve gıda üre-
timinde kullanılan tüm mikroorganizmalar için bir 
güvenlik değerlendirmesi oluşturmayı amaçlamak-
tadır. Etken, QPS listesindeki bir taksonomik birime 
açıkça bağlanabiliyorsa, gerekli güvenlik değerlen-
dirme aşamaları varsa, bu taksonomik birim için 
listede belirtilir. Güvenilirlik özellikleri tam olarak 
anlaşılamayan mikroorganizmalar için tür veya izo-
lat seviyesi üzerinde ayrı bir taksonomik sınıflandır-
ma, potansiyel virülens, antibiyotik direnç genlerini 
ve bunların yatay aktarım yeteneklerini belirlemek 
için kapsamlı genetik dizilim analizi de dahil olmak 
üzere karakterizasyon analizleri yapılmaktadır [3].

Probiyotik Olarak Tanımlanan Yeni 
Mikroorganizmalar
Leuconostoc mesenteroides
L. mesenteroides, Laktobasiller grubunda Gram po-
zitif, sporsuz, katalaz, oksidaz ve PYR (L-pyrroli-
donyl-b-naphthyla-mide) negatif, alfa veya non he-
molitik koklardır [5,34]. Streptococcaceae ailesine 
dahil olup glikopeptidlere doğal dirençlidir [29,31]. 
L. mesenteroides, fakültatif anaerob olmasına rağ-
men mikroaerofilik koşullarda heterolaktik fermen-
tasyon kabiliyetindedir [17]. Aynı zamanda sitratı 
diasetil ve asetoine dönüştürürken, sakarozu deks-
tran ve levana dönüştürür. Dekstranlar; kan plazma 
uzatıcıları, antikoagülan tedavi için heparin ikame-
leri, çeşitli kozmetik ürünlerin üretiminde kullanıl-
maktadır [33,35]. L. mesenteroides, birçok gıdada 
fermantasyon işlemlerinin başlamasından sorumlu 
ve hatta çeşitli ekmek ve fermente süt ürünlerinde 
starter kültürler olarak kullanılmakta, geneneksel ve 
endüstriyel peynirlerin florasında bulunabilmekte-
dir [12,16,48]. EFSA L. mesenteroides’dan üretilen 
dekstran preparatının fırın ürünlerinde %5’e kadar 
kullanımının insan tüketimi için güvenli olduğunu 
bildirmiştir [2].

Bacillus subtilis natto
B. subtilis, toprakta, geviş getiren hayvanların 
ve insanların gastrointestinal kanalında bulunan 
Gram-pozitif, katalaz-pozitif, fakültatif anaerob 
mikroorganizmadır [38]. Japonya’da 1906 yılında 
keşfedilen B. subtilis natto, fermente edilmiş soya 
fasulyesi olan ‘’natto’’ üretiminden sorumlu olup 
Japon diyetinde uzun süredir kullanılmaktadır. B. 

subtilis, gastrointestinal ve üriner sistem hastalıkla-
rının tedavisinde antibiyotiklerden önce yaygın ola-
rak kullanılan immünostimülatör ajanıdır. Sindirim 
sistemi üzerinden; IgM, IgG ve IgA spesifik anti-
korların ve interferonları indükleyen CpG dinükleo-
tidlerin salgılanmasını sağlayarak geniş spektrumlu 
bağışıklık aktivitesini uyarması nedeniyle alternatif 
bir ilaç olarak kullanılmıştır [13]. B. subtilis nat-
to’ya güvenli kullanım öyküsü ve potansiyel vita-
min prekürsörü özelliği nedeniyle EFSA tarafından 
QPS statüsü verilmiştir [20].

Clostridium butyricum
Gram pozitif, zorunlu anaerob, sporlu basil olan 
Clostridium butyricum, insan ve hayvan bağırsağı-
nın kommensal bir bakterisidir. C. butyricum, yük-
sek miktarlarda bütirik asit üretme kapasitesine sa-
hiptir [27,42,45]. EFSA C. butyricum CBM 588’in, 
yeni bir probiyotik olarak kullanılmasına izin ver-
miştir [4]. C. butyricum için bildirilen faydalı etki-
lerin başında SCFA (Short Chain Fatty Acids) üre-
timi ve lipit metabolizmasındaki etkinliği gelmek-
tedir [49]. Yapılan çalışmalarda etkenin, ülseratif 
kolit hastalarında kaşeksiyi önleme ve Helicobacter 
pylori için tedavi olan hastalarda oluşan yan etkile-
rin azaltılmasında olumlu etkileri saptanmıştır [50]. 
Oral yolla alındığında, C. butyricum sporları ba-
ğırsaklarda aktif hale geçerek bütirat ve asetat gibi 
çok miktarda kısa zincirli yağ asitleri üretir [44]. 
SCFA’lar bağırsak hücreleri için önemli bir enerji 
kaynağı oluşturur ve enterositler üzerinde prolife-
ratif etkilere sahiptir. Ek olarak, SCFA’ların, kolo-
nik inflamasyon üzerinde immün modülatör etkilere 
sahip olduğu belirtilmiştir. SCFA’lar epitel hücre 
kültürlerinde inflamatuar sitokin sekresyonunu bas-
kılayarak, bağırsak mukozasının mikroorganizma-
ların varlığına karşı toleransını kolaylaştırmakta ve 
patojenlerin çoğalmasını kontrol etmektedir [28]. 

Bacteroides xylanisolvens
Chassard ve ark. [11] insan gastrointestinal kana-
lında, 6 ksilanolitik, Gram-negatif anaerobik çubuk 
izole etmişlerdir. Sonraki 16S rRNA analiziyle, elde 
edilen suşların Bacteroides cinsine ait olduğunu ve 
etkene ksilanın ayrıştırma özelliğine göre B. xylani-
solvens ismini vermişlerdir. Bacteroides spp., insan 
kolon florasının baskın türlerinden olup, bağırsak 
mikrobiyatasının yaklaşık %30’unu oluşturmak-



Delice Ürkmez Ş ve Gücükoğlu A. Probiyotik Olarak Tanımlanan Yeni Mikroorganizmalar 97

