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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullar:

1. Tiirkge ve Ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 pt, Times
New Roman yazi karakterinde, iki yana yaslanmis diiz metin
olarak, tiim kenarlarda 25 mm bosluk birakilarak ve tek aralikli
sayfa diizeninde A4 (210 x 297 mm) boyutunda yazilmalidir.
Yazilarin tamami, sekil ve tablolar dahil olmak iizere orijinal
bilimsel aragtirmalarda 16, derlemelerde 10, olgu sunumlarinda ve
kisa bildirilerde 6 ve editére mektuplarda 4 sayfay: kaynaklar hari¢
gegmemesi istenir.

2.*.docve *.docx bicimindeki metin ile en az 300 dpi ¢ozliniirliikteki
*jpeg veya *.tiff bigimindeki sekillerin ve tablolarm tamamu
DergiPark iizerinden gonderilmelidir.

Basvuru sirasinda sunulacak dosyalar:

a. Bashk sayfasi:

3. Yazi tipi (orijinal arastirma, giincel/davetli derleme, olgu
sunumu, kisa bildiriler, editore mektup) belirtilir.

4. Konuyu 6zetleyen kisa baslik yazilir. On kelimeyi gegmemesi
onerilir.

5. Tiim yazarlarin adlarinin ilk harfleri ve soyadlarinin tiimii biyiik
olacak sekilde yazildiktan sonra iist simge ile numaralandirilarak
calistiklart kurum ve adres bilgileri verilmelidir. Adreslerde sehir
ve lilke adlart belirtilmelidir. ORCID numarasi verilmesi zorunlu
degildir. ORCID numaralari harflerle belirtilerek adreslerden sonra
yazilabilir.

6. Sorumlu yazar “*” ile belirtilerek acik adres satirlarindan sonra
acik adres, telefon, e-posta bilgilerine yer verilmelidir. Kurum
bilgileri birden baslayarak numaralandirilip, adres, sehir, iilke
bilgisi yazar isimleri altma eklenmelidir. Bu sayfada “sorumlu
yazar” belirtilmeli isim, agik adres, telefon ve e-posta bilgileri
eklenmelidir. Ornek olarak;

Farelerde Papilla Filiformislerin Isik ve Taramali Elektron
Mikroskobik Yapisi

Burhan Toprak'+*

"“Veteriner Kontrol Merkez Aragtirma Enstitiisi  Mudirlagi,
Genetik Laboratuvari, 06020, Ankara, Tiirkiye

*ORCID: 0000-0003-1082-4559
*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Sefik Kolayli Cad. No:
23-1 06200, Kegioren-Ankara Tel: +903123254826

Deney hayvanlar1 kullanimi etik kurulu ve diger etik kurul
kararlar1 ve izinler: flgili kararlara iligkin bilgiler (Alindig
kurulus, tarih ve say1) bu baslik altinda verilmelidir.

Tesekkiirler: kismi baslik sayfasinda yer almalidir. Daha once
kongrelerde sunulan her gesit bildirinin, baslik sayfasinda kongre
adi, yer ve tarih verilerek belirtilmelidir,

Maddi destek ve ¢ikar iliskisi: Makale sonunda varsa ¢alismay1
maddi olarak destekleyen kisi ve kuruluslar ve varsa bu kuruluslarin
yazarlarla olan ¢ikar iliskileri belirtilmelidir. (Olmamast durumu
da “Calismay1 maddi olarak destekleyen kisi/kurulus yoktur ve
yazarlarin herhangi bir ¢ikara dayali iliskisi yoktur” seklinde
yazilmalidir.

b. Makalenin ana metini:

7. Baslik, 6zet ve en ¢ok beser adet anahtar kelime, Tirkge
ve Ingilizce olarak, ana metin ve kaynaklarla birlikte Baslk
sayfasindan ayr1 bir dosya olarak sisteme yiiklenmelidir.

8. Orijinal bilimsel arastirmalarda, olgu sunumlarinda ve kisa
bildirilerde Tiirkge ve Ingilizce baslik, 6zet ve en az bes adet
anahtar sozciik, giris, gere¢ ve yontem, bulgular, tartisma ve
sonug, kaynaklar siras1 ile hazirlanmalidir. Olgu sunumlarinda olgu
geemisi kismi da olusturulabilir.

9. Tablo ve sekiller hem ayri olarak sisteme yiiklenmeli hem de
yazi i¢inde olmasi gereken yere yerlestirilmelidir.

10. Olusturulan bu ana metin dosyasinda kesinlikle yazar adi,
kurum, e-posta bilgisi vb. detaylar olmamasi gerekmektedir. Tiim
satirlara siirekli olarak devam eden numara verilmelidir.

11. Ozet, Tiirkge ve ingilizce olarak, tek paragraf halinde en fazla
250 sozciik olmalidir.

12. Anahtar kelimeler, makale i¢erigine uygun olarak secilmeli,
alfabetik siraya gore yazilmali ve bes sozciigii gegmemelidir.

13. Giris, konu ile ilgili Ozet literatiir bilgisi igermeli, son
paragrafinda ¢aligmanin amaci vurgulanmalidir.

14. Gere¢ ve Yontem, ayrintiya girmeden, anlasilir bigimde
yazilmaldir. stenilirse alt baslik kullanilabilir. Alt bagliklar italik
yazi tipiyle belirtilmelidir. (Ekstraksiyon islemi, Istatiksel yontem,
Deney deseni vb.)

15. Bulgular, boliimiinde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir
sekilde belirtilmelidir. Bulgular tablo ve sekillerle desteklenerek
kisa olarak sunulmalidir. Tablo basliklari tablonun tstiinde, sekil ve
grafik basliklari ise seklin altinda belirtilmelidir. Tablo ve sekillerin
kodlanmasi niimerik veya alfa niimerik sembollerle gosterilmelidir.
16. Tartisma ve Sonu¢ boliimiinde, aragtirmanin sonucunda elde
edilen bulgular, diger arastiricilarin bulgular ile karsilagtirilmali ve
literatiire olan katkisi belirtilmelidir.

17. Kaynaklar, kaynaklar listesi soyadina gore alfabetik ve
kronolojik olarak siralanmalidir. Metin igerisindeki kaynak,
yazar soyadi ve yayin tarihi yazilarak Toprak (2006); Toprak ve
Erol (2007); Toprak ve ark. (2008); Toprak (2012, 2013) ciimle
sonunda ise sadece parantez igerisinde yazar soyadi ve yayin tarihi
noktalama isaretinden once yazilmalidir (Toprak 2006; Toprak ve
Toprak 2007; Toprak ve ark. 2008; Toprak 2012, 2013); Ciimle
sonunda birden ¢ok kaynak belirtilecek ise kaynaklar tarih sirasina
gore kiigiikten biiyiige dogru siralanmalidir. Metin igerisinde ikiden
¢ok yazarli kaynak kullanimlarinda ilk yazarm soyadi yazilmali
diger yazarlar ise “ve ark.” kisaltmasi ile belirtilmelidir. Yazilarda
ve yerine & isareti kullanilmamalidir.

18. Dergi adlarinin kisaltilmasinda “Periodical Title Abbreviations:
By Abbreviation” son baskisi esas alinmalidir. Kaynaklar listesinde
yazar(lar)in ayn1 yila ait birden fazla yayin1 varsa, yayin tarihinin
yanina “a” ve “b” seklinde ibare koyularak belirtilmelidir.

19. Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapilmalidir;
Siireli Yayin:

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

Yazarh Kitap:

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

Editorli Kitap:

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

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

Kongre Bildirileri:

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

Tezler:

Aksoy E, (1997). Sigir Vebast hastaliginin histolojik ve
immunoperoksidaz yontemle tanisi lizerine ¢aligmalar. Doktora
Tezi, AU Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Anonim:

Resmi kuruluglar (Tarim ve Orman Bakanligi, OIE, FAO vb.)
internet sitesi harici kaynaklarin kullanimi 6nerilmez. Anonim,
(2009). Contagious equine metritis. Erisim adresi: http:// www.
cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdf, Erisim tarihi: 17.10.2009.

Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erisim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erigim tarihi: 14.11.2009.

20. Kaynaklarin sonuna mevcut ise doi numarasi yazilmalidir.

c. Tam makale: Baslik ve ana metin igeriginin birlestirilmesiyle
olusturulan tam yaz1 *.pdf dosyasi olarak sisteme yiiklenmelidir.
21. Kaynaklar alfabetik olarak siralandiktan
numaralandirmaya gerek yoktur.

22. Simgelerin kullanimma dikkat edilmelidir. Ornek olarak

g,

¢arpma isareti olarak “x” yerine “x” kullanilmalidir.

sonra ayrica

23. Latince cins ve tiir isimleri italik yazi tipi ile yazilmalidir
(Monachus monachus, Anisakis sp.). Tum olgiiler SI’e (Systeme
Internationale) gére verilmelidir.

24. Deneylerde kullanilan kimyasal, kit vb. gereglerin marka,
model, iiretim yeri bilgileri yer almahdir. Ornek: Blu-T4 ETVAC
asist (Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisti Midirlig,
Ankara, Tiirkiye).

25. Baslik sayfasi, makalenin ana metni ve tam makale olmak tizere
ii¢c dosya basvuruda bulunmalidir.

26. Yaymlanmasi uygun goriilen ¢alismalarn basilmasina iligkin
karar yazar(lar)ina bildirilir.

27. Tirkge yazilar hazirlanirken dil ve kelime bilgisi kurallar: i¢in
Tiirk Dil Kurumu’nun hazirladigi kaynaklar esas alinmalidir.

28. Dergiye gonderilen yazilar kabul tarihine gore yayinlanir. Dergi
gerekli gordiigi durumlarda siralamayi degistirme hakkini sakl
tutar.

Yayin, Hakemleme, Etik ilkeleri ve Yasal Sorumluluklar

Bu dergi oncelikli olarak bakteriyoloji, parazitoloji, viroloji, halk
sagligi, epidemiyoloji, as1 liretimi, laboratuvar kalite yonetim sis-
temleri olmak tizere, diger tiim veteriner bilim alanlarin1 kapsa-
maktadir. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi arastirma ve yayin
etigi standartlarina baglhidir. Intihal tespit edilmesi kabulden sonra
bile bir yazinin reddedilmesine neden olabilir. Editérler, herhangi
bir etik suistimal siiphesinde, ilgili uluslararasi yayin ve arastirma
etigi kurallarina (COPE guidelines, Cse White Paper on Publication
Ethics, ORI) uygun olarak hareket eder. Dergimizde yayinlanmasi
icin gonderilen bilimsel ¢alismalarin European Convention for the
Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and Ot-
her Scientific Purposes, Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar igin
Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair Yo6netmelik
hiikiimlerine uygun olarak yapildigini, gerekli tiim kurumsal etik
ve yasal izinlerin alindigin1 varsayarak, bu konuda dergi yonetimi
olarak sorumluluk kabul etmemektedir. Calismada “Hayvan” 6ge-
si kullanilmis ise yazarlar, yazinin Gere¢ ve Yontem boliimiinde
calismalarinda hayvan haklarini koruduklarimi ve ilgili etik kurul-
dan onay aldiklarini belirtmek zorundadir. Dergimiz gonderilen bi-
limsel ¢aligmalarda European consensus-platform for alternatives
stratejilerine uygun olarak deney hayvanlarinin kullaniminda 3R
(Replacement, Reduction ve Refinement) kuralina uygun davranil-
masini bekler ve destekler. Farkli etik kurul onay1 ya da izin almasi

(Ornegin klinik arastirmalar etik kurul onay1 gibi) degerlendirme
stiresince fark edilen yazilarin degerlendirmesine ara verilerek ge-
rekli izinleri almasi ig¢in sorumlu yazar uyarilir, gerekli izinlerin
tamamlanmasindan sonra yayn siirecine devam edilir. S6z konusu
onay bilgileri gere¢ ve yontem kismina eklenir. Calismalarla ilgi-
li uluslararasi ve ulusal diizenlemeler ¢ercevesince gerekli kurum
ve kuruluslardan almmasi gereken tiim izinlerin (Ornegin yaban
hayatina yonelik caligma izin belgesi gibi) alinarak ¢aligmaya bas-
lanmasi yazarlarin sorumlulugundadir. Dergi bu konuda sorumlu
tutulamaz. Yazmin sorumlu yazar tarafindan sistem araciligryla
gonderilmesi ile yazinin bir boliimiiniin veya tamaminin baska bir
yerde yaymlanmadig1 ve ayni anda bir diger dergide degerlendiril-
me silirecinde olmadigi seklinde degerlendirilir. Tiim yazarlar yayin
icerigi ve hakkinda hem fikir olduklarini beyan etmis sayilirlar.
Maddi destek ve ¢ikar iligkisi durumu ayrica bagvuru sirasinda edi-
tore bildirilmelidir. Yazilarin Tiirkge ve Ingilizce tam metinlerinin
gonderilmesi ve yayina kabul edilmesi halinde tek bir yazi olarak
kabul edilerek sirastyla Tiirkgesi ve Ingilizcesi yaymlanir. Génderi-
len yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne gore yapildigindan,
yazilarin her tiirlii sorumlulugu (etik, bilimsel, yasal, vb.) yazarlara
aittir. Dergide yayinlanmak tizere gonderilen yazilar tiim yazarlar
tarafindan imzalanan “Yaym Hakki Devri Sozlesmesi” ile dergiye
gonderilir.

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji dergisi agik erisimi desteklemektedir.
Yayimlanmak tizere kabul edilen yazilarin her tiirlii yayin hakki
yayinciya aittir. Ancak yazarlar “Egitim amagh, kendi kisisel
kullanim hakki, Makalenin tiimiinii veya bir kismin1 bir toplantida
veya konferansta kullanma, Makalenin tiimiinii veya bir kismin
bir toplantida veya konferansta kullanma, Calismalarini ¢evrimici
olarak kurumsal depolarda veya internet sitelerinde yaymlama,
Makalelerinin goriintirligiinti arttirmak igin herhangi bir sosyal
medya platformu kullanma, Makalede agiklanan herhangi bir islem
veya prosediir icin patent ve ticari marka haklarini sakli tutar.
Yayinlanmas1 uygun goriilen ¢aligmalarin basilmasina iliskin karar
yazar(lar)ina bildirilir. Tirkge yazilar hazirlanirken dil ve kelime
bilgisi kurallar i¢in Tiirk Dil Kurumu’nun hazirladig1 kaynaklar
esas alinmalidir. Dergiye gonderilen yazilar kabul tarihine gore
yaylanir. Dergi gerekli gordiigii durumlarda siralamay1 degistirme
hakkini sakli tutar. Yazilarin basim isleri ve yayinlanmasi igin
herhangi bir iicret talep edilmez. Yazarlara da yazilarinin basilmasi
karsiliginda herhangi bir 6deme yapilmaz. Yayinlanmayan yazilar,
yazarma iade edilmez. Gonderilen makalelere iligkin Itirazda
veya sikayette bulunmak isteyen yazarlar, ilk olarak, sorumlu
yazi isleri miidiiriine bir itiraz mektubu gondermelidir. Mektupta,
itiraz veya sikayet konusu hakkinda ayrintili bilgi verilmelidir.
Boyle bir durumda, sorumlu yazi isleri midiirii konuyu en kisa
siirede incelemesi i¢in editdr veya yayin kurulu iiyelerinden birini
gorevlendirir. Gerekirse, sorunu aragtirmak igin arabulucu olarak
harici bir uzman atanabilir. Ancak sorumlu yazi igleri miidiird, tiim
temyiz ve sikdyetler igin karar verme siirecindeki nihai otoritedir.
Dergi, itiraz ve sikayetlerini incelerken COPE kurallarina uyar.
Yayin hakki devri sdzlesmesine buradan ulagabilirsiniz.

Tarihce ve Arsiv

1960-1976 yillar1 arasinda Etlik Veteriner Bakteriyoloji Enstitiisii
Dergisi,

1977-1986 yillar1 arasinda Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Enstitiisii
Dergisi,

1987 yilindan giiniimiize kadar Etlik Veteriner Mikrobiyoloji
Dergisi adiyla yayimnlamistir.
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Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

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 x 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 Toprak' **
“Veterinary Control Central Research Institute, Laboratory of
Genetics, 06020, Ankara, Turkey
*ORCID: 0000-0003-1082-4559
*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Sefik Kolayli Cad. No:
23-1 06200, Kegioren-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. ] Am
Vet Med Ass. 201, 709-713.

For books:

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

For edited books:

Balows A, Hausler WJ, Herramann 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:

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

Turkey.
For dissertations:
Aksoy E, (1997). Sigir Vebast hastaliginin histolojik ve

Immunoperoksidaz yontemle tanisi iizerine caligmalar. 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 “x”.

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
Yayin Hakki Devri Sozlesmesi*

Asagida baslig1 bulunan ve yazarlar belirtilen yazinin;

Bashgi:

1.

Yazar(lar) olarak, yazim(iz)in orijinal oldugunu, degerlendirilmek iizere eszamanli olarak bagka bir
dergiye sunulmadigini, halen bagka bir dergide degerlendirme asamasinda olmadigini, bildiri 6zeti olmak
disinda daha 6nce baska bir dergide yayinlanmadigini, bilimsel ve etik sorumlulugunun tarafim(iz)a ait
oldugunu, diger yazarlara ulagilamamasi halinde, tiim yazarlarin bu bagvurudan haberdar olduklarini ve
tiim yazarlarin aragtirmanin her siirecine aktif katildiklarini1 beyan ederim(z).

2. Yapilan caligmanin derginin yayin kurallarinda belirtilen tiim etik degerleri ve kurallar gézeterek, toplumu,

herhangi bir kurumu ya da kisiyi rencide edici herhangi bir sekilde yapilmadigini, deney hayvanlariin
kullaniminda etik kurallarina uyulmasi i¢in gerekli 6zenin gosterildigini, dergi sahibi, sorumlu yaz1 igleri
miidiirii, editorii ve yaym kurulunun yapilan ¢alismadan ve yazidan dolay1 dogabilecek tiim hukuki
islemlerde sorumluluk tagimadigini kabul ederim(z).

. Yazim(1z)m yaymlanmak tizere kabul edilmesi halinde, gerekli goriilen diizeltmelerle birlikte, derginizin

belirttigi tiim yazim basili ve elektronik olarak yayin kurallarina uygun basilmasi, cogaltilmasi, dagitilmasi
gibi tiim haklarini yayin kurallarinda belirtilen diger haklarim(1z) sakli kalmak kosuluyla Etlik Veteriner
Mikrobiyoloji Dergisi’ne devrettigimizi gayri kabili riicu olarak kabul ederim(z).

Yazar Ad1 ve Soyadi** Sorumlu Yazar imza Tarih/Yer

*Yazinin yaymlanmak {izere Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi’ne kabul edilmemesi durumunda bu
sozlesme gegersizdir. Sozlesmenin bagimsiz kopyalari farkli kuruluglarda ¢alisan yazarlar tarafindan 1slak
olarak imzalanarak ayr1 ayr1 sisteme yiiklenebilir. Imzalar 6zgiin olmalidir.

**Yazarlar yazida belirtildigi gibi siralanmalidir.

Sorumlu Yazara ait telefon ve yazisma 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.

. 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.

. In case of acceptance for publication of the manuscript, with the corrections considered necessary 1/

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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Kopeklerde Burun Boslugundan Pseudomonas aeruginosa’nin Izolasyonu ve
Antibiyotik Duyarhhklari

Seyfullah Zeyrek!, Goksel Erbas?

!Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Isikli/Aydin
*Aydin Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Isikli/Aydin

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

Ozet: Pseudomonas aeruginosa inatgi bir patojendir ve antibiyotik direncliligi nedeniyle de miicadelesi zordur.
Arastirmamizda Aydin’in Kusadasi ilgesinde bulunan 6zel bir Veteriner klinigine 2017 yili Ekim - Kasim - Aralik ay-
larinda gelen kdpeklerin burun boslugundan alinan 100 adet siirlintii 6rnegi P. aeruginosa yoniinden incelenmistir.
Ornekler alindiktan sonra soguk zincir altinda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Rutin Teshis laboratuaria getirilmislerdir. Yapilan mikrobiyoloji analizler neticesinde 11 adet P. aureginosa izole ve
identifiye edilmis ve izolatlarn Kirby Bauer disk diflizyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklari belirlenmistir. P. ae-
ruginosa izolatlariin tamami Amoksisilin klavulonik asit, Ampisilin/sulbaktam, imipemen , Kloksasilin ve Penisilin/
Novobiosin’e kars1 direngli olduklar tespit edilmistir. Kanamisin/Cephaleksin’e karsi izolatlardan 7’sinin direngli
(%64), 4’iniin ise duyarli (%36) oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte 5 izolatin Oksitetrasiklin’e orta diizey duyarl
(%45), 6 izolatin ise duyarli (%55) oldugu belirlenmistir. Calismada elde edilen 11 izolatin tiimiiniin Enrofloksasin ve
Gentamisin’e kars1 duyarli oldugu saptanmistir. Kopeklerde solunum yolunu etkileyen bakteriyel hastaliklarda etkenin
identifikasyonu ve dogru antibiyotik se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Calisma sonuglari P. aureginosa izolatlarmin ¢oklu
antibiyotik direncine sahip olduklarini gostermistir. Bununla birlikte klinik olarak karsilagilabilecek vakalarda tedavide
Enrofloksasin ve/veya Gentamisin etken maddeleri tavsiye edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kopek, Pseudomonas aeruginosa, burun boslugu, antibiyotik duyarlilik

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 Kusadasi district of Aydin were examined. After the samples had been taken, they were
brought to Aydin 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, Imipemen, 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

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Kopeklerde gastrointestinal sistem ve deri hastalik-
larini takiben, en sik karsilagilan hastaliklar solu-
num sistemi hastaliklaridir [18]. K&peklerde solu-
num sistemi hastaliklar1 diger tiirlere istinaden az
olsa da; barmak, arastirma {initeleri ve petshoplar
gibi kopeklerin sik barindirildigi ortamlarda yo-
gun karsilasilan saglik problemlerindendir [11, 21].

Kopeklerdeki alt solunum yolu hastaliklari; viral,
bakteriyel, riketsiyal, paraziter, fungal ve protozo-
al kokenli enfeksiyonlar; hipersensitivite ve immiin
kokenli hastaliklar; tromboembolism, hipertansi-
yon, neoplasi ve travmatik akciger hastaliklarini
icerir [3]. Kopeklerde enfeksiyoz kokenli solunum
sistemi hastaliklarinin olugsmasida, bakteriler dnem-
li bir rol oynamaktadir. Saglikli kopeklerin alt so-
lunum yollarinda diisiik miktarda mikroorganizma
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(alfa-hemolitik streptokok, stafilokok, Bordatella
bronchiseptica, P. aureginosa, Pasteurella multo-
cida ve Klebsiella pneumoniae gibi) bulunmak-
tadir [12, 16]. Mukosiliyer mekanizmanin islevi-
nin azalmasi ve bagisiklik sisteminin zayiflamasi
durumunda, normal florada yer alan firsatg1 veya
enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarin ¢ogalmasi
s0z konusudur [12]. Escherichia coli, P. multocida,
Klebsiella tirleri, Streptokokal tirler, B. bronchi-
septica ve Staphylococcus tiirleri, Pseudomonas ve
Mycoplasma tiirleri gibi firsat¢1 bakteriler, bakteri-
yel pneumonilerde yaygin izole edilen bakterilerdir
[25].

P. aeruginosa firsatg1 patojen bakteri olarak ka-
bul edilmektedir. Bu bakterinin patojenik ve patoje-
nik olmayan suslar1 arasindaki temel farklilik, pato-
jenik suslarin virulans faktorleri iiretebilme 6zelligi
bulunmaktadir. Cesitli virulans faktorleri olabildigi
icinde ¢ok farkli enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Bunlarin baginda akut veya kronik yapida akciger
enfeksiyonu, septisemi, iiriner sistem enfeksiyonu,
endokardit, dermatit ve osteokondrit gibi enfeksi-
yonlara neden olmaktadir [23].

Pneumoni, 6zellikle kopeklerde barinaklarda,
yetistiriciligin yapildig1 bolgelerde yiiksek mortali-
teye sahip bir sorundur. Bu nedenle pneumoni, pek
cok viral, bakteriyel, fungal, paraziter nedenlerden
dolay1 ortaya ¢ikabilir. Solunum sistemi yagsami cid-
di anlamda tehdit eden bir durumdur. Bu sebeple P.
aeruginosa ¢ok fazla arastirlmamis olmasi ve anti-
biyotik direncliligin de ¢ok fazla olmasi nedeniyle
tedavilere cevap vermemesi sebebiyle bu konu iize-
rine ¢aligma yapilmasi planlanmustir.

Bu arasgtirma ile Aydin ili, Kusadasi il¢esindeki
kopeklerde solunum yolu hastaliklarina sebebiyet
verebilen ve ayni zamanda zoonoz 6zellige sahip P,
aeruginosa isimli bakterinin kopeklerin burun bos-
lugundan izolasyonu ve bu bakterinin antibiyotik-
lere karst olan duyarliliginin saptanmasi amaclan-
mistir.

Materyal ve Metot

Ornekler

Calismada Aydin’in Kusadasi ilgesinde bulunan
0zel bir Veteriner klinigine 2017 yili1 Ekim - Kasim

- Aralik aylarinda getirilen kdpeklerin burun boslu-
gundan alman 100 adet siiriintii 6rnegi kullanildi.

Bu orneklerin 50’si disi kopeklerden 50’si ise erkek
kopeklerden alind1. Ornekler alindiktan sonra soguk
zincir altinda Aydin Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin Teshis la-
boratuarina getirildi.

Orneklerden P. aeruginosa izolasyon ve
Identifikasyonu

Kopeklerin burun boslugundan alinan ve soguk zin-
cir altinda laboratuvara getirilen siiriintii 6rnekleri,
%7 koyun kanl agarlara (Oxoid, CM0055) ve Mac-
Conkey (Oxoid, CMOI115) besiyerlerine inokule
edildi ve 37°C’de yaklasik 24 saat siire ile inkubas-
yona birakildi. Inkubasyon sonucunda morfolojik
yonden Pseudomonas kolonilerine benzeyen kolo-
ni olusumlar1 6ze yardimi ile alinarak tekrar Mac-
Conkey agar ve Pseudomonas selektif besiyerlerine
(Oxo0id, CM0559) pasajland1 ve 37°C’de 24 saat
inkubasyona birakildi. Daha sonra iireme goriilen
bakteriyel kolonilerinden Gram boyama yapildi.
Gram negatif, oksidaz ve katalaz testi pozitif olan
kolonilerden pasajlanarak izolatlarin saf kiiltiirle-
ri elde edildi [17, 20]. Bu izolatlara P. aeruginosa
yoniinden biyokimyasal testler uygulandi [5, 6, 15].
Ayrica izolatlar TSB’ye inokule edildi ve 24-48 saat
37°C’de ve 25°C’de oda 1sisinda inkubasyona bira-
kild1. inkubasyon sonras1 sari-yesil renkte pyosiya-
nin pigment varligi saptanan koloniler P. aerugino-
sa olarak dogrulandi.

Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarlihik testleri
Kirby Bauer Disk Difflizyon yontemine gore yapil-
di [4]. Calismada Antibiyotik duyarlilik testlerinde,
Amoxacillin-Clavulanik asit (Oxoid, 20/10 ng),
Gentamisin (Oxoid, 10 pg), Ampisilin/sulbaktam
(Oxo0id, 10/10 pg), Kanamisint+Cephaleksin (Oxo-
id, 75 pg), Enrofloksasin (Oxoid, 5 pg), Imipemen
(Oxoid, 10 pg), Kloksasilin (Oxoid, 5 pg), Oksitet-
rasiklin (Oxoid, 30 pug) ve Penisilin + Novobiosin
(Oxoid, 10U/30 pg) etken maddeleri kullanildi.
Ozetle i¢inde 1 ml TSB bulunan tiiplere McFarland
No:1 yogunlugunda ekilerek 37°C’de inkube edildi.
Mueller Hinton agar petrilerine bu buyyon kiiltiir-
lerinden 0,1 ml pipet araciligi ile aktarilarak cam
bagetle yayild1 ve kurumaya birakildi. Standart an-
tibiyotik diskleri steril bir pens yardimi ile esit ara-
liklarla petri lizerine yerlestirildi. Petriler 37°C’de
18 saat inkube edildi. Inkubasyon sonrasinda her
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diskin cevresinde bulunan inhibisyon zon caplari
milimetrik olarak 6lc¢iildii ve standartlar1 ile karsi-
lagtirildi [4, 7].

Bulgular

Aragtirmada kopeklerin burun boslugundan alinan
toplam 100 adet siiriintii 6rneginden genel amagh
ve spesifik besiyerleri kullanilarak ve de yapilan bi-
yokimyasal testler sonucunda 11 (%11) adet P. ae-
ruginosa izolat1 identifiye edilmistir.

Orneklerin, cinsiyete gore dagilimi incelendi-
ginde, P. aeruginosa izolatlarindan 4°1(%36) erkek,
7’s1 (%64) disi kopeklerden elde edilmistir. Bununla
birlikte bu 11 kopegin 3’iinlin (%27) ev ortaminda
beslendigi, 8’inin(%73) ise dig ortamda bakilan ko-
peklerden olustugu belirlenmistir. Ek olarak kopek-
lerin 2°si (%18) kiigiik kopek 1rklarindan, 9’u (%82)
ise iri ciisseli irklardandi.

P aeruginosa izolatlarima yapilan antibiyo-
tik duyarlilik testleri sonucunda 11 susun tamami
Amoksisilin klavulonik asit, Ampisilin/sulbaktam,
Imipenem, Kloksasilin ve Penisilin/Novobiosin’e
kars1 direngli olarak tespit edilmistir. Elde edilen
izolatlardan 7°si ise Kanamisin/Cephaleksin’e di-
rengli (%64), 4’1 ise duyarh (%36) olarak bulun-
mustur. Bununla birlikte 5 izolat Oksitetrasiklin’e
orta diizey duyarli (%45), 6 izolat ise duyarh (%55)
olarak belirlenmistir. Caligmada izole ve identifiye
edilen 11 bakterinin tiimii ise Enrofloksasin ve Gen-
tamisin etken maddelerine karsi duyarli bulunmusg-
tur.

Elde edilen antibiyogram sonuglar1 Tablo 1°de
gosterilmistir.

Tablol.  Pseudomonas  aeruginosa  Izolatlarinin
Antibiyogram Sonuglar1 (n=11)

Antibiyotik Etken Maddesi S I' R
Amoksisilin klavulonik asit (20/10 pg) 11
Gentamisin (10 pg) 11
Ampisilin/sulbaktam (10/10 pg) 11
Kanamisin/Cephaleksin (75 pg) 4 7
Enrofloksasin (5 pg) 11
Imipemen (10 pg) 11
Kloksasilin (5 png) 11
Penisilin/Novobiosin (10U/30 ng) 11
Oksitetrasiklin (30 pg) 6 5

* S = Duyarli, I = Orta derece Duyarli, R = Direngli

Tartisma ve Sonug¢

Solunum sistemi hastaliklar1 képek ve kediler-
de sik goriiliir. Solunum yolunun primer problemle-
ri olan Oksiiriik ve nefes darlig1 gibi klinik belirtiler
ile ortaya ¢ikmakta, diger organ sistemlerinde (0r-
negin konjestif kalp yetmezligi) bozukluklara neden
olabilmektedirler [3].

Hem gen¢ hem de yash hayvanlar, solunum
yolu hastalig1 gelistirme riski altindadir. Dogumda,
solunum ve bagisiklik sistemleri tamamen gelis-
memistir; bu, akcigerlere patojenlerin girmesini ve
yayilmasini kolaylastirir ve alveoler bulasma mey-
dana gelebilir. Yash hayvanlarda normal mukosili-
yer klirensi ve immiinolojik anerjiyi bozan kronik
dejeneratif degisiklikler, akcigerleri havadaki pato-
jenlere ve toksik partikiillere kars1 daha savunmasiz
hale getirebilir [1].

Normalde kopeklerde ¢esitli  kommensal
bakteri florast (P. multocida, B. bronchiseptica,
Streptococci, Staphylococci, P. aeruginosa ve koli-
form bakteriler dahil) vardir ve bu bakteriler burun,
nazofarinks ve iist trakeanda ve en azindan aralikli
olarak klinik bulgulara neden olmadan akcigerler-
de bulunmaktadirlar. Bu bakterilerden kaynaklanan
firsatc1 enfeksiyonlar genellikle, solunum savunma
mekanizmalarinin birincil bir patojenle (Ornegin,
distemper, parainfluenza viriisii veya kopeklerde
kopek tipi 2 adenoviriis ve kedilerde rinotrasheitis
viriisii veya kedilerde kalikiviriis) enfeksiyonu ile
ortaya ¢ikmaktadir [25].

Solunum yolu hastaligin1 meydana getiren pa-
tojenler, iyilesme gosteren hayvanlarin solunum yo-
lunda kalmaya devam ederler. Cesitli stres ortam-
larinda, bu hayvanlarda enfeksiyon tekrarlayabilir;
ayrica digerleri i¢in bir enfeksiyon kaynagi olarak
da tehdit olustururlar. Kétii yonetim uygulamalari
(6rnegin, asirt kalabaliklagma) genellikle kot hij-
yenik ve ¢evresel kosullar ile iliskilendirilir ve or-
taya ¢ikan stres, enfeksiyonlarin goriilme sikligim
ve siddetini artirir. Enfeksiyonlarin yayilmasim
destekleyen kosullar, genellikle, kuliibelerde, evcil
hayvan diikkanlarinda, yatili tesislerde ve barinak-
larda meydana gelir [2].

Solunum yolu enfeksiyonu bulunan kopek-
lerde klinik olarak; halsizlik, istahsizlik gibi genel
semptomlarla birlikte okstiriik, yiiksek ates, burun
akintis1 ve trakeal duyarlilik oldugu bildirilmekte-
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dir. P. aeruginosa enfeksiyonunda mortalitenin asil
sebeplerinden olan akciger, enfeksiyonda en ¢ok et-
kilenen organdir. Bakteriyemik P. aeruginosa pno-
monisinin patolojik 6zellikleri 1917 yili baglarinda
tanimlanmis olup, kan damar1 invazyonu ve nekroz
ile karakterizedir [22].

Kopeklerde solunum yolu ile ilgili ¢alismalar
incelendiginde P aureginosa izolasyon oraninin
genelde %5 ile 10 arasinda oldugu gézlemlenmek-
tedir. Angus ve ark [1] solunum yolu hastalig1 siip-
heli kopeklerde %7.8 oraninda P. aureginosa izole
etmislerdir. Knotek ve ark [13] ise kronik rinitli bir
kopekten P. aeruginosa izole ettiklerini bildirmis-
lerdir. Johnson ve ark [10] 2001-2011 yillar1 arasin-
da yaptiklari retrospektif ¢alismada, bronkoalveoler
lavaj yontemi kullanarak solunum sistemi problemli
kopeklerden aldiklar1 105 numunenin 6 (%6)’sinin
P aeruginosa oldugunu tespit etmislerdir. Kochan
ve ark [14] Diyarbakir’da Infeksiydz Trakeabron-
sitis semptomlar1 gdsteren hayvanlarda yaptiklari
bir caligmada %10 oraninda P. aeruginosa izole et-
misler ve izolatlar ile yapilan antibiyotik duyarlilik
testlerinde ampisilin, sefuruksim ve sefuruksim ak-
setil’e orta diizey, gentamisin, amikasin, sefoksitin,
amoksisilin+klovulonik asit, piperasin/tazobaktam,
kolitsin ve tetrasiklin etken maddelerine ise duyarlt
oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonuglarimiz
daha 6nce yapilan arastirmalar ile karsilagtirildigin-
da P aureginosa izolasyon oranimizin az da olsa
yuksek oldugu goriilmektedir.

P. aeruginosa antibiyotiklere direncli oldugun-
dan dolay1 tehlikeli bir patojendir. Bakteri dogal
olarak sahip oldugu lipopolisakkarit (LPS) yapi-
sindaki dis membran ile (permeabilite bariyerleri
mevcut oldugundan) bir ¢cok antibiyotige rezistans-
lik kazanmaktadir. Terap6tik dozlardaki antibiyotik
konsantrasyonlarina karsi, yiizeylerinde, hiicrelerin
icine girisi engelleyen, hava ve su gegirmez 6zel-
likte biyofilm olusturma egilimindedirler. Ayrica,
dogal olarak yasadigi ¢evrede basiller, aktinomy-
cesler, kiifler ve mayalarla iliskili olarak yasadik-
larindan, cevrelerinde dogal olarak bulunan anti-
bakteriyellere direngli bulunmalar1 dogaldir. Ayrica
biinyelerinde antibiyotik rezistant plazmidlerini de
barindirirlar. R faktorleri ve RTFs ile birlikte, gen-
lerin transdiiksiyon ve konjugasyon gibi bakteriyel
proseslerle aktarilabilecekleri anlamindadir. Sadece
birkag antibiyotik Pseudomonas’lara kars1 etkilidir

ki bunlar, flourokinolonlar, gentamisin ve imipe-
nem’dir. Yine de bunlarin herbiri tim serotiplere
kars1 etkili degildir [19, 24]. Kopeklerde P. aeru-
ginosa ile iliskili bronsiektazi enfeksiyonlarinda,
amoksisilin klavulanik asit kombinasyonu hari¢
betalaktamlar uygun secim degildir ¢ilinkii solu-
num yollarina penetrasyonlar1 zayiftir. Florokino-
lonlar, tetrasiklinler, klindamisin, metronidazol ve
azitromisin solunum yollarma iyi penetre olmalari
sebebiyle uygun secimlerdir. Makrolidler (6zellikle
azitromisin) biyofilm formasyonuna neden olan P,
aeruginosa’y1 inhibe etmek i¢in ¢ok daha iyi bir se-
¢cimdir [9]. Arastirmamizda izole ve identifiye edi-
len 11 P. aeruginosa izolatininnin tamamu literatiir
bilgisinde de bahsedilidigi tizere Amoksisilin kla-
vulonik asit (%100), Ampisilin/sulbaktam (%100),
Imipemen (%100), Kloksasilin (%100) ve Penisilin/
Novobiosin (%100) etken maddelerine direngli ola-
rak tespit edilmistir. Sonuclarimiz irdelendiginde,
literatiir bilgide de verildigi [24] {izere Imipemen
etken maddesinin Pseudomonas’larin tiim suslarina
kars1 etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bunun yaninda
bahsedilen bilgilere paralel bir sekilde izole edilen
tiim suslar Gentamisin’e karst duyarli bulunmuslar-
dir.

Harihahan ve ark [8] tarafindan Grenada’daki
kopeklerden gesitli klinik kosullarda 44 P.aerugino-
sa susu elde edilmistir. izolatlarin ¢ogunlugu otitis,
dermatitisi de kapsayan deri hastaliklari, yara ve
apselerden izole edilmistir. Izolatlar 6 antibiyotige
kars1 standart disk diflizyon testiyle test edilmistir.
En az direng sirasiyla gentamisine (%9.8), enrof-
loksasine (%15.8) ve neomisine (%41.8) kars1 ge-
ligsmistir. Tetrasikline % 85.3 oraninda direng olus-
makla beraber, tiim izolatlar amoksisilin klavulanik
asit ve cephalothin’e dogal direng gostermistir [8].
Arastirmamizda elde edilen izolatlardan 7’si Kana-
misin/Cephaleksin’e direngli (%64), 4’1 ise duyarh
(%36) olarak bulunmustur. Bununla birlikte 5 izolat
Oksitetrasiklin’e orta diizey duyarli (%45), 6 izolat
ise duyarli (%55) olarak belirlenmistir. Calismada
izole ve identifiye edilen 11 bakterinin tiimii (%100)
ise Harihahan ve ark [8] arastirmasinda ki sonuglara
benzer sekilde Enrofloksasin ve Gentamisin etken
maddesine karsi duyarli olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak, arastirmada kopeklerin burun
boslugundan alinan toplam 100 adet siiriintii 6rne-
ginden genel amach ve spesifik besiyerleri kullani-
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larak ve de yapilan biyokimyasal testler sonucunda
11 (% 11) adet P. aeruginosa izolat1 elde edilmis-
tir. P. aeruginosa’nin kopeklerin burun boslugunda
kommensal olarak bulunabilecegi bilinmektedir.
Ancak bakterinin immun sistemin zayifladigi du-
rumlarda viriilens faktorleri yardimi ile patojeni-
te kazanabilecegi ve basta pneumoni olmak iizere
cesitli enfeksiyonlara yol agabilecegi unutulmama-
lidir. Arastirma sonuglarinda da gorildiigi lizere
bakterinin bir¢ok antibiyotige kars1 kuvvetli bir di-
rengliligi oldugu tespit edilmistir. Bundan dolayidir
ki o6zellikle inatgr pneumoni vakalarinda mutlaka
etken izolayonu ve antibiyogram yapilmasi zorun-
lulugu vardir. Dogru antibiyotik etken maddesi kul-
lanilmadig1 siirece hem bakterilerde ki hizli direng
gelisimi hem de hastaligin sagaltilamamasi gibi du-
rumlar kacinilmazdir.
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Sig1ir, Koyun ve Kecilerin Bovine Parainfluenza 3 Virus Enfeksiyonuna
Duyarhhklarimin Saha Sartlarinda Serolojik Olarak Karsilastirilmasi
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Ozet: Sigir Parainfluenza tip 3 virusu (BPI3V), tiim ruminantlarda 6zellikle sigirlarda solunum bozukluklarina neden
olan en 6nemli etkenler arasindadir. Koyun, kegi ve sigirlarin bu enfeksiyona duyarlilik seviyelerini karsilastirmak igin
ayn ¢iftlik kosullarinda en az bir yi1l veya daha fazla bir siiredir birlikte yetistirilen hayvanlardan kan 6rnekleri alindi.
Ornekler Kiitahya, Manisa ve Afyonkarahisar illerindeki 12 kiigiik-orta dlgekli 6zel giftliklerden elde edildi. 117 sigir,
432 koyun ve 302 keginin serumlart BPI3V i¢in Serum Nétralizasyon Testi ile incelendi. Test sonuglarina gore, seropo-
zitiflik s181r, koyun ve kegilerde sirasiyla%76.9, %21.9 ve %27.8 olarak belirlendi. Antikor titrelerinin geometrik orta-
lamasi sigirlarda 1:28, koyunlarda 1:10.9 ve kegilerde 1:10 idi. Enfeksiyona maruz kalmanin tiim tiirlerde, 6zellikle de
sigirlarda yaygin oldugu bulundu. Koyun ve kegilerin duyarliligi neredeyse ayniydi ancak sigirlardan daha azdi. Sonug
olarak, koyun ve kecilerin sigirlar i¢in rezervuar konake1 olamayacag, ancak sigirlarin bu diger iki tiir icin daha yiiksek
risk potansiyeline sahip olabilecegi belirlendi.

Anahtar kelimeler: BovineParainfluenza 3 Virus, Koyun, Keg¢i, Sigir.

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 Kiitahya, 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
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Giris

Evcil ruminant yetistiriciliginde tiim diinyada, 6zel-
likle gelismis iilkelerde en 6nemli saglik sorunla-
rindan biri solunum sistemi bozukluklaridir [9]. Et
ve siit veriminde azalma, ilag ve tedavi giderleri ile
iscilik maliyetindeki artiglar nedeniyle ciddi eko-
nomik kayiplara yol acar [33]. Akut solunum sis-
temi bozukluklarmin (SSB) ortaya ¢ikmasinda et-
kili olan birgok faktoriin basinda son derece cesitli
olabilen etiyolojik ajanlar gelir. Bakteri ve viruslar
birlikte veya ayr1 olarak etkin olabilir iseler de [4],
asil ajan genellikle viruslardir [8]. Solunum sistemi
enfeksiyonlariin gelisimine neden olabilen ¢ok sa-
yida viral etken bulunmakla birlikte, sahada en sik

izole edilen viruslar Bovine Parainfluenza tip 3 vi-
rus (BPI3V), Bovine Herpesvirus tip 1 (BoHV1),
Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV),
Bovine Viral Diarrhea Viruslaridir (BVDV) ve bu
viruslarin siklikla miks seyrettigi bildirilmektedir
[8, 10, 12, 17, 19, 28, 29, 31]. Ulkemizde de so-
lunum sistemi viruslarinin varlik ve yaygiliklarina
yonelik ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir [2, 6,
11, 30, 34].

BPI3V, Paramyxoviridae familyasmin
Paramyxovirinae alt familyas1 igerisinde bulunan
Respirovirus genusuna dahil, zarli, negatif polarite-
li, tek iplikcikli RNAvirusu olup, monopartit genom
ile helikal simetrili niikleokapside sahip bir virustur

Yazisma adresi / Correspondence: Sibel Giir, Afyon Kocatepe Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dals,
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[18, 28]. Referens susu Shipping Fever 4’tiir (SF4).
Saha izolatlarinin filogenetik analizi sonucunda vi-
rus a, b ve ¢ olarak ii¢ genotip altinda siiflandiril-
mis, bunlarin da alt tipleri oldugu bildirilmistir [23,
25, 27]. Baglica solunum sistemini etkileyen virus,
saha sartlarinda son derece yaygin olarak bulunmasi
nedeniyle, dengesiz beslenme, kapali intensif yetis-
tirme, hayvanlarin taginmalar1 gibi immundepres-
yona yol agan sartlarin varliginda akut olarak gorii-
liir ve diger bakteriyel ve viral etkenlerin gelisimine
predispozisyon olusturarak enzootik bronko-pneu-
monilerin sekillenmesine yol acar [10, 12, 16, 19].

Deneysel enfeksiyonlarda sigir, koyun ve ke-
cilerde benzer bozukluklarin sekillendigi goriil-
mistiir. Bryson ve ark. [5] kolostrum verilmemis
13 danada yaptiklart deneysel c¢aligmada tipik
semptomlarm 12 danada gelistigini bildirmisler,
patolojik incelemede ise, tim solunum sisteminde
antijen varligi, tist ve alt solunum sisteminde epitel
hiicrelerinde ve alveolar makrafajlarda hiperplazi
ve nekroz, siliyal hiicrelerde silyum kayiplart ile tip
2 pndmonositlerde hiperplazi sonucu interalveoler
septalarda kalinlagsmalar oldugunu tespit etmigler-
dir. Kegcilerde yapilan deneysel bir ¢alismada [1],
11 kegi enfekte edilmis, viral sagilimin 6. giine ka-
dar devam etmesine ragmen semptom goriilmedigi
ve BPI3V spesifik antikorlarin en erken 12. giinde
ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Hayvanlar 2-16 giinler
arasinda Otenazi yapilarak alinan 6rneklerde trake,
tonsil, retrofaringeal ve bronsial lenf nodiilleri ve
akciger dokularinda 2-5. giinler arasinda virus varli-
&1 saptanmistir. Lehmkul ve Cutlip [22], bir haftalik
kolostrum almamis 5 kuzuya virus inokule etmisler,
bifazik ates, oksiiriik ve solunum gii¢liigii, anoreksi,
akcigerlerde multifokal konsolidasyon alanlari, na-
zal mukozada iilserasyonlar belirlemis, antijen var-
l1g1 nazal sekresyonlarda, trakeal sivida ve akciger
dokusunda tespit edilmis ve tiim kuzularin serokon-
versiyon gosterdiklerini bildirmislerdir.

Koyun ve kegilerin BPI3V enfeksiyonuna du-
yarli olduklar1 hem deneysel enfeksiyonlar [1, 22],
hem de saha ¢alismalar1 [3, 14, 20, 26, 32, 37, 38] ile
gosterilmis ise de, tiir duyarliliklar agisindan dikka-
te deger bir farklilik olup olmadig1 bilinmemektedir.
Bu ¢alismada ayni isletmede, ayn1 kosullar altinda
birlikte yetistirilen sigir, koyun ve kegilerde BPI3V
enfeksiyonunu serolojik olarak arastirarak tiir du-
yarliliklarina iligkin olasi farkliliklar ile, kiiglik ru-

minantlarin sigirlar i¢in potansiyel rezervuar rolle-
rinin olup olmadigina dair bilgi edinmek ve ayrica
Afyonkarahisar ili ve ¢evresinde enfeksiyonun bu
tiirlerdeki varlik ve oranlarii belirlemek amaclan-
d.

Materyal ve Metot

Hayvan Materyali: Bu calismada en az bir y1l veya
daha uzun siire ayni ciftlikte birlikte yetistirilen si-
gir, koyun ve kecilerden kan serum ornekleri elde
edildi. Afyonkarahisar, Manisa ve Kiitahya illerinde
bulunan, kiiciik-orta 6l¢ekli 12 6zel ¢iftlikten 117 si-
gir, 432 koyun ve 302 keci, toplamda ise 851 6rnek
elde edildi (tablo 1). Ornekleme sirasinda hayvanlar
klinik olarak saghkli goriiniimlii idi. Isletmelerde
diizenli tutulmus saglik kayitlart bulunmamakla bir-
likte calisilmasi hedeflenmis olan enfeksiyonla ilgili
her hangi bir as1 uygulamasinin yapilmadigt 6gre-
nildi. Calismada dogal enfeksiyona yonelik arag-
tirma yapmak amaglandigi i¢in, maternal antikor
bulunma riskine karsi en az 6 aylik ve istii bireyler
orneklendi. Sigirlar cogunlukla 1-4, koyun ve kegi-
ler ise 1-3 yas arahiginda idi. Orneklemede cinsiyet
acisindan bir tercih yapilmamis olmakla birlikte,
yaygin yetistirme tercihleri nedeniyle her ii¢ tiirde
de hayvanlarin tamamina yakin disi idi.