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 95-99

tadır [46]. B. xylanisolvens DSM 23964 izolatının 
biyokimyasal özellikleri katalaz (-), indol (-) ve ni-
şasta hidrolizi (-)’dir. Filogenetik analiz ve DNA-
DNA hibridizasyonu ile B. xylanisolvens’in alt var-
yantı olarak sınıflandırılmıştır. B. xylanisolvens’in 
probiyotik olarak sınıflandırılmasına sebep olan en 
temel özelliği mide-bağırsak kanalında canlılığını 
koruyabilmesidir. B. xylanisolvens DSM 23964, 
stimüle edilmiş mide sıvısında 3 saat sonunda %90 
oranında ve benzer şekilde stimüle edilmiş intesti-
nal sıvıda 4 saat sonunda %96 oranında canlılığını 
koruyabildiği saptanmıştır. Ancak in vitro ortam-
da epitelyal hücrelere bağlanamaması probiyotik 
özelliklerin değerlendirilmesinde önemli bir deza-
vantajdır [51]. 2015 yılında B. xylanisolvens DSM 
23964’ün fermente edilen pastörize süt ürünlerine 
probiyotik amaçlı katılması onaylanmış olup, etke-
nin probiyotik olarak kullanımı, pastörize süt ürün-
lerinin mayalanmasında başlangıç kültürü olarak 
sınırlandırılmıştır [21]. 

Akkermansia muciniphila
A. muciniphila başlangıçta zorunlu bir anaerob ola-
rak sınıflandırılmıştır, fakat Bacteroides fragilis ve 
Bifidobacterium adolescentis gibi diğer anaerobik 
bağırsak kolonileriyle birlikte A. muciniphila’nın 
küçük miktarlarda oksijeni tolere edebildiği görül-
müştür [40]. Yapılan araştırmalarda memeli bağır-
sak örneklerinde Akkermansia cinsine ait türler sap-
tanmış olup, etkenin zebra balığı ve birmanya pito-
nu gibi diğer omurgalılarda da benzer türleri tespit 
edilmiştir [15,43]. Bununla birlikte A. muciniphila 
insanlarda meme dokusunda tespit edilmiş ve et-
kenin anne sütü ile bebeklere geçişi belirlenmiştir 
[14]. A. muciniphila, insan bağırsak mikrobiyatası-
nın %1-4’ünü oluşturmaktadır [18]. Akkermansia 
türlerinin patojenitesi ile ilgili genel endişeler var-
dır ancak A. muciniphila’nın herhangi bir spesifik 
hastalığa sebep olduğuna dair veriye rastlanılma-
mıştır [19]. A. muciniphila’nın 70 oC’de 30 dakika 
ısı uygulamasından sonra etkenin obez ve diyabetik 
farelerde yağ kitle gelişimini, insülin direncini ve 
dislipidemiyi azalttığı görülmüştür. Bazı membran 
proteinleri, termal işlem sırasında bile Toll benzeri 
reseptör 2 ile stabilite ve etkileşim göstermiştir. Bu 
protein bağırsak bariyeri üzerine olumlu etkiler sağ-
lamıştır [41]. Nispeten yeni tanımlanan tür olan A. 
muciniphila, Akkermansia cinsinin ilk tanımlanan 
taksonomik üyesidir ve gıda endüstrisinde kullanım 

koşullarına ilişkin veriler yeterince bulunmadığın-
dan EFSA tarafından yapılan QPS statüsüne göre 
herhangi bir değerlendirme yapılmamıştır [9].

Faecalibacterium prausnitzii
Fusobacterium prausnitzii, Faecalibacterium cinsi-
ne ve insan bağırsak mikrobiyotalarının komensal 
bakterisidir [37]. Gram pozitif, zorunlu anaerob olan 
F. prausnitzii, Clostridia sınıfına aittir. İnsanlarda 
toplam fekal bakteri florasının %3-5’ini oluşturur 
[8,26,37]. Mikrobiyota içerisinde F. prausnitzii sa-
yısındaki değişiklikler Crohn hastalığı ve depresif 
bozukluklar gibi birkaç gastrointestinal hastalık ile 
ilişkilendirilmiştir [32,37]. Etken konakta antiinfla-
matuar etki yaratmakta, bu da bazı hastalıklara bağ-
lı disbiyozisin dengelenmesinde kullanılabileceğini 
göstermektedir [32,37]. F. prausnitzii EFSA tarafın-
dan henüz QPS listesine dahil edilmemiştir [8]. 

Fruktofilik Laktik Asit Bakterileri
Fruktofilik laktik asit bakterileri (FLAB), Laktik 
asit bakterileri (LAB) içerisinde bir alt grup oluştu-
rur. FLAB tercihen bir substrat olarak fruktoz kulla-
nır, glikozu tam olarak fermente edemez ve ortamda 
bulunan piruvat, oksijen ve fruktoz varlığında geliş-
me ve çoğalmaları önemli ölçüde artar. Etken daha 
çok; çiçekler, meyveler, şarap ve kakao çekirdeği 
gibi fermente gıdalar ve böceklerin gastrointesti-
nal sisteminde bulunur [23,24]. FLAB grubu bak-
terilerin sınıflandırılmasında, Fructobacillus spp. 
ve Lactobacillus spp. cinsleri yer almaktadır [22]. 
Fructobacillus beş türden oluşur: F. fructosus, F. 
pseudoficulneus, F. ficulneus, F. durionis ve F. tro-
paeoli [25]. F. fructosus ve F. pseudoficulneus, do-
ğal kaynaklarda en sık tespit edilen türlerdir [1,24]. 
Lactobacillus cinsinden FLAB üyeleri L. kunkeei, 
L. apinorum ve L. florum’dur [39]. Yapılan çalışma-
larda, gıdayla alınan ve ısı ile inaktif hale getirilmiş 
L. kunkeei’nin bağırsak peristaltiğini artırdığı ve 
immünoglobulin A üretimi gibi immunitede yarar-
lı etkilere sahip olduğu saptanmıştır. Bu nedenle, 
B. xylanisolvens’lerde olduğu gibi, L. kunkeei’nin, 
gıda endüstrisinde ısıl işleme tabi tutulmuş formda 
kullanılabileceği düşünülmektedir. Gıda endüstri-
sinde çok yaygın olarak kullanılan LAB ile olan ya-
kın filogenetik ilişkileri, EFSA tarafından QPS lis-
tesine dahil edilmesi olasılığını gündeme getirmiş-
tir. Ancak etkeni genetik karakterizasyonunda laktik 
asit bakterilerinden tam olarak ayırmak ve fermente 
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gıdaların üretimi ile arasındaki ilişkiyi anlamak için 
daha fazla bilimsel veriye ihtiyaç vardır [6,7]. 

Sonuç

Dünyada hızla büyüyen gıda pazarı dikkate alındı-
ğında probiyotik olarak önerilen yeni bakteriler ve 
bunları içeren yeni gıdalar ilgi çekmektedir. Yeni 
probiyotik adaylar için, gıdalarda kullanımları ile 
ilgili yeterli deneyim olmadığından bu yeni türle-
rin piyasaya sürülmesi güvenilirlik endişelerini de 
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle bazı ülke ve 
kuruluşlar probiyotiklerle ilgili çeşitli yasal düzen-
lemeler geliştirmişlerdir. Mevcut farklı düzenleme-
lerin en önemli ortak noktası bu yeni türlerin piya-
saya sürülmesinden önce olası bir sağlık tehdidinin 
ortadan kaldırılmasıdır. Bu derlemede bahsi geçen 
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis natto, 
Clostridium butyricum ve Bacteroides xylanisol-
vens’e EFSA tarafından probiyotik onayı verilmiş-
tir. Diğer adaylardan A. muciniphila, FLAB ve F. 
prausnitzii için ise eldeki veriler umut verici olarak 
nitelendirilmiştir ve söz konusu türler halen EFSA 
tarafından bilimsel risk değerlendirme aşamasında-
dır. Değerlendirilen potansiyel probiyotiklerin, ge-
lecekte gıda endüstrisinde yeni gıdalara dahil edile-
bilecek bakteriler olabileceği düşünülmektedir. 
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Özet: Tarih boyunca viral hastalıklar epidemiler veya pandemiler meydana getirerek, insanoğlunu ve onunla etkileşim 
halinde olan tüm canlıların yaşamını tehdit etmiştir. Milyonlarca canlının ölümüne veya itlafına yol açan bu salgınlar, 
korunma ve tedavi gereksinimlerini de beraberlerinde getirmiştir. Yirminci yüzyılın başlarında gelişmeye başlayan tek-
noloji ve sağlık imkanları, viral hastalıkların sağaltımı üzerinde araştırmalar ve çalışmalar yapılmasına olanak sağlamış-
tır. Yapılan bu derlemede, insan ve hayvan sağlığını tehdit eden viral enfeksiyonların tedavisinde kullanılmak amacıyla 
geliştirilen antiviral ajanlar hakkında bilgi verilmiştir.
Anahtar kelimeler: Antiviral ilaç, virüs

Antiviral Drug
Abstract: Throughout history, viral diseases have always threatened lives of all humans and living beings in contact 
with them causing epidemics and pandemics. These epidemics that caused death or destruction of millions of living 
beings also brought about the need for protection and treatment. Technological and health opportunities that started 
to develop at the beginning of the 20st century made it possible to convey studies and research on treatment of viral 
diseases. In this composition, information has been provided about antiviral agents developed to be used in treatment of 
viral infections threatening human and animal health. 
Key words: Antiviral drug, virus

Giriş

1959 yılında, 5-Substituted 2’-Deoxyuridine 
(IDU)’nin tanımlanmasıyla birlikte, viral enfek-
siyonların tedavi edilebileceği fikri ortaya atılmış 
oldu. Bu bilgiler ışığında yapılan denemeler sonu-
cunda in vitro koşullarda, antiviral aktivite keşfe-
dildi.1962 yılına gelindiğinde ise ilk kez etkili bir 
herpes simplex virus (HSV) keratitis tedavisi ger-
çekleştirdi. Böylece IDU, herpetik göz enfeksiyon-
larında topikal sağaltımda kullanılan ilk antiviral 
ajan haline geldi. Kaufmann ve Heidelberger’in 
1964 yılında, 5-trifluoro- 2’Deoxythymidine’nin 
antiviral etkinliğini ortaya koymasıyla beraber, 
HSV keratitisin topikal tedavisinde yüksek başarı 
sağlandı. Yine aynı tarihte, adenine arabinoside’nin 
HSV üzerindeki antiviral etkisi kanıtlanmış ve ilk 
kez herpesvirus enfeksiyonlarının sistemik sağaltı-
mında kullanılmıştır. 1964 yılı içerisinde, influenza 
A virus inhibitörü olan amantadinenin, antiviral et-
kisinin invitro ve invivo ortamlarda kanıtlanmasına 
karşın etkenin ajana karşı hızla geliştirdiği direnç 
nedeniyle pratikte istenilen sonuca ulaşılamamıştır. 

1977 yılında, herpesviruslara karşı selektif ilk anti-
viral ajan olan 9-(2-hydro-xyethoxymethyl) guanine 
(asikloguanosin) sentezlendi, birkaç ay sonra asik-
loguanosine oranla daha geniş bir etki spektrumu-
na sahip olan (S)-9-(2,3-dihydroxypropyl) adenine 
(DHPA) geliştirildi. 1983 yılında, Human immuno-
deficiency virus (HIV)’un sebep olduğu, “Acquired 
Immunodeficiency Syndrome” (AIDS)’in tanım-
lanmasından günümüze kadar, bu hastalığın sağaltı-
mında kullanılmak üzere pek çok antiretrovirus ajan 
geliştirilmiştir (reltegravir, dolutegravir, ritonavir, 
maraviroc vb.) ve geliştirilmeye devam etmektedir. 
Bunun yanı sıra, Hepatitis B virus (HBV) ve Hepa-
titis C virus (HCV) gibi büyük salgınlara yol açan 
enfeksiyonların tedavilerinde kullanılmak üzere an-
tiviral ajan geliştirme çalışmaları sürdürülmektedir 
(Asunaprevir, bocaprevir, paritaprevir, elbasvir vb.) 
[18,19,32].
Günümüze kadar geçen sürede geliştirilen antiviral 
ilaçlar etki mekanizmalarına göre 12 ana başlık al-
tında toplanabilir.
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5-Substituted 2’-Deoxyuridine Analogları 
Bu grup içerisinde üç farklı (İdoxuridine, Trifluri-
dine, Brivudine) antiviral ajan bılunur. 1959 yılında 
idoxuridine’nin tanımlanması ile birlikte antiviral 
ajanların tarihi başlamış oldu. İlaç ilk olarak kan-
ser tedavisinde kullanılmak üzere geliştirilmiştir. 
Daha sonra yapılan çalışmalarda herpetik göz en-
feksiyonlarının topikal sağaltımında da etkili oldu-
ğu görülmüştür. İdoxuridine’nin antiviral etkisinin 
anlaşılmasını takiben 1964 yılında Heidelberg ve 
Kaufmann tarafından Trifluridine üretilmiştir. Bu 
iki ajan günümüzde de Herpes Simplex Virus-1 
(HSV-1)’ in neden olduğu epitelyal keratitis olgula-
rının sağaltımında merhem ve damla formunda kul-
lanılmaktadır [10,47]. Brivudine ise Birmingham 
Üniversitesi Kimya Bölümü tarafından 1976 yılın-
da üretilmiş olup HSV-1 ve Varicella-Zoster Virus 
(VZV)’e karşı seçici ve etkili bir ajan olarak kabul 
edilmektedir [20].