Kan &rnekleri Vena Jugularis’ten silikonlu va-
kumlu tiiplere alindi ve soguk zincir altinda labo-
ratuara ulastirildi. Santrifiij edildikten sonra (3000
devir/dk, 10 dk) ayristirilan kan serumlari stok tiip-
lerine aktarildi ve benmaride 56°C’de 30 dk tutula-
rak inaktive edildikten sonra testlerde kullanilinca-
ya kadar -20°C’de saklandilar.

HiicreKiiltiirii: Virusun iiretilme asamasi, tit-
rasyon ve serum ndtralizasyon testlerinde Madin
Darby bovine kidney (MDBK) (ATCC, CCL-22)
hiicre hatt1 tercih edildi. Vasat olarak da Eagle’s
Minimal Essential Medium (EMEM) ve testin tipi
ile hiicrelerin gelisim agsamalarina gore %1 ile 5 ara-
liginda degisen oranlarda Fotal Dana Serum (FDS)
kullanildi. Hiicreler tiretildikten sonra testlere bag-
lanmadan once Direkt ELISA ile pestivirus konta-
minasyonu agisindan kontrol edildiler.

Test Virusu: Calismada Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalindan sag-
lanmis olan BPI3V un referens susu SF-4 kullanil-
di.
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Titrasyon: Kontrol virus vasat ile logaritma 10
tabanina gore 8 basamak sulandirildi ve her sulan-
dirmadan mikropleytin 4 goziine 100’er ul konul-
du. Virus kontrol i¢in 50°ser pl saf virus ile vasat,
hiicre kontrol i¢in 100’er pl serumlu vasat konul-
du ve tiim kuyucuklara 50 pl hiicre slispansiyonu
(300.000 hiicre/ml) ilave edilerek etiive kaldirildi.
Viral tiremeye bagli olarak gelisen sitopatolojiler 24
ve 48. saatlerde incelenerek DKID,; ve 100DKID,,
degerleri hesaplandi.

Serum Ndétralizasyon test: Bu calismada BPI3V
spesifik antikorlarmin tespiti i¢in mikro serum not-
ralizasyon test (SNT) kullanildi. Elde edilen kan se-
rumlari vasat ile 1/5 oraninda sulandirildiktan sonra
96 g6zl mikropleytin ikiser goziine 50 ul olarak
konuldu. Uzerine esit miktarda 100DKID, oranin-
da sulandirilmis referens kontrol virus konularak
etiivde (%5 CO2, 37°C) 1 saat inkubasyona birakil-
di. Siire sonunda tiim goézlere ayn1 miktarda hiicre
ilave edilerek etiive kaldirildi. Bir giin sonra doku
kiiltiirti mikroskobuyla degerlendirilen 6rneklerden
pozitif olanlar Serum Nétralizasyon, (SN, testine
tabi tutuldular. Serum orneklerinin 1/5, 1/10...1/160

araliginda seri sulandirmalar1 ayn1 yontemle tekrar
test edilerek antikor titre degerleri saptandi.

Bulgular

Tirasyon Sonuclari: Titrasyon testi sonucun-
da kontrol virusun doku kiltiir infektif dozu
(100DKID, /0.1ml) 10** olarak tespit edildi.

Serolojik veriler: Serumlarinin en az 1/5 oraninda
yapilan sulandirilmasinda viral tireme goriillmeyen
ornekler pozitif olarak kabul edildi. BPI3V spesi-
fik antikorlar tiim isletmelerde sigir ve koyunlarda
tespit edilirken 3 isletmede (2, 4 ve 12 nolu iglet-
meler) kegilerin tamaminin negatif oldugu goriildii.
Sigirlarda en diisiik oran 9 nolu isletmede %28.5
(2/7) olarak belirlenirken, 7, 11 ve 12 nolu isletme-
lerde %100 seropozitiflik oldugu goriildii, toplamda
ise 117 s1girn 90’ min (%76.9) antikor tagidig tespit
edildi. Koyunlarda %12.5 ile %43.1 araliginda de-
gisen seropozitiflik, tiimiiniin %21.9’unda (95/432)
saptandi. Kegilerde ise en yiiksek oran %58.3
(14/24) ile 6 nolu isletmede saptandi, tiim kegilerin
84’1iniin (%27.8) BPI3V antikoru tasidiklart belir-
lendi (tablo 1).

Tablo 1. Orneklenen sigir, koyun ve keci sayilari ile BPI3V spesifik antikor verileri

e . Sigir Koyun Keci
Ciftlik No Iller
HS* Ab % HS Ab % HS Ab %
1 Kiitahya 12 6 50 8 1 12.5 9 3 333
2 Kiitahya 17 16 94.1 1 14.2 7 0 0
3 Kiitahya 15 14 93.3 6 1 16.6 13 4 30.7
4 Manisa 9 333 29 6 20.6 0 0
5 Manisa 9 88.8 55 7 12.7 8 2 25
6 Afyon 4 2 50 27 9 333 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 Gozlenen 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 Sayis1 BPI3V Ki-Kare=131.63; p<0.05 ATGO

*%: Antikor titrelerinin Geometrik Ortalamalari

itibaren kegilerde titrenin hizla azaldigi, koyunlarda
ise kegilere oranla daha 1liml1 bir azalma gosterdigi
belirlendi.

Tiirlere gore BPI3V antikor titre dagilimlari in-
celendiginde, sigirlarda 1/10 ile 1/20 titrelerde en
yiiksek seviyenin oldugu ancak 1/5 sulandirmadan

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez Cilt 30, Sayi 1, 2019, 7-13
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1/160

Sekil 1. BPI3V seropozitif sigir, koyun ve kegilerde anti-
kor titre dagilimlari

Istatistiksel Analiz: Calisilan virusa kars1, ki-kare
testi kullanilarak yapilan incelemeler sonucunda
tirler arasinda duyarlilik bakimindan fark bulun-
dugu tespit edildi (p<0.05). Enfeksiyonlara maruz
kalma agisindan seropozitiflik dagilimlar incelen-
diginde koyun ve kegilerin her iki enfeksiyona da
duyarhiliklarinin benzer oldugu ancak sigirlarin ko-
yun ve kegilere nazaran daha duyarli oldugu sonu-
cuna ulasildi (BPI3V igin Ki-kare=131.63; p<0.05).
Ciftlikler arasinda fark bulunmakla birlikte bazi
ciftliklerde istatistiksel degerlendirme yapabilmek
icin yeterli sayida hayvan bulunmadig1 i¢in analiz-
lerde tiim siiriilerden elde edilen veriler birlikte de-
gerlendirildi.

Tartisma ve Sonug¢

Her ne kadar koyun ve kegilerin BPI3V enfeksiyo-
nuna duyarli olduklari biliniyor olsa da, tiir duyar-
lilik farkliliklarina dair net bir veri bulunmamakta-
dir. Bu aragtirmada séz konusu virusun bolgedeki
insidenslerinin ortaya konulmasindan daha 6nemli
olarak, saha sartlarinda yaygin olarak yetistirilen
bu {i¢ ruminant tiiriinde, tiir duyarlilik seviyelerine
dair veri elde etmek amaclandi. Orneklerin alinaca-
&1 ciftlikler belirlenirken hayvanlarin yerli olmalart,
s6z konusu viruslar i¢in asisiz olmalari, en az son
1 y1l veya daha fazla bir siiredir ayni ¢iftlik sart-
larinda yetistirmekte olduklari, ¢iftlik ¢alisanlarinin
degisken olmadig1 kiiciik-orta 6lgekli 6zel ciftlikler
olmalarina dikkat edildi. Caligilan isletmelerin hig
birinde siirii hekimi/danigman bulunmadig1 ve ba-
kanlik tarafindan yiiriitiilen rutin asilamalar disinda
bir as1 uygulamasi yapilmadig1 kaydedildi. Sahada
bu niteliklere haiz, 3 tiirlin birlikte yetistirildigi ¢ift-
liklere oldukca nadir rastlanmaktadir. Isletmelerde-
ki hayvan sayilar1 son derece degisken oldugundan

ve istatistiksel degerlendirme yapmaya uygun hay-
van sayisina her isletmede ulasilamadigi i¢in ¢iftlik
bazinda analizler yapilamadi ve istatistiksel analiz
toplam hayvan sayisi lizerinden degerlendirildi.

Bu ¢alismada 6rnek alinan siiriiler yeni olustu-
rulmus siiriiler degildi ve tiimiinde toplam sigir sa-
yist 30°dan az idi. Sadece birkag isletmede 100’{in
istiinde koyun keci bulunmakta idi. Sigirlar kig
aylarinda kapali ahir sartlarinda yetistirilmekle bir-
likte hava sartlarmin uygun oldugu aylarda kiiglik
ruminantlarla birlikte meraya ¢ikarilmakta oldukla-
11 bilgisi alind1. Koyun ve kegilerin tamamen karisik
olarak, sigir barinag ile bitisik veya ¢ok yakininda
yart agik agillarda tutulmakla olduklari, yilin bilyiik
boliimiinde meraya ¢ikarildiklar1 ve sulama iinite-
lerinin ¢iftlik i¢inde tiim hayvanlar tarafindan ortak
kullanildig1 bildirildi. Ayrica drnek alinan isletmele-
rin tamami aile tipi kiigiik isletmeler olduklari igin,
hi¢ birinde profesyonel ¢alisan bulunmadigi ve ¢ift-
ligin tiim iglerinin aile lyeleri tarafindan yapildig
Ogrenildi. Bu sartlar altinda virusun direkt-indirekt
ve aerosol bulagma riskinin ¢ok yiiksek olabilece-
g1 goriilmektedir. Ayrica barinak temizliklerinin
genelde tek bir kisi tarafindan yapildig1 ve hayvan
sagimmin ayni veya farkli ancak yine tek bir kisi
tarafindan yapildig: bilgisi goz oniine alindiginda,
bireyler ve tiirler aras1 bulagsmalarda insan faktorii-
niin de 6nemli olabilecegi anlagilmaktadir.

Elde edilen test sonuglarina gore, 6rnek alinan
tim ¢iftliklerde, tiim sigir ve koyunlarda BPI3V
spesifik antikorlar tespit edildi. Kegilerde pozitifii-
gin gozlenmedigi 12 isletmenin 3’iinde (2, 4 ve 12
nolu isletmeler) aliman 6rek sayist oldukga az idi
(2-7 arasi). Tiim isletmeler degerlendirildiginde en
yiliksek oranlar; sigirlarda 3 igletmede %100, ko-
yunlarda 10 nolu isletmede %43.1 ve kecilerde ise
6 nolu isletmede %58.3 olarak belirlendi (tablo 1).
Toplamda ise sigirlarda %76.9, koyunlarda %21.9
ve kecilerde 27.8 oranlan belirlendi. Bu giine ka-
dar tilkemizin farkli yerlerinde bu ii¢ tiirde yapilan
serolojik incelemeler 6rneklemenin yapildig1 andan
geriye doniik olarak yaklasik bir yil igindeki viru-
sa maruz kalma durumunu ortaya koyan saha ca-
lismalaridir. Ayrica dérnekleme yapilan isletmelerin
genellikle tek bir tiirlin yetistiriciliginin yapildig
isletmeler olduklar dikkat ¢ekmektedir. Arastir-
malar BPI3V enfeksiyonunun tiim diinyada oldugu
gibi [13, 19, 21, 24], ilkemizin farkli bolgelerinde
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yapilan aragtirmalarda sigirlarda oldukca yiiksek
seviyedeki yaygimligini ortaya koymaktadir. Alkan
ve ark. [2] bir ¢ok ilden aldiklar1 6rneklerde % 52.7
(229/434) oraninda BPI3V spesifik antikor varli-
g1 belirlemislerdir. Malatya’da %89.7 (897/1.000)
[26], Kuzeybati Anadolu’da %43 (251/584) [36],
Konya’da %91.1 (164/180) [15], Aydin’da %38.2
(110/288) [11], Dogu ve Giineydogu Anadolu’da
%18 (85/471) [7] oranlart bildirilmistir. Kii¢iik ru-
minantlarda yiiriitiilen arastirmalar sigirlara gore
daha azdir ancak koyunlarda akut solunum sistemi
bozukluklarinda yiiksek seviyede spesifik antikor
varligmi bildiren arastirmalar vardir. Yiizbagigil
[38] 200 adet pndmonili kuzunun akciger dokusunu
incelemis, 8’inde immuno-histokimyasal yontem-
lerle BPI3 antijeni tespit etmis, bu dokularda yap-
t181 bakteriyolojik incelemeler sonucunda %45.50
oraninda bakteri izolasyonu yapmis, BPI3V pozitif
olan orneklerde orneklerde M. Haemolytica ile P.
multocida bakterilerini de izole etmis, en ¢ok izole
edilen etkenin M. haemolytica (%20.50) oldugunu
bildirmistir. Kuzeybati Anadolu’da yapilan bir arag-
tirmada toplam 288 koyunda %8.8 ve 160 kecide
%19.7 seropozitiflik bildirilmistir [37]. Elazig ve
Malatya illerinde yapilan bir bagka calismada kegi-
lerde %16, koyunlarda %7.6 oran1 tespit edilmistir
[20]. Kegilerde yapilan ¢aligmalarda Turan ve Bolat
[32] Diyarbakir ve Sanlwrfa illerinde %47.1, Van
ilinde Ataseven ve ark. [3] %5.2 (21/407) seropozi-
tiflik bildirmislerdir. Yener ve ark. [35] Bitlis ve Van
illerinde ¢alismis, histopatolojik olarak pneumoni
teshisi koyduklar1 kegi akciger dokularinda %66.6
oraninda antijen tespit etmislerdir. Bu ¢aligmanin
yapildig1 bolgede, Giir ve ark. [14] Afyonkarahisar,
Konya ve Eskigehir illerinden elde ettikleri 1.346
ke¢i drneginde %43.3 seropozitiflik saptamislardir.
Bu arastirmada kegilerde belirlenen oranlar biraz
daha az olmakla birlikte 6rneklerin bolge, zaman ve
stirii farkliliklar1 g6z oniinde tutuldugundan normal
karsilanabilir. Tespit edilen oranlar iilkemizde son
yillarda yapilan arastirmalarla karsilastirildiginda
uyumlu kabul edilebilecek degerlerdir.

Virusun epidemiyolojik 6zellikleri ve isletme-
lerdeki yetistirme sartlarina bagli bulasma dina-
mikleri gbz Oniline alindiginda enfeksiyonun tiim
tiirlerde eszamanli seyredecegi ongorildii. Genel
olarak, tiim tiirlerde antikor titreleri yiiksek degildi.
Her ne kadar grafik 1’de verilen antikor titre dagi-

limlar ¢iftlik bazinda degil, tiim veriler iizerinden
hazirlanmis ise de, s6z konusu enfeksiyonun 6rnek-
lemenin yapildig1 zamana ¢ok yakin bir donemde
gecirilmedigi anlasilmaktadir. Yine de yaklasik son
bir yil i¢inde klinik veya subklinik olarak dogal
enfeksiyona maruz kalindig1 ve serokonversiyon
sekillendigi goriilmektedir. Calisilan tiirler ig¢in-
de BPI3V enfeksiyonuna en duyarh tiir sigirlardir.
Koyun ve kecilerin daha az duyarli olduklar1 fakat
bu iki tiirde belirlenen oranlarin birbirine ¢cok yakin
olmas1 dolayistyla duyarhiliklarinin da benzer oldu-
gu sonucuna varildi. Spesifik antikor varlig1 tizerin-
den yapilan istatistik analizlerin ortaya koydugu bu
degerlendirmeyi tam olarak destekleyen bir diger
veri de, seropozitif hayvanlarda belirlenen antikor
titre oranlaridir. Antikor titrelerinin geometrik or-
talamalar1 sigirlarda 1:28 iken, bu deger koyun ve
kecilerde sirastyla 1:10.9 ve 1:10 olarak belirlendi.
Bu veriler 1sinda koyun ve kegilerin, sigirlar i¢in
rezervuar konakgi rollerinin olamayacagi fakat tam
tersinin daha miimkiin olabilecegi kanisina varildi.
Yine de soz konusu ii¢ tiiriin birlikte yetistirildigi
veya sahada daha sik rastlanan sekli ile koyun ve
sigirin birlikte bulunduruldugu isletmelerde, tiirler
arasi bulagmalarin her zaman miimkiin oldugu goz
oniinde tutularak, genel yetistirme sartlarinin opti-
mal seviyelerde saglanmasinin yani sira, viral en-
feksiyonlar ile miicadele ¢alismalarinda bu tiirlerin
birlikte degerlendirilmeleri 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
Kirikkale 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 S181ir Akcigerlerinde Hiicre Adezyon Molekiillerinin Arastirilmasi

Ozet: Kistik ekinokokkozis, diinya capinda Echinococcus granulosus’un neden oldugu genis dagilimi olan zoonotik
bir hastaliktir ve 6nemli bir kiiresel saglik sorunudur. Kist hidatid (Echinococcus), insan sagligi ve iilkenin ekonomik
gelisimi lizerinde dikkate deger bir olumsuz etkiye sahiptir. Bu ¢alismanin amaci E. granulosus ile enfekte olmus sigir
akcigerlerinde CD68, nikotinamid niikleotid adenililtransferaz 3 (NMNAT 3), Neuregulin 1 (NRG1) ve Neuregulin
2 (NRG2) ekspresyonlarini arastirmak ve pulmoner patoloji ile herhangi bir korelasyon olup olmadigini saptamaktir.
Bu amagla Kirikkale kesimhanesinde Ocak 2016 ile Aralik 2016 arasinda toplanan 30 adet biiyiikbas akciger dokusu
kullanildi. Histopatolojik incelemede, sigirlarin akciger dokularinda fibréz bag dokusu proliferasyonu ve mononiikleer
hiicrelerin infiltrasyonu saptandi. Kistlerin ¢ogunun oldukc¢a kalin bir kapsiilii oldugu goriildii. Ayrica fibroblastlar ve
mononiiklear hiicreler bakimindan zengin bir hiicresel hat vardi. Kist duvarinin eozinofilik bir laminar yap1 gosterdigi
tespit edildi. Lenfosit, makrofaj, 6zellikle eozinofil infiltrasyonlar1 ve dev hiicrelerinin de goriildiigli yangisal alanlar
dikkati ¢ekti. Immiinhistokimyasal olarak, CD68 ekspresyonlari brons, bronsiyol ve kistik yapinin etrafinda gozlendi.
NMNAT 3, NRG1 ve NRG2 makrofajlarda, brons, bronsiyol ve alveolar epitellerinde higbir pozitif reaksiyon goster-
memistir. Bu sonuglar, pulmoner patolojide NMNAT 3, NRG1 ve NRG2 yollarinin kullanilmadigint gostermektedir.
Bu nedenle, caligmanin en 6nemli sonucu, pulmoner patolojide adezyon molekiillerinin NMNAT 3, Neuregulin 1 ve
Neuregulin 2°den kaynaklanmadigidir.

Anahtar kelimeler: CD68, NMNAT 3, Neuregulin 1, Neuregulin 2, Patoloji

Arastirma Makalesi / Research Article

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 NRGI, 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 Kirikkale 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 um
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
um thick sections of paraffin wax were adhered to
positive charged slides. The sections were dried in
a 60 °C 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% H,0, 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, NRGI 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
nadl / 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-3
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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Ozet: Bu ¢alismada, yaz ve kis donemlerinde Aydin ilinde gesitli restoranlardan toplanan 100 adet ¢op sis 6rnegi mik-
robiyolojik dzellikleri bakimindan incelenmistir. Mikrobiyolojik analizler sonucunda TMACB sayilari degerlendirildi-
ginde kis mevsiminde 4.14-7.12 log kob/g arasinda ve ortalama 5.53 log kob/g olarak bulunmustur. Yaz mevsiminde ise,
4.50-7.81 log kob/g arasinda ve ortalama 6.33 log kob/g olarak saptanmistir. Cop sislerden elde edilen Staphylococcus
aureus sayilar1 degerlendirildiginde; kis ayinda <2 ile 5.81 log kob/g arasinda ve ortalama olarak 5.04 log kob/g, yaz
ayinda ise <2 ile 6.07 log kob/g arasinda ve ortalama 4.80 log kob/g olarak bulunmustur. Kis ayinda 50 adet ¢op sis
Orneginin 16 tanesinde (% 32), yaz aymda 50 adet ¢Op sis 6rneginin 30 tanesinde (% 60) S. aureus tespit edilmistir.
Caligsmadaki koliform bakteri sayilart incelendiginde ise, belirlenen dillisyon oranlarinda yaz mevsiminde 2-6.23 log
kob/g sayilar1 arasinda ve ortalama olarak 4.83 log kob/g olarak, kis mevsiminde <2-5.21 log kob/g arasinda ve ortalama
3.93 log kob/g olarak bulunmustur. E. coli sayilar1 degerlendirildiginde ise, yaz doneminde minimum <2, maksimum
4.51 log kob/g ortalama 3.65 log kob/g olarak tespit edilmistir. Maya kiif sayilar1 degerlendirildiginde yaz ayinda 2.84-
6.19 log kob/g araliginda ve ortalama 4.88 log kob/g, kis ayinda ise <2-5.54 log kob/g araliginda ortalama olarak 4.47
log kob/g olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte yaz ayinda 50 numunenin 6 tanesinde (% 12), kis aymnda ise 50
numunenin 1 tanesinde (% 2) Salmonella spp. varligi tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ¢&p sis 6rneklerinin
iretimi esnasinda, kirmiz etin kesiminden tiiketime gelinceye kadar hijyenik kosullara yeterince uyulmamasi sebebiyle
mikrobiyolojik kriterlerin genel olarak yetersiz oldugu belirlenmistir. Cop sis drneklerinde gida enfeksiyonlarina sebep
olan S. aureus, Salmonella spp. ve koliform grubu bakterilerin bulunmasi halk saglig1 agisindan risk teskil etmektedir.

Anahtar kelimeler: Cop sis, halk sagligi, mikrobiyal kalite.

Examination of the Microbiological Quality of Cop Sis Available for Consumption in the
Province of Aydin

Abstract: In this study, 100 samples of ¢op sis collected from a variety of restaurants in the summer and winter seasons
were examined in terms of microbiological properties in the province of Aydin. 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 ¢Op sis 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 ¢&p sis samples, (32
%), in the summer 30 of 50 ¢6p sis 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 ¢&p sis 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 ¢Op sis that cause food infections of S. aureus, Salmonella
spp. and coliform bacteria poses a risk to public health.

Key words: Cop sis, public health, microbial quality.
Giris . A o
yiiksek olan ve Ege Bolgesi’nde ve ozellikle Aydin

Cop sis, dana etinin yumusak kisimlarin sislere ilinde siklikla tiiketilen yoresel bir yemek cesididir
dizilip pisirilmesiyle tliketilen, besin degeri olduk¢a  ve tarihi 140 y1l 6ncesine dayanmaktadir.
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[zmir-Aydin demiryolu yapiminda gérev alan
mihendisler farkli yemek kiiltiirleri nedeniyle geg-
mis zamanlarda zorluklar yasamislardir. Beslenme
konusunu giinlerce diisiinmiisler ve en riski en az
olan yemegin ¢ubuklara taktiklar etleri ateste pisi-
rerek tiiketmek oldugunu bulmuslardir. ingiliz mii-
hendislerin siirekli bu etleri yedigini goren Egeliler
bu yemegi zamanla kendileri yaparak satmaya bag-
lamiglardir. Yillar 6nce Cumbhuriyet Gazetesi’nin
Pazar ekinde bir yazida Ortaklar ilgesindeki gelir
diizeyi disiik ailelerin ¢ocuklarinin boyunlarina as-
tiklar1 mangallarla miihendislere ¢op sis sattiklar
yayimlanmistir. Bu tat 140 yildir 6zellikle Aydin ili
Ortaklar ilgesinin degismeyen lezzeti olmustur [23].

Kirmiz1 et yiiksek protein igerigi, su aktivitesi
ve pH seviyesi nedeniyle bakterilerin gelismesi ve
hayatta kalmasi icin elverisli kosullar saglamakta,
gida kaynakli zehirlenmeler agisindan potansiyel
bir tehlike olusturmaktadir [11]. Kesim prosesinin
basinda karkaslarin yiizeyi steril kabul edilmekle
birlikte, prosesin devaminda yiizeysel kontaminas-
yon kaginilmaz bir hal almaktadir. Kesim sirasinda,
kesim sonrasi tasima, depolama, par¢alama islem-
leri ile hem karkas yiizeyi degisik tiirde bozulmaya
neden olan hem de bagirsak orjinli patojen bakteri-
lerle kontamine olmaktadir [10,16,19].

Gida maddelerinin mikrobiyolojik kriterleri-
nin belirlenmesinde toplam mezofilik aerobik can-
I1 bakteri (TMACB), koliform grubu bakteriler, F.
coli, S. aureus, fekal Streptococcus, Clostridium
perfiringes ve maya kiif sayilari ile Salmonella spp.
varlig1 dikkate alinmaktadir [13].

Bu calisma, Aydm ili ve ilgelerinde cesitli is-
letmelerde satisa sunulan ¢op sislerin yaz ve kis
mevsimlerine gére mikrobiyolojik kalitesinin arag-
tirtlmast ve halk saglig1 agisindan degerlendirilmesi
amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Calismada Aydin ilinde Agustos ve Kasim aylarinda
restoranlardan temin edilen 100 adet ¢ig ¢op sis nu-
munesi, her bir numuneden 100 gram olacak sekil-
de steril posetler icinde soguk zincir altinda Adnan
Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Besin/
Gida Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali labo-
ratuvarina getirilerek Toplam Mezofilik Aerobik
Canli Bakteri (TMACB), S. aureus, koliform bak-

teri, E. coli, maya-kiif sayilar ile Salmonella spp.
varlig1 yoniiyle incelendi.

Toplanan ¢Op sis Orneklerinden aseptik sart-
larda alinan 10’ar gram numune, igerisinde 90
ml steril fizyolojik peptonlu su (Labkim T73029,
Fluka 70179) bulunan stomacher torbalarina ko-
nulup Stomacher (Bag mixer, Interscience, France)
icerisinde 2 dakika boyunca homojenize edildi.
Homojenize edilen ¢op sis 6rneklerinden TMACB,
E.coli, koliform ve S. aureus sayilari igin seri diliis-
yonlar hazirlandi.

TMACB Sayisinin Belirlenmesi

Elde edilen diliisyonlardan Plate Count Agar’a
(OXOID CM463) ylizeyde yayma plak ydntemi
kullanilarak inokulasyonlar yapildi ve petri kutular
37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda sonuglar koloni olusturan birim/gram (ko-
b/g) olarak degerlendirildi [4,14].

S. aureus Sayisinin Belirlenmesi

Cop sis orneklerinde S. aureus sayisini belirlemek
icin TSE 6582-1 ISO 6888-1 standardi kullanildi.
Hazirlanan diliisyonlardan Egg yolk — Tellurite
Emulsion (OXOID SR0054C) igeren Baird Parker
Agar’a (OXOID CM275) ylizeyde yayma plak yon-
temiyle ekim yapildi. Ekim yapilan BPA iceren petri
kutular1 37°C’ de 24 — 48 saat inkiibe edidikten son-
ra etrafi seffaf zonla ¢evirili, gri ve siyah renkli ko-
loniler S. aureus siipheli koloniler olarak belirlendi.
Stipheli S. aureus kolonileri DNaz agara (OXOID
CMO0321) 6ze ile inkiibe edildi ve 37°C’ de 24 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi petri yiizeyini
kaplayacak bicimde 1N HCI eklendi ve DNA’nin
HCI ile muamelesi sonrasi presipitasyon varligi
incelendi. DNA’nin mikroorganizmalar tarafindan
kullanilmayan bolgeleri mat, DNA’ in pargaladigi
bolgelerde seffaf zonlar gozlendi. Yine siipheli S.
aureus kolonileri Mannitol Salt Agar’ a (OXOID
CMO0085) 6ze yardimiyla gegildi. Besiyerinin fe-
nol kirmizist renginin sartya donmesi pozitif ola-
rak degerlendirildi. Pozitif 6rneklerin dogrulamasi
Dryspot (OXOID DR0O100M) ile yapild1 [17].

Koliform ve E. coli Sayisinin Belirlenmesi

Koliform ve E. coli sayisinin belirlenmesi i¢in ha-
zirlanan dilisyonlardan Violet Red Bile Agar ’a
(OXOID CM0107) ¢ift katli dokme plak ekim yon-
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temi kullanilarak ekim yapilmis ve 37°C’ de 48 saat
inkiibe edildikten sonra kirmizi renkli koloniler
koliform bakteri degerlendirildi ve E. coli i¢in ti-
pik (kirmizi renkli etrafi pembe zonlu) olan koloni-
ler segilerek 44°C” de 24 saat igerisinde asit (laktik
asit) ve gaz (CO,) olusturma testi ve IMVIC testleri
uygulandi [9,14].

Salmonella spp. izolasyon ve identifikasyonu

Aseptik olarak alman, soguk zincir altinda laba-
ratuvara getirilen ¢op sis drneklerinde Salmonella
spp. varliginin tespiti TSE ISO 6579 standardi kul-
lanilarak yapildi. Her bir 6rnekten steril stomacher
torbalarina 25’ er gram ¢Op sis konularak 225 ml
tamponlanmis peptonlu su (OXOID CM509) igeri-
sinde 2 dakika stomacherde homojenize edildikten
sonra 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi. On zengin-
lestirme isleminden sonra her bir ¢dp sis numune-
sinden 0.1 ml alinarak 10 ml Rappaport—Vassiliadis
Enrichment Broth (OXOID CMO0669) igeren tiiple-
re inokule edilerek 42°C’ de 24 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonunda her tiipten yuvarlak
uclu 6ze ile bir 6ze dolusu alinarak Deoxycholale-
te Agar’ a inakulasyonlar yapildi ve inakule edilen
petri kutular1 37°C’ de 24 saat inkiibe edildi. Inkii-
basyon siiresi sonunda olusan pembe renkli ve siyah
merkezli slipheli koloniler biyokimyasal testler ve
Salmonella Latex Test (OXOID FT 0203A) kiti kul-
lanilarak degerlendirildi [17].

Maya ve Kiif Sayisinin Belirlenmesi

Maya ve kiif sayilarinin tespiti i¢in steril % 10° luk
tartarik asit ¢ozeltisi ile pH’st 3,5’ e ayarlanmis
Potato Dextrose Agar (OXOID 0139) kullanilarak
yayma plak ekim yapildi ve 21+ °C’ de 5 giin petri-
ler inkiibe edildikten sonra sonuglar degerlendirildi
[18].

Bulgular

Bu arastirmada ¢op sis ornekleri TMACB, S. au-
reus, Koliform Bakteri, E. coli, ve maya kif sayi-
lar1 ile Salmonella spp. varligi yoniinden mevsimsel
olarak incelenmis olup analiz sonuglar1 Tablo 1 ve
Tablo 2 ‘de gosterilmistir.

Incelenen drneklerde Tablo 1°de goriildiigii gibi
TMACB sayist, total koliform bakteriler E. coli, S.
aureus, ve maya kiif sayilarmin yaz aymdaki orta-

lamalar sirasiyla 6.33, 4.83, 3.65, 4.80, 4.88 log
kob/g diizeyinde saptanmistir. Kis ayinda ise Tablo
2’de goriildiigli gibi TMACB sayist, total koliform
bakteriler, E. coli, S. aureus, ve maya kiif sayila-
riin ortalamalarinin sirasiyla 5.53, 3.93, <2, 5.04,
4.47 log,, kob/g diizeyinde oldugu bulunmustur.
Yaz ayinda incelenen 50 adet ¢&p sis Orneginin 12
tanesi (% 24) E.coli, 30 tanesi (% 60) ise S. aureus
acisindan pozitif olarak bulunmustur. Kig ayinda in-
celenen 50 adet drneginin 16 tanesinde (% 32) S.
aureus pozitif bulunurken, o6rneklerin higbirisinde
E. coli varligina rastlanilmamustir.

Incelenen toplam 100 adet ¢op sis drneginin
yaz ayinda 6 tanesinde (% 12) Salmonella spp. var-
ligina rastlanirken, kis ayinda 6rneklerin 1 tanesin-
de (% 2) Salmonella spp. saptanmustir.

Tartisma ve Sonug¢

Cop sislerden elde edilen TMACB sayilari kis mev-
siminde 4.14-7.12 log kob/g arasinda ve ortalama
5.53 log kob/g, yaz mevsiminde ise, 4.50-7.81 log
kob/g arasinda ve ortalama 6.33 log kob/g olarak
bulunmustur. David ve ark. [7] Avustralya’da yap-
tiklar1 bir ¢alismada 360 adet kirmizi et numune-
sinde TMACB sayisini 5.79 log kob/g olarak tespit
etmislerdir. Cohen ve ark. [5] tarafindan Kazablan-
ka’da mezbahalarda, kasaplarda ve siipermarket-
lerde mevsimsel olarak 26’sar adet par¢a kirmizi et
orneklerinden elde ettikleri ¢calismada TMACB sa-
yis1 mezbahalarda kis mevsiminde ortalama 5.1 log
kob/g, yaz mevsiminde 5.2 log kob/g, kasaplardan
aldiklar1 par¢a kirmizi et 6rneklerinde kis mevsi-
minde ortalama 6.5 log kob/g, yaz mevsiminde 7.3
log kob/g, slipermarketlerden aldiklari et drnekle-
rinde ise kis mevsiminde ortalama 7.1 log kob/g,
yaz mevsiminde 7.3 log kob/g olarak belirlenmis-
tir. Nursoy ve Akgiin [16] tarafindan Ankarada’ ki
askeri birliklerin ihtiyaci i¢in alinan karkaslardaki
TMACB sayis1 4.57-6.92 log kob/g arasinda ve or-
talama 5.71 log kob/g olarak, par¢alamadan sonra
ise TMACB sayis1 4.93-7.89 log kob/g arasinda ve
ortalama 6.20 log kob/g olarak bulunmustur. Akan
[1] et ve et iirtinleri ile ilgili yaptig1 bir ¢aligmada 16
adet parca et numunesinin TMACB sayisint 3.71-
7.74 log kob/g arasinda ve ortalama 5.76 log kob/g
olarak belirlemistir. Tuncer [22] tarafindan yapilan
Bitlis ili ve ¢evresinde askeri mutfaklarda kullani-
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lan sigir etleri ile ilgili ¢aligmada 100 adet 6rnegin
TMACB sayisi ortalama olarak 4.15 olarak bulun-
mustur. Thomas ve ark. [21] tarafindan Etiyopya’da
yapilan bir ¢alismada belediye kesimhanesinde 55
adet kirmiz1 et 6rneginin TMACB sayis1 1.27 x 10°-
1.05 x 107 kob/g arasinda ve ortalama olarak 6.35
log kob/g, restoranlardan alinan 55 adet et 6rneginin
TMACB sayisi 1.08 x 105-2.00 x 107 kob/g arasinda
ve ortalama 6.45 log kob/g, 3 adet bolgesel market-
ten alinan 50°ser adet et 6rnegin ortalama TMACB
sayilar ise 6.8, 6.78, 6.77 log kob/g olarak belirlen-
mistir.

Genel hijyen ve mikrobiyal yiikiin belirlenme-
sinde indikatdr olarak kullanilan TMACB sayisinin
yiiksek olmasi halinde diger mikroorganizma grup-
larinin say1si da yiiksek olmaktadir. Gidalarda bulu-
nan insan ve hayvan kaynakl bir¢ok patojen mikro-
organizma mezofilik yapida olmakta ve aerobik ya
da fakiiltatif anaerobik kosullarda tiremektedirler.
Uriinlerde aerobik mezofilik mikroorganizma sayi-
siin yiiksek olmasi, patojenlerin bulunma olasiligi-
nin yiiksek oldugunu gostermektedir [14].

Cop sislerden elde edilen S. aureus sayilar
degerlendirildiginde; kis ayinda <2 ile 5.81 log ko-
b/g arasinda ve ortalama olarak 5.04 log kob/g, yaz
ayinda ise <2 ile 6.07 log kob/g arasinda ve ortala-
ma 4.80 log kob/g olarak bulunmustur. Bununla bir-
likte yaz aymda 30 adet numunede (% 60) S. aureus
pozitif olarak, kis ayinda ise 16 numunede (% 32) S.
aureus pozitif olarak tespit edilmistir.

David ve ark. [7] Avustralya’da yaptiklar ca-
lismada 360 adet kirmizi et numunesinde S. aureus
sayisini 2.18 log kob/g olarak belirlemislerdir. Citak
ve ark. [6] yaptiklar bir ¢aligmada 20 adet kugba-
st Oorneginde S. aureus sayisin1 5.63 log kob/g ola-
rak bulmuslardir. Ozdemir [19] sigir karkaslarinin
mikrobiyel yiikiiniin belirlenmesi caligmasinda S.
aureus sayisinl maksimum 4.38, minimum 3.14, or-
talama 3.85 log kob/cm? olarak bulmustur. Al-Jassas
[2] tarafindan yapilan bir calismada kasap ve mar-
ketlerden alinan kirmizi et 6rnekleri 4°C’de 5 giin
depolanmis ve depolama sonunda mikrobiyel yiik
degerlendirilmistir. Yaz mevsiminde siipermarket-
lerden temin edilen kirmizi1 et 6rneklerinde S. aureus
sayis1 5. giiniin sonunda 4.2 log kob/g, kasaplardan
temin edilen drneklerde ise 5.8 log kob/g olarak bu-
lunmustur. Kis mevsiminde ise, siipermarketlerden
alman kirmizi et 6rneklerinde S. aureus sayist 3.3

log kob/g, kasaplardan alinan orneklerde 4.0 log
kob/g olarak bulunmustur. Calismada S. aureus 'un
diisiik diizeyde saptanmasinin, yiiksek toplam me-
zofilik aerobik bakteri sayisindan kaynaklanabile-
cegi Ongoriilmektedir. Bunun sebebi S. aureus’un
rekabetci 6zelligi zayif bir bakteri olmas1 ve gida da
baslangictaki sayisi yiiksek olmadigi durumlarda iyi
gelisememesidir [3].

Bu ¢alismada kis mevsiminde S. aureus sayisi-
nin yaz mevsimine oranla daha az olmasinin sebe-
bi; mevsimsel sicakliklar arasindaki farkliliktandir.
Ayrica mikroorganizmalarin iremesini etkileyen di-
ger faktorlerden olan pH, a , atmosfer sartlari, diger
organizmalarin varlig1 da sonuglar1 etkilemis olabi-
lecegi diigiiniilmektedir.

Caligmadaki koliform bakteri sayilari incelen-
diginde ise, belirlenen diliisyon oranlarinda yaz
mevsiminde 2-6.23 log kob/g sayilar1 arasinda ve
ortalama olarak 4.83 log kob/g olarak, kis mevsi-
minde <2- 5.21 log kob/g arasinda ve ortalama 3.93
log kob/g olarak bulunmustur. Cohen ve ark. [5] ta-
rafindan Kazablanka’da yapilan bir aragtirmada ke-
simhanelerden, kasaplardan ve siipermarketlerden
26’sar adet et numuneleri yaz ve kis mevsimlerinde
temin edilmistir. Kesimhanelerden alinan 6rnekler-
de toplam koliform say1s1 yaz ve kig mevsimlerinde
1.6 log kob/g olarak, kasaplardan alian 6rneklerde
yaz mevsiminde 3.7 log kob/g, kis mevsiminde 2.8
log kob/g olarak, siipermarketlerden alinan 6rnek-
lerde ise, yaz mevsiminde 3.2, kis mevsiminde 1.4
log kob/g olarak tespit edilmistir. Nursoy ve Akgiin
[16] tarafindan sigir etlerinin mikrobiyolojik kriter-
leri lizerine yapilan bir calismada ise 30 adet karkas
orneginde toplam koliform bakteri sayis1 3.07- 5.20
log kob/g degerleri arasinda ve ortalama olarak 4.07
log kob/g bulunmus ve pargalama sonrasi incelenen
30 adet parca et 6rneginde toplam koliform sayisi
ise, 3.20-6.07 log kob/g araliginda ve ortalama 4.81
log kob/g olarak tespit edilmistir. Thomas ve ark.
[21] tarafinda Etiyopya’da yapilan bir arastirmada
260 adet et 6rnegi incelenmistir. Kesimhanelerden
temin edilen 55 adet et 6rneginde toplam koliform
sayist 1.26x10%-2.10x10° kob/g ve ortalama 4.52
log kob/g olarak bulunmustur. Restoran ve oteller-
den temin edilen 55 adet et drneginde ise toplam
koliform sayist 1.01x10°-1.18x10° kob/g, ortalama
4.57 log kob/g olarak bulunmustur. 3 adet yerel
marketten temin edilen 50’ser adet et 6rneginde ise
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toplam koliform sayilari, ortalama 4.76 log kob/g,
4.48 log kob/g, 4.72 log kob/g olarak bulunmustur.
Toplamda 260 adet et 6rneginin toplam koliform
bakteri sayisi sonucu ortalama 4.68 log kob/g ola-
rak bulunmustur. Al-Jasass [2] tarafindan yapilan
bir aragtirmada kirmizi etin yaz ve kis mevsimin-
de 4°C’de 5 giin boyunca depolanmasi sonucunda
mikrobiyal degerleri incelenmistir. incelenen &r-
neklerde yaz mevsiminde 5. giiniin sonunda toplam
koliform sayis1 kasaplardan temin edilenlerde 4.8
log kob/g, stipermarketlerden temin edilenlerde ise
3.8 log kob/g olarak bulunurken, kis mevsiminde
ise, kasaplardan temin edilen drneklerde toplam ko-
liform sayis1 4.5 log kob/g, siipermarketten temin
edilenlerde ise 3.7 log kob/g olarak bulunmustur.

Gidalarda indikatér —mikroorganizmalardan
olan toplam koliform varligi ve bu indikatériin belli
bir siirm iistiinde bulunmasi, {iriinlerin yeterli ol-
mayan hijyen ve sanitasyon kosullarinda islendigi-
ni, insan, hayvan, toprak, su ve diski kaynakli bir
bulagma ile kontamine olabilecek kosullarda iireti-
lip tiikketime sunuldugunun bir géstergesi olarak ka-
bul edilmektedir [6]. Ozellikle fekal kontaminasyo-
nun bir gostergesi olarak kabul edilen koliform bak-
terilerin karkas ve parga etlerde bu derece yiiksek
oranlarda bulunuyor olmasinin, kesim, tagima ve
parcalama islemleri esnasinda hijyen kurallarina ye-
terince uyulmamasindan ve personelin egitilmemis
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir
[16]. Yapilan bu ¢alismada E. coli sayilar1 degerlen-
dirildiginde ise, yaz ayinda 50 adet ¢Op sis Ornegi-
nin 12 tanesinde (% 24) E. coli ‘ye rastlanilmis, kig
mevsiminde ise belirlenen diliisyon oranlarinda F.
coli ‘ye rastlanilmamistir. Yaz ayinda rastlanilan £.
coli sayilart minimum <2, maksimum 4.51 log ko-
b/g, ortalama 3.65 log kob/g olarak tespit edilmistir.
David ve ark. [7]’nin Avustralya’da yaptiklari ¢alis-
mada 360 adet et ornegi incelenmis ve E. coli sayisi
1.49 log kob/g olarak bulunmustur. Cohen ve ark.
[5]’nin Kazablanka’da yapilan bir ¢alismada ke-
simhaneden alinan 26 adet 6rnekte yaz mevsimin-
de E. coli sayis1 1.0 log kob/g, kis mevsiminde ise
1.2 log kob/g olarak belirlemislerdir. Kasaplardan
aldiklar1 26 adet et 6rneginde ise, yaz mevsiminde
E. coli sayis1 3.2 log kob/g, kis mevsiminde 2.4 log
kob/g olarak, slipermarketten alinan 26 adet 6rnekte
ise, yaz mevsiminde 2.5 log kob/g, kis mevsimin-
de 1.0 log kob/g olarak belirlenmistir. Nursoy ve

Akgiin [16] Ankara’da sigir etleri {lizerine yapilan
bir calismada, 30 adet karkasin 18 tanesinde (% 60)
E. coli’ye rastlanmig olup, E. coli sayilart 7.2x10%-
9.6x10* kob/g arasinda bulunmustur. Par¢alamadan
sonraki 30 adet kirmiz1 et 6rneginin 10 tanesinde
(%33.3) E. coli ‘ye rastlanmakla birlikte E. coli sa-
yilart 3.2x10%-7.2x10° kob/g olarak belirlenmistir.

Kasaplik hayvanlarin kesimi esnasinda karkas
ve organlarin ikincil kontaminasyonuna neden olan
kaynaklar bulunmaktadir. Bunlarin en 6nemlisi fe-
kal kontaminasyon olup, 6zellikle hayvanlarin ba-
girsaklar kesim esnasinda fekal kontaminasyona
onemli bir kaynak olusturmaktadir [20]. Insan ve
hayvanlarin bagirsaklarinda yasayan E. coli, indika-
tor mikroorganizma olarak kabul edilmekte ve gi-
dalarda bulunmasi halinde fekal bir kontaminasyon
oldugunun gostergesi olmaktadir. Bu bakterilerin
dogal ortami sicakkanli hayvanlarin bagirsaklari ol-
dugundan dolay1 her tiirlii et ve et tirlinleri bakterinin
bulasmasinda 6nemli bir etken olmaktadir. Kesim-
hane hijyeninin etkin olmamasi ile kesim esnasinda
ete bulasan bakteriler yeterli 1s1l islem ile muamele
gormezlerse gidalarda etkinliklerini siirdiirerek tii-
keticiye bulagsmaktadirlar. Bu nedenle gidanin iire-
timinden satisina kadar biitiin asamalarinda hijyen
kurallarina uyulmasi halk saglig1 agisindan oldukga
Oonem tagimaktadir [8].

Cop sis orneklerindeki maya kiif sayilar1 deger-
lendirildiginde yaz aymda 2.84-6.19 log kob/g ara-
liginda ve ortalama 4.88 log kob/g, kis aymnda ise
<2-5.54 log kob/g araliginda ortalama olarak 4.47
log kob/g olarak tespit edilmistir. Nursoy ve Akgiin
[16] Ankarada’ki askeri birliklerin ihtiyaci i¢in ali-
nan sigir etlerinin mikrobiyolojik kalitesi {izerine
yaptiklar1 bir ¢aligmada 30 adet karkas orneginde
maya ve kiif say1s1 2.0x10?-3.6x10* kob/g araliginda
ve yine par¢alamadan sonraki 30 adet et 6rneginde
maya ve kiif sayisin1 2.0x10%-9.6x10* kob/g olarak
tespit etmislerdir. Mohamed [15] Sudan’ da yaptig
taze et ve et Uriinleri ile ilgili calismasinda 10 adet
par¢a et numunelerinde toplam maya kiif sayisini
2.66x10° kob/g (3.42 log kob/g) olarak bulmustur.

Cop sis numuneleri Salmonella spp. varligi
acisindan degerlendirildiginde yaz aymda 50 nu-
munenin 6 tanesinde (%12), kis ayinda ise 50 nu-
munenin 1 tanesinde (%2) Salmonella spp. varligi
tespit edilmistir. Tuncer [22] Bitlis ili ve ¢evresin-
deki askeri mutfaklarda kullanilan sigir gévde et-
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lerinde patojen varlig1 calismasinda inceledigi 100
adet karkas numunesinde Salmonella spp. varligina
rastlamamistir. Yine sigir karkaslarinin mikrobiyal
kontaminasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan
bir ¢alismada incelenen 60 adet karkas numunesi-
nin higbirisinde Sa/monella spp. izole edilememistir
[19]. Iyer ve ark. [12] tarafindan Suudi Arabistan’da
yapilan bir ¢calismada hipermarketten temin ettikle-
11 20 adet et orneginde 1 tane (% 5), kasaplardan
temin ettikleri 20 adet et 6rneginde ise 9 tanesin-
de (% 45) Salmonella spp. varligma rastladiklarmi
bildirmislerdir. David ve ark. [7]’nin Avustralya’da
yaptiklari calismada 360 adet kirmizi et 6rneginin 4
tanesinde (% 1.1) Salmonella spp. varligina rastla-
nilmastir.

Cop sisin yapiminda kullanilan kirimizi etin,
hayvanin kesimi, derisinin yiiziilmesi, i¢ organlarin
¢ikartilmasi, pargalanmasi, sogutulmasi, muhafa-
za edilmesi ile sekillenen kontaminasyon riski ¢op
sisin mikrobiyal yiikiinii etkilemektedir. Saglikli
kasaplik hayvanlarin kesim oncesi durumlari da
dikkate alindiginda etin mikroflorasi ve kontami-
nasyon durumu ozellikle kesimden sonraki asama-
larda 6nem tasimaktadir. Ozellikle mezbahalardaki
ve gida isletmelerindeki personel, kullanilan alet ve
ekipmanlar, karkasin tasinmasi, depolanmasi, so-
guk zincirin korunmamasi mikrobiyel bulagmada
onemli potansiyel kaynak olusturmaktadir. Karka-
sin par¢alandiktan sonra ¢Op sis i¢in etlerin kii¢iiltii-
lerek ylizey alanlariin genisletilmesi de mikrobiyel
agidan etin yiikiini arttiran bir unsur olmaktadir.