Bu ajanların antiviral mekanizmaları benzerdir. 
Viral timidin kinaz ve konakçı hücrelerin sahip ol-
duğu diğer enzimler ile fosforile olurlar. Böylece, 
hem viral hem de hücresel DNA polimeraz enzimi-
ni inhibe ederler. Ancak virus üzerinde göstermiş 
olduğu etkiyi konakçı hücreleri üzerinde de gös-
tereceğinden ötürü parenteral uygulamaya uygun 
değildir. Brivudine’nin diğer ajanlardan daha se-
lektif ve efektif olmasının sebebi HSV-1 ve VZV 
viral timidin kinaz enzimine spesifite göstermesidir 
[19,44,73].

Herpetik keratitisin tedavisinde bruvidine, 
idoxuridine, trifluridine ve acyclovir etken madde 
içeren oftalmik preparatların sağaltımda neredey-
se aynı derecede etkiye sahip olduğu görülmüştür. 
Uygulama sonrası 2 hafta içerisinde % 90’a yakın 
bir iyileşme söz konusudur. Fakat, HSV-1 ve VZV 
enfeksiyonlarının sistemik sağaltımında toksik etki-
sinden ötürü idoxuridine ve trifluridine yerine bri-
vudinenin tercih edilmesi prognoz açısından daha 
güvenlidir [6,76].

Nükleosit Analogları
Bu grup, içerisinde üç farklı (Telbivudine, Lamivu-
dine, Vidarabine) antiviral ajan barındırmaktadır. 
Vidarabine’nin etki mekanizması, viral DNA poli-
merazın inhibisyonu üzerine kuruludur [70]. Bir di-
ğer nükleosit analoğu olan Telbuvidine bir timidin 
analoğudur ve viral reverse transkriptazın yarışmalı 

inhbitörüdür. Viral reverse transkriptazın ve viral 
DNA polimerazın inhibisyonunu sağlayarak antivi-
ral etki gösterir.  Entecavir ise bir diğer nükleosit 
olan guanosinin analoğudur. HBV’nin viral DNA 
polimeraz ve viral transkriptaz enzimleri üzerinde 
inhibisyon etkisi gösterir [64].

1976 yılında nükleosit analogları içerisinde 
onaylanan ilk ajan olan vidarabine HSV-1, HSV-2, 
VZV ve hatta bazı AIDS hastalarının sağaltımında 
kullanılmıştır fakat toksik etkisinden ötürü yerini 
daha efektif ve güvenilir ajanlara bırakmıştır [29]. 
%3’lük merhem olarak kullanılırsa keratokonjukti-
vitis sicca sağaltımında etkili olmaktadır ve kedi-
lerde idoxuridine göre daha kolay tolare edilebil-
mektedir [45]. Telbivudin 2006 yılında ABD’de, 
spesifik olarak Hepatitis B virus (HBV) enfeksi-
yonu tedavisi için geliştirilmiştir [64]. Oral yolla 
kullanıldığında biyoyararlanımı en yüksek seviyeye 
ulaşmaktadır. Ajan, klinik öncesi yapılan testlerde 
denekler üzerinde herhangi bir mutojenik ve karsi-
nojenik etki bırakmamıştır. Gebelerde kullanılması 
durumunda, embriyoda veya fötüste toksik bir du-
rum yaratmamaktadır. Entecavir ve Telbivudinin 
serumdaki HBV DNA seviyesini lamivudine göre 
çok daha aşağı seviyelere düşürdüğü gözlemlenmiş-
tir [11,23,40]. Lamivudine, hepadnavirus DNA’sın-
da zincir sentezini inhibe etmek üzere geliştirilmiş 
bir oral sitozin nükleosit analoğudur [8]. Ajan, HBV 
viral replikasyonunu suprese ederek serum alanin 
aminotransferaz seviyesinin normal değerlere ulaş-
masını sağlar. Bununla birlikte, karaciğer yangısını 
ve hepatosit parçalanmalarının da önüne geçer. Vi-
ral DNA replikasyonunu etkili bir biçimde inhibe 
eden ve hastalığın yayılmasını engelleyen lamivu-
din, HBV tedavisinde en yaygın kullanılan nükleo-
sit analoğudur [7, 12].

Asiklik Nükleosit Fosfonat Analogları
Sidofovir ve Adefovir önemli asiklik nükleosit fos-
fonat analogları içerisinde sayılabilir. Bu gruptaki 
ajanların etki mekanizması, viral DNA polimerazın 
fosfonoasetik asit ile hibridizasyonu ile inhibisyonu 
esasına dayanır [19].

Bir sitozin analoğu olan sidofovir, sentezlendi-
ği ilk yıllarda AIDS ve cytomegalovirus (CMV) et-
kenlerinin neden olduğu rinitis tedavileri için geliş-
tirilmiş olsa da günümüzde herpesvirus, adenovirus, 
polymovirus ve papillomavirus enfeksiyonlarının 
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tedavilerinde kullanılır [57]. Viral DNA polimeraz 
enzimine duyduğu yüksek affinite sebebiyle olduk-
ça güvenlidir. HSV-1 enfeksiyonlarında intravenöz 
veya intravitreal olarak kullanıldığı bilinmektedir 
[73]. Veteriner hekimliğinde, kedilerde deneysel 
olarak günde 2 kez uygulanan ve metilselüloz içe-
ren sidofovirin, Feline Herpesvirus -1 (FeHV-1) 
virusunun saçılımını engellediği ve klinik semp-
tomları kısmen de olsa hafiflettiği ortaya çıkmıştır. 
İn vitro ve in vivo etkileriyle bu anti viral ajanın 
FeHV-1 karşısında etkin olduğu kesinleşmiştir. An-
cak, hayvanlar nazolakrimal sikatrizasyon yönün-
den gözetim altında tutulmalıdır [27].  