Aydin ilinde satisa sunulan ¢0p sislerin mik-
robiyolojik kalitesinin istenilen diizeyde olmama-
s1, halk saglig1 agisindan potansiyel bir risk teskil
etmektedir. Buna ek olarak ¢op sislerin yeterli 1s1l
islem gormeden tiiketilmesi, ¢apraz kontaminasyon
olmasi halinde saglik acisindan risk olugturabilmek-
tedir. Saglikli ¢Op sis iiretimi saglayabilmek ama-
ciyla oncelikle kesimhanede saglikli ve veteriner
hekim kontroliinden ge¢mis hayvan kullanilmasi,
kesimin ve {iretimin her asamasinda personelin ge-
rekli hijyen kurallarina uymasi agisindan bilinglen-
dirilmesi, kesim ve pargalama islemlerinin sonunda
muhafaza kosullarina dikkat edilmesi, dzellikle yaz
aylarinin oldukca sicak gectigi Aydin ilinde kirmizi
etin ¢Op sis restoranlarina taginmasi agamasinda ge-
reken soguk zincirin korunmasi ve pisirme islemine

kadar gereken soguk muhafazanin saglanmasi, ¢op
sislerin hazirlanmas1 asamasinda 6zellikle persone-
lin elinden kaynaklanan bulagmalar1 6nlemek ama-
cryla personele gerekli egitimin verilmesi, yine ¢op
sislerin hazirlanmasi1 asamasinda c¢apraz kontami-
nasyonun dnlenmesi amaciyla pismis ve ¢ig etlerin
temasimin Onlenmesi ve bunlarla ilgili tedbirlerin
alimmasi gerektiginin sonucuna varilmistir.
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Ozet: Bu arastirmada, dag koylerinde ¢ig koyun siitiinden iiretilen geleneksel peynirlerin erken olgunlagma déneminde
alinan orneklerinin yeni nesil sekanslama ve metagenomik analiz ile mikrobiyotalar1 saptanmustir. Firmicutes ortalama
%91,5 ile en yogun filum olarak bulunurken, Actinobacteria en seyrek filum olarak (%0,01) bulundu. Peynir drnekle-
rinin metagenomik analizi sonucunda 25 cins belirlenirken bunlardan 23’ tiim 6rneklerde ortak olarak bulundu. Cins
diizeyinde en yiiksek ¢esitlilik 13 cins ile Enterobacteriaceae tamilyasi iginde goriildii. Tiim 6rneklerde en baskin tiir
Lactococcuc lactis (ort.%84) olarak belirlendi. Tiim tiirler referans genlere %99’ un {izerinde homoloji gosterdi.

Anahtar Kkelimeler: 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%

Arastirma Makalesi / Research Article

homology to the referance genes.

Key words: Cheese, microbiome, microbiota, metagenomic analysis, Lactococcus lactis.

Giris

Peynir, hammaddenin uygun bir pihtilastirici kul-
lanilarak pihtilagtirllmas1 ve pihtidan peyniralti
suyunun ayrilmasiyla ya da siitiin permenantinin
ayrilmasindan sonra pihtilastirilmasiyla elde edilen,
farkl sertliklerde ve yag iceriklerinde, salamura ile
ya da kuru tuzlama ile tuzlanarak ya da tuzlanma-
dan, starter kiiltiir kullanarak ya da kullanmadan,
telemesi haglanarak ya da haslanmadan, ¢esnili ya
da ¢esnisiz olarak, teknigine uygun olarak iiretilen,
olgunlagtirtlmadan ya da olgunlastirildiktan son-
ra tiiketilen, ¢esidine 6zgl karakteristik 6zellikler
gbsteren siit {iriiniidiir [7]. Ilk peynirin Orta Dogu
insanlar1 ve Orta Asya gocebe Tiirkleri tarafindan
yapildig1 disiiniilmektedir [2]. Peynirin giinliik
beslenmemizdeki 6nemi; kolay sindirilebilme 6zel-
liginin yani sira, yapisinda tretiminde kullanilan
stitteki yag1, ¢oziinmeyen tuzlari, koloidal madde-
lerin tiimiine yakin miktarmi bulundurmasi ve siit
serumundaki ¢6ziinen tuzlar, vitaminler, serum pro-
teinleri ve diger besin unsurlariin da bir dl¢iide ya-
pisina girmesinden kaynaklanir [17].

Geleneksel peynirlerin yapimindaki alisala-
gelmis, geleneksel yontemlerin peynirlerin duyusal
ozellikleri tizerindeki etkisinde mikrobiyotalarinin
cesitliligi ve mikrobiyal aktiviteleri 6nemli yere
sahiptir. Geleneksel peynirlerdeki ¢esitlilik, herbir
peynir tipine gore siit kaynagindan olgunlagmaya
her asamadaki farkliliklar, genis bir mikrobiyotaya
ve gevresel etkilere bagli olarak sekillenen mikroor-
ganizma etkileri sonucu olugmaktadir [9].

Peynir mikrobiyotasinin peynirin organoleptik,
fiziko-kimyasal 6zelliklerinin olusumunda 6nem-
li kilit rolii vardir. Peynirlerin siiflandirilmasinda
peynirin sahip oldugu mikrobiyal ¢esitlilik veya
aktivite dikkate alinmamakta, tekstiirli, olgunlas-
ma sliresi ve benzeri 6zelliklerine gore smiflandi-
rilmaktadir. Peynir, metabolik olarak aktif bakte-
rileri, maya ve kiifleri gibi ¢esitlilikleri yapisinda
barmdiran mikrobiyolojik olarak aktif bir gidadir.
Molekiiler teknikler gida orneklerindeki mikroor-
ganizmalari genetik yapisinin analizinde kullanil-
maktayken, giintimiizde through culture-indepen-
dent metotlar peynir ve diger gidalarin kompleks
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ekosistemlerinin analiz edilerck anlasilabilmesini
kolaylastirmistir [10].

Kiiltiirden bagimsiz teknikler, gida mikrobiyo-
lojisinde 6nemli yere sahip gida sistemlerinin mik-
robiyotalarinin ve mikrobiyal cesitliliklerinin de-
tayl1 arastirilmasini etkin hale getiren yontemlerdir.
Bunlara DNA bazli tekniklerden, denaturing gra-
dient gel electrophoresis (DGGE), temporal tempe-
rature gradient gel electrophoresis (TTGE), single
stranded conformation poly-morphisms (SSCP),
polymerase chain reaction (PCR) 6rnek olarak sa-
yilabilirler. Tiim bu teknikler siit ve siit {irtinlerinin
mikrobiyolojisinin anlasilmasinda énemlidir, ancak
mikrobiyal ekoloji alan1 da siirekli gelismektedir.
Son yillarda kiiltiirden bagimsiz yontemlerin yerini
next- generation sekans sistemlerinin aldigi goriil-
mektedir. Bu sistemler, pekcok cevresel mikrobi-
yotanin basarilt sekilde profillerinin saptanmasini
saglamaktadir [11]. High throughput DNA sekans
(HTS) teknigi ile oldukea diisiik diizeylerdeki bak-
teriler saptanabilir. HTS ydntemi ile patojenik ve
bozulmaya sebep olan bakterilerde saptanabilir. Bu
yontem kullanilarak peynir yapim asamalarinin her
safhasinda olusan ve degisiklikler gdsteren mikrobi-
yota iyi bir sekilde saptanabilir [6]. Son yillarda ge-
ligtirilen yeni nesil DNA dizileme yontemleri yiiksek
dogrulukta olduke¢a hizli dizileme yapabilen, yogun
ve 6zgiin bilgi saglayan yontemlerdir [4]. Yeni nesil
DNA dizileme teknolojilerinin ortak 6zelligi ayni
anda milyonlarca kisa dizilemenin yapilabilmesi ve
oldukca hizli sekilde okunabilmesidir. Ayrica elekt-
roforeze gerek kalmadan ger¢ek zamanli okuma ya-
pabilmesi, daha dogru sonuglar alinabilmesi, daha
az hata egilimli ve daha ekonomik olmasi bu tekno-
lojilerin eski sisteme gdre avantajlari arasinda yer
almaktadir [3,4,14]. Bu arastirmada, dag koylerinde
¢ig koyun siitiinden iiretilen geleneksel peynirlerin
erken olgunlasma doneminde alinan orneklerinin
yeni nesil sekanslama ve metagenomik analiz ile
mikrobiyotalar1 saptanmustir.

Materyal ve Metod

Peynir orneklerinin hazirlanmasi

Aydin ilinin yiiksek rakimli dag koylerinde koyun
stittinden ¢ig olarak iiretilen geleneksel peynir or-
nekleri toplandi. Toplanan 5 adet peynir erken ol-
gunlasma doneminde incelendi. Peynir kalibinin i¢
bolgesinden alinan 1 cm? 6rnek 25 ml steril DNAf-
ree distile suya eklendi ve stomacher ile homojenize

edildi. Bu islemden sonra bulanik siispansiyon for-
mundaki 6rnekler TissueLyser (Qiagen) ile muame-
le edilerek solusyon haline getirildi. 100 mikrolitre
ornek molekiiler islemler i¢in ayrildi. Peynir 6rnek-
lerinin sekans hazirligr icin, DNA ekstraksiyonu
QIAmp DNA Stool Kit (Qiagen) ile iiretici firmanin
talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi. Mikro-
biyal DNA konsantrasyonu Qubit (Thermo) ile 6l-
¢lildii ve minumum 1 -3 ng arasinda olacak sekilde
ayarlandi.

Yeni Nesil Sekanslama

16S Metagenomics Kit (Thermo Scientific, USA)
ile 2 ayr1 PCR mix (1.havuz: 2., 4., 8. varyant bolge;
2.havuz: 3., 6., 7., 9. varyant bolge) hazirlandi. Po-
zitif kontrol olarak 1:20 diliie edilmis (1.5 ng/ul) E.
coli DNA kontrol stogu kullanildi. PCR analizi so-
nucu elde edilen tiriinler, %2’lik agaroz jel elektro-
forezine tabi tutuldu. Jel elektroforezine tabi tutulan
PCR iiriinleri Agencourt AMPure XP beads (Ther-
mo Scientific, USA) ile DynaMag-2 magneti yardi-
miyla kitin 6nerdigi kosullar dogrultusunda piirifiye
edildi. Elde edilen DNA’nin kantitasyonu, lon Uni-
versal Library Quantitation Kit (Thermo Scientific,
USA) ile iiretici firmanin 6nerdigi kosullara uygun
olarak Real-Time PCR analiziyle gergeklestirildi.
DNA konsantrasyonu, diliisyon/konsantrasyon aya-
11 yapilarak gerceklestirildi.

Ion PGM Hi-Q View OT2 Kit ve lon PGM Hi-Q
View OT2 Solutions (Thermo Scientific, USA) ile
firmanin 6nerdigi kosullar altinda emiilsiyon PCR’1
gercgeklestirildi. Bu amagla Ion One Touch 1 (Ther-
mo Scientific, USA) cihazi kullanildi.

Kiitiiphane olusturulmast (uglara tamir en-
zimi uygulama) i¢in lon Plus Fragment Library
Kit (Thermo Scientific, USA) ile iiretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde kiitiiphane olusturul-
du. Barkod ligasyonu, adaptdr ligasyonu (bir ucu
A adaptorii, diger uca P1 adaptorii) i¢in Barcode
Adapters 1-16 Kit (Thermo Scientific, USA) ile
kitin 6nerdigi kosullar dogrultusunda DNA barkod
kiitiiphanesi olusturuldu.

Mikrogipe yiikleme i¢in, PGM analizi igin
hazirlanan &rnekler Ion 318 veya Ion 316 Chip
(Thermo Scientific, USA)’e aktarildi. PGM’de kos-
turma i¢in, 6rneklerin yiiklendigi mikrogipe lon tor-
rent (Thermo Scientific, USA) cihazina yerlestirile-
rek sekans analizi gergeklestirildi.
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Metagenomik Analiz

fonReporter programi (Thermo Scientific, USA)
tarafindan yapilan bu analizde, okumalarin kalite
kontrolleri, esik degerlerde elde edilen data istatis-
tikleri, her bir kompleksin gen iceriginde degisiklik
olup olmadigi, gen bdlgesinin konumu ve uzunlu-
gu, gen bolgesi ve her bir gen bazindaki homoloji
oranlar1 incelendi. Yeni nesil sekans sisteminin ¢a-
ligsmasi ile iligkili diger biyoinformatik analiz sis-
teme yiiklii programlar tarafindan otomatik olarak
yapildi. Bu agsamadaki islemler 6zetle, kiitiiphane
olusturulmasi ve cihaz ¢iktilarinin dijital ortamda
birlestirilerek dizinin olusturulmasini kapsadi. Son
asama ise, sekanslama sonucunda elde edilen bil-
gilerin ilk asamada yapildig1 gibi analizini, ayrica
BLAST programi ile kendi i¢inde ve GenBankasi
verileri ile kargilastirmasinit kapsadi. Bu islemler
sonucunda Ornekte mevcut tiim prokaryotik orga-
nizmalarin filumdan tiire kadar olan taksonomik
diizeylerde orantisal yogunlugu elde edildi. Ayrica
bu tiim gecerli okumalar OTU (operasyonel takso-
nomik iinite) olarak alindi. Orneklerdeki familya,
cins ve tir diizeyinde alfa-gesitlilik gosterilmesi
icin Chao, Shannon ve Simpson rarefaction algo-
ritmasi kullanildi. Asagida belirtilen okuma kalitesi
esikleri kullanildi; minimal 10 okuma {istii, minimal
150 baz okuma.

Bulgular

Incelenen 5 peynir rneginin yeni nesil DNA sekan-
st sonucunda ornek basina ortalama 480653 okuma
yapilirken, bunlardan 419842 adeti kalite filtrele-
rini gecti. Kalite dis1 okumalar ¢ikarildiktan son-
ra 330851 adeti haritalandirilarak mevcut bakteri
taksonlarindan biri ile eslestirildi. Okuma sayilari
kullanilan degisken bolgeye gore farklilik goster-
di. Haritalanan okumalar i¢inden en yiiksek sayida
okuma 188938 ile V3 bolgesinde yapildi. En diisiik

sayida okuma ise 10844 ile V2 bolgesinde yapildi.
Incelenen peynir drneklerinin tiimiinde 3’er filum
belirlendi. Firmicutes ortalama %91,5 ile en yogun
filum olarak bulunurken, Actinobacteria en seyrek
filum olarak (%0,01) bulundu (Tablo1). Sinif diize-
yinde Gammaproteobacteria (%8,4 ) saptanan tek
Proteobacteria siifi oldu. Tiim peynir 6rneklerinde
Actinobacteria filumu i¢inde 1, Firmicutes filumu
icinde 5, Proteobacteria filumu i¢inde 3 familya be-
lirlendi. En yiiksek oranda bulunan familya %86,2
ile Streptococcaceae oldu. Bunu Firmicutes filumu
icindeki familyalardan Enterococcaceae (%2,7) ve
Lactobacillaceae (2,1) izledi. Enterobacteriaceae
familyasi ise %7,6 oraninda bulundu. Genus diize-
yinde sonuglar Tablo2’de gosterilmistir. Peynir or-
neklerinin metagenomik analizi sonucunda 25 adet
cins belirlendi, bunlardan 23 adeti tiim Orneklerde
ortak olarak bulundu. Cins diizeyinde en yiiksek
cesitlilik 13 cins ile Enterobacteriaceae familyasi
icinde goriildii. Diger tiim familyalar en fazla 2 cins
ile temsil edildi. Cins diizeyinde en yiiksek ortalama
relatif yogunluk gdsteren cins Lactococcus (%85,4)
oldu. Peynir 6rneklerinin metagenomik analizi ile
belirlenen tiirlerin ortalama relatif %oranlari, pozi-
tif bulunan 6rnek sayis1 ve referans genumlara %
homolojisi Tablo3’de gosterilmistir. incelenen &r-
neklerde toplam 59 tiir belirlenirken, bunlardan 20
adeti tiim orneklerde ortak olarak bulundu. Toplam
9 Enterococcus tiri bulunurken, bunu 6 tiir ile La-
ctobacillus, 5 tir ile Buttiauxiella ve 4 tir ile La-
ctococcus ve Citrobacter takip etti. Lactobacillus
lactis tek basina %84 relatif yogunluk ile en baskin
tiir olarak belirlendi. Bundan sonraki en yiiksek di-
ger tilirler Enterococcus italicus (%1,8), Citrobacter
freundii (%]1,7), Lactococcus raffinolactis (%1,35),
Lactobacillus brevis (%]1,1) olarak saptandi. Tiim
tirler referans genlere %99’un {izerinde homoloji
gosterdi.

Tablo1. Peynir 6rneklerinin metagenomik analizi ile belirlenen iist taksonlar ortalama relatif % oranlar1

Filum % oram1 Simf % oram1 Takim % oram1 Familya % orani
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
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Tablo2. Peynir 6rneklerinin metagenomik analizi ile belirlenen tiim taksonomik tiniteler.

o,
Filum Simif Takim Aile Cins . s Tiirler
harita okuma
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae Kocuria 0,01 salcida/varians
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Macrococcus 0,19 caseolyticus/carouselicus
Staphylococcus 0,05 aureus/simiae
italicus
durans
faecium
hirae
Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 2,772 lactis
mundtii
raffinosus
thailandicus
villorum
brevis
fabifermentans
Lactobacillaceae Lactobacillus 2,12 ORI
pentosus
plantarum
xiangfangensis
Pediococcus 0,01 pentosaceus/argentinicus
mesenteroides
Leuconostocacceae Leuconostoc 0,24 lactis
pseudomesenteroides
lactis
lactis
Streptococcaceae  Lactococcus 85,42 raff notactis
garvieae
taiwanensis
Streptococcus 0,78 parauberis/uberis
agrestis
ferragutiae
Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Buttiauxella 0,75 izardii
noackitiae
warmboldiae
murliniae
Citrobacter 3,03 gzllenn' .
freundii
braakii
asburiae
Enterobacter 0,4 cloacae
hormaechei
vulneris
Escherichia 1,23 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 Jjohnsonii
Enhydrobacter 0,01 aerosaccus
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Tablo3. Peynir mikrobiyomunun metagenomik analizi ile belirlenen tiirlerin ortalama relatif %oranlari. Tabloda tiirin
bulundugu toplam 6rnek sayisi, okunan sekansin referans genoma % homolojisi ve forward:reverse orani ayr1 siitun-
larda gosterilmistir.

Cins Tiir Pozitif 6rnek sayis1  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 Tiir Pozitif 6rnek sayis1  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

Tartisma ve Sonug¢

Peynir mikrobiyolojik olarak aktif bir gidadir ve
mikrobiyotasi organoleptik, fiziko-kimyasal ve ben-
zeri kendine has Ozelliklerinin olusumunda 6nemli
role sahiptir. Kiiltiirden bagimsiz yeni nesil sekans
gibi yontemlerin, peynirin sahip oldugu mikrobi-
yotanin detayli incelenmesinde ve olusumundaki
mikrobiyal aktivitelerin arastirilmasinda etkili hale
geldigi distiniilmektedir.

Oscypek, Polonya’da Tatra daglari bolgesine
0zgl, ¢ig koyun siitiinden, starter kiiltiir kullanil-
madan iiretilen, haglamis-tiitsiilenmis bir peynir
cesitidir. Oscypek peynirinin yapimi ve olgunlag-
mas1 agamalarinda olusan mikrobiyotanin incelen-
mesi amagli yapilan ¢aligmada, hem kiiltiirel hem
de PCR-DGGE ve 16S rRNA gen amplikonlarinin
pyrosekans gibi kiiltiirden bagimsiz metodlar kul-
lanilmigtir. Kiiltiire baglh ve PCR-DGGE teknik-
leri ile peynirdeki predominant mikroorganizma-
lar saptanmis, sekans teknigi (454 pyrosekans) ile
¢ok daha fazla diizeyde bakteri gesitliligi saptan-
mustir. Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus, Enterococcus gibi bakteri cinsleri her

iic yontemle de saptanmisken, Bifidobacteriaceae,
Moraxellaceae (cogunlukla Enhydrobacter) gibi ai-
lelere bagli subdominant bakteriler ve diisiik diizey-
lerdeki bakteriler pyrosekans ile saptanabilmistir.
Bir peynir bakteri sisteminde bifidobacteria sekan-
simin varligr ilk kez bildirilmistir. Bakterilerin ya-
nisira, yiiksek oranda maya cesitliligi saptanmuistir.
Oscypek peynirinin bakteriyel ¢esitliliginde 6nemli
olan Bifidobacteriaceae, Moraxellaceae (gogun-
lukla Enhydrobacter) %0,71 ve %0,45 gibi diisiik
oranlarda saptanmistir. Bolgesel sartlar, peynirin
yapim asamalar1 gibi sebeplere bagli olarak, barsak
mikrobiyotasina, iiretim alanina (su, personel v.b.)
ait oldugu bilinen Actinobacteria ve Proteobacteria
bakterilerinin bulunmasi sasirtict degildir. Sonug
okumalarinin %20’si gibi yiiksek bir orani simif-
landirilmamis taksonomi olarak belirtilmistir [1].
Polonya’da ¢ig koyun siitii ile yapilan peynirdeki
(Oscypek) saptanan mikrobiyotada bulunan bakte-
riler bu ¢calismada bulunan bakterilerle ayni olup bu
calismada bifidobacteria bulunmamistir.

Azores bolgesinin (Portekiz) ¢ig inek sii-
tiinden {retilen yoresel peyniri Pico ‘nun bakte-
riyel cesitliliginin saptanmasit amaci ile yapilan
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bu ilk calismada, Pico peynirinin mikrobiyotasi-
nin belirlenmesi amaciyla, 16S rDNA’ nin V3-V4
bolgelerinin etiketlenmis amplikonlarinin pyro-
sekanst ve Operational Taxonomic Unit-based
(OTU-based) analizleri yapilmigtir. Pyrosekans
sonucunda, 4 filum (Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteriodetes) ve 54 cins belir-
lenmistir. Predominant cins olarak Lactococcus
(%77) saptanmistir. Staphylococcus %0,5 olarak
belirlenmistir. OTU analizleri ile Lactococcus,
Streptococcus, Acinetobacter, Enterococcus,
Lactobacillus, Staphylococcus, Rothia, Pantoea
ve smiflandirilamamis Enterobacteriaceae ailesine
bagl bakteriler saptanmistir [13]. Bu ¢alismada ise
Bacteriodetes filumu saptanmamis, diger 3 filum
Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria belir-
lenmistir, Lactococcus %85.42 oraninda saptanmis-
tir.

Sicilya’da (italya) iiretilen el yapimi Ragusano
peynirinin mikrobiyal ¢esitliligini arastirmak ama-
ciyla yapilan calismada, PCR, reverse transcripta-
se-PCR ve 16S rRNA genlerinin (rDNA) denature
gradient gel elektroforezis (DGGE) yontemleri kul-
lanilmigtir. Klonlama ve sekans uygulamalar1 son-
rast rtDNA amplikonlari, Leuconostoc, Lactococcus
lactis, Macrococcus caseolyticus tlrlerini kapsa-
yan mezofilik laktik asit bakterilerinin (LAB) ¢ig
siitte baskin oldugu, laktik fermentasyon sirasinda
ise Streptococcus thermophilus un baskin oldugu
saptanmistir. Diger termofilik laktik asit bakteri-
leri (Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fer-
mentum) peynirin olgunlasmasi asamasinda olus-
maya bagladiklar1 belirlenmigtir. Farkli ¢iftliklerde
iiretilen Ragusano peynirlerinin mikrobiyotasinin,
iretim seklinin ve gevresel faktdrlerin benzerligi-
ne paralel olarak saptandigi bildirilmistir [12]. Bu
calismada ise farkli olarak Streptococcus thermop-
hilus saptanmamis, Streptococcus parauberis ve
Streptococcus uberis saptanmistir. Lactobacillus ge-
nusu %2.12 oraninda belirlenmis, tiir diizeyinde ise
Lactobacillus brevis, Lactobacillus fabifermentans,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus paraplanta-
rum, Lactobacillus xiangfangensis, Lactobacillus
plantarum saptanmaistir.

Kontinental tipte salamura peynir yapim asa-
malar sirasinda mikrobiyal degisimlerin saptanma-
st amaciyla yapilan bu aragtirmada 16S rRNA amp-
likon sekansit kullanilmigtir. Peynirin olgunlagma

asamasi boyunca, uzun olgunlagsma gilinline sahip
peynirlerde, kisa siireli olgunlasma glinline sahip
peynirlere gore daha fazla mikrobiyal ¢esitlilige
sahip oldugu belirlenmistir. Pastorize siitten tiretil-
mis kontinental tip peynirlerle iligskilendirilmeyen
Thermus, Pseudoalteromonas, Bifidobacterium ge-
numlarinin tespit edilmesi dikkat ¢ekici bir sonug
olarak bildirilmistir. Klasik kiiltiir analiz yontem-
leri ve PCR teknigi tiim mikrobiyal popiilasyonun
saptanmasinda yetersiz kalmaktadir. High throu-
ghput next generation sequencing (NGS) yiiksek
diizeyde kompleks ekosistemlerde dominant ve
sub-dominant mikrobiyal popiilasyonlarin anlaml
analizlerine olanak saglamaktadir. Analizler sonu-
cunda a-gesitliligin peynirin olgunlasma asama-
sinda azaldig1 saptanmistir. Filogenetik olarak 5
filuma (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Deniococcus-Thermus, Actinobacteria) ait bakte-
rilerin saptandig1 bildirilmistir. Lactobacillus ve
Streptococcus populasyonlart hem kisa olgunlag-
tirma siiresine sahip hem de uzun olgunlastirma
stiresine ait peynir orneklerinde dominant diizeyde
saptanmistir. Acinetobacter ve Pseudomonas sade-
ce erken olgunlagtirma siiresine sahip peynirlerde,
Corynebacterium ve Brevibacterium yalnizca uzun
olgunlastirma siiresine sahip peynir Orneklerin-
de sub-dominant olarak saptanmiglardir [16]. Bu
calismada 3 filum ( Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria ) belirlenmistir.

Gida iiretim alanlarindaki mikrobiyal kontami-
nasyon gida kalitesi ve giivenligi agisindan oldukga
onemlidir. Bu arastirmada bir siit isletmesi iiretim
alanindaki mikrobiyota hem 16S rRNA hem de
26S rRNA bazli high-throughput amplikon sekans
(HTS) ile ¢alisilmistir. Cevresel svaplarin mikrobi-
yotasinin olduk¢a kompleks oldugu, 200’den fazla
taksonomik birim igerdigi bildirilmistir. Orneklerin
%70’inin mikrobiyotasinda laktik asit bakterileri
ozellikle Streptococcus thermophilus baskin ola-
rak saptanmustir. Orneklerin %50’sinin mikrobi-
yotasinda da peynirlerde bozulmaya sebep olan
Pseudomonas, Acinetobacter, Psychrobacter bakte-
rileri belirlenmistir. En yogun olarak saptanan ma-
yalar ise Kluyveromyces marxanius, Yamadazyma
triangularis, Trichosporon faecale, Debaryomyces
hansenii olarak bildirilmistir. Beta-gesitlilik ana-
lizlerinin, maya ve bakteri popiilasyonlarina baglh
olarak gevresel ve peynir 6rnekleri arasindaki ay-
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rimi net olarak gosterdigi bildirilmistir [15]. Bu ca-
lismada Acinetobacter saptanmis, Pseudomonas ve
Psychrobacter saptanmamistir. Moraxellaceae aile-
sinden Acinetobacter johnsonii ve Enhydrobacter
aerosaccus tim peynir drneklerinde bulunmustur.

Yerel siit mikrobiyotasinin, teknolojik ve gevre-
sel parametrelerin olgunlagtirtlmis peynirin mikro-
biyotasi lizerine etkilerini, farkli ortamlarda iiretilen
Gouda peynirinin yapisinda bulunan predominant
mikrobiyal yapimin cesitliligini arastirmak amach
bu ¢aligmada, analizlerde PCR-denaturing gradient
gel electrophoresis (PCR-DGGE) teknigi kullanil-
mistir. Pastorize siitten lretilen Gouda peynirlerin-
deki bakteriyel gesitliligin diisiik diizeylerde oldugu
bildirilmistir. Cig siitten {iretilen peynirlerdeki ente-
rokok ve pediokok ¢esitliligi, pastorize siitten iireti-
len peynirlerdekine gore bir miktar yiiksek diizeyde
saptanmistir. Peynirdeki lezzet olusumunda 6nemli
yeriolan Lactobacillus plantarum yalnizca ¢ig siitten
iiretilen peynirlerde saptanmistir. Bir giinliik olan ve
¢ig siitten iiretilen peynirlerde mastitis etkeni olan
Streptococcus dysgalactiae saptanmistir ve yine
¢ig siitten liretilmis peynirlerde Enterobacteriaceae
genumumda yer alan Gammaproteobacteria yik-
sek diizeylerde bulunmustur [5]. Bu c¢alismada
Lactobacillus plantarum 1 peynir 6rneginde saptan-
misken, Lactobacillus brevis tim peynir 6rneklerin-
de saptanmis, Gammaproteobacteria %8,42 oranin-
da saptanmustir.

Camembert peyniri gibi kompleks bir ekosis-
teme sahip peynirin real-time PCR (qPCR) tek-
nigi ile maya ve kiif yoniinden mikrobiyotasinin
arastirildigi calisma sonucunda peynir ekosiste-
minde, Kluyveromyces lactis az yogunlukta iken,
Penicillium camemberti ve Geotrichum candi-
dum’un hizlica dominant hale geldikleri saptan-
mistir. Peynir ekosistemine katilan Debaryomyces
hanseii’in ise Kluyveromyces lactis’in geligimini
tamamen inhibe ettigi bildirilmistir [8].

Yeni nesil sekans sisteminin ve bununla ilis-
kili bioinformatik aracglarin kalite skorlari, kul-
lanilan filtreler ve yiiksek homoloji diizeyleri,
okumalarin ve sonuglarin %99 {izerinde glivenilir
oldugunu gosterdi. Incelenen peynir &rneklerinde
ortak olarak bulunan mikrobiyomun kompozis-
yonu siitte dogal olarak bulunan bakterilerin yan-
simasi olarak degerlendirildi. Elde edilen bulgular
geleneksel peynirin olgunlasmasinda Lactococcus

lactis’in baskin oldugunu gostermektedir, ayrica
bunun yaninda Lactobacillus, Enterococcus ve di-
ger Lactococcus tirlerinin peynirin tat, koku, aro-
ma gibi 6zelliklerinin olusumunda rol aldig1 diisii-
nlilmiistiir. Muhtemelen peynirin konvansiyonel
kiiltiiriinde ayirt edilemeyen Lactobacillus brevis,
Lactobacillus fabifermentans, Lactobacillus pen-
tosus, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus
xiangfangensis, Lactobacillus plantarum gibi diger
tiirlerinde geleneksel peynir {lizerindeki etkilerinin
incelenmesi gerektigini gostermistir. Siitlin dogal
yapisinda bulunan ve peynir olusumunda rol oy-
nayan bakteriler yaninda, genellikle patojen ve ko-
mensal bakterileri kapsayan proteobakterilerinde
bulunmasi, peynirdeki olas1 kontaminasyonlari ve
halk saglig1 yoniinii akla getirmektedir. Ancak ge-
rek bu gruptaki bakterilerin relatif yogunlugunun
diisiik olmas1 ve gerekse bu bakterilerin taksonomik
dagilimi, bunlarin kaynaginin fekal kontaminasyon
oldugunu diistindiirmiistiir. Tespit edilen proteolitik
bakterilerin dagilimi ruminant fekal mikrobiyomu
ile uyum gostermektedir. Kirsal kesimdeki siit sa-
gim kosullari, koyun sagimindaki bilinen konta-
minasyon olasilig1 gozoniine alindiginda saptanan
proteobakterilerin 6zellikle enterobakterilerin varli-
ginin normal oldugunu diistindiirmiistiir.
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Ozet: Bat1 Nil Viriisii (BNV) Flaviviridae ailesine mensup olup artopodlarla bulasan, insanlar, atlar, kuslar ve cesitli
vahsi hayvanlarda ensefalit vakasi ile seyredebilen ve salginlara sebep olabilen bir zoonoz hastalik etkenidir. BNV nin
dogal vektorii Culex ve Aedes cinsi sivrisinekler olup, bu artropodlar ile yabani kuslar arasinda énemli bir bulasma
zinciri meveuttur. BNV nin enfeksiyon spektrumunda at, insan, kopek, koyun gibi memeli hayvanlar ile tavuk gibi evcil
kanatli hayvanlar da bulunabilmektedir. Bu ¢alismada Sanliurfa’da yerlesik damizlik atlarda Bati Nil viriisii enfeksi-
yonunun serolojik (ELISA ve PRNT) ve virolojik (Real Time RT-PCR) olarak arastirilmas1 hedeflenmistir. Bu amagla
Sanlwurfa ilinde 10 farkli merkezde bulunan toplam 277 damizlik attan alinan kan serumu drnekleri kullanildi. Ornekler
oncelikle BNV Ab ELISA testine tabi tutularak antikor varlig1 agisindan degerlendirildi. Orneklerden 42 adedi (%15.16)
seropozitif, 16 adedi (%5.77) siipheli, 219 adedi (%79.06) seronegatif olarak degerlendirildi. Mevcut seropozitif ve siip-
heli 6rnekler PRNT ye tabi tutuldu. S6z konusu 42 seropozitif 6rnekten 11 adedi (%26.19)’nin spesifik Bat1 Nil viriis
antikoru tagici@1 tespit edildi. Siipheli rneklerin higbirinde PRNT seropozitifligine rastlanmadi. Orneklenen 277 damiz-
lik atin 11 adedinde (%3.97) spesifik Bati1 Nil viriis antikoru saptandi. BNV Ab ELISA testi ile seropozitif olarak tespit
edilen 42 ornek ile 16 adet siipheli 6rnegin higbirisinde Real Time Revers Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(rtRT-PCR) ile viral RNA saptanamadi.

Anahtar kelimeler: Bati Nil Viriis, ELISA, PCR, PRNT

Serological and Virological Investigation of West Nile Virus Infection in Resident Breeder
Horses at Sanhurfa 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 Sanlurfa. For
this purpose, blood serum samples taken from 277 breeding horses in 10 different centers in Sanlurfa 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
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Giris

Bat1 Nil Viriisii (BNV) insanlar, atlar, kuslar ve ge-
sitli vahsi hayvanlarda ensefalit vakasi ile seyreden
salginlara sebep olabilen, artropodlarla bulasan,
Flaviviridae ailesine mensup zoonoz bir hastalik
etkenidir [2,4,8]. Virisiin dogal tasiyicist Culex
ve Aedes cinsi sivrisineklerdir. Yabani kuslarla bu
artropodlar arasinda énemli bir gegis zincirine sa-

hip olan viriis insan, at, kopek, koyun gibi memeli
hayvanlar ile tavuk gibi evcil kanatli hayvanlar1 da
enfekte edebilmektedir [18,19,20].

Ulkemizin, kuslarin 6nemli gog yollar1 arasinda
yer almasi enfeksiyonun yayilmasi agisindan dnem
arz etmektedir. Ayn1 zamanda iilkemizin at yetisti-
riciligi agisindan oldukga ileri bir noktada olmasi,
enfeksiyonunun at yetistiriciliginde sebep olabile-
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cegi performans diistikliigli ve kayiplardan dolay1
Bat1 Nil Viriis enfeksiyonunu ekonomik yonden
onemli bir hale getirmektedir. Bu ¢alismanin yapil-
dig1 cografi konumun gé¢men kuslarin go¢ yollar
iizerinde yer almasi, bolgenin 1liman iklim kusagin-
da bulunmasi ve sulak arazi oraninin yiiksek olmasi
ve arastirmada orneklenen yerlesik at popiilasyonu
yaninda yilin belirli zamanlarinda yaris programi
kapsaminda olan Sanlurfa’ya iilkenin degisik se-
hirlerinden gelen yaris atlari i¢cin de Bat1 Nil Viriis
enfeksiyonu riskinin algilanmasi ve bu yolla yurdun
degisik bolgelerine viriis iletimi olasiliklarinin de-
gerlendirilmesi adina Sanlurfa’da yerlesik atlarda
Bat1 Nil Viriisti enfeksiyonunun serolojik ve virolo-
jik olarak arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot
Orneklenen Isletmeler

Calismada Sanliurfa merkez ve gevre ilgelerinde da-
mizlik at yetistiriciligi yapan 10 ayr isletmede bu-
lunan toplam 277 attan alinan kan serumu drnekleri
kullanild: (Tablo 1). Mevcut isletmelerde bulunan
atlarin yasamlar1 boyunca bulunduklar1 il/ilge’den
farkli bir yere gotiiriilmedikleri ve Bat1 Nil viriisii
enfeksiyonuna kars1 asilanmadiklar1 6grenildi.

Tablo 1. Ornekleme yapilan isletmeler.

isletme isletmenin . Orneklenen
No Bulundugu Il¢e Hayvan Sayisi
I Merkez/Eyyiibiye 21
II Merkez/Karakoprii 51
1T Siverek 47
v Siverek/Haliliye 44
\% Surug 53
VI Hilvan 47
VII Akgakale 5
VIII Halfeti
IX Virangehir 1
X Bozova 6
Toplam 277

Hiicre Kiiltiirii

BNV’nin iretilmesi, viriisiin titresinin hesaplan-
mast ve Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testinde
(PRNT) Vero E6 (ATCC CCLS81-Afrika Yesil
Maymun Bobrek) devamli hiicre kiiltiirti kullanild.

Viriis

Aragtirmada, Ankara  Universitesi ~ Veteriner
Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali laboratuvari ko-
leksiyonunda mevcut BNV susu (West Nile virus
NY-99 strain) kullanildi. Viriis Vero E6 hiicre kiiltii-
rlinde tiretildi ve PRNT’de 3x10%mL plak olugturan
iinite titresinde kullanildi.

Kan Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Silikonlu tiiplere alinan kan, pihtilastiktan sonra
2000 devirde 10 dakika santrifiij edilip serumla-
11 ayrildi. Serumlar test edilinceye kadar -20°C’de
muhafaza edildi. PRNT Oncesi serum O&rnekleri
56°C’de 30 dakika tutulmak suretiyle inaktive edil-
di.

BNV Ab ELISA Testi

BNV proteinlerine kars1 olusan antikorlarin tespi-
ti amaciyla biitiin serum Ornekleri INGEZIM West
Nile COMPAC antikor ELISA testine tabi tutuldu.
Testin uygulama basamaklari ve degerlendirme 61-
clitleri tretici firmanin belirledigi kriterlere gore
yapildi.

BNV IgM ELISA Testi

BNV Ab ELISA test Kkiti ile seropozitif olarak tes-
pit edilen ornekler ile siipheli olarak degerlendiri-
len biitlin serum Ornekleri BNV’ye spesifik akut
donem antikorlarinin tespiti amaciyla IDEXX West
Nile Virus IgM Antikor ELISA testine tabi tutuldu.
Testin yapim asamalar1 ve degerlendirme kriterleri
iretici firmanin belirttigi prosediire gore uygulandi.

Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)

BNV Ab ELISA test kiti ile seropozitif olarak tespit
edilen 42 serum ornegi ile siipheli olarak degerlen-
dirilen 16 serum 6rnegi plak rediiksiyon nétralizas-
yon testine tabi tutuldu. Viriis kontrol gézlerindeki
plak sayisinin % 80 ve daha yiiksek oranda azalma-
sina yol acan serum sulandirmasi o 6rnegin BNV’ye
kars1 spesifik noétralizan antikor tasidigr yoniinde
degerlendirildi.

Real Time Revers Transkriptaz-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (rtRT-PCR)

BNV Ab ELISA test kiti ile seropozitif (42) ve
stipheli olarak degerlendirilen (16) serum O6rnek-
leri rtRT-PCR’a tabi tutuldu. Oncelikle viral ge-
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nomik RNA izolasyonu amaciyla ticari QlAamp
Viral RNA Mini Kiti tiretici firmanin 6nerdigi se-
kilde kullanilarak RNA ekstraksiyonu yapildi. S6z
konusu ornekler viral genomik RNA varligi aci-
sindan gercek zamanli ters transkripsiyonlu poli-

meraz zincir reaksiyonuna tabi tutuldu. Bu amagla
Thermo Fisher tarafindan gelistirilmis Lineage-1 ve
Lineage-2’yi tespit etme 6zelligine sahip primer ve
problar kullanildi.

Testte kullanilan Primer ve prob dizaynlari agagida 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 CCACCT C-3’

Kullanilan internal pozitif kontrol i¢in primer ve prob dizaynlar1 asagida sunuldu.

NSS5-2-Fwd 5’-GAA GAG ACCTCG GGC TCATG-3°
NS5-2-Prob  5°-VIC-CCAACG CCATTT GCT CCG CTG-TAMRA-3’
NSS5-2-Rev 5’-CGG TAG GGA CCC AAT TCA CA-3°

Realtime RT-PCR (rtRT-PCR) reaksiyon kari-
stmin1 hazirlamak igin gerekli bilesenler ve miktar-
lar1 tablo 2’de gosterildi.

Tablo 2. rtRT-PCR karisim bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar(pL)
2 x Reaksiyon Karigimi 12,5 uLL
Primer Forward (50 pmol/uL) 1 uL
Primer Reverse ( 50 pmol/pL) 1 uL
DNAse, RNAse ari H,0 5,0 uL
Superscript mix 0,5 uL
Toplam 20 uL

Elde edilen rtRT-PCR reaksiyon karigimi1 5 pL
RNA ekstrakti ile +4°C’deki sogutucu bloklarda
karigtirildi. Elde edilen 25 pL iriindeki saptama
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
cihazi ile tablo 3’de verilen siire ve dongiilerden
olusan programla gerceklestirildi.

Tablo 3. Real Time RT-PCR 1s1 dongiisii ve dongii sayisi.

Safhalar Sicakhik Siire  Siklus sayisi
cDNA Sentezi 50°C 15 dk 1

On Denatiirasyon 95°C 120 sn 1
Denatiirasyon 95°C 10 sn 35
Baglanma/Uzama 60°C 30 sn

Test 6rneklerine ait sonuglar pozitif ve negatif
kontrollerle karsilagtirilarak degerlendirildi. Pozitif

kontrol ve pozitif drneklerde Ct degeri 35°den kii-
¢lik ve yiikselen bir sigmoid logaritmik egri olarak,
Negatif kontrol ve negatif drneklerde ise Ct dege-
i 35’ten biiyiik ve diiz bir floresan ¢izgisi seklin-
de izlendi. Ct degeri 30-35 arasinda olan Ornekler
ise zayif pozitif olarak degerlendirildi ve tekrar test
edildi.

Bulgular

BNV Ab ELISA ve BNV IgM ELISA Testi
Sonuclari

Ornekleme yapilan toplam 10 adet isletmenin 6
tanesinde Bati Nil viriisiine ait antikor varlig tes-
pit edildi. Toplam 277 ata ait kan serum orneginin
BNV Ab ELISA ile kontrolii sonucunda 6rneklerin
42 adeti seropozitif olarak belirlendi. On alt1 adet
serum Ornegi ise testin degerlendirme kriterine gore
siipheli olarak kabul edildi. S6z konusu siipheli
ornekler ikinci kez ayni teste tabi tutuldu ve yine
siipheli aralikta degerlendirildiler. Seropozitif ola-
rak tespit edilen ornekler (42 adet) ile siipheli ara-
likta kalan ornekler (16 adet) IgM ELISA testi ile
ikinci bir teste tabi tutularak s6z konusu seropozitif
hayvanlarin kagmin akut enfekte oldugunun tespiti
yapildi. S6z konusu 42 seropozitif drnekten 1 adeti
IgM pozitif olarak bulunurken geri kalan 41 &rnek
IgG olarak degerlendirildi. Siipheli aralikta yer alan
16 adet 6rnekten higbirinde IgM varlig1 tespit edil-
medi. Orneklere uygulanan ELISA testlerinin so-
nuglari tablo 4’de sunuldu.
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Tablo 4. isletmelere gore ELISA sonuglarmin dagilima.

. . . s .. Pozitif (%)
Isletme No  Isletmenin Bulundugu Ilce Orneklenen Hayvan Sayisi
BNVAD (+) IgM (+)
I Merkez/Eyyiibiye 21 3 (14.28) -
11 Merkez/Karakoprii 51 5(9.8) -
111 Siverek 47 7 (14.89) -
v Siverek/Haliliye 44 3 (6.81) 1*(2.27)
v Surug 53 11 (20.75) -
VI Hilvan 47 13 (27.65) -
VII Akgakale 5 0 -
VIII Halfeti 0 -
X Virangehir 0 -
X Bozova 6 0 -
Toplam 277 42 (15.16) 1(0.36)

* Ornek aym zamanda BNV Ab (+) 6rneklerden biri

Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)
Sonuglari

ELISA testi ile tespit edilen seropozitifliklerin Bati
Nil viriis’a kars1 spesifik olup olmadigmin saptan-
masina yonelik olarak BNV Ab ELISA testi ile se-
ropozitif olarak tespit edilen 42 6rnek ile siipheli
aralikta degerlendirilen 16 6rnek Plak Rediiksiyon
Notralizasyon Testine alindi. Seropozitif 42 or-
nekden 11 adedi (%26.19) PRNT de pozitif olarak

tespit edildi ve bu bireyler BN viriise kars1 spesifik
antikor olusturan bireyler olarak kabul edildi. IgM
ELISA testi ile seropozitif olarak tespit edilen bir 6r-
nek PRNT’de negatif sonug verdi. BNV Ab ELISA
testi ile siipheli aralikta degerlendirilen 6rneklerin
hicbirinde PRNT seropozitifligi saptanmadi. BNV
Ab ELISA ve PRNT sonuglari karsilastirmali olarak
tablo 5’de sunuldu.

Tablo 5. BNV Ab ELISA ve PRNT sonuglarinin ilgelere gore dagilimi.

Isletmenin Orneklenen ELISA Pozitif PRNT Pozitif
Bulundugu Il¢e hayvan sayisi hayvan sayisi1 (%) hayvan sayis1 (%)
Merkez/Eyyiibiye 21 3 (14.28) 1 (4.76)
Merkez/Karakoprii 51 5(9.8) 4 (7.84)
Siverek 47 7 (14.89) 3 (6.38)
Siverek/Haliliye 44 3(6.81) 0

Surug 53 11 (20.75) 1(1.88)
Hilvan 47 13 (27.65) 2 (4.25)
Akcakale 5 0 0
Halfeti 0 0
Virangehir 1 0 0
Bozova 6 0 0
Toplam 277 42 (15.16) 11 (3.97)

Real Time Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Sonuclari

BNV Ab ELISA pozitif 42 ve siipheli 16 adet drne-
ginin ekstraksiyonu yapildi ve elde edilen iriinler

Real Time RT-PCR ile test edildi. Orneklerin hicbi-
risinde Lineage 1 ve Lineage 2’ye ait BNV genomik
RNA’s1 tespit edilemedi.
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Tartisma ve Sonug¢

Viriis ilk kez Uganda’da Bati Nil ad1 verilen bolge-
de yiiksek atesli bir kadin hastadan izole edilmistir
[17]. BNV’ nin sebep oldugu at ensefaliti olgulari
ise ilk kez 1960’11 yillarin baslarinda Misir ve Fran-
sa’da bildirilmistir [3]. Bat1 Nil viriis enfeksiyonu
cesitli zamanlarda Asya, Afrika, Orta dogu, Balkan-
lar, Avrupa’nin dogusu ve gilineyinde atlar ve diger
memelilerde salginlara neden olmustur.

Giliney Afrika’da 1974 yilinda BNV’nin se-
bep oldugu yaklasik 10.000 atesli insan olgusu, en
biiyilk BNV salgin1 olarak bilinmektedir [3]. Ro-
manya’da 1996 yilinda BNV, arboviral ensefalitin
biiylik bir sebebi olarak ortaya ¢ikmis olup, altis
olim ile sonuglanan 393 ensefalitli insan olgusu
bildirilmistir. Bindokuzyliz doksanalt1 yilindan son-
ra insanlarda ve atlarda BNV ensefalit olgularinin
Akdeniz havzasinda, Rusya ve Avusturya’da hizli
bir sekilde arttig1 bildirilmistir [3].

Ulkemizde Bat1 Nil viriis enfeksiyonu ile ilgili
insanlarda da yapilmis ¢esitli ¢alismalar bulunmak-
tadir. Bu konuda yapilmuis ilk serolojik arastirmada
[zmir, Erzurum, Adana ve Diyarbakir illerinde bes
yas altinda, 6-15 yas arasinda ve 16 yas iizerinde
olmak {izere ti¢ farkli yas grubundan alinan toplam
559 serum Orneginde hemagliitinasyon inhibisyon
testiyle Bat1 Nil veya buna benzer bir ajanla mey-
dana gelen bir enfeksiyonun tilkemizde varlig1 gos-
terilmistir [9].

Serter [14] tarafindan yapilan bir arastirmada
1966 yilinda Izmir ve civarindan sinirsel belirtilerle
hastaneye gelen bireylerin licte birinin bu ajanlarla
enfekte oldugu ve bunlarin ¢ogunun Arboviriisler
tarafindan meydana gelen enfeksiyonlar oldugu ile-
ri siiriilmistiir. Serter tarafindan 1964-1966 yillart
arasinda Izmir ve civarinda 20 hastanm kan serum-
larinda arboviriislerin arastirildigi arastirma bulgu-
lari, Bat1 Nil basta olmak tizere bazi Arboviriisler
icin pozitif reaksiyonlar1 ve muhtemelen gegirilmis
enfeksiyonlar isaret etmektedir.