2002 yılında geliştirilmiş olan adefovir dipi-
voxil adenozin monofosfatın nükleotit analoğudur. 
Ortaya ilk çıktığı dönemde HIV tedavisinde kulla-
nılsa da renal toksisitesi nedeniyle vazgeçilmiştir. 
HBV antijen negatif ve pozitif kronik hastalar için 
kullanılır. Adefovir dipivoxil alındıktan sonra este-
raz ile adefovir formuna bürünür bu olayı takiben 
hücre içi fosforilasyon ile beraber adefovir difosfat 
meydana gelir. Adefovir difosfat deoxyadenozin tri-
fosfatın analoğudur ve DNA zincirinin uzamasını 
engeller [69]. Lamivudin direnci kaydedilmiş olan 
ve kan serumlarında HBV antijeni bulunan veya 
bulunmayan, kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda 
yapılan ilk denemelerde adefovir dipivoxilin, serum 
HBV DNA varlığını büyük ölçüde azalttığı ve se-
rum alanin aminotransferazı (ALT) normal seviye-
lere düşürdüğü gözlemlenmiştir [7].  

Asiklik Guanozin Analogları
Asiklik guanozin analogları içerisinde 6 farklı 
(asiklovir, valasiklovir, gansiklovir, valgansiklovir, 
famsiklovir, pensiklovir) antiviral ajan sayılabilir. 
Bu ajanların etki mekanizmaları viral ve hücresel 
timidin kinaz enzimleri ile fosforilasyona dayanır. 
İlk fosforilasyonlarını viral timidin kinaz enzimi 
ile gerçekleştiren ajanlar devamında hücresel timi-
din kinaz ile fosforilasyon işlemlerini tamamlar-
lar. Fosforilasyon sonucu trifosfat forma dönüşen 
ajanlar viral DNA polimerazın uzamasını engeller 
[13,19,57].

Asiklovir,  ilk olarak 1974 yılında İngiltere’de 
geliştirilen bir antiviral ilaçtır. HSV-1, HSV-2 ve va-
ricella-zoster virus (VZV) enfeksiyonlarının tedavi-
lerinde kullanılmaktadır [57]. Veteriner hekimliğin-
de kedilerin önemli üst solunum yolu enfeksiyon-

larından biri olan FeHV-1 enfeksiyonunun tedavi-
sinde denenmiştir. Ancak, FeHV-1’in timidin kinaz 
fosforilasyon etkinliğinin, HSV-1’e göre oldukça 
düşük olması sebebiyle asiklovirin FeHV-1 üzerin-
deki etkisi zayıftır. Kedilere, %0.5’lik göz damlası 
şeklinde günde 5 kez uygulandığında 10 güne ka-
dar klinik semptomlarda azalmalara rastlanmıştır 
[30,73]. Valasiklovir, asiklovirin biyoyararlığını ar-
tırmak için geliştirilen bir ön ilaçtır. Gastrointestinal 
kanalda absorbsiyonunun hızlı olması enfeksiyon-
lara karşı asiklovire göre daha etkili olmasını sağla-
mıştır. Emilimden sonra hepatik hidrolaz enzimi ile 
asiklovire dönüştürülür [44,57]. 

Bu grup içerisinde yer alan bir diğer guanin 
analoğu ise gansiklovirdir, etki mekanizması asik-
lovire çok yakın olan bu ajan immun sistemi bas-
kılanmış CMV enfeksiyonu bulunan hastalarda 
kullanılmak üzere geliştirilmiştir. Bunun yanı sıra, 
HSV-1’in neden olduğu konjuktivitis olgularında da 
etkili olduğu gözlemlenmiştir [5]. Valgansiklovir, 
oral yolla uygulandığında düşük biyoyararlılık gös-
teren gansiklovirin biyoyararlılığını artırmak için 
geliştirilmiş bir ön ilaç formudur ve AIDS hastalığı 
bulunan insanlarda CMV renitisin tedavisinde kul-
lanılmaktadır [15,46]. Bir nükleosit deoksiguanozin 
analoğu olan pensiklovir, insanlarda HSV-1, HSV-2 
ve VZV gibi enfeksiyonların tedavisi için geliştiril-
miştir. İn vivo ve in vitro şartlar göz önünde tutuldu-
ğunda FeHV-1’e karşı da oldukça etkilidir [30,31].

Famsiklovir, pensiklovirden yüksek biyoyarar-
lanım elde edebilmek için geliştirilmiş bir ön ilaçtır. 
Oral kullanıldığında plazmada ya da ince bağırsakta 
di-deasetilizasyona uğrayarak 6-deoksipensiklovire 
(BRL 42359) dönüşen ajan, hepatik aldehit oksi-
daz enzimi ile oksitlenip pensiklovire dönüşür [28]. 
Pensiklovir, viral enfekte hücreye girer ve fosfori-
lasyona uğrayarak aktif trifosfat formuna bürünür. 
İlk basamakta viral timidin kinaz ile katalize olur-
ken takip eden basamaklarda katalize olmak için 
konakçı enzimlerini kullanır [34]. Yapılan in vitro 
çalışmalarda famsiklovirin ve BRL 42359’un tek 
başlarına FeHV-1 üzerinde herhangi bir etkilerinin 
olmadığı gözlemlenmiştir. Bu bilgi ışığında etkin 
bir sağaltım için antiviral ajanın oksidasyonunun ta-
mamalanıp pensiklovir formuna dönüşmesi gerek-
lidir. Ancak kedilerde, BRL 42359’un oksidasyonu 
için gerekli olan hepatik aldehit oksidaz aktivitesi 
%2 civarında seyretmektedir ve bu yüzde diğer pek 
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çok canlıya göre oldukça düşüktür. Hepatik aldehat 
oksidaz seviyesindeki doygunluktan kaynaklandığı 
düşünülen aktivasyondaki bu düşüklük, kedilerde 
famsiklovirin farmakokinetiğinin oldukça farklı ol-
masına yol açmaktadır [68]. 

Pirofosfat Analoğu
Foscarnet viral antiviral ajanlar arasında en küçük 
boyutlu olandır ve mutlaka damar içi yolla uygulan-
malıdır. İlk olarak insanlarda CMV enfeksiyonunun 
tedavisi için geliştirilse de sonraları, asiklovire di-
renç gösteren HSV ve VZV enfeksiyonları üzerinde 
de uygulanmıştır.  Viral DNA polimeraz üzerinde 
bulunan pirofosfat bağlama bölgesindeki anyon 
prifosfatı taklit ederek etki eder. Veteriner hekimli-
ğinde de kullanılan ajan, kedilerde oral yolla uygu-
lamada, biyoyararlılığı yaklaşık %8’lerde seyrettiği 
için yaygın olarak kullanılmamaktadır [1,73].

İntegraz İnhibitörleri
Retroviral ajanlar, konakçı hücrelerde çoğalıp saçı-
labilmek için proteaz, integraz ve reverz transkrip-
taz enzimlerine ihtiyaç duyarlar. Etkenin konakçı 
hücreye penetrasyonunu reverz transkriptaz ile viral 
DNA replikasyonu izler. Replikasyon sonucu viral 
integrazlar proviral DNA’nın 3′ ucunu çeşitli pro-
sesler ile konakçı hücre genomuna entegre eder. 
İntegraz inhibitörlerinin etki mekanizması, enzimin 
katalitik bölgesinde bulunan Mg+2 ye bağlanarak, 
virusun entegreasyon aşamasını inhibe etmek üze-
rine kuruludur [51,53]. İlk HIV inhibitörleri 2007 
yılında geliştirilmiştir. Reltegravir, dolutegravir ve 
elvitegravir adı verilen bu ajanlar genellikle, “high-
ly active antiretroviral therapy” (HAART) için kul-
lanılmaktadır [22].

Reltegravir integraz inhibitörleri arasında ilk 
onaylanan ilaçtır. HIV-1 RNA seviyesi yüksek, CD4 
hücre sayısı düşük olan hastalar üzerinde kullanılan 
ajanın oldukça etkili olduğu görülmüştür. Bunun 
yanı sıra reltegravir, nükleosit analoglarıyla ve ri-
fonovir ile kombine edilebilir [19,22]. Elvitegravir 
onaylanmış ikinci integraz inhibitörüdür, tek başına 
etki gösterebileceği gibi, emtricitabine, tenofovir 
alafenamide, tenofovir disoproxil fumarate, cobi-
sitatlar ile de kombine edilerek kullanılabilir [77]. 
Elvitegreavir, reltegravir ile benzer direnç mutas-
yonları paylaştıkları için, reltegravir dirençli HIV-
1 enfeksiyonlarında kullanılmamalıdır [58]. Dolu-

tegravir, 2013 yılında reltegravir ve elvitegravire 
direnç gösteren retroviral ajanların sebep olduğu 
enfeksiyonların sağaltımında kullanılmak üzere ge-
liştirilmiştir. Tek başına etki gösterebileceği gibi, 
abacavir ve lamuvidine ile kombine edilerek de kul-
lanılabilir [53].

Giriş İnhibitörler
Giriş inhibitörlerin etki mekanizması, virusların ko-
nakçı hücre membranına adsorbsiyonunu ve hücre 
içine penetrasyonunu engellemek üzere kurulmuş-
tur. Bu grup içerisinde, retroviridial enfeksiyonla-
ra karşı geliştirilen enfuvirtide, maraviroc; herpe-
tik enfeksiyonlara karşı geliştirilen docosanol gibi 
ajanları barındırır [19].

HIV etkeninin zar proteinlerinden biri olan 
gp120 konakçı hücrenin CD4 lökosit reseptörüne 
bağlanır, bu bağlanma aşamasında gp120 üzerin-
deki özel yapılar konakçı hücre yüzeyinde bulunan 
CCR5 veya CXCR4 reseptörlerine adsorbe olur 
[59]. Adsorbsiyonu takiben gp41’de konformatif 
değişimler meydana gelir. Bu değişimler sonucu, 
N-Heptad repeat ve C-Heptad repeat bölümleri bir 
araya gelerek altılı sarmal demeti meydana getirir 
ve konakçı hücre membranı ile virus membranı ara-
sında bir füzyon oluştur [26]. Oluşan bu füzyon ile 
etken hücreye penetre olur [9].

Enfuvirtide, 2003 yılında onaylanan ilk giriş 
inhibitörüdür. Ajan, HIV’in gp41 yüzey proteinini 
inhibe ederek etkenin konakçı hücreye penetras-
yonunu engeller [24]. Bunun yanısıra ajan düşük 
biyoyararlanıma sahiptir ve gastrointestinal sistem 
proteazlarına karşı duyarlıdır [35]. Bu nedenle in-
vivo ortamda yarılanma ömrü yaklaşık 4 saattir ve 
günlük paranteral yolla uygulanması gerekir [54].

Maraviroc, 1996 yılında kemokin reseptörü 
olarak geliştirilmiş ilk antiviral ilaçtır. Ajan, ko-
nakçı hücre yüzeyinde bulunan CCR5 kemokin 
reseptörüyle HIV gp120 yüzey proteinin arasında 
bağlantı kurulmasını engelleyerek antiviral etki 
meydana getirir [55]. Hücre kültürleri üzerinde ya-
pılan bazı deneylerde, proteaz inhibitörleri, nükleaz 
reverz transkriptaz inhibitörleri ve non-nükleaz re-
verse transkriptaz inhibitörleri maraviroc ile kom-
bine edilip uygulandığında aralarında antagonizm 
gelişmediği gözlemlenmiştir. Bunun yanısıra, ma-
raviroc’un bir diğer giriş inhibitörü olan enfuvirtide 



104 Küçük A ve Yıldırım Y. Antiviral İlaçlar

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 30, Sayı 1, 2019, 100-108

ile kombinasyonu HIV-1’ in sağaltımında sinerjist 
bir etki göstermiştir [72].

Yirmi iki karbon uzunluğunda, doymuş bir pri-
mer alkol olan docosanol, HSV, VZV, RSV gibi zar-
lı viruslar üzerinde etkilidir [41,62]. Etki mekaniz-
ması, etkenin konakçı hücreye adsorbiyonunu en-
gelleme ve viral replikasyonun inhibisyonu üzerine 
kuruludur [30,41]. Docosanol, trifluride ve idoxuri-
dine gibi non selektif bir yapıya sahip olduğu için 
parenteral uygulamalarda toksik bir etki meydana 
getirmektedir. Bu nedenle, sadece topikal sağaltım-
larda kullanılır [52].

Proteaz İnhibitörleri
Proteaz inhibitörleri, HIV ve hepatit C virus (HCV) 
enfeksiyonlarının tedavilerinde uygulanmak üzere 
geliştirilseler de, herpesvirus, picornavirus, flavivi-
rus, filovirus kaynaklı hastalıkların sağaltımında da 
kullanılmaktadır [3].

Proteaz, HIV replikasyonunun son aşamasında 
önemli bir yer tutar. Enzim, viral gag ve gagpol pre-
cursor proteinlerinin işlenmesinde rol oynayarak ol-
gun enfektif virus partiküllerinin oluşmasını sağlar 
[74]. Bu ajanların etki mekanizması, proteaz enzi-
minin aktif bölümlerine bağlanarak viral poliprote-
inlerin oluşumunu ve yayılmasını engellemek üze-
rine kurulmuştur [3].