Arastirict benzer sekilde 1968’de Izmir ve
cevresinde tick-borne virlis meningoensefalitlerini
arastirmig ve Tick-borne, West Nile, Dengue Fever,
Tahyna ve Sindois viriislerine kars1 antikor varligimi
tespit etmistir [15].

Mego [10] Giineydogu Anadolu Bolgesinde
1970’lerde yaptig1 bir calismada 937 bireye ait kan

serumu orneginde hemagliitinasyon inhibisyon testi
ile BNV seropozitifligini arastirmis ve bu bolgedeki
farkli illerde %38 - 47.8 arasinda degisen oranlarda
seropozitiflik bulmus ve seropozitifligin yasla bir-
likte arttigini vurgulamistir.

Serter’in 1980’de yiriittiigii bir baska calig-
mada ise Ege illerinde yaptig1 drneklemelerde he-
maglutinasyon inhibisyon testi ile 1074 bireyin
%29,1’inde virlise spesifik antikorlar saptanmis,
bunun %74’ de notralizasyon testi ile dogrulan-
mistir [16]. Fakat elde edilen verilerin yiiksek oran-
da Flaviviriisler arasinda meydana gelen antijenik
capraz reaksiyonlardan kaynaklandigi belirtilmistir.

Bati Nil virilis enfeksiyonu iilkemizde son 15
yil icerisinde Ozellikle at yetistiriciligi yapilan is-
letmelerde 6nemli bir enfeksiyon olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Ulkemizde yapilan bildirimler ince-
lendiginde enfeksiyonun Ozellikle ilkbahar yaz
mevsimlerinde havanin 1sinmas ile artig gosterdigi,
goemen kus popiilasyonlarinin durak yerlerinde ve
sulak arazi oraninin fazla oldugu bolgelerde yayili-
ma sahip oldugu goriilmektedir [5].

Ozkul ve ark. (13) farkl: tiirlerin kan serumla-
rina uyguladiklar1 PRN testinde 40 katir 6rneginin
1’inde (%2.5), 100 s1gir 6rneginin 4’{inde (%4), 114
kopek orneginin 43’tinde (%13.5), 259 at 6rneginin
35’inde (%13.5), 88 insan Orneginin 18’inde (%20
4) ve 100 koyun 6rneginin 1’inde (%1) bat1 Nil vi-
rus notralizan antikorlarini tespit etmis, elde edilen
sonuglart genig bir memeli yelpazesinin viriise ma-
ruz kaldigi seklinde degerlendirmistir.

Bu ¢alismada Sanliurfa merkez ve gevre ilgele-
rinde yerlesik bulunan ve saglikli goriinen Bat1 Nil
viriis enfeksiyonunun son konakgisi olan damizlik
atlarda hastaligin serolojik ve virolojik olarak arasti-
rilmas1 amaglanmistir. Bu amagla Sanliurfa merkez
ve g¢evresindeki ilgeleri kapsayan toplam 10 farkli
merkezde yer alan ve mevcut yerlerinden drnekle-
me anina kadar farkli bir yere gotiiriillmeyen ve yer
degisikligi yapilmayan toplam 277 saglkli gorii-
nliimlii damizlik ata ait kan serumu 6rnekleri kul-
lanilmistir. S6z konusu ornekler oncelikle Bat1 Nil
viriisiine kars1 antikor ELISA testine tabi tutulmus,
test edilen toplam 277 ata ait kan serumu 6rneginin
42 adedinde (%15.16) antikor varligi saptanmuistir.
On alt1 adet serum Ornegi testin degerlendirme kri-
terine gore siipheli aralikta bulunmus bu sebeple 2.
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kez ayn1 teste tabi tutulmus ve yine siipheli aralikta
saptanmuistir.

Calismada orneklenen hayvanlarin kan serum-
larina yapilan BNV Ab ELISA testi ile oncelikli
olarak hayvanlarin enfeksiyona maruz kalip kalma-
dig1 tespit edildi. Antikor pozitif olarak tespit edilen
hayvanlar bu defa Bat1 Nil viriisii [gM ELISA tes-
tine tabi tutularak hangilerinin akut enfekte, hangi-
lerinin ise konvelesan dénemde oldugunun tespitine
yonelik bir ¢ikarima tabi tutuldular. Bu amagla sero-
pozitif olarak tespit edilen 42 adet 6rnek ile 16 adet
siipheli 6rnek BNV IgM ELISA testine tabi tutuldu.
BNV Ab ELISA testi ile seropozitif olarak saptanan
42 ornegin 1 adeti IgM pozitif olarak saptanirken
geri kalan 41 6rnek IgG pozitif olarak degerlendiril-
di. Siipheli 16 6rnekten herhangi birisinde ise IgM
seropozitifligi saptanmadi. S6z konusu IgM seropo-
zitif hayvanin IV no’lu merkezden drneklendigi ve
mevcut 3 adet seropozitifligin iki adedinin IgG ve
bir adedinin IgM seklinde oldugu sonucuna varildi
(Tablo 4).

Orneklemelerin yapildigi on adet merkezden 6
adedinde (I, II, III, IV, V, VI) antikor varlig1 tespit
edilirken, 4 adet merkezden 6rneklenen hayvanlarin
kan serum 6rneginde (VII, VIII, IX, X) antikor var-
ligina rastlanmadi.

Antikor varlig1 tespit edilen merkezler tek tek
degerlendirildiginde (tablo 4); en yiiksek seropozi-
tiflik oran1 VI no’lu merkezde %27.65 (13/47) ola-
rak tespit edildi. Bunu sirasiyla; V nolu merkezde
%20.75 (11/53), 11l no’lu merkezde %14.89 (7/47),
I no’lu merkezde %14.28 (3/21), Il no’lu merkezde
%9.8 (5/51) ve IV no’lu merkezde %6.81 (3/44)’lik
seropozitiflik degerleri takip etti.

Arastirmaya katilan VII, VIII, IX ve X no’lu
merkezlerde ise herhangi bir antikor tiirii yoniinden
seropozitiflie rastlanamamistir. S6z konusu mer-
kezlerde orneklenen hayvan sayisina bakildiginda
VII no’lu merkezden 5, VIII no’lu merkezden 2, IX
no’lu merkezden 1 ve X no’lu merkezden 6 hay-
vanin Orneklendigi goriilmektedir. Bu merkezler-
den yapilan o6rneklemelerden elde edilen sonuglar
enfeksiyonun o isletmelerdeki varligi veya yoklugu
hakkinda sz sdyleyebilmek i¢in son derece yeter-
sizdir. Ancak orneklem biyikliigiiniin biraz daha
fazla oldugu komsu ilgelerin sonuglarina bakildi-
ginda, s6z konusu hastaliga yonelik seroprevalansin

%6.81 (IV no’lu merkez) ile %27.65 (VI no’lu mer-

kez) arasinda degistigi goriilmektedir.

Bat1 Nil Viriise iligkin serokonversiyonlarin
tespiti icin Uretilen ELISA temelli test sistemleri,
Flaviviriis cinsi ig¢indeki diger viriislere karsi olu-
san antikorlar ile ¢apraz reaksiyon verebilmektedir.
Yapilan ¢esitli arastirmalarda BNV ELISA Antikor
test sistemlerinin St Louis ensefalitis viriis, Japon
ensefalitis viriis, Usutu viriis veya tick-borne en-
cephalitis (TBE) gibi diger bazi flavivirislere karsi
olusan antikorlar ile ¢apraz reaksiyon verebildigi
belirtilmektedir. Nitekim Diinya Hayvan Sagligi
Organizasyonu’nun [1] ilgili web sayfalarinda da
konu ile ilgili dikkat ¢ekilerek, Bat1 Nil viriis’e kars1
serolojik testler i¢inde en spesifik olan testin PRNT
oldugu ifade edilmekte ve onerilmektedir.

Sirbistan’da yapilan bir ¢aligmada da 2007-
2011 yillar1 arasinda 252 attan toplanan serum
ornekleri ELISA (Ingezim West Nile Compac
ELISA, Ispanya) testine tabi tutulmus ve 72 adet
ornek (%28.57) seropozitif olarak tespit edilmistir.
Mevcut 72 seropozitif 6rnege yapilan PRNT sonu-
cunda Orneklerden 48 adedinin (%19.04) spesifik
Bat1 Nil viriise karsi olugsmus antikor tagidigi sonu-
cuna vartlmstir [11].

Bizim calismamizda da seropozitif olarak tes-
pit edilen toplam 42 adet ELISA seropozitif ve 16
adet siipheli 6rnege PRNT uygulanmistir. Test so-
nucunda toplam 42 adet pozitif serum 6rneginin 11
adedinde (%26.19) Bat1 Nil viriisii antikoru tespit
edilmigtir. PRNT sonuglar1 géz oniine alindiginda
orneklemelerin yapildigi toplam 10 adet merkezin
5’inde Bati Nil viriisa kars1 spesifik antikor tasiyan
bireyler tespit edilmistir. Orneklemelerin yapildig
merkezler tek tek degerlendirildiginde ise Bati Nil
viriise kars1t olusmus spesifik antikor varliginin en
yiiksek II no’lu merkezde %7.84 (4/51) oldugu tes-
pit edilmistir. Diger seropozitif merkezlerde bu oran
strastyla; 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-
lunmustur (Tablo 5). Arastirmada IV, VII, VIII, IX
ve X no’lu merkezlerden yapilan 6rneklemelerde
ise Bat1 Nil viriise spesifik antikor varlig1 tagiyan bi-
reylere rastlanmamistir. ELISA testi ile seropozitif
olarak tespit edilen ancak PRNT’de negatif olarak
degerlendirilen 6rneklerdeki ELISA antikor pozitif-
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liginin, ayni grup viriislerle olas1 ¢apraz reaksiyon-
lara bagli olabilecegi sonucuna varilmistir.

Bolgesel viriis sirkiilasyonunun dogrulanma-
sma yonelik olarak bolgedeki insanlarda yapilan
farkli serolojik taramalar da ¢alismamizin sonugla-
rin1 destekler mahiyettedir. Sanlurfa’da ve Siverek
ilgesinde 2007 yilinda yiiriitiilen bir arastirmada,
181 adet saglikli bireyden alinan kan serum ornek-
lerinde indirekt immufloresan yontemi kullanilarak
virlise spesifik IgG antikorlariin tespiti amaglan-
mistir. Arastirma kapsaminda c¢alisilan Ornekler-
de %16 oraninda seropozitiflik elde edilmis ve bu
seropozitifiklerin %9.5’1 PRNT ile teyit edilmistir.
Arastirma sonunda bolgedeki sivrisinek hareketlili-
gi ile dogru orantili olarak bireylerde olasi Bat1 Nil
viriis enfeksiyonu varligi da kanitlanmistir [6, 12].

Orta Anadolu bolgesinde 2516 bireyde yapilan
baska bir arastirmada ise viriise karst olusan IgG
antikorlarmin ELISA testiyle taramasi yapilmis-
tir. Aragtirma sonucunda %0.99 (25/2516) oranin-
da IgG pozitifigi belirlenmis ve 6rneklerin %0.56
(14/2516)’s1 PRNT ile dogrulanmigtir. Bu aragtirma
Orta Anadolu’da viriisiin bolgedeki aktivitesini is-
patlamistir [7].

Bu arastirma ile Sanliurfa merkez ve c¢evre il-
celerinde yerlesik damizlik atlarda enfeksiyonun
varlig1 ve yaygmlig arastirilmis, BNV Ab ELISA
testi ile % 15.16 (42/277) seropozitif olarak deger-
lendirilen 6rneklere yapilan PRNT ile spesifik Bati
Nil viriis antikor oraninin %3.97 (11/277) oldugu
sonucuna varilmistir. Gerek bu arastirmada elde
edilen sonuglar ve gerekse yukarida agiklanan diger
arastirma sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde,
ozellikle BNV a spesifik antikor varliginin tespitin-
de serolojik testler iginde PRNT nin yiiksek spesifi-
teye sahip oldugu unutulmamalidir.

Calisma kapsaminda birinci asamada BNV
Ab ELISA ile seropozitif olarak degerlendirilen 42
ornek ile siipheli olarak degerlendirilen 16 6rnege
(toplam 58 6rnek) uygulanan Real Time RT-PCR
testinde pozitiflik saptanamadigindan molekiiler
epidemiyolojik degerlendirmeye tabi tutulacak bir
veriye ulasilamamistir. Enfeksiyona maruz kalan
tek tirnaklilarda viremi doneminin oldukg¢a kisa
siirdligli bilinen bir gergektir. Dolayisiyla ¢alisma
kapsaminda orneklenen hayvanlarda Ornekleme
aninda herhangi bir akut hastalik tablosunun da bil-

dirilmemis olmasi ve viriisiin dogasinda tanimlan-
mis bir uzun siireli viremi bulunmamasi sebebiyle
bu sonu¢ normal karsilanmistir. Bu anlamda viriisiin
iilkemizdeki sirkiilasyonun belirlenmesi i¢in daha
genis saha caligmalarina gereksinim duyulmaktadir.
Ayrica zoonoz olan Bati Nil Viriisiiniin muhtemel
insan vakalarima da sebep olabilecegi goz Oniine
alindiginda 6zellikle hastali§in bulastirilmasinda
rol oynayan sokucu sinek popiilasyonlarinin yasa-
min1 daha uzun siire sitirdiirebildigi, mevsimsel ola-
rak daha iliman bolgelerde enfeksiyonun her zaman
akilda tutulmasinda fayda bulunmaktadir.

Arastirma bulgulari, ¢calismanin yapildigi cog-
rafi konumun gé¢gmen kuslarin gog yollar iizerinde
yer almast, bolgenin 1liman iklim kusaginda bulun-
mas1 ve sulak arazi oraninin yiiksek olmasi enfeksi-
yonun yayilmasi agisindan 6nemli ipuglar1 verirken,
aragtirmada Orneklenen yerlesik at popiilasyonu
yaninda yilin belirli zamanlarinda yarig programi
kapsaminda olan Sanlurfa’ya iilkenin degisik se-
hirlerinden gelen yaris atlar1 i¢in de Bat1 Nil Virtis
enfeksiyonu riskinin algilanmasi ve bu yolla yurdun
degisik bolgelerine viriis iletimi olasiliklarinin de-
gerlendirilmesi adina 6nem arz etmektedir.
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Ozet: Antibiyotiklerin artan kullanini mikroorganizmalarm direng kazanmasma neden olmustur. Bu durumda 6zellikle
kolay elde edilebilen, daha az yan etkiye sahip bitki kaynakl terap6tik maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Zingiber officinale (Zencefil) eski ¢aglardan beri tiim diinyada dogrudan antimikrobiyal etkinlige sahip olmasi nedeniy-
le bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir.

Calismada Zingiber officinale bitkisinin Soxhlette hazirlanan etanol ekstraktlarinin, standart Staphylococcus aureus
(ATCC-25923), Escherichia coli (ATCC-25922) ve insanlardan izole edilmis daha 6nce farkli antibiyotiklere direngli
oldugu bilinen Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumoniae etkenlerine karsi 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 diflizyon yontemi ile karsilastirilmasi amag-
land:.

Bu ¢alismada zencefil (Zingiber officinale) ekstraktinin tiim test edilmis bakterilerden Staphylococcus aureus’a karst 5
puL ,10 pL,15 puL ve 20 pL ekstrakt emdirilen diskler ¢evresinde sirasiyla 7 mm, 10 mm, 11 mm, 15 mm inhibisyon zon
caplari ile ekstraktin artan miktarlarryla etkisinin fazlalastig1 gozlendi. Escherichia coli’de ise sadece 20 pL ekstrakt
uygulanan disk ¢evresinde 7 mm inhibisyon zon ¢ap1 saptandi. Diger bakterilerde ise ekstraktin etkinliginin gorildiigi
bir inhibisyon zon ¢ap1 olugmadi.

Sonug olarak, Zingiber officinale nin yapisindaki bilesiklerin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’ye karsi doza
bagl olarak antibakteriyel etkinlige sahip olmasi dolayistyla ekstraktin MIK ve MBK iizerine ¢alismalarin yapilmasinin
faydali olacag diistintildii.

Anahtar kelimeler: Zencefil, Antibiyotik duyarliligi, 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 pL, 10 pL, 15 pL and 20 pL
extracts respectively from all tested bacteria. In the case of Escherichia coli, only 7 pM inhibition zone diameter was
detected around the disk where only 20 pL 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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Giris

Bakteriyel enfeksiyonlar 6nemli morbidite ve mor-
talite nedenidir. Son yillarda patojen etkenlerin ge-
listirdigi antibiyotik direnci, hatta ¢oklu ila¢ direnci
nedeniyle bilim insanlar1 ¢esitli kaynaklardan an-
timikrobiyal aktiviteye sahip, yeni antimikrobiyal
ajanlarin gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalar yapmak-
tadirlar [8].

Latince adi1 Zingiber officinale olan zencefil,
Zingiberaceae familyasina ait, boyu bir metreye
kadar uzayabilen, ince uzun yaprakli, sari-kirmizi
renkli ¢igek agan bir bitkidir. Cin basta olmak iizere,
Hindistan, Endonezya, Vietnam, Japonya gibi tro-
pikal ya da subtropikal iklimlerde yetistirilmektedir
[33].

Zencefilin kok veya rizomlari, baharat olarak
ve tibbi amaclh kullanilmak iizere yetistirilmekte-
dir. Asya yemeklerinin vazge¢ilmez bir baharatidir.
Ayrica yiizyillardir Asya, Hindistan ve cesitli Arap
iilkelerinde tibbi amacl kullanilmistir. Zencefil, ¢ig
veya pismis olarak kullanilabilir. Taze, kurutulmus
ve toz haline getirilmis formlar1 da bulunur [32].

Zencefil, Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan ¢ok az yan etkisi olan saglikli bir madde
olarak da bildirilmistir [20].

Sivasothy ve ark. [29]’nin yaptig1 calismada,
zencefilin yaprak ve rizomlarindan hidrodestilas-
yon yontemiyle elde edilen ugucu yaglari, mikro
seyreltme teknigi kullanarak antibakteriyel aktivi-
telerinin degerlendirilmistir. Buna gore kok ve ri-
zomlardan elde edilen yaglarin Gram-pozitif bakte-
rilerden Bacillus licheniformis, Bacillus spizizenii,
Staphylococcus aureus’a ve Gram-negatif bakteri-
lerden Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Pseudomonas stutzeri’ye karsi orta derecede etkin
oldugunu ortaya koymuslardir. Benzer bakteriler
iizerine zencefilin etkinligini belirlemek {izerine
yapilmis diger bir calismada da, zencefil ekstrakt-
larinin patojen bakterilere karsi etkisinin, artan kon-
santrasyonla paralel olarak artarak inhibisyon ¢api-
nin biiyidigii belirlenmistir [4].

Sagmal ineklerde mastitis olgusundan izo-
le edilen Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis ve Streptococcus agalactiae etkenle-
rine karst kirmizi zencefilin farkli konsantrasyon-
larda ekstraktlarinin etkisi aragtirilmis, sirasiyla
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus au-

reus, Streptococcus agalactiae’ya etkin bulundugu
bildirilmistir [24].

Ekwenye ve Elegalam [ 12]’1n zencefil ve sarim-
saktan elde ettigi sulu ve etanollii ekstraktlarin an-
tibakteriyel etkisini Escherichia coli ve Salmonella
Typhi etkenleri {izerinde test ettiklerinde zencefilin
sarimsaktan daha etkin bulduklarini ve etanollii eks-
traktin ise sulu ekstraktan 6zellikle Escherichia coli
iizerinde etkin bulundugunu gostermisglerdir.

Akintobi ve ark.[6]’nin zencefilden elde ettik-
leri sulu ve etanollii ekstraktlarin alti patojen Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteri iizerinde antibak-
teriyel etkisini arastirmislar ve ¢alismada zencefil
ekstraktinin Proteus mirabilis’de en yiiksek diizey-
de inhibe edici etki gosterirken, Staphylococcus au-
reus ve Salmonella Typhi kars1 daha az etkin bulun-
mus ve Pseudomonas aeruginosa, Escherichia colli,
Bacillus subtilis kars1 antibakteriyel etki belirlene-
memistir.

Anbu Jeba Sunilson ve ark.[9]'nmin yaptigi
calismada zencefil (Zingiber officinale), zerde-
cal (Curcuma longa) ve havlican (Alpinia galan-
ga) ekstraktlarinin Escherichia coli, Salmonella
Enteriditis, Clostridium perfringers, Staphylacoccus
aureus, Campylobacter jejuni, Bacillus cereus,
Saccharomyces cerevisiae, Hansenula anomala,
Mucor mucedo, Candida albicans mikroorganiz-
malarina kars1 antimikrobiyal a¢idan dogal gida ko-
ruyucu olarak kullanilma potansiyelinin oldugunu
ortaya koymuslardir.

Zencefil (Zingiber officinale) ve karabi-
ber (Piper nigrum)’in etanol ekstraktlariin
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia, Escherichia coli ve Proteus
izerinde in vitro antimikrobiyal aktiviteleri deger-
lendirildigi calismada, Pseudomonas aeruginosa
ve Escherichia coli lizerine inhibe edici etki goz-
lenmedigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada zencefil
ekstraktinin, Proteus spp.’de 50-800 pg / ml disk
konsantrasyon araliginda ve Staphylococcus au-
reus, Klebsiella pneumonia’da ise 100-800 pg/ml
disk konsantrasyonunda duyarli oldugu rapor edil-
mistir [31].

Rawat [25]'mn yaptig1 ¢alismada, Escherichia
coli, Staphylococcus spp. ve Klebsiella spp 'ye kars1
artan zencefil etanollii ekstraktinin miktarina bagh
olarak inhibisyon zon ¢aplarinin arttigini saptamis-
tir.
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Coklu ilag direnci gdsteren bakterilerden
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis kars1 zen-
cefil ve sogandan elde edilen sulu ve etanollii eks-
traktlarin antibakteriyel etkilerinin degerlendirildigi
calismada ise her iki ekstraktin antibakteriyel etkisi
belirlenmistir [26].

Njobdi ve ark.[22]’nin yaptig1 ¢alismada kuru
ve taze zencefilden hazirlanan ekstraktlarin anti-
bakteriyal etkisi Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus etkenleri lizerine test edilmistir. Her iki etke-
ne karsi, taze ve kuru zencefil ekstraktinin antibak-
teriyal etkisi degerlendirildiginde, Staphylococcus
aureus karsi diger bakteriye gore daha etkin oldugu
ve ayni bakterilere karsi ise zencefilin taze formu-
nun daha etkin rapor edilmistir.

Bu calismada, Bursa Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi’'nde yatan hastalardan izole edi-
len ve ¢ogu antibiyotige direngli oldugu bilinen
Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumo-
niae ile Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuart kiiltlir koleksiyonundan
Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Escherichia
coli (ATCC-25922) standart bakteri suslarina karst,
kuru zencefil ekstraktinin antibakteriyel etkisi aras-
tirtlmastir.

Materyal ve Metot
Zencefil Ekstraktinin Hazirlanmasi

Gida analiz laboratuvarinda, kurutulmus kok halin-
deki zencefil Sinbo marka pargalayicida toz haline
getirildi. Daha sonra zencefil ekstraktinin eldesi
icin, toz haline getirilen zencefilden yaklasik 25 gr
ornek alinarak, gida endiistrisinde kullanimina izin
verilen bir yardime ¢6ziicii olan etanol ile Soxhlet
diizeneginde dort saat boyunca ekstrakte edilmistir.
Bunu takiben Heidolph G3 marka Rotary evapora-
tor yardimiyla etanolii ugurularak bitkinin ham eks-
trakti elde edilmistir. Balon igerisinde kalan ekstrakt
steril ependorf tliplerine laminar flow ortaminda ak-
tarilmistir. Tiipler uygulama yapilacagi zamana ka-
dar derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Test Edilen Bakteriler

Bu arastirmada bakteri tiirleri olarak Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan
kullanimi 6nerilen duyarlilik 6zelligi bilinen kalite
kontrol suslarindan Staphylococcus aureus (ATCC-

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

Zencefil Ekstraktinin Antibakteriyel Aktivitesi
ve Duyarhlik Karsilastirilmasi

Bakteriyoloji laboratuvarinda zencefil ekstrak-
tinin antibakteriyal aktivitesini belirlemek icin,
CLSI’nin standart disk difiizyon metodu kulla-
nildi. Antibakteriyal duyarliligi test edilecek olan
Staphylococcus aureus (ATCC25923), Escherichia
coli (ATCC-25922) ve direngli oldugu bilinen
hastalardan izole edilmis Acinetobacter bauman-
nii, Klebsiella pneumoniae etkenleri donduru-
cudan (-20°C) ¢ikarildi. Ulusal Mikrobiyoloji
Standartlarina gore, Columbia Agar’da (Koyun kani
5%) (BD Kat. No. 254005) yeniden canlandirilma-
st islemi i¢in ekimleri yapilarak, 37°C’de 24 saat
etiive konuldu. Ureyen bakterilerin kolonilerinden
Oze ile almarak 0.5 McFarland (1x10® hiicre/mL,
BioMe¢érieux, Marcy I’Etoile, France) standart yo-
gunlugunda olacak sekilde steril %0.9 NaCl soliis-
yonu igerisinde siispansiyonlar1 hazirlandi. Her bir
bakteri i¢cin 0.5 McFarland standart yogunlugundaki
stispansiyonlari ekiivyon yardimu ile ii¢ petri kabin-
da Mueller Hinton agara (Becton Dickinson GmbH
Kat. No. 254030) yayildi. Bakteri slispansiyonu
yayildiktan 15 dk sonra, ilk petri kabina 6 mm ca-
pindaki steril standart bos antibiyotik disklerinden
bes adet yerlestirildi. ilk dort diske, 5-10-15 ve 20
uL zencefil ekstrakti, digerine kontrol i¢in, 10 pL
steril %0.9 NaCl emdirilmis disk yerlestirildi. Diger
bakteri yayilmis petri kaplarina ise, Staphylococcus
aureus (ATCC-25923), Escherichia coli (ATCC-
25922) igin giiniimiizde kullanilan diger antibiyotik
diskleri olan, ampisilin (10 pg) (AM) sefazolin (30
ng) (CZ), sefuroksim (30 pg) (CXM), meropenem
(10 pg) (MEM), ofloksasin (5 pg) (OFX), sulfa-
metoksazol/ trimetoprim (23.75/1.25 ng) (SXT),
tetrasiklin (30 pg) (TE), gentamisin (10 pg) (GM)
yerlestirildi. Acinetobacter baumannii ve Klebsiella
pneumoniae etkenleri icin meropenem (10 pg)
(MEM) yerine kolistin (10 pg) (CL) diski yerlesti-
rildi. Daha sonra tiim petri kaplar1 24 saat 37°C’de
etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda, disklerin ¢ev-
resinde inhibisyon zonu alanlart mm olarak Slgiile-
rek inhibisyon ¢aplar1 elde edilerek, etki diizeyleri
belirlendi.
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Bulgular

Yapilan calismada, kuru zencefilin etanolli eks-
traktinin  Staphylococcus aureus (ATCC-25923),
Escherichia coli (ATCC-25922) ve hastalardan izole
edilmis olan, direngli oldugu bilinen Acinetobacter
baumannii, Klebsiella pneumoniae lizerinde etkisi
test edilmistir.

Elde edilen bulgularda ekstraktin, test edilen
bakterilerden en fazla Staphylococcus aureus kars
etkin oldugu saptandi. Escherichia coli’nin diisiik
puL  konsantrasyonlarinda etkinligi goriilmezken,
disklere emdirilen en yliksek ekstrakt konsantrasyo-
nu olan 20 uL.’de ¢ok az inhibisyon zonu tespit edil-
di. Acinetobacter baumannii ve Klebsiella pneumo-
niae’de test edilen ekstraktin herhangi bir etkinligi
belirlenememistir (Tablo 1).

Yatan hastalardan izole edilen Acinetobacter
baumannii ve Klebsiella pneumoniae etkenlerine
kars1 ekstraktin inhibe edici etkisi belirlenememis-
tir.

Arastirma sirasinda farkli siniflara ait 8 bak-
teriyel ajan kullanilmistir. Kaydedilen sonuglar-
da; Staphylococcus aureus’un (ATCC-25923),
Escherichia coli’nin (ATCC-25922) test edilen tiim
antibiyotiklere duyarli oldugu, Acinetobacter ba-
umannii test edilen 7 antibiyotige diren¢ gosterir-
ken, gentamisin kars1 orta duyarli oldugu belirlendi.
Klebsiella pneumoniae’nin kolistin ve ofloksasin
duyarli oldugu saptandi (Tablo 2).

Tablo 1. Kuru zencefilin etanol ekstraktinin bakterilerde
olusturdugu inhibisyon ¢aplari
Disklere emdirilen miktar (uL)

Test edilen bakterilerilerden Staphylococcus Bakterd S5pL 10pL 15pL 20 pL
aureus’a kars1 ekstraktin ihhibe edici etkisi ekstrak-  Staphylococcus aureus 7mm 10mm Il mm 15mm
tin konsantrasyon miktari ile dogru orantili olarak  Escherichia coli 6mm 6mm 6mm 7mm
artmaktadir. Acinetobacter baumannii 6 mm 6mm 6mm 6 mm

Klebsiella pneumoniae 6mm 6mm 6mm 6mm

Tablo 2. Sentetik antibakteriyellerin bakterilerde olusturdugu inhibisyon caplar: (mm)
Sentetik .inPibiS).fon caplar1 (mm) . .
Antibakteriyeller Staphylococcus aureus Escherichia coli Acmetobac.t.er Klebsnel!a

(ATCC-25923) (ATCC-25922) baumannii  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
Sul'famethogazole 30 23 Sulifamethogazole 6 6
/Trimethoprim /Trimethoprim
Tetrasiklin 28 23.5 Tetrasiklin 6 6
Gentamisin 23 21 Gentamisin 14 6

Tartisma ve Sonug

Her gecen giin biiyliyen saglik sorunlariyla ilgi-
li olarak, son zamanlarda mikrobiyal hastaliklar
kontrol altina almak i¢in, dogal antimikrobiyallerin
etkinliginin belirlenmesi iizerine ¢aligmalar artmig-
tir. Ozellikle diisiik maliyetli tibbi bitkilerin iceri-
ginde bulunan farkli fitoterapotik maddeler nede-
niyle, bir¢ok arastirmada antibakteriyel etkilerinin
goriildigl bildirilmistir [4, 13]. Hatta antibiyotige

direnc¢li bakterilerde dahi tedavi edici etkileri de-
gerlendirilmistir [19,30]. Aghazadeh ve ark.[3] baz1
Candida tirlerine ve bakteriyel patojenlere karsi
zencefil ekstraktinin antifungal, antimikrobiyal ve
anti-biyofilm o6zelliklerini inceledikleri arastirma-
larinda bitkisel 6zlerin, antibiyotik direnci gelisen
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal tedavi i¢in
yeni bir donemi temsil ettigi goriisiinii bildirmek-
tedirler. Bitkilerin antimikrobiyal potansiyelinin,
tanenlerden, saponinlerden, fenolik bilesiklerden,
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ucucu yaglardan ve flavonoidlerden kaynaklandigi
disiiniilmektedir [2]. Giiniimiizde antibiyotik teda-
visinin smirl etkiye sahip oldugu ¢oklu ilag diren-
cine sahip suslara karsi bitki ekstraktlarinin, daha
etkin oldugu bildirilmektedir [24]. Buna ilave ola-
rak yapilan bir ¢calismada bitki ekstraktlarinin anti-
biyotiklerle sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir. Bu
sinerjik etki, ozellikle bakteriyel direng problemi-
ni ¢ozmede yardimci olabilecek yeni bir yaklagim
olarak kabul edilmektedir [28]. Son zamanlarda,
bitki antimikrobiyallerinin, yalnizca antimikro-
biyal ozelliklere sahip olmadiklari ayn1 zamanda
ilaclar ile eszamanl olarak alindiklarinda, o ilacin
etkisini arttirdiklar1 i¢in sinerjik arttiricilar oldugu
bulunmustur [15, 16]. Bazi ¢aligmalarda ise, bitki-
lerin tedavi edici etkilerinin bilesimlerinde bulunan
farkli fitokimyasal maddelerin sinerjik etkisinden
kaynaklandigi, bu nedenle bitkisel bilesimlerin anti-
biyotiklere gore direngli mikroorganizmalarda daha
etkin oldugu rapor edilmektedir [21,27]. Yapilan
farkli bir ¢calismada, sentetik ilaclarla fitoterapi kar-
silagtirildiginda, serbest ajanlarin stabilitesinde ve
biyoyararlaniminda fitoterapinin kiigiik dozlarinda
bile terapotik etki elde etme olanagi sagladigi vur-
gulanmaktadir [5]. Zencefil ekstraktlarinin antibak-
teriyel aktivitesi ve inhibisyon aktivitesi, zencefilin
kimyasal 6zelliklerine baglanabilir. Zencefilin an-
tibakteriyel etkisini belirleyen ana bilesen ugucu
yaglarinda bulunan bir terpenoid olan zingiberen-
dir [23]. Auta ve ark.[10]’nin yaptig1 arastirmada
bizim calismamiza benzer olarak zencefil 20 mg/
ml etanolik zencefil ekstresinin Pseudomanas areu-
ginosa ve Escherichia coli’ye kars1 antimikrobiyal
aktivitesi oldugu bildirilmistir. Diger yapilan bir
calismada, sarimsak ve zencefilin sulu, etanol ve
metanollii ekstraktlarinin, ilaca direncli Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Shigella sonnei, Staphylococcus epidermidis ve
Salmonella Typhi’ye karst antibakteriyel etkileri
iizerine calisilmistir. Zencefilin metanol ve etanol
ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitelerinin sulu
ekstraktlara gore organik ¢oziiciiler icinde ¢oziilen
flavonoidler ve ugucu yag gibi bilesikler nedeniyle
daha fazla oldugu, bu nedenle zencefilin sulu eks-
traktina gore etanol ekstraktinin Escherichia coli
ve Shigella spp. lizerinde maksimum etki goster-

digi rapor edilmistir [13]. Buna karsin bizim calig-
mamizda ise zencefilin etanol ekstraktinin en etkin
oldugu patojen Staphylococcus aureus olarak be-
lirlenmistir. Kamerun’da bitter kola ve zencefilin
antibakteriyel etkinligi ile ilgili yapilmis ¢alismada
Staphylococcus aureus iizerine zencefilin ¢alisma-
mizda oldugu gibi antibakteriyel aktivitesi oldugu
belirlenmistir [7]. Karuppiah ve Rajaram [17]’1n
sarimsak, karanfil ve zencefil ekstraktlarinin anti-
bakteriyel potansiyellerini Gram- pozitif ve negatif
coklu ila¢ direngli bakterilerde belirlemek iizere
yaptiklar1 ¢calismada Enterobacter sp. ve Klebsiella
sp. hari¢ diger tiim izolatlarda zencefilin 25 pg/mL
etanol ekstraktinin etkin oldugunu saptamislardir.
Bu calismaya benzer olarak bizim arastirmamizda
da, yatan hastalardan izole edilen ve cogu antibiyo-
tige direncli oldugu bilinen Klebsiella pneumoniae
etkenine kars1 farkli konsantrasyonlarda uyguladi-
gimiz etanol ekstraktinin ¢evresinde kantitatif ola-
rak degerlendirebilecegimiz inhibisyon zon cap1
belirleyemedik. Acinetobacter baumannii suslari-
nin lizerine zencefilin farkl ti¢ tiir ekstraktinin an-
timikrobiyal aktivitesini belirlemek {iizere yapilan
diger bir calismada etkenin seftriakson, siproflok-
sasin, seftazidim, sefotaksim, sefepim ve piperasil-
lin gibi antibiyotiklere direngli oldugu ve kolistine
(%4) kars1 diisiik direngli bulundugu, buna karsin
zencefilin kloform ekstraktinin ayn1 ajan iizerine et-
kin oldugu bildirilmistir [14]. Yaptigimiz ¢alismada
ise, Acinetobacter baumannii test edilen tiim antibi-
yotiklerin tamamina kars1 direngli iken, Klebsiella
pneumoniae’nin kolistin ve ofloksasin duyarli ol-
dugu ve ancak zencefil ekstraktinin kullanilan kon-
santrasyonlarinin her iki etkende de etkin olmadig:
gortldii.

Sonug olarak, zencefil ekstraktlarinin bir¢ok
mikrobiyal hastaliklarin tedavisinde biiyiik potansi-
yele sahip oldugunu gésteren genis bilimsel kanitlar
mevcuttur. Calismamizda da zencefil ekstraktinin
etkinligi, disklerin etrafindaki inhibisyon bolge-
lerinin ¢ap1 Olgiilerek kantitatif olarak yapilmistir.
Ekstraktin antibakteriyal etkiye sahip oldugu ve
ekstrakt miktarina bagl olarak antibakteriyal etki-
nin arttig1 belirlendi. Bu elde edilen sonuglara da-
yanilarak zencefilin bilesiklerini izole etmek ve an-
timikrobiyal etkisini daha iyi aydinlatmak i¢in yeni
caligsmalarin yapilmasi gerektigi diisiiniildii.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 30, Sayi 1, 2019, 44-50



Gbégmen

49

Kaynaklar

1. Abiramasundari.P, Priya V, Jeyanthi GP, and Gayathri DS,

(2011). Evaluation of the antibacterial activity of Cocculus
hirsutus. Hygeia Journal for Drugs and Medicines, 3(2):
26-31

2. Aboaba O, Efuwape BM, (2001). Antibacterial properties of

some Nigerian species. Bio Res Comm. 13:183-188.

3. Aghazadeh M, Bialvaei AZ, Aghazadeh M, Kabiri F, Saliani

N, Yousefi M, Eslami H, Kafil HS, (2016). Survey of the
antibiofilm and antimicrobial effects of Zingiber officinale
(in vitro study). Jundishapur J Microbiol. February; 9(2):
e30167

4. Ahmed SA, Jabbar II, Abdul wahed HE, (2012). Study the

antibacterial activity of zingiber officinale roots against
some of pathogenic bacteria. Al- Mustansiriya J. Sci Vol.
23, No 3.

5. Aiyegoro OA, Okoh Al, (2009). Use of bioactive plant prod-

ucts in combination with standard antibiotics: Implications
in antimicrobial chemotherapy. ] Med Plant Res. 3:1147—
1152.

6. Akintobi OA, Onoh CC, Ogele JO, Idowu AA, Ojo OV,

Okonko 10, (2013). Antimicrobial activity of Zingiber of-
ficinale extract against some selected pathogenic bacteria.
Nature and Science 2013;11(1):7-15. (ISSN: 1545-0740)
http://www.sciencepub.net/nature.

7. Akoachere JF, Ndip RN, Chenwi EB, Ndip LM, Njock TE,

Anong DN, (2002). Antibacterial effect of Zingiber offici-
nale and Garcinia kola on respiratory tract pathogens. East
African Medical Journal. Nov; 79(11):588-92.

8. Al-Saimary IE, Bakr S, Khudaier B, Abass Y, (2006).

Efficiency of antibacterial agents extracted from Thymus
vulgaris . (lamiaceae). The Internet Journal of Nutrition
and Wellness. 4(1).

9. Anbu Jeba Sunilson J, Suraj R, Rejitha G, Anandarajagopal

10.

I1.

12.

13.

K, Anita Gnana Kumari AV, Promwichit P, (2009). In vitro
antimicrobial evaluation of Zingiber officinale, Curcuma
longa and Alpinia galanga extract as natural food preserva-
tives. American Journal of Food Technology 4 (5):192:200.
ISSN 1557-4571

Auta KI, Galadima AA, Bassey JU, Olowoniyi OD,
Moses OO, Yako AB, (2011). Antimicrobial properties of
the ethanolic extracts of Zingiber officinale (Ginger) on
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. Research
Journal of Biological Sciences, 6: 37-39.

Clinical and Laboratory Standards Institute: Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility —Testing,
Twentieth Informational Supplement, M100-S20, CLSI,
Wayne, PA (2010).

Ekwenye UN, Elegalam,NN, (2005). Antibacterial activity
of ginger (Zingiber officinale Roscoe) and garlic (Allium
sativum L.) extracts on Esherichia coli and Salmonella ty-
phi. International Journal of Medicine and Advance Science
1 (4): 411-416.

Gull I, Saeed M, Shaukat H, Aslam SM, Samra ZQ,
Athar AM, (2012). Inhibitory effect of Allium sativum
and Zingiber officinale extracts on clinically important

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

drug resistant pathogenic bacteria. Ann Clin Microbiol
Antimicrob. 11: 8. Published online 2012 Apr 27. DOI:
10.1186/1476-0711-11-8.

HassasYeganeh S, Doost SRH, Goudarzi M, (2018).
Antimicrobial effects of Zingiber officinale extracts against
multi-drug resistant Acinetobacter baumannii clinical iso-
lates recovered from hospitalized patients in ICU. Journal
of Paramedical Sciences (JPS) Summer Vol 9, 42-48. No3.
ISSN 2008-4978.

Jouda MM, Elbashiti T, Masad A, (2016). The antibacterial
effect of some medicinal plant extracts and their synergis-
tic effect with antibiotics . Advances in Life Science and
Technology. www.iiste.org ISSN 2224-7181 (Paper) ISSN
2225-062X (Online) Vol.46.

Jouda MM, Elbashiti T, Masad A, Albayoumi M, (2016).
The antibacterial effect of some medicinal plant extracts
and their synergistic effect with antibiotics. World Journal
Of Pharmacy And Pharmaceutical Sciences, Volume 5,
Issue 2, 23-33.

Karuppiah P, Rajaram S, (2012). Antibacterial effect of
Allium sativum cloves and Zingiber officinale rhizomes
against multiple-drug resistant clinical pathogens. Asian
Pac J Trop Biomed; 2(8): 597-601.

Khameneh B, Diab R, Ghazvini K, Fazly Bazzaz BS,
(2016). Breakthroughs in bacterial resistance mechanisms
and the potential ways to combat them. Microb Pathog.
95:1-11.

Koutsaviti A, Milenkovi¢c M, Tzakou O, (2011).
Antimicrobial activity of the essential oil of Greek endemic
Stachys spruneri and its main component, isoabienol. Nat
Prod Commun. 6:277-80.

Marcello S, (2001). The psychopharmacology of herbal
medications: plant drugs that alter mind, brain, and be-
havior. The MIT Press, Cambridge, UK. http://dx.doi.
org/10.1021/np0007731

Mohd Nazri NAA, Ahmat N, Adnan A, Syed Mohamad
SA, Syaripah Ruzaina SA, (2011). In vitro antibacterial
and radical scavenging activities of Malaysian table salad.
African Journal of Biotechnology, 10:5728-5735.

Njobdi S, Gambo M, Ishaku GA, (2018). Antibacterial
activity of Zingiber officinale on Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Journal of Advances in Biology &
Biotechnology. 19(1): 1-8, Article no.JABB.43534. ISSN:
2394-1081

O’Hara M, Keifer D, Farrel K, Kemper K, (1998). 4 re-
view of 12 commonly used medicinal herbs. Archives. Fam.
Med. (7)523°536.

Poeloengan M, (2011). The effect of red ginger (Zingiber
officinale Roscoe) extract on the growth of mastitis caus-
ing bacterial isolates. African Journal of Microbiology
Research Vol. 5(4), pp. 382-389, 18 February. Available on-
line http://www.academicjournals.org/ajmr DOI: 10.5897/
AJMR10.776 ISSN 1996-0808 ©2011 Academic Journals

Rawat S, (2015). Evaluation of synergistic effect of ginger,
garlic, tumeric extracts on the antimicrobial activity of
drugs against bacterial patogens. International Journal of

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 30, Sayi 1, 2019, 44-50



50

Gbégmen

26.

27.

28.

29.

Biopharmaceutics. 6(2): 60-65. e- ISSN 0976 — 1047. Print
ISSN 2229 — 7499. Journal homepage: www.ijbonline.com

Sable MG, Puttewar TY, Patil RY, (2014). Investigation of
antibacterial activity af Allium cepa (onion), Zingiber of-
ficinale (ginger). International Journal of Current Reaserch
Vol.6, Issue, 09, pp.8768-8778, September. ISSN:0975-
833X.

Shanthi Sree KS, Yasodamma N, (2010). Paramageetham
CH, phytochemical screening and n vitro antibacterial ac-
tivity of the methanolic leaf extract: Sebastiania chamaelea
Miiell. The Bioscan, 5:173-175.

Sibanda T, Okoh Al (2007). The challenges of overcoming
antibiotic resistance: Plant extracts as potential sources
of antimicrobial and resistance modifying agents. Afr ]
Biotechnol. 6:2886-2896.

SivasothyY, Chong WK, Hamid A, Eldeen IM, Sulaiman
SF, Awang K, (2011). Essential oils of Zingiber officinale

30.

31.

32.

33.

var. rubrum Theilade and their antibacterial activities.
Elsevier Food Chemistry 124 , 514-517. Journal homep-
age: www.elsevier.com/locate/foodchem

Stefanello ME, Pascoal AC, Salvador MJ, (2011). Essential
oils from neotropical Myrtaceae: chemical diversity and
biological properties. Chem Biodivers. 8:73-94. doi:
10.1002/cbdv.201000098.
Taura D W, Lawan S, Gumel S M, Umar S, Sadisu UF,
(2014). Antibacterial activity of ethanolic extract of
Zingiber officinale and Piper nigrum against some clinical
isolates. Communications in Applied Sciences ISSN 2201-
7372 Volume 2, Number 1, 52-64.
Ungvarsky J, (2017). Ginger (Zingiber officinale). Salem
Press Encyclopedia,© 2017 by Salem Press, Inc., A
Division of EBSCO Information Services, Inc.
http://lokman-hekim.net/bitkiler/zencefil.asp
Tarihi:02.03.2019)

(Erigim

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 30, Sayi 1, 2019, 44-50



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2019; 30 (1): 51-57

Brucella abortus S-19 Asisinin Liyofilizasyon Oncesi Farkh Liyoprotektanlar
ile Kritik Formiilasyon Sicakliklarinin Arastirilmasi
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Ozet: Bu calismada, Brucella abortus S19 as1 susu ile liyoprotektan karisimlarinin termal analizi yapilarak kritik formii-
lasyon sicakliklarinin belirlenmesi, karsilagtirmali sonuglar ile liyofilizasyon optimizasyonu igin istifade edilebilecek
bilgilere ulagilmasi amaglanmistir. S19 agisi ile 3 farkli liyoprotektan (mannitol, sukroz, trehaloz) 3 farkli konsantras-
yonda (%5, %10, %15) kullanilarak 9 farkli formiilasyonun analizi termal goriintiileme cihazi olan dondurarak kurutma
mikroskopu (FDM) ve Diferansiyel Termal Analiz (DTA) ile elektriksel direng (Zsin) analizini saglayan termal analiz
cihazi ile yapilmistir. Termal analiz ve goériintiileme cihazlarin kullanimiyla elde edilen kritik formiilasyon sicakliklart
ile liyoprotektan tercihi ve konsantrasyonu arasindaki iliski arastirilmistir. As1 yart mamulii ile liyoprotektantan olugan
formulasyon igeriginde liyoprotektan degistirildiginde formulasyonun kritik sicaklik degerinde de kayda deger farklar,
gozlenmistir. Her liyoprotektanin farkli konsantrasyonda kullaniminda ise kurutma prosesinin yeni bastan dizayn edil-
mesini gerektiren farklar tespit edilmemistir. Sonug olarak ¢alisma sonucunda elde edilen bulgularin gelecek ¢aligmalar
icin olusturulmus temel bir regete iizerinden protektan madde konsantrasyonunun arttirtlarak yapilacak liyofilizasyon
proseslerinin yiiriitiilmesi ile verim ve stabilitenin arttirilabilecegi kanisina varilmistir.

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.

Arastirma Makalesi / Research Article

Giris

Liyofilizasyon, endiistrinin ve bilimin farkli dalla-
rinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyolojik ma-
teryallerin preservasyonundaki kullanimi da kayda
deger seviyededir. Bu baglamda liyofilizasyon,
ozellikle liyofilize formdaki zayiflatilmis asilarin
iiretim zincirinde 6nemli bir basamagi olugturmak-
tadir. Liyofilizasyon basamaklarinin, liyofilize edi-
lecek {irlintin formiilasyon ozelliklerine goére olus-

turulmasi, tiretim zincirindeki diger basamaklar ile
ayni1 seviyede 6nem tagimaktadir. Bir liyofilizasyon
dongiistiniin olusturulmasinda birincil ve en 6nem-
li basamak formiilasyonun karakterize edilmesidir
[11]. Formiilasyonlarin, prosese bagli iiriin kusurla-
rin1 onlemek adina sogutuldugu ve birincil kurutma
stiresince ayni diisiik sicaklik derecesinin korundu-
gu kritik bir sicaklig1 bulunmaktadir [22]. S6z konu-
su kritik sicakliklar amorf iiriinler i¢in kollaps-¢ok-
me sicakligi (Tc) veya cam gegis sicakligi (Tg’) ve

Yazisma adresi / Correspondence: Dr: Ogr. Uyesi Mustafa Sencer Karagiil, (ORCID: 0000-0001-7215-5229), Kocaeli Univ.