1995 yılında piyasaya sürülen saquinavir üre-
tilen ilk proteaz inhibitörüdür. AIDS hastalarının 
sağaltımında kullanılmak üzere geliştirilmiştir [43]. 
Saquinavirin üretilmesini takiben ritonavir, indina-
vir ve nelfinavir piyasaya sürülmüştür. Birinci ne-
sil HIV proteaz inhibitörleri olan bu ajanlar, düşük 
biyoyararlanımlarının yanısıra hepatotoksik, nefro-
toksik, gastrointestinal sistem bozuklukları gibi yan 
etkiler meydana getirdikleri için günümüzde yaygın 
olarak kullanılmamaktadır [3,75]. İkinci kuşak HIV 
proteaz inhibitörleri lopinavir, amprenavir, atazana-
vir, tipranavir, darunavir antiviral ilaçlarını içerir. 
Bu ajanlar, birinci kuşak proteaz inhibitörlerinin ne-
den olduğu yan etkilerin azaltılması ve biyoyararla-
nımın artırılması için geliştirilmiştir [3].

HIV’in proteaz enziminde meydana gelen pri-
mer ve sekonder mutasyon direnci, proteaz inhibi-
törü uygulanan hastalarda direnç oluşumuna sebep 
olabilmektedir [75]. Direnç oluşumuna karşın, pro-
teaz inhibitörleri, Amerika Birleşik Devletleri’nde 

ve pek çok Avrupa ülkesinde Lopinavir/Ritonavir, 
Darunavir/Ritonavir, Saqunavir/Ritonavir gibi ajan-
lar kombinasyon olarak kullanılmaktadır [12].

HIV’de olduğu gibi HCV’nin yaşam siklusun-
da da proteaz önemli bir yer kaplar. NS4A ve NS3 
proteaz enzimi, viral poliproteinlerin olgunlaşma-
sında önemli rol oynar [21]. Proteaz inhibisyonu 
amacıyla geliştirilmiş olan her ajan proteaz enzimi-
nin aktif bölümüne bağlanarak antiviral etki gösterir 
[66]. HCV NS3/4A proteaz inhibitörleri arasında, 
vaniprevir, boceprevir, asunaprevir, grazoprevir, 
paritaprevir, simeprevir ve telaprevir örnek olarak 
gösterilebilir [19]. Japonyada, HCV-1 ile enfekte 
olan hastalar üzerinde, asunaprevir+declatasvir ve 
vaniprevir+PegIFNα-2b+ribavirin gibi ilaç kom-
binasyonlarının denendiği bildirilmiştir [31]. 2015 
yılında geliştirilen, grazoprevir+elbasvir kombinas-
yonu ise HCV-1 ve 4 enfeksiyonlarının her ikisinin 
tedavisinde de uygulanmıştır [49].

Nükleozit Reverz Transkiptaz İnhibitörleri 
(NRTİ)
Reverz transkriptaz, retroviral etkenlerin viral ssR-
NA genomundan dsDNA sentezlenme aşamasında 
rol oynayan en önemli enzimlerinden biridir [17]. 
NRTİ’ler, konakçı hücrede var olan kinaz ve fosfot-
ransferaz enzimleri ile fosforile olarak deoxynükle-
osit trifosfat (dNTP) analoğuna dönüşür. Bu yapı, 
endojen dNTP’ler ile yarışmalı olaral viral reverz 
transkriptaz’a bağlanır ve zincir yapısını bozarak 
viral replikasyonu inhibe eder [14]. 1987 yılında 
onaylanan ilk NRTİ zidovudinedir. Retroviral en-
feksiyonların tedavisinde viral reverz transkriptaz 
inhibisyonunun olumlu sonuç vermesi üzerine etki 
mekanizmaları zidovudine’ye benzer yeni ilaçlar 
geliştirilmiştir. Bunlar zalcitabine, emtricetabine, 
lamivudine, stavudine, abacavir, didanosine’dir 
[19].

Nükleozit reverz transkriptaz inhibitörlerine 
karşı ilaç direnci çok çabuk şekillendiği için bu 
ajanlar, HIV tedavilerinde virusun yaşam siklu-
sunun başka bir aşamasını inhibe ederek antiviral 
etki gösteren ajanlarla kombine edilerek kullanılır 
[12]. Lamivudine+dolutegravir, emtricetabine+T-
DF, emtricetabine+TDF+elvtitegravir+cobicistat bu 
kombinasyonlardan bazılarıdır [19,61].
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Non-Nükleozit Reverz Transkriptaz İnhibitörleri 
(NNRTİ)
NNRTİ viral reverz transkriptazın, allosterik bölge-
si olan katalitik bölgeyi hedef alarak antiviral etki 
gösteren nonkompetif bir inhibitör grubudur. İnhi-
bitörlerin hedef alınan bölgeye bağlanmasını taki-
ben etkenin katalitik etkinliği azalır, bunun sonucu 
viral replikasyon inhibe edilmiş olur [2,16].

1980’ li yılların sonlarına doğru rilpivirinen, 
delavirdine, evirapine, efavirenz, etravirine gibi 
ajanlar geliştirilmiştir [19].

M2 (Matrix 2) Protein İnhibitörleri
İnfluenza A virus’un integral membran proteini olan 
M2 proton kanalı işlevi, etkenin konakçı hücreye 
girişi sırasında viral membranda; etken ile enfekte 
hücrede viral maturasyon aşamasında ise trans-gol-
gi membranda pH düzeyini dengelemektir [39,56]. 

İnfluenza A virus enfeksiyonlarının tedavisinde 
kullanılmak üzere geliştirilen amantadine ve riman-
tadine, H+ iyonlarının M2 protein kanallarıyla viral 
yapıya aktarılması engelleyerek iyon konsantrasyo-
nunda bir değişim meydana getirir. Bu değişim, inf-
luenza virus nükleik asidinin kapsitten ayrılmasını 
inhibe eder ve antiviral etki meydana gelir [37,42]. 

Amantidine ve ramantadine, özellikle enfeksi-
yonun ilk 48 saatinde kullanıldığında semptomlar-
da kayda değer bir azalma meydana getirmektedir. 
Fakat, ajana karşı gelişmiş olan dirençten ötürü 
kullanım sahası daralmıştır. Yapılan denemelerde, 
amantadine ve rimantadine’nin benzer etkilere sa-
hip olduğu anlaşılmıştır, fakat nörolojik yan etkiler 
rimantadine’de amantidine’ye oranla daha düşüktür 
[60]. 