Kartepe At¢ilik MYO Kocaeli

E-posta: msencerk@hotmail.com



52 Karagiil NS ve Eroglu B. Brucella abortus S-19 Asisinin Liyofilizasyon Oncesi Farkli Liyoprotektanlar ile Termal Analizi

kristalin yapilar i¢in 6tektik (Teu) erime noktasidir
[8,12]. Tc degeri materyalin yumusayarak yapisini
koruyamadig: sicaklik noktasidir. Cozlinen mater-
yalin eridigi ve ¢oziicii ayrildiktan sonra herhangi
bir yapinin olusamadigi sicaklik noktasi da “Teu”
olarak tanimlanmaktadir. “Tg” ise donmug materya-
lin kirilgan formu yitirip esneklik kazandig1 sicak-
lik degeridir [22]. Formiilasyonlarin kritik sicaklik
degerleri, liriine ait hassas 6zellikler arasinda temel
noktada bulunmaktadir.

Liyofilize bir formiilasyon ¢ok farkli yardime1
maddeler igerebilmektedir [26]. Liyofilizasyonda
tercih edilen liyoprotektan gibi bazi yardime1 mad-
delerin hem dondurma hem de kurutma basamakla-
rinda stabilizasyon sagladiklari paylasilmistir [17].
Liyoprotektan gibi ara maddeler, kimyasal olarak
hassas biyoaktif bilesenler i¢in koruma saglaya-
bilmektedirler [7]. Trehaloz, sukroz ve maltoz gibi
dissakaridlerin, dondurma ve kurutmada stabili-
zasyon saglayabildikleri bildirilmistir [17]. Sukroz
gibi sakkaridler genellikle suyun uzaklagsmasindan
kaynakli denatiirasyona kars1 protein konformasyo-
nunu korumak icin kullanilmaktadir. Dissakkarid
ajanlar haricinde mannitol ise hacim arttirici olarak
formiilasyonlarda siklikla kullanilmaktadir [11,23].
Mannitol ayrica sahip oldugu yiiksek Teu degeri ile
birincil kurutmanin kolay ve hizli olmasimni sagla-
maktadir [26]. Hacim arttiric1 ajanlar, toplam kati
icerigini arttirarak mekanik olarak daha direngli bir
iriin dolgusu olusturmak igin kullanilmaktadir [8].
Prosesin birinci basamagi olan dondurmanin kont-
rolii iiriin kalitesi ve prosesi optimize etmek adina
son derece onemlidir [13]. Bu bakimdan dondurma
prosesinin, regeteye dokiilmesinde {irline ait kritik
sicakliklar temsil eden Teu, Tc ve Tg’ degerlerinin
g6z oniinde bulundurulmasi ¢ok dnemlidir [6]. S6z
konusu kritik formiilasyon sicakliklari, tercih edilen
yardimc1 ajanlara gore farklilik gosterebilmekte-
dir. Liyofilizasyon dongiisiinii tam olarak optimi-
ze etmek i¢in en 6nemli yol, sublimasyon devam
ederken formiilasyonun iiriin sicakligini “kritik si-
cakligina” yakin fakat agmayacak seviyede kontrol
etmektir. Bu amagla yardimci maddelerin ve final
formiilasyonun termal davranisini belirlemek i¢in
cesitli yontemler kullanilmaktadir. En sik kullani-
lan teknikler FDM ile DTA ve/veya Zsin analizle-
ridir [18]. Formiilasyonun fiziko-kimyasal halin-
den kaynakli olarak prosesin uygulama sicaklifi,

asilmamasi gereken maksimum miisaade edilebilir
iiriin sicakligr ile sinirlidir. Bu sicaklik, “kritik for-
miilasyon sicaklig1” olarak tanimlanmaktadir [15].
Dondurarak kurutma prosesi i¢in kurutulacak for-
miilasyonlarin kritik parametrelere gore analiz edil-
mesi gereklidir. Tc degeri siklikla FDM ile tespit
edilmektedir [9,10]. Bu amagcla degisken sicaklik
ve vakum altinda kurumakta olan {irline ait numu-
nenin gozlemlenmesine izin veren FDM cihazi ile
kritik formiilasyon sicakliklar belirlenebilmektedir
[8]. Tg’ analizi i¢in kullanilan DTA ise, bir 6rnegin
ve bir referansin (genellikle 6rnegi hazirlamak i¢in
kullanilan su ile ayn1 standartta) birebir ayni kosul-
larda soguma ve 1sinmasini igeren, bu esnada {iriin
ve referanstaki sicaklik degisimlerini goézlemleye-
rek bu gozlemi sicaklik veya zaman islevi iginde
grafiklendiren bir teknik olarak tanimlanmaktadir
[27]. DTA analiz cihazi, DTA ve Zsin analiz kabi-
liyetini beraber tasimaktadir [21].Termal analiz ve
goriintliileme cihazlarinin etkin seviyede kullanimi
proses gelistirilmesinde ve arastirma-gelistirme
calismalarinda zaman tasarrufu ve maliyet distisii
saglayabilecektir.

Liyofilizasyon genellikle zaman alic1 bir pro-
sestir ve Ozellikle optimum dongili kosullar tasar-
lanmadig1 zaman gereksiz yere daha uzun birincil
kurutma stirelerine ihtiya¢ duyulmakta ve dolayi-
styla daha masrafli bir isleme doniisebilmektedir
[12,18]. Uygun liyofilizasyon recetesinin olusturul-
mas1 ve sonraki basamaklara devam edilmesi for-
miilasyonun kritik sicaklik parametrelerindeki ge-
rekliliklere riayet edilmesine baglidir. Bu bakimdan
liyofilizasyon iglemine baglamadan 6nce dondurma
ve kurutma basamaklar tasarlanirken kesinlikle
prosese maruz kalacak iiriin 6zellikleri ve solut-sol-
vent muhteviyati ile konsantrasyonu goz Oniinde
bulundurulmalidir.

Zoonoz bir hastalik olan bruselloz, sigirlarda
yavru atmaya yol agarak ekonomik kayiplara neden
olmakta, hayvan ve toplum sagligi i¢in de risk olus-
turmaktadir. Bu ¢alismanin amaci sigir brusellozuna
kars1 kontrol ve eradikasyon ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilan S19 asisina ait kritik formiilasyon
sicakliklarin1 farkli liyoprotektanlar kullanilarak
belirlemektir. Elde edilen veriler, S19 asis1 i¢gin li-
yobilizasyon kaybimi azaltan ve stabiliteyi artiran
uygun liyofilizasyon regetelerinin kurgulanmasi
icin basamak olusturmaktadir.
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Materyal ve Metod

Kullanilan as1 susu ve liyoprotektanlar: Bu calis-
mada, B. abortus S19 as1 susu ve 3 farkli liyopro-
tektan kullanilmigtir. S-19 as1 susu {iretimi Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii Brusella Referans ve
As1 Uretim Laboratuvarinda S-19 ana tohum su-
sundan (ATS-PVKEA-13-04) yapilmistir. Sukroz
(Cas No: 57-50-1), Trehaloz (Cas No: 6138-23-4)
ve Mannitol (Cas No0:69-65-8) her biri %5, %10 ve
%15’lik konsantrasyonda kullanilmustir.

Kullanilan Termal Analiz ve Goriintiileme
Cihazlar1 (FDM, DTA): Termal goriintiileme ve
analiz icin FDM ve DTA cihazlar1 kullanilmistir.

B. abortus S-19 as1 yar1 mamulii ile liyoprotek-
tanlarin birlestirilmesi: Ana tohum susundan pa-
sajlanan calisma tohum susu ile biyoreaktdrde asi
susu dretimi yapilmigtir. Biyoreaktdrde {iretilen
S-19 ast yart mamuliiniin konsantrasyon islemi
sonrasl, seyreltme yontemiyle canlilik sayimi yapi-
larak, yart mamuliin bakteri yiikii 1410x10° kob/ml
olarak tespit edilmistir [2]. Uretim sonrasi canlilik
sayimi ile bakteri yiikii (kob/ml) belirlenmis olan
yart mamul ag1 iirlinii her bir liyoprotektanin farkl
konsantrasyonlari ile seyreltilerek final yart mamul
ag1 Urtini olusturulmustur. Her bir konsantrasyon-
daki liyoprotektanlar ile ag1 bulk iiriinii, 9,4 kat su-
landirilarak, formiilasyonun S-19 sus yiikt 150x10°
kob/ml olarak diizenlenmistir.

Kritik formiilasyon sicakhiklarimin tespit edil-
mesi (FDM, DTA, Zsin): FDM ile numunelerin
calismast sirasinda, 16-20 mm c¢apinda ince bir
cam slayt dondurarak kurutma asamasimin gergek-
lesecegi giimiis blok iizerine yerlestirildi. Ornek
cozeltinin yaklagik 2 pl’si her deney sirasinda bu
cam slayt tizerine konulup, daha ince ve daha kii-
¢lik (10-13 mm) bir cam slayt, numune damlacigi-
nin {istiine yerlestirildi [16]. Numunenin analizi i¢in
cihaza bagl bilgisayarda tanimlanmig bir sicaklik
profili secildi. Bu profile gore 20 °C/dk’lik sogut-
ma ivmesi ile Urlin -40 °C’ye ulastirildi. Bu sicaklik
noktasina ulagana kadar 60 saniye araliklarla ciha-
zin kamerasi ile drnek goriintiisiiniin resmi g¢ekildi.
Ardindan vakum pompasi devreye alindi.Numune,
¢okme noktasi boyunca bir 1°C/dk diisiis hiz1 kul-
lanilarak 1sitilmis ve bu siire boyunca siiblimasyon
ara yiizeyindeki yap1 kayiplarinin durumu (bosluk-
lar, delikler, gatlaklar, vb.) incelenerek kollaps si-

caklig1 belirlenmistir [16]. Isitma asamasinda her 5
saniyede bir otomatik olarak mikroskoptaki goriin-
tiiniin resmi ¢ekilerek, tirtindeki termal degisim kisa
zaman araliginda ¢ekilen resimlerin gozlemlenmesi
ile degerlendirilmistir.

Zsin ve DTA analizinde, referans ve numune-
nin sicakliga karst hem soliisyon impedanst hem
de soliisyon donarken, erirken veya yumusarken ki
ekzotermik ve endotermik degisiklikler DTA anali-
zi ile grafiklendirilir [3]. Zsin ve DTA analizi, her
bir numune (3ml) iizerinde ayn1 anda gergeklestiril-
mistir. Ornek ve referans malzeme paslanmaz celik
ornek hiicrelerine konularak, cihaza ait sivi nitro-
jen tanki ile 100 °C’nin altina sogutulmus ve ardin-
dan 6rnek tasiyici hiicreler tanktan yukar1 alinarak
1sitma islemi baslatilmistir ve tiim problar 0°C’nin
tizerini gosterene kadar ornekler 1sitilmistir. Her bir
ornek hiicresinde yer alan problar sayesinde termal
degisikliklere ve iyonik hareketliligin artmasina
bagl olarak, soliisyonlarda meydana gelen dnemli
olaylarin sicakliklarinin belirlenmesi, 1sinma pro-
filinin yorumlanmasi ve ¢izilmesi i¢in ham veriler
dogrudan excel dosyasina aktarilmistir [3].

Bulgular

Calisma i¢in secilen liyoprotektanlarin ve as1 yari
mamul iriini ile liyoprotektan birlesimi olan for-
miilasyon numunelerinin 3 tekrarli olarak yapilan
analizlerin ortalama sonuclar1 Tablo-1’de listelen-
mektedir.

As1 yart mamulii ilavesi Oncesi yapilan ana-
lizlerde farkli konsantrasyonlardaki salt sukroz,
trehaloz ve mannitol soliisyonlar1 arasinda FDM ci-
hazinda kollaps sicaklig1 olarak elde edilen sicaklik
dereceleri arasinda sirastyla en yiiksek 1,1; 0,5 ve
0,2°C fark olan, birbirine ¢ok yakin sicaklik nokta-
lar1 tespit edilmistir. Ayni numunelerin DTA ve Zsin
analiz sonuglart FDM de tespit edilenlerden daha
diisiik sicaklik noktalari olmustur. Farkli konsant-
rasyonlardaki salt sukroz solusyonlarina ait DTA ve
Zsin analiz sonuglarinin kendi arasindaki en biiytik
fark ise sirasiyla 4,62 ve 2,71°C olarak bulunmus-
tur. Bu sicaklik farki trehaloz 6rnekleri igin sirasty-
la 1,58 ve 1,53 olarak mannitol 6rnekleri i¢in 1,14
ve 0,67°C olarak belirlenmistir. Mannitoliin, Zsin
ve DTA analizi sonucu elde edilen kritik sicaklik-
lar Grafik-1’de yer almaktadir. Sukroz ve trehaloza
gore daha yiiksek sicaklik noktalar1 tespit edilmistir.
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Tablo-1: Numunelerin FDM, Zsin ve DTA analizlerinde
elde edilen kritik formiilasyon sicakliklari.

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

As1 yart mamulil ilavesi sonrasi yapilan ana-
lizlerde as1 iiriinii ile beraber farkli konsantrasyon-
larda sukroz, trehaloz ve mannitol igeren formiilas-
yonlarin kendileri arasinda konsantrasyon farkina

bagli FDM cihazinda kollaps sicakligi olarak elde
edilen sicaklik degerleri arasinda sirasiyla en yiik-
sek 0,98, 1,7 ve 2,2°C fark olan, birbirine ¢cok yakin
sicaklik noktalari tespit edilmistir. Resim-1’de %15
Sukroz+S19 as1 formiilasyonunda meydana gelen
kollaps, FDM cihazinda -30°C’de rahatlikla g6z-
lenmektedir.

Ayni1 drneklerin DTA analiz sonuglar1 FDM de
tespit edilenlerden daha diisiik sicaklik noktalar
olmustur. Formiilasyon 6rneklerinin Zsin egrileri
degerlendirilmemistir. Farkli konsantrasyonlardaki
sukroz solusyonlar1 ve as1 iiriinii ile beraber hazir-
lanmis formiilasyon 6rneklerine ait DTA analiz so-
nuglar1 arasindaki en biiyiik fark ise 3,81°C olarak
bulunmustur. Bu sicaklik farki trehalozun yer aldi-
&1 formiilasyon 6rnekleri igin 1,53 olarak mannitol
icin ise 0,58 olarak belirlenmistir. S19 as1 susu ile
sukroz, trehaloz, mannitol soliisyonlarindan hazir-
lanan formiilasyon numunelerinin FDM ile DTA
analizleri arasindaki en biiylik sicaklik farklari sira-
styla 4,46; 5,6 ve 3,68°C olarak gdzlenmistir.

As1 liriinii ile birlestirilmemis liyoprotektan so-
liisyonlarmin FDM, DTA ve Zsin analizlerinde ve
ag1 Urlinii ile liyoprotektan karigimi saglanmis for-
miilasyon 6rneklerininin FDM ve DTA analizlerin-
de konsantrasyon artisina baglh kritik sicakliklarda
cok biiyiik degisimlerin olmadig1 gozlenmistir.
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Grafik 1. %15 Mannitole ait DTA ve Zsin analiz sonuglart.
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Resim 1. %15 Sukroz + S19 as1 formiilasyonu i¢in kol-
laps alan1 (-30 C°).

Tartisma ve Sonug¢

Liyofilizasyonda kullanilan yardimer maddelerin
kristalizasyon davranislarini yansitan Tc ve Tg’
degeri liyofilizasyon prosesinin gelistirilmesinde
dikkate alinan énemli fizikokimyasal karakterlerdir
[10]. FDM goriintiileme sonuglar1 degerlendirildi-
ginde, as1 yart mamulii ve farkli konsantrasyonlar-
daki yardimci ajanlar ile standart bir dilusyon ora-
nma gore hazirlanmig formiilasyonlarda kollapsin
veya erimenin gozlendigi sicakliklar arasinda major
farkliliklar gdzlenmemistir. Sukroz i¢in farkli galis-
malarda Tc degeri -32°C [8,19] ve Tg’ -28°C [4,14]
olarak belirtilmektedir. Trehaloz i¢in -28°C [13] ve
-30°C [18] Tg’ ve -29°C ise Tc [1] degeri olarak
paylasilmistir. Mannitol ise -3°C olan daha yiiksek
bir Teu degerine sahiptir [24]. Paylasilan bu sicaklik
degerleri ile FDM analizinden elde edilen sonuglar
karsilagtirildiginda sukroz, trehaloz ve mannitolde
konsantrasyon artigina ragmen sirasiyla en fazla
1,75; 2,47 ve 2°C sicaklik degisimleri gdzlemlen-
mistir. Birincil kurutma siiresince sicakligin kritik
proses sicaklik degerlerini agsmamak iizere azami
seviyede yliksek tutulmasi gerekmektedir. Birincil
kurutmay1 takiben ikincil kurutmada sicakligin
yukseltilmesi, tiriinden donmusg kisim uzaklasma-
diginda erimeye neden olabilir. Birincil kurutmanin
bitis sicaklik noktasinin tayini bu agidan ¢ok biiyiik
onem tasir [8]. Bu acgidan tespit edilen sicakliklar
birinci kurutmada optimum hedef sicakliginin belir-
lenmesinde saglayacaklar1 yardimdan otiiri kayda
deger sonuglardir.

FDM sonuglar1 goriintiileme cihazinda elde
edilen resimlerin degerlendirilmesi sonucu kayit
edilmistir. Boylece FDM de tespit edilen Tc sicak-
ligimin baglangic veya tam kollaps isaret edebildi-

§i paylasilmistir. Aynt zamanda FDM cihazinin
baslangi¢ kollapsiin belirlenmesinin subjektif bir
degerlendirme temeline dayanmakta oldugu belir-
tilmistir [10]. Bizim yaptigimiz analizlerde gozlem
kriteri olarak kollaps hattinda g6z ile rahatlikla se-
cilebilen baslangi¢ noktalarini temel aldik. Bu so-
nuglar recete olusturulmasinda sadece kollaps ve
erime sicakliklar1 temel alindiginda yardimci mad-
de konsantrasyon artisina bagli major varyasyonlar
icermeyen sicaklik araliklarmin kullanilabilecegi
gostermektedir. Gorsel olarak bir kollapst gozlem-
leme olasiliginin mikroskobun 151k kaynagi ve po-
larizasyon filtresi ile sinirli oldugu da unutulmama-
Iidir [15].

As1 yart mamulii ile yardimer madde formiilas-
yonlarinda DTA egrilerinde goriilen pik noktalar
farkli konsantrasyonlarda dahil olmak tizere FDM
cihazinda tespit edilen kollaps sicakliklarindan daha
diisiik sicakliklari isaret etmektedir. DTA analizinde
gozlemlenen ekzotermik pikler donmus materyal
icinde stabilizasyon ve yeniden diizenlemeyi gos-
termektedir [3]. Bir diger ¢alismada benzer olarak
iriin Tc degeri -18,6; -17,4 olarak tespit edilmisken
DTA cihazi ile aymi iiriin i¢in impedens analizine
gore -25 derecede iirlin formunda bir yumusama
gozlenmisgtir [22]. Ayrica ayni liyoprotektan ve kon-
santrasyon i¢in Tc ile Tg’ ve Teu sicakliklar1 arasin-
daki soz konusu tespit edilen farklar i¢in cihazlar
arasinda ¢alisma prensibi ve sonuglarin degerlendir-
me metodu farkliliginin g6z 6niinde bulundurulma-
s1 tavsiyesi ortaya konulabilmektedir.

Tc ve Tg’, her iki deger de firiin sicakligmin
(Tp) st limitini belirlemeye yardimec1 olmaktadir.
Tc degerleri genellikle 1-3°C Tg’ degerinin iistiin-
de oldugu ve Tc degerinin tizerinde bir kurutmanin
makrokollaps ile sonuglanabilecegi belirtilmistir
[10]. Bir baska yayinda ise Tg’ ve Tc ayn1 deney-
sel parametreleri temsil etmedikleri agiklanmis ve
Tc degerlerinin genellikle iliskili Tg® degerlerin-
den 2-5°C daha yiiksek oldugu raporlanmistir [15].
Bizim calismamizda bahsedilen yayin sonuglarin-
daki benzer sicaklik farklar1 gozlemlenmistir. Bu
sicakliklarin as1 yart mamulii ile yardimc1 madde
karisimlarimda devam ediyor olmasi, regete dizay-
m agisindan g6z Onlinde bulundurulmasi faydali
bir bulgudur. Zira gézlemlenen Tc ve Tg’ degerleri
arasindaki korelasyonun yorumlanmasini kolaylas-
tirabilir. Tg degeri i¢in unutulmamasi gereken nokta
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Tg’ nin bir sicaklik araligi oldugu ve tek bir sicaklik
noktast olmadigidir [15].

Dondurarak kurutma uzun siirmesi nedeni ile
oldukc¢a pahali bir proses oldugu i¢in proses geli-
siminde, en uzun siiren birincil kurutma siiresinin
asgariye indirilmesi anahtar rol oynar. Fakat buzun
tamamu lirlinden uzaklagmadan ikincil kurutma asa-
masinda kollaps sicakliginin iizerinde iirlin sicakli-
gindaki artis biiylik olasilikla kollaps veya otektik
erimeye neden olmaktadir [12,20]. Bu agidan B.
abortus S19 agilarinin liyofilizasyonunda, caligma-
mizda tespit edilen kritik sicakliklarinin, géz oniin-
de bulundurularak sicakligin yiikseltilmesi kollaps
veya Otektik erimeyi Onleyebilecegi Ongoriilebil-
mektedir.

Calisma sonucunda FDM cihazi ile Tc ve DTA
ile de Tg’ veya Teu belirlenmistir. Tg’ degerinde
ama Tc’nin altinda kurutma yiiksek konsantrasyon-
daki protein formiilasyonlar1 i¢in kullanilabilmekte-
dir [10]. Sukroz ve trehaloza kiyasla as1 yart mamul
iriinii ile mannitol karigimi i¢in elde ettigimiz daha
yiiksek otektik sicaklik degerleri liyofilizasyon re-
cetesinin olusturulmasi daha genis gilivenli sicak-
lik araliklar1 sunabilecegine isaret edebilmektedir.
Kristalin mannitolun, tek basinda -40°C’de sukroz-
da gerceklesen kollapsi, beraber kullanildiginda
-10°C kuruyan sukroz yapisinda 6nledigi bir rapor-
da paylasilmigtir [23]. Caligmamizda gerek FDM
ile gbzlemlenen Tc ve gerekse DTA ile elde edilen
Tg’ veya Teu degerlerinde konsantrasyon degisikli-
gine bagh yiiksek sicaklik farklar1 gdzlenmemistir.
Benzer bir ¢aligmada da farkli konsantrasyonlar-
daki (%S5, %10, %20) sukroz ve trehaloza ait DSC
(Diferansiyel Taramali Kalorimetri) analizlerinde
belirlenen Tg’ degerinde 1°C’den daha az sicaklik
farkliliklart gozlenmistir [10]. Bu nedenle tercih
edilecek protektan ajanin belirli seviyedeki yiiksek
konsantrasyonlarinin kullanimi halinde bile ¢aligma
numuneleri ve izlenen metoda gore prosesin yakin
kritik sicakliklarda siirdiiriilebilecegi diistiniilmek-
tedir. Bu sayede daha fazla koruyucu ajan ile {irii-
nilin ¢evrelenmesinin saglanabilmesi liyofilizasyon
kaybini azaltan bir avantaj saglayabilecektir. Zira
mevcut uygulamada {iriin giivenligi ve kalitesi adi-
na proses dizayni, liriin sicakligi i¢in 2-5°C’lik bir
giiven aralig ile iliskili olarak belirlenmektedir. Bu
aralik tiretim hacminin yiikseltilmesinde, teknolo-
ji transferinde ve farkli liyofilizator kullaniminda

kiigiik degisikliklere olanak saglamaktadir [17,27].
Liyofilizasyon basindan sonuna kadar baglantili bir
proses olarak yorumladigimizda konsantrasyon arti-
sinin ikinci kurutma i¢in de etkisini degerlendirmek
gerekebilir. Siklikla birincil kurutma sirasinda {irtin-
de kollaps olusma ihtimali ikincil kurutmaya kiyas-
la daha fazladir [5]. Ciinkii birincil kurutma sonrasi
iiriin iceriginde su miktar1 daha diisiik seviyelerde
bulunmaktadir. Fakat ikincil kuruma kosullar ay-
rica ¢oziinen maddenin konsantrasyonuna baglidir.
Cozlinen maddenin konsantrasyonu yiiksek oldu-
gunda, emilen suyun ¢ikarilmasi daha zor hale gel-
diginden, ikincil kurutma daha uzun zamanda veya
daha ytiksek sicaklikta gerceklesir [6]. Bu nedenle
protektan ajanin daha konsantre halde kullanilmasi
dolayli olarak iiriin-protektan formiilasyonun kati
madde icerigini yiikseltecegi icin liyofilizasyon
prosesi verimliligini ve siirdiiriilebilirligini olumsuz
yonde etkileyebilir.

Dondururak kurutma prosesinde 6lii veya canli
organizmalar, enzimler, hormonlar, organ ekstrakti
gibi materyaller, hassas biyolojik materyaller olarak
kabul edilmistir. Kurutmada zorluklara neden olan
preperasyonlara ornek olarak da agilar gosterilmistir
[25]. Bu agidan ¢alismamizda elde edilen sonuglar,
Brucella abortus S19 as1 susu temel alinarak liyo-
filize asilarin regete optimizasyonu i¢in daha genis
giivenli kurutma sicaklik araligimi saglayacak li-
yoprotektanin se¢imi ve bu ajanin konsantrasyonu-
nun belirlenmesi yoniinde temel bir basamak olus-
turmustur.
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Borrelia burgdorferi ile Dogal Enfekte Kopeklerin Notrofil-Lenfosit, Monosit-
Lenfosit ve Platelet-Lenfosit Oranlarinin Belirlenmesi*
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Ozet: Lyme hastalig1 ya da Borreliozis; Borrelia burgdorferi adli spiroket sekilli bir bakterinin neden oldugu, diin-
yada kopeklerde ve insanlarda yaygin olarak goriilen, baslica Ixodes cinsi kenelerle bulagan, kalp, eklemler ve sinir
sisteminde bozukluklarla karakterize ve kroniklesebilen enfeksiydz bir hastaliktir. Gliniimiizde sistemik inflamatuar
yanitin komplementleri olan nétrofil-lenfosit orant (NLO), monosit-lenfosit oran1 (MLO) ve platalet-lenfosit orani
(PLO) birgok hastalik prognozunun degerlendirilmesi ve prediktif parametreler olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismadaki
amacimiz ise ilk defa kronik bir inflamasyona neden olan B. burgdorferi’i yoniinden dogal enfekte seropozitif kopek-
ler ile seronegatif kdpeklerin tedavi 6ncesi basiistii parametreleri olan nétrofil (NEU), NLO, lenfosit (LYM), monosit
(MONO), MLO, platalet (PLT) ve PLO degerlerinin karsilastirilmasidir. Yirmi dort adet sahipli kopekten tedavi 6ncesi
alinan tam kan ve serum ornekleri ¢aligma materyalini olugturmustur. Serum &rneklerinin B. burgdorferi’ye karsi olugan
IgG antikor yaniti ELISA yontemi ile belirlenmistir. Sonrasinda bu 7 adet seropozitif 6rnek Western Blot yontemi ile
dogrulanmistir. Gruplar arast NEU, NLO, MONO, MLO, PLT ve PLO degerleri karsilagtirilmig ancak, istatiksel bir fark
bulunamamistir. Sonug olarak lyme hastalig1 yoniinden seropozitif kdpekler ile seronegatif kopeklerin ilk kez NLO,
MLO, ve PLO degerlerinin karsilastirildig1 mevcut ¢alisma ile uygulamasi kolay ve diisiik maliyetli sistemik inflamas-
yon belirteclerinin veteriner pratikteki kullanimlarinin genisletilmesi yoniindeki gergeklestirilecek ¢alismalara katki
saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kopek, Borrelia burgdorferi, notrofil-lenfosit, monosit-lenfosit, platelet-lenfosit, oran

Detection of Neutrophil-Lymphocyte, Monocyte- Lymphocyte and Platelet—-Lymphocyte
Ratios in Dogs Naturally infected 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 1gG 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

Giris de bozukluklarla karakterize, ancak birgok organi
Lyme hastalig1 ya da Borreliozis; Borrelia burgdor-  da etkileyen ve kroniklesebilen enfeksiy6z bir has-
feri adl1 spiroket sekilli bir bakterinin neden oldugu, taliktir. K6pek Borreliozis’i ise ilk kez 1980’lerde
diinyada yaygin olarak goriilen, baglica Ixodes cinsi ~ Amerika Birlesik Devletleri’nde tanimlanmis ve
kenelerle bulasan, kalp, eklemler ve sinir sistemin-  kisa zamanda tiim diinyaya yayilmistir [9].
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Kopeklerde Lyme hastalig1 bircok organ ve
sistemi etkilemekte birlikte, en sik eklemlerin etki-
lendigi rapor edilmistir [7, 10]. Hastalik her yastaki
kopekte eroziv olmayan artritis, topallik, agri, ates
(T>39,5°C), istahsizlik, lenfadenopati ve yorgunluk
seklinde goriiliirken, yash kopeklerde bobrek yet-
mezliginin daha sik gortldiigi belirlenmistir [10].
Miyokarditis ve endokarditis gibi kardiak bozuk-
luklarin hastalikta nadir olarak olustugu ortaya ko-
nulmustur [7].

Kopeklerde lyme hastaliginin eroziv veya ero-
ziv olmayan artrit formlarin disinda sekillenen
nefropati formunda 6demli vaskiilit veya efiizyon;
olas1 korlik veya kalp iiftiriimlii hipertansiyon;
tromboembolik olaylar ve bazen vaskiilit, hipertan-
siyon, iiremik ensefalopati veya menenjitin nérolo-
jik belirtileri (6rnegin, ndbet, nistagmus, kollasps)
gibi semptomlar goriilebilmektedir [4, 20].

Bu sendromdaki laboratuvar anormallikleri-
ni ise dejeneratif olmayan anemi, stres 16kogrami,
trombositopeni, hipoalbuminemi, azotemi, hiper-
kolesterolemi, hiperfosfatemi ve bazen hiperkalemi
ve hiperbilirubinemi olusturmaktadir. idrar mua-
yenesinde proteiniiri ve hemoglobiniiri, hematiiri,
glukoziiri, bilirubiniiri ve negatif bakteri kiiltiri
ile aktif bir sedimentasyonda azalma goriilebilmek-
tedir. Cogu vaka oligiirik veya aniirik olup bobrek
yetmezligi nedeni ile hasta kopekler 6lebilmektedir
[6,4, 15, 20].

Cogu zaman immun iliskili mediyatorlerin
oldukca genis ve karmasik siraya sahip olmalari,
kritik hastaliklarda immun yanitin degerlendirilme-
sinde kullanilacak uygun biyokimyasal parametre-
lerden iyi bir prediktif belirte¢ olarak yararlanmay1
miimkiin kilmamaktadir [S]. Son zamanlarda hali
hazirda kolaylikla elimizin altinda bulunan tam kan
sayimindan koken alan oranlar, heniiz herhangi bir
konsensus olusturulmamasia ragmen potansiyel
biyokimyasal belirtegler olarak beseri hekimlikte
yaygin olarak kullanilmaktadir [14, 16, 26].

Glasgow Prognostik Skoru’nun yaninda siste-
mik inflamatuar yanitin komplementleri olarak nét-
rofil-lenfosit oran1 (NLO), monosit-lenfosit orani
(MLO) ve platalet-lenfosit oran1 (PLO) yer almak-
tadir [8, 18]. Son zamanlarda bu oranlar karsinoge-
nezis ve tiimor progresyonun degerlendirilmesinin
yani sira bir¢ok inflamasyon iliskili hastaliklarda
ornegin kardiyovaskiiler hastaliklar [13], malignan-

siler [22], otoimmun hastaliklar [3, 24], akut pank-
reatitis [23], kronik obstruktif pulmoner hastaliklar
[12, 25], overiyan apselerde, Chron hastalig1 ve
siroziste prognozun degerlendirilmesinde prediktif
parametreler olarak kullanilmaktadir [1]. Ucuz ve
kolaylikla erisilebilecek olan bu oran ve skorlama-
larin heniiz veteriner hekimlikte kullanilmasi i¢in
cok sayida kapsamli ¢calismalara ihtiyag vardir.

Bu galismanin amaci ise ilk defa kronik bir
inflamasyona neden olan B. burgdorferi’nin neden
oldugu lyme hastaligi yoniinden seropozitif kopek-
ler ile seronegatif kdpeklerin NEU, NLO, MONO,
MLO, PLT ve PLO degerlerinin karsilastirilmasidir.

Materyal ve Metot

Calhisma Materyali

Calisma materyalini, Nisan 2017 ile Haziran 2018
tarihleri arasinda Ondokuz May1s Universitesi Ve-
teriner Fakiiltesi Egitim Uygulama ve Arastirma
Hastanesi’ne tedavi veya kontrol amaciyla getirilen
sahipli, ¢esitli irk ve yaslarda, disi ve erkek toplam
24 adet kopek olusturmustur. Calismaya daha 6nce
B. burgdorferi’ye kars1 agilanmamig ve Lyme hasta-
l1g1 yoniinden herhangi bir tedavi gérmemis toplam
24 adet kopek dahil edilmistir. Serolojik olarak B.
burgdorferi yoniinden pozitif kabul edilen 7 adet
kdpek deney grubunu olustururken, geriye kalan ve
serolojik olarak negatif kabul edilen 17 adet kopek
ise kontrol grubunu olusturmustur. Calisma yerel
hayvan etik kurulunca onaylanmigtir (2016/64).

Total Kan Sayim

Rutin muayenede tedavi 6ncesi 2 ml EDTA’1 tiiple-
re, 5 ml kuru tiiplere alinmis olan kan 6rnekleri ca-
lisma materyali olarak kullanmilmistir. EDTA’ tiip-
lere alinan kan drnekleri total kan sayimi i¢in sayim
oncesi karigtiricida orta devirde karigtirilip ¢alisil-
maya hazir hale getirilmis, sonrasinda 24 adet tam
kan 6rnegi BC-5000 Vet Auto Hematoloji cihaziyla
calisilmis ve sonuglar (WBC, NEU, LYM, MONO,
EOS, LY %, MONO%, EOS%, NEU%, RBC, HGB,
HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, RDW-SD,
PLT, PCT, MPV, PDW) kayit altina alinmistir. Ca-
lisma kopeklerine ait tam kan sayimi degerlerinden
NLO (nétrofil/lenfosit), MLO (monosit/lenfosit) ve
PLO (platelet/lenfosit), lenfosit sayilarimin sirasi
ile n6trofil, monosit ve platelet sayilarina ayri ayr
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boliinerek hesaplanmasindan elde edilmistir [19].
Lyme hastaliginin serolojik tanisi amacrtyla jelli tiip-
lere alinan 6rnekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serumlar1 2 farkli ependorf tiiptine aktarila-
rak calisilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Serolojik Olarak Kopek Spesifik Anti B.
burgdorferi 1gG Seviyelerinin ELISA Yontemi
ile Tespiti

Kopeklerden alinan serum oOrnekleri oncelikle B.
burgdorferi’ye karsi olusan IgG antikor yanitini be-
lirlemek amaci ile EUROIMMUN® Anti-Borrelia
ELISA Koépek IgG (Liibeck, Germany) kitleriyle
iiretici firmanin direktiflerine uygun olarak calisil-
mis ve 450 nm’de ELISA okuyucuda okutulmustur.
Elde edilen okuma degerleri prospektiiste belirti-
len yonteme gore hesaplanmis ve test sonucunda
kalibrasyona ait degerlere boliinerek son degerlere
ulastlmistir. Her bir 6rnegin pozitif, negatif ya da
siirda pozitifligi belirlenmistir.

Serolojik Olarak Kopek Spesifik Anti B.
burgdorferi 1gG Pozitif Kopeklerin Western Blot
Yontemi ile Dogrulanmasi

ELISA yontemi ile pozitif bulunan serum 6rnek-
leri, EUROIMMUN® Anti-Borrelia EUROLINE
Kopek IgG (Liibeck, Germany) kitleri ile ¢aligilmig-
tir. Test gorsel olarak degerlendirilmis olup, her bir
ornegin verdigi bant sayisi ve ¢esidine gore deger-
lendirme yapilmigtir. Spesifik antijen bant deger-
lendirmesinde; VISE, P100, P39, OspA (p31), OspC
(P25), p21, p18 yer almaktadir. Sonuglar iiretici fir-
manin direktiflerine gore firmanin géndermis oldu-
gu test kontrol kagitlarinin iizerinde gorsel olarak
degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Calismaya dahil edilen tiim kopeklerin NEU, LYM,
MONO, PLT, NLO, MLO ve PLO degerlerinin
normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek
amaci ile Kolmogorov-Smirnov testi kullanilmistir.
Sonrasinda deney ve kontrol grubu arasinda NEU,
LYM, MONO, PLT, NLO, MLO ve PLO degerleri-
nin karsilastirilmasinda ise Student t testi uygulan-
mistir.

Bulgular

Calisma materyalini olusturan 24 kopegin, 7’si B.
burgdorferi’ye karsi olugsan anti IgG antikor yo-
niinden seropozitif olarak bulunurken, 17 kopek se-
ronegatif olarak tespit edilmistir (Tablo 1). Deney
grubunu olusturan 7 kdpegin seropozitiflikleri ise
sonrasinda Western Blot yontemi ile dogrulanmis-
tir. Deney ve kontrol gruplarma ait NEU, LYM,
MONO, PLT degerleri Figiir 1’de gosterilmistir.
Deney ve kontrol gruplarina ait NLO, MLO, PLO
degerleri ise Figiir 2’de gosterilmistir.
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Figiir-1: Borrelia burgdorferi ile dogal enfekte se-
ropozitif (Deney grubu; mavi renkli) ve seronegatif
kopeklerin (Kontrol grubu; kirmizi renk) tedavi 6n-
cesi NEU, LYM, MONO ve PLT degerlerinin su-
nuldugu Kutu-Biyik grafikleri (Box-and-whiskers
plot). Orta Kutu, gézlemin %50’sini olusturmakta-
dir; kutunun alt kismi birinci ¢eyrekligi ve kutunun
istll tclincii ¢eyrekligi olusturmaktadir. Kutunun
ortasindaki yatay ¢izgi ise medyandir. Her kutu-
daki carpi isareti o kutuya ait ortalama degeri ver-
mektedir. Biyiklar, ¢ceyrekler arasi araliktan 1,5 kez
¢ikartilan en kiigiik ve en bliylik gézlemlere kadar
uzanmaktadir ve ayri ayri noktalar halinde belirtil-
mislerdir.
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Figiir-2: Borrelia burgdorferi ile dogal enfekte se-
ropozitif (Deney grubu; mavi renkli) ve seronega-
tif kopeklerin (Kontrol grubu; kirmizi renk) tedavi
oncesi NLO, MLO ve PLO degerlerinin sunuldugu
Kutu-Biyik grafikleri (Box-and-whiskers plot). Orta
Kutu, gozlemin %50’sini olusturmaktadir; kutunun
alt kismi birinci ¢eyrekligi ve kutunun istii ticlincii
ceyrekligi olusturmaktadir. Kutunun ortasindaki ya-
tay ¢izgi ise medyandir. Her kutudaki ¢arpi isareti
o kutuya ait ortalama degeri vermektedir. Biyiklar,
ceyrekler arasi araliktan 1,5 kez ¢ikartilan en kii¢iik
ve en biiyiik gozlemlere kadar uzanmaktadir ve ayr1

ayr1 noktalar halinde belirtilmislerdir.

Tablo 1. Calisma materyalini olusturan 24 kdpegin 11k, yas ve cinsiyetlerine ait veriler.

Anti B. burgdorferi 1gG yoniinden pozitif kopekler

Irk Yas Cinsiyet Uygulama ve Arastirma Hastanesine Getirilis Nedeni
Golden Retriever 8 Disi Genel Muayene

Rottweiler 5 Erkek Belirtilmemis

Mastiff 5 Erkek Topallik

Akbas 5 aylik Erkek Gastritis

Pointer 6 aylik Erkek Cam Kese Bocegi Toksikasyonu

Doberman Pinscher 10 Disi Piyometra

Golden Retriever 11 Disi Atopik Dermatit

Anti B. burgdorferi 1gG yoniinden negatif kopekler

Irk Yas Cinsiyet Uygulama ve Arastirma Hastanesine Getirilis Nedeni
Ingiliz Pointer 1 Erkek  Genel Muayene
Golden Retriever 6 Erkek Genel Muayene
Melez 6 aylik Disi Belirtilmemis
Melez 9 aylik Disi Belirtilmemis
Setter 2 Erkek Ovariohisterektomi
Pointer 1 Erkek Gastritis

Alman Coban Kdpegi 8 Disi Genel Kontrol
Kangal 6 aylik Disi Genel Kontrol
Labrador Retriever 9 Disi Ovariohistercktomi
Melez 2 Disi Genel Kontrol
Melez 8 aylik Disi Genel Kontrol
Melez 4 aylik Disi Genel Kontrol
Melez 4 aylik Erkek Genel Kontrol
Melez 15 Disi Genel Kontrol
Belgika Malinois 1 Erkek Genel Kontrol
Melez 5 aylik Erkek Genel Kontrol
Melez 3 Erkek Genel Kontrol
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Tartisma

Lyme hastalikli insanlar ve kdpeklerde hematolo-
jik ve serum biyokimyasal degerler genellikle nor-
mal simirlar igerisinde yer almaktadir [15]. Benzer
sonuclar ¢alismamiz i¢inde gegerli olmustur. Zira
deney grubuna ait ortalama NEU, LYM, MONO,
PLT degerleri siras1 ile 9,5x10°L, 2,05x10°L,
0,742x10°/L ve 318,68x10°/L olarak bulunmustur.
Bu sonuglar Scorpio ve ark. [21] yapmis oldukla-
r1 c¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Sunulan
calismada deney ve kontrol grubunun NEU, LYM,
MONO, PLT degerlerinin karsilastiriimasinda ise
istatiksel olarak bir farklilik (P>0.05) tespit edile-
memistir.

Deney ve kontrol gruplarinin NLO, MLO ve
PLO degerlerinin karsilastirilmasinda ise yine is-
tatiksel olarak bir farklilik (P>0.05) olmamakla
beraber deney grubunun NLO ortalama degerinin
(7,2), kontrol grubuna gore (5,2) yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bazi calismalarda lokal lenfositik
yanitin, invazif yapidaki lenfositik reaksiyonlar gibi
degerlendirilmeleri neticesinde diisiik NLO oram
ile karsilasildigini ve bunun sonucunda ise progno-
zun daha iyi oldugu bildirilmektedir [17]. Mevcut
calismamizda kontrol grubuna kiyasla deney grubu-
nun yiksek LYM degerine sahip olmasina ragmen
yine deney NLO degerinin de yiiksek oldugu tes-
pit edilmektedir. Bu durum calismamizdaki deney
ve kontrol grup 6rnek sayilariin diisiikk olmas ile
aciklanabilir. MLO degerleri bakimindan mevcut
calismada deney (0,7) ve kontrol grubu (0,6) karsi-
lastirilmasinda yine istatiksel bir farklilik (P>0.05)
bulunmamustir.

Deney ve kontrol gruplarinin PLT ve PLO
degerleri bakimindan karsilastirilmalarinda yine
istatiksel bir farklilik (P>0.05) tespit edilememis-
tir. Bununla birlikte deney PLO degerinin (241,2)
kontrol grubuna goére (182,8) yiiksek bulundu-
gu tespit edilmistir. Sonuglarimiz Scorpio ve ark.
[21]nin yapmis olduklar1 ve PLT bakimindan se-
ropozitif ve negatif kopekleri karsilagtirdiklar ca-
lisma ile benzerlik gostermektedir. Arastirmacilar
calismalarinda seropozitif kopeklerin PLT deger-
lerinin (286,78x10°/L) seronegatif olanlara (202,42
x10°%/L) istatiksel olarak bir farklilik géstermedigini
tespit etmislerdir [21]. Yapilan son c¢aligmalar pla-
teletlerin sistemik inflamasyonda 6zellikle de athe-

rogeneziste olduk¢a 6nemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir [11]. Plateletler bircok farkli hiicre
tipleri ile 6rnegin endoteliyal ve dendritik hiicreler,
T-lenfositler, ve monontikleer fagositler ile etkile-
sim icindedir [2]. Caligmamizda lyme hastalikli
kopeklerde PLO’nun yiikselme egiliminde oldugu
sOylenebilir. Degerlendirmede PLO’nun yiiksek bu-
lunmasi ise bu hastalardaki sistemik inflamasyonun
da yiiksek olabilecegini gostermektedir. Son yillar-
da beseri hekimlikte uygulama kolaylig1 ve diisiik
maliyetinden 6tliri NLO, MLO ve PLO degerleri
sayisiz hastaligin prognozunun degerlendirilmesin-
de kullanilmaktadir. Beseri hekimlikte meta analiz-
ler dogrultusunda tiim inflamatuar yanittaki sitokin
ve akut faz proteinleri ile korrelasyonlar1 valide
edilmis NLO, MLO ve PLO’nun B. burgdorferi
yoniinden seropozitif ve negatif kopeklerde deger-
lendirildigi ¢alismamizda 6rnek sayimizin her iki
grupta az olmasi ¢alismamizi kisitlayan en 6nemli
nedeni olusturmaktadir.

Sonug¢

Kronik inflamasyona neden olan B. burgdorferi’nin
neden oldugu lyme hastalig1 yoniinden seropozitif
kopekler ile seronegatif kopeklerin ilk kez NLO,
MLO ve PLO degerlerinin karsilastirildigi bu ca-
lismada, NLO ve PLO degerlerinin lyme yoniinden
seropozitif kopeklerde yiikselme egiliminde oldugu
sOylenebilir. Sonug¢ olarak, bu ¢alisma ile uygula-
mast kolay ve diisiik maliyetli sistemik inflamasyon
belirteglerinin veteriner pratikteki kullanimlariin
genisletilmesi yoniinde gerceklestirilecek calisma-
lara katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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Abstract: The taxonomy of Hysterothylacium genus remains incomplete and unclear in Turkish waters. In the pres-
ent study, H. adumcum larvaec 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 r7nS gene with
the present study.

Key words: Hysterothylacium aduncum, molecular characterization, mitochondrial rrnS gene, Black Sea, Turkey

Tiirkiye’nin Karadeniz Kiyilarindaki Merlangius merlangus euxinus’u (Linnaeus, 1758)
Enfekte Eden Hysterothylacium aduncum (Nematoda: Raphidascarididae) Larvasinin
Kiiciik Alt Unite Ribozomal RNA Gen Bolgesine Gore Molekiiler Karakterizasyonu

Ozet: Tirkiye sularinda Hysterothylacium cinsinin taksonomisi eksik ve belirsizdir. Bu arastirmada Tiirkiye nin
Karadeniz kiyilarinda avlanan Merlangius merlangus euxinus’da H. aduncum larvalari morfolojik olarak teshis edil-
di. H. aduncum’un niikleer ribozomal ITS (ITS-1, 5.8S subunit, ITS-2) ve kiiciik alt {inite mitokondriyal ribozomal
RNA (rrnS) gen bolgeleri ¢ogaltildt ve sekanslandi. H. aduncum’un ITS sekanslarinin BLAST analizleri daha 6nce
Tiirkiye nin Karadeniz kiyilarindan rapor edilen H. aduncum’un referans dizisiyle (erisim numarasi JX413596) identik
oldugunu gésterdi. Tiirkiye Karadeniz’den H. aduncum rmS geni (MK886768), Akdeniz (MF000685-MF000691) ile
Cin sularindaki (MF140344) bulunan H. aduncum izolatlari ile %97.94-99.56 arasinda benzerlik gosterdi. Bununla
birlikte, Tiirkiye Karadeniz’den elde edilen H. aduncum’un rrnS dizisi ile Akdeniz (MF000685-MF000691) ve Cin su-
larindaki (MF140344) diger H. aduncum izolatlarinin ikili karsilastirmasinda %0,2 ile %1,7 arasinda farklilik g6zlendi.
Bu caligma ile ilk kez Karadeniz’den H. aduncum’un mitokondriyal rrnS geni molekiiler olarak karakterize edildi.

Anahtar kelimeler: Hysterothylacium aduncum, molekiiler karakterizasyon, mitokondriyal rrnS gen, Karadeniz, Tiirkiye

Arastirma Makalesi / Research Article

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 ¢
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 (rmS) gene were targeted for amplifications.
ITS regions were amplified using the primers NC5
(5'-GTAGGT GAACCT GCG GAAGGATCATT-
3")and NC2 (5'-TTAGTT 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 Mayis University,” Samsun,
Turkey.

Result

The amplifications of the »7nS gene and ITS region
produced a fragment of approximately 500 bp and
1000 bp from different individuals, respectively,
on agarose gels. While the »7nS 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 77nS 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 S 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
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(MF140344) was aligned with the same gene for H.  Sea, Turkey and others H. aduncum (EU852345-
aduncum (MF000685-MF000691 and MF140344) EU852348 and MF140344) isolates were clustered
which was previously deposited in GenBank (Fig. in the same clade in the ML tree (Fig. 2) inferred
1). Moreover, H. aduncum (MK886768) inthe Black  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, Mediterrancan Sea 0.009 0.007 0.007 0.009 0.004 0.007 0.007

9-MF 140344, Chinese waters 0.021 0.017 0.017 0.020 0.015 0.017 0.017 0.015
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Figure 1. Alignment of the rmS 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.