Nöroaminidaz inhibitöleri (NAI)
İnfluenza virusların hemaglutinin, nöroaminidaz ve 
M2 olmak üzere 3 adet yüzey proteini bulunmakta-
dır. Hemaglutinin, virusun hücre reseptörleri üzerin-
deki terminal sialik asitlere bağlanmasını sağlarken, 
M2 proteini viral replikasyon aşamasında pH den-
gesini sağlamakla görevlidir [48]. Nöroaminidaz 
ise, replikasyon sonrası oluşan yeni virus partikül-
lerinin hücre yüzeyinden salınımından sorumludur 
[4]. Nöroaminidaz inhibitörleri, bu protein üzerine 
etkiyerek oluşan yeni virus partiküllerinin saçılımı-
nı engellemek suretiyle antiviral etki gösterir [50].

1999 yılında geliştirilen ve ilk NAI olan za-
namivir, nöroaminidazın epitoplarına sialik asitten 
daha fazla affinite gösterir. İnhalasyon yolu ile kul-
lanılan ajanın %15’i alt solunum yollarında kalır 
[36]. Zanamivir, influenza B ve H1N1 suşu üzerin-
de oseltamivire oranla daha yüksek aktivite göster-
se de H3N2 suşunda oseltamivirden düşük bir etki 
meydana getirir [63]. Oseltamivir, zanamivirin ya-
pısı örnek olarak geliştirilmiş ve aktif formuna ka-
raciğerde dönüşmek üzere geliştirilmiş bir ön ilaç-
tır. İlaç hap veya şase şeklinde oral uygulandığında 
yüksek bir biyoyararlanım gösterir [38,50].

Antiviral Etki Gösteren Diğer Ajanlar

İnterferonlar
Viral enfeksiyonlara karşı hücrelerin temel savun-
ma mekanizması olan interferonlar immunolojik 
ve antiviral fonksiyonları diğerlerinden farklı olan 
sitokinler olarak tanımlanabilir. İlk olarak 1957 yı-
lında keşfedilmiştir ve hala üzerinde çalışmalar ya-
pılmaktadır. Alfa, beta, gamma (α, ß, γ) olmak üzere 
3 tipi ve bu tiplerin pek çok alt tipi bulunmaktadır 
[73]. Viral replikasyonun baskılanmasında büyük 
bir rol oynayan interferon tip I,  ağırlıklı olarak he-
matopoetik hücrelerden salgılanır ve vücudu antivi-
ral aktivite için uyarır. Yapılan son çalışmalar, pato-
jen ile ilişkili moleküler patternlerin (PAMPs) inter-
feron üretimini tetiklediğini ortaya koymuştur. Viral 
bir enfeksiyon sırasında virusun RNA tanskripsiyon 
aşaması PAMP reseptörleri tarafında algılanmakta-
dır. Enfeksiyonun ilk saatlerinde, hücrelerde inter-
feron tip 1 ve tip 3’ünde aralarında olduğu bazı gen 
gruplarında aktivasyon şekillenmektedir. Aktive 
olan bu interferonlar, interferon stimule edici genle-
ri (ISG) aktive eder. Şekillenen bu gen aktivasyonu, 
viral replikasyonun farklı adımlarını inhibe eden 
antiviral etkenlerin oluşumuna katılır [19,67].

HBV ve HCV enfeksiyonlarının tedavisinde 
kullanılan 3 farklı interferon preparatı geliştiril-
miştir. Bunlar, Interferon Alfacon-1, Pegylated İn-
terferon α-2a (PegIFN α-2a) ve PegIFN α-2b dir. 
Ciddi yan etkilerinden ötürü Interferon Alfacon-1, 
2013 yılında kullanımdan kaldırılmıştır. PegIFN α 
kökenli ajanlar, HBV sağaltımında kullanılırken, 
HCV sağaltımında yaygın olarak kullanılmamak-
tadır. Bunun sebebi, HCV sağaltımında, interferon 
içermeyen ajanların, içerenlere oranla daha etkili 
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olmasıdır [33,73]. İnterferon tedavisi, insan sağlığı 
yanı sıra veteriner hekimliğinde de kullanılmakta-
dır. İn vitro ortamda 1x105 den 5x105 IU/ml’ye ka-
dar uygulanan ve kedilerde son zamanlarda tespit 
edilen feline IFNω’nin sitotoksitite göstermeden 
FeHV-1 titresini düşürdüğü gözlemlenmiştir. Ayrı-
ca yüksek konsantrasyonlarda IFNω, IFNα ya göre 
çok daha etkili bulunmuştur [65,71]. Bir diğer in 
vitro çalışmada, 10-62,5 μg/mL asiklovir 10–100 
IU/ml rekombinant insan IFN α ile kombine edil-
miş ve bu kombinasyon herhangi bir sitotoksik etki 
göstermediği gibi FeHV-1’in maximal inhibisyonu 
için gerekli olan asiklovirin dozunu yaklaşık 8 kat 
düşürmüştür. Bu verilere göre interferonların nük-
leosid analogları ile birlikte kullanılmaları tavsiye 
edilmektedir [73].

Lizin; Çoğunlukla herpetik enfeksiyonların te-
davisinde kullanılan aminoasit yapıda bir ajandır. 
Antiviral etkisi, herpevirusların replikasyonunda 
esansiyel olan argininin antagonisti olmasıdır, bu 
antogonizm viral protein sentezini inhibe eder [73]. 

Lambda- Carrageanan; Sülfat polisakkarit içe-
ren bir deniz yosunu ekstraktıdır, viral zar glikopro-
teinlerine bağlanarak etkenin konakçı hücreye ad-
sorbsiyonunu engeller [25].

Sonuç
İlaç sanayisinde antiviral ilaçların geliştirilmesi 
diğer antimikrobiyal ilaçlara göre daha geride kal-
mıştır. Ancak günümüzde biyoteknolojinin ve mo-
leküler genetiğin hızlı gelişmesinden dolayı spesifik 
olarak viral enfeksiyonların tedavisi amacıyla anti-
viral ilaçların geliştirilmesi hususunda önemli me-
safeler alınmıştır. Bu ilaçların yan etkilerinin azal-
tılarak rutinde kullanıma sokulmaları viral kaynaklı 
enfeksiyonların profilaksi ve tedavisinde oldukça 
faydalı olacaktır.
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