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



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

67

MF000686 H. aduncum
MF000688 H. aduncum

- MF000687 H. aduncum
- MF000691 H. aduncum
MF000690 H. aduncum
MF000689 H. aduncum
MF000685 H. aduncum

- MK886768 H. adumcum
L— MF140344 H. aduncum
MF140349 H. fabri

MF140346 H. thalassini

MF140345 H. longilabrum
MF140351 H. reliquens

IMF140348 H. liparis
981 MF140350 H. sinense

01

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

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 rmS 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

MF140347 H. zhoushanense

MG515234 C. overstreeti

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
S 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
Hpysterothylacium species from the Turkish waters.
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Enfeksiyoz Nekrotik Hepatitis Asisinin Uretiminde Poli (D, L-Laktik-Ko-
Glikolik Asit) (PLGA) Biyopolimerinin Adjuvant Etkisinin Arastirilmasi*
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Ozet: Bu calismada, koyunlarin enfeksiyéz nekrotik hepatitis hastaligina karsi aliiminyum hidroksit ve poli (D,
L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) adjuvantlar1 kullanilarak tiretilen asilarin kobaylarda olusturdugu bagisiklik dii-
zeyleri karsilastirildi. Clostridium novyi tip A kiiltiiriiniin formol ile inaktivasyonundan sonra, aliiminyum hidrokside
adsorbe edilmis ve ¢ift emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma yontemi uygulanarak PLGA (laktid/glikolid orani: (50/50), mo-
lekdiler agirlik: 30.000-60.000 dalton) ile enkapsiile edilmis antjen igeren iki farkli toksoid as1 hazirland1. Asilarmn olus-
turdugu bagisiklik diizeyini belirlemek i¢in 5-6 aylik ve agirliklar1 400-500 gr olan erkek kobaylar kullanildi. Her biri 10
kobaydan olusan 3 grup olusturuldu. Birinci gruptakilere 21 giin arayla ¢ift doz (2 ml+2ml) aliiminyum hidroksitli as1,
ikinci gruptakilere PLGA mikrosferli as1 tek doz (2 ml) ve tigiincii gruptakilere PLGA mikrosferli as1 yarim doz (1ml)
derialt1 yolla verildi. Birinci gruptaki kobaylardan rapel asilamadan, ikinci ve {igilincii gruptaki kobaylardan tek doz
astlamadan sonraki 15, 30 ve 45’inci giinlerde kalpten kan 6rnekleri alinarak havuzlanmis serum drnekleri elde edildi.
Kan serumlarindaki antikor diizeyi fare Toksin Nétralizasyon Test (TNT) ile belirlendi. Tek doz mikrosferli as1 ile cift
doz aliminyum hidroksitli as1 uygulamalarindan sonraki 30’uncu ve 45’inci giinlerde ayni diizeyde antikor (8 IU/ml)
saptand1. Ancak 15’inci glinde ¢ift doz aliiminyum hidroksitli asinin antikor diizeyi 4 IU/ml iken, tek doz PLGA mikros-
ferli aginin antitor diizeyi 2 IU/ml olarak bulundu. Yarim doz PLGA mikrosferli as1 verilen kobaylarda yeterli diizeyde
(antikor titresi<2.5 [U/ml) bagisiklik elde edilemedi. Sonug olarak, tek dozlu veteriner asilarin gelistirilmesi amaciyla
farkl1 polimer tipi ve enkapsulasyon yontemleri kullanilarak daha genis kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Adjuvant, aliminyum hidroksit, as1, 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 [U/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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Giris

Asilar, insan ve hayvanlari enfeksiyonlara karsi
koruyan biyolojik maddelerdir [34]. 1lk as1 1796
yilinda Edward Jenner tarafindan ¢igek hastaligi-
na karst uygulanmistir [29]. Asilama, enfeksiyon
hastaliklardan korunmak i¢in maliyeti en disiik ve
etkili yontemlerden biri olarak kabul edilir [8, 25].
Bir as1 tipik olarak hastalik etkenlerinin 6lii ya da
hastalik yapma giicii zayiflatilmis formlari, mikro-
organizmalarin toksinleri veya yiizey proteinlerini
icermektedir [34]. Konvansiyonel yontemlerle ha-
zirlanan canli (atenue), 6li (inaktif) ve toksoid asi-
lar halen basarili bir sekilde uygulanmaktadir [5].
Son yillarda molekiiler biyoloji ve immiinolojide-
ki gelismelere paralel olarak DNA asilari, rekom-
binant DNA asilar1 ve rekombinant subunit asilar
gibi biyoteknolojik asilar gelistirilmistir [8]. Canli
asilar hem hiicresel hem de humoral immun yaniti
uyararak daha gii¢lii bagisiklik olustururlar. Ancak
bagisiklik sistemi zayif canlilarda as1 igerisindeki
mikroorganizmanin hastaliga yol agmasi ve apato-
jen susun yeniden patojen 6zellik kazanmasi deza-
vantaj olusturmaktadir [10]. Olii asilarmn hastaliga
yol agma riski yoktur fakat canli agilara gére daha
kisa siireli bir yanit olustururlar. Ozellikle hiicresel
bagisiklik daha zayif sekillenir [26]. Uzun siireli ve
yeterli bir bagisikligin elde edilebilmesi i¢in 6lii ag1-
larin adjuvantlarla birlikte verilmesi ve rapel dozla-
rin uygulanmasi gerekir [25].

Adjuvantlar as1 antijenlerinin immunojenik
ozelligini artiran maddelerdir [39]. ilk adjuvant
1920 yilinda kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda
adjuvant etkisi gosteren bir¢ok madde kesfedilme-
sine ragmen toksik etkilerinden dolay1 as1 ile kulla-
nimi kabul gérmemistir. Aliiminyum tuzlari, MF59,
ASO3, ASO4 ve virozomlar insan asilarinda kulla-
nilan lisansli adjuvantlardir [26]. Adjuvantlar depo
etkisi gostererek antijenlerin yavas saliimini sag-
larlar ve bagisikligin sekillenmesinde gorev alan an-
tijen sunan hiicreler, B ve T lenfositlerinin nonspe-
sifik aktivasyonuna yol acarlar [13]. Adjuvantlarla
birlikte alinan antijenlerin ¢ogu dendtritik hiicreler
tarafindan lenf nodiillerine tasinir. Dendritik hiic-
reler, makrofajlar ve B lenfositleri gibi antijen su-
nan hiicreler antijeni igler ve bilyiik doku uyusum
kompleks molekiilleri igerisinde T hiicrelerine su-
narlar [39]. Aliiminyum tuzlari, adjuvant olarak
hem insan hem de hayvan asilarinda uzun zaman-

dan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle
Th2 hiicrelerinin uyarilmalarin1 sagladiklarindan
humoral bagisikligin sekillenmesinde etkindirler
[26]. Bu adjuvantlar giivenlidir, ancak nadir de olsa
alerjik reaksiyonlar ve granulomlarin olusumuna
yol agabilirler [39].

Nanopartikiiller yaklagik 40 yil 6nce asilarin
ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin taginmasi
amaciyla gelistirilmistir. Dogal veya sentetik poli-
merlerle hazirlanan nanopartikiillerin boyutlar1 10-
1000 nm arasinda degismektedir [24]. Polimerler
as1 antijenini korur ve depo gorevi yaparak antije-
nin kontrollii salinimini saglarlar. Polimerik parti-
kiillerin tek doz asilarin ve mukozal asilarin gelis-
tirilmesinde etkili oldugu bildirilmistir [29]. Klasik
adjuvantlarla karsilastirildiginda toksik olmamalari,
biyouyumlu ve biyobozunur olmalar1 énemli bir
avantaj saglamaktadir. Polimerler hem hiicresel
hem de humoral bagisik yanit1 uyarirlar [35]. PLGA
doku miihendisliginde ve asilarin kontrolli salini-
mi i¢in en fazla kullanilan ve FDA (Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanan bir polimerdir
[20]. Son yillarda insan [16, 17, 21, 28, 32, 33, 36,
43] ve hayvan [37, 38, 40] asilarmin gelistirilmesin-
de PLGA biyopolimerinin etkinligi {izerinde bir¢ok
calisma yapilmustir.

Ulkemizde koyun yetistiriciliginde ekonomik
kayiplara neden olan enfeksiydz nekrotik hepati-
tis hastalig1 akut, toksemik ve karaciger nekrozlar
ile karakterize, oldiiriicii bakteriyel bir hastaliktir.
Hastalik bazen sigirlarda da goriilir. Hastaligin
etkeni Clostridium novyi tip B’dir. Hastaligin olu-
sumunda bakterinin trettigi Ozellikle alfa toksin
onemli bir rol oynamaktadir [3]. Hastaliktan korun-
mada iilkemizde 6zel sektor tarafindan iiretilen veya
ithal edilen toksoid asilar kullanilmaktadir. Ancak
yeterli bagisiklik elde etmek i¢in 21 giin arayla asi-
nin ikinci dozunun verilmesi gerekir. Tek doz as1
hayvanlar korumamaktadir [22]. Literatiir bilgisi-
ne gore, insan toksoid asilarmin gelistirilmesinde
PLGA kullanilmig olmakla birlikte, bir hayvan asis1
olan enfeksiyoz nekrotik hepatitis toksoid asisinin
gelistirilmesinde PLGA’nin etkisi daha dnce arasti-
rilmamistir. Bu galigmada, enfeksiy6z nekrotik he-
patitis hastaligina kars1 klasik yontemlerle {iretilen
aliminyum hidroksitli aginin ¢ift dozu ile PLGA
kullanilarak iiretilen aginin tek dozunun etkinliginin
karsilastirilmasi amaglanmastir.
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Materyal ve Metot

Bu calisma i¢in Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Bagkanligi’nin 05.10.2016 tarih,
2016/17 say1 ve 160 nolu karari ile etik kurul onay1
alindi.

Bakteri Susu ve Standart Toksin: As1 iireti-
minde kullanilan C. novyi tip A (UK) susu ve Toksin
Notralizasyon Testinde (TNT) kullanilan C. novyi
tip A alfa () standart toksin (L+/20, Diltisyon Orant:
1/6) Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’'nden satin
alind.

Deney Hayvanlari: Uretilen asinin bagisiklik
giiclinii 6lgmede kullanilan 5-6 aylik, 400-500 gr
agirligindaki 30 adet erkek kobay (Guinea pig) ile
toksin titresinin belirlenmesi, detoksifikasyon kont-
rolii ve TNT testinde kullanilan 4 haftalik 18-20 gr
agirh@indaki erkek fareler (Balb/c) Firat Universite-
si Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edil-
di. Kobaylardan deneme dncesi kan 6rnekleri alindi
ve TNT testi ile kan serumlarinda antikor olmadig1
belirlendi.

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

As1 Uretim Calismalar: Liyofilize C. nov-
yi tip A susu 1 ml Tarrozi buyyon sivisi ile sulan-
dirtlldi. Bu sulandirmadan 0.5’er ml alinarak daha
once kaynatilip sogutulmus iki adet Tarrozi buyyon
tiiplerine ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat anaero-
bik ortamda inkubasyona birakildi. Tarrozi buyyon
kiiltiirinden Gram boyama yapildi ve besiyerlerine
ekimler yapilarak sugun saf olup olmadigi kontro-
li edildi. C. novyi disinda herhangi bir mikroorga-
nizma iiremedi. Saflik kontroliinden sonra Tarrozi
buyyon kiiltiirleri, icerisinde bir litre Ardehali be-
siyeri bulunan siseye aktarildi. Bu besiyeri anaero-
bik gaz paketi iceren anaerobik jar icerisine kondu
ve 37°C’de 72 saat anaerobik ortamda inkubasyo-
na birakildi. Fareler (Balb/c) kullanilarak Ardehali
besiyerinde iireyen C. novyi kiiltiirliniin alfa toksin
titresi belirlendi ve minimal letal doz (MLD, /ml)
degerleri saptandi. Inaktivasyon i¢in kiiltiire %0.6
oraninda formol katildi ve 10 giin 37°C’de bekletil-
di. Inaktivasyon islemini takiben kiiltiirden numune
almarak canlilik ve detoksifikasyon kontrolii yapil-
di. Canlilik kontrolii i¢in kiymali buyyon, Tarrozi

buyyon, nutrient buyyon (LAB068, LAB M) ve
nutrient agara (LAB008, LAB M) ekim yapild1 ve
besiyerleri 37°C’de 1 hafta inkubasyona birakildi.
Kiiltiirtin detoksifikasyon kontrolii farelerde yapil-
di. Daha sonra 1 litrelik kiiltiiriin yaris1 aliminyum
hidroksit ile adjuvantlama i¢in ayrildi. Diger yarisi
ise PLGA mikrosferlerinin hazirlanmasi igin ayri
bir siseye aktarildi.

Aliiminyum Hidroksit ile Adjuvantlama:
Herhangi bir bakteri ve aktif toksin icermedigi be-
lirlenen anakdiltiir ve toksoid karisimina aliiminyum
hidroksit %20 oraninda ve %80’lik fenol soliisyo-
nu %0.32 oraninda katildi. Oda 1sisinda bekletilen
ana kiltiir ve toksoid karisimi 2 giin siire ile ¢al-
kalayic1 (Mipro) ile 50 rpm’de karistirilarak adju-
vanta adsorbe edildi. Sterilite kontroli i¢in; acrobik
bakteriler yoniinden kanli agara, anaerobik bakteri-
ler yoniinden kiymali buyyona, mikoplazmalar yo-
niinden PPLO agara (Difco) ve mantarlar yoniinden
sabouraud dextrose agara (Difco) ekim yapildi. Za-
rarsizlik kontrolii i¢in 2 adet kobaya derialt1 yolla
0.5 ml as1 verilerek agilandi ve yan etkiler yoniinden
gbzlem altina alindi. As1 +4°C’de buzdolabinda sak-
landi [6].

PLGA Mikrosferlerinin  Hazirlanmasi:
PLGA mikrosferleri ¢ift emiilsiyon ¢6ziicli buhar-
lastirma metoduna gore hazirlandi [17]. Kisaca, 2
ml toksoid igerisine %1.5 oraninda trehaloz ve %2
oraninda Mg(OH), katildi. Bunun iizerine metilen
klorid igerisinde hazirlanmis %5°lik PLGA soliisyo-
nundan 25 ml ilave edilerek siispanse edildi. Daha
sonra 50 W ve 10 saniye siire uygulanarak ultraso-
nik homojenizatorde (Bandelin) homojenize edildi.
Bu emiilsiyona %1°lik polivinil alkolden (PVA)
100 ml eklendi ve homojenizator (Heidolph Silent
CrusherS) ile yiiksek hizda (30.000 rpm) 10 saniye
stireyle karistirildi. Bu emiilsiyon 125 ml %0.3’liik
PVA igerisine bosaltildi ve 1 saat karistirildi. Daha
sonra santrifij islemi uygulanarak mikrosferler
topland1 ve distile su ile yikandi. Mikrosferler va-
kumlu desikatdrde kurutuldu ve +4 °C’de buzdola-
binda saklandi. Bir ag1 dozu (2 ml) toksoid miktar
(1/4000 MLD, /ml) kullamldi§inda yaklagik 1 gr
kurutulmus mikrosfer elde edildi. Tiim hayvanlar
asilayacak miktarda mikrosferler hazirlandi.

Taramal Elektron Mikroskop ile
Mikrosferlerin  Incelenmesi: ~ Mikrosferlerin
biiyiikliigii ve sekli Firat Universitesi Merkez
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Laboratuvari’nda bulunan Zeiss EVO MA10 marka
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile incelendi.

PLGA Mikrosferlerinin I¢indeki Antijen
Miktarmin Belirlenmesi: PLGA mikrosferlerinin
i¢indeki yiiklii protein miktari Lowry metodu ile be-
lirlendi [30].

Bagisiklik Kontrolii: Hayvanlari bagisiklamak
icin, kurutulmus mikrosferler (15 gr) 30 ml PBS ile
sulandirildi. Aliminyum hidroksit adjuvantli ve
PLGA mikrosferli aginin bagisiklik testleri igin her
biri 10 kobaydan (5-6 aylik, 400-500 gr) olusan 3
grup olusturuldu. Birinci gruptaki kobaylara 21 giin
ara ile 2 ml alliminyum hidroksit adjuvantli as1 deri
alt1 yolla cift doz verildi. ikinci gruptaki kobaylara
PLGA mikrosferli asidan 2 ml, {igiincii gruptaki ko-
baylara PLGA mikrosferli asidan 1 ml deri alt1 yolla
tek doz enjekte edildi. Birinci gruptaki hayvanlar-
dan ikinci agilamadan, ikinci ve liglincli gruptaki
hayvanlardan tek doz asilamadan 15, 30 ve 45 giin
sonra kalpten kan alinarak serumlar elde edildi. Her
gruptaki hayvanlarin serumlart havuzlanarak bir
tiipte toplandi. Kobay kan serumlarinda en az 2.5
[U/ml diizeyinde antitoksinin varligi farelerde Tok-
sin Notralizasyon Test (TNT) ile belirlendi [6, 22].

2 um

EHT =15.00 kV
WD = 85mm

Signal A = SE1
Mag= 10.00 KX

Date :8 Oct 2018
Time :11:19:28

Bulgular

Tarrozi buyyonda {ireyen ana tohum susu kiiltiiriin-
den yapilan Gram boyamada Gram pozitif, gomak
seklinde bazilar1 sporlu C. novyi bakterileri goriil-
dii. Saflik kontoliinde susun saf oldugu belirlendi.
Toksin tretim ortami olarak kullanilan Ardehali
besiyerinde tlireyen kiiltiirdeki C. novyi alfa toksin
titresinin 1/4000 MLD, /ml oldugu tespit edildi. As1
kiiltiirliniin inaktivasyonundan sonra yapilan canli-
lik testinde herhangi bir mikroorganizma tiremesi
ve detoksifikasyon kontroliinde farelerde 6liim goz-
lemlenmedi. Deneysel olarak iiretilen aginin aerobik
ve anaerobik bakteriler, mikoplazmalar ve mantar-
lar yoniinden yapilan sterilite testinde herhangi bir
ireme saptanmadi. Kobaylarda yapilan zararsizlik
testi sonucunda, hayvanlarda herhangi bir olumsuz
reaksiyon gozlemlenmedi.

PLGA biyopolimeri ile kapsiilleme iglemi son-
rasinda antijenin %88 oraninda mikrosferler icerisi-
ne yiiklendigi saptandi. Taramali elektron mikros-
kop analizinde mikrosferlerin ¢ogunun diizgiin yu-
varlak sekilli oldugu goriildii. Baz1 alanlarda kirik
ve delik mikrosferler tespit edildi. Mikrosfer ¢apla-
riin Ol¢imi sonucunda ¢ogunun 1-5 um capinda
oldugu belirlendi (Sekil 1).

Sekil 1. PLGA mikrosferlerinin SEM goriintiisi.
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Aliiminyum hidroksit adjuvant1 katilmis as1 ile
cift doz (2 ml+2 ml) asilanmis kobaylarin kan se-
rumlarinda antikor diizeyi 15’inci giinde 4 IU/ml,
30’uncu ve 45’inci gilinlerde 8 1U/ml olarak belir-
lendi. Bununla birlikte PLGA mikrosferli asi1 ile tek
doz (2 ml) asilanmis kobaylarin kan serumlarinda
antitoksin diizeyi 15’inci giinde 2 1U/ml, 30’uncu
ve 45’inci glinlerde 8 [U/ml, PLGA mikrosferli as1
ile yarim doz (1 ml) asilanmis kobaylarin kan se-
rumlarinda antikor diizeyi 15’inci glinde 1 IU/ml,

30’uncu giinde ve 45’inci giinde 2 IU/ml olarak
tespit edildi. Aliminyum hidroksit adjuvantli as1 ile
ikinci asilamadan ve PLGA mikrosferli asinin tek
doz uygulanmasindan sonra hayvanlardaki bagisik-
lik diizeyi, uluslararasi standartlara gére minimum
olmasi gereken diizeyin (2.5 IU/ml) tizerinde bu-
lundu. Bununla birlikte 1 ml PLGA mikrosferli as1
verilen hayvanlarda yeterli bagisiklik diizeyi sapta-
namadi (Sekil 2).
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0] 15. gln 30. giin 45, glin

—— Aluminyum hidroksitli agt (2 m1 +2 m1)

~~#~-PLGA mikrosferli ag 2 ml)

—— PL GA mikrosferli a1 (1 m1)

Sekil 2. PLGA mikrosferli ve aliminyum hidroksitli asilar ile agilama sonrast olusan antikor titreleri.

Tartisma ve Sonug¢

Insan ve hayvan asilarinin gelistirilmesinde nano-
teknolojinin kullanimi1 son yillarda 6nem kazanmis-
tir [23]. PLG ve PLGA gibi sentetik polimerler mii-
kemmel biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerdir.
Bu nedenle nanopartikiil hazirlamada yaygin olarak
kullanilmaktadirlar [1, 31]. Sentetik polimerlere
ilave olarak aljinat ve kitosan gibi polisakkarit ya-
pidaki dogal polimerler de nanopartikiillii asilarin
hazirlanmasinda kullanilmistir [12, 17, 27].

Bu ¢alismada, laboratuvarda kiiciik 6l¢ekte en-
feksiy6z nekrotik hepatitis hastaligi asisi iiretilmis

ve adjuvant olarak aliminyum hidroksit ve PLGA
biyopolimeri kullanilmigtir. Kobaylar1 asilamadan
sonraki 15’inci glinde aliiminyum hidroksit adju-
vanth ¢ift doz asinin antikor titresi 15’inci giinde
4 TU/ml iken, tek doz verilen PLGA mikrosferli
asinin antikor titresi 2 [U/ml olarak belirlenmistir.
Ancak 30’uncu ve 45’inci giinlerde ¢ift doz alii-
minyum hidroksit adjuvantli as1 ile tek doz PLGA
mikrosferli agmin antikor titresi ayni seviyede (8
[U/ml) bulunmustur. PLGA mikrosferli as1 yarim
doz (1 ml) verildiginde uluslararas1 kabul edilen
titrenin (2.5 IU/ml) altinda bir titre elde edilmistir.
Bu ¢alismanin sonuglari, PLGA mikrosferli enfek-
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siy0z nekrotik hepatitis agisinin tek dozunun yeterli
bir bagisiklik olusturdugunu gostermektedir. Daha
once PLGA mikrosferli enfeksiyoz nekrotik hepa-
titis asis1 ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmadi-
gindan tespit edilen antikor titrelerini karsilastirmak
mimkiin olmamistir. Bununla birlikte bu ¢alismaya
benzer bir sekilde tek doz PLGA mikrosferli insan
tetanoz [17], difteri [43] ve hepatit B [16] asilarinda
da yeterli bir bagisiklik diizeyi elde edilmistir.

Bu ¢alismanin sonuglari, kapsiilleme esnasinda
bir miktar antijeninin kaybina ragmen 30 uncu giin-
den sonra tek doz PLGA mikrosferli ve ¢ift doz alii-
minyum hidroksitli aginin ayni diizeyde bagisiklik
seviyesine ulastigini gostermektedir. 15’inci giinde
PLGA mikrosferli asinin antikor titresinin diisiik
olmasi mikrosferler igerisinden ilk giinlerde antije-
nin yavag salmimindan kaynaklanabilir. Polimerik
partikiil biiyiikliigli, polimerin molekiil agirhigt ve
hidrofobisitesi gibi faktdrler antijen salinim siiresini
etkilemektedir. Diisiik hidrofobisite ve daha kiiglik
partikil biiyiikliigiine sahip mikrosferden daha hizli
antjen salinimi gergeklesir. Hidrofobisitesi yiiksek
ve daha bliylik partikiillii mikrosferden antijen sali-
mimi ¢ok yavastir [ 18]. PLGA polimerinin bozunma
yar1 Omriiniin polimerin monomer kompozisyonuy-
la iliskili oldugu, glikolid/laktid oran1 50/50 oldu-
gunda bozunma yari dmriiniin minimum diizeyde
gergeklestigi bildirilmistir [9]. Bununla birlikte lak-
tid/glikolid oran1 75/25 olarak arttiginda PLGA’nin
bozunma oranimin laktid/glikolid oran1 50/50 olan
PLGA’dan daha hizli oldugu saptanmistir [15].
Diger bir calismada ise, en yavas hepatit B antijeni
salinimi, laktid/glikolid oran1 50/50 olan PLGA po-
limeri kullanildiginda elde edilmistir [36]. Partikiil
biiylikligi 10 um’den kiigiik mikrosferler hemen
antijen sunan hiicreler (dendritik hiicreler ve makro-
fajlar) tarafindan alinir ve adjuvant etkisi hemen
baslar. Bundan daha biiyiik mikrosferler enjeksiyon
yerinde kalir, yavas yavas antijen salinimi gergekle-
sir [19]. Thomas ve ark. [41] tarafindan yapilan bir
calismada, Sum ¢apindaki hepatit B antijeni yiikli
mikrosferlerin 12 pm g¢apindakilerden daha giiclii
bir immun yanit olusturdugu saptanmistir. Eldridge
ve ark. [11] tarafindan yapilan ¢alismada ise, stafi-
lokok enteroksin B toksoidi yiiklii 10 pm’den kiigiik
PLGA mikrosferlerinin daha gii¢lii immune yanit
olusturdugu belirlenmistir. Gutierro ve ark. [14],
200, 500 ve 1000 nm biiylkligiindeki BSA yiiklii

PLGA partikiillerinin farelerde olusturdugu antikor
miktarlarini karsilagtirmislar, kiigtik partikiillerden
baslangicta antijen saliniminin daha yavas oldugu
fakat 1000 nm biiytikliigiindeki partikiillerin daha
yiiksek IgG olusumuna yol ac¢tigini bildirmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada ise, antijenin kapsiillenmesin-
de laktid/glikolid oran1 50:50 ve molekiil agirlig
30.000-60.000 dalton olan PLGA biyopolimeri kul-
lanilmig ve mikrosferlerin ¢ogunun ¢ap1 5 pm’den
kiiciik bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglar laktid/
glikolid oran1 50:50 olan PLGA polimerin C. novyi
toksoidinin enkapsiilasyonu i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir.

Koyunlarin enfeksiy6z nekrotik hepatitis has-
talig1 etkeni olan C. novyi tip B ekstraseliiler tok-
sinler (alfa, beta, zeta ve eta) tretir. Bu toksinler
letal, 6damat6z ve sitotoksik aktiviteye sahiptir.
Bu bakterinin sebep oldugu hastaliktan korunmada
toksoid asilardan yararlanilmaktadir. Alfa toksini en
etkili toksin olup bu toksini igeren asilarin koruyu-
cu etki gosterdigi bildirilmistir [3, 7]. Bu ¢aligma-
da saptanan antikor titreleri, ayni sus kullanilarak
Bas ve Alp [6] tarafindan hazirlanan monovalan
ve kombine asidan elde edilen alfa antitoksin (an-
tikor) degerinden (>10) biraz diisiik bulunmustur.
Bu farklilik as1 hazirlama tekniginin farkliligindan
kaynaklanabilir. Bas ve Alp [6], asiy1 hazirlarken
ultrafiltrasyon yontemiyle konsantrasyon gergek-
lestirmislerdir. Arastiricilar ultrafiltrasyon cihazi ile
10.000-30.000 dalton biiyiikliigiindeki molekiilleri
filtre etmek suretiyle kiiltiirii 3 kat konsantre ede-
rek, kiiltiiriin hacmini diisiirmiislerdir. Fakat bizim
calismamizda konsantrasyon islemi uygulanmamis-
tir. Konsantre edilmis asi1 igerisindeki antijen mikta-
rinin fazla olmasi daha yiiksek oranda antikor olu-
sumuna neden olabilir. Nitekim Amitoo ve ark. [2],
C. novyi tip B toksoid asisinin kobaylara verdikleri
as1 miktarini azalttiklarinda antikor titresinin diistii-
glind belirlemislerdir.

As1 bagisiklik ¢aligmalarinda elde edilen anti-
kor titreleri hayvan tiirlerine gore degisebilmekte-
dir. C. novyi asisinin bagigiklik ¢aligmalari tavsan-
larda yapildiginda elde edilen titreler, kobaylarda
elde edilen titrelere gore 3-10 kat daha disiik bu-
lunmustur [42]. Bas ve Alp [6], alliminyum hid-
roksitli C. novyi asisinin bagisiklik testini hem ko-
baylarda hem de koyunlarda yapmislar, kobaylarda
10 IU/ml’nin tizerinde ve koyunlarda 2.5-5 TU/ml
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titre elde etmislerdir. Kili¢ ve Kiling [22], aliimin-
yum hidroksit adjuvantli enfeksiydz nekrotik hepa-
titis asis1 uygulanan koyunlarda asinin olusturdugu
bagisiklik diizeyini arastirmislar, ¢ift doz asinin 2.
ayda antikor titresini 16 IU/ml diizeyinde tespit et-
mislerdir. Her iki calismada da havuzlanmis serum
ornekleri kullanilmustir.

Onceki ¢alismalar PLGA ile kapsiilleme is-
leminde ilave edilen trehalozun toksoid igindeki
antijenin stabilitesini artirdigin1 - géstermektedir.
PLGA’nimn hidrolizi sonucu laktik ve glikolik asit
aciga ciktigindan mikrosferler i¢inde pH 3’{in altina
diiser. Asidik pH’y1 notralize etmek i¢in Mg(OH),
katilir. Trehaloz kapsiilleme esnasinda organik
coziiciilerden antijenik proteini korur. Trehaloz
sulu ortamda kayda deger ¢oziniirlige sahiptir.
Trehalozlu ortamda antijen salinimi daha hizlidir
[16]. Protein stabilizatorii olarak sigir serum al-
blimin (BSA), manntitol ve siikroz kullanilmasina
ragmen antijenin yapisinin korunmasi ve daha iyi
salinim i¢in sadece trehalozun etkili oldugu, kapsiil-
leme isleminde trehaloz konsantrasyonu % 0.5’den
%2’ye artirildiginda, antijen salinimimin da %80-
90 oranina ulastigi, trehalozsuz mikrosferlerdeki
yiiklii protein miktarinin %30-40 oraninda oldugu
bildirilmistir [17]. Bununla birlikte, Quintilio ve
ark. [32] tarafindan yapilan bir ¢alismada, prote-
in stabilizatorlii icermeyen PLGA mikrosferleriyle
kapsullenmis tetanoz ve difteri asilar1 uygulanan
fare ve kobaylarda yeterli diizeyde bagisiklik elde
edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada, mikrosferlerin ha-
zirlanmasinda antijen kaybini 6nlemek igin toksoid
icerisine %1.5 oraninda trehaloz ve %?2 oraninda
Mg(OH), katilmistir. Mikrosferler hazirlanirken ek-
lenen toksoid igerisindeki proteinin yaklasik %88’
mikrosferler icerisine yiiklenmistir. Protein mikta-
rinda yaklagik % 12 oraninda bir kayip goriilmesine
ragmen ¢ift doz aliminyum hidroksitli asiyla ayni
seviyede bagisiklik elde edilmistir. Jaganathan ve
ark. [17], trehaloz ilave ederek tetanoz antijenini
PLGA ve kitosan ile kapsiillediklerinde mikrosfer-
ler i¢ine protein yiikklenme oraninin %90’a ¢iktigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte yapilan bir ¢alis-
mada [43] daha diisiik protein yiiklenme orani sap-
tanmustir. Protein yiiklenme oranlarindaki bu farkli-
liklar, kullanilan polimerin tipi, antijenin 6zelligi ve
mikrosfer hazirlama yontemlerinin farkli olmasin-
dan kaynaklanabilir.

Sonug¢ olarak, PLGA mikrosferli enfeksiyoz
nekrotik hepatitis agisinin tek dozunun aliiminyum
hidroksitli aginin ¢ift dozu ile ayn1 diizeyde bagisik-
lik olusturdugu ortaya konmustur. Veteriner alanda
daha ekonomik olmasi i¢in maliyeti diigiik polimer-
ler iiretilmelidir. Farkli biyopolimerlerin veteriner
asilarimin iiretiminde kullanilabilirligi arastirilma-
lidir. Polimer kullanilarak iiretilen asilarin bagisik-
lik diizeyleri, mikrosferleri hazirlamada kullanilan
yontem, polimerin tipi, solventlerin ¢esidi, protein
stabilizatorleri gibi bir¢ok faktorden etkilendigi icin
daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ du-
yulmaktadir.
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Ozet: Bu arastirma sigirlari 6nemli atik etkenlerinden biri olan Neospora caninum’un atik yapmus sigirlardaki yay-
ginliginin arastirtlmasi amaciyla yapildi. Bu amagla, atik gecmisi ile Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Midiirligii’ne 25 ilden gonderilen 986 sigir kan serumu N. caninum antikorlar1 yoniinden competitive ELISA (c-E-
LISA) ile tarandi ve 6rneklerde %32,35 (319/986) oraninda N. caninum tespit edildi. Sigir ¢iftliklerinde N. caninum
kaynakli enfeksiyonlarda atiklara ilave olarak siit verimlerinde azalmaya, dol tutma problemine bagl olarak erken da-
muzliktan ¢ikarmaya ve persiste enfekte buzagilarin dogmasina neden olarak ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Anahtar kelimeler: c-ELISA, Neospora caninum, s18ir,

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

Arastirma Makalesi / Research Article

breeding by reason of reproductive disorders and persistently infected calf births.

Key words: c-ELISA, cattle, Neospora caninum

Giris

Neospora caninum, Toxoplasmatidae ailesinde yer
alan zorunlu hiicre i¢i protozoal etkendir. Etken
ilk defa 1984 yilinda Norveg’te yavru kopeklerde
merkezi sinir sistemi ve iskelet kaslarinda yangi
olgularinda tespit edilmis ve tiir teshisi yapilama-
dig1 igin “teshis edilememis sporozoon kist” olarak
tanimlanmustir [9]. Sonraki yillarda ABD’de toxop-
lasmosis benzeri hastalik belirtileri gosteren 23 ko-
pegin 10’unda etkene rastlanmis, etkenin yapisal
ve antijenik ozelliklerinin Toxoplasma gondii’den
farkli olmasi1 nedeniyle Neospora caninum olarak
isimlendirilmistir [13].

Neospora caninum’un son konagimin kanideler
(kopek, cakal gibi), ara konaginin ise baslica sigir-
lar, nadiren de koyun, kegi, at ve kdpek oldugu bil-
dirilmistir [15, 16]. Son yillarda yapilan galigmalar,
bazi kanath tiirlerinin de N. caninum’un ara konagi
olabilecegini ortaya koymustur. [1, 10, 11]. Etken
ayrica insan olmayan primatlar [4], kanguru [24] ve
rodentlerde de [25] tespit edilmistir.

Etkenin biyolojisinde, ara konak ve son ko-
naklarda enfeksiyona neden olan ii¢ ayr (takizoit,
bradizoit ve ookist) form bulunmaktadir. Son ko-
naklarin digkilartyla atilan sporlanmamis ookistler
dis ortamda yaklasik 24 saat icerisinde sporlanarak
ara konaklar i¢in enfektif hale doniisiir. Ara konak-
lar yemde, suda ya da toprakta bulunan sporlanmis
ookistleri alarak enfeksiyona yakalanirlar Yine
gebe ineklerde, etken endojen transplasental yolla
%90’lara kadar yliksek oranda yavruya gegebilir ve
gebeligin donemine bagli olarak abort ya da enfekte
buzagi dogumlarina yol agabilmektedir [12, 15].

Neospora caninum ara konak sigirlarda atik-
lara neden oldugu icin veteriner hekimlik acisinda
olduk¢a Onemlidir. Meksika’da 1987 yilinda ilk
kez bir siit ciftliginde atiklar Bovine neosporosis ile
iligkilendirilmis ve daha sonrasinda da birgok atik
vakasinda etken ile karsilagilmistir [6]. Gebe sigir-
larda etkenin vertikal yolla yavruya gecmesi sonu-
cunda atiga, konjenital bozukluklara sahip (koordi-
nasyon bozuklugu, tremor ve ekstremitelerde hipe-
rekstansiyon gibi) ya da persiste enfekte buzagilarin
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dogmasina, dol tutmamasi sonucunda damizliktan
ayrilmaya ve siit veriminin azalmasina yol agma-
st nedenleriyle neosporiosis sigir yetistiriciliginde
ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir [6, 12,
15, 16].

Sigirlarda N. caninum’un yayginliginin arasti-
rilmasi amaciyla yapilan galismalar incelendiginde
etkenin teshisinde yogun olarak ELISA ve IFA test-
lerinin kullanilmakta oldugu goériilmistiir [7, 15, 17,
21]. Diinya’da sigirlarda N. caninum’un yaygimligi-
nin aragtirtlmasi amaciyla yapilan serolojik caligma-
lar incelendiginde, etkenin alt1 kitada da goriildigi
ve yaygmhigmin kitalara gére Kuzey Amerika’da
%5,2-79, Giiney 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 oldugu goriilmektedir [7,
8, 14,15, 18, 21, 22, 23, 27, 28].

Tiirkiye’de sigirlarda N. caninum’un yaygin-
ligimin arastirilmas1 amaciyla yapilan serolojik
calismalarin hemen tamaminda ticari ELISA tes-
tinin kullanildig1 goriilmiis ve bu caligmalarda M.
caninum’un yayginhigmin, Sakarya’da %9,2 [30],
Kirikkale’de, izmir’de ve Tokat’ta %10,77 [36],
Ankara’da %10,15, Cankir1’da %6,93, Nevsehir’de
%3,10, Eskigehir’de %5,43, Yozgat’ta 920,32 [34],
Kayseri’de %7-10,82 [19, 34], Kirsehir’de %18,1-
19,55 [34, 35], Kirikkale’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], Sanliur-
fa’da %7,5 [31], Adana’da %10,7 [17], Elazig’da
%8,19-15 [3, 33], Malatya’da %4, Mus’ta %4,86 ve
Bingol’de %4,69 [3] oldugu bildirilmistir.

Calismanin amaci, Tiirkiye’nin 25 ilinden Ve-
teriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisiic Mii-
diirliigti’ne gonderilmis olan atik yapmis sigir kan
serumlarinda N. caninum’un yayginliginin arastiril-
masidir.

Materyal ve Metot

Calisma materyalini, N. caninum varlig1 yoniinden
incelenmesi amaciyla Veteriner Kontrol Merkez
Arastirma Enstitli Miidiirligti'ne gonderilmis olan
atik yapmis 986 sigira ait kan serum Ornegi olus-
turmaktadir. Serum ornekleri toplamda 25 ilden,
soguk zincir sartlar1 altinda génderilmistir. Ornek-
lerin gonderildigi iller ve 6rnek sayilar1 Tablo 1°de
verilmistir. Serum Orneklerinde N. caninum antikor-
lariin aranmasi i¢in compatative ELISA (cELISA)

(VMRD®, Pullman, ABD) kiti iiretici firma talimat-
larina gore kullanilmastir.

Sonuglar Excel® (Microsoft®, V.2016, Was-
hington, ABD) programiyla kayit altina alinmis ve
SPSS® (IBM®, V. 21, Armonk, NY, ABD) progra-
miyla sonuglarin istatistiksel degerlendirilmistir.
Levene’s Test ile varyanslarin homojenligi kontrol
edilmistir. Pozitif ve negatif numuneler arasindaki
onem farki Bagimsiz O6rneklem t-testi ile deger-
lendirilmistir. Istatistik analizleri i¢in &nem smiri
p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular
Tablo 1. Atik yapan sigir numunelerinin illere gére da-
gilima.
. Toplam Pozitif  Pozitiflik
Swra No I Nur:nune Numune Orani (%)
1 Adana 16 25,00
2 Aksaray 307 162 52,77
3 Ankara 14 1 7,14
4 Bartin 2 0 0,00
5 Bursa 33 3 9,09
6  Cankiri 11 1 9,09
7 Corum 5 2 40,00
8  Denizli 0 0,00
9 Erzincan 11 0 0,00
10 Erzurum 0 0,00
11 Eskisehir 3 37,50
12 Istanbul 8 0 0,00
13 Izmir 13 3 23,08
14 Kastamonu 23 2 8,70
15  Kirikkale 147 23 15,65
16  Kurklareli 25 4 16,00
17  Kurgehir 4 0 0,00
18  Malatya 6 1 16,67
19  Manisa 10 1 10,00
20  Mugla 100 32 32,00
21  Sakarya 4 0 0,00
22 Samsun 10 2 20,00
23 Siirt 2 0 0,00
24 Sanlurfa 201 67 33,33
25  Tekirdag 20 8 40,00
Toplam 986 319 32,35

Calismamizda incelenen 986 sigir kan serumunun
319 (%32,35)’unda N. caninum tespit edilmistir.
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Sonuglarin illere gore dagilimi ve ylizde pozitiflik
degerleri Tablo-1’de gosterilmektedir.

Ulkemizde yapilan diger ¢alismalar ile karsilastiril-
diginda ¢calismamizin 6rneklem biiytikligii (p=0,50)
ve pozitiflik sayis1 (p=0,80) onceki calismalarla
uyumlu bulunmustur.

Tartisma ve Sonug¢

Neospora caninum, diinya genelinde sigirlarda atik-
lara neden olan en 6nemli etkenlerden biri olup,
bunun yaninda sigirlarda konjenital hasarli buzagi-
larin dogmasina veya bazen de herhangi bir klinik
belirti gostermeyen ancak N. caninum ile enfekte
buzagilarin dogmasina neden olmaktadir [12, 15].
Enfekte dogan bu hayvanlarin ilerleyen dénemlerde
gebe kaldiklarinda atik yapma ihtimalinin, etken ile
karsilasmamis hayvanlara gore yaklasik iki kat daha
fazla oldugu bildirilmistir [15].

Bu g¢alismada, attk yapmis sigirlarin
%32,35’inde N. caninum tespit edilmistir. Calisma
sonucu, ¢esitli lilkelerde atik yapan sigirlarda N. ca-
ninum yayginliginin c-ELISA ile arastirildig: ¢alis-
malarla karsilagtirildiginda, Bulgaristan’dan (%10)
[15], Cekya’dan (%0,5-3,9) [8, 15], Polonya’dan
(%15,6) [15], Slovakya (%22,2)’dan [15], Sirbis-
tan’dan (%7,2-15,4) [22, 23], Romaya’dan (%27,7)
[20] ve Sudan’dan (%10,7) [18], daha yiiksek bu-
lunmugken, yine bu oranin Brezilya’dan (%42,1),
Meksika’dan (%42-59), ABD’den (%79), Porte-
kiz’den (%49), Ispanya’dan (%35.,4), Isveg’ten
(%63), Birlesik Krallik (%60), Yeni Zelenda (%50-
53)’dan [15] ve Pakistan’dan (%43) [27] daha dii-
stk oldugu goriilmiistiir.

Ulkemizde simdiye kadar yapilan caligmalar
incelendiginde, atik gecmisi olan sigirlarda N. cani-
num’un yaygiligiin aragtirilmast amactyla yapil-
mis yalnizca iki calisma tespit edilmistir. Bu ¢alig-
malarin birinde 134 s1girin %35,7’sinin [31], dige-
rinde ise Kirikkale, Burdur ve Aksaray illerindeki
427 sigirin %37,7’sinin kan serumunda N. caninum
tespit edilmistir [29]. Bu calismada ise atik yapan
986 s1g1rn %32,35’inin kan serumunda N. caninum
tespit edilmis ve sonu¢ bu calismalar ile karsilas-
tirtldiginda pozitiflik oraninin daha diisiik oldugu
gorlilmustiir. Neospora caninum’un yayginliginin
arastirilmas1 amaciyla yapilan diger calismalarda
ise, orneklemenin bir bolgedeki sigirlarin tesadiifi
olarak orneklenmesi ile olusturuldugu goriilmiis ve

bu nedenle calisma sonuclarimiz bu calismalarin
sonuclar ile karsilastirilamamastir.

Neospora caninum’un yaygmlhiginin belirlen-
mesi amaciyla yapilan calismalarda elde edilen
pozitiflik oranlarindaki farklilik nedenleri, siirii yo-
netimine, hayvanlarin beslenme ve barinma sekille-
rine, siirli biyikligiine, iklime, hayvanlarin temin
edilme sekline ve hayvan irkina bagl oldugu belir-
tilmektedir [15].

Caligma sonucunda atik yapan 986 sigirlarin
%32,35’inde N. caninum antikorlarinin tespit edil-
mesi kayda deger bir veri olup, sigir atik vakala-
rinda N. caninum’un goz ardi edilmemesi gerek-
tigini disiindiirmektedir. Bu nedenle atik vakalar
degerlendirilirken sigirlarda atiklara neden olan
diger etkenlerle birlikte N. caninum yoniinden de
analiz yaptirilmasi ve sonuglari degerlendirilmesi
olduk¢a 6nemlidir. Sigirlarda atik vakalarinin yam
sira; persiste enfekte buzagi dogmasi, siit verimin-
de azalma ve erken damizliktan ¢ikarma gibi cid-
di ekonomik kayiplara neden olan N. caninum 'un,
iilkemizdeki gercek yaygmligimin belirlenebilmesi
icin onceki caligmalara ek olarak iilkesel ¢apta epi-
demiyolojik bir caligma gerektigi diisiiniilmektedir.
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Altin Cakal’da (Canis aureus Linnaeus, 1758) Bulunan Helmint
Enfeksiyonlar1 ve Zoonotik Onemi
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Ozet: Altin gakal (Canis aureus Linnaeus, 1758), Tiirkiye’de bulunan, diinyada da oldukga genis yayilima sahip yabani
karnivorlardan biridir. Yabani karnivorlar ¢esitli zoonoz helmintleri ¢evreye, insanlara ve diger hayvanlara bulastirma-
lar1 bakimindan 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Bu aragtirmada, ¢akallarda bulunabilecek, ¢evreye bulasarak insan
ve hayvan sagligini tehdit edecek helmintlerin varligi aranmaktadir. Bu amagla, Tiirkiye’nin Bati Karadeniz ve Giliney
Marmara bolgesinden Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii’ne gonderilen iki ¢akal incelenmis, sindirim sis-
temlerinde; Alaria sp., Joyeuxiella echinorhyncoides, Mesocestoides sp., Uncinaria stenocephala, Rictularia cahirensis
erigkinleri ile, Linguatula serrata nimfleri saptanmistir. Bu ¢alismada tespit edilen Alaria sp. ve L. serrata nimfleri
bildigimiz kadarryla Tiirkiye’de altin ¢akallardan bildirilen ilk kayzttir.

Anahtar kelimeler: Altin ¢akal, 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 Institute 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

Arastirma Makalesi / Research Article

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

Giris

Altin gakal, mesokarnivor tiirlerinden olup, diinya-
da genis yayilima sahip karnivor tiirlerindedir [14].
Polytypic tiir olan altin ¢akalin, 14 alt tiirQi farkli
cografik bolgelerde bulunmaktadir [10]. Altin ¢akal
Afrika, Giiney Dogu Asya, Orta Asya, Orta Dogu,
Basra Korfezi iilkelerinde [14] ve Kuzey Italya,
Slovakya, Avusturya, Macaristan, Cek Cumhuriye-
ti, Kuzey Polonya, Slovenya, Romanya, Bosna-Her-
sek, Karadag, Sirbistan, Ukrayna, Yunanistan, Bul-
garistan ve Tirkiye’de yasadigi bilinmektedir [4].
Tiirkiye’de oldukga genis bir alanda yasam siir-
diiren altin ¢akallar 6zellikle sahil bolgelerinde ve
deniz seviyesinden 1500 metre yiikseklikteki nehir

vadilerinde (Kocaeli, Istanbul, Kirklareli, Sakarya,
Ankara, Adana, Mersin, Hatay, Gaziantep, Sanliur-
fa, Izmir, Denizli, Mugla, Aydm, Burdur, Zongul-
dak, Karabiik, Bolu, Artvin, Rize, Trabzon, Gire-
sun, Ordu, Samsun, Kastamonu, Bartin ve kii¢iik bir
popiilasyon halinde Hakkari’de) bulunmaktadir [2].

Altin gakallar, 1,1 km*den 20 km?’ye uzanan
bir yasam alanina sahiptir. Bu durum cakallarin ¢e-
sitli parazitler tiirleri disginda diger karnivorlar ile de
temas ederek tasidig1 parazitleri onlara bulastirarak
etkenlerini daha genis alanlara yayilma ihtimalini
arttirmaktadir. Parazitlerin ¢evreye bulagmasinda ve
insanlar i¢in indirekt enfeksiyon kaynagi olmasinda
onemli rolii oldugu diistintilmektedir [10]. Altin ¢a-
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kallarda yapilan parazitolojik caligmalar ¢ogunluk-
la helmintler {izerine olup, 38 tilkeden 119 helmint
tiirii bildirilmis ve bu helmint tiirleri icerisinde zoo-
noz 6neme sahip olanlar da kaydedilmistir [10].

Tiirkiye’nin Avrupa’daki komsusu Bulgaristan,
Yunanistan ve dogu sinir komsusu Iran’da ¢akal
parazitlerinin yayilist ile ilgili gesitli calismalar bu-
lunmasina ragmen [7, 21, 25, 28, 30], Tirkiye’deki
calismalar smirlt sayidadir [16, 17, 19]. Yapilan bu
calismalarda nekropsi sonrasinda, Altin ¢akalda Me-
socestoides lineatus, Taenia polyacantha, Rictula-
ria cahirensis [19], Uncinaria stenocephala [17] ve
Joyeuxiella echinorhynchoides, Toxascaris leonina,
Toxocara canis, Uncinaria stenocephala kaydedil-
mistir [16]. Insan sagligini da etkileyen cok sayida
helmintin son konagi oldugu bilinmesine ragmen,
ornek bulmadaki zorluklar nedeniyle 6zellikle Tiir-
kiye’de bu hayvanlarin helmint yiiki ile ilgili ¢cok
az bilgi bulunmaktadir. Bu ylizden ¢akal gibi yabani
karnivorlarin helmintlerinin belirlenmesine yonelik
yapilan calismalarda elde edilen verilerin tamami-
nin degerli oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismanin amaci, Tirkiye’nin iki farkli
bolgesinden (Canakkale-Ayvacik ve Bolu-Kibris-
cik) elde edilen iki altin ¢akaldaki helmintlerin du-
rumunu saptamak, bulunan helmintlerin zoonotik
ozellikleri ve Tiirkiye’ye komsu iilkelerdeki (Yuna-
nistan, Bulgaristan, ran) altin gakallarda kaydedi-
len helmintlerin karsilastirilmasi yapilmaktadir.

Materyal ve Metot
Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Mii-
diirligiine 2014 yilinda Bolu-Kibriscik ve 2016 y1-
linda Canakkale-Ayvacik’tan iki 6lii erkek altin cakal
gonderilmis, nekropsileri Munson ve ark. [20]’nin
belirttigi yonteme gore yapilmistir. Kalp, karaciger
ve akciger drnekleri helmintolojik inceleme yapila-
na kadar -20°C’de, ince ve kalin bagirsaklar ise 6nce
olas1 Echinococcus sp. yamurtalarini inaktif hale ge-
tirebilmek amaciyla en az bir hafta siireyle -80°C’de
bekletilmis, sonrasinda inceleme yapilana kadar
-20°C’de saklanmistir [9]. Ornekler incelemeden bir
gece once +4°C’de ¢ozdiiriilmiistiir.

Kalp, Akciger ve Karaciger Muayenesi

Kalp 6rnekleri makas yardimiyla acilarak, atrium ve
ventrikiiller makroskobik olarak Dirofilaria immitis

ve Angiostrongylus vasorum yoniinden incelenmis-
tir [24].

Karaciger ve akciger drneklerinin makroskobik
incelenmesi sonunda, organlar steril makas yardi-
miyla yaklagik 2 cm?®’liikk pargalara ayrilarak, 1lik
9%0,9’luk fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde 37°C
etiivde 2-4 saat inkube edilmistir. Stire sonunda 6r-
nekler musluk suyu altinda 100 pm’lik elekten ge-
cirilmis, iiste kalan miktar stereo mikroskopta (x40)
(Leica® M165 C) incelenmistir [22].

Sindirim Sistemi Muayenesi

Ince ve kalin bagirsaklar Sedimentasyon ve Sayim
Teknigi ile incelenmistir [12]. Bagirsaklar beser
esit pargaya boliiniip, tek ucu kiit makas yardimiyla
uzunlamasina agilmigtir. Bagirsak igerigi makros-
kobik olarak helmint yoniinden kontrol edilmistir.
Ardmdan 100 um’lik elekte yikanmis, elek {istiinde
kalan igerik stereo mikroskop altinda incelenmistir.
Bagirsak parcalart ise %0,9’luk FTS bulunan sise-
lere alinarak, birkac¢ dakika siddetli bir sekilde ¢al-
kalanmigtir. Siire sonunda bagirsak parcalari bas ve
isaret parmaginin arasina alinarak siyrilmistir. Ka-
lan igerige ise sedimentasyon teknigi uygulanmaistir.
Sediment porsiyonlara ayrilarak stereo mikroskop
altinda incelenmistir. Bulunan helmintler teshisleri
yapilana kadar gliserin alkolde +4°C’de saklanmis-
tir [12, 18]. Tespit edilen trematod ve cestod drnek-
leri Borax Carmen ile boyanirken [11], nematodlar
laktofenol ile seffaflandirilmistir. Tespit edilen tim
helmintler tek tek incelenerek morfolojik 6zellikleri
kaydedilmis, tiir teshisleri ilgili literatiirlere [3, 13,
19, 29] gore yapilmustir.

Bulgular

Cakallara ait kalp, karaciger ve akciger ornekle-
rinde herhangi bir helmint ya da gelisim donemine
rastlanmazken, bagirsaklarda bulunan helmintler ve
sayilar1 Tablo 1’de gosterilmistir. Canakkale’den
gonderilen altin gakal bir helmint tiirii (Joyeuxiella
echinorhyncoides) ile enfekte iken, Bolu’dan gon-
derilen ¢akalda bes farkli helmint tiirli (4laria sp.,
Mesocestoides sp., Uncinaria stenocephala, Rictu-
laria cahirensis ve Linguatula serrata nimfi) sap-
tanmugtir (Sekil 1).

Karnivorlarda bulunmasi muhtemel Echino-
coccus sp. yumurtalarinin inaktivasyonu amaciyla
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ornekler -80°C’de bekletilmis, bu esnada ¢alismada
tespit edilen helmintlerin, morfolojilerinin biiyiik
Olciide bozuldugu goriilmiistiir.

Yapilan ol¢iimlerde; 6l¢imii yapilan 6 disi U.
stenocephala 6rnekleri 7,72-10,43 mm uzunlugun-
da ve 290-340 pum genisliginde bulunmustur. Vul-
va, parazitin arka ucuna 2,25-3,55 mm mesafelerde
olup, parazitin son 1/3’tinde bulundugu kaydedil-
mistir. Bu tiirde morfolojisinin bozulmadig1 goriilen
bir erkek parazitten alinan 6l¢limlerde ise parazitin
6,714 mm boyunda ve 270 um eninde oldugu 6l¢iil-
mistiir. Parazitin spikiiliimleri neredeyse birbirine
esit ve 650 um uzunlugunda oldugu Ol¢lilmiistiir.
Tespit edilen erkek Rictularia cahirensis ise 7,26
mm uzunlugunda ve 270 um eninde oldugu o6lgiil-
mistiir. Boylarinin birbirine neredeyse esit oldugu
goriilen spikilimlerin ise 217,5 um oldugu 6l¢iil-
mistiir. Morfolojisi bozulmamis Linguatula serrata
nimflerinin ii¢li 6l¢lilmiis ve boyutlariin 6,06-8,20
mm % 1236-1967 um oldugu ol¢iiliirken, parazitin
kiitikulasinda yaka seklinde kii¢iik dikenciklerin

bulundugu tespit edilmistir. Olgiimii yapilan iki
Alaria sp. 6rneginin 2,53-2,62 mm X 622-793 um
boyutlarinda oldugu goriilmiistiir. Mesocestoides
sp. nin ise 10 gebe halkasi 6l¢iilmiis ve boyutlarinin
1152-1397 x 1348-1912 pm oldugu oSlgtilmiistiir.
Joyeuxiella echinorhynchoides’in rostellumunda
19-22 sira ¢cengel bulundugu tespit edilmistir. Halka
laterallerinde bulunan iki genital atrium halkalarin
on 1/3’tinde yer almaktadir. Halkalarda bulunan
cirrus keseleri ise 169-228 um uzunlugunda saptan-
mistir.

Tablo 1. Bagirsaklarda bulunan helmintler ve sayilari.

Bulunan helmint tiirleri Bolu Canakkale
Alaria sp. 2 -
Joyeuxiella echinorhynchoides - 29
Mesocestoides sp. 11 -
Uncinaria stenocephala 10(79-33) -
Rictularia cahirensis 2(®) -
Linguatula serrata nimfi 24 -

Sekil 1. A. Alaria sp. eriskin parazit, B. Mesocestoides sp. gebe halka, C. J. echinorhynchoides skoleksi C. U. steno-
cephala 6n nihayeti D. R. cahirensis 6n nihayeti ve tegiimentteki dikenleri, E. L. serrata nimfi

Tartisma ve Sonug¢

Altin gakallarda goriilen; 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-
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sus gibi diger karnivorlara da bulasabilen ve zoonoz
olan helmintler daha 6nce cesitli ¢calismalarda bil-
dirilmistir [7, 10, 14, 15, 28]. Tespit edilen zoonoz
helmint tiirleri, altin cakallarin genis yasam alanla-
ria sahip olmalar1 ve glinimiizde yasam alanlari-
nin sehirlere yaklagmasi sebebiyle halk sagligini da
tehdit etmektedir. Ayrica kopeklerin ve yabani kar-
nivorlarin birbiriyle etkilesimi arttik¢a enfeksiyon-
larin da goriilme ihtimali, yayilis1 artmaktadir [14].

Tiirkiye’nin komsu iilkelerinde altin ¢akallar-
da yapilan helmint c¢alismalarinda saptanan tiirler
birbirlerine benzerlik gdstermektedir. Ancak aras-
tirmalarda kullanilan 6rnek sayilarinin Tiirkiye’de
yapilan ¢aligmalara oranla fazla sayida olmasi ne-
deniyle, bu iilkelerde saptanan helmint gesitliligi-
nin de Tirkiye’de saptananlara oranla daha fazla
olmasinin nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin
Yunanistan’da incelenen bes altin c¢akalda Alaria
alata, Mesocestoides sp., Taenia pisiformis, Taenia
sp., Toxocara canis, Uncinaria stenocephala, Ancy-
lostoma caninum, Rictularia sp. tirleri bulunmus-
tur [21]. Iran’da bir ¢akalda Mesocestoides sp. ve
kancalikurt [30], 10 altin ¢cakalda yapilan ¢aligmada
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
cakalda yapilan arastirmada ise Dipylidium cani-
num, Toxocara canis, Echinococcus granulosus,
Toxascaris leonina, Diocthophyma renale, Tae-
nia hydatigena, Ancylostoma caninum, Dirofilaria
immitis [28] tiirleri bildirilmistir. Sirbistan’da 447
altin ¢akalda 12 helmint tiiri saptanirken, en yay-
gin tiirlerin Mesocestoides lineatus, Alaria alata ve
Toxocara canis oldugu kaydedilmistir [6]. Ayrica
60 altin ¢akalda yapilan bagka bir ¢alismada ise,
6 helmint tiri teshis edilmis, bunlardan A. alata,
Ancylostomatidae, 7. canis en yaygin tiirler olarak
kaydedilmistir [14].

Calismamizda bulunan helmint tiirlerinden Ri-
ctularia cahirensis, Uncinaria stenocephala, Me-
socestoides sp., ve Joyeuxiella echinorhynchoides
daha once Tiirkiye’de gakallarda bildirilmistir [16,
17, 19]. Zoonotik 6nemi bulunan Alaria Tiirkiye’de
daha once tilkilerde [19] ve sokak kdpeginde [27]
saptanmig, altin cakallarda ise kaydedilmemistir.
Ayrica Linguatula serrata da daha sokak kopekle-

rinden bildirilmis [1, 8], ancak ¢akallarda herhangi
bir bildirim yapilmamistir. Bu ¢alismada tespit edi-
len Alaria sp. ve L. serrata nimfi bildigimiz kada-
riyla Tiirkiye’de altin ¢akallardaki ilk bildirimlerdir.

Cakallarda tespit edilen ve zoonoz 6zelligi olan
helmintlerin insanlara bulagma yollar1 ve neden
oldugu klinik tablolar incelendiginde; insanlar en-
feksiyona Alaria sp.’nin mezoserkerli paratenik ko-
naklarmin (kurbaga gibi) ¢ig ya da az pigmis olarak
alinmasi ile yakalanmaktadir. Alinan mezoserkerle-
rin insanlarda direkt veya dolasim yoluyla goz dahil
tiim dokulara yayilabildigi ve insanlarda 6liimlere
neden olabildigi bildirilmistir [27]. Benzer sekilde,
Mesocestoides sp. tetrathyridiumlar ile enfekte yi-
lan, tavuk ve av kuslari gibi ara konaklarin ¢ig ya
da az pismis olarak insanlar tarafindan tiiketilmesi
ile pleural ve peritoneal tetrathyridiosis olusmakta,
ciddi klinik belirtilere, hatta 6liimlere neden olabile-
cegi bildirilmektedir [23]. Uncinaria stenocephala
L3’lerinin insan derisi ile temas etmesi durumun-
da, larvalar deriyi delerek Cutaneus Larva Migrans
(Deri Larva Gogii) olusturmakta, bu durum insan-
larda dermatitislere neden olmaktadir [5]. Lingu-
atula serrata’nin larval donemleri de insanlarda
goriilen visceral pentastomiasis’in nedenlerinden
biridir. Genelde asemptomatik goriilse de, hepatik
ya da pulmoner malignite seklinde klinik ve radyo-
lojik olarak goriilebilmektedir [26]. Calismada tes-
pit edilen helmintlerin tamaminin, ya ara konaklar1
ya da paratenik konaklar1 ¢akallarin yogun olarak
avladig fare, rat, tavsan, kertenkele gibi siiriingen-
ler ve kuslardir [2]. Bu durum ¢akal gibi yabani kar-
nivorlarin beslenme davraniglari ile parazit ¢esitlili-
&1 ve parazit yiikleri arasinda baglanti oldugunu da
gostermektedir. Ayrica ¢alismada tespit edilen tiim
helmint tiirlerine kopeklerin de son konak oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle kdpek kaynakli helmint
enfeksiyonlardan korunma ve eradikasyon ile ilgili
yapilacak her tiirli programda yabani karnivorlarin
da goz oniine alinmasi, olusturulacak programlarin
basar1 ihtimalini daha da arttiracagi diistiniilmek-
tedir. Bu nedenle oldukca genis yayilisa sahip bu
karnivor tliriindeki parazitlerin belirlenmesi ama-
ciyla daha genis capli ¢alismalar yapilarak bu hay-
vanlarin tagidig1 parazitlerin belirlenmesi hem halk
sagligl, hem de hayvan sagliginin korunmasi igin
oldukca gereklidir. Bu baglamda ¢alismamizda elde
edilen sonuglar altin ¢akallardaki parazitler hakkin-
da giincel veri niteligi tasimaktadir.
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Ozet: Otenazi; hayvanlarda ac1, korku ve sikintrya sebep olmadan, insancil bir sekilde hayati sonlandirma eylemidir.
Laboratuvar hayvanlari, ¢esitli kimyasal, as1, ilag ve gida katki maddeleri gibi iirtinlerin saglik iizerindeki potansiyel
etkilerini degerlendirmek i¢in yapilan arastirmalarda kullanilmaktadir. Bu aragtirmalarin sonunda en ¢ok uygulanan
islemlerden biri de 6tenazidir. Laboratuvar hayvanlarinin 6tenazisinde kullanilan yontemler kimyasal ve fiziksel olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Bu derlemede, laboratuvar hayvanlarinda uygulanan 6tenazinin tarihgesi, etik iliskisi, etki
mekanizmasi, kalintilarin ortadan kaldirilmasi ve yontemleri hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Otenazi, Laboratuvar Hayvani, Tarihge, Etik, Yéntem

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

Derleme / Review Article

inform.

Key words: Euthanasia, Laboratory Animals, History, Ethics, Methods

Giris

Tanmim

Otenazi, Yunanca “iyi” ve “6liim” anlamina gelen
sirastyla “eu” ve “thanatos” kelimelerinin bir ara-
ya getirilmesiyle tliretilmistir. Daha genis anlamda
Otenazi; hayvanlarda aci, korku ve sikintiya sebep
olmadan insancil bir sekilde hayati sonlandirma ey-
lemidir [25]. Otenazi, sirasiyla biling kayb1, dola-
sim-solunumun durmasi ve beyin fonksiyon kayb1
ile sonuglanmaktadir [13]. Laboratuvar hayvanlari,
cesitli kimyasal, asi, ilag ve gida katki maddeleri
gibi iiriinlerin saglik tizerindeki kisa ve uzun siire-
li potansiyel etkilerini degerlendirmek icin yapilan
arastirmalarda kullanilmaktadir [12, 16]. Otenazi,
bilimsel arastirmalarda kan, doku ve organ elde et-
mek, ayn1 zamanda hayvanlarda agri, ac1 ve sikinti
seviyelerini sonlandirmak igin yapilir. Otenazi yon-
temi ve teknigi, arastirmalardan elde edilecek so-
nuglarda olgiilecek parametreleri dogrudan; 6rnek
toplama, zamanlama ve yer se¢imi ile ilgili olarak
da dolayli sekilde etkilemektedir. Ayrica, deney
hayvanlarinda ¢esitli seviyelerde stres tepkisi olusg-

turabilmekte, bu da kortikosteron ve diger endok-
rin sinyal molekiillerinin seviyelerini etkileyerek;
biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecek dokular-
da hedef diizeylerini etkilemektedir [7]. Evcil ve
laboratuvar hayvanlarinin 6tenazisinde kullanilan
yontemler i¢in esaslar, Kanada Konseyi (CCAC) ve
Amerikan Veteriner Hekimler Birligi (AVMA) gibi
kuruluslar tarafindan saglanmaktadir [39].

Tarihce

Insanlar, baslangicta hayvanlar1 beslenme, ulasim
ve arkadaslik i¢cin kullanmislardir. Deneysel arag-
tirmalarda hayvanlarin kullanimi ise Aristoteles
(MO 384-322) ve Hipokrat’in (MO 460-370) insan
anatomisi ve fizyolojisini arastirdigi caligmalarla
baslamistir. Cladius Galen (MS 130-210), domuz,
maymun ve lizerinde fizyolojik deneyler gercekles-
mistir. Galen’den sonra, Ronesans’in baslangicina
(~1300) kadar deney hayvanlariyla yapilan ¢alisma-
lara ara verilmis, Avrupa’nin karanlik ¢aglari olarak
tanimlanan VII. ve XIV. ylizyillar arasinda, miislii-
man bilim insanlari tarafindan hayvanlar iizerinde,
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davranis, yetistirme, anatomi, operasyon ve tedavi
ile ilgili birgok eser bilim diinyasina kazandirilmis-
tir. Daha sonra Andreas Vesaliusun (1514-1564)
“16.Ylizyilhin Anatomik Ronesans’t” kabul edilen
anatomi ¢aligmalariyla devam edilmistir. 17.ytizy1l-
da Descartes, insanlarin akil ve maddeden olusan ve
diisiinebilen varliklar, hayvanlarin ise diistinemeyen
makineler olarak goriildiigii Kartezyen felsefesini
ortaya koymustur. 20.yilizyilda farmakoloji, toksi-
koloji ve immiinoloji gibi bilim alanlarindaki ge-
lismeler ile deney hayvanlarinin kullanimi1 daha da
artmistir [3, 12, 24].

Otenazi ve etik iliskisi

Deneylerde kullanilan hayvanlarin agri, istirap ve
stresini en az diizeye indirmek gerekmektedir. Bu
nedenle arastirmacilar, deney sirasinda veya so-
nunda ve hayvanin gercek 6liimiinden 6nce Gtena-
zi karar1 verebilirler. Buna gore Otenazi: aragtirma
protokoliinde gerekliyse, analjezik, sedatif ve diger
tedavilerle hayvanin agr1 ve sikintist giderilemiyor-
sa veya hayvanlar 6lmek {izere ise uygulanmalidir
[20]. Olmek iizere olan hayvanlarda goriilen baslica
belirtiler; solunumun ¢ok yavas, ylizeysel ve ¢aba-
layarak olmasi, hizli kilo kaybi, durus bozuklugu,
istahsizlik, davranis bozuklugu, kaslarda atrofi, le-
tarji ve ayaga kalkamamasidir. Otenazi sonrasinda
elde edilecek dokularin arastirmanin amacina uy-
gun ve kullanilabilir durumda olmas1 gerekir, aksi
takdirde hayvanlarin kullanimi nedensiz ve etik
dis1 olacaktir [32, 37]. Otenazi ydntemi segilirken
arastirmacilar uygun ve yasaklanan yontemleri iyi
bilmelidirler. Uygulamak istenilen Gtenazi yonte-
mi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna sunulan
projede ayrintili olarak yazilmali ve mutlaka etik
kurul tarafindan onaylanan yontem uygulanmalidir
[11,12,20].

Otenazi yontemlerinin etki mekanizmalar

Otenazide kullanilan yontemler ii¢ temel mekaniz-
ma ile 6liime neden olmaktadir. Bunlar dogrudan
veya dolayli sekilde gelisen hipoksi, hayati dnem
tastyan noronlarm baskilanmasi, beyin aktivitesinin
ve dnemli néronlarin tahrip edilmesidir [7].

Otenazide sonucun onaylanmasi

Oliimiin tammlanmasinda en dnemli bulgular; kalp
ve solunumun durmasi, reflekslerin olmamasi ve
oltim sertligi (rigor mortis) gozlenmesidir. Kiigiik

laboratuvar hayvanlarinda viicut sicakliginin
25°C’nin altina diismesi de oliimiin diger bir belirti-
si olarak tanimlanmaktadir. Oliim teyidi konusunda
herhangi bir siiphe s6z konusu ise ikinci bir Gtena-
zi yontemi kullamlmalidir [7, 9]. Oliimiin gercek-
lestigini onaylamak i¢in solunum, kalp atis1, nab-
zin olmamasi, mukozalarda renk kaybi, kornea ve
palpebra reflekslerinin kaybolmasi, goézlerde buzlu
cam goriintiisii ve rigor mortis isaretleri kullanilma-
lidir [20, 17].

Kahntilari ortadan kaldirilmasi

Hayvanlarda o6lim onaylandiktan sonra segilen
Otenazi yontemine bakilmaksizin kalintilar dik-
katli ve uygun bir sekilde ortadan kaldirilmalidir.
Kalintilarin imha edilmesinde gémme, yakma ve
giibrelestirme gibi  yontemler kullanilmaktadir.
Yalnizca hayvan kalintilar1 degil kullanilan ilaglar
ve Otenazi sirasinda ortaya g¢ikan diger atiklar da
dikkatli bir sekilde imha edilmelidir. Ozellikle zo-
onoz hastalik tasiyan ya da radyoizotop ve toksik
kimyasallarin uygulandigi bilinen hayvanlar taginir-
ken olasi1 tehlikeler degerlendirilmeli ve korunmak
icin gerekli tedbirler alinmalidir [7, 20, 28].

Otenazi Yontemleri

Laboratuvar hayvanlarinin tenazisinde kullanilan
yontemler; kimyasal ve fiziksel olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Kimyasal yontemler; hayvanlarda
6liime neden olan farmasétik ya da kimyasal for-
miilasyonlarin uygun yollarla verilmesi esasina da-
yanmaktadir. Bu yontemde kullanilan enjektabl ya
da ucucu bilesikler, ilk olarak merkezi sinir sistemi-
ni daha sonra kardiyovaskiiler sistemi baski altina
alarak etkilerini gosterirler. Bu yontem genellikle
anestezik maddelerin yiiksek dozlar1 uygulanarak
gerceklestirilir. Fiziksel yontemlere gore daha hizli
ve estetik metotlardir. Fiziksel yontemler ise beyin
ya da medulla spinalisin fiziksel travmasi ile hiz-
I1 bir sekilde biling kayb1 olusturmaktadir. Fiziksel
yontemler, farmasotik maddelerin kalint1 problemi-
ne yol agmadigi ve kimyasal yontemlerden meyda-
na gelen fizikohistokimyasal ve biyokimyasal degi-
simler olusturmayan yontemlerdir. Tir, yas, viicut
agirligi, kullanilacak teknik, uzmanlik ve Otenazi
sonras1 incelemeler gibi ¢esitli faktorler goz oniine
alinarak farkli 6tenazi yontemleri segilebilir ya da
birlikte uygulanabilir [7, 14, 15, 24].
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Kimyasal yontemler

Kimyasal yontemler; inhalasyon anestezikler, kar-
bonmonoksit (CO), nitrojen (azot, N,), argon (Ar)
ve karbondioksit (CO,) gibi ugucu bilesiklerin uy-
gun kapali sistemler araciligiyla veya barbitiirik asit
ve tilirevleri, pentobarbital kombinasyonu, potas-
yum klorid, T-61, tribromoetanol, dissosiyatif ajan
kombinasyonu ve alkoller gibi ugucu olmayan bi-
lesiklerin uygun yollarla laboratuvar hayvanlarina
verilmesi ile gerceklestirilir [33, 36].

Ucucu bilesikler

a) Inhalasyon anestezik ajanlar; halotan, izofluran,
enfluran, sevofluran ve desfluran gibi ajanlar tek
baslarina ya da azot peroksit ile birlikte laboratu-
var hayvanlarinin &tenazisinde kullanilmaktadir.
Ancak azot protoksit tek bagina 6tenazi amaciyla
kullanilmaz [5]. Olusabilecek hipoksiyi Oonlemek
i¢in inhalasyon anestezik ajanlariyla birlikte kapa-
I1 sisteme hava veya oksijen (O,) verilmelidir [20].
Halotan; laboratuvar hayvanlariin 6tenazisinde
siklikla kullanilan hizli ve etkili bir ajandir [10].
%4’liik halotan fare, rat, kobay ve tavsanlarda 90
saniye i¢in de kalbi baski altina alarak 6lim sekil-
lendirir [28]. Halotan; rat ve fareler i¢in enfluran
ve izofluran ile karsilastirilldiginda daha az irkilti-
cidir. Enfluran karacigerde metabolize oldugundan;
ilag metabolizmasi ya da toksikolojik ¢aligmalarda
tercih edilmemelidir. Bunun yerine halotan tercih
edilebilir [19]. Izofluran, laboratuvar hayvanlarmin
Otenazisine yaygin olarak kullanilan diger bir anes-
tezik ajan olup etkisini solunum ve kardiyovaskiiler
sistemini baskilayarak meydana getirir. Karaciger-
de metabolize olmadig1 igin karaciger dokusu ile
ilgili toksikolojik veya mikrozomal caligmalarda
ilk tercih edilen kimyasal bilesiklerdendir. Fakat
kan glikoz konsantrasyonunu yapay olarak arttirdi-
&1 i¢in kan-glikoz diizeyi ¢aligmalarinda ve bunun
etkileyebilecegi arastirmalarda kullanilmamalidir
[20]. Keskin kokusu nedeniyle izofluran nefesini
uzun siire tutabilecek hayvan tiirlerinde kullanilma-
malidir [15]. Koku; hayvanlarin nefesini tutmasina
neden olur ve bunun sonucunda da biling kayb1 sii-
resi uzar [26]. inhalasyon anestezik ajanlarin kapali
sistemlerde verilme hiz1 0,5-10 L/dakika arasinda
olmalidir. Eger O, ile beraber verilecekse akis hi-
zindaki orani en fazla %5-7 arasinda olmalidir [30].
Anesteziye girisi hizlandirmak i¢in %70’e kadar

N,O diger inhalasyon anestezik ajanlarla beraber
kullanilabilir. Inhalasyon anesteziklerin otenaziyi
saglayan dozlar1 damar i¢i uygulandiginda genel-
likle 5 saniyeden daha kisa stirede biling kaybi, 10
saniyede de oliim sekillenir. Periton i¢i uygulama-
larinda ise genellikle 1-3 dakikada biling kaybu,
5-20 dakika arasinda oliim sekillenir [27]. Ugucu
bilesiklerin; damar ici enjeksiyon gerektirmemesi,
kiigiik hayvanlara (<7 kg) kolay uygulanabilmeleri
ve normal laboratuvar sartlarinda yanici ve patlayici
olmamalar1 gibi avantajlart vardir. Ancak hayvan-
larda anesteziye giriste endiseye yol agmalari, tasi-
yict gaz olarak O, kullanilmasi durumunda 6tenazi
stiresinin uzamasi, dokularda kalintiya yol agmalari
ve istismar i¢in kullanilabilmeleri gibi dezavantaj-
lar1 vardir. [20].

b) Karbonmonoksit; (CO); renksiz, kokusuz
ve patlayict olmayan (<%10-12) bir gazdir [20].
Otenazi amaciyla kullanim1 bazi iilkelerde yasak-
lanmistir. Konsantrasyonu %10-12 {izerinde oldugu
durumlarda, patlayict ve personel i¢in toksik etkili
oldugundan giivenilirlik problemleri ortaya ¢ikar
[27]. Kobaylara kapali sistemde hacimce %8 ora-
ninda CO uygulandiginda 2 dakika iginde kollaps
ve 6 dakika i¢inde de 6liim sekillenir [19]. Rat ve
farelerde ise % 4-6 konsantrasyondaki CO uygu-
lamas1 sonrasinda 40 saniye i¢inde kollaps ve bi-
ling kaybi, 2 dakika i¢inde solunumu ve 5-7 dakika
icinde de kalbin ¢aligmasini baskilayarak oliim se-
killenir. Agrisiz bir yolla biling kayb1 olusturmasi,
CO ile olusan hipoksiye viicutta bir tepki sekillen-
memesi gibi avantajlari, laboratuvar hayvanlari i¢in
tiksindirici, CO gazina maruz kalan 11k, fan gibi
elektrikli aletlerde patlama riskinin olmasi gibi bazi
dezavantajlar1 vardir [20].

¢) Nitrojen ve argon (inert gazlar); yanici/
patlayici olmayan, renksiz, kokusuz ve inert gaz-
lardir. Tek baslarina Gtenazi i¢in kullanilmazlar.
Anesteziye alinmis ya da sedatif ilag uygulanmig
tavsan ve ratlarin 6tenazisinde kullanilir. Ancak se-
datif ya da anestezik ajanlar 6tenazi siiresini uzatir-
lar [20]. Gerekli sartlar yerine getirildiginde nitro-
jen ratlarda 30 saniye i¢inde biling kayb1 ve 60 sani-
ye i¢inde de 6liim sekillendirmektedir. Bu yontemin
deney hayvanlarinda kortikosteron konsantrasyonu-
nu belirlemek amaciyla yapilan arastirmalarda kul-
lanilabilecegi onerilmektedir [20, 33]. Inert gazlar;
yanici olmayip, ucuz olmalarma ragmen, ratlarin
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Otenazisinde tiksindirici bir kokuya sahip oldukla-
rindan ve anesteziklerle beraber kullanildiklarindan
dolay1 6liim stiresini uzatabilmektedirler. [20].

d) Karbondioksit; Laboratuvar hayvanlarinin
oOtenazisinde yaygim olarak kullanilan CO, tek se-
ferde ¢ok sayida laboratuvar hayvaninin dtenazisini
saglar. Deney hayvanlarinda hipoksi sekillenmeden
biling kaybr olusturmak i¢in oksijen ya da hava
i¢inde en az %70 oraninda CO, verilmesi tavsiye
edilmektedir. Fakat kobaylar i¢in bu oranin %100
olmasi Onerilmektedir [7]. Kapali sistem haznesi
%10-30 hacim/dakika gaz akisiyla kademeli olarak
CO, ile doldurulmalidir. Fare ve ratlarda %3-20 ara-
sindaki CO, konsantrasyonu tiksinmeye, % 10-35
arasindaki CO, konsantrasyonu korku olusumuna
neden olmaktadir [18, 38]. Laboratuvar hayvanla-
rina kapali sistemle %10-30 hacim/dakika gaz aki-
styla CO, verildiginde 1-3 dakika iginde biling kay-
b1, 5-10 dakika sonra da 6liim sekillenebilir [29].

Ucucu olmayan bilesikler

Deney hayvanlarinin 6tenazisinde kullanilan enjek-
tabl ajanlar intravendz yolla uygulandiginda hizh
ve glivenli bir sekilde etki meydana getirirler [7].
Ancak intravendz yolla uygulamanin pratik olmadi-
&1 veya miimkiin olmadig1 durumlarda, irritan 6zel-
likte olmayan Gtenazi ajanlari periton i¢i yolla veri-
lebilir. Ayrica anestezi altindaki deney hayvanlarina
intrakardiyak yolla da verilebilir [20, 36]. Otenazi
icin genellikle anestezi dozunun ti¢ kati olacak se-
kilde doz hesaplanmas1 yapilmalidir [7].

a) Barbitiirik asit ve tlirevleri; barbitiiratlar
Once sinir sistemini baski altina alarak biling kaybi
olusturur, daha sonra solunum ve kalbin ¢calismasini
baskilayarak etki gosterirler [19]. Barbitiiratlar pe-
riton i¢i yolla uygulandiginda bagirsaklarda artefakt
ve ireme hormonlarinin seviyesinde degisiklige
yol agabilirler [1, 2]. Tiim barbitiirik asit tiirevleri
Otenazi amaciyla anestezi dozunun ii¢ kati mikta-
rinda kullanilabilir [7]. Laboratuvar hayvanlarinin
Otenazisinde en yaygin kullanilan barbitiirik asit
tirevi sodyum pentobarbital’in %18 (200 mg/ml)
konsantrasyonu 200 mg/kg dozda intravendz veya
intraperitonal yolla uygulanabilir. Intrakardiyak en-
jeksiyon, siddetli agriya neden oldugu i¢in sadece
genel anestezi altindaki deney hayvanlarina uygula-
nabilir. Ayrica 50 mg/kg konsantrasyonda %10’luk
etanol ve steril su icinde sodyum pentobarbitalin

cozdiriilerek kullanilmasi 6tenazi sirasinda deney
hayvanlarinda hemoliz olusmasini engeller [33, 36].
Diisiik seviyede huzursuzluga neden olarak hizli se-
kilde oliim sekillendirmesi, diger Otenazi ajanlari
ile karsilastirildiginda daha ekonomik olmasi gibi
avantajlarinin yaninda, yesil receteye tabi olmasi,
diger farmasotik ve kimyasal maddelerden ayri mu-
hafaza edilmesi ve kaydinin tutulmasi gibi dezavan-
tajlar1 vardir [20].

b) Pentobarbital kombinasyonu; Otenazi icin
pentobarbital lokal anestezik ya da ¢irpinma 6nleyi-
ci bilesikler ile kullanilmalidir [20]. Pentobarbital
Otenazi amaciyla néromuskuler bloke edici ajanlar
ile birlikte kullanilmamalidir. Karin boslugu organ-
larinin ve solunum yollarmin histopatolojik calis-
malarinda tercih edilen bir bilesiktir. Fakat ratlarda
sperm motilitesini azalttig1 i¢in bu konuyla ilgili
yapilacak calismalarda tercih edilmemelidir [33].
Pentobarbital kombinasyonu periton i¢i verilmesine
takiben 5-10 dakika, damar i¢i verilmesine takiben
20-60 saniye arasinda oliim sekillenebilir [29, 36].

c¢) Potasyum klorid (KCl); halojentir bir metal
tuzudur [33]. Anestezi altindaki deney hayvanlarin
Otenazisi i¢in intravendz ya da intrakardiyak yolla
uygulandiginda kalp kasi hiicrelerinde depolari-
zasyona yol acarak kalbin ¢alismasini baskilar [14,
33]. Ancak 6tenazi i¢in kullanilmasi Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmamugtir
[20].

d) T-61; embudramide, mebezonyum iyod ve
tetrakain hidroklorid karisimindan olusur. Etkisini
hizli bir sekilde gosterir fakat sadece intravenz yol-
la ve cok yavas bir sekilde uygulanmalidir. Deney
hayvanlarinda damar i¢i enjeksiyon zor oldugundan
Otenazi i¢in T-61 cok tercih edilmemektedir. Diger
uygulama yollariyla kesinlikle verilmemelidir [7,
8].

e) Dissosiyatif ajan kombinasyonlari; ketamin
gibi dissosiyatif ajanlarin yiiksek dozlari labora-
tuvar hayvanlarmin 6tenazisinde siklikla kullanil-
maktadir [34]. Otenazi amaciyla ketamin/ksilazin
kombinasyonu anestezi olusturan dozunun dort kati
miktarinda kullanilmalidir [6]. Bilinci agik kemir-
genlerde ketamin ve benzer dissosiyatif ajanlar,
a-2-adrenerjik reseptor agonisti (ksilazin gibi) veya
benzodiazepinler (diazepam gibi) ile kombinasyon
halinde kullanilmalidir [34].
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f) Alkoller; sinir ve solunum sistemini bas-
ki1 altina alarak anoksi ve anestezi olusturarak etki
gosterirler [20]. Etanol; fiziksel yontemlere ihtiyag
duyulmadiginda veya diger 6tenazi yontemleri i¢in
gerekli bilesiklerin bulunmadigi durumlarda biling
kaybi sekillenmis rodentlerin 6tenazisinde uygula-
nabilir. %70’lik etanoliin periton i¢i uygulanmasi
Otenazi i¢in uygun bir yontem olabilecegi oneril-
mistir [7, 21]. Farelere %70’1ik 0,5 ml etanol enjek-
te edildiginde 1-2 dakika i¢inde koma, 2-4 dakika
icinde de 6liim meydana gelebilir [21]. Farelerden
antikor tiretimi gibi uygulamalarda etanolle 6tenazi
kabul edilirken diger uygulamalarda kullanip kulla-
nilmamasi konusunda goriis ayriligi bulunmaktadir
[22]. Tribromoetanol, farelerin anestezinde kullani-
lan ilag dist kimyasal ajan enjektabl bir ajandir [35].
Ayrica peritonitis sekillendirdigi i¢cin kullanimi tar-
tismalidir [23].

Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemler; servikal dislokasyon, dekapi-
tasyon, maserasyon, mikrodalga ve beyin sarsintisi
uygulamalarmi igerir [33].

Servikal dislokasyon; yillardir kii¢iik laboratu-
var hayvanlarinin dtenazisinde kullanilan bir yon-
temdir. Fare, erigkin olmayan tavsan (<1 kg) ve 200
g’dan diisiik viicut agirhiga sahip sicanlarin Gte-
nazisinde uygulanir [6, 7, 14]. Servikal dislokasyon
yonteminde omurilik koparilarak beyin ile hayati
organlar arasindaki baglant1 kaybolur [14]. Biiyiik
yapili rodentlerde ve yagl sicanlarda uygulama 6n-
cesi sedasyona alinmalari tavsiye edilmektedir [8].
Yapilan arastirmalara gore sicanlarda, servikal dis-
lokasyon meydana geldikten sonra beyindeki elekt-
riksel aktivitenin 13 saniye daha devam ettigi daha
sonra kayboldugu tespit edilmistir. 200 g’dan fazla
viicut agirligina sahip sican ve olgunlagmis tavsan-
larda boyun bdlgesinde yogun kas kitlesi bulundu-
gu i¢in fiziksel olarak boyun omurunu kafatasindan
ayirmak oldukg¢a zordur ve bu yontem tavsiye edil-
mez [6, 20]. Ayrica hamster ve kobaylarda boyun
bolgesinin kisa ve kaslarmn giiglii olmasi, boyun ile
omuzlardaki deri kisminin gevsek olmasindan do-
lay1 servikal dislokasyon yonteminin gercgeklestiril-
mesi olduk¢a zordur [8]. Laboratuvar hayvanlarin-
da servikal dislokasyon gergeklestikten sonra 10-15
saniye arasinda biling kaybi, biling kayb1 sekillen-
dikten sonra 10-15 saniye arasinda Sliim sekillenir

[29]. Dokularda kimyasal madde kalmtisina yol ag-
mamasi ve hizli 6liim sekillendirmesi gibi avantaj-
lar1, yontemi uygulayan personel i¢in estetik olarak
hosa gitmeyen bir durum olmasi, uygulanabilecek
hayvan (fare, olgunlasmamis tavsan ve 200 g’dan
daha az viicut agirligina sahip sigan) skalasinin dar
olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir [20].

Dekapitasyon; keskin bir alet yardimiyla deney
hayvaniin boynu kesilerek bas ile gévde kisminin
birbirinden ayrilmasi islemidir. Bas ve govde kismi1
tam olarak birbirinden ayrildigi i¢in beyin dokusu
yetersiz kanlanmadan dolay1 tiim fonksiyonlari-
n1 kaybeder. Cesitli tiirlerde dekapitasyon sonrasi
beyindeki elektriksel aktivite ortalama 13-14 sani-
ye devam etmektedir. Ancak bu durum anestezinin
kullanilip kullanilmadigina bagli olarak 3-40 saniye
arasinda degisebilmektedir [4]. Dekapitasyon iglemi
icin 0zel dizayn edilmis giyotinler kullanilmaktadir
[14, 34]. Dokularda kimyasal madde kalintisina yol
acmamasi, 6limiin hizli ve kolay meydana gelme-
si, anatomik olarak hasar gérmemis beyin dokusu
elde edilebilmesi gibi avantajlar1 yaninda, yontemi
gergeklestirmek igin gerekli olan tutma isleminin
hayvanlarda strese yol agabilmesi, dekapitasyon
sonrasi beyindeki elektriksel aktivitenin varliginin
yorumlanmasinin zor olmasi gibi dezavantajlar
vardir [20].

Mikrodalga; mikrodalga cihazlar fare, sican ve
kiigiik tavsanlarin (<300g) 6tenazisinde kullanilmak
tizere Ozel olarak (maksimum gii¢ ¢1kis1 1,3-10 kW)
tasarlanmistir [7]. Cihaz deney hayvanin bas kismi-
na mikrodalga enerji gondererek 6liim sekillendirir
[20, 31]. Biling kayb1 ve 6liim sekillenmesi igin ge-
reken zaman cihazlar arasinda farklilik géstermek-
tedir [20]. Otenazi i¢in rutin olarak kullanilan bir
yontem olmay1p daha ¢ok ndrobiyologlar tarafindan
beyin dokusundaki kimyasallarm in vivo olarak in-
celenmesinde tercih edilmektedir [2, 7].

Beyin sarsintis1 (Concussion); deneyimli per-
sonel tarafindan tavsanlarin oksipital bolgedeki
boynun st kismina yardimer ekipman ile hizlt bir
sekilde vurularak gerceklestirilir. Oliimiin gercek-
lestigi siire dolasimin durmasi ile teyit edilmelidir
[8, 15]. Buuygulamada 0,1 saniyeden daha kisa sii-
rede biling kaybi, 5 saniye i¢inde de 6liim sekillenir
[29]. Laboratuvar hayvanlarin 6tenazisinde kullani-
lan yontemler asagidaki tablo 1’ de 6zetlemistir [7,
15, 20, 29].
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Yeni dogan ve fetiislerde otenazi

Yeni dogan hayvanlar ve fetiislerin Gtenazisinde
6zel durumlar vardir. Yeni dogan hayvanlar ve fe-
tiisler hipoksiye karsi1 dayanikli olduklar1 igin Stena-
zide CO, uygulamasi 6nerilmez. Enjektabl anestetik
maddelerin (6rnegin pentobarbital) yiiksek dozlar
onerilmektedir. Servikal dislokasyon, yeni dogan
hayvanlarin viicutlarmin kiiciik olmasi nedeniyle
ergin hayvanlarla karsilastirildiginda uygulanabilir-
ligi zordur. Fetiis, rahim (uterus) iginde bulundugu
stire boyunca bilingli degildir. Eger gebeligin sonu-
na gelmis hayvanlar 6ldiirtilecek ve fetiisiin doku-
larini elde etmek i¢in bilimsel gereksinime ihtiyag
yoksa anestezik maddelerin yiiksek dozlar1 anneye

verilerek Otenazi gerceklestirilebilir. Bunun sonu-
cunda fetiisler rahim icinde hipoksi sekillenmesin-
den dolay1 6liirler [29].

Deney hayvanlarinin 6tenazisinde kabul
edilmeyen yontemler

Sitriknin, nikotin, kafein, magnezyum siilfat, de-
zenfektanlar, tim néromuskiiler bloke edici ajanlar,
toksinler, solventler, hidrojen siyaniir, kloralhidrat,
bogma, trikloretilen, metoksifloran, hipotermi, nit-
rojen (tek basina oldugu zaman), azot oksit, opio-
idler, a-kloraloz, tiretan vb. fiziksel ve kimyasal
yontemlerin deney hayvanlarinin 6tenazisinde kul-
lanilmas1 uygun degildir [7, 8, 20].

Tablo 1. Rodentlerin 6tenazisinde kullanilan bazi yontemler ve 6zellikleri [7, 15, 20, 29]

Etki olusturma

Uygulama Personel Estetik Derecelendirme

Ajan mekanizmasi Etki sekli iz Etki kolayhig1 giivenligi degeri (1-5) Goriis
Serebral korteks, subkortikal
Halotan, apilar ve hayati 6neme
enfloran, Hipoksi yap yah - = aEF Sisis 4 s 5 Uygulanabilir
. sahip merkezlerin dogrudan
izofloran
baskilanmas1
Sodyum Hipoksi ve kalpte , . o
++ + + ++
pentobarbital ritm bozuklugu MSS’ nin baskilanmasi 5 Uygulanabilir
Servikal Beyin fonksiyonlarinin 150-200 g’1n altindaki
ey Hipoksi dogrudan baskilanmasi ve ++ ++ 4 s - 4 rodentler i¢in
Dislokasyon . . o
kardiak fiprilasyon uygulanabilir
Serebral korteks, subkortikal Sadece intravensz
T-61 Hipoksi yapilar ve solunumun ++ - + ++ 4
uygulanmalidir
baskilanmasi
Solunum asidozu
ve anestezi Serebral korteks, subkortikal
. . . . o
Karbondioksit sonra.s1"h1pok31, yapilar, hayati mer}(ezlenn oo o an o 4 %70 konsantrayondan
hayati 6neme ve kalp kasinin dogrudan fazla olmalidir
sahip merkezlerin baskilanmasi
baskilanmasi
Serebral korteks, subkortikal Bilingsiz hayvanlara
Potasyum Klorid Kardiyotoksik yapilar, hayati mer}(ezlerm N ) N - 4 1ntr'akard1yzik ya
ve kalp kasinin dogrudan da intravendz
baskilanmasi uygulanabilir
Mikrodal Beyindeki Beyin sicakliginimn ani bir Saf ecne ?fnre }gnmdhn
oda‘ga enzimlerin sekilde artmasi sonucu beyin ++ ++ - ++ 4 3 personet farahindar
1$1ma . . . L . uygulanabilir. Rutin
inaktivasyonu enzimlerinin inaktivasyonu S
uygulama degildir
Hayati 6neme
. sahip merkezlerin Beynin dogrudan Diger yontemler
+ o+ + ++ -
Dekapitasyon hasarindan dolay1 baskilanmasi 2 tercih edilmelidir
gelisen hipoksi
Hemoglobine baglanarak Personel icin
Karbonmonoksit Hipoksi O, ‘nin baglanmasinin o 4 = A 2 ¢

engellenmesi

tehlikelidir

Hiz: ++ ¢ok hizli, + hizli,- yavas. Etki: ++ ¢ok etkili, + etkili, -etkili degil. Uygulama kolaylig1: ++ kolay uygulanabilir, + deneyim gereklidir, - uz-
manlik gerektirir. Personel giivenligi. ++ tehlikeli degil, + az tehlikeli, - tehlikeli. Estetik degeri: ++ estetik, + ¢ogu insan i¢in onaylanmis, - birkag

insan i¢in kabul edilmez. Derecelendirme: 1 ¢ok kot 5 oldukea iyi.
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Ozet: Tarih boyunca insanlar tarafindan canli mikroorganizmalar igeren bitkisel ve hayvansal orijinli fermente gidalar
tiiketilmistir. Geleneksel fermente gidalarin igerisinde “’Probiyotik™ olarak isimlendirilen dogal mikroorganizmalar,
yeterli miktarda uygulandiginda konakg¢iya yarar saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanir. Her gegen giin
dogal kaynaklardan izole edilen ya da mevcut bakteri soylarindan tiiretilen yeni bakteriler kesfedilmekte ve dolayisty-
la bu bakterilerin probiyotik olarak degerlendirmelerinin yapilmasi ve giivenilirliklerinin derinlemesine arastirilmasi
gerekmektedir. Detayli inceleme gerektiren mikroorganizmalarin son 6rneklerini Leuconostoc mesenteroides, Bacillus
subtilis natto, Clostridium butyricum, Bacteroides xylanisolvens, Akkermansia muciniphila, Fruktofilik laktik asit bak-
terileri (FLAB) ve Faecalibacterium prausnitzii olusturmaktadir. Bu derlemede probiyotik 6zellikleri yeni ortaya ¢ika-
rilan bazi mikroorganizmalar hakkinda bilgi verilmesi amaglanmustir.

Anahtar kelimeler: Gida, 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

Derleme / Review Article

Giris

Antik ¢aglardan beri canli mikroorganizmalar ice-
ren gidalar insan beslenmesinin 6nemli bir bolii-
minl olusturmus ve Ozellikle fermente gidalar,
meyveler, meyve sulari, hayvansal iiriinler gibi
dogal mikrobiyal icerigi olan gidalar tiiketilmistir.
Insanlar, bakterilerin varligmi bile bilmeden, on-
lar1 bir¢ok gidanin tiretimi ve saklanmasinda etkin
olarak kullanmislardir [47]. Geleneksel fermente
gidalarin igerisinde ‘’Probiyotik™ olarak isimlen-
dirilen dogal mikroorganizmalar bulunmaktadir.
Ancak unutmamak gerekir ki canli bakteri iceren
her fermente gida ayni zamanda probiyotik 6zel-
likte degildir. Fermente gidalar farkl say1 ve tiirde
mikroorganizma igerdiklerinden bunlarin mikro-
biyolojik kompozisyonu tamamen bilinmemekte
veya iretim prosesinde kontrol edilememektedir
[30]. International Scientific Association for Probi-
otics and Prebiotics (ISAPP) bu nedenle, geleneksel

fermente gidalar i¢in “canli ve aktif bakteriyel kiil-
tirler igeren” terimini 6nermektedir. Probiyotikler,
yeterli miktarda uygulandiginda konakg¢iya yarar
saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimla-
nir. Bu faydalar, arastirilan probiyotiklerin biiyiik
cogunlugunda; bagirsak gecisinin diizenlenmesi,
patojenlerin rekabet dis1 birakilmasi ve spesifik
kisa zincirli yag asitleri {iretimi gibi nispeten or-
tak mekanizmalar yoluyla saglanmaktadir. Buna ek
olarak, vitamin sentezi, enzimatik aktivite, bagirsak
bariyer takviyesi ve kanserojenlerin notrlestirilme
mekanizmalari yer alir [10,30]. European Food Sa-
fety Authority (EFSA), biyolojik ajanlarm deger-
lendirilmesini basitlestirmek ve standardize etmek
amaciyla mikroorganizmalar i¢in genel risk deger-
lendirme yaklagimi olusturmaya yonelik Qualified
Presumption of Safety (QPS) sistemini baglatmig-
tir. QPS yaklasimi, diistik riskli mikroorganizmala-
rin degerlendirilmesini basitlestirerek, yiiksek risk
potansiyeli olan ajanlara daha fazla odaklanmay1
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saglamaktadir [36]. QPS kavrami, yem ve gida {ire-
timinde kullanilan tiim mikroorganizmalar i¢in bir
giivenlik degerlendirmesi olusturmay1 amaglamak-
tadir. Etken, QPS listesindeki bir taksonomik birime
acikca baglanabiliyorsa, gerekli giivenlik degerlen-
dirme asamalar1 varsa, bu taksonomik birim i¢in
listede belirtilir. Giivenilirlik 6zellikleri tam olarak
anlagilamayan mikroorganizmalar i¢in tiir veya izo-
lat seviyesi tizerinde ayr1 bir taksonomik siiflandir-
ma, potansiyel viriilens, antibiyotik diren¢ genlerini
ve bunlarin yatay aktarim yeteneklerini belirlemek
icin kapsamli genetik dizilim analizi de dahil olmak
iizere karakterizasyon analizleri yapilmaktadir [3].

Probiyotik Olarak Tanimlanan 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 koklardir [5,34]. Streptococcaceae ailesine
dahil olup glikopeptidlere dogal direnglidir [29,31].
L. mesenteroides, fakiiltatif anaerob olmasimna rag-
men mikroaerofilik kosullarda heterolaktik fermen-
tasyon kabiliyetindedir [17]. Ayn1 zamanda sitrati
diasetil ve asetoine doniistiiriirken, sakarozu deks-
tran ve levana doniistiiriir. Dekstranlar; kan plazma
uzaticilari, antikoagiilan tedavi i¢in heparin ikame-
leri, cesitli kozmetik {iriinlerin iiretiminde kullanil-
maktadir [33,35]. L. mesenteroides, bir¢cok gidada
fermantasyon islemlerinin baslamasindan sorumlu
ve hatta ¢esitli ekmek ve fermente siit {irtinlerinde
starter kiiltiirler olarak kullanilmakta, geneneksel ve
endiistriyel peynirlerin florasinda bulunabilmekte-
dir [12,16,48]. EFSA L. mesenteroides’dan iiretilen
dekstran preparatinin firin trtinlerinde %5’e kadar
kullaniminin insan tiiketimi i¢in giivenli oldugunu
bildirmistir [2].

Bacillus subtilis natto

B. subtilis, toprakta, gevig getiren hayvanlarin
ve insanlarin gastrointestinal kanalinda bulunan
Gram-pozitif, katalaz-pozitif, fakiiltatif anaerob
mikroorganizmadir [38]. Japonya’da 1906 yilinda
kesfedilen B. subtilis natto, fermente edilmis soya
fasulyesi olan ‘’natto” iiretiminden sorumlu olup
Japon diyetinde uzun siiredir kullanilmaktadir. B.

subtilis, gastrointestinal ve iiriner sistem hastalikla-
riin tedavisinde antibiyotiklerden 6nce yaygin ola-
rak kullanilan immiinostimiilator ajanidir. Sindirim
sistemi lizerinden; IgM, IgG ve IgA spesifik anti-
korlarin ve interferonlar indiikleyen CpG dintikleo-
tidlerin salgilanmasini saglayarak genis spektrumlu
bagisiklik aktivitesini uyarmasi nedeniyle alternatif
bir ila¢ olarak kullanilmistir [13]. B. subtilis nat-
to’ya glvenli kullanim 6ykiisii ve potansiyel vita-
min prekiirsori 6zelligi nedeniyle EFSA tarafindan
QPS statiisii verilmistir [20].

Clostridium butyricum

Gram pozitif, zorunlu anaerob, sporlu basil olan
Clostridium butyricum, insan ve hayvan bagirsagi-
nin kommensal bir bakterisidir. C. butyricum, yuk-
sek miktarlarda biitirik asit iiretme kapasitesine sa-
hiptir [27,42,45]. EFSA C. butyricum CBM 588’in,
yeni bir probiyotik olarak kullanilmasina izin ver-
mistir [4]. C. butyricum ig¢in bildirilen faydali etki-
lerin baginda SCFA (Short Chain Fatty Acids) iire-
timi ve lipit metabolizmasindaki etkinligi gelmek-
tedir [49]. Yapilan ¢alismalarda etkenin, tlseratif
kolit hastalarinda kaseksiyi dnleme ve Helicobacter
pylori icin tedavi olan hastalarda olusan yan etkile-
rin azaltilmasinda olumlu etkileri saptanmaistir [50].
Oral yolla alindiginda, C. butyricum sporlar1 ba-
girsaklarda aktif hale gegerek biitirat ve asetat gibi
¢ok miktarda kisa zincirli yag asitleri tlretir [44].
SCFA’lar bagirsak hiicreleri i¢in 6nemli bir enerji
kaynag1 olusturur ve enterositler iizerinde prolife-
ratif etkilere sahiptir. Ek olarak, SCFA’larin, kolo-
nik inflamasyon tizerinde immiin modiilator etkilere
sahip oldugu belirtilmistir. SCFA’lar epitel hiicre
kiltiirlerinde inflamatuar sitokin sekresyonunu bas-
kilayarak, bagirsak mukozasinin mikroorganizma-
larin varligina kars1 toleransini kolaylastirmakta ve
patojenlerin ¢ogalmasini kontrol etmektedir [28].

Bacteroides xylanisolvens

Chassard ve ark. [11] insan gastrointestinal kana-
linda, 6 ksilanolitik, Gram-negatif anaerobik ¢ubuk
izole etmislerdir. Sonraki 16S rRNA analiziyle, elde
edilen suslarin Bacteroides cinsine ait oldugunu ve
etkene ksilanin ayristirma 6zelligine gore B. xylani-
solvens ismini vermiglerdir. Bacteroides spp., insan
kolon florasinin baskin tiirlerinden olup, bagirsak
mikrobiyatasinin yaklasik %30’unu olusturmak-
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tadir [46]. B. xylanisolvens DSM 23964 izolatinin
biyokimyasal 6zellikleri katalaz (-), indol (-) ve ni-
sasta hidrolizi (-)’dir. Filogenetik analiz ve DNA-
DNA hibridizasyonu ile B. xylanisolvens’in alt var-
yanti olarak smiflandirilmistir. B. xylanisolvens’in
probiyotik olarak siniflandirilmasina sebep olan en
temel Ozelligi mide-bagirsak kanalinda canliligini
koruyabilmesidir. B. xylanisolvens DSM 23964,
stimiile edilmis mide sivisinda 3 saat sonunda %90
oraninda ve benzer sekilde stimiile edilmis intesti-
nal s1vida 4 saat sonunda %96 oraninda canliligimi
koruyabildigi saptanmigtir. Ancak in vitro ortam-
da epitelyal hiicrelere baglanamamasi probiyotik
ozelliklerin degerlendirilmesinde 6nemli bir deza-
vantajdir [51]. 2015 yilinda B. xylanisolvens DSM
23964’iin fermente edilen pastdrize siit tirlinlerine
probiyotik amacl katilmasi onaylanmis olup, etke-
nin probiyotik olarak kullanimi, pastdrize siit iiriin-
lerinin mayalanmasinda baslangi¢ kiiltiirii olarak
sintrlandirtlmistir [21].

Akkermansia muciniphila

A. muciniphila baslangigta zorunlu bir anaerob ola-
rak simiflandirilmistir, fakat Bacteroides fragilis ve
Bifidobacterium adolescentis gibi diger anaerobik
bagirsak kolonileriyle birlikte A. muciniphila’nin
kiiclik miktarlarda oksijeni tolere edebildigi goriil-
mistiir [40]. Yapilan arastirmalarda memeli bagir-
sak orneklerinde Akkermansia cinsine ait tiirler sap-
tanmis olup, etkenin zebra balig1 ve birmanya pito-
nu gibi diger omurgalilarda da benzer tiirleri tespit
edilmistir [15,43]. Bununla birlikte 4. muciniphila
insanlarda meme dokusunda tespit edilmis ve et-
kenin anne siitii ile bebeklere gegisi belirlenmistir
[14]. A. muciniphila, insan bagirsak mikrobiyatasi-
nin %1-4’linl olusturmaktadir [18]. Akkermansia
tirlerinin patojenitesi ile ilgili genel endiseler var-
dir ancak A. muciniphila’nin herhangi bir spesifik
hastaliga sebep olduguna dair veriye rastlanilma-
mustir [19]. A. muciniphila’nin 70 °C’de 30 dakika
1s1 uygulamasindan sonra etkenin obez ve diyabetik
farelerde yag kitle gelisimini, insiilin direncini ve
dislipidemiyi azalttig1 goriilmiistiir. Baz1 membran
proteinleri, termal islem sirasinda bile Toll benzeri
reseptor 2 ile stabilite ve etkilesim gostermistir. Bu
protein bagirsak bariyeri izerine olumlu etkiler sag-
lamistir [41]. Nispeten yeni tanimlanan tiir olan 4.
muciniphila, Akkermansia cinsinin ilk tanimlanan
taksonomik tiyesidir ve gida endistrisinde kullanim

kosullarina iliskin veriler yeterince bulunmadigin-
dan EFSA tarafindan yapilan QPS statiisline gore
herhangi bir degerlendirme yapilmamuistir [9].

Faecalibacterium prausnitzii

Fusobacterium prausnitzii, Faecalibacterium cinsi-
ne ve insan bagirsak mikrobiyotalarinin komensal
bakterisidir [37]. Gram pozitif, zorunlu anaerob olan
F. prausnitzii, Clostridia smifina aittir. Insanlarda
toplam fekal bakteri florasinin %3-5’ini olusturur
[8,26,37]. Mikrobiyota icerisinde F. prausnitzii sa-
yisindaki degisiklikler Crohn hastalig1 ve depresif
bozukluklar gibi birka¢ gastrointestinal hastalik ile
iliskilendirilmistir [32,37]. Etken konakta antiinfla-
matuar etki yaratmakta, bu da bazi hastaliklara bag-
l1 disbiyozisin dengelenmesinde kullanilabilecegini
gostermektedir [32,37]. F. prausnitzii EFSA tarafin-
dan heniiz QPS listesine dahil edilmemistir [8].

Fruktofilik Laktik Asit Bakterileri

Fruktofilik laktik asit bakterileri (FLAB), Laktik
asit bakterileri (LAB) igerisinde bir alt grup olustu-
rur. FLAB tercihen bir substrat olarak fruktoz kulla-
nir, glikozu tam olarak fermente edemez ve ortamda
bulunan piruvat, oksijen ve fruktoz varliginda gelis-
me ve ¢ogalmalar1 6nemli dl¢lide artar. Etken daha
cok; cigekler, meyveler, sarap ve kakao cekirdegi
gibi fermente gidalar ve boceklerin gastrointesti-
nal sisteminde bulunur [23,24]. FLAB grubu bak-
terilerin siiflandirilmasinda, Fructobacillus spp.
ve Lactobacillus spp. cinsleri yer almaktadir [22].
Fructobacillus bes tiirden olusur: F fructosus, F.
pseudoficulneus, F. ficulneus, F. durionis ve F. tro-
paeoli [25]. F. fructosus ve F. pseudoficulneus, do-
gal kaynaklarda en sik tespit edilen tiirlerdir [1,24].
Lactobacillus cinsinden FLAB iiyeleri L. kunkeei,
L. apinorum ve L. florum’dur [39]. Yapilan ¢aligsma-
larda, gidayla alinan ve 1s1 ile inaktif hale getirilmis
L. kunkeei’nin bagirsak peristaltigini artirdigi ve
immiinoglobulin A {iretimi gibi immunitede yarar-
I1 etkilere sahip oldugu saptanmistir. Bu nedenle,
B. xylanisolvens’lerde oldugu gibi, L. kunkeei’nin,
gida endiistrisinde 1s1l isleme tabi tutulmus formda
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Gida endiistri-
sinde ¢ok yaygin olarak kullanilan LAB ile olan ya-
kin filogenetik iliskileri, EFSA tarafindan QPS lis-
tesine dahil edilmesi olasiligini giindeme getirmis-
tir. Ancak etkeni genetik karakterizasyonunda laktik
asit bakterilerinden tam olarak ayirmak ve fermente
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gidalarin tiretimi ile arasindaki iliskiyi anlamak i¢in
daha fazla bilimsel veriye ihtiyag¢ vardir [6,7].

Sonug¢

Diinyada hizla biiyiiyen gida pazar dikkate alindi-
ginda probiyotik olarak 6nerilen yeni bakteriler ve
bunlar1 igeren yeni gidalar ilgi ¢ekmektedir. Yeni
probiyotik adaylar i¢in, gidalarda kullanimlar ile
ilgili yeterli deneyim olmadigindan bu yeni tiirle-
rin piyasaya siiriilmesi giivenilirlik endiselerini de
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle bazi iilke ve
kuruluslar probiyotiklerle ilgili ¢esitli yasal diizen-
lemeler gelistirmislerdir. Mevcut farkli diizenleme-
lerin en 6nemli ortak noktasi bu yeni tiirlerin piya-
saya siirlilmesinden once olasi bir saglik tehdidinin
ortadan kaldirilmasidir. Bu derlemede bahsi gecen
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis natto,
Clostridium butyricum ve Bacteroides xylanisol-
vens’e EFSA tarafindan probiyotik onay1 verilmis-
tir. Diger adaylardan 4. muciniphila, FLAB ve F.
prausnitzii i¢in ise eldeki veriler umut verici olarak
nitelendirilmistir ve s6z konusu tiirler halen EFSA
tarafindan bilimsel risk degerlendirme asamasinda-
dir. Degerlendirilen potansiyel probiyotiklerin, ge-
lecekte gida endiistrisinde yeni gidalara dahil edile-
bilecek bakteriler olabilecegi diistiniilmektedir.
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Ozet: Tarih boyunca viral hastaliklar epidemiler veya pandemiler meydana getirerek, insanoglunu ve onunla etkilesim
halinde olan tiim canlilarin yagamini tehdit etmistir. Milyonlarca canlinin 6liimiine veya itlafina yol acan bu salgnlar,
korunma ve tedavi gereksinimlerini de beraberlerinde getirmistir. Yirminci yiizyilin baslarinda gelismeye baslayan tek-
noloji ve saglik imkanlart, viral hastaliklarin sagaltimi tizerinde arastirmalar ve ¢aligmalar yapilmasina olanak saglamis-
tir. Yapilan bu derlemede, insan ve hayvan sagligini tehdit eden viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak amaciyla
gelistirilen antiviral ajanlar hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler: Antiviral ilag, viriis

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

Derleme / Review Article

viral infections threatening human and animal health.

Key words: Antiviral drug, virus

Giris

1959 yilinda, 5-Substituted 2’-Deoxyuridine
(IDU)’nin tanimlanmasiyla birlikte, viral enfek-
siyonlarin tedavi edilebilecegi fikri ortaya atilmis
oldu. Bu bilgiler 1s1ginda yapilan denemeler sonu-
cunda in vitro kosullarda, antiviral aktivite kesfe-
dildi.1962 yilina gelindiginde ise ilk kez etkili bir
herpes simplex virus (HSV) keratitis tedavisi ger-
ceklestirdi. Boylece IDU, herpetik gbz enfeksiyon-
larinda topikal sagaltimda kullanilan ilk antiviral
ajan haline geldi. Kaufmann ve Heidelberger’in
1964 yilinda, 5-trifluoro- 2’Deoxythymidine’nin
antiviral etkinligini ortaya koymasiyla beraber,
HSV keratitisin topikal tedavisinde yliksek basari
saglandi. Yine ayni tarihte, adenine arabinoside’nin
HSYV iizerindeki antiviral etkisi kanitlanmis ve ilk
kez herpesvirus enfeksiyonlarinin sistemik sagalti-
minda kullanilmistir. 1964 yili igerisinde, influenza
A virus inhibitorii olan amantadinenin, antiviral et-
kisinin invitro ve invivo ortamlarda kanitlanmasina
karsin etkenin ajana karsi hizla gelistirdigi direng
nedeniyle pratikte istenilen sonuca ulasilamamistir.

1977 yilinda, herpesviruslara karsi selektif ilk anti-
viral ajan olan 9-(2-hydro-xyethoxymethyl) guanine
(asikloguanosin) sentezlendi, birka¢ ay sonra asik-
loguanosine oranla daha genis bir etki spektrumu-
na sahip olan (S)-9-(2,3-dihydroxypropyl) adenine
(DHPA) gelistirildi. 1983 yilinda, Human immuno-
deficiency virus (HIV)’un sebep oldugu, “Acquired
Immunodeficiency Syndrome” (AIDS)’in tanim-
lanmasindan giiniimiize kadar, bu hastaligin sagalti-
minda kullanilmak tizere pek ¢ok antiretrovirus ajan
gelistirilmistir (reltegravir, dolutegravir, ritonavir,
maraviroc vb.) ve gelistirilmeye devam etmektedir.
Bunun yam sira, Hepatitis B virus (HBV) ve Hepa-
titis C virus (HCV) gibi biiyiik salginlara yol acan
enfeksiyonlarin tedavilerinde kullanilmak iizere an-
tiviral ajan gelistirme ¢aligmalarn siirdiiriillmektedir
(Asunaprevir, bocaprevir, paritaprevir, elbasvir vb.)
[18,19,32].

Gilinlimiize kadar gegen siirede gelistirilen antiviral
ilaglar etki mekanizmalarina gore 12 ana baslik al-
tinda toplanabilir.
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5-Substituted 2’-Deoxyuridine Analoglari

Bu grup igerisinde ii¢ farkl1 (Idoxuridine, Trifluri-
dine, Brivudine) antiviral ajan bilunur. 1959 yilinda
idoxuridine’nin tanimlanmasi ile birlikte antiviral
ajanlarin tarihi baglamis oldu. Ilag ilk olarak kan-
ser tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilmistir.
Daha sonra yapilan ¢aligmalarda herpetik goz en-
feksiyonlarinin topikal sagaltiminda da etkili oldu-
gu goriilmiistiir. Idoxuridine nin antiviral etkisinin
anlasilmasini takiben 1964 yilinda Heidelberg ve
Kaufmann tarafindan Trifluridine iiretilmistir. Bu
iki ajan glinimiizde de Herpes Simplex Virus-1
(HSV-1)’ in neden oldugu epitelyal keratitis olgula-
riin sagaltimimda merhem ve damla formunda kul-
lanilmaktadir [10,47]. Brivudine ise Birmingham
Universitesi Kimya Boliimii tarafindan 1976 yilin-
da iiretilmis olup HSV-1 ve Varicella-Zoster Virus
(VZV)’e kars1 segici ve etkili bir ajan olarak kabul
edilmektedir [20].

Bu ajanlarin antiviral mekanizmalar1 benzerdir.
Viral timidin kinaz ve konakg1 hiicrelerin sahip ol-
dugu diger enzimler ile fosforile olurlar. Bdylece,
hem viral hem de hiicresel DNA polimeraz enzimi-
ni inhibe ederler. Ancak virus lizerinde gostermis
oldugu etkiyi konake1 hiicreleri lizerinde de gos-
tereceginden Otiirli parenteral uygulamaya uygun
degildir. Brivudine’nin diger ajanlardan daha se-
lektif ve efektif olmasinin sebebi HSV-1 ve VZV
viral timidin kinaz enzimine spesifite gdstermesidir
[19,44,73].

Herpetik keratitisin tedavisinde bruvidine,
idoxuridine, trifluridine ve acyclovir etken madde
iceren oftalmik preparatlarin sagaltimda neredey-
se ayni derecede etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Uygulama sonrasi 2 hafta icerisinde % 90’a yakin
bir iyilesme s6z konusudur. Fakat, HSV-1 ve VZV
enfeksiyonlarinin sistemik sagaltiminda toksik etki-
sinden otiiri idoxuridine ve trifluridine yerine bri-
vudinenin tercih edilmesi prognoz agisindan daha
giivenlidir [6,76].

Niikleosit Analoglar1

Bu grup, icerisinde ii¢ farkli (Telbivudine, Lamivu-
dine, Vidarabine) antiviral ajan barindirmaktadir.
Vidarabine’nin etki mekanizmasi, viral DNA poli-
merazin inhibisyonu tizerine kuruludur [70]. Bir di-
ger niikleosit analogu olan Telbuvidine bir timidin
analogudur ve viral reverse transkriptazin yarismali

inhbitoriidiir. Viral reverse transkriptazin ve viral
DNA polimerazin inhibisyonunu saglayarak antivi-
ral etki gosterir. Entecavir ise bir diger niikleosit
olan guanosinin analogudur. HBV’nin viral DNA
polimeraz ve viral transkriptaz enzimleri iizerinde
inhibisyon etkisi gdsterir [64].

1976 yilinda niikleosit analoglari igerisinde
onaylanan ilk ajan olan vidarabine HSV-1, HSV-2,
VZV ve hatta baz1 AIDS hastalarinin sagaltimmda
kullanilmigtir fakat toksik etkisinden o&tiirii yerini
daha efektif ve glivenilir ajanlara birakmistir [29].
9%?3’liik merhem olarak kullanilirsa keratokonjukti-
vitis sicca sagaltiminda etkili olmaktadir ve kedi-
lerde idoxuridine gore daha kolay tolare edilebil-
mektedir [45]. Telbivudin 2006 yilinda ABD’de,
spesifik olarak Hepatitis B virus (HBV) enfeksi-
yonu tedavisi igin gelistirilmistir [64]. Oral yolla
kullanildiginda biyoyararlanimi en yiiksek seviyeye
ulagsmaktadir. Ajan, klinik Oncesi yapilan testlerde
denekler iizerinde herhangi bir mutojenik ve karsi-
nojenik etki birakmamigtir. Gebelerde kullanilmasi
durumunda, embriyoda veya fotiiste toksik bir du-
rum yaratmamaktadir. Entecavir ve Telbivudinin
serumdaki HBV DNA seviyesini lamivudine gore
¢ok daha asagi seviyelere diisiirdigli gézlemlenmis-
tir [11,23,40]. Lamivudine, hepadnavirus DNA’sin-
da zincir sentezini inhibe etmek {lizere gelistirilmis
bir oral sitozin niikleosit analogudur [8]. Ajan, HBV
viral replikasyonunu suprese ederek serum alanin
aminotransferaz seviyesinin normal degerlere ulas-
masini saglar. Bununla birlikte, karaciger yangisini
ve hepatosit pargalanmalarinin da 6niine gecer. Vi-
ral DNA replikasyonunu etkili bir bigimde inhibe
eden ve hastaligin yayilmasini engelleyen lamivu-
din, HBV tedavisinde en yaygin kullanilan niikleo-
sit analogudur [7, 12].

Asiklik Niikleosit Fosfonat Analoglari

Sidofovir ve Adefovir 6nemli asiklik niikleosit fos-
fonat analoglan icerisinde sayilabilir. Bu gruptaki
ajanlarin etki mekanizmasi, viral DNA polimerazin
fosfonoasetik asit ile hibridizasyonu ile inhibisyonu
esasina dayanir [19].

Bir sitozin analogu olan sidofovir, sentezlendi-
gi ilk yillarda AIDS ve cytomegalovirus (CMV) et-
kenlerinin neden oldugu rinitis tedavileri i¢in gelis-
tirilmis olsa da giiniimiizde herpesvirus, adenovirus,
polymovirus ve papillomavirus enfeksiyonlariin
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tedavilerinde kullanilir [57]. Viral DNA polimeraz
enzimine duydugu yiiksek affinite sebebiyle olduk-
ca glivenlidir. HSV-1 enfeksiyonlarinda intravendz
veya intravitreal olarak kullanildigi bilinmektedir
[73]. Veteriner hekimliginde, kedilerde deneysel
olarak giinde 2 kez uygulanan ve metilseliiloz ige-
ren sidofovirin, Feline Herpesvirus -1 (FeHV-1)
virusunun sag¢ilimini engelledigi ve klinik semp-
tomlart kismen de olsa hafiflettigi ortaya ¢ikmistir.
In vitro ve in vivo etkileriyle bu anti viral ajanin
FeHV-1 karsisinda etkin oldugu kesinlesmistir. An-
cak, hayvanlar nazolakrimal sikatrizasyon yoniin-
den gozetim altinda tutulmalidir [27].

2002 yilinda gelistirilmis olan adefovir dipi-
voxil adenozin monofosfatin niikleotit analogudur.
Ortaya ilk c¢iktig1 donemde HIV tedavisinde kulla-
nilsa da renal toksisitesi nedeniyle vazgegilmistir.
HBYV antijen negatif ve pozitif kronik hastalar i¢in
kullanilir. Adefovir dipivoxil alindiktan sonra este-
raz ile adefovir formuna biiriiniir bu olayi1 takiben
hiicre i¢i fosforilasyon ile beraber adefovir difosfat
meydana gelir. Adefovir difosfat deoxyadenozin tri-
fosfatin analogudur ve DNA zincirinin uzamasini
engeller [69]. Lamivudin direnci kaydedilmis olan
ve kan serumlarinda HBV antijeni bulunan veya
bulunmayan, kronik HBV enfeksiyonlu hastalarda
yapilan ilk denemelerde adefovir dipivoxilin, serum
HBV DNA varligin1 biiyiik olciide azalttigi ve se-
rum alanin aminotransferazi (ALT) normal seviye-
lere diigtirdiigii gézlemlenmistir [7].

Asiklik Guanozin Analoglari

Asiklik guanozin analoglar igerisinde 6 farklh
(asiklovir, valasiklovir, gansiklovir, valgansiklovir,
famsiklovir, pensiklovir) antiviral ajan sayilabilir.
Bu ajanlarin etki mekanizmalar1 viral ve hiicresel
timidin kinaz enzimleri ile fosforilasyona dayanir.
[k fosforilasyonlarini viral timidin kinaz enzimi
ile gerceklestiren ajanlar devaminda hiicresel timi-
din kinaz ile fosforilasyon islemlerini tamamlar-
lar. Fosforilasyon sonucu trifosfat forma doniisen
ajanlar viral DNA polimerazin uzamasimi engeller
[13,19,57].

Asiklovir, ilk olarak 1974 yilinda Ingiltere’de
gelistirilen bir antiviral ilagtir. HSV-1, HSV-2 ve va-
ricella-zoster virus (VZV) enfeksiyonlariin tedavi-
lerinde kullanilmaktadir [57]. Veteriner hekimligin-
de kedilerin 6nemli iist solunum yolu enfeksiyon-

larindan biri olan FeHV-1 enfeksiyonunun tedavi-
sinde denenmistir. Ancak, FeHV-1’in timidin kinaz
fosforilasyon etkinliginin, HSV-1’e gore oldukca
diisiik olmasi1 sebebiyle asiklovirin FeHV-1 iizerin-
deki etkisi zayiftir. Kedilere, %0.5’lik g6z damlas1
seklinde giinde 5 kez uygulandiginda 10 giine ka-
dar klinik semptomlarda azalmalara rastlanmistir
[30,73]. Valasiklovir, asiklovirin biyoyararligin ar-
tirmak i¢in gelistirilen bir 6n ilagtir. Gastrointestinal
kanalda absorbsiyonunun hizli olmasi enfeksiyon-
lara kars1 asiklovire gore daha etkili olmasini sagla-
mistir. Emilimden sonra hepatik hidrolaz enzimi ile
asiklovire doniistiiriiliir [44,57].

Bu grup igerisinde yer alan bir diger guanin
analogu ise gansiklovirdir, etki mekanizmasi asik-
lovire ¢ok yakin olan bu ajan immun sistemi bas-
kilanmig CMV enfeksiyonu bulunan hastalarda
kullanilmak iizere gelistirilmistir. Bunun yani sira,
HSV-1"in neden oldugu konjuktivitis olgularinda da
etkili oldugu gozlemlenmistir [5]. Valgansiklovir,
oral yolla uygulandiginda diisiik biyoyararlilik gos-
teren gansiklovirin biyoyararliligini artirmak igin
gelistirilmis bir 6n ila¢ formudur ve AIDS hastalig1
bulunan insanlarda CMV renitisin tedavisinde kul-
lanilmaktadir [15,46]. Bir niikleosit deoksiguanozin
analogu olan pensiklovir, insanlarda HSV-1, HSV-2
ve VZV gibi enfeksiyonlarin tedavisi igin gelistiril-
mistir. In vivo ve in vitro sartlar goz 6niinde tutuldu-
gunda FeHV-1"¢ kars1 da oldukea etkilidir [30,31].

Famsiklovir, pensiklovirden yiiksek biyoyarar-
lanim elde edebilmek icin gelistirilmis bir 6n ilagtir.
Oral kullanildiginda plazmada ya da ince bagirsakta
di-deasetilizasyona ugrayarak 6-deoksipensiklovire
(BRL 42359) doniisen ajan, hepatik aldehit oksi-
daz enzimi ile oksitlenip pensiklovire doniisiir [28].
Pensiklovir, viral enfekte hiicreye girer ve fosfori-
lasyona ugrayarak aktif trifosfat formuna biiriiniir.
[k basamakta viral timidin kinaz ile katalize olur-
ken takip eden basamaklarda katalize olmak igin
konake1 enzimlerini kullanir [34]. Yapilan in vitro
calismalarda famsiklovirin ve BRL 42359’un tek
baslarma FeHV-1 tizerinde herhangi bir etkilerinin
olmadigr gdézlemlenmistir. Bu bilgi 1s1ginda etkin
bir sagaltim i¢in antiviral ajanin oksidasyonunun ta-
mamalanip pensiklovir formuna doniismesi gerek-
lidir. Ancak kedilerde, BRL 42359°un oksidasyonu
icin gerekli olan hepatik aldehit oksidaz aktivitesi
%2 civarinda seyretmektedir ve bu ylizde diger pek
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cok canliya gore oldukea diistiktiir. Hepatik aldehat
oksidaz seviyesindeki doygunluktan kaynaklandigi
diisiiniilen aktivasyondaki bu diisiikliik, kedilerde
famsiklovirin farmakokinetiginin oldukca farkli ol-
masina yol agmaktadir [68].

Pirofosfat Analogu

Foscarnet viral antiviral ajanlar arasinda en kiiglik
boyutlu olandir ve mutlaka damar i¢i yolla uygulan-
malidir. {1k olarak insanlarda CMV enfeksiyonunun
tedavisi i¢in gelistirilse de sonralari, asiklovire di-
reng gosteren HSV ve VZV enfeksiyonlari iizerinde
de uygulanmistir. Viral DNA polimeraz lizerinde
bulunan pirofosfat baglama bdlgesindeki anyon
prifosfati taklit ederek etki eder. Veteriner hekimli-
ginde de kullanilan ajan, kedilerde oral yolla uygu-
lamada, biyoyararliligi yaklasik %8’lerde seyrettigi
i¢in yaygin olarak kullanilmamaktadir [1,73].

Integraz inhibitorleri

Retroviral ajanlar, konakgr hiicrelerde ¢ogalip saci-
labilmek icin proteaz, integraz ve reverz transkrip-
taz enzimlerine ihtiya¢ duyarlar. Etkenin konake1
hiicreye penetrasyonunu reverz transkriptaz ile viral
DNA replikasyonu izler. Replikasyon sonucu viral
integrazlar proviral DNA’nin 3’ ucunu ¢esitli pro-
sesler ile konakg¢1 hiicre genomuna entegre eder.
Integraz inhibitérlerinin etki mekanizmasi, enzimin
katalitik bolgesinde bulunan Mg* ye baglanarak,
virusun entegreasyon asamasini inhibe etmek iize-
rine kuruludur [51,53]. ilk HIV inhibitorleri 2007
yilinda gelistirilmistir. Reltegravir, dolutegravir ve
elvitegravir ad1 verilen bu ajanlar genellikle, “high-
ly active antiretroviral therapy” (HAART) i¢in kul-
lanilmaktadir [22].

Reltegravir integraz inhibitorleri arasinda ilk
onaylanan ilagtir. HIV-1 RNA seviyesi yiiksek, CD4
hiicre sayisi diisiik olan hastalar iizerinde kullanilan
ajanin oldukea etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun
yani sira reltegravir, niikleosit analoglariyla ve ri-
fonovir ile kombine edilebilir [19,22]. Elvitegravir
onaylanmis ikinci integraz inhibitoriidiir, tek basina
etki gosterebilecegi gibi, emtricitabine, tenofovir
alafenamide, tenofovir disoproxil fumarate, cobi-
sitatlar ile de kombine edilerek kullanilabilir [77].
Elvitegreavir, reltegravir ile benzer direng mutas-
yonlar1 paylastiklar i¢in, reltegravir direncli HI'V-
1 enfeksiyonlarinda kullanilmamalidir [58]. Dolu-

tegravir, 2013 yilinda reltegravir ve elvitegravire
direng gdsteren retroviral ajanlarin sebep oldugu
enfeksiyonlarin sagaltiminda kullanilmak {izere ge-
listirilmistir. Tek basma etki gosterebilecegi gibi,
abacavir ve lamuvidine ile kombine edilerek de kul-
lanilabilir [53].

Giris Inhibitorler

Giris inhibitorlerin etki mekanizmasi, viruslarin ko-
nakg¢1 hiicre membranina adsorbsiyonunu ve hiicre
icine penetrasyonunu engellemek {izere kurulmus-
tur. Bu grup igerisinde, retroviridial enfeksiyonla-
ra kars1 gelistirilen enfuvirtide, maraviroc; herpe-
tik enfeksiyonlara karsi gelistirilen docosanol gibi
ajanlar1 barmdirir [19].

HIV etkeninin zar proteinlerinden biri olan
gp120 konake1 hiicrenin CD4 16kosit reseptoriine
baglanir, bu baglanma asamasinda gpl120 {izerin-
deki 6zel yapilar konakg1 hiicre yiizeyinde bulunan
CCRS5 veya CXCR4 reseptorlerine adsorbe olur
[59]. Adsorbsiyonu takiben gp41’de konformatif
degisimler meydana gelir. Bu degisimler sonucu,
N-Heptad repeat ve C-Heptad repeat boliimleri bir
araya gelerek altili sarmal demeti meydana getirir
ve konakg1 hiicre membrani ile virus membrani ara-
sinda bir fiizyon olustur [26]. Olusan bu fiizyon ile
etken hiicreye penetre olur [9].

Enfuvirtide, 2003 yilinda onaylanan ilk giris
inhibitortidir. Ajan, HIV’in gp41 yiizey proteinini
inhibe ederek etkenin konakg¢i hiicreye penetras-
yonunu engeller [24]. Bunun yanisira ajan diisiik
biyoyararlanima sahiptir ve gastrointestinal sistem
proteazlarina karst duyarlidir [35]. Bu nedenle in-
vivo ortamda yarilanma 6mrii yaklasik 4 saattir ve
giinliik paranteral yolla uygulanmasi gerekir [54].

Maraviroc, 1996 yilinda kemokin reseptorii
olarak gelistirilmig ilk antiviral ilagtir. Ajan, ko-
nak¢r hiicre yiizeyinde bulunan CCRS5 kemokin
reseptoriiyle HIV gpl120 yiizey proteinin arasinda
baglantt kurulmasini engelleyerek antiviral etki
meydana getirir [55]. Hiicre kiiltiirleri tizerinde ya-
pilan bazi deneylerde, proteaz inhibitorleri, niikleaz
reverz transkriptaz inhibitdrleri ve non-niikleaz re-
verse transkriptaz inhibitorleri maraviroc ile kom-
bine edilip uygulandiginda aralarinda antagonizm
gelismedigi gozlemlenmistir. Bunun yanisira, ma-
raviroc’un bir diger girig inhibitorii olan enfuvirtide
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ile kombinasyonu HIV-1’ in sagaltiminda sinerjist
bir etki gostermistir [72].

Yirmi iki karbon uzunlugunda, doymus bir pri-
mer alkol olan docosanol, HSV, VZV, RSV gibi zar-
I1 viruslar tizerinde etkilidir [41,62]. Etki mekaniz-
masi, etkenin konake1 hiicreye adsorbiyonunu en-
gelleme ve viral replikasyonun inhibisyonu iizerine
kuruludur [30,41]. Docosanol, trifluride ve idoxuri-
dine gibi non selektif bir yapiya sahip oldugu i¢in
parenteral uygulamalarda toksik bir etki meydana
getirmektedir. Bu nedenle, sadece topikal sagaltim-
larda kullanilir [52].

Proteaz inhibitorleri

Proteaz inhibitorleri, HIV ve hepatit C virus (HCV)
enfeksiyonlarinin tedavilerinde uygulanmak tizere
gelistirilseler de, herpesvirus, picornavirus, flavivi-
rus, filovirus kaynakli hastaliklarin sagaltiminda da
kullanilmaktadir [3].

Proteaz, HIV replikasyonunun son agamasinda
onemli bir yer tutar. Enzim, viral gag ve gagpol pre-
cursor proteinlerinin iglenmesinde rol oynayarak ol-
gun enfektif virus partikiillerinin olusmasini saglar
[74]. Bu ajanlarin etki mekanizmasi, proteaz enzi-
minin aktif boliimlerine baglanarak viral poliprote-
inlerin olusumunu ve yayilmasini engellemek {ize-
rine kurulmustur [3].

1995 yilinda piyasaya siiriilen saquinavir iire-
tilen ilk proteaz inhibitdriidiir. AIDS hastalarinin
sagaltiminda kullanilmak tlizere gelistirilmistir [43].
Saquinavirin iiretilmesini takiben ritonavir, indina-
vir ve nelfinavir piyasaya siiriilmistiir. Birinci ne-
sil HIV proteaz inhibitorleri olan bu ajanlar, diisiik
biyoyararlanimlarinin yanisira hepatotoksik, nefro-
toksik, gastrointestinal sistem bozukluklar1 gibi yan
etkiler meydana getirdikleri i¢in giiniimiizde yaygin
olarak kullanilmamaktadir [3,75]. Ikinci kusak HIV
proteaz inhibitorleri lopinavir, amprenavir, atazana-
vir, tipranavir, darunavir antiviral ilaglarini igerir.
Bu ajanlar, birinci kusak proteaz inhibitorlerinin ne-
den oldugu yan etkilerin azaltilmasi ve biyoyararla-
nimin artirtlmasi i¢in gelistirilmistir [3].

HIV’in proteaz enziminde meydana gelen pri-
mer ve sekonder mutasyon direnci, proteaz inhibi-
torii uygulanan hastalarda diren¢ olusumuna sebep
olabilmektedir [75]. Diren¢ olusumuna karsin, pro-
teaz inhibitorleri, Amerika Birlesik Devletleri’nde

ve pek ¢ok Avrupa iilkesinde Lopinavir/Ritonavir,
Darunavir/Ritonavir, Saqunavir/Ritonavir gibi ajan-
lar kombinasyon olarak kullanilmaktadir [12].

HIV’de oldugu gibi HCV’nin yasam siklusun-
da da proteaz 6nemli bir yer kaplar. NS4A ve NS3
proteaz enzimi, viral poliproteinlerin olgunlagma-
sinda 6nemli rol oynar [21]. Proteaz inhibisyonu
amaciyla gelistirilmis olan her ajan proteaz enzimi-
nin aktif boliimiine baglanarak antiviral etki gosterir
[66]. HCV NS3/4A proteaz inhibitorleri arasinda,
vaniprevir, boceprevir, asunaprevir, grazoprevir,
paritaprevir, simeprevir ve telaprevir 6rnek olarak
gosterilebilir [19]. Japonyada, HCV-1 ile enfekte
olan hastalar lizerinde, asunaprevir+declatasvir ve
vaniprevirt+PeglFNo-2b+ribavirin gibi ilag kom-
binasyonlarinin denendigi bildirilmistir [31]. 2015
yilinda gelistirilen, grazoprevir+elbasvir kombinas-
yonu ise HCV-1 ve 4 enfeksiyonlarinin her ikisinin
tedavisinde de uygulanmustir [49].

Niikleozit Reverz Transkiptaz inhibitorleri
(NRTI)

Reverz transkriptaz, retroviral etkenlerin viral ssR-
NA genomundan dsDNA sentezlenme asamasinda
rol oynayan en 6nemli enzimlerinden biridir [17].
NRTI’ler, konaker hiicrede var olan kinaz ve fosfot-
ransferaz enzimleri ile fosforile olarak deoxyniikle-
osit trifosfat (ANTP) analoguna doniisiir. Bu yap,
endojen dNTP’ler ile yarismali olaral viral reverz
transkriptaz’a baglanir ve zincir yapisim bozarak
viral replikasyonu inhibe eder [14]. 1987 yilinda
onaylanan ilk NRTI zidovudinedir. Retroviral en-
feksiyonlarin tedavisinde viral reverz transkriptaz
inhibisyonunun olumlu sonu¢ vermesi lizerine etki
mekanizmalar1 zidovudine’ye benzer yeni ilaglar
gelistirilmigtir. Bunlar zalcitabine, emtricetabine,
lamivudine, stavudine, abacavir, didanosine’dir
[19].

Niikleozit reverz transkriptaz inhibitorlerine
kars1 ilag direnci ¢ok cabuk sekillendigi icin bu
ajanlar, HIV tedavilerinde virusun yasam siklu-
sunun baska bir asamasini inhibe ederek antiviral
etki gosteren ajanlarla kombine edilerek kullanilir
[12]. Lamivudine+dolutegravir, emtricetabine+T-
DF, emtricetabine+TDF+elvtitegravir+cobicistat bu
kombinasyonlardan bazilaridir [19,61].
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Non-Niikleozit Reverz Transkriptaz Inhibitérleri
(NNRTI)

NNRTI viral reverz transkriptazin, allosterik bolge-
si olan katalitik bolgeyi hedef alarak antiviral etki
gdsteren nonkompetif bir inhibitér grubudur. inhi-
bitorlerin hedef alinan bolgeye baglanmasini taki-
ben etkenin katalitik etkinligi azalir, bunun sonucu
viral replikasyon inhibe edilmis olur [2,16].

1980’ 1i yillarin sonlarma dogru rilpivirinen,
delavirdine, evirapine, efavirenz, etravirine gibi
ajanlar geligtirilmistir [19].

M2 (Matrix 2) Protein Inhibitorleri

Influenza A virus’un integral membran proteini olan
M2 proton kanali islevi, etkenin konakg¢i hiicreye
girisi sirasinda viral membranda; etken ile enfekte
hiicrede viral maturasyon asamasinda ise trans-gol-
gi membranda pH diizeyini dengelemektir [39,56].

Influenza A virus enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullanilmak iizere gelistirilen amantadine ve riman-
tadine, H" iyonlariin M2 protein kanallartyla viral
yapiya aktarilmasi engelleyerek iyon konsantrasyo-
nunda bir degisim meydana getirir. Bu degisim, inf-
luenza virus niikleik asidinin kapsitten ayrilmasini
inhibe eder ve antiviral etki meydana gelir [37,42].

Amantidine ve ramantadine, 6zellikle enfeksi-
yonun ilk 48 saatinde kullanildiginda semptomlar-
da kayda deger bir azalma meydana getirmektedir.
Fakat, ajana karsi gelismis olan direngten otiirii
kullanim sahasi daralmigtir. Yapilan denemelerde,
amantadine ve rimantadine’nin benzer etkilere sa-
hip oldugu anlagilmistir, fakat nérolojik yan etkiler
rimantadine’de amantidine’ye oranla daha diisiiktiir
[60].

Noroaminidaz inhibitéleri (NAI)

Influenza viruslarin hemaglutinin, néroaminidaz ve
M2 olmak tizere 3 adet yiizey proteini bulunmakta-
dir. Hemaglutinin, virusun hiicre reseptdrleri lizerin-
deki terminal sialik asitlere baglanmasini saglarken,
M2 proteini viral replikasyon asamasinda pH den-
gesini saglamakla gorevlidir [48]. Noroaminidaz
ise, replikasyon sonrasi olusan yeni virus partikiil-
lerinin hiicre ylizeyinden salimimindan sorumludur
[4]. Noroaminidaz inhibitorleri, bu protein iizerine
etkiyerek olusan yeni virus partikiillerinin sagilimi-
n1 engellemek suretiyle antiviral etki gdsterir [50].

1999 yilinda gelistirilen ve ilk NAI olan za-
namivir, ndroaminidazin epitoplarina sialik asitten
daha fazla affinite gosterir. inhalasyon yolu ile kul-
lanilan ajanin %15°1 alt solunum yollarinda kalir
[36]. Zanamivir, influenza B ve HINT1 susu {izerin-
de oseltamivire oranla daha yiiksek aktivite goster-
se de H3N2 susunda oseltamivirden diisiik bir etki
meydana getirir [63]. Oseltamivir, zanamivirin ya-
pist ornek olarak gelistirilmis ve aktif formuna ka-
racigerde doniismek tizere gelistirilmis bir 6n ilag-
tir. ilag hap veya sase seklinde oral uygulandiginda
yiiksek bir biyoyararlanim gosterir [38,50].

Antiviral Etki Gosteren Diger Ajanlar

interferonlar

Viral enfeksiyonlara karsi hiicrelerin temel savun-
ma mekanizmast olan interferonlar immunolojik
ve antiviral fonksiyonlar digerlerinden farkli olan
sitokinler olarak tanimlanabilir. Ilk olarak 1957 y1-
linda kesfedilmistir ve hala lizerinde ¢aligmalar ya-
pilmaktadir. Alfa, beta, gamma (a., B3, v) olmak iizere
3 tipi ve bu tiplerin pek ¢ok alt tipi bulunmaktadir
[73]. Viral replikasyonun baskilanmasinda biiyiik
bir rol oynayan interferon tip I, agirlikli olarak he-
matopoetik hiicrelerden salgilanir ve viicudu antivi-
ral aktivite i¢in uyarir. Yapilan son ¢alismalar, pato-
jen ile iliskili molekiiler patternlerin (PAMPs) inter-
feron tiretimini tetikledigini ortaya koymustur. Viral
bir enfeksiyon sirasinda virusun RNA tanskripsiyon
asamasi PAMP reseptorleri tarafinda algilanmakta-
dir. Enfeksiyonun ilk saatlerinde, hiicrelerde inter-
feron tip 1 ve tip 3’linde aralarinda oldugu bazi gen
gruplarinda aktivasyon sekillenmektedir. Aktive
olan bu interferonlar, interferon stimule edici genle-
11 (ISG) aktive eder. Sekillenen bu gen aktivasyonu,
viral replikasyonun farkli adimlarini inhibe eden
antiviral etkenlerin olusumuna katilir [19,67].

HBV ve HCV enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan 3 farkli interferon preparati gelistiril-
mistir. Bunlar, Interferon Alfacon-1, Pegylated In-
terferon a-2a (PeglFN o-2a) ve PeglFN o-2b dir.
Ciddi yan etkilerinden o6tiirii Interferon Alfacon-1,
2013 yilinda kullanimdan kaldirilmistir. PegIFN a
kokenli ajanlar, HBV sagaltiminda kullanilirken,
HCV sagaltiminda yaygin olarak kullanilmamak-
tadir. Bunun sebebi, HCV sagaltiminda, interferon
icermeyen ajanlarin, igerenlere oranla daha etkili
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olmasidir [33,73]. Interferon tedavisi, insan saglig
yani sira veteriner hekimliginde de kullanilmakta-
dir. In vitro ortamda 1x10°den 5x10° IU/ml’ye ka-
dar uygulanan ve kedilerde son zamanlarda tespit
edilen feline IFNw’nin sitotoksitite gostermeden
FeHV-1 titresini diistirdigi gézlemlenmistir. Ayri-
ca yiiksek konsantrasyonlarda [FNw, IFNa ya gore
cok daha etkili bulunmustur [65,71]. Bir diger in
vitro calismada, 10-62,5 pg/mL asiklovir 10-100
IU/ml rekombinant insan IFN o ile kombine edil-
mis ve bu kombinasyon herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigi gibi FeHV-1’in maximal inhibisyonu
icin gerekli olan asiklovirin dozunu yaklasik 8 kat
disiirmiistiir. Bu verilere gore interferonlarin niik-
leosid analoglari ile birlikte kullanilmalari tavsiye
edilmektedir [73].

Lizin; Cogunlukla herpetik enfeksiyonlarin te-
davisinde kullanilan aminoasit yapida bir ajandir.
Antiviral etkisi, herpeviruslarin replikasyonunda
esansiyel olan argininin antagonisti olmasidir, bu
antogonizm viral protein sentezini inhibe eder [73].

Lambda- Carrageanan; Siilfat polisakkarit ice-
ren bir deniz yosunu ekstraktidir, viral zar glikopro-
teinlerine baglanarak etkenin konakg1 hiicreye ad-
sorbsiyonunu engeller [25].

Sonu¢

flag sanayisinde antiviral ilaglarin gelistirilmesi
diger antimikrobiyal ilaglara gore daha geride kal-
mistir. Ancak giiniimiizde biyoteknolojinin ve mo-
lekiiler genetigin hizli gelismesinden dolay1 spesifik
olarak viral enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla anti-
viral ilaglarin gelistirilmesi hususunda énemli me-
safeler alinmistir. Bu ilaglarin yan etkilerinin azal-
tilarak rutinde kullanima sokulmalar viral kaynakli
enfeksiyonlarin profilaksi ve tedavisinde oldukca
faydali olacaktir.
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